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I RESUMEN

Introduccién. La etiologia no reconocible de la pérdida gestacional recurrente (PGR)
afecta al 41-59 % de las parejas. Se ha propuesto como posible factor etiolégico a la
aloinmunizacion materna por incompatibilidad entre antigenos plaquetarios humanos
(HPA). No existe informacién disponible sobre la distribucion de los alelos de HPA en
parejas con PGR. Objetivo. Determinar la incompatibilidad existente en los alelos de
los antigenos plaquetarios de alto riesgo en parejas con Pérdida Gestacional
Recurrente. Material y Métodos. Estudio transversal exploratorio de muestras
bioldgicas de parejas con antecedente de PGR de causa no identificada. Se analizaron
16 alelos de los antigenos plaquetarios mediante PCR-SSP. Resultados Se
incluyeron 15 parejas con PGR, las frecuencias genotipicas encontradas fueron HPA-
1, 2, 5y 6 homocigotos para el alelo “a”, 0.933, 0.800, 0.766 y 0.833, respectivamente.
HPA-3, 4, 9 y 15 heterocigotos 0.500, 0.533, 0.433 y 0.466. HPA-3 y 15 homocigotos
para el alelo “b” 0.200 y 0.166. El alelo “a” se present6é con mayor frecuencia para HPA-
1,2,5y6,0.967, 0.900, 0.883 y 0.917, respectivamente. La menor frecuencia para el
alelo “b” fue HPA-1 y HPA-6 0.033 y 0.083. Se encontraron tres parejas de nulo riesgo,
seis de bajo riesgo y seis de alto riesgo. Conclusiones: Las frecuencias de los
antigenos HPA en la poblacion estudiada son similares a las reportadas con excepcion
de HPA 4, HPA 9y HPA 15. EI 0.8 de las parejas estudiadas present6 incompatibilidad
para los antigenos HPA. Palabras clave: Pérdida Gestacional Recurrente,
Trombocitopenia Feto-Neonatal Aloinmune, Antigenos Plaquetarios Humanos (HPA),

PCR-SSP.
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. INTRODUCCION

Pérdida Gestacional Recurrente

La pérdida gestacional recurrente (PGR) se define como tres o mas pérdidas
consecutivas del embarazo, incluye pérdidas pre-embrionaria, embrionaria, fetal y
neonatal temprana, afecta aproximadamente al 2% de las mujeres en edad

reproductiva y representa un problema clinico dificil en la practica obstétrica.’

Algunas de las teorias propuestas para explicar la PGR son anormalidades en la
vasculatura placentaria® 3 y algunos desordenes hemostaticos que causan disfuncién

placentaria.* °.

Entre el 41 y 59 % de las parejas con PGR se desconoce la causa y se piensa que la
causa del rechazo al feto sea de origen inmunoldgico y se ha propuesto como factor
etiolégico la aloinmunizacion materna por incompatibilidad entre antigenos
plaquetarios humanos (HPA), los cuales se pueden detectar a partir de la semana

6 de gestacion® 7 y estan totalmente expresados en la semana 18 de gestacion® °.

Plaquetas

Las plaquetas son células sanguineas anucleadas derivados de la fragmentacion de
sus precursores: los megacariocitos (Figura 1). Las plaquetas no tienen DNA
genomico, pero contienen RNA mensajero (RNAm) derivado de los megacariocitos,
tienen una forma de disco biconvexo de 2—3 ym de diametro, normalmente dos tercios
de la masa plaquetaria circulan en sangre periférica con recuentos entre 150 a 450 x

10° / L y en grupos pediatricos los valores normales son entre 100 a 450 x 10°/ L. El

Pagina |10



tercio restante se encuentra en el bazo y el higado, los cuales se encargan de retirar
a la mayoria de las plaquetas después de su senescencia, aunque una pequefa
fraccion se elimina constantemente como resultado de su participacién en el
mantenimiento de la integridad vascular, la vida media de las plaquetas es entre 7 y

10 dias. 10

s Diferenciacion 4 Maduracién »
Endomitosis, formacién de granulos especificos de plaquetas

®— @@= E—

Células troncales Células Células prog- .
hematopoyéticas troncales enitoras Megacarioblasto o
mieloides megacariocito- Megacariocito
B Desprendimiento

Plaquetas ggﬁ

Figura 1. Etapas clave en la megacariopoiesis.'!

Las células troncales hematopoyéticas se diferencian en megacariocitos mediante la
acciéon de la trombopoyetina (Tpo). En la maduracion de los megacariocitos tiene
lugar un proceso de endomitosis, duplicacién nuclear sin division celular, que genera

DNA ploide. En la médula, los megacariocitos desprenden grandes segmentos de
citoplasma a la circulacion.

