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RESUMEN

El polimorfismo genético de las moléculas HLA (A, B, C y DR) varia entre los diferentes grupos
poblaciones tanto para el tipo, frecuencia alélica, genotipica y haplotipica. En el presente estudio
se determind las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas del sistema HLA clase | y II, se
estudiaron 909 resultados de tipificacion HLA de la poblacion de pacientes mestizos bolivianos
tipificados en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS de Ila
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés y
pacientes mestizos oriundos del departamento de Cochabamba tipificados en el unidad de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del laboratorios Diana de la ciudad de Cochabamba, entre
las gestiones 1998 hasta diciembre del 2011. Las tipificaciones HLA fueron realizadas por el
método de reaccién de la polimerasa-iniciador de secuencia especifica (PCR-SSP) en la ciudad de
La Paz y por el método serolégico basado en citotoxicidad dependiente de complemento en la
ciudad de Cochabamba.

Se determind que los alelos HLA mas frecuentes en los pacientes de la ciudad de La Paz fueron:
A*02 (40,0%), A*24(16,8 %), B*35(39.5%),B*48(10,2%), C*04(38,8%),C*07(12,1%),
DR*04(26,9%),DR*08(21,9%) y para ciudad de Cochabamba fueron A02(30,2%), A24
(12,7%),B35(26,7%),B51(10,3%),C*04(31,5%),C*01(16,4%),DR04(24,8%),DR08(12.2%) Los
genotipos mas frecuentes para la ciudad de La Paz fueron: A*2A*2 (34,2%), A*2A*24 (26,3%),
B*35B*35 (29,8%), B*35B*48(14,0%), C*04C*04 (35,3%), C*03C*04(20,6%), DR*04DR*04
(36,9%), DR*08DR*09(17,4%) y para la ciudad de Cochabamba fueron A2A2(4,3%), A2A24
(10,1%), B35B35 (12,4%), B35B15(8,3%), C*04C*04 (13,5%) , C¥*03C*04(13,5%), DR4ADR4 (13,5%),
DR7DR8(8,9%). Los holotipos mas frecuentes para la ciudad de La Paz fueron: A*02,B*35,DR*04
(15,9%), A*24,B*35,DR*04 (3,6%); y A*02,B*15,DR*04 (2,8%) y en Cochabamba. A2,B35,DR4
(17,9%); A2, B35,DR1 (2,8%) y A24,B35,DR4 (2,5%).

Los resultados muestran que en la poblaciones de La Paz y Cochabamba los alelos mas frecuentes
son los mismos y que a partir del segundo alelo mas frecuente puede haber diferencia entre los
dos grupos poblacionales. Ademds se observa que las frecuencias en las que se presentan los
alelos en cada poblacion varia de una poblaciéon a otra, este hecho influye también en las
frecuencias genotipicas y haplotipicas de los alelos HLA expresados por las poblaciones en
estudio. El conocer las frecuencias alélica, genotipicas y haplotipicas de los pobladores que
habitan en los diferentes departamentos del pais permitird determinar con mayor probabilidad
gue un paciente sensibilizado por transfusiones, trasplante previo o embarazos, pueda encontrar
un donante compatible o identificar en pacientes con alelos HLA raros (frecuencia menor al 1 %),
encontrar un donante compatible en algin lugar del pais donde estos alelos se expresen con
mayor frecuencias.



SUMMARY

The genetic polymorphism of HLA molecules (A, B, C y DR) varies among different
populations groups, as example: allele type, allele frequency, genotypic and haplotype
frequencies. In the present study the allele frequencies, genotype and haplotype of HLA
class | and Il system were determined. 909 HLA typing results of Bolivian mestizos
patients were studied and typified in the laboratory of Histocompatibility and
Immunogenetics of the SELADIS Institute, from Pharmaceutical and Biochemistry
Sciences Faculty at Mayor de San Andrés University, and in the other hand results of
mestizos born in Cochabamba city that were typified in the laboratory of Histocompatibility
and Immunogenetics of Diana Laboratories in Cochabamba city. Both from 1998 to
December 2011. The HLA typing was performed by the polymerase reaction-sequence
specific primer (PCR-SSP) method in La Paz city, and the serological method based on
complement-dependent cytotoxicity in Cochabamba city.

It was determined that the most frequent HLA alleles in patients from La Paz city were:
A*02 (40,0%), A*24(16,8 %), B*35(39.5%),B*48(10,2%), C*04(38,8%),C*07(12,1%),
DR*04(26,9%),DR*08(21,9%), and the most frequent HLA alleles in patients from
Cochabamba city were: A02(30,2%),A24(12,7%),B35(26,7%),B51(10,3%),
C*04(31,5%),C*01(16,4%),DR04(24,8%),DR08(12,2%).

The most common genotypes for La Paz city were: A*2A*2 (34,2%), A*2A*24 (26,3%),
B*35B*35 (29,8%), B*35B*48(14,0%), C*04C*04 (35,3%), C*03C*04(20,6%),
DR*04DR*04 (36,9%), DR*08DR*09(17,4%), and for Cochabamba city were:
A2A2(4,3%), A2A24 (10,1%), B35B35 (12,4%), B35B15(8,3%), C*04C*04 (13,5%),
C*03C*04(13,5%), DR4DR4 (13,5%), DR7DR8(8,9%).

The most common holotypes for the city of La Paz were: A*02,B*35,DR*04 (15,9%),
A*24,B*35,DR*04 (3,6%); y A*02,B*15,DR*04 (2,8%) and Cochabamba city were:
A2,B35,DR4 (17,9%); A2, B35,DR1 (2,8%) y A24,B35,DR4 (2,5%).

The results show that in the cities of La Paz and Cochabamba the most common alleles
are the same, and from the second most frequent allele may be a difference between the
two population groups.

Furthermore, it is noted that the frequencies that every allele gets present in each
population varies from one population to another, this fact also influences in the genotype
and haplotype frequencies of HLA alleles expressed by the study populations.

The knowledge of allelic, genotype and haplotype frequencies of the people who live in
different departments of our country, will allow to determine with greater probability that a
sensitized patient by transfusions, previous transplantation or pregnancy, would be able to
find an ideal donor for transplant or be identified in a group of patients with rare HLA
alleles (frequency less than 1%), and by this way be able to find an ideal donor
somewhere in the country where these alleles are expressed more frequently.
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. INTRODUCCION

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), se ubica en el brazo corto del
cromosoma 6 y codifica el sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA), constituye
uno de los sistemas mas polimorficos del genoma humano. Su alta variabilidad genética ha
sido de gran interés en muchos campos como la antropologia para determinar distancias
genéticas entre poblaciones, asociacion HLA enfermedad, paternidad y trasplantes de
Organos. Este sistema es estrictamente regulado a nivel genético y sus componentes
principales son las moléculas HLA de clase | y clase Il. Desde su descubrimiento en 1954
a través de la investigacion de regiones genéticas y por su papel en la compatibilidad de
tejidos ha sido la base para su aplicacion en la clinica de los trasplantes.(Rodriguez, 2007)
Las moléculas del MHC clase | y clase Il, juegan un papel primordial en la respuesta
inmunoldgica celular y humoral especifica contra diferentes agentes patdégenos, ya que son
las responsables de presentar péptidos antigénicos procesados por la via enddgena o
exogena a los linfocitos T CD8+ y T CD4+, respectivamente. Los péptidos que se unen a
las moléculas HLA clase | provienen de microorganismos intracelulares, células
tumorales, son reconocidas por las células TCD8+ citotoxicas. En contraste los péptidos
que se unen a las moléculas HLA clase Il provienen de microorganismos extracelulares y
son reconocidos por las células CD4+ cooperadoras (Th), estas Gltimas son requeridas para
la induccion de las respuestas humoral y celular. (Roitt, 2010)

Una caracteristica fundamental de las moléculas de histocompatibilidad es su extremo
polimorfismo, difieren en distintos organismos, en consecuencia, ademas de mediar en la
respuesta inmune de tal individuo, cuando son introducidas en otro organismo, como
ocurre en un trasplante, son inmundgenas, es decir, habrd una respuesta contra ellas que si
no es controlada, puede conducir a un rechazo. Por eso pronto se descubri6 la importancia
de igualarlas en un trasplante. De hecho, los trasplantes de érganos han evolucionado, no
solo por el avance de las tecnicas quirargicas, sino también por la intervencion de la
inmunologia en la seleccion de pareja donante - receptor y en las terapias de

inmunosupresion desarrolladas.(Piccinell y Col, )



En nuestro pais, son muy pocos los estudios que han determinado las frecuencias de
antigenos HLA en nuestra poblacion. Muestra de este hecho es que en 1998, Sanchez L. y
col., realizaron un estudio de frecuencias alélicas con una poblacion de 119 pacientes, en el
2005, Sosa L., y col, realizo otro estudio similar con una poblacion de 213 pacientes, en el
2008, Maldonado A. un estudio con una poblacion de 172 pacientes, en el 2008, Venegas
E, y cols realiz6 un estudio con una poblacién de 200 pacientes. Estos estudios fueron
realizados en el Instituto SELADIS de la Universidad Mayor de San Andrés de La Paz y el
Laboratorio Diana de Cochabamba. Sin embargo, Estos estudios no determinaron las
frecuencias haplotipicas del sistema HLA de nuestra poblacion En el presente estudio se
pretende determinar las frecuencias alélicas, genotipicas, haplotipicas en la poblacion de
pacientes cochabambinos, tipificados en los laboratorios de histocompatibilidad e

inmunogenética del Instituto SELADIS de la Paz y laboratorios Diana de Cochabamba.

1. ANTECEDENTES
A partir de la determinacion de las frecuencias génicas y haplotipicas del sistema HLA

Jorge Cervantes, en el afio 2002, nos brinda informacion acerca de aspectos genéticos de
las poblaciones de Per( y Bolivia. Con su estudio demuestra que los mestizos de Pera y
Bolivia presentan varios alelos del sistema MHC originalmente descritos en tribus
amerindias genéticamente aisladas, y que los mestizos de Per( y Bolivia desde el punto de
vista genético cercanamente relacionados. Determind que en mestizos bolivianos
provenientes de La Paz, Sucre, Tarija y Tupiza el alelo HLA clase Il mas frecuente es
HLA-DQB1*0402, mientras que los mestizos peruanos revelo que los alelos HLA clase 1l
son HLA-DRB1*1101 y DRB1*1302 y la clase | HLA-Cw*01 y B*40 se encontraban en
mayor proporcién. (Cervantes, J, 2002)

Emma Laura y Col, en el afio 2004 con el propésito de contribuir al conocimiento de la
variabilidad genética de este sistema en el Norte Argentino con una muestra constituida
por individuos provenientes de las 6 provincias que integran el Noroeste argentino
determinaron que, para el locus A los alelos A2, A24, A28 y A31 presentaron
frecuencias superiores al 10%. Para el locus B la especificidad B35 es la Unica presente
en todas las provincias con una frecuencia superior o igual al 15%, mientras que B62,
B60, B51, B39, B44, B7 y B8 mostraron frecuencias entre el 4 y el 8%. Los haplotipos



A28, B35y A2, B35 se presentaron entre los 5 méas frecuentes en todas las provincias. Se
observo una gran disparidad entre provincias en el numero de haplotipos con desequilibrio

de ligamiento.

