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INTRODULLION

En la presente tesis, se abordacd el

estudio de 1la frecusncia de zalgunos marcadg

res del sistema HLA en 138 swjetos mestizos

mexicanos, aplicdndose a determinar:

a}

la probabilidad de gue se compartan zlgu
nos de estes antigenos de histocompatibi
lidad entre sujetos no emparentados, ex-
plorando la posibilidad de encontrar bug
nas compatikilidades en el trasplante de
drganos provenientes de caddveres, y

el nimero de individuos control y enfer-
mes necessaric en leos trabaiss qus iratan

de establecer asociacianes de estos mar-

cadores con algunas enfermedades.



I GENERALIDADES.

A) Antecadentes histérices.

Aunque desde hacfa mucho tiempo se habfa intentado el tras
plante de drganos o tejidos como medida terapeltica, nc se conocia -
la causa gue provocaba que tales intentos tsrminasen en fracasos. =
Karl Landateinsr en 1910 (26), al descubrir los grupos sanguineos @
introducir la prueba cruzada para determinar anticuerpogs pgreexisten-
tes, hizo posible efectuar transfusiones sin peligro, esto lo pode--
mos considerar como el primer trasplante de un tejido liquido. Pe--
ter Gorer en 1936 (13), al tratar de diferenciar grupos sanguineos -
de cepas murinas endogdémicas, observd un antigsno, llamade II, que =
se trasmit{a on forma dominante y que ademds tenia una gran ralacidn
con la sobrevida de trasplante de piel, ss decir, sl antigenc II del
ratdn sra un antigeno de histocompatibilidad.

Peter Medawar en 1944 (23), realizando injertos ds pisl en
ratones, llegd & concluir que el rechazo de injerto es una reaccidn
inmunoldgica por presentar:

a) especificidad

b) estar carecterizada en una aparicidn més temprana y el corto lapso
en que se lleva el rechazo en una sequnda expasicidn del injerte.

c) estar medieada por linfocitos

d) former anticusrpos especificos.

A estos hschas se unieran lns exédmenssz histslégicos del sitio del tras

plante, 8n los que se pudo apreciar el infiltrade leucocitario. En -

la figura 1, se esquematizan sus experimentos y las caracteristicas -

inmunaes.,



Rechazo:

7 = 8 dias

3 -4 dias

3 ~4 dias

raton virgen cepa B

Fig.1 Peter Medawar



Gorer, Lyman y Snell en 1948 (11), probaron gue el gen que
determina la presencia del antigeno I se encuentra en el cromosoma
17, que también porta el gen de la braguiuria (T) gue provoca anoma-
1fas ds la cola. Allen an 1955 detectd recombinaciones entre marca-
dorss del sistema de histocompatibilidad 2 (H-2), lo que permitid su
ponaer que este sisteme esteba codificado en mds de un gen. Gorer, #
mos y Mikutsko en Inglaterra y Snell y Stimpfling sn E.E.U,U., lo=-
gran esclarscer por métodos seroldgicos la genética de estos marcado
res en el ratdn.

Gorer y O'Gorman en 1956 (11), introducen la linfocitotoxi
cidad pare detectar las diferentes espescificidadss del sistema H-2 ,
mtodo basado en la destruccidn de la célula bhlanco por accidn del -
complamento hemolitice vy su posterior valoracidn mediante el empleo
de colorantes vitalss; mds tarde Terasaki (39)introduce la miniaturi
zacidn de estz técnice sn 1964, la qus con diversag modificaciones -
menores, es la que se utiliza en casi todos los centros de tipifica-
cidn del H=2 y del HLA.

Daussst en 1958 {8), describe el primer antigeno de histo~-
compatibilidad en el humano, sistema posteriormente denominado HLA -
(Human Lsucocyte Antigens).

Hasta aquf, el sstudio del H-2 en sl ratdn, as{ como el -~
del HLA en sl humano, no hubieran pasado de un marcedor Gtil en el -
trasplants y en genética de poblaciones si no es por el hallazgo for
tuito hecho por Lilly on 1964 {19), que consistid en une gran corre-

lacidn con los ant{genos H-2 del ratdn y su susceptibilidad al virus

da la lgucemia de Gross; mds tarde, McoDavitt y Benacerraf en 1969{z1),



establecen el control genético de la respuesta inmune sn el ratén -
por £ locus Ir (Immune responss). Estos Gliimos datos incrementa-—-
ron 21 interds de sstos antigencs acerca de su papel bioldgico. Um=
vez crientados los estudios a esta nueva faceta, se inicid la bdsgu=
da de asociaciones del HLA con algunas enfermedades y asi Russell e=
1972 {1il), establecs una clara relacién entre sl HLA y ia psoriasiz
y Falchuk con la enfermedad celiacaj Briverteen y Scholsstein sn ==
1973, describen 1a asociacidén mds contundente de las conocidas hastz
ahora, gue es entre sl HLA-B27 y la espondilitis anquilosants.

Con el Tecients desarrcllc de técnicas serolégicas para :i
pificar los antfgsnaos D/DR, que antes sdlc era posible mediante el -
cultivo mixto de linfocitos, han resultado nuevas saspecificidades.

Otro descubrimisnto importante poar Demant y col. en 1973~
(17) fue el mapeo de los genes de los compenentss C4, CZ y factor E
del compismento, gques ss encuentran incrustados entre los genes del
HLA en sl cromosoma seis huaano.

El sistema princinal de histocompatibilidad del ratén, ==
quizé ses el mejor conocido haste la fecha, dadas las facilidades -
de contar con cepas puras congfnicas que han permitido el estudioc -
de uno par uno ds los locus involucrados; an 8l humano eso no po=---
dria realizarse no sdlo por limitaciones étices, sino también paor -~
gl tiempo que tardarfiamcs en tener las generaciones suficientes. -
Par esta razdn, el modselo de retdn se ha convertido en la gufa de -

l2 investigacidn an humanos,



B) Panorama actual del HLA.

Aungqus se ha intentado el trasplente de tsjicdcs entre imci
vidups de difersntes sspecies, las diferencias antigénicas scn tan -
abundantes, que se puede considsrar por el momsento comc iIrrealizable.
Entre individuos de una misma especis (alotraéplanta), tambidn exis-
ten numervgas diferencias congcidas come”pelimorfismes’, de éstos, -
no todaos son importantes en la génssis de un rachazo, los que s8f par
ticipan se hen denominado "antigencs de histoccompatibilidad"; ahora
bien, e=tos a su vez se clasifican en dos grandes grugcs: unos qus -
siempre se encontraran involucrados en rechazos, y que se han agru-
pado como el complejo principal de histocompatibilidad, y los otros
que sventualmsnte participan y que ss las denomina ceomplejo sscunda-
rio de histocompatibilidad.

En 8l apmplejo principal de histocompatibiiidad humanc, no
sdlc se codifican los genes del sistema HLA, sinc tawbién algunos -~
componentes del cdmplament snzimas y grupos sanguinecs, dichos cs-
nes se lpocalizan en el brazo cortec del cromosoma ssis humano, y ha -
sido detsrminado mediante (5,18):

a) sstudios familiares (ontrecruzamientos)

b) andlisis genético con célules hibridas

c) estudips de snfarmedades con genes conccidos cefificados en dichs
Tromosoma.

Cuatro iccus son los constitutivos pare los antfgenos HLG:z
HLA-A, HLA-B, HLA-C y HLA-D. Su nomenclatura establecida por la Crxgz
niracidn Mundial de la Salud, se muestra en la table I (40), & cez=z

locws de este sistema se le reconocen variss alelos, los cuales ag -



designan mediante nimeros ardbigos. En algunos la lstrz w es puest=
cuando se necesita confirmar que se trata de una entidad pura. Hay
espacificidades gue son subdivisiones de antigenos definidos previz-
menta {splits), un ejemplo de esto es el Bw22 que esta constituide -
por el BwS54, BwS5S y BwS6. Con lom sueros especificos, se detectan an
t{igense que posesn porciones comunes, lo cual se traduce sn reaccic-
nes cruzadag, las gue se encuentran perfectamente sstablecidas y sem
Gtiles en la interpretacidn de resultados {15)

Los aloantisueros para la tipificacidn de linfocitos, ss -
obtienan ds las siguientes fuentes (37 y 12}:

a) multiparas gue ss han sensibilizado contra los anti{genos paterncs
del producto.

b) individuos politransfundidos

c) sujstos trasplantados

d) a trevés de inmunizaciones deliberadas.

Las principales caracteristicas fisicoquimicas de los anif
genos de histocompatibilidad, asf como algunos aspectos de su papel
bioldgice se resumen en la tabla 2 (22, 9,3,;31},

Los antigenos HLA son codominantes y se haredan generalmer
te en blogque, es decir sl contenida de un cramgsoma 6, lo Que se de-
nomina haplotipo ( haploide y cenctipo), eventuslmente ocurren entre
cruzamisntos que han servido para localizar el orden y distancias gus
guardan entre s{ los genes en el brazo corto del cromosoma. Lo ante-
riocr s® esquematiza en laz figura 2, donde podemos apreciar gue la =~
probabiiidad de que dos hermanocs sean idénticos en el HLA ®s del 25%,

sl que compartan un haplotipo un S50% y do que sean totalmante diferen
tes un 25%.