Antigenos plaquetarios
Los antigenos plaquetarios humanos (HPA) son las porciones polimérficas de las
glicoproteinas (GP) de la membrana plaquetaria, capaces de generar una respuesta

inmune en individuos susceptibles al ser expuestos durante el embarazo, trasfusiony

trasplante. A pesar del gran numero de glicoproteinas descritas en la membrana
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plaquetaria, los HPA se localizan en algunas de ellas, principalmente en los complejos

GP llb/llla, GP Ib/IX/V, GP la/lla'y en el CD109 (Figura 2).

Los antigenos plaquetarios son estructuras capaces de interactuar con receptores de
linfocitos y macrofagos para despertar una respuesta inmune (inmunogenicidad) o de
su reaccion con el producto de dicha respuesta (antigenicidad). Cuando pertenecen al
mismo individuo respondedor se denominan autoantigenos. En cambio, si la respuesta
es contra estructuras presentes en otros individuos de la misma especie son
aloantigenos.

El interés del estudio de los antigenos plaquetarios, radica en su importancia
diagnostica, prondstica y terapéutica en los cuadros clinicos asociados a la
aloinmunizacion. Estos son, la trombocitopenia feto-neonatal aloinmune (TFNA), la
purpura trombocitopénica postransfusional (PTP), la trombocitopenia pasiva

postransfusional (TPP), y la refractariedad a la transfusién de plaquetas (RTP).

HPA-18
HPA-13

HPA-2 ) .
|25 W T e i WL

7 HPA-14
PA—ZL HPA 23 X
b

&Pla GPlla GPIl GPllla

Figura 2. Receptores plaquetarios

Representacion de los complejos glicoprotéicos plaquetarios GP llb/llla, GP la/lla, GP
Ib/IXy CD 109, y los lugares previstos de los 27 diferentes HPA'S'?

Es util diferenciar aquellos antigenos presentes en la plaqueta pero expresados en
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muchas otras células, conocidos como “antigenos plaquetarios no especificos”, de
aquellos con una expresion relativamente restringida a la membrana plaquetaria y a
sus precursores, llamados “antigenos plaquetarios especificos”. Los primeros, son
causantes de la mayoria de los cuadros de refractariedad a la transfusion de plaquetas
de causa inmunoldgica, y los ultimos, son responsables casi excluyentes del resto de

los cuadros.12 13

Antigenos plaquetarios no especificos

Entre los antigenos no especificos de la plagueta se encuentran los glicoconjugados

de los sistemas de grupo sanguineo ABO, H, P, |, Lewis y los de HLA clase |. 1% 4

Antigenos plaquetarios especificos

Se conocen 24 antigenos plaquetarios especificos definidos por sus correspondientes
anticuerpos humanos, de los cuales 12 se hallan agrupados en seis sistemas
bialélicos. Para los 12 antigenos restantes, se cuenta unicamente con los anticuerpos
que los definen pero no para su correspondiente antitético. Estos antigenos se heredan
de manera autosémica co-dominante.'® ¥ Una razon por la que anticuerpos contra
la estructura antitética aun no han sido descritos es que éstas se presentan en tan baja
frecuencia que los individuos homocigotos y por lo tanto susceptibles a inmunizarse,

son extremadamente raros.®

Nomenclatura HPA

Histéricamente los antigenos plaquetarios especificos fueron llamados con el nombre
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de los pacientes sensibilizados de quienes se obtuvieron los antisueros especificos
que los definian. Esta nomenclatura se torné confusa debido al descubrimiento
independiente de un mismo antigeno por diferentes grupos de investigadores, sumado
a cierto grado de controversia con respecto a la prioridad en la asignacion de los
nombres. Para solucionar este dilema, Von Dem Borne y Decary en 1990 propusieron
un sistema simplificado, al que llamaron HPA, acrénimo del inglés Human Platelet
Antigens (antigenos plaquetarios humanos), el cual fue revisado en 1998 por Santoso,

Kiefel y recientemente por Metcalfe.

Los sistemas HPA han sido designados cronologicamente (HPA-1, HPA-2, HPA-3,
HPA-4, HPA-5....) siguiendo el orden de la fecha de su descubrimiento, y se ordenan
en “a” de alta frecuencia y “b” de baja frecuencia. Una designaciéon “w” es agregada

después del nombre del antigeno si aun no se conoce un anticuerpo contra el

antigeno antitético'” (Tabla 1).
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Tabla 1. Sistema de Antigenos Plaquetarios Humanos . 24

. . L, . . " . Cambio de Cambio de
Sistema  Antigeno Sinénimos Glicoproteina HGNC CD nucleotido aminoacido
HPA-1 HPA-1a Zw?, P1A1 GPllla ITGB3 CD61 T Leucina®

