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A: Armstrong.
a: Alfa.

ADN: Acido Desoxirribonucleico.

Alo-TPH: Trasplante alogenico de progenitores hematopoyéticos.

aa: Aminoacidos.

B: Beta.

B2m: beta2-microglibulina.

BSCU: Banco de Sangre de Corddn Umbilical.
CPA: - Células presentadoras de antigeno.
CTLs: Linfocitos T citotdxicos.

CNTS: Centro Nacional de la Transfusién Sanguinea.
CU: Corddn Umibilical.

DC: Células Dendriticas.

DMID: Diabetes Mellitus Insulinodependiente.
EA: Espondilitis Anquilopoyética.

EC: Enfermedad Celiaca.

EICH: Enfermedad Injerto Contra Huésped.

HLA: (Human Leukocyte Antigen) - Antigenos de los leucocitos humanos.

Ig: Inmunoglobulina.

MHC: (Major Histocompatibility Complex) - Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

pL: micro litro.

Mb. Mega Bases.

MO: Médula Osea.

NOM: Norma Oficial Mexicana.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

pb: (Pair bases) - Pares de bases.

ABREVIATURAS.



PCR: (Polymerase Chain Reaction) - Reaccién en cadena de la polimerasa.

PCR-SSO: (PCR Sequence Specific Oligonucleotide) - PCR con sondas especificas de oligonucledtidos.
PCR-SSP: (PCR Sequence Specific Primers) - PCR con cebadores especificos de secuencia.
Pcs: Progenitor Stem Cells (Celulas Progenitoras Hematopoyéticas).

SCU: sangre del cordén umbilical.

SP Sangre periférica.

Tc: Linfocitos T citotdxicos.

Th: Linfocitos T helper.

TCPH: Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

TCR: (T-cell receptor) - Receptor de células T.

TMO: Trasplante de Médula Osea.

XMHC (Extended MHC): MHC extendido.

V: Volt
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INTRODUCCION.

1.1 Complejo Principal de Histocompatibilidad.

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex)
se encuentra constituido por un grupo de genes cuya funcién principal radica en la
presentacion de antigenos asociados a células y posteriormente son reconocidos por
los linfocitos T, mediando en la respuesta inmunoldgica adaptativa. Este conjunto de
genes se encuentra en todos los vertebrados @ denominandose Antigenos

Leucocitarios Humanos (Human Leukocyte Antigen, HLA) en el humano y siendo una
de sus principales caracteristicas su alto polimorfismo.

Figura 1. Inmundlogo francés Jean Dousset. Descubridor del sistema HLA en
humanos. Modificada de European Federation for Inumogenetics, 2013.

En la década de 1940 George Snell y colaboradores realizaron estudios para analizar el
rechazo a implantes entre ratones de distintas cepas y ratones de la misma cepa,
posteriormente Jean Dausset (Figura 1) Jan Van Rood y colaboradores demostraron
que los pacientes que rechazaron los trasplantes de rifndn presentaron elevadas
concentraciones de anticuerpos en el suero dirigidos hacia los leucocitos del donante.
A este suero que reacciona en contra de células de individuos alogenéticos (expresion
de alelos diferentes) se le conoce como aloantisuero, y se dice que contiene
aloanticuerpos que estan dirigidos contra los aloantigenos. Se supuso que, al igual que

en los ratones estos eran genes polimérficos que variaban de un individuo a otro @

13



INTRODUCCION.

Estos anticuerpos también se encontraron en mujeres multiparas, debido a que
habian desarrollado inmunidad contra los antigenos leucocitarios paternos presentes
en el feto ?, se comprobd que estos Antigenos (Ags) representaban el Complejo
Principal de Histocompatibilidad Humano. Asi se estudiaron a familias completas en
busca de armar el mapa del loci del HLA.

1.1.2 Estructura genética de la regiéon HLA.

Los genes de histocompatibilidad humanos se encuentran localizados en la parte distal
del brazo p en el cromosoma 6 en la banda 21.3 (6p21.3). Con aproximadamente mds
de 224 genes, pseudogenes y fragmentos génicos siendo un total de 4 Mb; que
representan un 2.5% de la longitud total del cromosoma.

Las regiones (figura 2) en las que se encuentran divididos los genes HLA son 3, clase Il
(centrémerica, exdn 2); Clase | (Teldmerica, exones 2y 3) y Clase Il (Teldmerica).

El primer mapa se completé en 1993, y se conoce como “Mapa Clasico”, con el avance
de las tecnologias moleculares en 1997 se realizd la secuenciacién del cromosoma 6
mostrando la existencia de nuevos genes y generando la ampliacién del mapa clasico,
ampliando las dimensiones de la regién HLA hasta 7.6 Mb, esta modificacion al
anterior mapeo se conoce como: MHC Extendido (figura 3).

Complejo del HLA

Cromosoma 6

Brazo largo Brazo corto

/el HL\
Clase Il Clase |
DP DQ DR B C A

[[[[I:[[l]]:l]] Nl |

Figura 2. Localizacion del Sistema HLA en el brazo corto del cromosoma 6. Winslow Terese 2012.
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INTRODUCCION.

Tabla 1. Nombres de los genes de la region HLA. IMGT ®),

Nombre | Equivalentes Caracteristicas moleculares

HLA-A — Class | e-chain

HLA-B — Class | e-chain

HLA-C — Class | e-chain

HLA-E E. 652 Associated with class | 3.2-kB Hind [l fragment

HLA-F F, ‘5.4 Aszsocigted with class | 5.4-5B Hind 11l fragment

HLA-Z G, 60 Associgted with class | 8.0-kB Hind 11l

HLA-H H, AR "124° HLA-54 Class | pseudogene associated with 5.4-k8 Hind (1] fragment
HLA-J cdal2, HLA-58 Class | pseudogense associated with 5.9-kB Hind 1] fragment
HLA-K HLA-TO Clams | pseudogene associated with 7.0-kB Hind 111 fragment
HLA-L HLA-B2 Class | pseudogens associated with B.2-kB Hind 11

HLA-M HLA-30 Class | gene fragment associated with a 1.7kb Hind 11 fragment
HLA-P HLa-a0 Class | gene fragment associated with 8.0-kB Hind 111 fragment
HLA-S HLA-1T Class | gene fragment associated with a 3.0kb Hind 111

HLA-T HLA-16 Class | gens fragment associated with 16.0-kB Hind Il fragment
HLA-LI HLA-21 Clacs | gens fragment associated with 2.1-k8 Hind |11 fragment
HLA-V HLA-TS Class | gens fragment associated with 7.5-kB Hind 11l fragment
HLA-W HLA-B0 Class | gens fragment associated with B.0-kB Hind 11l fragment
HLA-X HLA-X Class | gene fragment

HLA-Y HLA-BELACOOMEL Class | gene fragment

HLA-Z HLA-Z1 Class | gene fragment located within the HLA Class |1 region
HLA-DRA DRa DR & chain

HLA-DREBA DR, DR1B DR (1 chain determiming specificities DR1, DR2, DR3. DR4. DRS etc
HLA-DRBE2 DR3 Pseudogene with DR Hike sequences

HLA-DRS3 DRSII, DR28 DR B2 chain deterrrining DRE2 and Dwl4, DwlS, Dwle specificties
HLA-DRB4 O . DR4B DR 4 chain determining DR:53

HLA-DRBS DRI DR B5 chamn determming DRS51

HLA-DRBS DREX, DRBs DRB pseudogens found on DR1, DR2 and DR10 haplotypes
HLA-DRBY CiRBy1 DRE pseudogens found on OR4, DRT and ORY haplotypes
HLA-DRBS DRBy? DRE pseudogens found on DR4, DRT and DRY hapltypes
HLA-DRBY A2 fexon DRE pseudogens, isclated fragment

HLA-DAT D, DA DO o chain

HLA-DQB1 DO§1, DQIB DQ b chain

HLA-DOAZ DX, DC2A D3 p-chain-related sequence, not known 1o be expressed
HLA-DQE2 DixE, D3 fchain-related sequence. not known to be expressed
HLA-DGER DVE, D83 D2 frochain-related sequence. not known 1o be expressed
HLA-DOA DMA, O, DO DO m chain

HLA-DOB I}Crif DO f chain

HLA-DRS RIMGE Ok 2 chain

HLA-DWMB RIMNGT DM [ chain

HLA-DPAT DPai, DP1A DPF o chain

HLA-DPET DPp1, DP1E OF [ chain

HLA-DPA2 DiPaZ, DPF2A DF p-chain-related pssudogene

HLA-DFA3 DPA3 DF g-chain-related pseudopens

HLA-DPB2 DPE2, DF28 DF f-chainrelated pseudogene

TAP1 ABCE2, RING4, Y3, PSF1 ABC (ATP Binding Cassette) transporter

TAP2 ABCB3, RING11. Y1, PSF2 ABC [ATP Binding Cassette) transporter

PEMED LMP2, RING12 Proteasome-related sequence

PEMBE LMP7, RING10 Proteasome-related seguence

MICA MICA, PERB11.1 Class | chainrelated gens

MICE MICB, PERB11.2 Class | chain-related gens

MICC MICC, PERE11.2 Clazs | chain-related pseudogene

MICD MICD, PERE11.4 Class | chain-related pssudogene

MICE MICE, PERB11.5 Class | chain-related pseudogene

En base al mapa extendido la regiéon HLA consta de 421 genes, de ellos el 60%
expresan proteinas funcionales, el 33% son pseudogenes (expresan proteinas
aberrantes o no se expresan) y el 7% se transcriben dando lugar a moléculas de ARN
de transferencia (ARNt), que participan en el proceso de traduccion del ARN mensajero
(ARNm) en el ribosoma. La regién de la clase lll, contiene 58 genes funcionales (23%)
en 0.7 Mb, lo que la convierte en la regidon de mayor densidad génica de todo el
genoma humano (Tabla 1).
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INTRODUCCION.

1.1.3 Caracteristicas principales del MHC.

Desde el descubrimiento del Complejo Principal de Histocompatibilidad en el ser
humano, se han realizado diferentes estudios a nivel serolégico y molecular con el fin
de realizar la secuenciacién del gen; en este proceso se descubrid y se confirmé que el
sistema HLA presenta las siguientes caracteristicas principales:

A. Los dos tipos de genes del MHC clase | y Il polimérficos; codifican dos grupos de
proteinas diferentes pero homalogas.

Las moléculas de clase | presentan péptidos que son reconocidos por los linfocitos T
CD8+, y las moléculas de clase Il presentan péptidos a los linfocitos T CD4+.

B. Es muy polimérfico; existen multiples alelos para cada locus.

Para algunos locus se han identificado mas de 250 alelos por métodos serolégicos. La
secuenciacion molecular ha demostrado que un alelo definido serolégicamente consta
de multiples variantes que difieren ligeramente.

Los distintos alelos difieren entre si en la habilidad para unir y presentar con mayor
eficacia diferentes antigenos proteicos; dando como resultado |la baja probabilidad de
gue dos individuos sin ser parientes sean idénticos en el sistema HLA.

Estas variantes en el polimorfismo son revisadas y publicadas periédicamente por el
Comité de Nomenclatura, asi se aseguran la existencia y validacion de los nuevos alelos
descubiertos y se mantienen los ya descritos.

C. Se expresan en forma codominante en cada individuo.

Los haplotipos se expresan en forma codominante y son heredados mediante las leyes
de Mendel; las frecuencias y distribuciones varian significativamente en las diferentes
poblaciones (grupos étnicos, mestizaje).

Los haplotipos heredados (el conjunto de alelos presente en cada cromosoma se
denomina Haplotipo) de cada padre van a determinar el genotipo del hijo. El genotipo
del hijo sera la suma de un haplotipo materno y de otro paterno (figura 4).
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HERENCIA FAMILIAR

DR@@
Duqﬁﬁﬁgﬁ
HIJO 4

Figura 4. Forma en la que se heredan los haplotipos de padres a hijos.
Rangel Sanchez 2013.

D. Presenta desequilibrio de ligamiento, es decir, diferentes alelos de distintos
genes se encuentran en el mismo cromosoma con una frecuencia mayor a la
tedricamente esperada en una combinacién al azar.

Los haplotipos se pueden obtener de familias tipificadas o pueden ser calculados de
poblaciones que no estén relacionadas, y que sean representativas con el fin de
reducir el error estadistico.

El origen del desequilibrio de ligamiento y la existencia de los haplotipos aun no esta
determinado especificamente, pero se puede explicar mediante el efecto fundador y

. . 4
la presidn selectiva @

» Efecto Fundador; por el cual una poblaciéon es modificada genéticamente por el
establecimiento de otra poblacidn especifica, en la misma area geografica.