Jorge Cervantes, en el afio 2002, nos brinda informacion acerca de aspectos genéticos de
las poblaciones de Per( y Bolivia. Con su estudio demuestra que los mestizos de Per( y
Bolivia presentan varios alelos del sistema MHC originalmente descritos en tribus
amerindias genéticamente aisladas, y que los mestizos de Per( y Bolivia desde el punto de
vista genético cercanamente relacionados. Determind que en mestizos bolivianos
provenientes de La Paz, Sucre, Tarija y Tupiza el alelo HLA clase Il mas frecuente es
HLA-DQB1*0402, mientras que los mestizos peruanos revelo que los alelos HLA clase 11
son HLA-DRB1*1101 y DRB1*1302 y la clase | HLA-Cw*01 y B*40 se encontraban en

mayor proporcion. (Cervantes, J, 2002)

Humberto Ossa y Col, (2009) realizaron la publicacion del Polimorfismo del HLA en una
poblacién Colombiana determinando las frecuencias alélicas del sistema HLA-A*, B* y
DRB1* en una muestra de 981 individuos de la poblacion colombiana. Se encontré una
diversidad total de 66 alelos que representan el 87% de la diversidad alélica mundial a
nivel de los loci A*, B* y DRB1*. Se hallaron 19 alelos para el locus HLA-A*, 33 para el
locus HLA-B* y 14 para el DRB1*. Los alelos HLA-A*02 y HLA-A*24 presentaron una
frecuencia de 0,2696 y 0,2706 respectivamente, que corresponden al 54% de la muestra
analizada. Los alelos HLA-B*35 y HLA-B*51 fueron los méas frecuentes del loci B*:
0,1926 y 0,1314, respectivamente. Para los DRB1*, Gnicamente el DRB1*04 presenta una
alta frecuencia: 0.238. Los restantes alelos muestran frecuencias inferiores al 12%. Los
resultados de este trabajo confirman, a nivel molecular, la diversidad genética de la
poblacion estudiada, dado que Colombia posee el 87% de los polimorfismos HLA (loci
A*, B* y DRB1*) encontrados en el mundo. (Ossa, 2005)

Fernando Sosa y col, en 2007 hacen referencia a datos de tipificacion de HLA de pacientes
de nacionalidad Bolivia (donantes y receptores) de trasplante que han sido tipificados en el
laboratorio de Histocompatibilidad y Inmunogenética de La Paz, Cochabamba y Santa

Cruz, determinando que los alelos mas frecuentes son:



A2:A24:A28:A31;A3;A1;:B35:B51:B62;B39;:B48;B44:Cw4;Cw7;Cw3;Cwl;Cw6;Cw5
(Sosa,2007)

Evaristo Venegas y Col, (2011) public6 un estudio de frecuencias de antigenos HLA en
personas de la poblacion mestiza boliviana con el objetivo de determinar la frecuencia de
antigenos de histocompabilidad clase 1 y Clase Il y su relacion con la insuficiencia renal
cronica (IRC) y diabetes mellitus tipo Il. Determind que los antigenos HLA mas frecuentes
de clase 1y clase 11 de la poblacion en general son: A2; A30; A3; Al; B35; B5; B12; B16,
en la clase Il DR4; DR1; DR8; DQ1; DQ7 (Venegas, 2011)

I,  JUSTIFICACION
En Bolivia el Centro Médico Quirtrgico Boliviano-Belga reporta que la incidencia de

insuficiencia renal cronica terminal es de 130 casos por millén de habitantes y que de estos
pacientes solo el 6% puede acceder al trasplante renal. En el 2007 el Programa Renal del
Ministerio de Salud report6 que el 30% de los pacientes trasplantados rechazan el rifién
injertado. Desde el punto de vista inmunoldgico se conoce que los pacientes que rechazan
el organo trasplantado se sensibilizan principalmente contra moléculas del MHC y en
menor proporcidén contra otras proteinas oligomorficas conocidas como moléculas del
complejo menor de histocompatibilidad. Otros pacientes pueden quedar sensibilizados ya
sea por transfusiones sanguineas o por embarazos, los cual también complica la posibilidad
de que estos pacientes puedan encontrar un donante que no tenga los antigenos contra los

que estan sensibilizados y asi poder acceder al trasplante de érgano.

En el caso de los pacientes sensibilizados se hace imperioso conocer hacia que antigenos
HLA estan sensibilizados, principalmente para evitar a donantes que porten esos antigenos.
En este caso particular el conocer las frecuencias alélicas genéticas y haplotipicas permiten
saber desde el punto de vista matematico la posibilidad que tiene un receptor sensibilizado

de conseguir un donante que porte antigenos HLA hacia los cuales no esta sensibilizados.

Existen casos particulares que los receptores de trasplante portan antigenos que estan en
baja proporcién en una poblacion determinada. En estos casos particulares el conocimiento

de las frecuencias alélicas y genéticas de una poblacion permite seleccionar con mejor



precision el &rea geografica en la cual este paciente podria encontrar con mayor
probabilidad un donante, por lo antes expuesto el presente trabajo de investigacion
proponemos determinar las frecuencias alélicas, genéticas, haplotipicas de los loci
genéticos HLA-A, HLA-B, HLA-C Y HLA-DR en la poblacién mestiza tipificados en los

departamentos de La Paz y Cochabamba.

IV. MARCO TEORICO

1. HISTORIA DEL MOLECULA HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)
En 1940 Peter Medawar establecio las bases inmunoldgicas del rechazo y tolerancia tisular

trabajando con implantes de piel sobre grandes &areas de quemaduras cutaneas. Otros
investigadores demostraron que los linfocitos eran capaces de atacar el 6rgano trasplantado
aun en la ausencia de anticuerpos, y es, en 1952, cuando Jean Dausset describe el complejo
de genes de histocompatibilidad en los humanos (HLA), lo que permitié primeramente
avanzar en el tan sofiado campo de los trasplantes, posteriormente adentrarse en la
investigacion genética de las poblaciones y una de las mas importantes: el conocimiento
para entender el mecanismo molecular individual en el reconocimiento de lo propio y lo
extrafo. (De leo Cervantes, 2005)

Luego, en 1967 a través de investigaciones de diversas procedencias se establecié de
forma definitiva la naturaleza del sistema HLA. EIl sistema HLA comprende a un grupo de

genes que se localiza en el complejo mayor de histocompabilidad (MHC). (Bravo, 2005)

Aunque estas moléculas fueron originalmente descritas como HLA por su implicacion en
la Histocompatibilidad de trasplantes, hoy sabemos que se pueden encontrar en la mayoria
de las células del organismo y que por su polimorfismo son responsables de la diversidad
bioldgica de la especie humana al presentar cada individuo moléculas distintas, por lo que
su denominacion mas adecuada podria ser la de Moléeculas-marcadores Celulares de
Diversidad (MCD). (Pefia, 2005)



Las primeras descripciones sobre las caracteristicas de estas moléculas fueron realizadas en
ratones en los afios 30, viendo como se reproducia rechazo de trasplantes de tejidos entre
animales de distintas cepas endogdmicas. Estos estudios permitieron también obtener
aloantisueros mediante inmunizacion con células de distintas cepas. En humanos, el primer
antigeno de histocompatibilidad descrito fue Mac (en la actualidad conocido como HLA-
A*02), descrito por Jean Dausset en 1958. Posteriormente, Jean Dausset Jan van Rood y
colaboradores demostraron por primera vez que los pacientes que rechazan rifiones o que
presentan reacciones a los leucocitos en las transfusiones contienen con frecuencia
anticuerpos circulantes que reaccionan con antigenos presentes en la superficie de los
leucocitos de la sangre o el 6rgano donado. Los sueros que reaccionan frente a las células
de otros individuos alégenos se denominan antisueros y contienen aloanticuerpos, cuyos
blancos moleculares se designan como aloantigenos. Se supuso que estos aloantigenos son
los productos de los genes polimorfos que distinguen tejidos extrafios de tejidos propios.
Se recolectaron un vasto nimero de aloantisueros procedentes de donantes inmunizados
con aloantigenos, tales como mujeres multiparas (inmunizadas con los antigenos paternos
expresados por el feto durante el embarazo), voluntarios inmunizados activamente y
receptores de transfusiones o trasplantes. Estos sueros se compararon segun su capacidad
para unirse y lisar linfocitos procedentes de diferentes donantes (Anaya, 2005)

El primer gen que se identifico a partir de estos estudios de respuestas celulares se ubicé en
una regioén adyacente al locus del HLA definido con pruebas serolégicas y en consecuencia
recibié el nombre de HLA-D la proteina codificada por el locus HLA-D se detectd
posteriormente mediante aloanticuerpos y se denomind moléculas relacionada con el HLA-
D o HLA-DR. Posteriormente se descubrié que otros dos genes ubicados adyacentes al
HLA-D codificaban proteinas similares estructuralmente al HLA-DR, estos genes se
designaron HLA-DQ y HLA-DP, eligiéndose la P y la Q por su proximidad alfabética a la
R. (Abbas, 2002)



2. ORIGENY EVOLUCION DEL MHC
En la mayoria de los casos el MHC contiene genes que codifican proteinas cuya funcién
estd estrechamente relacionada entre si. La evolucion de la region genémica del MHC se
ha explicado como un proceso de duplicacién cromosomica a larga escala, de fragmentos
gendmicos de los vertebrados, similares en constitucion y funcién al MHC. Esta hipotesis
fue planteada por Kasahara y colaboradores, después de descubrir que el genoma humano
contiene al menos tres regiones paralogas, similares al MHC, definidas como “regiones de
pares duplicados”, estas regiones de pares duplicados estan ubicadas en los cromosomas 1,
9 y 19 en el humano, en la cual se definio la regién clase Il como la mas ancestral,

seguidade la region clase | del MHC y por altimo la clase 1. (Anaya, 2005)
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Fig. 1. Origen y evolucién de la Molécula de Histocompatibilidad

Fuente.

http://www.inmunologiaenlinea.es/index.php?option=com_content&view=article&catid=40%3Ahistocompatibilidad&id=67%3Ahistoc
ompatibilidad& Itemid=126&showall=1

3. LOCALIZACION DE LOS GENES MHC
El MHC se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6. Ocupa un segmento
aproximadamente 3500 kb (3.500.000 bases) de DNA. Dentro de este complejo se ubica un
conjunto de genes que codifican y controlan la sintesis de glicoproteinas de membrana


http://www.inmunologiaenlinea.es/index.php?option=com_content&view=article&catid=40%3Ahistocompatibilidad&id=67%3Ahistocompatibilidad&Itemid=126&showall=1
http://www.inmunologiaenlinea.es/index.php?option=com_content&view=article&catid=40%3Ahistocompatibilidad&id=67%3Ahistocompatibilidad&Itemid=126&showall=1

celular, las cuales se expresan en todas las poblaciones de células inmunocompetentes. El

MHC es un conjunto de genes que codifican 3 clases de moléculas:

* Genes de Clase I: Codifican glicoproteinas que se expresan en la superficie de casi todas
las células nucleadas excepto en los glébulos rojos, células germinales, células germinales
de embriones pre-implantados, sincitiotrofoblasto, y en algunas células como las neuronas,
los monocitos, hepatocitos presentan niveles bajos (menos a 10° moléculas por célula). Su

principal funcion es presentar antigenos peptidicos a Linfocitos Citotoxicos (CD8")(MHC)

* Genes de Clase II: Codifican glicoproteinas que se expresan primariamente en la
superficie de células presentadoras de antigenos (macréfagos, células dendriticas y células
B). Su funcion es presentar péptidos antigenicos extracelulares procesados a los Linfocitos

T cooperadores (CD4+)

* Genes de Clase III: Codifican proteinas secretadas, componentes del complemento (C2,
C4, factor B) y moléculas relacionadas con la inflamacion (citoquinas como TNF-a, LTA,
LTB) o proteinas de choque térmico (hsp).

Estos genes son muy polimorficos y estan proximos, por lo que se heredan ligados. La
coleccion de cada alelo se denomina haplotipo. En una misma célula se expresan los dos
haplotipos.
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Fig 2. LOCALIZACION DE LOS GENES HLA . Klein J. Sato A. The HLA system. First
of two parts. N Eng J Med 2000;343:702°9 ( Garabito)

4. ESTRUCTURA DE LOS GENES DEL MHC |
Las moléculas de los antigenos de histocompatibilidad de clase | tanto en el sistema HLA

como en el H-2 (ratén), se hallan constituidas por 2 cadenas polipeptidicas: una cadena
pesada, glicosilada, de mayor tamafio, con un peso molecular de 45 kD, que se encuentra
asociada, mediante interacciones no covalentes a una cadena ligera, la beta-2-
microglobulina que tiene un peso molecular aproximado de 12.5 kD. La beta-2-
microglobulina, polipéptido idéntico al componente sérico normal, es idéntica en todos los
individuos de la misma especie y los genes que la codifican no se encuentran en el MHC,
situandose en el cromosoma 16 en el hombre y en el cromosoma 2 en el raton.

El anélisis estructural de la beta-2-microglubulina revela que pertenece a la superfamilia
de las inmunoglobulinas, con una notoria homologia con el tercer dominio constante de la
cadena pesada de las inmunoglobulinas. La cadena pesada, por el contrario, es altamente
variable entre individuos de la misma especie, siendo la responsable del polimorfismo

antigénico de las moléculas de histocompatibilidad clase 1. Se distinguen tres zonas bien



definidas, una zona extracelular de mayor tamafio en la que se encuentran los
determinantes antigénicos de la molécula, una pequefia region transmembrana, hidrofoba,

y finalmente una region intracitoplasmatica de unos 35 aminoacidos.
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Fig.3 ESTRUCTURA DE LA MOLECULA HLA CLASE 1.
Fuente. http://www.med.unne.edu.ar/catedras/bioquimica/hla.htm

La zona extracelular se halla organizada en tres dominios de aproximadamente unos 90
residuos cada uno, denominados al, a2 y a3 mantenidos por la existencia de puentes
intracatenarios. Los residuos glucidicos se encuentran unidos a la asparagina en la posicion
86 del dominio a-1. Los dominios a1l y a2 constituyen regiones de contenido variable en
aminoacidos, es decir son las zonas donde radica la variabilidad de la molécula. Por el
contrario el dominio a3 es bastante constante, pertenece a la superfamilia de las Igs y por
tanto muestra una notable homologia con la region constante de las inmunoglobulinas y

con la beta-2-microglobulina (por lo tanto no polimorfica.)

5. ESTRUCTURA DE LOS GENES DEL MHC Il

Estos genes codifican glicoproteinas con estructura de inmunoglobulina, pero en este caso
el complejo funcional esta formado por dos cadenas, una o y una 3 (cada una de ellas con

dos dominios, al y a2, Bl y B2). Cada una de las cadenas esta unida a la membrana por


http://www.med.unne.edu.ar/catedras/bioquimica/hla.htm

una region transmembrana, y ambas cadenas estan enfrentadas, con los dominios 1y 2
contiguos, en el exterior celular (HLA).