HLA=&

HLA=~AL
HLA=AZ
HLA=R3
HLA=~AS
HLA-R1D
HLA=ALY
HLA~AWLS
HLA-RuZSégg
HLA=-AwZ4( 9
HLA=-£25(1D)
HLA-AZ6(10)
HLA-A28
HLA=AZS
HLA-Aw30
HLA=-Awm31
HLA-AW32Z
HLA-A®33
HLA-Awm34
HLA-Aw36
HLA=-AW4Z

Table 1.

NOMENCLATURA

HLA=-B

HLA=-BS
HLA-B7
HLA-BB
HLA-B12
HLA=B13
HLA-B1l4
HLA-B1S
HLA-Bul6
HLA~-B17
HLA-B18
HLA=-Bw2l
HLA-Bw22
RLA=B27
HLA-Bw3b
HLA=-B37
HLR-BwSBEmlG;
HLA=-Bwu3%{wle
HLA=-BAO
HLA=-Bwa4l
HLA-BwdZ
HLA-8u4d£123
HLA~Bw45(12
HLA-Bwdb
HLA=-Bwd?
HLA-Bw4B8
HiLA~Bwd9 mZI;
HLA-BwS0{(w21
HLﬁ-BuSl‘Sg
MLA-Bwu52(5
HLA=-BwS3
HLA-BuS4 w22)
HLA-Bus5 (w22
HLA-BwBE}wZZ%
HLR-SHS?% g
HLA-BwBB{1
HLA=-BwDHS
HLAvBuED%
HLA-BEwS1{4
HLR-BuGZ%
HLA=-B8wB3{1

HLA-C

HLA-Cwl
HLA=Cw2
HLA-Cw3
HLA-Cuéd
HLA=CwS
HLA~Cub
HLA=-Cw?
HLA-Cw8

DE LOS ANTIGENDS #ia

HLA-D

HLA=Dw]
HLA=Dw?Z
BLA~Dw3
HLA-Dwé4
HLA~Dwb
HLA=-Duwb
HLA=-Dw?
HLA=-DwuB
HLA=-DwY
HLA=-Dwl10
HLA-Dwll
Hia=-Dwul?2

HLA=-DR

HLA-DR1
HLA-DR2
HLA=-DR3
HLA-DK 4
HLA-DRS
HLA-DRw6
HLA=-DR7
HLA-DRwB
HLA=-DRwS
HLA-DRwl0
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no smparsntados as remoto, 1o cusl s de gran utilidad en estudios -
antropoldgicos y an medicina lsgal. La frecuencia de cada unc de -~
los marcadores ss una caracteristics étnica de una poblscibn, por e-
jomploc sl HLA-BwS4 se encuentra en el 7.3% en los japoneses, siendo

casi inexistente en los caucésicos, negros e indics americanacs {14).
Por tanto, el conocimisnto de las frscuencias de una raza establece

su perfil étnico, que pusde ssr utilizado para determinar due distapn

cia genétice guardan dos poblaciones, asi como =i ha existido cierta

mezcle genética.



Locus

CARACTERISTICAS FISOCOQUIRICAS Y PAPEL BIDLOGICO
DE LOS ANTIGENGS DEL SISTEMA HLA.

Productas

Funcidn

Localizacién

petodolagia

AsB y C

D/OR

Constituidaos por dos
cadenas, una glicge-
proteina de 44 000 -
daltons, aloantigéni
ca, unida no covalen
temente a la beta~2-
microgilobulina de -~
11 500 daltonas.

Dos glicoproteinas, -
la alfa de 34 000 -
daltons,fosforilada,
posiblerente aloanti
génica. Y 1a bhsta, =
de 29 000 daltons, =-
unidas no covalenta-
mente.

Tabla 2.

Reconocimisnto no
inmune, reconoci-
miento inmune, re
gulacidn de célu-
laa T citotoxicas,

Reconocimients en
tre las células -
inmunocompetentes.
Interaccidn entre
célulag T y macrd
fago.Regulacidn =
de célules T faci
litadoras y aupre
850T8Ss,

- 10 =

Se manifiestan an
todos los tejidos
excepto en eritrp
citos maduros y -
trofoblaatos pla-
centarios.

En linfocitos B ,
algunos subtipos

de chlulas T, cé~-
lulas endoteliales
spidermis,islotas
de Lengerhans y -
espermatozoides.

Seroldgicamente
definibles por
microcitotoxici
cidad,

Se utiliza 1a O
a estos antice-
nos cuandog se -
detsctan por -
cultiveo mixtc -
de linfocitos,y
DR cuandg se ha
ce serclégica-=-
sohrs linfaci--
tos 8.



C) Aplicaciones del sistema HLA en Medicina.

En la actualidad el sstudio del sistema HLA se aplica como
valoracidn prondstice para trasplaﬁtes; sn el estudio de estados de
susceptibilided o resistencia a diverses padecimientos, asi como 1la
genética de los mismps y en algunos casos reclasificacidn de sindre-
mes, todo en algo que se conoce como HLA-Enfermedad, asi mismo en ms
dicina legal y estudiss entropocldgicos (5,14,37). En ssta tesis se
concretizard el discutir los dos primeros objetivos, es decir, la a-
plicacién en trasplantss y en HLA-Enfermedad.

a) Trasplsnte.

Aunque su aplicacidn cabe en toda clase ds trasplantes, -
sdlo se plantsa agui la aplicacidn gue actualments se estd llevando
a cabo en sl laboratorio de Histocompatibilidad del C.H. "20 de No=-
viembre”, ss decir, al trasplante renal.

En los pacientes con insuficiencia renal terminal, sl trag
plante es la alternstiva terapsltica de aelsccién, tanto por la cali-
dad de rehabilitacidn, supervivencia en promedio y costo (ds 7:1), -~
comparados con los mé#todos de didliais (16,30 y 31). Desafortunada-
mente no siempre es posible sncantrar un donador dentro de la femi--
liz del paciente, en lea tabls 3 se saefialan las principalssz causas ds
ésto (38), no quadando otro cemino que 1a blaqueda de donadores cada
viricos; afortunadamante en México se cuenta con una axcelahta legis

lacidn al respecto (28).

-~ 11 -



LEGALES Menoraes de edad
Deficients mentales,

FAMILIARES No tienen

o scceden

Esien enfermcs

Edad avanzada.
HISTOINCOMPATIBILIDAD Grupe sanguines ABO

Sistema HLA

Cultivo mixts de linfocitos.
PRESENSIBILIZACION Prusba cruzada pasitiva.

Tabla 3, Causas gus impidsn 1la donacidén e drganos
de parientes.

Existen numerosos trabeajos retrospectivcs que analizan la
correlacidn entre el nimero y laocus de antigencs cocmpatibles, con ls
sabravida del injerto, en la gréfica 1 se presentan los resultados -
del grupo noruego de trasplantes ancabszados per Thorsby (24}, dondse
zx puedsa apreciar:

1} que el orden de importancie de los difercntes lacus es el sigquien

£=: DR; B v 4,

ii)que le compatibilidad sl 50% do los antigenos, es decir unz ds ca
da locus tiene une probabilirdad de sgbrevida del injerto del 50%
a dos afom, la cual puede considsrarss aceptabls cuando por hems-

didlisis Ioa sujstos tienen una sobrevida similar.
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b) Asocciacidn HLA-Enfermedad.

Desde la primere ascciacidn del sistema de histocompatibili
dad-enfermedad y la vinculacidén entre s! sistema HLA y la respussta -
inmune, se ha dsspertade gran interés haciza investigar su papel biolg
gico y cdma participa en ls etiologia de diversos padecimientos.

A continuacidn se exponen las teocrias gue intentan explicar
los mecanismos de la asociacidn HLA-enfermedad,

l1,- Similitud entre antigsnos HLA y determinantes antigéni=-
cos de agentes infecciosos. Ebrenger sn 1376 (10) encontrd qus Kleb--
siella estd presente en pacientes con espondilitis anguilesante (AS):
posteriormente Seager en Australia (32) demostrd, gque anticuerpos cen
tra algunas cepas de Klsbsislla reaccionazon con los linfocitos sdlo
de los pacientss que tuvieron HLA-B27 y espondilitis, cen lo que se -
demusstra la existencia de dstarminantees antigénicos comines sntre el
HLA-B27 y algunes cepas de Klebsiella, ssta ssjemanza antigénica ssgu

ramants prevoca una modificacién en la respuesta contra sste agente -

2.~ Antigenos HLA como receptores. Los antigenos HLA podrisn
servir como recepltores a8 algunos agentss infescclosos o a8 sus productes
antigénicos, eatableciéndose unm asociacidn entre el antigeno en par-
ticular y el padecimiento que gcasions dicho agente {22).

3.- Deficiencia sn ia regulecidn inmune {cooperacidén). Lgs
genss D/DR involucrados sn forma importante en l2 cooperacidn celular
gxistente en la respussta inmune, y por tanto en la regulacidn da 1la
misma, pudiera conducir a laasociacidn de un antigeno de histocompati

bilidad, bien ssa pars predisposicidén o para proteccidn de algin pads



cimiento (34).

4.~ Los genes D/DR controlan la magnitud de la respuesta
contra algunos agentes bactarisncs. E.J.Yunis en 1977 (11), estu--
diando la respuesta de sujetos infectados con estreptococo, observé
que existen los que producen titulos sumamente elevados de antisg=-
treptolisinas y que tiensn relacidn estadistica con los antigenos -
D/DR, en comparacidn con sujstos que responden con t{tulos menores.