» Presion Selectiva; se ha sugerido que las combinaciones de los haplotipos HLA es
necesaria para un avance en la respuesta inmunitaria a patégenos endémicos.

Estas propiedades hacen que el MHC sea uno de los sistemas genéticos mas complejos
en la naturaleza.
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1.2 Moléculas del MHC.

Lograr detallar la estructura de las moléculas del MHC clase | y Il, es considerado uno
de los mayores logros dentro del campo de la Inmunologia moderna, este avance fue
gracias a Don Wiley, Jack Strominger y cols G) (Tabla 2). Posteriormente mediante
técnicas cristalograficas se determina la estructura tridimensional de las moléculas del
HLA y se clasifican en dos grupos: moléculas de clase | y clase Il.

Dentro de las primeras se encuentran las moléculas clasicas clase I: HLA-A, HLA-B,
HLA-Cw; y las no clasicas HLA-E, HLA-F, HLA-G. Esta clasificacidn excluye a las proteinas
expresadas mediante los genes MIC y HFE.

Las moléculas HLA clase Il son HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP.

1.2.1 Estructura molecular HLA clase I.

Estas moléculas estan formadas por dos cadenas polipeptidicas mediante uniéon no
covalente. La cadena a (cadena pesada) codificada por el MCH de 44-47 kD y una
subunidad denominada B,-microglobulina (12 kD) ®) nhombrada asi debido a su
movilidad electroforética, su tamano y solubilidad (figura 5).

Hendidura de
I| Unitn a péptidos Y ::“"'d"

al a?

al a2

E

Regidn
Transmembranal

A e r’-\-.l s

B e e LEEE

[
L

Figura 5. Esquema de las moléculas de clase I.
(a) Vista lateral de las diferentes regiones de la molécula.
(b) Vista superior de la hendidura de union al péptido (en rojo se representa el péptido
unido, en amarillo las laminas B y en verde las hélices a) Abbas. A.K. (2008)
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La molécula consta de una regidn extracelular de 274 aminoacidos formada por los
dominios al, a2 y a3; un segmento transmembrana de unos 25 aminoacidos y una
region citoplasmica de alrededor de 30 aminoacidos. B,m, interacciona con a3, asi
como con los dominios al y a2, contribuyendo decisivamente a la estabilidad de |a
molécula; posee dos puentes disulfuro. Los dominios al y a2 generan una cavidad

denominada: sitio de unidn de péptido .

Esta hendidura consta de una base formada por 8 laminas B antiparalelas y 2 hélices a
sobre ella. Una de estas hélices y cuatro ldminas B provienen de al y la otra hélice a
con las otras cuatro laminas B restantes, de a 2. Las dimensiones del sitio de unidn
(25 A de longitud x 12 A de anchura x 10 A de profundidad) permiten alojar un péptido
de entre 8 y 13 aminodcidos en su interior, con los extremos amino y carboxilo
anclados mediante puentes de hidrégeno 5

Los residuos situados en la region central del péptido sue
solvente, determinando la interaccion con el receptor de cé

en estar orientados hacia el
ulas T (TCR).

Los aminodcidos polimdrficos que estan Unicamente en los dominios al y a2 son los
que confieren su caracter variable de un individuo a otro y genera en propiedades
Unicas en la union del péptido y del TCR a cada molécula del MHC © el segmento a 3
de la cadena se pliega sobre un dominio Ig con una secuencia de aminoacidos
altamente conservados en todas las moléculas clase I; dicho segmento contiene un
bucle que funge como sitio de unién para CD8.

Cuando la molécula de clase | se encuentra totalmente ensamblada es un
heterotrimero que consta de una cadena a, B,m y un péptido antigénico unido; para
gue la expresidon de estas moléculas en la membrana celular sea estable requiere de la
existencia de estos tres componentes 2

Cada uno de nosotros (individuos normales heterocigotos) expresamos 6 moléculas

HLA clase | diferentes, esta expresion se denota en cada célula que contienen las
cadenas a derivadas de los dos alelos heredados de nuestros padres.
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1.2.2 Estructura molecular HLA clase II.
La region Il es la zona centromerica subdividida del teldmero al centromero en:
HLA-DP, -DQ y —DR. Cada subregidén se compone a su vez de varios genes.

Las proteinas para las que codifican estos genes estan implicadas en fendmenos de
restriccion del reconocimiento antigénico mediado por linfocitos T cooperadores
CD4".Las moléculas de la clase Il del CPH estan formadas por una cadena a (33-35 kD) y
una cadena B (26-28 kD), mediante una unién no covalente, y difieren de las moléculas
de clase | debido a que estas dos cadenas son generadas por genes del CPH (figura 6).

/_i':'.f;lf;i};m % £y Cada cadena tiene dos dominios extracelulares
/ (dlya2enlacadenaalfa; B1lypB2enla
¢ cadena beta), un dominio transmembrana vy
una region citoplasmica.
Los dominios extracelulares a 1 y B 1
contienen los extremos amino terminales
(NH**), mientras que los extremos carboxilo
terminales (COQ’) se encuentran en la porcion
citoplasmica de cada cadena. Nuevamente, los

Regidn

e A dominios extracelulares mas cercanos a la
rom s o ol s Puer L I..lfIJ
' s m_.: ) membrana (alfa 2 y beta 2) forman una
2 Sk subestructura similar a la de las
Figura 6. Representacion de la molécula inmunoglobulinas (5)_
HLA de clase ll.

Abbas. A.K. (2008)

Los extremos amino terminales de las cadenas a 1y B 1 interactuan formando el sitio
de unidn al péptido, que es similar estructuralmente a los de clase |, de una base
formada por 8 laminas B antiparalelas y 2 hélices sobre ella provenientesde a 1y B 1,
y permite la union a péptidos de 10-30 aa.

En estas moléculas la region mas polimdrfica estd en la cadena B; de cada progenitor
heredamos un gen DPB1 y DPA1, que son los encargados de codificar las cadenas B y
o, de una molécula HLA-DP, sucede lo mismo con las moléculas HLA-DR y HLA-DQ; en
la molécula DR, hay un gen DRB1 y uno DRB duplicado que es capaz de codificar los
alelos 3,4y 5, de esta manera heredamos entre 6 y 8 alelos HLA de la clase Il )
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Tabla 2. Caracteristicas de las moléculas HLA clasicas clase | y Il. Abbas A.K. 2008.

Caracteristicas Clase | Clasell
(HLA-A , HLA-B, HLA-C) (HLA-DR, HLA-DQ,
HLA-DP)
Cadenas polipeptidicas Bam (12 kD) B (26-28 kD)
a (44-47 kD) @ (33-35 kD)
Aminoacidos polimorficos alya2 alypl
Punto de union para TCR Segmento a 3 se Segmento P 2se
une a CD8* une a CD4*
Tamaiio de la hendidura de Se une a péptidos  Se une a péptidos de
union al péptido de 8-13 aa. 10-30 aa.

1.2.3 Distribucién Tisular de las moléculas clase [ y II.

Las moléculas de la clase | clasicas estan ampliamente distribuidas en todo el
organismo mediante la mayoria de las células nucleadas; intervienen directamente
como marcadores de lo propio, ante el sistema inmunitario adaptativo activando a los
linfocitos T citotdxicos.

Mientras que las moléculas clase Il interactian con los linfocitos T cooperadores y
estan restringidas fundamentalmente a los macrofagos en sus diferentes células:
monocitos, linfocitos B y en NK y linfocitos T, siempre que estas dos células estén
activadas y células dendriticas.

La localizacidn tisular de los antigenos HLA clase |, clase Il y su funcién en el sistema
inmunoldgico son factores ligados con el rechazo de un trasplante.
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1.3 Funcion biologica del HLA.

Una persona sana estd protegida contra los microorganismos mediante diversos
mecanismos inmunoldgicos, que se engloban en dos tipos de respuestas inmunitarias:
la innata y la adquirida (especifica).

La innata, engloba a los fagocitos (neutrdéfilos y macréfagos), eosindfilos, basodfilos,
células dendriticas, células NK y la via del complemento. La adquirida estd mediada por
los linfocitos By T.

Ambas respuestas conjuntan un sistema integrado de defensa, en el que numerosas
células y moléculas realizan una cooperacion. La inmunidad innata, es la encargada de
proporcionar una primera linea de defensa contra microorganismos y desempefa un
papel fundamental en la induccidn de respuestas inmunitarias adquiridas, que a su vez
estda dividida en la inmunidad humoral, en la que participan los linfocitos B,
productores de anticuerpos y la inmunidad celular, en la que participan los linfocitos T
citotdxicos (LTc CD8Y).

Las respuestas humoral y celular poseen caracteristicas fundamentales: especificidad,
diversidad, memoria inmunoldgica, especializacion, auto-limitacion y discriminacion de
lo propio y lo extrafno.

La falta de respuesta inmunolégica se denomina tolerancia. Las anormalidades en
inducciéon o en mantenimiento de la tolerancia, dan como resultado respuestas
inmunitarias contra antigenos propios, derivando en las enfermedades autoinmunes.

Cuando un antigeno es expuesto mediante una célula presentadora de antigenos (CPA)
unida a una molécula del CPH es reconocida por los linfocitos T. Existen diferencias
importantes en el reconocimiento antigénico de las moléculas de clase | y Il por parte
de las células T. La restriccion de clase | o clase Il del MHC por parte de los linfocitos T
se correlaciona mas con la presencia de moléculas correceptoras en la membrana
celular (CD4, CD8) que con las caracteristicas funcionales de las mismas (Tabla 3).

El papel biolégico de las moléculas de clase Il es poder presentar antigenos exdgenos,
mientras que las moléculas de clase | presentan a los antigenos enddgenos.
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Tabla 3. Caracteristicas del reconocimiento de Antigenos por linfocitos T.
Abbas A.K. (2008).

Caracteristicas.
La mayoria de linfocitos T reconoce solamente
péptidos.

Los linfocitos T Unicamente reconocen
Antigenos asociados a células y no solubles.

Los linfocitos T CD4" y CD8" reconocen (de
preferencia) Antigenos que se obtienen
mediante los compartimientos extracelular y
citosolico; respectivamente.

1.3.1 Papel biolégico del HLA clase 1.

En general, las CPA convierten los antigenos proteinicos procesados en el citoplasma
en péptidos, dentro de estructuras llamadas proteosomas y realizan el acoplamiento
del péptido, esto ocurre en el reticulo endoplasmico; una vez formado el complejo
celular para que estos sean reconocidos por

MHC-péptido lo muestran en la superficie
el TCR en los linfocitos T CD8" (figura 7).

Explicacion.

Unicamente los péptidos se unen a moléculas
del MHC.

Las moléculas del MHC son proteinas de
membrana y presentan péptidos sobre las
superficies celulares unidos establemente.

Las vias de ensamblaje de las moléculas MHC
garantizan que las moléculas de clase |
presenten péptidos de proteinas citosdlicas y la
presentacion de péptidos derivados de
proteinas extracelulares y que se capten en las
vesiculas de las CPA, en las moléculas de clase II.
CD4" y CD8" se unen respectivamente a las
regiones no polimorfas de las clases Il y I.

@ @ . D a — )
Captacion de rocesamiento Biosintesis y Asociacion de
proteinas de proteinas transporte de los péptidos Expresion de
extracelulares en| | interiorizadas las moléculas procesados a Iug meplejos
|compartimientos| | en vesiculas del CPH de moléculas del péptido-CPH
vesiculares endosomicas/ la clase Il hacia CPH de la clase Il en la superficie
de las CPA lisosomicas los endosomas en las vesiculas celular
Anﬂgenu proteinico
fl o= - Llsnmna /
- ',-;'Eﬁ% //{)—’ ,I h ol
.":‘::._.? ...I_: I/ _:]-' -/ Lt
| ‘I.ﬁesimla q CLIP
endocitica \ // Vesicula - \Linfocitos T
Endosoma exocitica | == cooperadores
\ = ¥

o

Modriza

eGE;.‘gI

Figura 7. Via del MHC clase | para la presentacion del Antigeno. Abbas A.K. (2008)
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1.3.2 Papel biolégico del HLA clase II.
Las moléculas de clase Il presentan péptidos de proteinas extracelulares endocitadas

por las CPA, procesadas en los lisosomas para obtener el péptido y acoplarlo dentro de
dicha vesicula, a la molécula clase Il previamente formada en el reticulo endopldsmico.
El complejo formado es presentado a los linfocitos TCD4" y reconocido por el TCR para
desencadenar la respuesta inmune, y lograr diferenciar lo propio de lo extrano (figura
8).