Estas moléculas se expresan sobre todo en las células presentadoras de
antigeno (dendriticas y fagociticas, asi como los linfocitos B), donde presentan péptidos
antigénicos extracelulares procesados a los linfocitos T cooperadores (CD4+). El péptido
antigénico se aloja en una hendidura formada por los dominios al y B1.
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Fig. 4 ESTRUCTURA DE LA MOLECULA HLA CLASE II.
Fuente. http://www.med.unne.edu.ar/catedras/bioguimica/hla.htm

Las moléculas MHC-II en humanos presentan 5-6 isotipos, y pueden agruparse en:

= "clasicas", que presentan péptidos a los linfocitos T CD4; dentro de este grupo tenemos
HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR,;

= "no clasicas", accesorias, con funciones intracelulares (no estan expuestas en la
membrana celular, sino en membranas internas, de los lisosomas); normalmente,
cargan los péptidos antigénicos sobre las moléculas MHC-II clasicas; en este grupo se
incluyen HLA-DM y HLA-DO. Como se muestra en el Cuadro 1.


http://www.med.unne.edu.ar/catedras/bioquimica/hla.htm

Ademas de las moléculas MHC-II, en la region Clase-11 se encuentran genes que codifican
moléculas procesadoras de antigenos, como TAP (por transporter associated with antigen
processing) y Tapasin.

Cuadro 1. MOLECULAS HLA CLASICAS Y NO CLASICAS

Clases y formas moléculas HLA
Moléculas HLA Formas
HLA-A, ByC
Clisicas =85¢l 1A DR DQyDP

Clasell

No clasicas Clasel HLA-E F, GyCD1

Fuente
http://www.inmunologiaenlinea.es/index.php?option=com_content&view=article&id=67%3Ahistocompatibi
lidad&catid=40%3Ahistocompatibilidad&Iltemid=126&limitstart=1

6. FUNCION DEL MHC
Las moléculas de histocompatibilidad presentes en las células del organismo son
marcadores para las células del sistema inmunitario de "lo propio" (el yo inmunoldgico) e
intervienen de manera fundamental en la educacion timica de los linfocitos T. La funcion
bioldgica de las moléculas de histocompatibilidad es la de presentar péptidos antigénicos
para la activacion de los linfocitos T. Los linfocitos T que reconocen moléculas HLA clase
| y su péptido pertenecen a la subpoblacion citotoxica. Las células T que reconocen
moléculas HLA clase Il en su la mayoria tienen funcion reguladora produciendo citosinas.
Las moléculas de histocompatibilidad de un individuo son antigénicas para otro y por lo

tanto activan el sistema inmune (rechazo de trasplantes). (Pefia.2011)


http://www.inmunologiaenlinea.es/index.php?option=com_content&view=article&id=67%3Ahistocompatibilidad&catid=40%3Ahistocompatibilidad&Itemid=126&limitstart=1
http://www.inmunologiaenlinea.es/index.php?option=com_content&view=article&id=67%3Ahistocompatibilidad&catid=40%3Ahistocompatibilidad&Itemid=126&limitstart=1
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FIG. 5 Marcadores de lo Propio en el complejo Mayor de Histocompatibilidad
Fuente.http://es.scribd.com/doc/55730197/3/Marcadores-de-%E2%80%9CL o-
Propio%E2%80%9D

Los péptidos que se unen la HLA de clase | por lo general puede unir péptidos de 8 a 10
aminoacidos, que se unen por sus dos extremos amino y carboxilo libres y los sitios
invariables que se encuentran en cada extremo del surco de union al péptido que tienen
cada una de la moléculas de HLA. Se han analizado mediante cristalografia de rayos X, el
tamafo de los péptidos que se unen a la molécula HLA clase Il y nos indican que cuando
minimo se unen péptidos de 13 aminoacidos por lo que se pueden unir péptidos mucho

mas largos.

Los linfocitos T de un individuo concreto presentan una propiedad denominada restriccién
MHC: so6lo pueden detectar un antigeno si éste viene presentado por una molécula MHC
del mismo individuo. Esto se debe a que cada linfocito T tiene una especificidad dual: el
receptor del linfocito T (denominado TCR por T cell receptor) reconoce algunos residuos
del péptido y simultaneamente algunos residuos de la molécula MHC que lo presenta. Esta
propiedad es muy importante en el trasplante de dérganos, e implica que, durante su
desarrollo, los linfocitos T deben "aprender" a reconocer las moléculas MHC propias del
individuo, mediante el proceso complejo de maduracién y seleccion que tiene lugar en el
timo.

Las moléculas MHC solo pueden presentar péptidos, 1o que implica que los linfocitos T,

dado que sélo pueden reconocer un antigeno si viene asociado a una molécula MHC, solo


http://es.scribd.com/doc/55730197/3/Marcadores-de-%E2%80%9CLo-%20%20%20%20Propio%E2%80%9D
http://es.scribd.com/doc/55730197/3/Marcadores-de-%E2%80%9CLo-%20%20%20%20Propio%E2%80%9D

pueden reaccionar ante antigenos de origen proteico (procedentes de microbios) y no a otro
tipo de compuestos quimicos (ni lipidos, ni acidos nucleicos, ni azucares). Cada molécula
MHC puede presentar un unico péptido cada vez, dado que la hendidura de la molécula
solo tiene espacio para alojar un péptido. Sin embargo, una molécula MHC dada tiene
una especificidad amplia, porque puede presentar muchos péptidos diferentes (aunque no
todos). (Abbas, 2002)

Las vias de procesamiento vy presentacién de antigenos por moléculas de clase | son utiles

para la defensa frente a virus, bacterias intracelulares y células tumorales. Estos péptidos
asociados a moléculas de clase | son producidos por degradacion citosélicas, luego
transportadas al reticulo endoplasmico donde se unen a las moléculas de clase | en

formacion y finalmente se expresan en la membrana A continuacion se describen con

detalles estos pasos.

 Degradacion proteolitica en el citoplasma
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El mecanismo por el cual se generan la mayor cantidad de péptidos antigénicos
citoplasmaticos es a través del proteasoma. Este un complejo multienzimatico, que
reconoce a proteinas intracelulares, que hayan sido “marcadas” por un pequefo polipéptido
denominado Ubiquitina. Luego de la Ubiquitinizacion, las proteinas se despliegan e
ingresan al proteasoma, quien las degrada a pequefios péptidos capaces de interactuar con
las moléculas del MHC 1.

Existe amplia evidencia que demuestran la importancia de la degradacion proteosomal de
las proteinas para ingresar en la via del MHC I. Inhibidores especificos de la funcion del
proteasoma, bloguean la presentacién de proteinas citoplasméticas por el MHC | a
Linfocitos T CD8+ especificos para el epitope del péptido de una proteina en particular, sin
embargo también se ha demostrado, que si el péptido es sintetizado en el citoplasma y no
obtenido por protedlisis, la inhibicion del proteasoma no obstaculiza y el péptido puede ser
presentado igual. Estos estudios resaltan la importancia del proteasoma para la
fragmentacion de proteinas en pequefios péptidos que luego se incorporan a las moléculas
del MHC |, pero, en casos donde el péptido ya existe como tal, el rol del proteasoma no es

vital para la via.

« Transporte de los péptidos del citoplasma al reticulo endoplasmico

Debido a que las moléculas de clase | son sintetizadas en reticulo endoplasmico (ER) y los
péptidos se encuentran en el citoplasma, debe existir un mecanismo que transporte estos
péptidos al interior de ER. Esta funcion es suplida por las proteinas TAP (transportador

asociado al procesamiento de antigeno).

Estas proteinas son un heterodimero, cuyos genes, TAP 1y TAP2, se ubican en la region
Il de los genes del MHC. Las proteinas TAP se ubican en la membrana del ER, donde
median un transporte activo-ATP-dependiente, de los péptidos desde el citosol a la luz de
ER.

En su extremo luminal, las proteinas TAP se encuentran unidas de modo no covalente a las

moléculas del MHCI nacientes, por una proteina denominada “tapasina”, de esta manera



se mantienen espacialmente cerca, de modo que, cuando las TAP internalizan al péptido,

automaticamente este se encuentre con las moléculas de clase | y puedan unirse.
» Ensamblaje del péptido a las moléculas de clase |

La sintesis y el ensamblaje de de las moléculas de clase I, es un proceso de multiples

etapas, en donde la unién del péptido juega un papel crucial.

En el interior del ER se sintetizan la cadena a y la PB2-microglobulina. También
encontramos en el sector luminal del ER a proteinas chaperonas como la “calnexina” y la

“calreticulina”, que se encargan del correcto plegamiento de las cadenas a.

Una vez que el péptido ha ingresado via TAP se une a la molécula del MHC | naciente,
ahora este complejo péptido-MHC | se encuentra en una conformacion estable que se

libera de las tapasina y se encuentra disponible para expresarse en la membrana.

Cabe plantearse la cuestion de: (Como es posible que el péptido que ingresa al ER no se
una a las moléculas de clase 11, que también estan siendo sintetizadas en el ER? en caso de
que estemos hablando de una APC. Esto no es posible por dos motivos: uno de ellos es que
las moléculas de clase | se encuentran unidas a las TAP por las tapasinas, y de esta manera
cuando el péptido ingrese ya toma contacto con el MHC I. Otro mecanismo, como se vera
mas adelante, es que las moléculas de clase Il mantienen cubierto su sitio de unién al

péptido en el ER por una proteina denominada “cadena invariante” (Ii).
 Expresion del complejo péptido-MHC 1 en la superficie celular.

La conformacion estable del MHC |, se logra cuando este se encuentra unido al péptido.
Este complejo se vehiculiza a traves del ER y el Golgi hasta llegar a la membrana celular
por vesiculas exociticas. Una vez ubicados en la membrana la molécula del MHC | puede

ser reconocida por los Linfocitos T CD8+.



El origen de los péptidos unidos a las moléculas de clase 11 incluye, la degradacion de las

proteinas internalizadas en vesiculas y la union de los péptidos a las moléculas de clase
Il. Este mecanismo difiere en varios aspectos en referencia al procesamiento de los
péptidos unidos a las moléculas de clase I, no solo por su mecanismo ‘“vesicular” o
“vacuolar”, si no ademas en la manera en que el péptido logra unirse a las moléculas de

clase Il

 Captura de proteinas extracelulares en compartimientos vesiculares por las APC.

Las células dendriticas y los macrofagos poseen una variedad de receptores que, permiten
reconocer estructuras compartidas por muchos tipos de microorganismos, e inducen la

fagocitosis.

Los macrofagos expresan “receptores de manosa”, quienes reconocen los residuos de
manosa y fucosa de las glucoproteinas y glucolipidos bacterianos. Asimismo los
“receptores de las porcion Fc” de los anticuerpos, a través de los cuales pueden reconocer y
fagocitar a los microorganismos o proteinas recubiertas de anticuerpos. Como también los
“receptores para opsoninas”’, por ejemplo, los receptores para el fragmento C3b del

complemento.

Los Linfocitos B pueden reconocer y fagocitar antigenos proteicos a través del “receptor

de las células B” (IgM junto con las cadenas Iga e Igp).

Una vez que el antigeno fue reconocido, es internalizado en vesiculas denominadas
“endosomas”. Estos compartimientos intracelulares contienen un pH &cido y es rico en
enzimas proteoliticas. La via endosomal continua con la posterior unién del endosoma a un

lisosoma, quien posee un contenido enzimatico aun mayor.

 Procesamiento de las proteinas en las vesiculas endosémicas y lisosomicas.

Las proteinas son degradadas enzimaticamente generando peptidos, muchos de los cuales
poseen las caracteristicas estructurales para poder interactuar con las moléculas de clase I1.

Esta lisis proteica es llevada a cabo por proteasas que actiian a pH acido. La “catepsina”, es



una proteasa de amplia especificidad de sustrato, y es la enzima endosomal y lisosomal

mas abundante.

« Biosintesis y transporte de las moléculas del MHC 11 al endosoma.
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FIG. 7 PRESENTACION Y PROCESAMIENTO POR LA MOLECULA HLA I
Fuente. Complejo Mayor de Histocompatibilidad.
http://www.med.unne.edu.ar/catedras/bioquimica/hla.htm

Las cadenas a y las cadenas [3, son sintetizadas por separada y se asocian unas con otras en
el ER, este proceso es facilitado por proteinas chaperonas residentes de este organelo, tales
como la calnexina (al igual que en la via del MHC ).

La molécula de clase Il ensamblada, aun continua siendo inestable, por lo que se une al

sitio de unidn al péptido, una proteina denominada “cadena invariable” (Ii).

La li es una proteina no polimoérfica compuesta por tres subunidades. Esta proteina se une a
un heterodimero formado por las cadenas a y B, en su sitio de unién al péptido. De esta

manera interfiere en la carga del péptido.


http://www.med.unne.edu.ar/catedras/bioquimica/hla.htm

Gracias a la li las moléculas de clase Il se estabilizan por completo en el ER y mantiene
ocupado el sitio de unién al péptido dentro de esta organela impidiendo que los péptidos
propios del ER se unan a las moléculas nacientes. Las li también favorecen el correcto

plegamiento y su posterior transporte a las vesiculas endosomicas.