5.- E1 HLA y la estructura quimica de los antfgenos. Los
genes del sistema HLA probablemente controlan la capacidad de reac-
cianar eficientemente contra los determinantes de un agente patogé-
nico. 0Os encontrarse alterada ssta capacidad, conducird al desarrg
1lo de una enfermedad (22). Se han realizado estudios con antigenos
sintéticos y no contamos adn con un sjemplo de esta teoria.

6.- La codificacidn de psnes de componentes da complemen-
to entre el locus B y D/DR. Figura 3 {29). E1 sistema HLA controla
a C2, CA4 y factor B del complemento, que pudieran participar en 1la
etiologf{a del padecimisnto directamente, o bisn, gue ssan genss ve-
cinos a sllos con los que han cafdo en "desegquilibrio de unidn", es
te término describe el fendmeno de encontrar dos genes en particular
ssociados més alléd de la probabilidad, tomands sn cuenta sus frecuen
cies individuales, ssto pudiera ser el resultado de una distancia =~
muy pequefia entre ellos en el cromosoma, o bisn, 8 una falta de Te~
combinacidn atribuibles a mecaniswmos qus regulan la misma (18 y 41).
Como ejemplo se tiene que la dsficiencia de C2 por sf, no conduce a
padecimiento alguno, pero en ocasiopnses acompatfia al lupus eritemato-

soc sistémico (LES), sl que se he encontrade asociado al HLA-D/DR3 -



 HLA=A C4 Ch Ta-1
HLA-B c8 rng la~2
HLA-C C3rb Ir AH=3
HLA-D/DR C3rd MLR=-2 NDF
£2 Bf MLR =S

Nombre de los simbolos genéticos.

imbolo Estatus Nombre del
enético gen
LA=A Confirmado Comp. A dsl complejc principal de histocomp.
LA'B n " B u " 1] 11} "
LA=C " L C " L L1 4] n
LAD /I{}ﬁ 0 "N /DR " " 1 u n
2 " "2 " Complemento
a 13 1] 4 1] k)
8 H i 8 1% 4
3rb " " C3b receptor del complemento
3rd Provisional " C3d " " "
i Confirmado Factor B del complemento
b " Grupo sanguineo Chido
q u " " ROdQ 8T
T Tentativo Locus de la respussta inmune
LR-2 Praovisional Reaccidn débil dg linfocitas en mezcla
tR=5 Confirmado " de linfocitos en mezcla
a~1 " Asocimdo a la respuesta inmune
8"2 1] " 1" 1 " "
H=3 - Hiperplasia adrenal III (21-GH)
(o] Provisional Disbetes mellitus juvsnil
" . 2 . &
EE Confirmada Efgggglgggtrofilo 8e diferenciacidn

Figura 3. Cromaosoma & humano.

- 15 =-



(34), de ahi gue el gen responsable de ssta enfermedad esté codifi-
cada por el sistema de histacompatibilidad¢

7.- Presencia de genes estructuralss vecinos al HLA. Otros
genes estructuralss (predisponentes) estén codificados en la vecin--
dad del HLA. Tal es el ceso de la 2l-hidroxilasa y la asgociacidn -
con el HLA-B47 en la hiperplasia aedrenal congénita y la hsmocromato-
sis idigpdtice en el HLA-A3. Los genes no involucrados Bn la reg---
puesta inmune se sncusntran inclufdos o vecinos a los oenes de los -
diferentes locus HLA, cayendo en desequilibrio con ellos y de esta -

forma manifestarse una asociacidn (34).

En la tabla 4 aparecen las snfermsdades que se sncuentran
asociadas al HLA, como también la frecuencia en que el marcador apa
rece en poblaciones de enfermos y contrgles. El rissgo relativo se
refisre 8l nimero de veces que una persona positiva a un determina-

do antfgeno, probabliemente desarrclle el padscimisento.
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ENFERFEDADES ASOCIADAS AL HLA.

FRECUENCIA (4) Kiesgo
Padecimiento HLA Pacientes Controles Relativo
Enfarmedad da Hodkin 41 40 32.G6 1.4
Hemocromatosis idiopdtica A3 76 28.2 8.2
Enfermedad des Behcet 85 41 i0.1 6.3
Hiperplasia adrenal congénita 547 9 8.6 15.4
| Espondilitis anquilosante 827 90 2.4 87 .4
Enfermedad de Reiter 827 79 8.4 37.0
Uveitis anterior aguda B27 52 S.4 10.4
Tiroiditis subaguda 835 70 14.6 13.7
Psoriasis vulgaris Cwb 87 33.1 13.3
Dermatitis hsrpetiforme D/DR3 85 26.3 15.4
Enfermedad celiaca D/DOR3 79 26.3 10.8
B/DR7 También aumentado
Sindrome de Sicca D/DR3 78 26.3 8,7
Enfermedad de Addison idiopética ©D/DR3 69 26. £.3
Enfarmedad de Grave D/DR3 57 26.3 2.7
Diabestes ingsulino-dependiente D/DR3 56 28.2 3.3
0/DR4 75 32.2 6.4
D/DR2 10 38.5 0.2
Myasthenia gravis D/OR3 50 28.2 5.8
88 47 24,6 2.7
S.L.E. 5/DR3 78 28.2 5.5
Nefropatia membrenosa idiopdtica D/DR3 75 20.0 12.8
Esclerpais mGltiple D/DR2 59 25.8 4.1
Neuritis dptica o/0R2 46 25.8 2.4
Oeficiencie ds C2 D/DRZ
818
S5indrome ds GCoodpasturs D/DR2 88 32.0 i5.5
' Artritis reumatoidea D/DRA4 50 19.4 8.2
Pénfigo (Jews) 6/DR4 87 32.1 14.4
Nefrapatia por IgA D/DR4 49 19.5 4.8
SLE inducido por hidralazina D/OR4 73 32.5 5.6
Tiroiditis de Hashimoto B/DAS 19 6.9 3.2
Anemia perniciosa D/DR5 25 5.8 5.4
Artritis Roumatoide juvenil D/DRuB 23 7.5 3.8

HLA snd Disgass
Immunology 80 Acad. Press 1980,

Tabla 4. Enfermedades asociados al KLA.
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IT PROPOSITOS

Tanto para el tresplante como para trabajo= de HLA-enfsrms-
dad y otros, es necesaric conocser el perfil local de frecuencias. La
poblacidn estudio y mayoritazia en el Distrito Federal ss el rssulta-
do de un mestizaje entre surspeos y autdcionoss sin smbargs, no ha al
canzado su equilibrio. 5i consideramos gue hace S80 afios ocurrid la
Conguista, pero el mestizaje fue a pertir de la Independencia, es de~-
cir hace 150 afios, lapso en sl que caben aproximadamente 6 gensracio-
nes, no es extrafio encontrar difgrencias estadisticas depgndiende de
la edad. Por otro lado, la sstratificecidn étnica @stéd fuertemente -
ralacionada a la condicidn socioecondmica predominantemente indigena
en clases bajas y un predominio caucdsico en clases altas; finalmente
hsy que tomar en cusnta las diferencias regionales, por sjemple la =~
carge negra en Veracruz y Guerrero es muy diferente a la existente en
las sstados del noroeste dal pais.

As{, el conocimiento de las frecuencias fenotipicas,genct{-
picas y haploti{pices es fundamental para contestarnes algunas pregun-
tas a priori como son, en el trasplanter ;qué posibilidades hay de en
contrar buena compatibilidad entre individuos no familiares de nuss--
tra poblacidn?, y sn HLA-snfarmedad: ; de qué tamafic tendrédn gus ser
laa muestras testigos y snfermos para satisfacer efsctivamente esie -
requisito sstadfstico?.

La presente tesis conteste estas dos preountas a partir c=s

la determinacidn ds las frecuencias antes menciocnadas.
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III MATERIAL Y METEIDRS

A} Poblaciones en estudio.

Se tipificaron 100 sujetos testigos de la poblacidn general
y 32 candidatcs a2 trasplante renal cadavérico. La seleccidn de ambas
poblaciones se realizd en bzse a las sicuientes consideraciones:
a) Homogeneidad de la poblacidn, Es importante por ser los antfgencs
HLA una caracterfstica étniczs; las pocas generacliones de mestizes gue
habemos y la estratificecién Stnica en bass a la condicidn socicecong
mica existente, podrian dar resultados errdneos.
La poblacidn congistid de mestizos mexicamos, cuyas dos gsneraciones
anteriorss también lo eran; su edad promedic fué de 30 afios; de condi
cién socioscondmica media.
b) Parentesco. S5e evitd incluir parientes dentro do oste sstudic, cue
fué con poblacidn abierta, sra igualmente ZImportante si hubiese sidz
una poblacidn peguefia, pues 1z Frecuencia de un antigeno pocs cemfn -
pueds erréneamente aumentarse, dado el peirdn hereditario del sistema
HLA.
c) Heomogeneidad del padecimiento en estudioc. Los 38 pacientes con im-
suficisncia renal terminzl, se catalogarcn somo tales tanto por la -

clinica, comeo por =l laboratorio.