Captacion | |Procesamiento|| Biosintesis|| Asociacion
del antigeno| | del antigeno del CPH péptido-CPH
: \-- > ( A\
. Ny ~y
o) e "@f b AL
& B 25
1 - J - R
. 3 N " Linfocitos
Smimcilasi? "\%L e T CDa*
e la leina i
el s invariable (1) | Via del CPH
RE 51 CPH de dasell (de€ 12 clasell

Figura 8. Via de presentacion del Antigeno clasell. Abbas. A.K. (2008)

1.4 Nomenclatura.

Existen dos formas de nomenclatura HLA: la seroldgica y la molecular. Aunque en
términos generales estan interrelacionadas se observan diferencias entre ambas; vy a
partir del 2010 derivado de las necesidades, avances tecnolégicos y de unificar estas
nomenclaturas se realizd el acuerdo de emitir los resultados en nomenclatura

molecular.

- Seroldgica: establecida en 1975 y modificada en 1984. Basada en las especificidades
(epitopes) de los productos de los genes HLA definidos por técnicas inmunolégicas
seroldgicas o celulares.

- Molecular: establecida en 1987 y se basa en alelos definidos por secuenciacion; el
locus HLA (A, B, C, DR, DQ y DP) se separa mediante el simbolo [*] de un nUmero que
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puede tener diferentes digitos; actualmente se introducen dos puntos ( : ) entre cada
dos digitos, se afiade un cero delante de nomenclaturas con un solo digito.

La nomenclatura oficial fue establecida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
y en base a esto:

Los alelos de clase | se definen por la letra A, B o C (en funcidon de su locus genético
HLA) seguido de una serie de numeros, y en ocasiones de una letra. Los dos primeros
numeros definen la especificidad seroldgica (cuando ha sido identificado con un
anticuerpo) o en su defecto, definen la familia con la que posee mayor homologia de
secuencia de DNA.

Los dos numeros siguientes indican el alelo dentro de esa familia y se asigna por orden
cronolégico consecutivo.

Existe un quinto digito para aquellos alelos con cambios en la secuencia primaria de
DNA (normalmente en la tercera base de uno o mas codones) que no producen cambio
en la proteina codificada (por ejemplo, B*39061 y B*39062).

También se han identificado alelos que no se expresan (nulos o en inglés “Null”) y que
se nombran incluyendo la letra N como ultimo caracter en el nombre del alelo (Tabla
4).

Los alelos de clase Il siguen las mismas reglas de nomenclatura genética, los genes de
clase Il se definen con la letra D, seguida de la inicial de la subregiéon (P, Q o R)
seguidos de A o B para indicar que codifican respectivamente para la cadena a o .
Seguido de un numero que indica la versién del gen, y por ultimo los caracteres
alfanuméricos, por ejemplo, DRA1*0101-DRB1*0301. A diferencia de clase |, para clase
Il no existe una correlacion ldgica entre la nomenclatura genética y la seroldgica,
puesto que ambos genes, A (a) y B (B), son polimdrficos (excepto DRA). Asi, el antigeno
DQ5 (variante de DQ1) estd codificado a nivel genético por los loci DQA1*0102 y
DQB1*0602.

La OMS ha decidido asignar solamente nombre oficial a aquellos patrones de reaccidn

seroldgicos que correlacionen con secuencias de DNA, ya que puede haber patrones
de reaccién cruzada entre diferentes antigenos por compartir determinados epitopes.
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El estudio con los dos primeros digitos se denomina baja resolucién, debido a que no
llegan a discriminar entre alelos, pero indica similitud con los miembros de un grupo ya
definido, incluso aunque estos puedan no ser seroldgicamente similares.

Los estudios de alta resolucion (al menos 4 digitos) si permiten discriminar entre
alelos. En concreto son los digitos tercero y cuarto los que definen la especificidad
alélica.

Tabla 4. Nomenclatura de los alelos HLA.

Nomenclatura ndica

HLA

HLA-A*02

HLA-A*0201

1.5 HLA y su asociacion a enfermedades.

Al avanzar en el descubrimiento de nuevos alelos (Tabla 5) y desarrollarse el mapa
extendido se observaron ciertas relaciones estadisticas entre los haplotipos HLA y el
padecimiento de enfermedades, se define como un factor de riesgo o “RR” (Riesgo
Relativo) "',

Tabla 5. Numeros de Alelos HLA descritos y validados durante 1987-Marzo 2013.
(Datos de IMGT/HLA) ©®.

Alelos HLA Datos

Alelos HLA Clase |
Alelos HLA Clase Il

Alelos Confidenciales

Las enfermedades asociadas a la clase Il se presentan en mayor incidencia en
comparaciéon con aquellas enfermedades asociadas a la clase |, las asociaciones entre
el haplotipo y la enfermedad aun no son conocidas del todo, es un drea de
investigaciéon en desarrollo; las enfermedades del tipo autoinmune son las mas
estudiadas hasta el dia de hoy ya que presentan mayor relaciéon entre determinado
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haplotipo y la expresidén y padecimiento de la enfermedad (ya sea por presentarse el
alelo o por presentar desequilibrio de ligamiento con el).

En la tabla 6 se enlistan algunos de los genes implicados en el padecimiento de alguna
enfermedad ¢ 7910

Tabla 6. Algunas enfermedades asociadas al HLA.

[enfermedad. | lelona |

Artritis Reumatoide DR4

Artritis Reumatoide Juvenil DR5/DR&
Dermatitis Herpetiforme R3

]

EITER  DR3,DR4;DQ7/8
BS (B51,52); DRS
DR15,DQ6
Hemocromatosis idiopatica A3

Hiperplasia Adrenal Congénita B47

DR3,DR2
Marcolepsia DR15

Uveitis Anterior Aguda B27

[Psoriasis 0000 P

DR2

i

1.6 Aplicaciones del sistema HLA.

Debido a su alto grado de polimorfismo, su distribucion tisular, y su funcién biolégica el
sistema HLA esta siendo ampliamente estudiado en los diversos campos de la ciencia y
han logrado encaminar sus caracteristicas en otras disciplinas en base a las
necesidades del ser humano.

1.6.1 Antropolégicas.

Por su grado de polimorfismo y su desequilibrio de ligamiento el sistema HLA y cada
uno de sus alelos es un medio para poder relacionar diferentes grupos poblacionales
humanos, mediante la restriccion de una etnia o el seguimiento de las diferentes
migraciones a través de la historia. Las diferentes razas humanas muestran un patron
genético que no se diluye con el tiempo, se hereda de padres a hijos (figura 9).
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B*35-DRB1*12
B*40:01-DRB1*09
B*40:01-C*03

B*48-DRB1*11

A*02-B*27-C*01-DRB1*01-DQB1*05
A*02-B*40:01-C*03-DRB1*01-DQB1*05
A*02-B*41-DRB1*07-DQB1*02

2-B*46-C*01-DRB1*12-DQB1*03:01

A*23-B*15:03-C*02-DRB1*11
A*23-B*53-DRB1*09
A*23-B*58-C*06-DRB1*11-DQB1*03:01

A*30-B*18-C*05-DRB1*03:01-DQB1*02

A*01-B*57-C*06-DRB1*07-DQB1*03:03
A*02-B*15:01-C*03-DRB1*04-DQB1*03:02
A*02-B*44-C*05-DRB1*04-DQB1*03:02

A*03-B*07-C*07-DRB1*15-DQB1*06

A*02-B*39-DRB1*08-DQB1*04
A*02-B*39-C*07-DRB1*04-DQB1*03:02
A*24-B*35-DRB1*04-DQB1*03:02

A*24-B*39-C*07-DRB1*04-DQB1*03:02

Figura 9. Esquematizacion de los diferentes haplotipos mostrados en las poblaciones humanas. Lozano R. B. (2012)
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En el caso de la poblacion mexicana (Tabla 7) se exhibe una mezcla génica y
demografica ampliamente compleja, esto como resultado de las diferentes etnias que
se han restringido a una zona endémica, a las diversas migraciones poblacionales
actuales, a todas y cada una de las combinaciones derivadas de los sucesos histéricos
coloniales de nuestro pais y sobretodo el resultado del mestizaje; que es un factor
Unico y que se ve involucrado en la modificacion de las frecuencias alélicas. De los
alelos presentes en nuestra poblacion hay algunos que son especificos en ciertas
poblaciones humanas, y otros que se han mantenido con el paso del tiempo y se han
conservado en muchas de las poblaciones humanas desde la dispersion de los
primeros homo sapiens que salieron de Africa del Este (4,12,12)

Tabla 7. Haplotipos HLA mas frecuentes encontrados en la poblacién mexicana.

HLA-DRB1
hilazatecos, mayas,
A*02 B*30 DRB1*04 DOB1*0302 Al s Le
A*02 B*35 DRB1*04 DQB1*0302 Mazatecos, mayas,
nahuas, D.F., My,
Pue, Ver, Torr, 5in, 5on
B*30 DRB1%04 DOB1%*0302 Mayas, D.F, Ver, Torr,
Pus, Yuc.
A*02 B*35 DRE1*08 DQB1*04 Nahuas, mayas, D.F,
hity, Ver, Pue, Torr,
Yuc.
m B*1402 DRE1*01 DQB1#05 Mar, Mty, D.F., Tarr,
Ags 5in, Son
B*35 DRB1*04 DOB1¥0302  Maztecos, Yug, DF,
Wer, Torr
B*4002 DRB1%04 DOB1*0302  Mayss, D.F, Yuc, Torr
B*35 DRB1*04 DOB1*0302 Mayas, nahuas, Yuc,
Ver, D.F., Oz, Pue
B*4002 DRB1%04 DQB1*0302 Teenek, Yuc, Ver
B*35 DRE1*16 DQB1*0301 Zapotecos, mixtecos,
Var, D.F.
B*44 DRB1%07 DQB1*02 Tarr, D.F., Ora, Sin,
Son
m B*0R DRE1*0301 DQE1*02 Tarr, Ver, D.F,, My,
5in, Qro
B*30 DRB1*04 DQB1*0302 Mazatecos, D.F., Ver,
Tarr, Yuc, Mor
B* 1501 DRE1*04 B1*0302 D.F., Torr, Pue, Sin
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1.6.2 Legales.

El sistema HLA permite realizar estudios de paternidad, en base a la forma de heredar
los haplotipos paternos, es muy improbable que dos personas no relacionadas
genéticamente posean los mismos antigenos HLA. Su capacidad de discriminacion
supera el de otros sistemas de proteinas como el sistema ABO (Método de exclusion
de paternidad por el sistema ABO).

Incluido en determinaciones legales mediante la genética forense 3 esta drea esta en
desarrollo conjuntamente con las asociaciones del HLA-Enfermedad.

(1

1.6.3 Clinicas.

El papel del sistema HLA es muy amplio y en constante desarrollo para garantizar la
salud y estabilidad de los pacientes, esto se observa dia a dia desde una transfusion
sanguinea, trasplante de d6rganos o de células progenitoras hematopoyéticas (Psc,
Progenitor Stem Cells), trasplante de medula osea (TMO). La respuesta inmunoldgica
generada contra antigenos en general, y contra cada combinacidn especifica
trasplantada de antigenos HLA del donador en particular, esta influida por el cédigo
genético HLA del receptor.

Las moléculas del MHC son los principales blancos de la respuesta inmune en contra de
aloinjertos y este reconocimiento de aloantigenos del MHC por parte de las células T
es el evento central que inicia el rechazo al trasplante. (14)

» Transfusidn sanguinea.

Es un procedimiento a través del cual se suministra sangre o cualquiera de sus
componentes a un ser humano, solamente con fines terapéuticos, la sangre se podra
obtener por extracciéon venosa y debe cubrir las determinaciones y caracteristicas
establecidas con las Normas Oficiales vigentes en México. (15)

La transfusion sanguinea puede tener un doble impacto inmunoldgico en los
trasplantes de dérgano soélidos y células progenitoras hematopoyéticas; desarrollando
un efecto inmunosupresor aumentando la supervivencia del injerto o contribuyendo al
rechazo del injerto por la sensibilizacién del paciente a los antigenos HLA. Las células
inmunocompetentes alorreactivas del injerto reaccionan contra las células de los
tejidos del receptor que presentan antigenos menores o mayores de
histocompatibilidad distintos a los suyos, lo que puede desencadenar la enfermedad
injerto contra huésped aguda (EICHa) o crdénica (EICHc); esta aloinmunizacion puede
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prevenirse con el uso de hemodrivados leucorreducidos o irradiados con el fin de
inactivar a los linfocitos remanentes.