Los segmentos de membrana del ER que contienen a las moléculas de MHC 11, se separan
del ER formando vesiculas que son transportadas a la membrana celular. Pero durante este
camino, las vesiculas exociticas se unen con los endosomas que contiene a los péptidos
recién internalizados. El significado la esta via vacuolar, consiste en que las moléculas de
clase Il se encuentren con los péptidos generados por protedlisis de las proteinas

previamente fagocitadas.

Se han identificado endosomas ricos en moléculas de clase Il, a los que se los llamo
“compartimiento de clase II del MHC” o “MIIC” (MHC class II compartment). Se debe
destacar que estas vesiculas contienen todos los componentes para la asociacion péptido-
moléculas de clase Il, incluyendo las enzimas que degradan las proteinas, la li y una

molécula denominada HLA-DM.
+ Asociacion del péptido a las moléculas del MHC Il en el MIIC

Debido que la li se encuentra bloqueando el sitio de unién al péptido, debe ser removido
para que el péptido se una a las moléculas de clase Il. Este evento se realiza en dos pasos.
Primero, las mismas catepsinas que degradaron las proteinas, clivan al li, dejando como
resultado una molécula de 24 aminodcidos en el sitio de union al péptido llamada CLIP
(péptido de cadena invariable asociado a clase II).

El segundo paso consiste en quitar al CLIP de la hendidura, esto es llevado a cabo por la
molécula HLA-DM. Quien ademas facilita la entrada del péptido antigénico en su lugar. El
gen que codifica la proteina HLA-DM se encuentra ubicado en la region 11 del MHC.
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 Expresion del complejo péptido-MHC 11 en la superficie celular.

Una vez que el péptido se ha unido a la molécula de clase 1l esta se estabiliza y puede ser
presentada en la membrana celular. Finalmente en la membrana los complejos péptido-

MHC Il pueden interactuar con los Linfocitos T CD4+.

Tal y como hemos descrito con anterioridad, el clasico rol de las moléculas de clase | es,
unir los péptidos enddgenos durante su maduracion biosintética y luego transportarlos a la
superficie celular para activar a los Linfocitos CD8+. En general los péptidos de origen

exogeno se encuentran excluidos de esta via.

Sin embargo, acumulada evidencia nos ha demostrado que esta dicotomia en la

presentacion del antigeno de origen enddgeno y exdgeno no es absoluta.

Se ha demostrado que la respuesta de los Linfocitos citotoxicos (CD8+) puede ser iniciada

por antigenos exdgenos, tanto in vitro como in vivo.
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Existen al menos dos vias diferentes en este procesamiento alterno de las moléculas del
MHC I: una TAP dependiente o procesamiento alterno citoplasméatico del MHC |y la

otra TAP independiente o procesamiento alterno vacuolar del MHC 1.

La primera de ellas involucra al acceso de péptidos exdgenos a la via normal del MHC 1.
Es decir, se ha observado que de alguna manera no descrita aun, los péptidos exdgenos
ubicados en los endosomas, pueden “escaparse” de estos e ingresar al citosol. Una vez en

este, las proteinas TAP internalizan al péptido exogeno al ER y lo unen al MHC 1.

La segunda via involucra un mecanismo de procesamiento del antigeno exdgeno en
compartimientos vacuolares, sin que el péptido ingrese al citosol. Este mecanismo sugiere
la unién del péptido a las moléculas del MHC | luego de que estas hayan abandonada el
complejo de Golgi. En esta via el péptido exdgeno presumiblemente proviene de un

endosoma o un lisosoma.

El espacio intracelular donde el péptido se une a las moléculas del MHC | en la via
vacuolar, aun se desconoce. Se cree que pudiera ser en algin compartimiento intracelular
donde el procesamiento del MHC 1 se lleva a cabo, o luego del reciclaje de las moléculas
del MHC | de membrana y su posterior exposicion extracelular. Inicialmente se habia
pensado que las moléculas de clase I que participaban en esta via se encontraban “vacias”,
es decir que no se asociaban a ningln péptido, y por lo tanto un péptido exdgeno podia
ocupar la hendidura. Actualmente se sabe que esto no es asi, y que la via vacuolar incluye
una disociacién del péptido enddgeno y luego un cambio por el péptido exégeno, proceso
conocido como “disociacion/cambio del péptido” (peptide dissociation/exchange).

(Brandan. 2011)

Se ha observado que la disociacién/cambio del péptido ocurre solo en medios acidos tales

como las vesiculas post-Golgi de procesamiento de antigenos o los fagolisosomas.

Pero ¢Como las moléculas de clase I, que contienen péptidos endégenos en su hendidura,
puedan disociarse de esto e intercambiarlos por péptidos exdgenos? Una de las
explicaciones de este fendmeno es que durante algin momento del trafico vesicular que

contenga moléculas de clase I, un grupo de estas se desvié de la ruta normal y se mezcle en



la ruta del MHC Il. De esta manera, al ingresar en las vesiculas de procesamiento de
antigenos post-Golgi, que poseen pH é&cido y ademés a los antigenos exdgenos, los
péptidos enddgenos unidos a las moléculas del MHC 1, se disocian y este queda con su
hendidura vacia en un medio donde abundan péptidos exdgenos. Esto trae como
consecuencia que algunos de los péptidos exdgenos que cumpla con los requisitos

previamente mencionados se una al MHC 1 vacio.

La otra posible explicacion nos habla del reciclaje, donde moléculas de clase | de
superficie, son endocitadas, y estas vesiculas endociticas son destinadas a su degradacion.
Pero existe un pequefio grupo, que intercepta la via de procesamiento de moléculas de
clase Il. De esta forma las moléculas de clase | se disocian de los péptidos endégenos

debido al pH &cido del endosoma y sigue una ruta similar a la previamente descrita.

En conclusion, queremos dejar en claro que ademas de las clasicas vias de procesamiento
de las moléculas de clase | y Il, existe una via alterna para el MHC I. una TAP
dependiente, y otra donde las moléculas de clase I, ya sea que provengan de la superficie
celular o del ER, interceptan a la via del MHC Il y experimentan un proceso conocido
como disociacion/cambio de péptidos, donde pierden al péptido enddgeno y se unen a uno

exogeno (TAP independiente). Este cambio solo se da en medios &cidos. (Anaya, 2005)

7. HLAY ENFERMEDAD

Desde hace varias décadas se sabe que el padecimiento de ciertas enfermedades se asocia
con el incremento en la frecuencia de un determinado alelo HLA. Esta asociacion cuando
tiene un valor estadisticamente significativo, se viene considerando como un factor de
susceptibilidad o un marcador de riesgo a padecer la enfermedad, que puede cifrarse
estadisticamente como “riesgo relativo” (RR) y da una idea de la mayor o menor
probabilidad que tiene un sujeto a padecer una determinada enfermedad si presenta dicho
marcador o alelo HLA con respecto a aquellos individuos que no lo tienen. (Rodriguez,
2005)

A pesar del gran polimorfismo de las moléculas HLA y de la ampliacion del nimero de

subtipos alélicos de clase | y de clase Il, hoy se conocen mdltiples enfermedades que



estan asociadas a clase | y otras a clase Il. EI nimero de enfermedades asociadas a alelos
de clase | es menor que el de las asociadas a clase I1.

Las causas de esta asociacion HLA y enfermedad no son conocidas completamente. Por
ejemplo en espondilitis anquilopoyética (EA), enfermedad invalidante y que afecta a las
articulaciones de la columna principalmente, y en la que se ha descrito una fuerte
asociacion con HLA-B27, se ha podido observar que ciertos peéptidos antigénicos de
origen articular serian capaces de formar un complejo con HLA-B27 especificamente que
induciria fendmenos de autoinmunidad, bien por generar en la molécula B-27
modificaciones conformacionales que la harian no ser reconocida como propia, bien por
generar complejos HLA-péptido con cierta similitud con antigenos bacterianos que
provocarian reacciones cruzadas autoagresivas en individuos HLA-B27, previamente
sensibilizados a tales antigenos bacterianos. En el caso de la diabetes mellitus insulino
dependiente (DMID), enfermedad que cursa con una destruccion selectiva de los islotes de
Langerhans del pancreas, con infiltracion linfocitaria, se considera que es el resultado de
una respuesta autoagresiva frente a antigenos presentes en la membrana celular mediada

por linfocitos T.



CUADRO. 2 ASOCIACION DE ENFERMEDADES-HLA

ENFERMEDADES ASOCIACION CON HLA
ANEMIA HEMOLITICA B8
AUTOINMUNITARIA
ANEMIA PERNICIOSA B7, B8, B18, Bw15, DR4, DR2, DR3
ARTRITIS REUMATOIDE DR4
CIRROSIS BILIAR PRIMARIA B8, DR3
DIABETES MELLITUS TIPO | B8, B15, DR3, DR4, B54 (Orientales)
ENFERMEDAD CELIACA Al, B8, DR3, DR7
ENFERMEDAD DE BECHET B5, DR59
ENFERMEDAD DE GRAVES B8, DR3, Bw46 (Chinos), Bwa35

(Japoneses)

ENFERMEDAD MIXTA DEL DR2, DR4
TEJIDO CONECTIVO

ESCLEROSIS MULTIPLE A2, B7, DR2
ESPONDILITIS ANQUILOSANTE B27
GRANULOMATOSIS DE DR2
WEGENER

HEPATITIS CRONICA Al, B8, DR3
AUTOINMUNITARIA

LUPUS ERITEMATOSO DR3, DR2
SISTEMICO

MIASTENIA GRAVIS Al, B8, DR3
PENFIGO A26, B38, DR4, DR6
PURPURA B8, B12, DR2
TROMBOCITOPENICA

IDIOPATICA

SINDROME DE GOODPASTURE B7, DR2
SINDROME DE SJOGREN DR3, B8, Dw52
SINDROMES DR3, DR4

POLIGLANDULARES
AUTOINMUNITARIOS

TIROIDITIS DE HASIMOTO B8, DR3

Fuente: Rodriguez Martha. HLA y Enfermedad.
http://www.medigraphic.com/pdfs/imss/im-2005/ims051w.pdf
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8. MECANISMOS DE GENERACION DEL POLIMORFISMO
Los genes MHC se expresan de formacodominante. Esto quiere decir que los

alelos (variantes) heredados de ambos progenitores se expresan de forma equivalente:

= Como existen tres genes Clase-1, denominados en humanos HLA-A, HLA-B y HLA-C,
y cada persona hereda un juego de cada progenitor, cualquier célula de un individuo
podra expresar 6 tipos diferentes de moléculas MHC-I.

= En el locus de Clase-1l, cada individuo hereda un par de genes HLA-DP (DPA1l y
DPA2, que codifican las cadenas o y ), un par de genes HLA-DQ (DQA1 y DQA2,
para las cadenas a y ), un gen HLA-DRa (DRA1) y uno o dos genes HLA-DRf
(DRB1 y DRBS3, -4 0 -5). Asi, un individuo heterocigoto puede heredar 6 u 8 alelos de

Clase-11, tres o cuatro de cada progenitor.



El juego de alelos presente en cada cromosoma se denomina haplotipo MHC. En humanos,
cada alelo HLA recibe un numero. Por ejemplo, para un individuo dado, su haplotipo
puede ser HLA-A2, HLA-B5, HLA-DR3, etc... Cada individuo heterocigoto tendra dos
haplotipos MHC, uno en cada cromosoma (uno de origen paterno y otro de origen

materno).

Tres Antigenos Mas Importantes

Muchas Variedades de Genes de “Lo Propio” del MHC
409 395

3 antigenos mas
importantes para
el apareamiento

de tejido

Fig 10. LA COMPLEJIDAD DEL MHC. Fuente. http://med.unne.edu.ar/catedras/bioguimica/hla.htm

Los genes MHC son enormemente polimérficos, lo que significa que existen muchos
alelos diferentes en los diferentes individuos de la poblacion. El polimorfismo es tan
grande que en una poblacion mixta (no endogamica) no existen dos individuos que tengan

exactamente el mismo juego de genes y moléculas MHC, excepto los gemelos idénticos.

Las regiones polimorficas de cada alelo se encuentran en la zona de contacto con el
péptido que va a presentar al linfocito. Por esta razén, la zona de contacto de cada alelo de

molécula MHC es muy variable, ya que los residuos polimorficos del MHC forman
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hendiduras especificas en las que las que s6lo pueden introducirse cierto tipo de residuo del
péptido, lo cual impone un modo de unién muy preciso entre el péptido y la molécula
MHC. Esto implica que cada variante de molécula MHC podra unir especificamente sélo
aquellos péptidos que encajen adecuadamente en la hendidura de la molécula MHC, que es
variable para cada alelo. De esta manera, las moléculas de MHC tienen una especificidad
amplia para la union de péptidos, puesto que cada molécula de MHC puede unir muchos,
pero no todos los tipos de péptidos posibles. Esta es una caracteristica esencial de las
moléculas MHC: en un individuo concreto, bastan unas pocas moléculas diferentes para

poder presentar una vasta variedad de péptidos.