B) Tipificacidn de linfocitos.

ia purificacidn de Iinfocitos periférices e partir de san--
gra desfibrinade, se efectud por centrifugacidn sobre gradiente de -
densidad de Ficoll hypaque (25,42), la separacidn de linfocites T de
los B, fué por medio de columras de nylen (1,7,37), y le tipificaciéns
por la técnica de microcitotoxicidad (25,37,39). A continuacidn ss ex
panen detalladamente,
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tas metodologias que Ffusron smpleadas en seste trabzjo se

esqusmatizan a continuacién, amplidndolas en segquida.
30 ml de sangre venosa periférica,
Desfibrinizacidn

(a) Purificacidn de iinfocitos sabre
un gradiente de Ficogll hypaqus.

{b) Separacidn ds linfocitos T des B,
mediante columna de lana de nylon.

g ~

+* +

Linfocitos T Linfocitos B

| |

f , Y

ie)

Uateccidn de antigenos Deteccidn de antigenos
HLA-8 y HLA=-R por micra HLA-D/DR por microcits
citotaxicidad. toxicidad,

+ Sz verificé l= pureza de ambas poblaciones de linfoci
tos; en base = su capacidad de formar rosetas.(20).



(a) Purificacidn de linfocitos.

Fundamento: lLa purificacidn de linfocites se loagra apre-
vechando las diferentes densidades de las células sanguineas, asi,
centrifugdndolas spbre una mezcla de Ficell hypaque {isotdnica y -
no citotdxica}, cuya densidad ss de 1.076 2 1.07B muy cercana a ls
promsdie de los linfocitos, al ser centrifugadas las células mds -
densas se depositardn en el Fondoe (eritrocitos), ens=guida pobla~-
ciones de leucecitos como polimorfonuclearses, gue por su ndmero pu
diera ser un contaminante importants; finalmente , los linfocitos
quedan muy cercanos a la interfase, quedando como sobrenadante el
susro. La coleccidn de linfocitos se realiza por aspiracidn con -
ung pipeta Pastsur, posteriormente son lavados con saolucidn de --
Hank para sliminar tanto sl ficoll hypagus como el suero.

Material:

Jeringas desechables de 20 mi.

Aguias desechables del no. 20.

Tubos con tapdn de rosca de 18 X 145 mm.
Perlas de vidrio da 4 mm de diZmstro.

pipetas serolégicas de 10 ml 1/10

o . " 5 ml.

f* " " 1 mi 1710,
= " “ 1 ml 1/100.
® Pasteur de 9 pulgadas.

Tubos de ensays de 13 X 100 mm.
w n i ¥ 15 X 100 om.
Praopipetas de 10 ml.

Selucidn de Hank.
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Ficoll 400 (PFS), Pharmacia F. Chem. no. P4375.

Hypaque 50%. Wintrop Products Inc.

Centrifuga clinica. HNS. DAMON/IEC, Divisidn Internacional. Needham

Heights, U.S.A.

Densimetro.

Preparacidn de reactivos:

-Solucidn separadora de Ficoll hypaque.~ se logra con 10 partes de -

hypague al 33.9% y 24 partes de Ficoll al 5%, la densidad dsbe

sSer

corroborada de entre 1.076 a 1.078, Se conserva a tempsratura ambien

te

lo"'

70"

8‘-
ga"

(22 a 24 *C). Es recomendable esterilizarle(10 ib por 15 minj.

Técnica:

Extrser por puncidn venosa 30 ml de sangre, desfibrimarla mecédni-

cemente utilizando perlas de vidrio.

Diluir la gangre con solucidn de Hank en relacidn 2:11.

Pasar la sangre dilufda a tubos ds ensaya, en alicuotas de 5 ml.

rior, 3 ml de solucién ssparsdore de Ficoll hypague
Centrifugar a 1 500 rpm por 40 min.

Ssparar la cepe ds linfocitos de la interfase y ponerlos an
de snsaye de 13 X 100 mm, a2 un tercio de su capacidad,'
Adicionar a los linfocitos solucidn de Hank hasts completar
pacidad de volumen del tubo.

Centrifugar a 1 500 rpm por 10 min.

Lavar el paquete de linfocltos 3 veces con solucién de Hank, cer-

trifugando a 1 500 rpm par 10 min.



{&) Separacidén ds linfocitos T y B.

Fundamento: La separscidén de las dos grandes poblacicnes de
linfocitos T y B, 8a bsa en la capécidad de estos dltimos de adherir~-
se al nylon. Los linfocites T se recuperan en el sluido de la colum~
na; en tanto que los B sen desprendidos del nylon, estrujande vigoro-
samente la columna.

raterial:

Ademidg del descrito en 1la parte anterior,

Tubos capilares.

Cémara de Neubausr,

Popotes de pldstico comerciales para bebidas de 5 mm de didmetroc y -
de 12 2 14 cm de largo.

Fibra de lana de nylon.

Cajas de Petri,

fiadioc de cultivo Mc Coy Sa modif. Lab. Microlab, méxico.
2-Yodaacetamida, J.T. Bskar Chem. Co.

Susre de varios donadores.

Estufa de incubacidn, HofTwman Pinthsr and Bosuarth,; S.A.Méx.
Microscopic dptico, Carl Zeisa, Germeny.

Potencidmetro.

Sellsdor de plésticos.

Preparacidn de reactivos:
a) Susro humano decomplementado. Se incuban los sueros de los donado-—
res, durante 30 min =2 56°C y se conserva a =-20°C.

b) E1 medioc de cultive Mz Coy 5s modif., se emplea con 5% de suero hu
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mano decomplementadog.

c) Z-Yodoacetamida, se emplea al 0.01% sn sclucidn de Hank.

d) Fibra de lana de nylon. Se lava con NabH 0.1N, ague corriente, -
HC1 0.1N, nuevaments agua y finalmente agua destilada; ss ssca a
37°C y se pesan porcionss de 0.1 g.

e} Preperacidn de columnas ampacadas con fibra de lana de nylon:
~los popotes se sellan por un extrems, formande dngulo de 45*
~la fibra se remoja en aproximadamente 13 ml de solucidn de Hank

durante 10 min.

~gmpacar la columna con la fibra remajada, la longitud del rslle-
no debe ser de aproximadamente 6 cm, y se deben svitar burbujas
de airs en 61,

-con la punta de une aguja hipodérmica, hacer un orificic (2 mm a
proximadamente) al extrems infarior sellado de 1la columna, a fin
de lograr un gotso medio.

~adicionarle & la columna 3 ml de medio de cultiva.

-colocarla en posicidn horizontal e incubarla (37°C por 30 min) -

antes de poner la suspensidn de linfocitos purificados.

Técnica:

l.- Suspender en 0.5 ml de medio de cultivo los linfocitos purifica-
dos, y pasarlpos verticalmente con unz pipeta Pasteur a la coelum~
na preincubada.

Z.~ Una vez que 1la suspsnsidn ha recorrido la fibra, colocarla hori-
zontalments y adicionarle 0.2 ml de medio de cultivo.

3.~ En la misma posicidn, por sl lado no sellado, Formarlie un tapan
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61'
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con =1 mismo medic. Esto com Bl fin de evitar que sz alcalinice
la suspensidén de linfocitas.

Inpcubar la columna a2 37°C por 30 min.

Colocar verticalmente l2a columna y elvirla con 28 ml de medio de
cultivo, Este eluido contiens los linfocitos T.

Adicionar 5 ml de medio, perc ahora ssirujendos vigorosamente 1=z
columna, a Fin de dasprendsr les linfocites B.

Centrifugar la suspensidn de ambas poblaciones cselulares a 1 582
rpm durants 10 min.

Decantar y resuspender los 1linfocites T en 1.0 ml de msdio de cul
tivo.

Dscantar y resuapsnder log linfocitos B en 0,5 ml de lIa soluciém
de yodoacetamida e incubarlos en ella 30 min a temparatura ambiep
te, con el objeto de evitar que los monocitos den falsos positi-
vos en la tipificacidn.

Ajustar la concantracidn de ambas poblaciones para tsier aproxi-

madamente 4 X 106 linfocitos por ml.
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(c) Microcitotoxicidad,

fundamento: Mediante l1a microcitotoxicidad se determinan
los antigenos de histocompatibilidad, utilizando anticuerpos espe-
cificoa contrta cada uno de los alelos ya descritocs en la tabla 1 .
Esta reaccidn ss lleva a caba en dos pasost en al primeres, se po--
nen los linfocitos en presencia ds les anticusrpos, si éstos reco-
nocen la especificidad contra la gue sstdn dirigidos, Pormardn un
complejo antigeno-anticuerpo, en caso contrario no ocurrird nada .
En sl segundo paso se afade complemento de coneja, que sdlamente -
en pressncia del complejo inmune se activaréd, matande a la célula
blanco, como no produce lisis, es necesaric rscurrir a colorantes
vitales para poner de manifiests si hubo reaccidn o no, los colo--
rantes wvitales como el azul tripén, no son citotdxicos, ni tiRen =
célules vivas y sdlamente penetran en aqusllas gue fuasron dafadas
por el complementoc y donde existen cambios importantes en la per--

meahilidad de su membrana.

materials
Ademés del anterior,
‘Placas Tarasaki. Cooke, Histocompaiibility plate, Dynatech Lab.Inc.
Virgini=, #.5.4.
Jeringe Hamilton de 50 ul. Microliteter # 710, Hamilton Co., Reno,
Nevada, U.S.A.
Jeringa Hamilton Mdltiple de 250 zl. Castight # 1735, Hemilion Co.y
Reno, KMevada, U.S5.4.
Despachador de repeticidn Hemilten. Hamilton Co., Nevada, U.S5.4.