HPA-1b ZwP, P1A2 C'% Prolina®
HPA-2 HPA-2a Ko®, GPlba GP1BA CD42b Cc5 Treonina'®
HPA-2b Ko?, Sib? T2 Metionina®
HPA-3 HPA-3a Bak?, Lek? GPllb ITGA2B CD41 T2622 Isoleucina®?®
HPA-3b Bak® G*2 Serina®?
HPA-4 HPA-4a Yuk®, Pen? GPllla ITGB3 CD61 G°% Arginina*®
HPA-4b Yuk?®, Pen® A5 Glutamina™?
HPA-5 HPA-5a Br°, Zav® GPla ITGA2 CD49b G'%48 Acido glutamico®%®
HPA-5b Br?, Zav* He? A648 Lisina®®
HPA-6bw  Ca? Tu? GPllla ITGB3 CD61 G564 Arginina®®
A1564 Glutamina“®®
HPA-7bw Mo? GPllla ITGB3 CD61 Cc2e7 Prolina*®”
G267 Alanina*®’
HPA-8bw Sre GPllla ITGB3 CD61 C2004 Arginina®®
T2004 Cisteina®®
HPA-9bw Max? GPlIlb ITGA2B CD41 G2603 Valina®”’
AZ603 Metionina®’
HPA-10bw La? GPllla ITGB3 CD61 G2 Arginina®?
A% Glutamina®
HPA-11bw  Gro? GPllla ITGB3 CD61 G'9% Arginina®®
A19% Histidina%%3
HPA-12bw  Iy? GPlb B GP1BB CD42c (el Glicina'®
A Acido glutamico™
HPA-13bw  Sit? GPla ITGA2 CD49b  C%% Treonina™®
T2531 Metionina’®®
HPA-14bw  Oe? GPllla ITGB3 CD61 AAG9%-31 Lisina®"
delecion A Lisina®"
HPA-15 HPA-15a Gow® CD109 CD109 CD109 Cc2108 Serina™®
HPA-15b Gov? A2108 Tirosina’®
HPA-16bw  Duv? GPllla ITGB3 CD61 c5"7 Treonina'?
517 Isoleucina

*HGNC: El comité en nomenclatura génica de la organizacion genoma humano, por sus siglas en ingles The Human Genome
Organization (HUGO), *CD: Agrupacién de Diferenciacion

Aloinmunizacion

La aloinmunizacion plaquetaria ocurre en respuesta a la exposicion de antigenos que
no posee el individuo respondedor. Por lo tanto, de no existir diferencias antigénicas
entre los individuos, la aloinmunizacion no puede ocurrir. Esta incompatibilidad

potencial, es necesaria pero no suficiente, ya que soélo una proporcién de estos
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individuos se aloinmuniza.’™ los factores condicionantes que intervienen en la

aloinmunizacion son:

Factores del antigeno (Inmunogenicidad)

En presencia de una incompatibilidad potencial, los distintos antigenos plaquetarios
varian entre si en su capacidad de generar una reaccion inmune. Si bien no es sencillo
discriminar los factores puramente atribuibles al antigeno de aquellos dependientes

del individuo respondedor, pueden citarse:

v Densidad antigénica sobre la superficie plaquetaria
v Hidrofobicidad de los residuos aminoacidicos que lo conforman

v Accesibilidad del epitopo.

Factores del individuo respondedor

Poco se conoce sobre los factores individuales que condicionan la respuesta inmune
contra los antigenos plaquetarios especificos. Actualmente resulta imposible identificar
con certeza los individuos susceptibles a aloinmunizarse o predecir el numero de
exposiciones antigénicas necesarias para estimular efectivamente la produccion de

anticuerpos anti-HPA.

En la fase de aloinmunizacién, la embarazada genera anticuerpos contra antigenos
heredados del padre, presentes en las células sanguineas fetales. Los anticuerpos

maternos de la clase IgG atraviesan la barrera placentaria, por pinocitosis de las
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células del sincitiotrofoblasto, opsonizan las células fetales poseedoras del antigeno,
facilitando asi su destruccién por fagocitosis o lisis por citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpos por los macrofagos esplénicos del feto. ™

Implicaciones clinicas de los polimorfismos HPA

Asociadas a la aloinmunizacion

Las glicoproteinas plaquetarias humanas son el blanco frecuente del sistema inmune,
sus polimorfismos son reconocidos por linfocitos B y T alogénicos, para despertar una
respuesta efectora esencialmente humoral. Los anticuerpos generados se unen a sus
correspondientes antigenos en la superficie plaquetaria y conducen al secuestro de
las plaquetas por los macrofagos, a través de la interaccion con receptores para la
porcion Fc de las inmunoglobulinas, este proceso ocurre generalmente en el bazo y
resulta en trombocitopenia. Los anticuerpos estan usualmente dirigidos contra las
moléculas HLA de clase | y contra los aloepitopos en las glicoproteinas GP lIb/llla, GP

Ib/IX/V, GP la/llay CD 109.