El polimorfismo del MHC es el resultado de un largo proceso de evolucién a lo largo de
miles de millones de afios como consecuencia de la presion evolutiva ejercida por los
agentes infecciosos. Para la generacion de este elevado polimorfismo el MHC ha utilizado
diferentes mecanismos que han contribuido de diferente forma a la creacion de nuevos
alelos. Asi, algunos son el resultado de mutaciones puntuales mientras que otros proceden
de la combinacién de secuencias completas entre diferentes alelos, bien mediante un
proceso de recombinacién génica o bien mediante el proceso denominado conversién
génica, segun el cual una secuencia es reemplazada por otra semejante de un gen
homologo. La recombinacion entre alelos del mismo locus parece ser el mecanismo méas
frecuentemente utilizado para la creacion del polimorfismo y asi muchos alelos diferentes
pueden proceder de procesos de recombinacidn repetidos a partir de un pequefio nimero de
genes ancestrales. La existencia de este proceso evolutivo apoya que el polimorfismo es
esencial para la funcién de los antigenos de histocompatibilidad. (Bravo, 2005)

En el genoma humano los genes de la clase | y clase Il, son los mas polimorfos, sean

descrito mas de mil alelos para HLA clase | y méas de 500 para clase Il (Pefia, 2005)



Cuadro 3. ALELOS DEL POLIMORFISMO HLA

6.705
Alelos HLA clase |
Alelos HLA clase 11 1.771
Alelos HLA 8.496
Otros alelos HLA 148
Numero de alelos confidenciales 8

Gen A B C E F G
Alelos 2.132 2.798 1.672 11 22 50
Proteinas 1.527 2.110 1.200 3 4 16
Nulos 102 92 44 0 0 2

Gen H J K L P T U \Y W X
Alelos 12 9 6 5 5 0 0 3 0 0
Proteinas | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nulos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Gen DRA DRB | DQAL | DQB1 | DPA1 | DPB1 | DMA | DMB | DQA |DQ
B
Alelos 7 1.297 | 49 179 |36 158 7 13 12 13
Proteinas | 2 958 |31 128 | 18 136 |4 7 3 5
Nulos 0 27 1 1 0 3 0 0 1 0

Gen DRB1 | DRB |DRB |DRB | DRB | DRB | DRB | DRB | DRB
2 3 4 5 6 7 8 9
Alelos 119 |1 58 15 20 3 2 1 1
Proteinas | 887 0 46 8 17 0 0 0 0
Nulos 21 0 1 3 2 0 0 0 0




Otros Genes HLA

Gen MICA MICB TAP1 TAP2
Alelos 84 40 12 12
Proteinas 67 26 6 5
Nulos 2 2 1 0

Fuente. HLA Nomenclatura@hla.alleles.org
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Fig 11. Graph showing numbers of alleles named by year from 1987 to October 2012.

ruente. Nomenclatura@hla.alleles.orq.

Las moléculas HLA —A, HLA-B Y HLA-C, son altamente polimorfas, lo mismo que las
cadenas B de la clase Il (en orden decreciente con el maximo para HLA-DR, y luego
HLA-DP, y en tercer lugar, HLA-DQp, y si bien en menor grado que las cadenas f3, las
cadenas o de HLA-DP y HLA-DQ, HLA-DRa. y B,-microglubulina son invariables en lo



mailto:Nomenclatura@hla.alleles.org
mailto:Nomenclatura@hla.alleles.org

que respecta a la estructura. Los cambios de aminoacidos responsables de este
polimorfismo estan restringidos a los dominios oy Yy o, de la clase | y a los dominios o y
1 de clase Il. La regiébn MHC representa una mancha caliente (hotspot) que sobresale con
tasas de mutacion de dos 6rdenes de magnitud superior que la de los loci que no pertenecen
al MHC. (Rodriguez, 2007)

Estas formas alélicas multiples pueden generarse por una diversidad de mecanismos arriba
nombrados. Sin embargo existe un gran ndmero de seudogenes dentro del MHC que
puede representar una acumulacion de reservas de informacion genética para la generacion

de diversidad polimorfica en las moléculas clase I y clase I “funcionales”.

La importancia adaptativa del polimorfismo del MHC en una poblacién radica en el hecho
de que tiende a proteger a la especie frente a numerosos agentes infecciosos, ya que amplia
la variedad de antigenos que se pueden reconocer. Por lo cual cuando por alguna
circunstancia, disminuye el grado de polimorfismo del MHC, aumentan los riesgos de
enfermedades infecciosas en las poblaciones. Se ha demostrado por ejemplo que en la
poblacion actual de guepardo (amenazado de extincion) posee poca variedad de haplotipos
de MHC, ya que proceden de un nimero limitado de animales progenitores.

9. REGULACION DEL MHC
Se sabe que los genes de MHC pueden ser regulados tanto de modo positivo como

negativo.

El MHC-I aumenta su expresion ante IFN-gamma y TNF. Ademas, los interferones alfa,
beta, gamma activan la transcripcion de otros genes que también participan en las
respuestas mediatizadas por el MHC: el gen de la ,-microglobulina (que no pertenece al
complejo MHC) y los genes TAP, que aun estando dentro de la zona del MHC-II,
codifican proteinas de transporte requeridas para introducir péptidos antigénicos en el
interior del reticulo endoplasmico rugoso. Esto permite aumentar la cantidad de moléculas
MHC de clase | capaces de presentar péptidos derivados de algin parasito intracelular

(como un virus), para que sean reconocidos por los linfocitos T CD8".



El IFN-gamma (pero no el alfa ni el beta) induce aumento de la transcripcion de los genes
de clase Il, por medio del llamado transactivador de MHC de clase Il (abreviadamente,
CIITA).

El MHC-I puede ver modificada su expresion ante productos de ciertos virus. El virus asi
es capaz de evadirse de la respuesta inmune, al disminuir la probabilidad de que las células
infectadas presenten el antigeno a los linfocitos cataliticos.

- Una proteina del citomegalovirus (CMV), que se une a la beta-,-microglobulina,

impidiendo que se transporten cadenas alfa desde el RER a la membrana.

- El virus de la hepatitis B (HBV) bloguea ciertos factores de transcripcién de genes de
MHC-I.

10. NOMENCLATURA
La nomenclatura de los genes HLA y alelos es llevada a cabo por el Comité de
Nomenclatura de la Organizacién de la Salud (WHO), Los primeros antigenos nombrados
fueron determinados serolégicamente y se identificaron con el prefijo HLA, seguido del
nombre del locus al cual pertenecen y el nimero asignado por el Comité de nomenclatura
(i.e. HLA-A24, B35, DR4, etc.). Sin embargo, con la aparicion de las técnicas moleculares
para determinar la molécula del HLA el nivel de identificaciéon fue aumentando su

complejidad, debido al uso de técnicas moleculares cada vez mas avanzadas.
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gene name from HLA prefix changes in expression
Separator * ' Field Separators
HLA-A*02:101:01:02N
ma
[] 8 [ ‘
HLA Prefix Gene Field 4; used to show
differences in a
Field 1; allele group non-coding region

Field 2; specific HLA protein

Field 3; used to show a synonymous DNA
substitution within the coding region
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Fig. 12 Nomenclatura del Sistema HLA. http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html
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Los alelos determinados a nivel molecular también se identificaron con el prefijo HLA

seguidos del locus del cual derivan, un asterisco (el cual es un separador entre el nombre

del locus y la designacion del alelo e indicativo de su determinacion por métodos

moleculares) y un nimero de cuatro digitos. Los dos primeros identifican su relaciéon con

el antigeno determinado seroldgicamente y los dos siguientes, el subtipo especifico

asignado por el Comité de Nomenclatura.

Cuadro 4. NOMENCLATURA HLA

Nomenclatura

HLA-DRB1

HLA-DRB1*13

HLA-DRB1*13:01

HLA-DRB1*13:01:02
HLA-DRB1*13:01:01:02
HLA-A*24:09N

HLA-A*30:14L

HLA-B*44:02:01:02S

HLA-A*24:02:01:02L

Significado

Un determinado lugar HLA DRBL es decir, la region HLA y prefijo para un gen
HLA

Un grupo de alelos que codifican una secuencia homéloga del gen del antigeno
DR13 a DRB1*13 alelos

Un Alelo HLA especifico
Un alelo que difiere por una mutacién similar a DRB1*13:01:01

Un alelo que contiene una mutacion que se encuentra fuera de la region de
codificacion del DRB1*13:01:01:01

Un alelo “Nulo”, o alelo que no se expresa

Un alelo que codifica una proteina con muy reducida de “baja expresion” en la
superficie celular

Un alelo que codifica una proteina que se expresa y se “secreta” como unica
molécula

Un alelo que tiene una mutacién que ya ha demostrado tener un efecto
significativa en la expresion de la superficie celular, pero cuando esto no haya
sido confirmada y su expresion sigue siendo cuestionable

Fuente http://www.medigraphic.com/pdfs/imss/im-2005/ims051v.pdf
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11. TIPIFICACION DEL MHC
1) REACCION DE LA POLIMERASA (PCR)

Las técnicas de biologia molecular mas usadas (no las Unicas) para detectar polimorfismos

en el ADN utilizan los métodos de:

a. Secuenciacion directa del ADN.

b. Analisis del tamafio de los fragmentos de restriccion del ADN (RFLP restriction
fragment lenght polymorphism).

c. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction).

La secuenciacién directa del ADN no es practica para su uso rutinario. Actualmente son
utilizadas técnicas de PCR-SBT en la que se secuencian los fragmentos amplificados
mediante PCR.

Las técnicas que actualmente mas se utilizan para realizar tipaje HLA son PCR-SSO y
PCR-SSP. La PCR-SSO. que se basa en: amplificacion de la zona polimérfica del ADN
por PCR, hibridacion con oligonucle6tidos especificos de secuencia (SSO) fijados a
membranas de nylon. Con la técnica de PCR-SSP (Primers especificos de secuencia) sélo
se consigue amplificacion en aquellas muestras en las que los primers reconozcan el alelo
para los que son especificos por lo tanto lo Gnico que se hace es probar la existencia o0 no

de los productos amplificados

Soporte con las dentificacion
Sondas del DNA

Fig. Tipaje Biologia molecular. Fundamento del fipaje HLA por biologia molecular
mediante la técnica PCR-SS0.

Fig. 13 Tipaje Biologia Molecular. Fundamento del tipaje HLA por Biologia Molecular .
Fuente Pefia José
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2) METODO SEROLOGICO

La técnica de Microlinfocitoxicidad utilizado para el tipaje de moléculas HLA

Complem ento

2. Linfocitos
a estudiar

. Sucr?
COnEo

Placa de
Terasald

Linfocito

Fundamento del test de microcitotoxzicidad utlizado para el tipaje de molé-
culas HLA.

Fig.14. Técnica de Microlinfocitoxicidad. Fuente. Pefia José

La técnica de Microlinfocitoxicidad se basa en la extraccién de linfocitos, los cuales

actuaran contra diferentes anticuerpos que reconoceran a moléculas especificas HLA, los

cuales se demostraran en lisis celular. La desventaja del método es que se muchas

moléculas especificas necesitamos saber ademés de sus alelos, sus sub alelos, la mayoria

de los sueros no son monoespecificos y ademas presentan reactividad cruzada con otros

alelos, no se detecta homocigosis (en general se informa 1 alelo y el otro se informa como

"blanco"), La técnica debe realizarse sin interrupcion desde su inicio hasta su

finalizacion, dado que se trabaja con células viables.



b)

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el polimorfismo alélico, genotipico, haplotipico de los antigenos HLA
clase Iy clase Il de la poblacion mestiza tipificada en los departamentos de La Paz
y Cochabamba

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas de los Loci A, B, C y DR de la
poblacién mestiza boliviana.

Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los Loci A, B, Cy
DR de la poblacion mestiza boliviana del departamento de La Paz.

Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los Loci A, B, Cy
DR de la poblacion mestiza boliviana del departamento de Cochabamba.

Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas y haplotipicas de la pacefia frente a
la poblacion cochabambina.



VI. DISENO DE LA INVESTIGACION
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b)

d)

f)

POBLACION EN ESTUDIO
Pacientes de nacionalidad boliviana con tipificacion HLA clase | (A, By C) y HLA
clase Il (DR).

DESCRIPCION DE LA POBLACION

La poblacion es estudio corresponde a todos los pacientes entre donantes y
receptores que realizaron HLA clase | y HLA clase Il en los laboratorios de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS de la ciudad de la
Paz y el laboratorio DIANA de la ciudad de Cochabamba Bolivia.

TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de muestra estaba constituido por 909 resultados de tipificaciones HLA
de los pacientes donantes y receptores que fueron tipificados en Instituto SELADIS
de la ciudad de la Paz y el laboratorio DIANA de la ciudad Cochabamba Bolivia.