Despachador de repeticidn miltiple Hamilton, Hamilton Co., levada ,

bis!ﬂ.
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Agitador UYortex, iab. Lim Instruments, Inc, U.S.A.

Complements de conejo lisfilizado. uRAX 06/07, Behring Inst.
Solucidn cencentrada de amortiquador de fosfatos. (FTA) COPMI  44/45,
Behring Inst.

Petrolato ifiguido U.S.F., viscosidad 255° 350 centistokes. Sigma de
México, S.&.

Colorante azul tripdn. Sigma de México, S.A.

Etilendinitrilotetracetato disddico. J.T. Baker Chem. Co.

Preparacidn de reactivos:

a) Solucidn diluyente de complemsnto
moCl2 0,0008%
caCl2 0.0008%

Rajo de fencl como indicador de pH.
Se prepara en solucidn salina de fosfatos y se conserve a 4°C

b) Complemento de conejo. Se reconstituye el liofilizado, para su -
uso se adiciona por cada ml del raeconstitufda, 0.5 ml de la solu-
cién diluyente de complemento. E1 pH debe ser entre 7.0 y 7.2 . =
Una vez dilufdo, se mantisne a 4°C y por un méximo de 24 h.

c) EDTA a)l 2%. €1l EDTA disddico, se disuslve sn solucidn salina a-
mortiguada de fosfatos. El pH se ajusta entre 7.0 y 7.4 con NaOH
0.1 N. Se conserva a 4°C.

d) Colorante azul tripdn 0.3%. 1 g de colorante se disuelve sn 100ml
de agua destilada {ssl stock al 1%). Para uso diario se diluysn -
% ml del stock, con 7 ml de EDTA al 2%, quedando la concentracién
final del ecolorante 2l 0,3%. Se conserva a 4°C,

8) En microcitotoxicided, los tiempos de incubacldn para detectar apn
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ﬁiganas HLA=-A y HLA=-B (en linfocitos T), y HLA=DR (en linfocitos B)
son diferentes, razdn por la gus los aloantisueros deberédn preparar
se en las placas Terasaki, en Terme independisnte para una y otra -
poblacign celular.

Preparacidn de placas Terasaki: en cada pozo de la placa, se depo-

sita 1 xl de cada una de las especificidades da los sueros antilip

focitos humanos tipificadores, zdemds de los controles positivo y

negativo:s sn seguida se pone una gota de petrolate liquida, con el

fin de svitar la evaporacidn y cambio de pH de los alpantisueros.

Se conservan las placas sembradas a -20°C.

Técnica:

1.~ Una vez ajustada la concentracidn de cada una de las poblaciones

de linfocitos a 4 X 108 cél/ml, sembrar lful en cada pozo de la -

nlaca correspondiente.

2.~ Mezclar el contenido de los pozos utilizendo sl agitador Vortex.

3.~ Incubar por 30 min 2 temperatura ambiente los iinfocitos 7, pare

los B8 su Liempo es 68 min, en lag mismas condicionss,

4,- Poner una gota de solucidn de Hank en cada pezs ds las placas.

5.~ Dejar que las células sedimenten durante 10 min a temperatura am-

biente.

6.= Sacudir lasg placas con movimiento firme, esto cen 81 fin de elie

minar el aceite que antes sirvid para proteger a los suveros.

7.~ Adicionar 5 yl1 de complemento de conejo dilufdo en cada pozo.

8.~ Mezetlar nuevamente, empleando el agitador Vortex.

9.,=~ Incubar la placa que contiene a los linfocitos T, durante 30 min

a8 37°Cs en tanto, gque la de linfocitos B, es durante 6G min a =
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smperatuia ambiente.

Colecar sn cada pozo colorante azul tripdn a la concentracidn ds
0.3%.
Incubar 18 min a tempesraturs ambients,

Sacudir la placa con movimiento Pirme, a fin de eliminar sl exce

so de colorante.

Adicionar una gota de sclucidn de Hank a cada poza..

Esperar que sedimenten las células durante 10 min a tempsratura
ambiente.

Observar al microscopio dptico. Las células vivas se observan re

fringentes, redondas o ligeramente avales; en tanto qus las muer

tas se tifien de azul pscurc, y el tamafio es mayor que el de las

{;yg:iificacién que se le da a ¢ada pozo, e8 en base al criterio
siguiente:
Calificacidn % de células muertas
1 0~10
2 11=-20
4 Z1-30
6 31-80G
8 81-100
Interpratacidni
1 y2 resultados negativos
4 dudoso
& y 8 pasitivos.
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L)} Procedsncia de los aloantisueros tipificadores.

Los aloantisueros uvtilizados provinieron de tres fuentes:

) Sydney Faber Cancer Institute, boston Mass., E.U.d.,; proporciona-
dos generosamente por el Dr. E.Jd.Yunis,

Instituto Nacional de Salud de les E.U.A, (N.I.H.) Bethesda, Mary
landy gracias al intsrcambio cque tiene este laboratoric con dicho
banco de sueres tipificadores de linfocitos .

Los obtenidos en sste laboratorio, mediante el programa permanen-
te de bisqueda de tales reactivos, auspiciado en parte por el --

Conacyt.

Los distintos sueros especificos con que se contaron son:
locus Ai Al, A2, A3, a9{Aw23 y Aw24), All, A25(alD0), A258(a1Q), -
' A28, A29, Aw30, Aw3l, Aw3Z y Aw33.

locus B BS(Bwbl y BwS2), B7, B8, B13, Bl4, B15(Bub62 y Bws3), -
f Bule(Bu38 y Bw39), Bl7(BwS7 y BwS8), B18, Buw2i{Bwa9y Bub0)
| Bw22(8w54, Bw5S y BwbS6), 827, Bw35, B37, B40(BwST y Bwbl),
BwdZ y Bws4(Bl2),

Locus DRt OR1, GR2, DR3, DR4, DRS y DR7.

b
\
|
! Este lote Fué el utilizado para la tipificacidn de las -

joblacionss de testigas y enfermos.
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D} fMansejo estadistico.

Los estadisticos que se emplearon en aste trabajo (4,11,18,

fuaeron los siguientes:

l.- Frecuencia antigénica o fenotipica (F.f.)t ndmero de positivos e

un antigens, sentre el nimero de sujetos estudiados.

2.~ Frecuancia genotipica (F.g.): F.g.=1 -1 = Fa.f.

}35"

Desenuilibrio de enlace o unidn {A ,DJj: nas indica la diferencia
entre la frecuencia haplotipica sspersda y la observada, y cuya

farmula matemitica es:
[d _“Jr(b+d} (c+d)
D =
N 12

N = no, de musstra

en donde:

2 = no. de individuos con ambos antigenos del haplotipo sn cuss-
tidn.

b = no. de individuga con uno sdlo de los antfigenos del haploti-
po en cuestidn.

c = no. de individucs con sdlamente el otro antigeno del haploti
po en cusstidn.

d = no. de incividums que no posesn los sntigenos que constitu--

yen 2 ese hapletipo.

1
&3
-y
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2 3 2 a _§ - =
T 4.~ X*, Chi cuadrada (Yates): mide la probsbilidad ds gus lge valn-

res observados difiseran de los esperados, y su farmula es:

2
[ (ad-bc)- N/Z] N
(a+b)(c+d}(a+c)(b+d)
Se expresa en términos de p (probabilidad)}

Los criterios considerados con los siguientsas:
0.05< p<0.01 significatives
0.0l Lpgi,. 00l muy significativos
p<0.0001 altamente significativos.
5.~ Frecuencia haplotipica (F.H.): nimeroc de wsces que coinciden 2
marcadores de diferentes locus; esta frecuencia normalmente es

proporcional a lag frecuencias que tengan sstos 2 marcadores in

depandientements, sn algunas ocasiones estc no sucede y pueden
presentarse més frecuentes combinados, que ss lo que =8 denomi-

na degequilibrio de enlace.

El célculo de las Prscuencias fenotipicas, gspnotipicas y -

a cabs con una computadeora. cantands con la

Oy

haplotipicas, se llsv
gentil colaboracidn de los ingesnieros Luis E£. Fancilla y Joerquin =
Alarcdn §. Profesoras del Institutoc de Estudics Fisico -®ateméticos

del I.P.N. 8n la slaboracidén de este programs.



IY RESULTADOS.

se presentan los resultados obtenides de la poblacidn tes
tigo estudiada. |

En la tabla 5, se oresentan las frecuencias fenectipicas y
genotipices de los antigenos HLA=-&, HLA-B y HLA-D/DR.

En las tablas 6 y 7, aparecen las frecuencias haplotipi--
cas existentes entre los locus A y 8 Y en las tablas 8 y 9 apare-
cen las correspondientes a los locus B y D/DR.

Los resultados fueron graficados tridimensionalmante, to-
mando en cuenta tanto las frecusncias de los antigsnas individual-=-
mente (frecuencias fenotipicas) como las resultantes de combinacidn
(Frecuencias haplotipicas), as{ en 1= grdfica 2 y 3 se presentan los
locus A/B y B/DR respectivamente. Los frentes de las barras corrss-
ponden a las frecuencias fenotipicas v las altur=s ds sllas a lags --
frecuencias haplotipicas. Los desequilibrios de enlace o unién en--
tre cada pareja, estén sefalados con los techos sombreades cuands =

éstos existen.



FRECUENCTAS FENOTIPICAS Y GENOTIPICAS EN 100 MESTIZOS MEXICANOS.