Las reacciones pos transfusidon generadas por la interaccion de antigenos del donante
frente al HLA del receptor van desde una lesidon pulmonar aguda hasta la destruccion
inmediata de las plaquetas transfundidas. (7)

» Trasplante de 6rganos.

El injerto de un érgano o tejido que proviene de un donador genéticamente disimbolo
al receptor, puede producir una compleja y poderosa variedad de respuestas; algunas
se desarrollan rapidamente, mientras que otras lo hacen de manera
considerablemente tardia. Debido al polimorfismo tan elevado de las moléculas HLA,
no se considera estudiar todos los loci. Asi en el trasplante de érganos sélidos se tienen
en cuenta HLA-A, HLA-B y HLA-DR. %19

» Trasplante de médula dsea.

En el inicio de los trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas, éstas eran
obtenidas de la médula ésea (MO), este tipo de trasplante se aplica en aquellos
pacientes que no tienen otra alternativa de tratamiento, consta de la infusidon
endovenosa de células progenitoras hematopoyéticas que se obtienen mediante la
puncion de hueso iliaco, que resulta ser doloroso para el donador, tipificandose HLA-A,
HLA-B, HLA-Cw, HLA-DRB1 para los trasplantes alogénicos de MHC y al igual que los
trasplantes de o6rganos solidos presenta la misma dificultad al enfrentarse a los
antigenos del sistema HLA, si el receptor del Trasplante de Médula Osea es muy
diferente al donador se presentara una reaccion mediada por los linfocitos

s 18,1
desarrollando el rechazo de las células &9,

» Trasplante de Células Progenitoras Hematopoyéticas (Sangre de Corddn
Umbilical).

Debido a la dificultad de obtener las donaciones de Células Progenitoras
Hematopoyéticas (Pcs) mediante MO se logré obtener células a partir de sangre de
corddn umbilical, este procedimiento no es invasivo para la madre y tampoco para el
recién nacido; proporciona una fuente constante de células sanas y en cantidades
adecuadas para los trasplantes, y debido a que es un trasplante alogénico se ve

32


https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=9&cad=rja&uact=8&ved=0CEwQFjAI&url=http%3A%2F%2Fes.wiktionary.org%2Fwiki%2F%25C3%25A9stas&ei=TlfJVKelPMexyASmq4LIBA&usg=AFQjCNEBuG8roqxX3hKJ7sOJ6mVUUlIzwg&bvm=bv.84607526,d.aWw

INTRODUCCION.

afectado por el sistema HLA, en la misma proporcién y mecanismos inmunolégicos que
el resto de los trasplantes anteriormente descritos.

1.7 HLA en los trasplantes de Pcs en México.

La sangre del corddn presenta menos problemas de compatibilidad; las células
troncales presentes en ella difieren de las de médula dsea y son mas tolerantes. Son
capaces de generan hematies normales y leucocitos por lo que se pueden usar para
ayudar a renovar los hematies en personas con diferentes problemas de dichas células
o para restablecer el sistema inmunitario de nifios nacidos con una inmunodeficiencia
(200 | a historia de los trasplantes de Células Progenitoras Hematopoyéticas en México
inicia en 1990 cuando el Doctor Ricardo Sosa y colaboradores realizaron el primer
trasplante en el Instituto Nacional de la Nutricidon, a este trasplante le siguieron otros
en modo aislado y se mantuvo en espera, en 1995 se reactivd este tratamiento con la
llegada de médicos actualizados 19)(Tabla 8). Las células progenitoras hematopoyéticas
obtenidas de la sangre de corddn umbilical tienen algunas ventajas sobre las células
progenitoras hematopoyéticas obtenidas de Médula Osea y Sangre Periférica:

e Facilidad de obtencidn sin riesgo para el donador.
e Disponibilidad de unidades.

e Elevado potencial hematopoyético

e Obtencion de etnias minoritarias.

Derivado de la demanda de Psc y la poca probabilidad de encontrar donadores HLA
idénticos se crearon redes nacionales e internacionales (NETCORD) para poder solicitar
un donador no emparentado, las instituciones encargadas de contar con un listado de
unidades disponibles son los BSCU mediante la obtencion de las células, su
preservacion, tipificacion dentro del sistema HLA y regulacion de los procesos de
calidad. En el caso de México fue Centro Nacional de la Trasfusidn Sanguinea que
mediante apoyo gubernamental fundo el primer BSCU con el CordMX, como un
programa de donacién de sangre placentaria (21,22)

Para la realizacion del trasplante se deben seguir determinados criterios y dentro de
ellos esta la compatibilidad HLA, el donante ideal seria un hermano HLA idéntico para
locus A, B, Cy DRB1. Debido al polimorfismo y herencia del sistema HLA si no existiera
un hermano o familiar se recurre a las redes de bancos de células progenitoras
hematopoyéticas.

Para la sangre de corddn umbilical se tipifican los locus: HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1,
debido a su grado de polimorfismo generan una respuesta inmune mas drastica; un
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donante ideal comparte 6/6 compatibilidades, aunque se aceptan hasta 4/6 (en baja
resolucién). Si el paciente presenta un alelo o haplotipo menos frecuente, este es
buscando en primera instancia dentro de la familia, ya que es menos probable
encontrarlo en la poblacidon general y siempre serd mas frecuente encontrar al azar el
otro alelo (alelo comun) en la poblacidn. 4, 11, 23, 24)

Los trasplantes en los nifos son los que mds aceptacion tienen; en el caso de los
adultos la cantidad de células requeridas para observar una mejoria es mayor por lo
cual para intentar resolver esto, se ha comenzado a hacer trasplantes de células
hematopoyéticas provenientes de dos o mas cordones umbilicales (doble
trasplante).(zs)

Los BSCU, asi como los trasplantes de Psc estan en mejora continua, para cumplir las
expectativas de las demandas de células por parte de los pacientes, y la tipificacion
molecular de los alelos del sistema HLA para reducir el riesgo de que el paciente
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presente una reaccion inmune de injerto contra huésped (EICH).

Generar el conocimiento de las frecuencias de haplotipos y de parametros genéticos
relacionados con la poblacidn es relevante para el planteamiento estratégico de los
registros de donantes, como para tomar decisiones en el proceso de busqueda de
donante para los distintos pacientes.
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Una vez disponibles, estos estudios de los alelos y haplotipos presentes en una regién
determinada, pueden ser también de utilidad para otros propdsitos practicos vy
cientificos, como estudios de genética de poblaciones. (26)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Debido al amplio polimorfismo del sistema HLA, este puede variar de forma
importante entre dos zonas geograficas distintas y aun no existen estudios
suficientemente amplios de los alelos y haplotipos HLA locales, por lo cual se
hace necesario el conocimiento de los rasgos diferenciales de cada lugar. Al
no tener una determinacion de los alelos y haplotipos mas comunes y
aquellos que son menos frecuentes en nuestro pais; la busqueda de unidades
con células progenitoras hematopoyéticas de SCU se ve afectada en el
tiempo de espera del paciente y en su recuperacion.

Por lo cual se plantea establecer una base de datos para lograr minimizar los
tiempos y las posibilidades de encontrar un donador de células progenitoras
hematopoyéticas dentro de nuestra area geografica, que sirva a mediano
largo plazo para estimar los riesgos relativos de padecer ciertas
enfermedades asociadas a HLA ; las probabilidades en los estudios de
filiacion de paternidad.
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OBJETIVOS.

Mediante el desarrollo y analisis de los objetivos particulares del presente
trabajo se plantean los siguientes objetivos.

» OBJETIVO GENERAL.

Determinar la diversidad gendmica del sistema HLA en la poblacion
mexicana mediante Unidades de Sangre de Corddn Umbilical (USCU)
almacenadas en el Banco de Sangre de Corddn Umbilical del Centro Nacional
de la Transfusion Sanguinea, para estimar las frecuencias del sistema HLA en
la poblacién mexicana.

» OBIJETIVOS PARTICULARES.

v" Determinar en las USCU la frecuencia de los alelos HLA-A, B, DRB1,
DQB1 en la poblacién mexicana por medio de la tipificacién molecular.

v' Identificar en las USCU los alelos predominantes dentro de la Republica
Mexicana.
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4. MATERIALES Y METODOS.

40



MATERIALES Y METODOS.

b)

d)

4.1 SELECCION DE LA MUESTRA.

Se estudiaron los haplotipos de 838 muestras de sangre placentaria de
recién nacido (corddn umbilical) cuyas madres son de nacionalidad
mexicana y que han sido cedidas por diferentes familias a partir de
Julio de 2003 a Enero de 2013, mediante consentimiento informado y
validacién médica al Banco de Sangre de Cordén Umbilical (BSCU) del
Centro Nacional de la Transfusién Sanguinea (CNTS) (28] para la
donacién de progenitores hematopoyéticos.

Estas madres donadoras proceden de 24 estados y del Distrito Federal
de la Republica Mexicana (representados por diversos colores en el
mapa, (figura 10).

Para su obtencién y transporte se emplean los Kits de recoleccion, a su
llegada al CNTS se les realizan determinaciones seroldgicas vy
mediciones clinicas para asegurar la inocuidad y calidad de las
unidades, para poder ofertarlas a una donacion.

El laboratorio de histocompatibilidad esta acreditado ante la European
Federation Inmunogentics (efi) y por las continuas certificaciones ante
la UCLA.

Los datos de los donantes son protegidos en cumplimiento con lo

establecido por la Ley Federal de Transparencia y Acceso a la
Informacion Publica Gubernamental.
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GOLFO DE MEXICO

||.'l DISTRITO FEDERAL
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| 3 TLAxCALA OCEANO

PACIFICO

Figura 10. Representacion geografica de las donaciones de sangre placentaria. Rangel Sanchez (2013).

4.2 METODOS.

De las Unidades de Sangre de Corddn Umbilical que logran acreditar los
controles seroldgicos, microbioldgicos y el conteo celular se procede a
determinar los haplotipos del sistema HLA presentes en la muestra mediante
SSP y SSO.
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OBTENER EL ADN DE LA MUESTRA

REALIZAR PCR DE LA MUESTRA

TECNICA DE SSP TECNICA DE SSO

A

PLACA GEL DE AGAROSA

PERLAS MAGNETICAS

DETERMINAR TIPIFICACION

Figura 11. Esquematizacion General del Protocolo de Trabajo
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4.2.1 Obtencién de ADN por columnas.

En el area | (preamplificacion) se emplea QIAamp® DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Alemania, figura 12) que consigue una rapida purificacion
de 1 plL a 200 pL de sangre (4-12 pg/200 pL de sangre).

Figura 12. Imagen del mini kit para extraccion de
ADN por columna de QIAGEN®, obtenida de
http://www.qiagen.com

Finalmente el ADN (con una concentracidon aproximada de 600 ng/uL) listo
para su uso, es eluido en agua o en un buffer (que es suministrado en el
equipo) con baja concentraciéon de sales. (29) y se debe almacenara2-8°C o
usarse inmediatamente (figura 13).
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Muastra
|
'G Lizade
|
E Unign ADN
L
E Lavado Buffer AW1
o
E Lavadio Buffer AW
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-Usar guantes de nitrilo y limpiar la mesa de extraccion con
detergente enzimatico.
-Adicionar 20 pL de proteinasa K en un tubo eppendorf etiquetado.

-Se afaden 200 pl de sangre.
-Agregar 200 pl de Buffer AL
-Dar un pulsg.

Incubar 10 minutos a 56°C.
Anadir 200 plL de etanol.
Dar un pulsg.

-Vertir en la columna incluida en el kit y desechar el tubo.
-Centrifugar 1 minuto a 8000 rpm.

-Desechar liguido y tubo.

-Colocar |a columna en un tubo limpio.
-Agregar 500 mL de Buffer Awl.
-Centrifugar 1 minuto a 8000 rpm.

-Desechar liguido y tubo.

-Colocar la columna en un tubo limpio.

-Agregar 500 mL de Buffer Aw.2.

-Centrifugar 3 minutos a 13000 rpm.

-Desechar liguido y tubo.

-Colocar la columna en un tubo limpio y etiquetado.

-Afiadir 200 plL de Buffer AE/Agua grado biologia molecular.
-Incubar 5 minutos a Temperatura Ambiente.

-Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

-Guardar el ADN obtenido.

Figura 13. Protocolo de obtencién de ADN mediante columnas QlAamp® DNA Blood Mini Kit.
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4.2.2 Tipificacion génica del HLA.