Trombocitopenia Feto-Neonatal Aloinmune

La trombocitopenia feto-neonatal aloinmune (TFNA), es considerada en la actualidad
la causa mas comun de trombocitopenia grave en el feto y neonato con una frecuencia
aproximada 1 caso por 1000 recién nacidos. El diagndstico suele hacerse después del
nacimiento y del descubrimiento inesperado de trombocitopenia neonatal grave, que

generalmente se identifica por los signos de sangrado, tales como petequias vy
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equimosis, 0 mas grave, hemorragia intracraneal. Es definida por recuentos
plaquetarios en el feto/neonato menores a 100 x 10°L y los casos severos con

recuentos de menos de 50 x109/L. 28

Muchos tipos de antigenos plaquetarios humanos se han descrito, pero mas del 80%
de los casos de Trombocitopenia feto-neonatal aloinmune tienen especificidad contra

HPA-1a, seguida de HPA-5b (10%) y otros menos frecuentes.?°

En caucasicos el 95% de los casos son debidos a aloinmunizacién contra los antigenos
HPA-1a y HPA-5b, estos son menos prevalentes en orientales y la aloinmunizacién
ocurre principalmente asociada a HPA-4b y HPA-5b. Los antigenos HLA parecen no
participar en la patogenia. La terapia efectiva en TFNA consiste en la transfusion de

plaquetas maternas lavadas u otras plaquetas antigeno-negativas

Entre los pacientes con refractariedad a la transfusién de plaquetas se han asociado
los anti-HPA-1a y anti-HPA-5b, mientras que en pacientes con purpura post-

transfusional los mas comunes son anti-HPA-1a, HPA-3a, y HPA-3b?" 26.27 (Tabla 2).

Tabla 2. Alelos involucrados en cuadros clinicos de aloinmunizacion.26

Cuadros clinicos Alelos involucrados

Trombocitopenia feto-neonatal aloinmune HPA-1a, HPA-5b, HPA-15 a/b
Refractariedad a la transfusion de plaquetas HPA-1a, HPA-5b

Puarpura post-transfusional HPA-1a, HPA-3a y HPA-3b
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Tipificacién antigenos plaquetarios humanos HPA

Fenotipificaciéon serologica

El valor de la fenotipificacion seroldgica de los antigenos plaquetarios especificos es
limitado debido a que a menudo no es posible obtener suficientes plaquetas en
pacientes con trombocitopenia. Hasta hace poco, la fenotipificacion HPA dependia de
la disponibilidad de suero humano de individuos sensibilizados contra los antigenos
plaquetarios especificos. Estos sueros anti-HPA contenian con frecuencia anticuerpos
dirigidos contra los antigenos HLA de clase I, limitando asi su uso a los analisis

“glicoproteinas - especificas” 2% 23 24

Genotipificacion
La genotipificacion HPA se realiza con DNA gendmico obtenido de cualquier material

celular, utilizando reactivos disponibles comercialmente. Esta se realiza por

caracterizacion de los SNPs.24

PCR - Cebador Secuencia Especifica (SSP)

La reaccion en cadena de la polimerasa cebador secuencia especifica (PCR-SSP), se
basa en la capacidad de la Taq DNA polimerasa en amplificar regiones especificas de
los alelos presentes. Sin embargo, cuando el nucleétido del extremo 3’ del cebador no

se aparee, la amplificacion no ocurrira o lo hara con una eficiencia muy baja. 25
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Il. JUSTIFICACION

Este estudio permitira explorar si existen incompatibilidades de alto riesgo que
pudieran explicar la pérdida gestacional recurrente y poder proponer futuras

intervenciones diagndsticas y terapéuticas a estas parejas.
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IV. HIPOTESIS EXPLORATORIA

Las parejas con Pérdida Gestacional Recurrente tienen mayor frecuencia de

incompatibilidad en los alelos plaquetarios de alto riesgo.
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V. OBJETIVOS

51 Objetivo general

Determinar la incompatibilidad existente en los alelos de los antigenos plaquetarios de

alto riesgo en parejas con pérdida gestacional recurrente.

52 Objetivos particulares

Determinar la frecuencia genotipica y alélica de los antigenos plaquetarios en mujeres

con pérdida gestacional recurrente y su conyuge.
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VI. MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacién
Observacional y estudio piloto
Tipo de diseio
Transversal exploratorio
Presentacion de los resultados
Se presenta en tablas

6.1 Materiales

Aspectos éticos y obtenciéon de muestras biolégicas

Las muestras de DNA se obtuvieron de un repositorio existente en el laboratorio de
hematologia perinatal del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer), de pacientes
mujeres con pérdida gestacional recurrente (PGR) y su conyuge. Que derivan del
protocolo numero, 212250-07211, “Estudio molecular y fenotipico del grupo sanguineo
RhD en parejas con mujeres RhD negativas rama clinica“.

Criterios de seleccion

Inclusion Muestras de DNA de mujeres con PGR sin causa identificada, que se
cuente con muestra de DNA de su conyuge y que acudieron al servicio de Hematologia
Perinatal del INPer.