Locus A Fof. F.g.
Al 0.09 D.046
A2 0.57 0.344
A3 ' 0.13 0.067
A9 {Aw23 v Au24) 0.35 0.194
All 0,11 0.057
A25 (AID} 0.07 0.036
826 (Al0 0.03 D.015
A28 0.05 0.025
A29 0,03 0.015
Aw3D .00 0.000
Aw3l 0.0D 0.0040
An32 0.02 0.010
Aul3 0,00 D.00D0
Ax 0.55 D.329
Locus B
BS (Bw51 y BwS2) 0.22 ) 0.117
B7 0.13 0.067
B8 0.07 0.036
B13 0.07 0.036
Bl4 0.08 g.041
Bl5 ngGZ y Bwb3 0.10 0.051
Bults (Bw3B y Bw39 0.02 0.010
B17 (BwS7 y BwmSB 0.05 0.025
Bl8 0.03 0.015
Bw2l (Bw49 y BwSO) 0.12 0.062
Bu2? {Bw54, BwS5 y Bub6) 0.03 0.015
B27 8,07 0,036
Bw3s 0.36 p.200
B37 06.02 0.010
B40 (Bu6D0 y Bw6l) g.18 0.094
Bw&2 0.00 0,000
Bu44 {B12) .07 0.036
Budb (8125 0.04 0.02a0
Bx D.46 01,265
Locus DR
DR 1 0.22 0.117
gg g D.lg 0,051
0.1 0.089
DR 4 0.56 0.337
DR § 0.17 0g.0a9
B8R 7 g.15 0.078
DR x 0.63 0.391
TABLA 5.
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Al
Az
a3
A9
All
A25
A26
AZ8
A28
Aw30
Aw3l
Au32
Au33

AX

Totales

#4ECUENCIAS HAPLOTIPICAS DE LOS LOCUS HLA-A/HLA-B

E* LA POBLACION MESTIZA MEXICANA.

85 87 BB B13 B14 B1S B16 B17 B18 B21
= 0.45 Z.12 9.05 3.65 | 14.20° Z.9L | - U0.49 T.25 .57 | - 3.20
61.00 “36.01 | - 3.66 20,20 1.53 20.07 2.38 9.80 15.10 13,40
3.0 1Z2.00 13.00°% B.45 Z7.53 | - 3.92 | - 0.70 3.62 | - 1.10 0.96
- 11.16° 22.60 | - 9.01°] - 2.47 | = 3.81 | - 6.57 | 3.82 6.30 Z.61 17.20
4,08 1.36 3.28 | = 2.22 | = 2.56 | 13.30°%] - 0.8B81 BT = 0.97 I.69
12.60 Z.89 | = 1.36 | = 1,36 | = 1.57 3.46 | - 0.37 0.96 | - 0.57 8.59

"3.71 | - L .11 4.68 | - 0.40 | - 0.65 | - 0.83 | - 0.15 0.40 | = 0.23 4.39 |
T I3.90% = 1.B7 | - 0.96 | - 0.96 .23 | - I.40 | - 0.26 Z.58 | - 0,40 375
3.71 | - 1.10 | - 0.57 | - 0.57 | - D.65 | 4.51 | - 0.15 | - 0.40 | - G.23 | ~ 1.01
0,00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 g, 00 0.00
rpo 0.00 6.00 0,00 U.00 0.00 U.00 U.00 G.00 0.00
TS = 0.7 | =037 [ = 0.37 [ = 0.33 [ - 0.55 | - 0.10 | 4.00°| 0.00 | - 0.57
0.00 0.0 0.00 0.00 8.00 0.00 8.00 0,00 u.00 B.00
22.27 | = 5.20 20.60 11.67 Z7.59 15,57 | 6.70 TT0 | - 3.73 | 16.80
117.00 67.00 35.60 40.80 51.00 10.10 25.30 25,30 15.10 61.50

* Haplotipos

Tabla 6

en desequilibrio



Al
A2
A3
AS
All
A25
A26
A28
A29
A3D
Aum3l
Au32
Aw33
Ax

Tntalss

f RECUENCIAS HAPLOTIPICAS DE LOS LOCUS HLA-A/HLA-B

EN LA POBLACION MESTIZA MEXICANA.

822 B27 B35 B37 B4D B42 H44 B4S Bx Totales
U773 = 1.78| = 5.60 | = 0.49 3.88 | 0.00] - I.78 - 1.00 20.48 46.10
0.32 12.34 | I18.70°% - 5.38 | = 0.78 0.00 4,39 12,00 | 27.44 ~ 344.30 |
4.35 - 2.67 28,80 — 0.73 | 3.26 0.00 2.89 | <= 1.49 | =13.69° 67.30
3,71 16.80 | 72.00 | - 2.88 | 11.60 |  0.00] 10.40 1.38 | B80.86% |  193.80 |
3.45 : 3.28 4.93 | = 0.6L | - 1.89 0.00 35.28 4,16 | 17.63 56.60
057 | - 1.36 10,20 4.8 - 1.16 | 0,00 =« 1.36 - U.16 §.41 35.60
075 T =057 Z.51 |  4.96°%| - U0.48 0.00 4.68 - 0.32 | - 4.45 15.10
0.40 4.53| - 0U.80 | - 0.26 4,46 0.00f - 8.96 | - U.54 |- I.1& 75 .30 %
0.23 ] - 0.57 Z.51 | - 0.15 | =~ 0.48 0.00 9.91°% - 0.32 0.90 15.10 3
T 000 0.00 5.00 | 0.00 ]  0.00 5.00 5.00 | 0.00 YT
0,00 0. 00 0.00 T.00 .00 0,00 .00 0.00 0.0 U
0.10 - 0.37 Bel? | = 0.10] = 0.32 0.00 - 0.37 4.93% 2.35 10,10 '
U,00 | 0.00 0.00 0.a0 0.00 | 0.00 .00 D.00 U.00 0.00
12.60 6.10 | -37.00°| 10.48 12.40 0.00 4.50 1.95 | 56.50 193.7C
15-10§ 35.60 | 2z00.00 10.10 30.50 0.00 35.58 26.G0 | 190,70 1 000.8%

Haplotipos en desequilibrio

Tabla 7.
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>DR1
DR2
DR3
DR4
DHS
DR7
DRx

Totales

FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS DE LOS LOCUS HLA-B/HLA-DR
EN LA POBLACION MESTIZA MEXICANA.

BS B7 B8 B13 B14 815 BlG B1? B18 821
21.04 2.62 12.64 4,93F 17.89° 4,80 1.34 |- 3.40 3.71 15.40
- 1.19 7.39 - 2.80 3.46 _8.66 13.67* 0.55 |- .40 4.51 3.59
- 0.45 22.24 2.08 2.08 1.57 5.32 0.89 3.09 l - 1.50 0.60
10.20 20,37 28.05 |- 3.19 9,96 28.380 18.85 ‘ 2.30 7.53 6.86 :
-~ DB.49 10.61 - 3.63 13.41 1.57 5.32 10.58% |- 2.54 - 1.50 11.10 %
37.40°% | - 0.29 2.49 | 8.10 3.62 6.85 0.86 8,90 - 1.30 11.70 g
£0.54 4.07 (- 4,04 16.66 4,77 8,82 6.70 18.35 3.65 21.03 j
117.00 i' 67.00 35.60 | 35.60 48.80 51,00 10,16 25,30 15,10 61.90 t

*Haplotipos en desequilibrio

Table 8.
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DR1

DRZ2

DR3

DR4

DRS

DR7

DRx

Tontales

FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS DE LOS LOCUS HLA-B8/HLA-DR
EN LA POBLACION MESTIZA MEXICANA.

B22 B27 835 837 B4Q B42 B&4 B4S 8x Totales
3.70 6.85 2,60 10.85* 1.68 2.00 .92 3.05 18.55 117.00

- 0.83 : 3.46 £.30 - 0.54 - 1.70 0,00 3.46 - 1,11 12.99 51.00

| - 1.50 ; 7.76 23,88 - 3,92 - 3.08 0.00 7.76 3.58 29,52 g 89,00
__1.53 é 28,30 75.10 | IU.BS_‘ - 0,40 8.00 3.18 4,95 { 102,15 337,00

- 1,58 : 7.76 16.96 - 0.99 f 2.59 0.00 13.40 - 2,01 18,10 £9.00
4,20 §:7§4l4 6,05 - .86 8.50 8.06 2.449 -~ 1.75 - 6.86* 78.00
3.508 é— 7.39 62.10 - 6,60 22.90 | 0.00 16.60 13.25 18.25 230.00

f : ,
15.10 % 35.60 {200.400 10.18 g 30,50 Q g.00 35.60 20.00 | 193,70 {1 £OG.00

* Haplotipos en desequilibrio,.

Tabla

Q

-~ -
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Vv DISCUSION.

Dads que los antigenos HLA son una de las tantas caracteris
ticas particulares de cada pcblacidn, constituyends una raza: resulta
obvig que es inadecuado aplicar perfiles étnicos locales entre pobla-
ciones diferentes., Como ejemplao, en la tabla 10 se muestran nusstras
frecuencias de los antigsnos del locus HLA-DH, en caomparacidn con las
de otras poblaciones. Los lacus HLA-& y HLA-B han sido analizades en
un trabaje previo (14)

Los antfgenos mis frecusntes en nuestra poblacidn fuerpa:s
HLA-A1 A2, A9, A3, All, Al.