CRITERIOS DE INCLUSION
Para la determinacion de las frecuencias alélicas, genotipicas, se incluiran todos los
pacientes que cuenten con tipificacion HLA clase | y HLA clase Il

Para la determinacion de las frecuencias haplotipicas se incluiran solamente
pacientes familiares hasta un tercer grado de consanguinidad que cuenten con
tipificacion HLA clase 1 y HLA clase Il

CRITERIOS DE EXCLUSION
Para la determinacion de las frecuencias alélicas, genéticas, se excluiran todos los
que tengan hasta un cuarto grado de consanguinidad

DISENO DE ESTUDIO

El estudio es de tipo Retrospectivo Descriptivo. Las frecuencias alélicas,
haplotipicas y genotipicas se realizaron mediante el programa de analisis
Estadistico SPSS version 15.0



g) MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVO S
1. MATERIALES

Gradilla para tubos eppendorf
Tubos eppendorf de 1.5 ml
Tips de azules

Tips de amarillos
Micropipetas de 100-1000 pil
Micropipetas de 20-200 pl
Micropipetas de 0.5-10 pl
Cubetas de hielo

Cronometros

2. EQUIPOS
Campana L.U.V. Mod. 14-1

Microondas Edition 1-Daewon

Microcentrifuga

Electrophoretic Gel System EC-350

Heatting Blot

Transiluminador FBTI-88 Mod. Fisher Scientific

3. REACTIVOS
".Reactivo de lisis celular (tampén TE)

Mix (One Lambda)

Reactivo de lisis de ndcleos (SDS)
Trays para locus A,B,Cy DR
RNAasa

Aceite mineral pesado

Etanol absoluto

Tampon TBE 10X

Etanol al 70%

Sybr green



h) METODOS

Metodo de la Reaccion de la Polimerasa (PCR)

Para obtencion de DNA Se tomé 5 ml de sangre con EDTA.3K, se centrifugé 10 minutos
a 3 000 rpm se tomd 400 ul de la interface en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se afiadié 900
ul de solucién de lisis celular se centrifugd por 90 segundo a 14 000 rpm se decantd el
sobrenadante y secé sobre un papel absorbente. Se afiadié 400 ul de solucién de lisis de
nucleos con 3 pl de RNAasa. Se Incubd 30 minutos a 37 °C se afiadid 150 pl de solucién de
lisis de proteinas, se centrifugd 10 minutos a 14 000 rpm se afiadid 1 ml de etanol absoluto
0 400 ul de isopropanol, se centrifugd 90 segundos a 14 000 rpm. Se afiadié 1 ml de
etanol al 70%, se centrifugd 90 minutos a 14 000 se secd a 56°C durante 20 minutos se
afiadié 200 pl de solucidon de resuspension, se guardd a 4°C si la PCR.

Para Tipificacion de HLA por PCR-SSP. En el Cuarto Blanco se preparé el
material en la campana de PCR se irradid con luz UV la campana de PCR durante 15
minutos, se atemperd el Mix correspondiente a cada locus, se afladid DNA taq polimerasa
segln el volumen establecido para cada locus. En el Cuarto Azul se atemperd los trays
para cada locus (A, B, Cy DR) se afiadid 9 ul de la mezcla previamente homogenizado al
tubo 1 de cada locus, se afiadid 1 pl de la solucién de resuspension de la muestra de ADN
a los tubos 1 de cada locus, se afiadid los volumenes correspondientes de ADN
(concentracién de 50ng) a cada tubo segun el locus se afiadié 10 ul de la mezcla a todos
los tubos de cada tray se afiadid una gota de aceite mineral pesado se llevd al
termociclador previamente programado segin marca. En el Cuarto negro se prepard
agarosa al 2,5% segun especificaciones de cada marca (con TBE al 1X y una dilucién 1/100
de sybr green como revelador) se sembré el marcador de peso molecular en el primer
pozo se sembré los amplicones en el tubo 1 de cada locus se realizd la corrida
electroforética a 300 de mA y 150 voltios por un tiempo de 15 minutos se llevd al
transiluminador y se anoté las bandas donde hubo amplificacién.

Meétodo Seroldgico

Prueba de Microlinfocitoxicidad de Terasaki, Se utilizd una suspension de
linfocitos obtenidos a partir de sangre periférica con el método de gradiente de
densidad, utilizando Fycoll-Hypaque (densidad 1.007 g¢g/mL), se ajustd su
concentracion a 2 x 106 células /mL se agreg6 1 ul de linfocitos a cada pozo de la
placa, la cual contiene antisueros. Se dej6 incubar por 30 minutos a temperatura
ambiente. Se agreg6 5 pl de complemento de conejo, se dejé incubar por 60 minutos
a temperatura ambiente se agreg6é 5 pl de solucion de eosina al 5% pH 7.2-7.4.
Luego se agregd 5 pl de formol pH 7.2-7.4. Se dejé reposar al menos 20 minutos.
Se dispuso a leer en microscopio invertido de contraste de fases. Se informé los
resultados de acuerdo a normas internacionales (Bonet 2004).



0a 10 % - [1] Negativo

11 a 20 % * [2] Negativo dudoso
21 a 50 % = [4] Positivo deébil

51 a 80 % ++ [6] Positivo

81 a 100 % +++ [8] Positivo intenso

[0] No definible



VIlI. RESULTADOS

A. RESULTADOS DE FRECUENCIAS ALELICAS
La determinacion de las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los loci HLA de
la poblacidbn mestiza de pacientes bolivianos atendidos en los laboratorios de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del instituto SELADIS y laboratorios DIANA
fueron 909, de los cuales 533 (58,6%) fueron Varones, 376 Mujeres con un (41,4%).

600 ~

500 A

400

300 A

200 -~

Numero de Pacientes

100

varones mujeres

A. Figura 15. Distribucion segiin sexo del universo de pacientes que se realizaron

tipificacion HLA por métodos serolégicos o moleculares en los laboratorios de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del instituto SELADIS y Laboratorios Diana.




En la Tabla N°1 se muestra que el 80 % de los pacientes estudiados son oriundos de
departamentos de La Paz (40%) y Cochabamba (40%) y el restante 20 % de los pacientes
provenian del resto de departamentos del pais. El departamento del Beni es el que menor

porcentaje de pacientes aporto al estudio.

1. TABLAN21 Resultados De Pacientes Mestizos Bolivianos Segun El Departamento De
Procedencia

PROCEDENCIA N (%)

LA PAZ 364 40,04
COCHABAMBA 363 39,93
SANTA CRUZ 51 5,61
POTOSI 44 4,84
CHUQUISACA 22 2,42
TARUA 25 2,75
ORURO 16 1,76
BENI 2 0,22
PANDO 12 1,32

TOTAL 909 100



Para el locus HLA-A se determind que en la poblacion mixta boliviana se expresan 25
alelos diferentes (tabla 2), se establecio también que los alelos que se presentaban con
mayor frecuencia eran: A2 (36,3%), A24 (14,3%), A68 (6,9%), A69 (5,8%). Existen alelos
que se presentan en una frecuencia menor al 1% (alelos raros), ellos son: A19, A20, A32,
A34, A36, A38, A39 y A66. También se observa un 3,6 % de alelos que no pudieron se

determinados sea por tipificacion serologia o tipificacion molecular (Alelo Blanco).

2. TABLA N2 2 Frecuencia Alélicas del Locus A del sistema HLA en la poblacién de pacientes
mestizos bolivianos

Frecuencias Alélicas

Alelo HLA-A N (%)
Al 75 4,86
A2 560 36,31
A3 76 4,93
A9 1 0,06

All 45 2,92
A19 1 0,06
A20 1 0,06
A23 42 2,72
A24 220 14,27
A25 16 1,04
A26 35 2,27
A28 41 2,66
A29 61 3,95
A30 65 4,21
A31 44 2,85
A32 14 0,91
A33 48 3,11
A34 4 0,26
A36 4 0,26
A38 2 0,13
A39 1 0,06
A66 5 0,32
A68 107 6,94
A69 90 5,84
A74 1 0,06
Blancos 57 3,6

TOTAL 1542 100



Al ser los departamentos de La Paz y Cochabamba los que al contar cada uno con el 40%
de los pacientes tipificados, se realizé la comparacion de la frecuencia del locus A en estas
poblaciones. En la poblacion de pacientes del departamento de La Paz se observa 21 alelos
diferentes y en la poblacion de pacientes de Cochabamba 25 alelos diferentes. En la tabla 3
se observa también que los alelos A2 y A24 son los alelos més frecuentes en estos aunque
la frecuencia en la cual se presenta en cada grupo poblacional varia de una poblacion a otra.
Por otra parte, se observa que los tercer, cuarto y quinto alelos mas frecuente varian en el
tipo y la frecuencia en la que se presentan, a decir: A28 (4,3%) y Al (6,9%) son el tercer
alelo mas frecuente en las ciudades de La Paz y Cochabamba respectivamente; A29 (4,1%)
y A3 (6,7%) son el cuarto alelo més frecuente en las ciudades de La Paz y Cochabamba
respectivamente, similar hallazgo se encontr6 para el resto de los alelos.

3. TABLA N2 3. Comparacion de las Frecuencias Alélicas del Locus A De Los Pacientes Mestizos

de nacionalidad boliviana de los departamentos de Cochabamba Y La Paz.

LA PAZ COCHABAMBA
Frecuencias Alélicas Frecuencias Alélicas
Alelo N (%) Antigeno N (%)
HLA-A HLA-A
A*01 18 3.1 Al 45 6,9
A*02 231 40.0 A2 197 30,2
A*03 21 3.6 A3 44 6,7
A9 0 0.0 A9 1 0,1
A*11 14 2.4 Al1 17 2,6
A19 0 0.0 A19 1 0,1
A20 0 0.0 A20 1 0,1
A*23 12 2.1 A23 28 4,3
A*24 97 16.8 A24 83 12,7
A*25 5 0.9 A25 10 1,5
A*26 8 1.4 A26 19 2,9
A*28 25 4.3 A28 5 0,8
A*29 24 4.2 A29 22 3,4
A*30 11 1.9 A30 42 6,4
A*31 12 2.1 A3l 10 1,5
A*32 9 1.5 A32 2 0,3
A*33 8 1.4 A33 37 5,7
A*36 5 0.9 A34 3 0,5
A38 0 0.0 A38 2 0,3
A39 0 0.0 A39 1 0,1



A66 0 0.0 A66 4 0,6

A*68 54 9.4 A68 32 4,9
A*69 6 1.0 A69 10 1,5
Blancos 17 2.9 Blancos 36 5,52
TOTAL 577 100 TOTAL 652 100

* Tipificado por Biologia Molecular

Para el locus HLA-B se determind que en la poblacion mixta boliviana se expresan 37
alelos diferentes (tabla 4), los cinco alelos mas frecuentemente encontrados fueron: B35
(32,1%), B51 (8,6%), B15 (8,0%), B48 (7,2%), B40 (6,5%), Los alelos raros (frecuencia
alélica menor al 1%) fueron: B5, B13, B16, B17, B34, y otros alelos que se muestran en la
tabla 4. También se observo un 5 % de alelos blanco HLA-Bx que no pudieron se
determinados sea por tipificacion serologia o tipificacion molecular (Alelo Blanco).

4, TABLA N2 4 Frecuencias Alélicas del Locus B del sistema HLA en la poblacidon de pacientes

mestizos bolivianos

Frecuencias Alélicas

Alelo HLA-B N %
B5 1 0,1
B7 41 2,6
B8 46 2,9

B13 9 0,6
B14 35 2,2
B15 123 8,0
B16 6 0,4
B17 10 0,6
B18 32 2,0
B27 28 1,8
B34 1 0,1
B35 500 32,1
B37 3 0,2
B38 12 0,8
B39 98 6,3
B40 102 6,5
B41 4 0,2
B42 2 0,1
B44 64 4,1
B45 10 0,6
B46 11 0,7

B47 1 0,1



B48
B49
B50
B51
B52
B53
B55
B56
B57
B58
B59
B66
B69
B70
B78
Blancos
TOTAL

112
24
12

134

7,2
1,5
0,8
8,6
1,0
0,1
0,9
0,1
0,4
0,6
0,1
0,1
0,1
0,2
0,2
5,0
100




Al comparar las frecuencias alélicas del locus B en los pacientes pacefios y cochabambinos,
se observa que en el departamento de La Paz existen 28 alelos diferentes y en la poblacién
de pacientes de Cochabamba 35 alelos diferentes. En la tabla 5, se observa también que el
alelo B35 es el més frecuente en estos departamentos, aunque la frecuencia en la cual se
presenta en cada grupo poblacional varia de una poblacion a otra 39,5% para La Paz y
26,7% para Cochabamba. Por otra parte, se observa los deméas alelos varian en la
frecuencia de presentacion de un departamento a otro, a decir: B48 (10,2%), B15 (8,7%),
B40 (7,4%) y B51 (6,9) son el segundo al cuarto alelo mas frecuente en La Paz; B51
(10,3%), B40 (7,7%), B39 (6,9%) y B15 (6,2%), son el segundo al cuarto alelo mas
frecuente en Cochabamba.