Exclusion Muestras de DNA de mujeres con PGR con causa identificada. Muestras

de DNA de mujeres con PGR que NO se cuente con muestra de DNA de su cényuge.
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Eliminacion Muestras de DNA que no cumplieron los criterios analiticos necesarios

para realizar PCR-SSP. Muestras de DNA no trazables.

6.2 Métodos

Cuantificacion de DNA

La concentracion de DNA se determiné mediante espectrofotometria en el equipo
ACTGene ASP-3700 (Figura 3) a una longitud de 260 nm, la pureza se determiné con
el uso de la relacién 260/280 nm y 260/230 nm, considerando los valores de 1.8y 1.5
respectivamente, la recoleccion de datos se hizo mediante el uso del programa ASP-

3700.

Figura 3. Espectrofotometro ACTGene ASP-3700
Evaluacion de la integridad del DNA
Se realizé un corrimiento electroforético de las muestras del DNA en gel de agarosa al
2% revelado con Midori Green Advanced DNA Stain con un marcador de peso
molecular de Roche XVI (100-2600 pb) (Figuras 4 y 5). Los geles se observaron en

el analizado de imagenes Alpha Innotech a 320 nm (Figura 6).
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Figura 4. Equipo de electroforesis Horizon 58 Whatman

Figura 6. Analizador de Imagenes Alpha Innotech

Genotipificacion de antigenos plaquetarios

Se utilizé el ensayo comercial HPA-Ready Gene Plus inno-train Diagnostik GMBH, que
permite la deteccion de los alelos HPA-1 a/b, HPA-2 a/b, HPA-3 a/b, HPA-4 a/b, HPA-
5 a/b, HPA-6 a/b, HPA-9 a/b y HPA-15 a/b mediante PCR-SSP.

En cada tubo de reaccién se incluyen un par de cebadores alelo especifico y cebador

para el gen de la hormona de crecimiento como control interno (434 pb).
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» La preparacion de la mezcla de reaccion lleva:

120 ul de agua grado PCR,

60 ul de Ready PCR

1.6 pl de Taq polimerasa

20 pl de muestra de DNA

» Mezclar perfectamente

» Dispensar 10 pl de DNA de cada paciente y colocarlos en los pozos.

Las condiciones de amplificacion se muestran en la (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones de amplificacion.

Activacion 5 ciclos 10 ciclos 20 ciclos Extension Enfriamiento

94°C 20 sec 94°C 20sec 94°C 20 sec
94°C 2 min 70°C 60 sec 65°C 60sec 61°C 50sec 72°C 5min 10°C -
72°C 45sec 72°C 45 sec

Electroforesis de los productos de PCR en geles de agarosa

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2 % tefiidos con Midori
Green Advanced DNA Stain. Se utilizé el marcador de peso molecular DNA E-Ladder
GTi Diagostics cat. # ELADDER (50-600 pb)

Los productos se fotodocumentaron en el Analizador de Imagenes Alpha Innotech

(Figura 6).
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Las parejas se estratifcaron en tres grupos, segun el riesgo de desarrollar

alloinmunizaciéon y trombocitopenia feto-neonatal aloinmune, de acuerdo a la

presencia 0 ausencia de los alelos de los antigenos plaquetarios. Los grupos se
definieron de la siguiente manera:

Grupo 1. Nivel de riesgo nulo. Son aquellas parejas donde no presentaron ningun
alelo incompatible. Es decir, la mujer y su conyuge tienen el mismo alelo
o bien ella tiene el alelo positivo y su conyuge el alelo negativo, por lo que
supondria el no riesgo de aloinminizacion plaquetaria.

Grupo 2. Nivel de riesgo bajo. Existen diferencias entre las parejas en uno o mas
alelos excepto HPA-1a, HPA-5b, HPA-15 a/b. es decir la mujer es
negativa para un alelo pero su conyuge es positivo.

Grupo 3. Nivel de riesgo alto. El cdnyuge presenta al menos uno de los alelos HPA-
1a, HPA-5b, HPA-15 a/b y la mujer carece de ellos. Estos alelos se han

reportado en asociacion con trombocitopenia feto-neonatal aloinmune.
Analisis estadistico

Se realizé un analisis de frecuencias y determinacion del equilibrio de Hardy- Weinberg
Decision para el equilibrio de Hardy-Weinberg
Chi? calculada aumenta, al aumentar las diferencias entre valores observados
y esperados. Chi2 Cal = Chi? Tab: Se acepta H1 y rechaza Ho
Chi? Cal < Chi?2 Tab: Se acepta Ho y rechaza H1
H1 = La poblacién no se encuentra en equilibrio

Ho = La poblacién se encuentra en equilibrio
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VIl. RESULTADOS

Se incluyeron 30 muestras de 15 mujeres con PGR y su cényuge, las frecuencias
genotipicas y alélicas de los antigenos plaquetarios en la poblacion evaluada se
resumen en la (Tabla 4).