HLA-B1 Bw35, 85, B40, B7, Ew2l, Bl1S5.
HLA-DR: ODR4, DR1l, DR3, DK5, Dr7, DRZ.

Los catalogados como Ax, Bx y DRx son los antigenfios indefi
nides o blancos, éstos enciserran en sus frecuencias a especificidades
desconocidas o bien, que se trate de células homocigotas, lo que no -
resulta extrafio sobre todo con aquellpne antigenos cuya frecuenciz s=s

muy elsvada.

Si analizamos la distribucién de los indsPfinidos en relacidn

a ceda ung de los antiqenoe idsntificades del mismo lscus, encontremus

ave la frecuencia de blancos estd en relacidn directa a la frecusncia

fenotipica del antigenc identificado can el que se acompaifa) es decir,

en
AZ

dn

Lo~

8l locus 4 el mayer nlmeroc de blancos lo encontramcs acompafiade el
como el identificado, lo cual pudiera traducirse sn la probabilicad

gue més gue indeterminados sean homocigotos (ver tabla 11), de cada

180 haplotipos A2/Ax, probablemsnte 42 de esos indeterminedos sean ho=-
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FRECUENCIA DE HLA-DR EN MESTIZOS MEXICANDS
COMPARADA CONTRA OTRAS POBLACIONES.

LOCUS D/DR MESTI/OS INDIGS CAUCASICOS CAUCASICOS JAPONESES
MEXICANDS AMERICANGS EUROPEOS N. AMERICA
HLA~DR1 22.00 3.00 13.30 20.00 12.20
HLA-DR2 10.00 46.30 25.10 25.30 36.00
HLA-DR3 17.00 6.00 28.40 22.20 3.20
HLA-DR& 56.00 47.80 18.30 27.30 41 .40
HLA~DRS 17.00 3.00 19.50 19.40 4.30
HLA-DR7 15.00 4,50 23.40 23.60 1.00

FRECUENCIA DE LOA ANTIGENOS HLA-D/DR EN DISTINTAS POBLACIONES.

Tabla

10.



Antigenos

HLA-A

Al
A2
A3
A9
All
A2S5
AZ2E
AZB
A29
Aw30
Au3l
Aw32
Au33
Ax

HLA-B

B85
B7
g8
Bl3
Bl4
Bl
Bl6
B1?7
Bl8
Bw2l
Bw22
B27
Bw35
B37
B4
Bwéd?2
Bwi4g
BwaS
Bx

HLA-DR
DR1
DR2
DR3
DR4
DRS
DR7
DRx

DISTRIBUCION DE ANTIGENOS %D IDENTIFICADOS.

Fof, (%)

9.00
57.00
13.00
35.00
11.00

7.00

3.00

5.00

3.00

0.00

0.00

2.00

0.00
55.00

22.00
13.00
7.00
7.00
' 8.00
10.00
2.00
5.00
3.00
12.00
3.00
7.00
36.00
2.00
18.00
0.00
7.00
4.00
46.00

22,00
10.00
17.00
56.00
17.00
15.00
63.00

Tabla 11.

Al/Ax
AZ/Ax
A3/Ax
A9/Ax
All/Ax
A25/Ax
A26/Ax
A28/Ax
A28/ax
Aw30/Ax
Aw31/Ax
Au32/Ax
Aw33/Ax
Ax/Ax

B5/Bx
87/Bx
B8/Bx
B13/Bx
Bl4a/Bx
Bl15/Bx
B16/Bx
817/Bx
B18/Bx
Bw21/Bx
Bw22/8x
827/Bx
Bw35/Bx
B837/Bx
840/Bx
Bud 2/Bx
Bw44/Bx
Bw45/Bx
Bx/B«

DR1/DRx
DR2/DRx
DR3/DRx
DR4/DRx
DRS/DRx
DR7/DRx
DRx/DRx

% del total
de blancos.
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mocigotos en nusstra poblacidn (probabilided del 42Z%). Merecen otra
interpretacién cuando ninguno de los antigenos del mismo locus esstd -
identificada, o sea que corresponden a sspecificidades no detectables
per puestro pansl de sueros.

En los antioencs DR, la eantidad de indetsrminados dobles -
(del mismo locus) es slevado, 1o gue plantea que agui Paltan muchas
especificidades por determinar.

Estas observaciones nos llevan a la conclusidn de gue la -
frecuencia de antigenpos blances es menor a la sxpresada, pero la for-
ma de asegurarse del porciento de blanceos que corresponden a hpoaocige
tos es sdio posible mediante estudinos familiares o con el cultive ce~-
lular (43). Ademds, se necesita continuar con la bdsqueda de nuevas
especificidades de sueros anti HLA y asi{ ir abatiendo la frecuencia -
de blancos.

Para dar respuesta a la primera pregunta planteada sn los -
propdsitos, acerca de conocer las posibilidades de encontrar adscuadas
compatibilidades entre indiwviduos no familiares, se ha hecho un andli
si= probabilistiico utilizando las frecuencias anteriormente descritas.

Observamos que de las frecuencias fenotipices, sobresalen en
gl locus HLA-R, el AZ con B.57 y 8l A9 con 0.35, representandg axtos -
8l 46% en la poblacidn normal; de la misma maners, en el locus HLR-B ,
el BS con 0.22 y el Bw3S con 0.36 suman el 29%. Combinadas las frecuen
haploti{picas de sstos dos locus, tenamns en orden de freocusnciz. -
A2/Bw35 con 118.7, 8l AY9/Bx con B0.86, A9/Bw3S con 72.0, A2/85 ccm ==

61.0 y el AZ2/8x con 27.44, as! gymands sus Frecuenzias , éstas hacen -
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el 36.6 % de los haplotipos encontrados en los mismos 100 sujetos nag
males.

£n =1 locus HLA-D/DR, el DR4 con 0.56 y el DRl con 0.22 re-~
presentan el 39% del total de estos antigenos en la poblacidén. Las -
cambinacionss de este locus con el HLA-B nos da lo sfguiente: sélo -
tres heplotipos son muy frecuentes: Bx/DR4 caon 102,15, el Bu35/DR4 --
con 75.19 y el Bw35/DRx con 62,0, que hacen en conjunto el 23.9% del
total de lgs haplotipos.

Como se aprecia, aunque existen numerosocs alelos (espéciqgo
cidades) distintos en cada locus, en nuestra poblacién sdélo unos cuap
tos son los gue predominan en forma importante, no sdlamente por sapa
rado , sino en las combinaciones (haplotipos) que en cenjunto repre--
sentan cuando mencs la cuarta parte de la poblacidn (L en 4}, lo -
gue para el propdsito de trasplants de caddver es muy favorable, ya -
que si los pacientes también tienen de estos marcadores, la probabili
dad de encontrar semesjanzas es muy alto.

Un requisitc ademda de la compatibilidad sn antfgenos HLA -
en traplants ds drganos. ss sl grupoc sanguinec ABO, en la figura 4 a-
parscen las reglas de compatihilidad para grupos sanguineo ABO y ade-
més las frecusncisa en la poblacidn mestize mexicana testioco (€). )
COMPATIBILIDAD NECESARIA EN EL GRUPD ABO

FARA DONACION OE TRASPLANTE
FRECUENCTIAS DEL GRUPOD ABO

A o B8 EN MESTI?GS MEXICANQS.

L - . . =

¥ T = 6 - 6l.2% -
‘tﬂ‘ 8 8.8%

. A

Fic. 4 Reglzs de compatibilidad para grupo sanguineog
y sus frecuencias ,
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Be la tabla anterior se observa que =] grupe sanguines "Q%

es el mds abundante en la poblacidr, pero sdlo pueds recibir de su ~

mismo grupo, en cambio el grupo "AY" recibe de ©“g" y "A", y 8l "B" ds

nge y vge . Pinalments el grupo "AB* el menos frecuente de todos, re-

cibe de cuaslquier grupo, por lo que sumando sus Prescuencias se esta-

bleca la Frecuencia de Compatibilidad como sigue: para el "AB" gl -~

100 % (todos) que en probabilistica es igual a 1.0, para sl "A" el -

| 0.89, para el "B" de 0.71 y para el "0" de 0.62.

Tomando en cuenta los datos de los 100 sujetos sanos como

representativos de nuestra poblacidn, se han ordenado por frecuencias

| fenctipicas (tomando en cuenta los de mayor del 10%) a los antigencs

HLA locus DR, B y A, as{ como las frecusncias de compatibilidad del

grupos ABO (tabla 12).

FRECUENCIAS FENOTIPICAS OE LOS LOCUS DR, BE y A Y FRECUEKCIAS

DE COMPATIBILIDAD DEL GRUPD SANGUINED ABO.