5. TABLAN25 Comparacion de la frecuencias alélicas del locus B de los pacientes mestizos de

nacionalidad boliviana de los departamentos de La Paz y Cochabamba

LA PAZ COCHABAMBA
Frecuencias Alélicas Frecuencias Alélicas
Alelo HLA-B N (%) Antigeno HLA-B N (%)
B5 0 0,0 B5 1 0,1
B*07 9 1,5 B7 15 2,2
B*08 14 2,3 B8 21 3,1
B*13 5 0,8 B13 3 0,4
B*14 12 2,0 B14 19 2,8
B*15 52 8,7 B15 42 6,2
B16 0 0,0 B16 6 0,9
B17 0 0,0 B17 10 1,5
B*18 18 3,0 B18 7 1,0
B*27 7 1,2 B27 12 1,8
B34 0 0,0 B34 1 0,1
B*35 236 39,5 B35 181 26,7
B*37 2 0,3 B37 1 0,1
B*38 5 0,8 B38 5 0,7
B*39 28 4,7 B39 47 6,9
B*40 44 7,4 B40 52 7,7
B*41 4 0,7 B41 0 0,0
B42 0 0,0 B42 2 0,3
B*44 16 2,7 B44 29 4,3
B*45 6 1,0 B45 2 0,3
B*46 2 0,3 B46 6 0,9
B*47 1 0,2 B47 0 0,0
B*48 61 10,2 B48 32 4,7
B*49 10 1,7 B49 9 1,3

B*50 0 0,0 B50 9 1,3



B*51
B*52
B*53
B*55
B*57
B*58
B*59
B*69
B*70
B*78
Blancos
TOTAL 597

N
l_\
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* Tipificado por Biologia Molecular

6,9
1,2
0,0
0,2
0,3
0,5
0,2
0,2
0,5
0,2
0,8
100

B51
B52
B53
B55
B56
B58
B66
B69
B70
B78
Blancos
TOTAL

70

10,3

0,9
0,1
1,5
0,1
0,6
0,1
0,1
0,4
0,4
9,7
100



Para el locus HLA-C se determind que en la poblacion mixta boliviana se expresan 11
alelos diferentes (tabla 6), los cinco alelos mas frecuentemente encontrados fueron: C*04
(37,3), C*03 (13,1%), C*07 (13,9%), C*01 (11,9%) y C*08 (6,8%), Se determind que
C*16 (0,95%) es el que en menor frecuencia se presenta en nuestra poblacion. También se
observé un 2,2% de alelos blancos.

6. TABLA N2 6 Frecuencias Alélicas del Locus C del sistema HLA en la poblacién de pacientes
mestizos bolivianos

Frecuencias Alélicas

Alelo HLA-C N %
c*o1 87 11,9
c*02 15 2,0
c*03 96 13,1
Cc*04 274 37,4
Cc*05 26 3,5
C*06 37 5,0
c*o7 102 13,9
C*08 50 6,8
C*12 10 1,4
C*15 13 1,8
C*16 7 0,9
Blanco 16 2,2
Total 733 100

* Tipificado por Biologia Molecular



Al comparar las frecuencias alélicas del locus C entre los pacientes pacefios y
cochabambinos, se observa que en la poblacion pacefia existen 11 alelos diferentes y en la
poblacion cochabambina 10 alelos diferentes. En la tabla 7, para ambas poblaciones se
observa que del segundo al cuarto alelo més frecuente que caracteriza a cada poblacion
varia entre los pobladores de los departamentos, ejemplo C*7, C*3 y C*1 representan del
segundo al cuarto alelo mas frecuente en La Paz, mientras que C*1, C*7 y C*3 lo son en
Cochabamba.

7. TABLA N27 Comparacion de la frecuencias alélicas del locus C de los pacientes mestizos de
nacionalidad boliviana de los departamentos de La Paz y Cochabamba

LA PAZ COCHABAMBA
Frecuencia Alélicas Frecuencia Alélicas
Alelo HLA-C N % Alelo HLA-C N %
c*o1 49 10,6 c*o1 12 16,4
c*02 3 0,6 c*02 4 5,5
c*03 51 11,0 c*03 9 12,3
Cc*04 180 38,9 c*04 23 31,5
C*05 11 2,4 C*05 5 6,8
C*06 23 5,0 C*06 3 4,1
c*o7 56 12,1 c*o7 11 15,1
Cc*08 34 7,3 Cc*08 5 6,8
C*12 7 1,5 C*12 1 1,4
C*15 5 1,1 C*15 1 1,4
C*16 5 1,1 C*16 - -
Blanco 12 2,6 Blanco -- --
Total 436 100 Total 73 100

* Tipificado por Biologia Molecular



Se determind que en la poblacion mixta boliviana el locus DR se expresa en 17 alelos
diferentes (tabla 8), los cinco alelos mas frecuentemente encontrados fueron: DR4 (25,6%),
DR8 (16,4%), DR14 (8,2%) y DR9 (10,2%), Los que raramente se pueden encontrar en la
poblacion boliviana fueron: DR5, DR6, DR10, DR12. Se observé un 3,4% de alelos blanco
para HLA-DR.

8. TABLA N2 8 Resultado de Frecuencias del HLA-DR de Pacientes Mestizos Bolivianos

Frecuencias Alélicas

Alelo HLA-DR N %
1 105 7,7

2 16 1,2

3 77 5,6

4 349 25,6

5 4 0,3

6 2 0,1

7 73 5,4

8 223 16,4

9 139 10,2
10 12 0,9
11 47 3,4
12 11 0,8
13 60 4,4
14 112 8,2
15 47 3,4
16 36 2,6
34 1 0,1
Blanco 47 3,4

TOTAL 1361 100



En la tabla 9 se observa que para el locus DR, en el departamento de La Paz existen 13
alelos diferentes y en la poblacion de pacientes de Cochabamba 17 alelos diferentes. Por
otra parte, se observa que DR4 y DR8 son el primer y segundo alelo méas frecuente en La
Paz y Cochabamba. Al igual que en los loci arriba mencionados, las poblaciones de La Paz
y Cochabamba varia en el tipo y frecuencia en las que se presentan el tercer al cuarto alelo.

9. TABLA N29 Comparacion de la frecuencias alélicas del locus DR de los pacientes mestizos
de nacionalidad boliviana de los departamentos de La Paz y Cochabamba

LA PAZ COCHABAMBA
Frecuencias Alélicas Frecuencias Alélicas
Alelo HLA-DR N % Antigeno HLA-DR N %
*01 21 4,3 1 73 11,7
2 - 0,0 2 16 2,5
*03 21 4,3 3 45 7,2
*04 130 26,9 4 155 24,8
5 - 0,0 5 4 0,6
6 - 0,0 6 2 0,3
*07 14 2,9 7 43 6,9
*08 106 21,9 8 76 12,2
*09 68 14,1 9 51 8,2
*10 5 1,0 10 2 0,3
*11 16 3,3 11 19 3,0
*12 2 0,4 12 8 1,3
*13 13 2,7 13 35 5,6
*14 53 11,0 14 25 4,0
*15 14 2,9 15 27 4,3
*16 13 2,7 16 4 0,6
34 - 0,0 34 1 0,1
Blanco 7 1,4 Blanco 38 6,1
TOTAL 483 100 TOTAL 624 100

* Tipificado por Biologia Molecular



B. RESULTADOS FRECUENCIAS GENOTIPICAS

Los genotipos més frecuentemente encontrados para el locus HLA-A en la poblacion de
pacientes mestizos bolivianos fue el genotipo A2,A2 (14,6%); A2, A24 (14,1 %); seguido
de A2,A3 (5,7%); A2,A30(5,6%); A2,A29 (4,0%) y A2,A68(4,9%).

1. . TABLA 10. Resultados de Frecuencias Genotipicas del Locus A en la poblacion de pacientes
mestizos bolivianos

Frecuencia Genotipicas

Genotipo HLA-A N (%)
A2A2 113 14,65
A2A24 109 14,14
A2A28 24 3,11
A2A1 32 4,15
A2A3 44 571
A2A11 14 1,81
A2A29 31 4,02
A2A30 43 5,58
A2A31 18 2,33
A24A31 14 1,81
A24A29 12 1,56
A2A68 38 4,93
A24A68 24 3,11
A24A24 23 2,98

Total 771



La comparacion de los genotipos del locus A entre del departamentos de La Paz y
Cochabamba muestra que las frecuencias del departamentos de La Paz son A2,A2 (34,3%);
A2,A24 (26,3%); A2,A68 (11,4%) y A2,A28(8,3%). En el departamento de Cochabamba
se determin6 que los genotipos mas frecuentes son A2,A2 (4,3%); A2,A24 (10,1%);
A2,A3 (8,9%) y A2,Al (5,5%).

2. TABLA N2 11 . Resultados de Frecuencias Genotipicas del Locus A de las Ciudades de
La Paz y Cochabamba

LA PAZ COCHABAMBA
Frecuencias Genotipicas Frecuencias Genotipicas

Genotipo N %  Genotipo N %
A*02,A*02 99 34,3 A2,A2 14 4,3
A*02,A*24 76 26,3 A2,A24 33 10,1
A*02,A*28 24 8,3 A2,A28 0 0,0
A*02,A*01 14 4,8 A2,Al 18 5,5
A*02,A*03 15 52 A2A3 29 8,9
A*02,A*11 11 3,8 A2,A11 3 0,9
A*02,A*29 16 55 A2,A29 15 4,6
A*02,A*30 19 6,6 A2,A30 24 7,4
A*02,A*31 12 4,1 A2,A31 6 1,8
A*24,A*31 12 4,1 A24,A31 2 0,6
A*¥24,A*29 10 3,5 A24,A29 2 0,6
A*02,A*68 33 11,4 A2,A68 5 1,5
A*24,A*68 18 6,2 A24,A68 6 1,8
A*24 A*24 17 5,9 A24,A24 6 1,8
Total 289 326

*Tipificado por Biologia Molecular



Los genotipos mas frecuentemente encontrados para el locus HLA-B en la poblacion de
pacientes mestizos bolivianos fue el genotipo B35,B35(16,8%), seguido de B35,B51 (7,3
%); B35,B15(7,2%); B35,B40(6,4%) y B35,B48(5,5%) .

3. TABLA. 12 Resultados de Frecuencias Genotipicas del Locus B en la poblacidon de pacientes
mestizos bolivianos

Frecuencia Genotipicas

Genotipo HLA-B N (%)
B35,B35 131 16,79
B48,B48 8 1,03
B15,B15 11 1,41
B07,B35 12 1,54
B14,B35 16 2,05
B48,B15 10 1,28
B35,B15 56 7,18
B35,B48 43 5,51
B35,B51 57 7,31
B35,B39 37 4,74
B35,B40 49 6,28
B35,B44 15 1,92
B15,B39 7 0,90
B18,B35 7 0,90
B18,B44 5 0,64
B51,B48 5 0,64
B48,B40 7 0,90
B51,B40 7 0,90

Total 780



La comparacion de los genotipos del locus B entre del departamentos de La Paz y
Cochabamba, muestra que las frecuencias del departamentos de La Paz B*35,B*35
(29,8%); B*35,B*48(14,0%); B*35B*51 (11,7%) y B*35B*39(6,7%). En el
departamento de Cochabamba se determind que los genotipos méas frecuentes son
B35,B35 (12,4%); B35,B15(8,3%); B35,B51 (6,5%) y B35,B39(5,0%).

4, TABLA N2 13 . Resultados de Frecuencias Genotipicas del Locus A de las Ciudades de La Pazy

Cochabamba
LA PAZ COCHABAMBA
Frecuencias Genotipicas Frecuencias Genotipicas
Genotipo N % Genotipo N %
B*35,B*35 89 29,77 B35,B35 42 12,39
B*48,B*48 7 2,34 B48,B48 1 0,29
B*15,B*15 5 1,67 B15,B15 6 1,77
B*07,B*35 6 2,01 B07,B35 6 1,77
B*14,B*35 8 2,68 B14,B35 8 2,36
B*48,B*15 9 3,01 B48,B15 1 0,29
B*35,B*15 28 9,36 B35,B15 28 8,26
B*35,B*48 42 14,05 B35,B48 1 0,29
B*35,B*51 35 11,71 B35,B51 22 6,49
B*35,B*39 20 6,69 B35,B39 17 5,01
B*35,B*40 31 10,37 B35,B40 18 5,31
B*35,B*44 14 4,68 B35,B44 1 0,29
B*15,B*39 6 2,01 B15,B39 1 0,29
B*18,B*35 7 2,34 B18,B35 0 0,00
B*18,B*44 5 1,67 B18,B44 1 0,29
B*51,B*48 5 1,67 B51,B48 0 0,00
B*48,B*40 0 0,00 B48,B40 7 2,06
B*51,B*40 0 0,00 B51,B40 7 2,06

Total 299 Total 339

*Tipificado por Biologia Molecular



Los genotipos mas frecuentemente encontrados para el locus HLA-C en la poblacion de
pacientes mestizos bolivianos fue el genotipo C*04C*04(22,3%), seguido de C*03C*04
(13,6 %); C*04C*07(12,8%); C*01C*04(9,5%) y C*04C*08(6,5%).

5. TABLA. 14 Resultados de Frecuencias Genotipicas del Locus C en la poblacion de pacientes
mestizos bolivianos

Frecuencias Genotipicas

Genotipo HLA-C N (%)
C*01,C*01 13 3,54
C*04,C*04 82 22,34
C*15,C*15 13 3,54
C*07,C*07 21 5,72
C*01,C*03 17 4,63
C*03,C*04 50 13,62
C*04,C*06 22 5,99
C*07,C*03 13 3,54
C*04,C*07 47 12,81
C*01,C*04 35 9,54
C*04,C*08 24 6,54
C*04,C*15 6 1,63
C*04,C*16 4 1,09

Total 367

* Tipificado por Biologia Molecular



La comparacion de los genotipos del locus C entre del departamentos de La Paz y
Cochabamba muestra que las frecuencias del departamentos de La Paz son C*04,C*04
(35,3%); C*03,C*04(20,6%); C*04,C*07 (19,7%) y C*01C*04(14,2%). En el
departamento de Cochabamba se determind que los genotipos méas frecuentes son
C*04,C*04; C*03,C*04; con el (13,5%),y C*04,C*07; C*01,C*04 con (10,8%).