En el analisis de Hardy-Weinberg utilizando X2, (grados de libertad = 1) para evaluar
el ajuste entre lo observado/esperado. Numero de individuos estudiados n=30. X?
Cal=chi? calculada y X? Tab = chi? tabulada el cual es de 3,84, este ultimo valor ya no
se calcula se toma de tablas en cualquier libro de estadistica, por lo que la poblacion

se encuentra en el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 4. Frecuencia genotipica y alélica de los sistemas HPA y equilibrio de Hardy-Weinberg en poblacién estudiada.

Equilibrio de Frecuencia
n observado n esperado Hardy-Weinberg Frecuencia genotipica alélica
Sistema
HPA GP aa ab bb aa ab bb X2 aa ab bb a b
HPA-1  GPllla 28 2 0 2765 230 0,05 0,0925 0.9333 0.0666 0,0000 0,967 0,033
HPA-2 GPlba 24 6 0 24,3 54 0,3 0,3703 0.8000 0,2000 0,0000 0,900 0,100
HPA-3  GPllb 9 15 6 9,08 14,85 6,07 0,0027 0,3000 0,5000 0,2000 0,550 0,450
HPA-4 GPllla 13 16 1 14,7 12,6 2,7 2,1842 0,4333 0,5333 0,0333 0,700 0,300
HPA-5 GPla 23 7 0 2323 6,34 0,43 0,5038 0,7666 0,2333 0,0000 0,883 0,117
HPA-6 GPllla 25 5 0 2539 442 0,19 0,2753 0,8333 0,1666 0,0000 0,917 0,083
HPA-9 GPIlb 17 13 0 18,25 10,30 145 2,2479 0,5666 0,4333 0,0000 0,783 0,217
HPA-15 CD109 11 14 5 10,8 14,4 4,8 0,0231 0,3666 0,4666 0,1666 0,600 0,300
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Las diferencias en las frecuencias alélicas entre mujeres y su conyuge en la poblacion
evaluada, mostré que con respecto al alelo “a” una mayor frecuencia alélica en HPA-
2, HPA-3, HPA-6, HPA-9 y HPA-15, en mujeres en relacion a los hombres, sin
diferencia estadistica. En los sistemas para HPA-1 y HPA-4, sin diferencia en
frecuencia iguales. En el sistema HPA-5, los hombres presentaron mayor frecuencia
con respecto a las mujeres. Para el sistema HPA-15, en sus alelos a y b, se distribuyo
por igual en el grupo de varones (0.500), mientras que para las mujeres se observaron
diferencias entre la frecuencia del alelo a y el alelo b (proporcién 0.700 y 0.300,

respectivamente) (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencias alélicas para los sistemas HPA entre
Mujeres y su Cényuge.
Frecuencias alélica Frecuencias alélica

Sistema Mujeres (n 30) Hombres (n 30)
HPA-1 a 0,967 0,967
HPA-1b 0,033 0,033
HPA-2 a 0,933 0,867
HPA-2 b 0,067 0,133
HPA-3 a 0,667 0,433
HPA-3 b 0,333 0,567
HPA-4 a 0,700 0,700
HPA-4 b 0,300 0,300
HPA-5 a 0,867 0,900
HPA-5 b 0,133 0,100
HPA-6 a 0,933 0,900
HPA-6 b 0,067 0,100
HPA-9 a 0,800 0,767
HPA-9 b 0,200 0,233
HPA-15 a 0,700 0,500
HPA-15 b 0,300 0,500

Las parejas se estratificaron segun el riesgo de desarrollar aloinmunizacion, los cuales
presentaron los siguientes resultados, para el grupo | se encontraron tres parejas, en
los grupos Il y grupo lll, se obtuvieron seis parejas en cada uno, con proporcion de

(0.200, 0.400 y 0.400 respectivamente) (Tabla 6).
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Tabla 6. Alelos de riesgo presentados en la poblacion del INPer y su nivel de riesgo.

Numero de Nivel de riesgo
Grupo pareja Alelos del conyuge (proporcién)

Pareja 4 No presentaron alelos de Nulo

I Pareja 6 incompatibilidad (0.200)
Pareja 12 '
Pareja 5 HPA-2b
Pareja 7 HPA-1b y HPA-3b

I Pareja 8 HPA-2b y HPA-3a Bajo
Pareja 11 HPA-3b y HPA-9b (0.400)
Pareja 14 HPA-2b
Pareja 15 HPA-3b
Pareja 1 HPA 3b, HPA 5b
Pareja 2 HPA 6b, HPA 9b, HPA 15b

Il Pareja 3 HPA 4b, HPA 15b Alto
Pareja 9 HPA 6b, HPA 9b, HPA 15b (0.400)
Pareja 10 HPA 3b, HPA 5b, HPA 15b
Pareja 13 HPA 6b, HPA 9b, HPA 15b
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VIIl.