En todos los casos se realiza una amplificacion previa de ADN por PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

A través de esta metodologia obtendremos un nimero elevado de copias a
partir de un segmento de acido nucleico a estudiar por medio de una
repeticion ciclica de tres etapas:

- Desnaturalizacion: se obtiene separando las cadenas de ADN con
temperaturas elevadas, generando un molde de hebra simple, se lleva a
cabo a 94°C.

- Alineacidon e Hibridacion: ocurre una hibridacion de iniciadores a sus
secuencias homologas del ADN sustrato solo bajo condiciones especificas de
temperatura, a 55°C.

- Elongacion de los iniciadores: es la extension en sentido 5'- 3' del complejo
iniciador-sustrato. Se obtiene con la utilizacion de Tag polimerasa que va
incorporando los deoxinucledtidos, se realiza a 72°C.

Se tipificaran los loci HLA-A, B, DRB1 y DQB1 con resultado de baja/mediana
resolucién a dos  digitos por los protocolos de SSP (Secuence Specific
Primer) y SSO (Secuence Specific Oligonucleotide).

v" PCR-SSP (Secuence Specific Primer) en donde la especificidad de los
alelos HLA se determina empleando iniciadores (primers
perfectamente coincidentes) que son capaces de amplificar uno o
varios alelos.

v' PCR-SSO (Secuence Specific Oligonucleotide) emplea iniciadores
especificos de locus para la amplificacion de las secuencias alélicas
codificadas por un solo locus, y a su vez son determinados por sondas
de oligonucledtidos marcadas, empleando la tecnologia Luminex® para
el método de tipificacidon inversa de ADN SSO (22,30)
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4.3 Tipificacion HLA mediante SSP.

Se realiza mediante el método de tipificacion del DNA Micro SSP™ (One
Lambda Inc., EE. UU) que logra una alta discriminacién entre los diferentes
alelos durante el proceso de la PCR Y,

El método PCR-SSP es una técnica basada en que los primers de
oligonucledtidos completamente coincidentes son mas eficaces en Ia
amplificacion de una secuencia diana (utiliza cebadores especificos de
secuencia para la tipificacion de tejidos basada en ADN).

Las placas de
tipificacion  DNA

Micro ssp™
proporcionan los
primers de

oligonucledtidos
especificos de la
secuencia para la
amplificacion  de
los alelos HLA
(figura 14), consta
de 96 pocillos de
pared fina de 0.2
mL para PCR que
ya estd lista para
afadir las
muestras de ADN, Taq polimerasa recombinante y un mezcla tampdn de
dNTP (D-MIX de Micro SSP™).

La asignacion de los alelos se realiza determinando si la amplificacidon se ha
producido o no, es decir, mediante la visualizacién y la deteccién de la
amplificacion por medio de electroforesis en gel de agarosa y su
interpretacién mediante el rayado de las hojas de trabajo (Micro SSP™
Generic HLA Class | and Il Typing Tray ABDRDQ) y el programa HLA Fusion 2.0
(figura 17).
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4.3.1 Material necesario.

-Placas con el juego de primers de DNA Micro SSP™. Se debe almacenar a
2-8°C.

-Tubos con la mezcla D-MIX en alicuotas. Se debe almacenar a 2 — 8 °C.
-Hojas de sellado para PCR (PCR Tray Seals).

-CD ROM: instrucciones de uso y hojas de trabajo; especifica del lote.

- Taqg ADN polimerasa, 5 unidades/ul. (Thermo Scientific™).

- Pipetas y puntas de filtro desechables: 1-10, 2-20,10-200 y 100-1000 pl.
-Soporte para placa de 96 pocillos.

- Dispositivo multipipeteo (96 Well Transfer Device, One Lambda Inc.), capaz
de dispensar alicuotas de 10 pl.

- Termociclador GeneAmp PCR9700 (Programa ssp oli cnts) que incluya
adaptador de plastico y almohadilla de presion.

- Tampodn de electroforesis TBESX (Tris-borato 0.45 M; EDTA di sddico 0.01
M, pH=8.3, contiene 2.5 ug de Bromuro de Etidio), diluido a 1X. One Lambda
Inc.

- Marcadores de peso molecular de ADN (DNA Size Markers One Lambda Inc.,
rango de 50-2.564 pb).

- Agarosa de grado electroforesis.

- Fuente de alimentacion para la electroforesis.

- Sistema de electroforesis Power Pac Basic BIO RAD®: 96 lineas para
muestras mas lineas de carga de marcadores por separado.

- Sistema de documentacion del gel: Cdmara polaroid y filtro para
documentacion del gel

- Transiluminador UV

-Vortex Maxi Mixi, Thermo Scientific™.

-Centrifuga (Spectrafuge 16 M™).

4.3.2 Protocolo de tipificacion HLA DNA Micro SSP™.

¢ Sacar del congelador el tubo de D-MIX, la placa con el juego de primers
DNA Micro SSP™, la muestra de ADN y dejar atemperar en el area |l
(postamplificacion) previa limpieza con detergente enzimatico de la mesa
de amplificacion.

< Agitar la muestra de ADN en vortex, colocar la placa DNA Micro SSP™ en
una gradilla o soporte de 96 pozos y retirar la etiqueta de la placa.
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K/
0‘0

Sacar la Taq Polimerasa recombinante del congelador y mantenerla en
hielo hasta su uso.

Identificar la posicidon 1H en la placa, control negativo y dispensar 1 uL de
diluyente de ADN.

Afadir con micropipeta 5.6 uL de Taq polimerasa recombinante al tubo de
mezcla D-MIX de DNA Micro SSP™.

Tapar y agitar el tubo D-MIX en vértex 5 segundos, centrifugar 10
segundos en microcentrifuga, para recuperar el liquido de las paredes del
tubo.

Tomar 9 uL de la mezcla D-MIX + Taq polimerasa y dispensarlos en el pozo
1H (control negativo).

Adicionar al tubo D-MIX 111 pL de ADN muestra, agitar en vortex 5
segundos y centrifugar brevemente por 10 segundos.

Dispensar 10 pL del tubo D-MIX + Taq polimerasa a los 95 pozos restantes.
(Tener la precaucidon de no dispensar esta mezcla en el control negativo).
Terminado el paso anterior, verificar la existencia de muestra en todos los
pozos y tapar la placa con la etiqueta autoadherible (PCR Tray Seals) que
incluye el kit e identificarla.

Una vez colocada la etiqueta deslizar el dedo indice por los 96 pozos y a
los costados de la placa, ejerciendo presién para asegurar el sellado
correcto de cada pozo.

Encender el Termociclador GeneAmp PCR9700 y colocar la placa Micro
SSP™ en el adaptador de plastico, encima colocar la almohadilla de
presion con el lado texturizado hacia arriba y acomodarlo en la parte de
reaccion.

Seleccionar el Programa SSP OLI CNTS, verificar la opcion de volumen a 10
UL e iniciar la amplificacién (los ciclos tienen un tiempo aproximado de 1
hora 30 minutos).

Terminada la amplificacion depositar los 10 puL de muestra con el transfer
en el gel de agarosa al 2.5% (0.75g de agarosa con 30 mL de TBE 1X), y
adicionar 4 pL de marcador de peso molecular (DNA Size Markers). Dejar
estabilizar 2 minutos.

La electroforesis se realiza en gel de agarosa al 2.5% a 150 V por 3
minutos, con el equipo de BIO RAD.

Realizar la fotodocumentacion con el Transiluminador UV y camara
fotografica digital.
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¢ Las bandas positivas se revisan y se interpretan los resultados con el
programa HLA FUSION 2.0™ y el rayado de las hojas de trabajo de One
Lambda Inc. (especificas del lote).

+ Cada adicién de reactivo o muestra se realiza usando siempre una punta
con filtro nueva y empleando guantes de nitrilo (libres de polvo) y los RPBI
son separados y depositados con base a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002%2,

4.3.3 Evaluacion de las placas de gel.

Primero se examina la fotografia del gel (fotodocumentacién) (figura 15) con
detenimiento y se determinan las lineas positivas, se observa una banda de
control interno (de migracién mas lenta) en los pocillos negativos (excepto en
el pocillo de control negativo) como control de una amplificacion
satisfactoria.

Se observa una banda de tipificacion positiva de migracién mas lenta en el
gel de electroforesis debida a la amplificacion de un gen HLA especifico
durante la PCR, lo que indica un resultado positivo de la prueba.

La banda de control interno puede ser débil en los pocillos positivos debido a
la competencia por el sustrato. La ausencia de amplificacién de 3 pocillos es
causal de anular los resultados de la prueba.

Size (bp) Reaccién Reaccidon Ausencia de
positiva negativa amplificacion

2564 Pocillo [ | [ | [ |

Banda de control

150 intermo

Banda de tipificacién —

positiva

Banda del primer

Figura 15. Confirmacion de las bandas positivas.
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4.3.4 Tipificacion de resultados del protocolo SSP.

Para obtener la tipificacion de la muestra de DNA, se empareja el patrén de
los pocillos positivos con la informacion que aparece en la hoja de trabajo
Micro SSP™ .

Mediante el rayado de las hojas de trabajo de acuerdo a los pocillos que si
amplificaron, primero verticalmente y después horizontalmente, para lograr
la tipificacion del alelo.

Los resultados son verificados mediante el software de One Lambda Inc. HLA
Fusion 2.0 (figura 16).
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Figura 16. Tipificacion de los Resultados.
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MATERIALES Y METODOS.

4.4 Protocolo de tipificacion HLA (Clase 1 y II) mediante SSO.

Para realizar la tipificacion mediante la técnica de SSO se emplea
LABType®SSO (cada kit estd disefiado por separado para la tipificacién de los
alelos HLA-A, B, DRB1 Y DQB1) que utiliza sondas de oligonucledtidos
especificos de secuencia  unidas a microesferas cifradas de forma
fluorescente para identificar los alelos codificados mediante el ADN de
muestra.

La introduccién de un paso para amplificar el ADN destino mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa unida a la hibridacién y a la deteccion en
una mezcla de reaccién aislada, hace que el método sea adecuado para
pruebas a pequefay a gran escala.

LABType®SSO aplica la tecnologia Luminex® (figura 18) para el método de
tipificacion inversa de ADN de SSO, después de la amplificacién con un
cebador especifico el producto esta biotilinado, lo que permite su deteccion
con estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE). La asignacion de la
tipificacion de HLA se basa en el patron de reaccion comparado con patrones
asociados a secuencias de genes HLA.

Figura 18. Equipo con tecnologia Luminex® y kit LABType®SSO.
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4.4.1 Material necesario.

El kit LABType SSO® incluye:

-Mezcla de perlas (cebador de amplificacién).
-Tampodn de reaccién de hibridacion.
-Tampodn de desnaturalizacion.

-Tampodn de neutralizacion.

-Tampodn de lavado.

-Tampon de SAPE.

-Conjunto de cebadores y D-mix.

-Conjunto de cebadores especifico de locus.

Material, reactivos y equipos no suministrados.

- Pipetas y puntas de filtro desechables: 1-10, 2-20,10-200 y 100-1000 pl.
-Viales de 2 mL (tubos eppendorf)

-Soporte para placa de 96 pocillos.

- Taq ADN polimerasa, 5 unidades/ul. (Thermo Scientific™)
-Estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE).

-Agua desionizada.

-Etanol 70%.

-Hojas de papel aluminio.

- Placa Whatman de poliestireno.

-Etiquetas autoadherible para PCR.

- Termociclador GeneAmp PCR9700 que incluya adaptador de plasticoy
almohadilla de presion.

- Fuente de alimentacion para el equipo Luminex®.

-Vortex Maxi Mixi, Thermo Scientific™.

-Centrifuga (Spectrafuge 16 M™).

Requisitos del instrumento:

-Analizador de flujo LABScan™ 100 (kit LABType SSO®).

-Luminex® XY Plataform (accesorio para la lectura automatizada de las
muestras en el analizador de flujo LABScan™ 100, de Luminex Corporation.

54



MATERIALES Y METODOS.

4.4.2 Configuracion previa.

-Encender al analizador LABScan™ 100, este proceso de calentamiento del
sistema lleva aproximadamente 30 minutos (figura 19).

Homs | FunZazh | mm| um | A.nq.ﬂﬂ: . L ren 1633 Intapraied Syatern 2.3

Fieura 19. Pantalla orincinal del eauino Luminex® 100.

-Comenzar el procedimiento de puesta en marcha:
Warmup, Prime, Alcohol flush y Wash.