. Locus DR F,.f., locus 8 F.f. Locus A F.f., Grupo sensufinec ABC
4 8.56 35 0.36 2 0.57 AB 1.00
1 80.22 5 0,22 9 0.35 A DB.89
3 0.17 40 @.18 3 0.13 8 0.71
5 G.17 7 0.13 11 0.1t o 0.62
7 0.15 21 0.1z 1 0.0%
2 .10 15 0,10
Tabla 12. Frecuencias fenotipicas y Precuencias de

compatibilidad ABO.



|
|

Can estos datos, si se multiplican las frecuencias fenoti-
picas de los antfgenos HLA del rsceptor (tomende el alelso més frecuen
te de cada uno de los locus), por su frecuencia de compatibilidad ABG

aplicande la siguiente fdérmula:

| Fefolocus A X F.f.locus B X F.f.locus DR X F. compatibilidad ABO

se obtiene la probabilidad de emncontrarle un donador no smparentado ,
que comparta la mitad de los antigenos de histocompatibilidad

Aplicando este célcule de frecusncias a los 38 pacientes em
espera cfe trasplante de rifidn de caddver y ordendndalos en base a la =
frecuencia de sus antigenos de mayor a menor tenemos que los 10 prime-
raos se puedsn igualar al 50% {ce parecido en antfigenocs HLA) con una =
probabilidad de 1/8, los 20 primeros (incluyendo los 10 anteriores) -
dan una probabilidad de 1/26, los 30 siguientes 1/36 y todos 1/43. -
Como podsmos observar, los reguerimientos de caddveres son pequefios ge
ra satisfacer un programa de trasplante de rifidn de caddver en forma 2
decuada.

En cuanto a la otra interrogante planteade en los propdsitas
respecto al tamafio ds la mussira on trabajos de HLA-Enfermedad, se tig
ne que en éstos, ademds de satisfacer la condicidén de emplear poblacip
nes homogéneas, el tamafo adecuado de la muestra testico y enfermos es
de vital importencia para que los resultados tengan valer sestadisticc.
En 1979, Svejgaard (36) propusc unas tablas de tamafios de muestra, es~
ta condicidn depende de dos Factores:

a) la frecuencia del marcador en la poblacidn testigo.
b) la magnitud de la diferenciz en frecuencia del antigeno HLA er corT-

ticular, entre enfermos y controles.
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De acuerdo con ia tabls dez tamafio de muestra de Svejgaard,
se han ordenado los marcadores de los locus HL&-A, HLA-B y HLA-D/DR,
en base a las frecuencias obtenidas del estudic en la poblacidn tes-

tigo ( tablas 13,14 y 15}
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MINIMG DE PACIENTES NECESARIDS PARA OBTENER UNAR SIGNIFICANCIA ESTADISTICA OE
p=0.01 DE ACUERDU A LA FRECUENCIA DE LOA ANTIGENOS HLA EN LA POBLACION MESTIZA MEXICANA.

Frec. del
marcador Nam de Ndm. minimo de
en testigos Locus K Locus B Locus DR contreles pacientes
A26 {A10) Bwl6t (Bw38 ¥y 39; igg 370
AZ8 817 (BwS7 y 58 580 180
AZ29 Bls 1 goe 170
1 -5% Aw3B Bw22 (BwS4,55 y 56)
Au3l B37
Aw32 Bw4?2
Aw33 Bwa5s (B12)
Al 88 DR2 148 120
425 {A1O0) B13 508 80
6 - 10% Bl4 (Bw62Z y £3) 1 000 80
B15
827
Bwdd (B12)
R3 85 (Busl y 52) DR1 108 35
All B7 DR3 508 30
11- 25 ¢ BwZl éBmag y 50) DRS 1 000 30
Ba0 Bwe0 y 61} DR7
A2 Bui3s DHR4 1G0 15
25 - 50% A% (Aw23 y 24)

MAGNITUD DE LA DIFERENCIA: DISMINUCION (ALSENCIA)
DEL MARCADOR EM LOS ENFERMODS.

Tabla 13



MININFG DE PACIENTES NECESARIOS Da=a OBTENER UNA SIGNIFICANCIA ESTABDISTICA DE
p=0.01 DE ACLEHDD A LA FRECUENCIA DE LGS ANTIGENQS HLA EN LA PCBLACION MESTIZA MEXICANA.

Frec. del

marcador Ném, de Ndm minimo de
en testigos Locus A Locus B Locus DR contrales pacientes.
AZ26 {Al0) Bwl6 (Bw3B y 38} 100 Imposible
az8 B17 (BuwbS7 y 58) 500 1 Qoa
) A29 B18 1 ooo 500
1 5% Aw3B BwZZ (BwS4,55 y 56)
Am3l 837
w32 BwaZ
Aw33 BwéS (B12)
Al EB DRZ 100 Imposible
A25 (A10) 813 _ 500 1 DdoD
6 - 18 % Bl4 (Bwe2 y 63} 1 000 500
815
B27
Bwaé (312)
A3 85 {Busl y 52) DR1 100 180
All 87 DR3 500 70
11 - 25 % Bw2l {Bw49 y SO) DR5S 1 0go 75
B4C {(Bwel y A1) DR7
A2 Bw3s DR4 100 15
25 -~ SU% A9 (Awm23 y 24)

MasEnITUS DE LA DIFERENCIA: INEREMENTO {CUSLE DE LO KORMAL)
DEL MARCADOR E& LOS ENFERMOS.

Tabla 14



"MINIMQ DE PACIENTES NECESARIDS PARA OBTENER UNA SIGNIFICANCIA ESTADISTICA DE
p=0.01 DE ACUERDO A LA FRECUENCIA DE LOS ANTIGENOS HLA EN LA POBLACION MESTIZA MEXICANA

Frec. del

marcador Nim. de Ndm minimo de
en testigos Locus A Locus B tocus DR controles Pacientes,
A26 (AlD) Bulté (Bw3B y 39) 160 Imposible
A28 B17 (BwS7 y 59) 500 1 000
AZ29 B18 1 0oo 1 000
1-5 % Aw30 Bw22 (Bw54,55 y 56)
Am31 B37
Aw32 Bwa?2
Au33 Bwas (B12)
Al e DR2Z 100 Imposible
A25 (AlD) B13 500 900
6-10 % Bl4 (Bw6B2 y 62) 1 ogo 600
B1l5
B27
Bw4s (B12)
A3 85 {(BuSl y 52) DR1 100 1 0Go
Al B7 DR3 500 160
‘11~ 25% Bw2l (Bwa9 y 50) DRS 1 660 150
B40 (Bw6D y 61) DR?
AZ Bu3b DR4 1 B3 50
25- 50% A9 (Aw23 y 24) 5GC 60
160 90

MAGNITUD DE LA DIFERERNCIA: DISMINUCION (MITAD OF LO NORMAL)
DEL MARCADOR EN LDS ENFERMODS.

Tabla 15



VI RESUMEN.

S5e han dado a conocer las frecuencias de los ant{genss HLa,
los nue en parte constituyen nuestro perfil étnice. Una vez sstable-
cido, se abordaron sus principales aplicaciones que son, en trasglan-~
te y en estudios de blsqueda de asociaciones de estos marcadores con
enfearmedades.

Se sstudiaron 100 sujetos testigos y 38 candidatas a tras--
plants des rifidn de caddver sn programa de hemodidlisis; se obtuwvisron
las frecuencias de grupo sanguineo ABO y fenotipicas y haplotipicas -
del sistema HLA, cuyos productos permiten 2l calcular la probabilidad
¢s encontrar un donador gque comparte la mitad de los antigenaé de his
tocompatibilidad, entre sujetos no emparentades. £1 célculo simple -
de probabilidad aqui propuesto, sn comparacidn con algunos de la Iite
ratura (2,27), que por lo complejo resultan imprécticos, también cus
de zplicarse a casos en donde se cuente con donador vive, ya gue si -

se trata de un genotipo comin en nuestra poblacidn, pudiera dicidirse

1

gl intento de bildsqueda ds un donador cadavérico en vezr de tomar £l =

™

fidn de un familiar sanoc. &n el grupo de 38 pacientes sn espera de ci

12

fidn de caddver, se encuentran gehotipos comunes y rareos, los primeccs
tienen una probabilidad de 1/8 de encontrar donadores adecuados y =&
suma ¢a 1/43., Concluyéndese que los requerimientos de cadéveres sz
pequefios para satisfacer un proqrama de trasplante con buenos resuliz
dos.

Los trabajos de HLA-Enfermedad pueden contribuir en el es=--~

clarecimiento del papel bioldoico del #HLA, etiologias de padecimienw--

tos, genética de las mismos, diagndstico y prondstice. El tamafic oe
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las muestras reguerido para sstos trabajos, en algunos casos puede =
ser sorprendentemente altns, trayendo sonsigo la dificultad de apli--
cerlos en patoloagfas poco frecuentes, ademds del elevado consto que =
representaria, por lo que se recomienda contar con una gran poblacidn
de testigos estudiados para disminuir sl nimers de enfermos regueri--

dos, asi como el llevar a cabo trabajos intsriastitucionzles.
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VII CONCLUSICZAES.

Se detsrminaron las frecuencias de los antigenps de histocompa
tibilidad en una musstra representativa de nuestra poblacidn -
mestiza mexicans.

A partir de estas frecusencias se puede calcular la probabili--
dad de ceoincidencias en algunos de estos antigenos entre suje-
tos no emparentadas, aplicando este estudio al trasplante de =
donador cadavérico, siendo neotorio, que la probabilidad de com
partir algunos antigenos, es elevada en nuestrea poblacidn.

En vista de los numerosos trabajos que se realizan tratando de
sstablecer la relaciédn entre estos marcadores y susceptibilida
des genéticas a determinados padecimientos, @s importante re«-
calcar gque para obterer resultados reales, es muy importante -
el nlmere de individuos control y enfermos . El ndmerc de su-
jetos depende de dos factores: a) la magnitud de la diferencia
de la frecuencia entre las dos poblaciones y b) de la frecusn~
cia normal de sste antigeno, en base a esto Gltimo es posible

anticipar los tamafios adecuadgs de las musstras-
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