DISCUSION DE RESULTADOS

Frecuencia alélica y genotipica.

La distribucion genotipica es caracteristica en cada una de las poblaciones, esto
genera identidad y permite identificar el origen étnico y comparar nuestro
estudio con aquellas reportadas en las poblaciones.

Al comparar las frecuencias alélicas con otras poblaciones, se puede observar
que el alelo HPA-1a, ocurre con frecuencia similar en los estudios reportados.
El alelo HPA-1b, que en nuestros resultados se presenta en proporcion 0.033,
tiene una ocurrencia similar a la reportada en poblacionales asiaticas y
amerindias, que igualmente tienen frecuencia menor a 0.050. Esto pudiera
explicarse por la influencia oriental que tiene la mezcla genética en la poblacion
del altiplano americano.

Los alelos HPA-2 a/b, no muestran diferencias en las frecuencias alélicas entre
diferentes poblaciones comparadas con las del presente reporte, con excepcion
a la frecuencia observada en la poblacién bantu del Congo.

El alelo HPA-3a, tiene mayor prevalencia en grupos de origen oriental. Sin
embargo, no hay diferencias entre lo sefalado en nuestro reporte con lo
observado para el resto de los grupos de estudio. En sentido inverso, el alelo
HPA-3b, es de menor prevalencia en los grupos orientales.

El alelo HPA-4a, tiene su menor prevalencia en nuestro reporte que lo sefalado

en el resto de los estudios.
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De manera interesante el alelo HPA-4b, tiene mayor frecuencia (0.300), que en
el resto de los estudios reportados. Debido a la naturaleza del estudio
exploratorio, no es posible determinar las causas de estas diferencias, aunque
pudiera estar relacionado con el sesgo de seleccion en la poblacion de parejas
con PGR.

No se encontraron diferencias en la distribucion entre las diferentes
poblaciones, para los alelos HPA-5a y HPA-Ga.

El alelo HPA-5b, se observd con frecuencia de 0.117 en nuestra poblacion,
proporcion que es similar al resto de los reportes, excepto en las poblaciones
orientales y amerindias, donde la frecuencia es menor al 0.030.

El alelo HPA-6b, ocurrié con mayor frecuencia en nuestro grupo de estudio,
comparado con el resto de las poblaciones, pero con frecuencia similar a las
poblaciones de origen asiatico.

Respecto al alelo HPA-9a, aunque hay menor cantidad de estudios presentes
en la literatura para realizar la comparacién poblacional, la menor frecuencia
encontrada es en la poblacién del presente reporte. Para el caso de HPA-9b, se
tiene la mas elevada frecuencia para el resto de las poblaciones.

En el alelo HPA-15 a/b, existen también un menor numero de reportes de la
literatura, pero en aquellos casos la ocurrencia de este alelo en poblacion
mexicana (0.600), es de mayor frecuencia con respecto a las demas
poblaciones evaluadas, pero menor aquellas de origen bantu y amerindio.

Las diferencias mas evidentes entre las frecuencias alélicas y genotipicas

fueron en HPA 4, HPA 9y HPA 15 (Tabla 7).
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Diferencias en frecuencias alélicas entre las parejas.
Al comparar las frecuencias alélicas entre las mujeres con PGR y su conyuge
se observaron diferencias en los alelos HPA-2b, HPA-3b y HPA-15b.
Los alelos HPA-2b y HPA-3b se consideran de bajo riesgo para el desarrollo de
aloinmunizacion, sin embargo el HPA-3b se ha asociado con el desarrollo de
purpura post-transfusional.
El alelo HPA-15b se relaciona al riesgo de TFNA.
En este momento no es posible establecer el papel biolégico de estas
diferencias en las parejas con PGR, o si finalmente se trata de una asociacién

espuria.

Frecuencias alélicas por grupos de riesgo.

La distribucion de los alelos de los antigenos plaquetarios en parejas con PGR,
estratificadas en el riesgo descrito en la literatura para generar patologia
(aloinmunizacién, purpura pos-transfusional), se observd que no hay diferencias
entre el grupo 2y 3 (proporcion 0.400), habiendo menor frecuencia en el
grupo 1. Es decir, la presencia de incompatibilidad en los alelos de los
antigenos plaquetarios se encuentra en proporcion de 0.800 de toda la
poblacion de PGR evaluada.

El disefio metodoldgico del presente reporte, no permite establecer
asociaciones o causalidad de las diferencias alélicas en la poblacién con PGR.
Sin embargo, el reporte de la mayor frecuencia de incompatibilidad en los alelos

de los antigenos plaquetarios en las parejas con PGR, permiten establecer el
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marco de referencia para evaluar los posibles mecanismos biolégicos que
pudieran explicar la pérdida gestacional recurrente en las parejas con
incompatibilidad a los antigenos plaquetarios.