-Terminado el proceso de mantenimiento, proceder a colocar las muestras de
los calibradores y controles (figura 20), en el orden que marca el equipo y
realizando un lavado doble entre cada determinacion con el agua
desionizada que se encuentra en el reservorio.
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L]
AL ERTIITT AT

Figura 20. Iconos de inicio y su orden de ejecucion en el sistema Luminex®

4.4.3 PCR.

-Obtener la muestra de ADN a una concentracion de 20 ng/uL y una pureza

de 1.65 a 1.80.

-A una placa nueva de 96 pozos (basados en los pozos a utilizar, del 1-96)
agregar 2 uL de ADN a cada pozo.

-Preparar la mezcla D-mix y cebadores (primers set) especificos y adicionar
Tag polimerasa recombinante, dependiendo del numero de reacciones a

tipificar en base a la tabla 9. (Master Mix).

Tabla 9. Preparacion de la mezcla Master Mix.

D-mix Cebador de Taq polimerasa
N° de reacciones {uh) amplificacion (ul) ()
1 13,8 4 0,2
10 138.0 40 2,0
50 690,0 200 10,0
96 1491,0 432 21,6 (22)

-Adicionar a cada pozo 18 uL de la mezcla Master Mix preparado en base al

locus a tipificar, tapar la placa con las etiquetas autoadheribles.
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MATERIALES Y METODOS.

-Realizar la PCR en el Termociclador Gene Amp PCR 9700, con el programa
PCR RSSO OLI (Tabla 10).

Tabla 10. Ciclos parala PCR.

Temperatura y
Paso tiempo de incubacion M.? de ciclos
Paso 1: 96°C 03:00 1
Paso 2 96°C 00:20:00 A
60°C 00:20:00
72°C 00:20:00
Paso 3: S6°C 00:10:00 a0
60°C 00:15:00
72°C 00:20:00
Faso 4: 72°C 10:00:00 1
Paso 5: 4*C para siempre 1

4.4.4 Desnaturalizacién/Neutralizacidn.

-Precalentar el Termociclador con el programa Hibridacién oli (60°C).

-En el soporte colocar una placa nueva y limpia en base a los pozos a utilizary
adicionar 2.5 L de buffer de desnaturalizacién a cada uno.

-Adicionar 5 pL del producto de la PCR a cada pozo junto al buffer de
desnaturalizacioén, la coloracion se observara mas intensa.

-Tapar la placa con la etiqueta autoadherible, agitar en vortex e incubarla a
temperatura ambiente y protegida de la luz durante 10 minutos.

-Agregar 5 pL de buffer de neutralizacion a cada pozo (la coloracion se
tornara mas intensa).

-Tapar la placa y colocarla en un bafio de hielo, el tiempo necesario para
preparar la mezcla de perlas para el proceso de hibridacion.
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4.4.5 Hibridacion.

-Preparar la mezcla de perlas segun el locus a tipificar, diluyendo las perlas en
el buffer de hibridacion, proteger la mezcla de la exposicidon a la luz (Tabla

11).

Tabla 11. Dilucién de las perlas de hibridacion.

MNo. De reacciones

Buffer de hibridacion. {pL)

Mezcla de perlas (pL)

i 39 )
5 70 70
0 340 0
20 630 20
50 1700 700
100 3400 400

-Agregar a cada pozo 38 pL de perlas diluidas, de acuerdo al locus a tipificar.
-Tapar la placa con una etiqueta autoadherible, sellandola perfectamente.

-Incubar la placa en el Termociclador durante 15 minutos, con el programa
de hibridacién (HOLD 60°C).

-Terminado el tiempo de incubacion retirar la placa del Termociclador, quitar
la etiqueta y adicionar 100 uL de buffer de lavado, mezclar y centrifugar a
3070 rpm durante 5 minutos.

-Retirar el sobrenadante, tapar la placa, agitar en vortex para resuspender las
perlas con el buffer residual y repetir los pasos del lavado, hasta completar 3

lavados.

4.4.6 Marcaje.

-Durante la ultima centrifugacion del paso de lavado, preparar la solucién de
trabajo para marcaje SAPE (Tabla 12), proteger la solucidon de la exposicién a

la luz.

Tabla 12. Preparacion de la solucion de trabajo SAPE.

No. De reacciones SAPE (pL) Buffer de SAPE (pL)
1 0.5 435
5 2.5 2475
10 5 495
20 10 930
a0 23 2473
100 50 4950
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-Adicionar a cada pozo 50 pL de solucién de trabajo, tapar la placa, agitar en
vortex e incubar en el Termociclador 5 minutos con el programa de
hibridacién (HOLD 60°C).

-Sacar la placa y retirar la etiqueta, realizar un ultimo lavado adicionando 100
uL de buffer de lavado, tapar la placa, agitar en vortex y centrifugar a 3070
rpm por 5 minutos.

-Retirar el sobrenadante y resuspender las perlas con 70 pL de solucion de
lavado para realizar la lectura.

-Transferir un volumen total de 80 pL a una placa Whatman de poliestireno,
adecuada para la lectura en el equipo Luminex®.

Terminado el proceso anterior, seleccionar el locus a tipificar, el lote del
reactivo y asignar la posicidn de la muestra en el mapa de la placa.

Iniciar la lectura de las muestras en el equipo Luminex® 100, como se
muestra en la figura 21.
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Figura 21. Imagen de arranque de las pruebas en el sistema Luminex®
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4.4.7. Tipificacion de resultados del protocolo SSO.

Al terminar la lectura de las perlas mediante el equipo Luminex® 100, se
emplea el software HLA Fusion 2.0, instalado en el mismo equipo (figura 22).

Seleccionar el mdédulo de LABType, para la interpretacion de la tipificacion de
HLA por SSO e importar las corridas obtenidas en el equipo Luminex® 100,
mediante el icono de folder que aparece en el lado superior derecho de la
pantalla (figura 23).

-Las corridas importadas, aparecen en una pestaia del lado izquierdo de Ia
pantalla con letras azules, seleccionarla y esperar a que finalice la
interpretacion de la lectura de las perlas.

-Seleccionar a un paciente para observar la pantalla de analisis respectiva
(figura 24).
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Figura 22. Pantalla de inicio del Software HLA Fusion 2.0
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Figura 23. Imagen de la pantalla para importar las corridas del Luminex®.
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Figura 24. Pantalla de analisis para muestra en el programa HLA Fusion 2.0
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5. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se lleva a cabo mediante ecuaciones programadas en el
programa Microsoft Excel ®® y el software Arlequin ®** que maneja grandes
cantidades de datos genéticos de poblaciones (fragmentos de restriccién de
polimorfismo/rflp, secuencias de ADN, microsatélites, etc.) mientras
mantiene la capacidad de analizar datos genéticos convencionales (datos
estandarizados de multilocus, o datos de frecuencia génica). Tiene
implementados una variedad de métodos a nivel intra e inter-poblacién, y
pueden seleccionarse y parametrizarse a través de una interfaz grafica. Este
software ha sido disefiado para manipular distintos tipos de datos
moleculares convencionales, y también maneja datos presentados en forma
de frecuencia genotipica o haplotipica, asi como la posibilidad de tratamiento
codominante o datos recesivos.
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GRAFICO 2. DISTRIBUCION ALELICA HLA-A

m %

Distribucion porcentual del alelo HLA-A a nivel nacional.
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% " Fr (esperada)

n
T2 4.65 0,033
31 3.0 0037
15 0.ED 0,004
&1 358 0.0&1
152 BE.24 0171
51 3.0 0o21
25 147 0017
347 2038 0. 1SR
T 0.41 0,00
20 118 0.oz1
i) 15.40 0,025
183 8.5 0.DEL
19 112 00253
L] 0.589 0.0
EE 5.1E 0052
20 1.1E 0.D0OE
2 0.11 o
63 B2 0.02e
34 2 0.1
12 0. 70 0oLz
SE 5.76 0.07re
30 2.84 0017
iE 1.05 0012
1 0.05 o
3 0.17 0012
2 0.11 o
20 1.17 0021
7 0.41 o012
1 0.05 o
2 0.11 o

CO 3. DISTRIBUCION ALELICA

%

Distribucion porcentual del alelo HLA-B a nivel nacional.
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n .l Fr [esperada)
101 584 007
86 5.64 0.083
516 30.32 0.76
108 B.34 0.005
302 17.74 0112
1B 1.05 0.008

14 0.82 0012
102 B 0.05

1 0.05 0.021
83 4.88 0.085
176 10,34 0.099
o4 553 0.05
51 5.34 0.045

GRAFICO 4. DISTRIBUCION ALELICA
HLA-DRB1
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HLA-DQB1 n FR
02 191 11.40
03 896 53.47
04 302 18.01
05 141 8.42
06 145 8.65
07 1 0.05

GRAFICO 5. DISTRIBUCION ALELICA HLA-DQB1
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GRAFICO 6. DISTRIBUCION DE USCU ZONA NORTE
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RESULTADOS.

HLA-A n % Fr [esperada)
o1 4 10 0.083
02 13 325 03272
03 3 75 o041
24 5 125 0.174
25 1 3 0.021
26 2 3 0.021
29 3 75 0.025
3l 2 5 0.05
32 1 25 0.008
33 2 3 0.017
68 3 15 0.128
74 1 25 0

TOTAL 40 100 003
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GRAFICO 7. FRECUENCIAS HLA-A ZONA NORTE
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HLA-B n % Fr {esperada)
o7 4 10 0.033
08 1 25 0.037
14 2 3 0061
15 1 25 0.171
18 1 25 0021
27 1 25 0.017
35 8 20 0.1%8
38 2 5 0.071
39 1 25 0.095
40 [ 15 0.061
41 1 25 0.025
42 1 25 0004
44 5 125 0.062
48 2 5 0.029
49 1 25 0041
51 1 2.5 0.079
52 2 3 0.017

GRAFICO 8. FRECUENCIAS HLA-B ZONA NORTE
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HLA-DRB1 i % . Fr (esperada)
01 1 2.5 0.07
03 2 5 0.0R3
04 10 25 0.26
o7 4 10 0,085
o8 & 15 0.112
11 3 75 0.05
13 3 75 0.0585
14 5 125 0.099
15 4 10 0.05
16 - 5 | 0046

GRAFICO 9. FRECUENCIAS HLA-DRB1 ZONA NORTE
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HLA-DOB1 oon % - Fr (esperada)
02 5 | 125 | (0189
03 2 525 : 0.936
04 5 1 125 ¢ p112
05 P2 5 § 0.136
06 i 7 i 17.5 ] 0.107

GRAFICO 10.FRECUENCIAS HLA-DQB1 ZONA NORTE
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Distribucion porcentual de las USCU en la zona centro del pais.
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GRAFICO 12. DISTRIBUCION EN LA ZONA CENTRO DE
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Distribucion porcentual del alelo HLA-B en la zona centro del pais.
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~ HLADRBL % Fr (esperada)
L 6.2 0.07
- S 5.5 0.083
. 302 0.26
o 65 0.095
L 17.47 0.112
. =’ 12 0.008
IS 08 0012
.. o un 63 0.05
I 0.06 0.021
B 49 0.095
. 10.5 0.099
I 5.6 0.05
I 47 0.046

GRAFICO 14. DISTRIBUCION HLA-DRB1 ZONA CENTRO
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n F. Fr (esperada)
166 112 0,169
187 33.2 0.236
267 18 0.112
127 8.6 0.136
130 g8 0.107

GRAFICO 15. DISTRIBUCION HLA-DQB1 ZONA CENTRO.
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RESULTADOS.

ESTADO Con %
CHIAPAS 5 57
GUERRERD 13 15
DAXACA 22 25.3
TABASCO 4 45
VERACRUZ 42 483
YUCATAN L1 1.1

GRAFICO 16. FRECUENCIA DE LAS USCU EN LA ZONA
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Distribucién porcentual de las USCU en la zona sur del pais. ESTADOS
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RESULTADOS.

HLA-A n El Fr (esperada)
m 4 2.3 0.083
02 72 414 0322
03 7 4 0.041
11 3 17 0.0496
23 d 11 0.021
24 31 179 0.174
25 1 0.6 002
26 1 0.6 0.021
29 3 17 0.025
30 B 46 0.029
31 5 52 0.05
32 1 0.6 0.008
33 2 11 0.017
34 1 0.6 0.004
36 1 0.6 0
Bb 2 11 0.128
4 23 13.2 o
74 2 11 o
B0 1 0.6 o

GRAFICO 17. FRECUENCIAS HLA-A ZONA SUR.
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RESULTADOS.

HLA-B n 3 Fr [esperada)
o7 5 29 0.033
13 4 2.3 0.037
13 1 0.6 0,008
14 3 17 0.061
15 17 S8 0,171
18 ] 3.4 0.021
27 1 0.6 0017
35 45 259 0.108
38 3 17 0.021
39 38 219 0.005
40 14 B.O 0061
41 3 17 0.025
42 1 0.6 0.0048
44 3 17 0.062
48 ) 3.4 0.029
49 4 23 0041
50 2 11 0012
51 & 4.6 0.079
52 5 29 0.017
53 2 11 0.012
55 1 0.6 0.012
57 1 [HE= 0.021
58 1 0.6 0012

3(g:RAFICO 18. FRECUENCIAS HLA-B ZONA SUR.
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ALELOS pjstribucion porcentual del alelo HLA-B en la zona sur del pais.
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HLA-DREL n % Fr [esperada)
01 8 4.6 0.07
a3 12 6.8 0083
04 57 32.7 0.26
a7 8 4.6 00985
08 36 20.7 0112
10 1 0.e 0.012
11 5 25 0.05
13 7 4.0 0085
14 14 8.0 0.099
15 7 4.0 0.05
16 15 11.0 0.046

GRAFICO 19. FRECUENCIA HLA-DRB1 ZONA SUR.
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Distribucidn porcentual del alelo HLA-DRB1 en la zona sur del pais.
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RESULTADOS.

HLA-DOQB1 : n | % . Fr(esperada)
02 L0 1 127 1 0168
03 i BB | 55.7 . 0.236
04 30 ! 19.0 L 0112
05 P12 76 L 0136
06 . 8 | 50 ! g7

GRAFICO 20. FRECUENCIA HLA-DQB1 ZONA SUR.
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Distribucidn porcentual del alelo HLA-DQB1 en la zona sur del pais.
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“Para 2013, hay mas de 22 millones de voluntarios registrados en 66
registros mundiales y 46 bancos mundiales altruistas de Corddn
Umbilical; se necesita un promedio de 4 meses para completar una
busqueda y que resulte en un trasplante.

Un numero indefinido de pacientes sucumben por su enfermedad, en
espera de la identificacion de un donante adecuado compatible HLA y
mas de la mitad de las busquedas que se inician fracasan en la
busqueda de un donante compatible para minorias étnicas.

Por estos motivos, el desafio mas importante en la identificacion de un
donante compatible es |la bien conocida diversidad genética del MHC.”
[Gorodezky Clara, 2013]%*

Las frecuencias génicas entre poblaciones cambian por multiples fenédmenos,
se pensaria que poblaciones aisladas geograficamente o con algun arraigo
cultural (religion, lenguaje, entre otras.) se pueden caracterizar, identificar y
diferenciar genéticamente de otras poblaciones, ya que el nivel de
endogamia es mayor que en la poblacion general y la inmigracidon se ve
disminuida por el dificil acceso, de hecho se han reportado genes HLA
autoctonos, especialmente clase Il. Pero los hechos indican lo contrario; por
ejemplo, los grupos indigenas mexicanos son heterogéneos, principalmente
porque se han mezclado con poblaciones extranjeras durante los ultimos
500 afos y esto ha derivado en un mestizaje que ha cambiado a lo largo del
tiempo, aunado a esto las actuales caracteristicas de educacién y estilos de
vida, hacen mayores los cambios y combinaciones genéticas debidas a las
migraciones poblacionales constantes.

De ahi que en el 2009 México contara con cerca de un 15% relativo de
fenotipos unicos HLA-A,-B-DR (35)

La heterogeneidad del acervo genético poblacional mexicano, es un asunto
bastante complejo. No sdlo se debe tomar en cuenta la contribucién de al
menos tres fuentes principales de alelos: América, Europa y Africa, sino
también el factor unico del mestizaje, que, ademas de modificar las
frecuencias alélicas de generacién en generacion, puede generar nuevos
haplotipos y modificar las asociaciones entre alelos de HLA. Dentro de este
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peculiar acervo genético, se han encontrado representantes de
practicamente todos los grupos de alelos principales de este sistema ()

Se debe entender que entre los alelos presentes en nuestra poblacién, hay
algunos que son especificos de determinados grupos humanos, por ejemplo:
nativos americanos, africanos, norafricanos, europeos, asidticos de Oriente
Medio y Lejano Oriente o habitantes nativos de Australia e islas del Océano
Pacifico y algunos otros que han conservado su presencia en muchas de las
poblaciones humanas desde su dispersion a partir de los primeros grupos que
salieron de Africa hace unos 50,000 o 60,000 aﬁos(n); dentro del sistema HLA
sobresalen los alelos HLA-A*02, -A*24, -A*68 y -B*35 como ejemplo de
variantes que han viajado con la humanidad desde que dejé su cuna
geografica en el Este de Africa.

Algunos mas se encuentran presentes en los grupos humanos nativos que
habitaban grandes extensiones geograficas desde antes de las expansiones
coloniales de los siglos XVI a XIX: el alelo HLA-DRB1*04 se encuentra en
grupos europeos, asiaticos y nativos americanos; el alelo -B*39, en asiaticos y
nativos americanos; alelos del grupo -B*14, distribuidos por el llamado Viejo
Mundo, vy las variantes del alelo -DRB1*03, en grupos africanos
subsaharianos o norafricanos, europeos y mediorientales.

Pero también hay algunos alelos restringidos a ciertas poblaciones o grupos
humanos, como el HLA-B*47 encontrado en grupos judios, el alelo HLA-B*46
de los grupos del Este Asidtico (japoneses, chinos, etc.) o el subtipo
DRB1*14:02 encontrado en grupos nativos de América, en particular en
Ameérica del Norte.

Ademas, no debemos olvidar que el sistema continuamente arroja nuevos
alelos, ya sea por mutaciones puntuales, recombinacidon o conversién génica,

lo que hace mas complicado el panorama genético poblacional.

También la frecuencia de los alelos juega un papel importante en la
interpretacidn de los datos.

La simple presencia de un alelo en una region geografica no nos dice mucho
sobre su origen y dispersion; sin embargo, la frecuencia de un alelo nos
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puede decir un poco mas sobre la trayectoria que ha seguido e incluso
algunas cuestiones sobre seleccion de esa variante en particular.

Asi, el hecho de encontrar alelos en todo el mundo, pero con mayor
frecuencia en ciertas regiones, nos guia a un posible grupo humano que
portaba la variante original y cdmo se dispersa alrededor de su sitio de
origen.

Las asociaciones entre alelos, caracteristicas del sistema HLA, son una
manera mas precisa de estimar el grado de mestizaje en una poblacién y
dibujar los movimientos poblacionales a través de la geografia del planeta.

Mas importante aun, la distribucion de los alelos predominantes en nuestra
muestra estudiada revela grandes semejanzas con los de Oriente, Africa y
USA.

HLA-A

En nuestra muestra hemos hallado un total de 20 alelos HLA-A; a pesar de
este relativo bajo numero, el polimorfismo total del sistema es muy elevado,
teniendo una enorme trascendencia en la busqueda de donantes; para poder
tener un panorama despejado las muestras fueron divididas en 3 secciones,
guedando de la siguiente forma:

Zona norte de México queda comprendida por los estados de: Baja California
Sur, Chihuahua, Durango, Nuevo Ledn, Sinaloa; Sonora, Tamaulipas y
Zacatecas.
Zona Centro de Meéxico: Colima, Distrito Federal, Estado de México,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Puebla, Querétaro vy
Tlaxcala.

Zona Sur de México: Chiapas, Guerrero, Oaxaca; Tabasco, Veracruz y Yucatan.

Comprendiendo los datos estadisticos a nivel Republica los seis alelos mas
frecuentes:
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A* 02*, 24, *68, *31, *01,*03, representaban por si solos el 81.78 % de todos
los alelos definidos para HLA-A en esta poblacidén. Similares porcentajes
fueron notificados por estudios realizados en poblaciones préximas o
aquellas en que los registros tienen mayor nimero de donantes.

Al realizar una comparativa con las poblaciones estudiadas por Barquera (1)
el alelo mas frecuente fue A*02 como en la nuestra, este alelo es
caracteristico en poblaciones caucasicas, orientales e indoamericanas, al
igual que A*31. Respecto al alelo A*24, que es el segundo mas presente,
parece observarse mas frecuentemente en Alaska, Europa y Estados Unidos
gue en nuestra poblacion, y esta ligado a un origen indoamericano, oriental y
africano .

A*68 posee un origen caucasico, A*01 caucasico y oriental; A*03 negro,
caucasico y oriental.

En contraste, 7 alelos HLA-A de los encontrados mostraron una frecuencia
inferior al 1%: A*25, *34, *36, *66, *69, *74, *80, por lo que se deben
considerar alelos raros en esta muestra poblacional; sus origenes son
caucasicos; islas del pacifico, aborigen australiano; africanos; hispanos vy
orientales.

En la zona norte del pais, se denota la presencia de los alelos A*02, *24 y
*01; cuyos origenes son similares, geograficamente el norte del pais es la via
de comunicacién con USA, permitiendo la migracion y las caracteristicas
genéticas asociadas a poblaciones caucasicas.

El centro del pais, es la zona con mayor afluencia poblacional debido a su
céntrica posicion y urbanismo, en esta region los alelos *02 y *24 siguen
encabezando las frecuencias junto al alelo *68, de igual forma el origen
caucasico es caracteristico, recordando que los estados que forman el centro
del pais fueron parte de la historia del mestizaje colonial.

Por parte del sur de nuestro pais, obtuvimos las frecuencias caracteristicas de

A*02, *24 Y *68, pero se aprecia la incidencia de los alelos *30; *31 y *03;
aqui los origenes orientales, africanos y caucasicos se hacen presentes.
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HLA-B

Hemos encontrado 30 alelos en nuestra poblaciéon que sélo representan el
57.5% para HLA-B. Este es el locus en el cual existe mas polimorfismo; asi, a
diferencia de HLA-A, cuando se escogen los seis alelos mas frecuentes
apenas se alcanza a superar el 50% de la poblacién (por casi el 81% en A). De
igual o mayor interés, resultan los 11 alelos HLA-B que mostraron una
frecuencia inferior al 1%: HLA-B*13, *37, *42, *47, *50, *54, *55, *56, *58,
*81, *73, por lo que se deben considerar alelos raros en esta muestra.

Estos alelos raros, deben ser considerados como indicacion de inicio de
busqueda familiar ampliada. Ya que su presencia sin necesidad de otros
factores dificultan la busqueda de donante, para aquellos casos que
requieren del trasplante como Unico recurso.

En nuestra poblacidon es relativamente frecuente B*35, al igual que en
poblaciones de Argentina o Bolivia, siendo muy raro en paises como Malasia;
B*39 cuyo origen étnico es indoamericano y oriental; B*40 comparte el
origen oriental aunado a uno caucasico.

Los alelos B*54 y *73 son los de menos incidencia dentro de los alelos de
baja incidencia, ya que solo se cuenta con una muestra de cada uno,
presentandose ampliamente en China o Japdn, e Italia, respectivamente, esta
baja incidencia dentro de nuestra poblacidon es debida a las migraciones y la
preservacion genética basada en las caracteristicas del efecto fundador y
presidon selectiva, ya que al ser punto de reunién de distintas variantes
caucasicas durante la colonia, actualmente en este trabajo solo contamos
con una muestra de estos alelos. Basandonos en las diferentes bases de
datos genéticos, se tipifico una frecuencia del 3% del alelo B*18,
caracterizado con un origen mestizo

La zona norte, estd caracterizada por B*35, *40 y *44; |a alta incidencia de
estos alelos es visible en paises como Argentina; India y Marruecos,
respectivamente, la zona centro B*35, *39 y *40, el alelo B*39 nos remonta a
origenes indoamericanos y orientales, estando presente actualmente en
paises como Bolivia o Camerun, mas que en nuestra poblacion.
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Por la parte sur del pais continuamos con la alta incidencia de B*35 Y *40,
siendo B*15 el alelo que marca la diferencia, en la divisidon por zonas pero
con origenes similares a los del alelo B*39.

HLA-DRB1

Se han tipificado 14 alelos comunes en nuestra poblacidn del gen HLA-DRB1;
siendo los mas prevalentes DRB1*04, *08; *14 Y *07 por tanto estos 4 alelos
estan representando sélo el 64.8% de todos los alelos encontrados, solo 3
alelos se encuentran en una incidencia menor al 1% DRB1*10 y *12,
guedando caracterizados como alelos raros en nuestra poblacion.