Es necesario también, documentar esta diferencia ampliando el tamafio de la

muestra e incluyendo el grupo control adecuado.
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Tabla 7. Frecuencias alélicas HPA en poblacion estudiada del (INPer), comparada con algunas otras poblaciones'’

.. Distribucién de frecuencias alélicas HPA
Poblacion

1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b 6a 6b 9a 9b 15a 15b

Poblacion del
0,967 0,033 0,900 0,100 0,550 0,450 0,700 0,300 0,883 0,117 0,917 0,083 0,783 0,217 0,600 0,400

(INPer)

Mejicanos?® 0,951 0,049 0,841 0,159 0,604 0,396 0,990 0,010 0,938 0,062 1,000 0,000 - - - -
Bereberes 0,748 0,252 0,818 0,182 0,682 0,318 1,000 0,000 0,861 0,139 1,000 0,000 - - - -
Tunecinos 0,750 0,250 - - 0,694 0,306 - - 0,780 0,220 - - - - - -
Eslovenos 0,809 0,191 0,891 0,109 0,591 0,407 0,997 0,003 0,934 0,066 - - - - 0,527 0,483
Espaiioles 0,810 0,190 0,900 0,100 0,650 0,350 1,000 0,000 0,880 0,120 1,000 0,000 - - 0,474 0,526
Daneses 0,831 0,169 0,917 0,083 0,626 0,374 1,000 0,000 0,921 0,078 - - - - - -
Alemanes 0,839 0,161 0,910 0,090 0,586 0,414 - - 0,917 0,083 - - - - - -
Ingleses 0,840 0,161 0,925 0,075 0,627 0,373 1,000 0,000 0,914 0,086 1,000 0,000 - - 0,524 0,476
Holandeses 0,846 0,154 0,934 0,066 0,555 0,445 1,000 0,000 0,902 0,098 - - - - - -
Franceses 0,848 0,152 0,920 0,080 0,620 0,380 - - 0,874 0,126 - - - - - -
Italianos 0,850 0,150 0,890 0,110 0,610 0,390 1,000 0,000 0,900 0,100 1,000 0,000 - - - -
Austriacos 0,852 0,148 0,918 0,082 0,612 0,388 1,000 0,000 0,892 0,108 1,000 0,000 - - 0,500 0,500
Filandeses 0,860 0,140 0,910 0,090 0,590 0,410 - - 0,950 0,050 - - - - - -
Polacos 0,874 0,126 0,898 0,102 0,592 0,408 1,000 0,000 0,937 0,063 - - - - 0,485 0,515
Argentinos 0,878 0,122 0,875 0,125 0,612 0,388 1,000 0,000 0,927 0,073 1,000 0,000 - - 0,510 0,490
Irlandeses 0,882 0,118 0,934 0,066 0,624 0,376 1,000 0,000 0,912 0,088 1,000 0,000 - - 0,542 0,458
Banties (Congo) 0,904 0,096 0,776 0,224 0,596 0,404 1,000 0,000 0,732 0,268 1,000 0,000 - - 0,701 0,299
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Coreanos 0,988 0,012 0923 0,077 0555 0445 0990 0,010 0978 0,022 0,980 0,020 - - - -

Taiwaneses 0,997 0,003 0,960 0,040 0,575 0,425 0,998 0,002 0,985 0,015 0,963 0,037 - - 0,538 0,462
Japoneses 0,998 0,002 0,900 0,100 0,718 0,282 0,989 0,011 0,973 0,027 0,973 0,027 - - - -
Amerindios 1,000 0,000 0,821 0,179 0,757 0,243 1,000 0,000 1,000 0,000 - - - - 0,780 0,220
Brazil®® 0,925 0,075 0,850 0,150 0,600 0,400 1.000 0,000 0,920 0,080 1,000 0,000 0,981 0,010 0,533 0,467
Maori,

0,960 0,040 0,933 0,067 0,580 0,420 1,000 0,000 0,987 0,013 0,987 0,013 1,000 0,000 0,512 0,488
polinesia3’
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IX. CONCLUSIONES

v Las frecuencias de los antigenos HPA en la poblacién evaluada son similares a
las descritas en varias poblaciones del mundo, con excepcion de los sistemas

bialélicos HPA 4, HPA 9y HPA 15.

v' Existe incompatibilidad en los alelos de los antigenos plaquetarios en

proporcion de 0.800 de las parejas con PGR estudiadas.

v Esto permite establecer nuevas hipétesis para evaluar modelos explicativos de

la PGR.

v Esta informacién se debera validar ampliando el tamafno de la muestra y con el

disefio metodoldgico apropiado.

v Es escasa la informaciéon en la literatura internacional sobre la posible

asociacion entre los alelos de los antigenos plaquetarios y las parejas con PGR.
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