Asi mismo el alelo DRB1*04 se encuentra con gran similitud en poblaciones
indigenas como los Mazatecos o Mayas y aparece en otras poblaciones
relativamente cercanas geograficamente como Brasil y Costa Rica, esta
similitud es derivada de los movimientos poblacionales llevados a cabo
durante le época prehispdanica, en donde los grupos indigenas de México
migraban hacia el sur, en busca de mejores condiciones de vida.

La zona norte del pais, mantiene la prevalencia de los alelos *04 y *08,
variando en la incidencia del DRB1*07, contando con una mayor frecuencia
poblacional en Argentina, Brasil o Australia que en nuestro pais; del lado
contrario se encuentra el alelo *01 con una baja frecuencia, pero cuyos
origenes son similares: caucasico/oriental; y compartiendo la alta incidencia
en los paises mencionados.

De igual forma que en los alelos anteriormente descritos, la zona centro del
pais abarca una mayor diversidad alélica; en la cual se mantiene la
prevalencia del alelo caracteristico DRB1*04. Los siguiente alelos son *08 y
*14, ambos de origen caucdsico y con una mayor prevalencia, nuevamente;
en Argentina o Australia. Representando un porcentaje menor a 1 se ubica
DRB1*12, con origenes muy céntricos a las primeras migraciones:
africano/oriental/caucasico, siendo la Unica muestra de esta variante alélica
que se encuentra presente en nuestra muestra poblacional.

La zona sur difiere en la alta frecuencia del alelo DRB1*16; nuevamente con
un origen caucasico; y su contrapartes la frecuencia menor al 1% de la
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variante DRB1*10 de origen africano/ oriental y con prevalencia en
Bangladesh o India, a diferencia de la escasa frecuencia de nuestro pais.

HLA- DQB1

Las asociaciones DRB1-DQB1 son bastante estrictas por lo que un elevado
numero de parejas donante/receptor compatibles en DRB1 también lo seran
en DQB1. Quizas por este motivo, DQB1 no se incluye entre los alelos de
obligada tipificacién en la seleccidn del donante.

El estudio del locus HLA-DQB1 reveld la presencia de 5 alelos, siendo
DQB1*03,*04 y *02 los principales. Por tanto estos 3 alelos representan un
82.9% de toda nuestra poblacidn.

De las 6 variantes del alelo DQB1 encontradas en la poblacion todas poseen
una frecuencia superior a 8%.

Las 3 variantes principales muestran origenes caucasicos, indoamericanos,
africanos y orientales, el alelo DQB1*03 denota una elevada frecuencia en
Argentina, Brasil o Burkina faso, superando la incidencia en nuestra muestra
poblacional; la variante *04 es observada en Brasil y en nuestro pais, la
frecuencia de DQB1*02 a nivel nacional ocupa el tercer lugar, su origen es
caucasico y encuentra similitudes de frecuencia alta en paises como Albania,
Australia o Inglaterra, basandonos en las bases de datos internacionales.

La zona norte del pais mantiene la misma frecuencia que a nivel republica
con los alelos DQB1*04 y *02 con la variante del alelo HLA-DQB1*06 al
observar al alelo DQB1*06 se observa con mayor incidencia en Australia,
Albania y Bélgica, superando la incidencia reportada para este alelo en
nuestra poblacion, en base a los datos internacionales de las variantes
alélicas del sistema HLA.

En la zona centro no se observa diferencia en la presencia y frecuencia de los
3 alelos principales a nivel republica, ya que se mantiene la incidencia de los
alelos DQB1*03,*04 y *02 los principales, manteniendo la misma frecuencia
en el sur del pais.
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Las frecuencias poblacionales obtenidas en nuestra muestra se contrastaron
con las frecuencias alélicas esperas y categorizadas en las bases de datos
alélicas internacionales ®® de ahi se hizo posible una comparativa mediante
la prueba de chi cuadrado, ya que al ser alelos son variables cualitativas y se
emplea una prueba estadistica no paramétrica que nos permite entender y
determinar si existe o no una relacién entre las frecuencias esperadas y las
observadas en esta muestra poblacional. Se emplea la férmula:

(fo—f)
2 _ JO " Je
Keale = Z .
Je
fo : Frecuenciadel valor observado.

[ :Frecuenciadel valor esperado.

Las hipotesis formuladas para nuestra poblacion son dos:

HO= Las medias y las varianzas tedricas y observadas son iguales.
H1= Las medias y las varianzas tedricas y observadas no son iguales.

Se corrié una chi cuadrada para una p £.05, los grados libertad se calcularon
(a nivel republica y por las 3 zonas antes mencionadas) mediante la siguiente
formula: (n-1).

Los datos alélicos se agruparon y se tipifico a nivel republica:

HLA Frecuencia  Frecuencia  Xi’
Observada Esperada

A 1 0.9976 5.7739E-06

B 0.9983 1.057 0.00325988

DRB1 0.9908 1.001 0.00010394

DQB1 0.9998 0.76 0.07566321
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Observando los valores obtenidos de las muestras esperadas no se observa
diferencia significativa entre la chi calculada y la T de tablas, siendo Ia
calculada menor a 0 y a el valor obtenido de tablas, por lo tanto se aceptan
las hipotesis nulas, aceptando que las medias y las varianzas teéricas y
observadas son iguales, a pesar de que hay poca incidencia de los alelos
esperados hay algunos cuya incidencia reportada o esperada es menor a la
observada en nuestra muestra, estas variantes de presencia o disminucion,
es explicada por un factor sencillo: la migracion poblacional.

Para poder descartar alguna variante debido a las regiones geograficas, se
realiza la prueba de chi cuadrada para las 3 zonas geograficas en las que se
divide la presente tipificacion alélica.

@ Zona Norte.

0.01359551

1 0.972 0.00080658
1 0.96 0.00166667
0.925 0.76 0.03582237

@ Zona Centro.

0.9976 10.9122
0.9978 1.086 0.0071632
0.9994 1.001 2.5574E-06
0.9998 0.76 0.07566321
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@ Zona Sur.
HLA Frecuencia Frecuencia Xi?
Observada  Esperada
A 0.9988 0.9936 2.7214E-05
B 0.9987 1.045 0.00205138
DRB1 0.9993 0.972 0.00076676
DQB1 0.9997 0.76 0.07560012

Asi mismo, al observarse los alelos por zonas geograficas, ocurre lo que se ve
reflejado en las frecuencias, no hay diferencia significativa con base a chi
cuadrada, ya que los datos de chi calculados siguen siendo menores a los
valores de tablas.

Por lo cual se aceptan las hipdétesis nulas, para las 3 zonas geograficas.
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CONCLUSIONES.

Después de realizar la base de datos partiendo de las Unidades de Sangre de
Corddn Umbilical, almacenadas de 2003 a 2013, en el CNTS, y haber
analizado la diversidad genética del HLA se logré determinar la frecuencia de
los alelos presentes a nivel republica en la poblacidn mexicana.

Obteniendo los siguientes alelos predominantes:

W HLA-A*02, 36.84%.

Origen étnico conocido: Indio americano, caucasico y oriental.
W HLA-A*24, 15.80%.

Origen étnico conocido: Indio americano, negro y oriental.
W HLA-A*68, 13.27%.

Origen étnico conocido: Caucasoide.

@ HLA-B*35, 20.39%.

Origen étnico conocido: Caucasoide y oriental.
@ HLA-B*39, 16.40%.

Origen étnico conocido: Indio americano y oriental.
@ HLA-B*40, 9.58%.

Origen étnico conocido: Caucasoide y oriental.

B HLA-DRB1*04, 30.32%.

Origen étnico conocido: Caucasoide y oriental.
M HLA-DRB1*08, 17.74%.

Origen étnico conocido: Caucasoide.
M HLA-DRB1*14, 10.34%.

Origen étnico conocido: Caucasoide.

® HLA-DQB1*03, 53.47%.

Origen étnico conocido: Indio americano, Negro, caucasoide y oriental.
m HLA-DQB1*04, 18.01%.

Origen étnico conocido: Oriental.
® HLA-DQB1*02, 11.40%.

Origen étnico conocido: Caucasoide.
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ANTECEDENTES.

Los genes de histocompatibilidad humanos se encuentran localizados en la parte distal del brazo
p en el cromosoma 6 en la banda 21.3 (6p21.3). Con aproximadamente mas de 224 genes,
pseudogenes y fragmentos génicos siendo un total de 4 Mb; representando un 2.5% de la
longitud total del cromosoma. El papel de sistema HLA es muy amplio y preponderante en la
salud, desde una transfusion sanguinea, ftransplante de drgano; fransplante de células
progenitoras  hematopoyéticas (Progenitor Stem Cell) o transplante de medula osea (TMO)
debido a que son los principales blancos de la respuesta inmune en contra de aloinjertos y este
reconocimiento de aloantigenos del MHC por parte de las células T es el evento central que
inicia el rechazo al transplante ().

T —iT

La sangre placentaria presenta menos problemas de compatibilidad; las células troncales
presentes en ella son mas tolerantes que las de medula osea y son capaces de generar
hematies y leucocitos normales por lo que se pueden usar para ayudar a renovar los hematies en
personas con diferentes problemas de dichas células o para restablecer el sistema
inmunitario de nifios nacidos con una inmunodeficiencia ?); sin embargo debido al amplio
polimorfismo del sistema HLA, puede variar de forma importante entre dos zonas geogréficas y en
México se hace necesario el conocimiento de los rasgos diferenciales de cada lugar.

Una vez disponibles, estos estudios de los alelos y haplotipos presentes en una region
determinada, pueden ser también de utilidad para otros propdsitos practicos y cientificos.

OBJETIVOS.
Analizar |la diversidad genética en la poblacion mexicana a partir de unidades de sangre
placentaria almacenadas. Se estudiaron los haplotipos de 838 muestras donadas por diferentes
familias a partir de Julio de 2003 a Enero de 2013.

MATERIAL Y METODOS.
Las muestras se clasificaron conforme al estado de la Replblica Mexicana al cual pertenecen las
donadoras. Quedando comprendido en 3 secciones:
Zona norte de México queda comprendida por los estados de: Baja California Sur, Chihuahua,
Durango, Nuevo Leén, Sinaloa; Sonora, Tamaulipas y Zacatecas.

Zona Centro de México: Colima, Distrito Federal, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo,
Jalisco, Michoacan, Morelos, Puebla, Querétaro y Tlaxcala.

Zona Sur de México: Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Tabasco, Veracruz y Yucatan.

Se realizé extraccion de ADN, amplificacion por PCR y determinacion de los haplotipos mediante
PCR-SSP (Secuence Specific Primer) en donde la especificidad de los alelos HLA se determina
empleando iniciadores (primers perfectamente coincidentes) que son capaces de amplificar uno o
varios alelos y PCR-SSO (Secuence Specific Oligonucleotide) que emplea iniciadores
especificos de locus para la amplificacion de las secuencias alélicas codificadas por un solo
locus, v a su vez son determinados por sondas de oligonucledtidos marcadas, empleando la
tecnologia Luminex®22.30),

RESULTADOS Y DISCUSION.

. GRAFICO 1. DISTRIBUCION ALELICA HLA-A GRAFICO 2. DISTRIBUCION ALELICA HLA-8

El grafico 1 muestra la prevalencia a nivel republica de 6 alelos: HLA* 02, *24, *68, *01 Y *03,
estos alelos representan por si solos el 81.78%% de todos los alelos definidos para HLA-A en esta
poblacion.

El grafico 2 muestra el polimorfismo del locus HLA-B mostrando 30 alelos y con la
incidencia mayoritaria de 6 alelos, que representan un 66.2% de la poblacion muestreada.

Estos alelos son : HLA-B *35,*39;*40;"15;"51 y "44.

GRAFICO 3. DISTRIBUCION ALELICA HLA-DRB1 GRAFICO 4. DISTRIBUCION ALELICA

HLA-DQB1

El grafico 3 muestra los 14 alelos tipificados para esta poblacion y la prevalencia de DRB1
‘04, *08,"14 Y *07, estos cuatro alelos representan el 64.8% de la poblacién estudiada. El grafico
4 nos muestra la alta frecuencia de los alelos DQB1 *03, *04 Y *02, de los cinco alelos
determinados para este locus, los 3 alelos con mayor incidencia representan el 80.2% de la
poblacion.

CONCLUSIONES.
Concluyendo con la predominancia de los siguientes alelos en |a poblacién muestreada:

HLA-A"0Z, *24 y *68.
HLA-B*35, *39y "40.
HLA-DRB1*04, *08 y 14.
HLA-DQB1*03, *04 y *02.
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