6. TABLA N° 15. Resultados de Frecuencias Genotipicas del Locus C de las Ciudades
de La Paz y Cochabamba

LA PAZ COCHABAMBA

Frecuencias Genotipicas Frecuencias Genotipicas
Genotipo N (%) N (%)
C*01,C*01 13 5,96 2 5,41
C*04,C*04 77 35,32 5 13,51
C*15,C*15 13 5,96 0 0
C*07,C*07 16 7,34 5 13,51
C*01,C*03 16 7,34 1 2,70
C*03,C*04 45 20,64 5 13,51
C*04,C*06 21 9,63 1 2,70
C*07,C*03 13 5,96 0 0,00
C*04,C*07 43 19,72 4 10,81
C*01,C*04 31 14,22 4 10,81
C*04,C*08 22 10,09 2 5,41
C*04,C*15 6 2,75 0 0
C*04,C*16 4 1,83 0 0
Total 218 37

*Tipificado por Biologia Molecular



Los genotipos mas frecuentemente encontrados para el locus HLA-DR en la poblacion de
pacientes mestizos bolivianos fue el genotipo DR4,DR8(11,1%), seguido de DR4,DR4 (9,3
%), DR8,DR8; DR4,DR7; DR9,DR4 y DR4,DR14 con (4,7%) .

7. TABLA N° 16 . Resultados de Frecuencias Genotipicas del Locus DR en la
poblacidon de pacientes mestizos bolivianos
Frecuencias Genotipicas

Genotipo HLA-DR N (%)

DR4,DR4 62 9,10
DR8,DR8 32 4,70
DR1,DR4 28 4,11
DR4,DR7 32 4,70
DR4,DR8 76 11,16
DR7,DR8 8 1,17
DR8,DR9 27 3,96
DR9,DR4 32 4,70
DR4,DR13 18 2,64
DR4,DR14 32 4,70
DR9,DR14 22 3,23
DR4,DR16 10 1,47
DR14,DR13 14 2,06

Total 681



La comparacion de los genotipos del locus DR entre del departamentos de La Paz y
Cochabamba muestra que en La Paz los genotipos DR*04,DR*04 (36,9%);
DR*08,DR*09(17,4%); DR*09,DR*04 (14,5%) y DR*04,DR*14(12,8%). En el
departamento de Cochabamba se determind que los genotipos méas frecuentes son
DR4,DR4 (13,5%); DR7,DR8 (8,9%); DR9,DR4 (7,0%) .

8. TABLA N° 17. Resultados de Frecuencias Genotipicas del Locus A de las Ciudades
de La Paz y Cochabamba

LA PAZ COCHABAMBA

Frecuencias Genotipicas Frecuencias Genotipicas
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
DR*04,DR*04 89 36,93 DR4,DR4 42 13,46
DR*08,DR*08 7 2,90 DR8,DR8 1 0,32
DR*14,DR*14 5 2,07 DR14,DR14 6 1,92
DR*01,DR*04 6 2,49 DR1,DR4 6 1,92
DR*04,DR*07 8 3,32 DR4,DR7 8 2,56
DR*04,DR*08 9 3,73 DR4,DR8 1 0,32
DR*07,DR*08 28 11,62 DR7,DR8 28 8,97
DR*08,DR*09 42 17,43 DR8,DR9 1 0,32
DR*09,DR*04 35 14,52 DR9,DR4 22 7,05
DR*04,DR*13 20 8,30 DR4,DR13 17 5,45
DR*04,DR*14 31 12,86 DR4,DR14 18 5,77
DR*09,DR*14 14 5,81 DR9,DR14 1 0,32
DR*04,DR*16 6 2,49 DR4,DR16 1 0,32
DR*14,DR*13 7 2,90 DR14,DR13 0 0,00
Total 241 312

*Tipificado por Biologia Molecular



La comparacion de los Haplotipos entre del departamentos de La Paz y Cochabamba
muestra que en La Paz los genotipos frecuentes son A*02,B*35,DR*04 (15,9%);
A*24,B*35,DR*04 (3,6%); y A*02,B*15,DR*04 (2,7%) y en Cochabamba. A2, B35, DR4
(17,9%); A2, B35, DR1 (2,7%) y A24, B35, DR4 (2,5%),

9. TABLA N° 18. Resultados de Frecuencias de Haplotipos de los locus A,B.DR, de
las Ciudades de La Paz y Cochabamba

LA PAZ COCHABAMBA

Frecuencias Haplotipicas Frecuencias Haplotipicas
Haplotipo N % Haplotipo N %
A*02,B*15,DR*04 10 2,75 A2B51DR4 8 2,20
A*02,B*35,DR*04 58 15,93 A2B35DR4 65 17,91
A*24,B*35DR*04 13 3,57 A24B35DR4 6 1,65
A*29,B*35DR*04 4 1,10 A2B48DR1 3 0,83
A*02,B*15,DR*08 7 1,92 A24B35DR4 9 2,48
A*02,B*35,DR*09 6 1,65 A2B35DR1 10 2,75
A*02,B*35,DR*08 9 2,47 A2B35DRS8 4 1,10
A*68,B*35,DR*09 6 1,65 A68B35DR4 5 1,38
A*02,B*35,DR*08 9 2,47 A2B35DR2 3 0,83
A*24,B*35,DR*08 4 1,10 A24B35DRS8 4 1,10

Total 364 363

* Tipificado por Biologia Molecular



VIII.

DISCUSIONES

El elevado polimorfismo del sistema genético HLA en humanos provee al sistema
inmune de una poderosa herramienta para reconocer la amplia variedad de antigenos de
microorganismos, células propias y sustancias potencialmente patégenas. Este
polimorfismo también es Util para caracterizar desde el punto de vista genético a las
poblaciones humanas; debido a que un alelo de un locus en particular puede ser
caracteristico de un grupo racial y la frecuencia en la que este alelo se presenta entre
grupos humanos de un mismo grupo racial puede variar de una poblacion a otra. (Tellez
y Col. 1998)

El presente estudio se realizo a partir de los 909 resultados de tipificacion HLA de la
poblacion de pacientes mestizos bolivianos tipificados en el laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés y los
pacientes mestizos oriundos del departamento de Cochabamba tipificados en el unidad
de Histocompatibilidad e Inmunogenética del laboratorios Diana de la ciudad de

Cochabamba.

Un hallazgo relevante obtenido de los datos estadisticos del estudio, es haber
determinado que la poblacion cochabambina se caracteriza por tener mayor
polimorfismo alélico con relacion a la poblacion pacefia, esto se evidencia por el hecho
que para los loci HLA A, B, C y DR la poblacion pacefia presenté 21(HLA*A),
28(HLA*B), 11(HLA*C), 13(HLA*DR) alelos diferentes, mientras que la poblacion
cochabambina presenté 25(HLA-A), 35(HLA-B), 10(HLA-C), 17(HLA-DR) alelos
diferentes. Esta diferencia se podria deber a que la poblacion pacefia ha sido tipificada
utilizando un método molecular y la cochabambina ha sido tipificada mediante un
método serologico. Si bien, para uniformar los resultados las tipificaciones serologicas

fueron convertidas a su equivalente molecular, en algunos casos, este el antigeno



serologico no pudo ser convertido debido a que un determinado antigeno HLA podia
corresponder a mas de un alelo HLA. Como ejemplo, el antigeno DR2 definido
seroldégicamente puede corresponder a los alelos DRB1*15 o DRB1*16, por lo cual
para fines del estudio se lo consider6 simplemente como DR2 (Sosa, 2007),
contribuyendo de esta manera en el grado de polimorfismo de la poblacién estudiada.
Otro aspecto que no debe descartarse es que cada departamento, por las condiciones
medioambientales, turisticas, y socioecondémicas que los caracteriza favorecen un flujo
migracional en particular, sea de pobladores de otros departamento o de extranjeros lo

cual contribuye a la expresion de determinados alelos HLA (Mamani, 2012).

Rodriguez LM Yy cols., hace mencion a que estos alelos son los mas frecuentes y los
que caracterizan a las poblaciones humanas de origen latino. Hecho que queda

confirmado con los hallazgos del presente estudio.

Interesantemente, a partir de los datos del estudio, se ha evidenciado que en la
poblacién boliviana en general, para cada uno de los loci genéticos estudiados existe un
gran numero de alelos que no han sido identificados siendo reportados con una “x”. Un
ejemplo claro para los loci: HLA-AX (3,6%), HLA-Bx (5,0%), HLA-Cx (2,18%) HLA-
DRx (3,45%) y HLA DQx (9,73%). Los alelos blanco pueden deberse a homocigosis
alélica, heterosigosis a nivel de alelo, a alelos ndveles caracteristicos de la poblacién
boliviana o simplemente a falta de especificidad de los reactivos comerciales utilizados
para realizar las tipificaciones HLA. Se deben realizar estudios poblacionales disefiados
para dar respuestas a estas interrogantes que a su vez utilicen reactivos de mayor poder
de resolucion como ser los basados en secuenciacion. No se debe dejar de lado que, la
poblacién boliviana se caracteriza por poseer 36 naciones indigenas originarias que
podrian aportar alelos HLA auin no definidos en la bases de datos internaciones, por lo
cual, no se cuenta con reactivos con especificidad necesaria para su identificacion.
Considerando que las tipificaciones realizadas en el departamento de La Paz fueron
realizadas mayoritariamente por métodos moleculares y las realizadas en Cochabamba
mayoritariamente por métodos serolégicos, se observé que en el departamento de la paz

existieron menor cantidad de alelos blanco reportados [(Locus A 2.9% (La Paz), 5.5



(Cochabamba); locus B 0.8% (La Paz), 9.7% (Cochabamba); locus DR 1.4% (La Paz),
6,1% (Cochabamba). La tendencia emitir méas tipificaciones indeterminadas (blancos)
por las tipificaciones seroldgicas con respecto a las tipificaciones moleculares ha sido
documentada por varios investigadores tal como J tan y col. 2003. Indica que si bien
las tipificaciones seroldgicas fueron rapidas y sencillas, mostré que para el antigeno
HLA-A que constaba de 21 variantes antigénicas , se produjo un 9 % de asignaciones
erréneas Yy se asignd 26 antigenos blancos (HLA-AX), para el antigeno HLA-B de 39
antigenos evaluados el 12,2 % fueron interpretados erroneamente, ademas se reporto 35
antigenos blanco (HLA-BX), los antigenos en los cuales hubo divergencia fueron
tipificados nuevamente por PCR-SSP, demostrando ser esta técnica mas precisa, fiable

y reproducible..

Se observo que la poblacion boliviana en general para el locus HLA-A tiene como
alelos més frecuentes a: A2 (36,31%), A24 (14,27%). Estos datos reafirman los
hallazgos del estudio Cruz A, en el 2011 quien determind que los alelos més frecuentes
de la poblacién mixta boliviana eran A2 (33,9%), A24 (14,4%). El tamafio muestral de
Cruz A., era menor. El presente estudio ha incluido 363 datos de tipificaciones de
pacientes cochabambinos lo cual para algunos alelos (ver tabla N°1) ha afectado

significativamente las frecuencias alélicas.

Al comparar las frecuencias alélicas del locus A entre las poblaciones de La Paz y
Cochabamba, se observo que la poblacion cochabambina es més polimérfica a nivel de
los alelos del locus A ya que presento 4 alelos méas que la poblacion pacefa (tabla 3).
También, que los alelos A2 y A24 son los alelos més frecuentes en ambas poblaciones
aunque la frecuencia en la cual se expresan estos varia de una poblacion a otra. Por los
datos obtenidos se establece que la poblacion pacefia y cochabambina se diferencian en
el tipo de alelo y frecuencia del mismo a partir del tercer alelo méas frecuente de cada
poblacién como ejemplo A28 (4,3%) y Al (6,9%) son el tercer alelo méas frecuente en
las ciudades de La Paz y Cochabamba respectivamente. Estas diferencias puedes
deberse al flujo migracional que caracteriza a cada departamento, a genes propios de

cada poblaciéon o a procesos de seleccion mediado por los patdégenos propios del area



geografica (Elergonismo.2012) de los departamentos en estudio. Para confirmar o
descartar estas interrogantes se debe realizar un estudio con un mayor numero

poblacional que ademas utilice un método de tipificacion de mayor resolucion.

Con respecto del locus HLA-B se observo la poblacion boliviana en general para el
locus HLA-B tiene como alelos mas frecuentes a B35 (32,1%), B51 (8,6%), B15
(8.0%), B48 (7,2%), B40 (6,5%). Estos resultados difieren con las frecuentes
recientemente reportadas para la poblacion boliviana por Cruz A, en el 2011 quien
determiné que los alelos méas frecuentes de la poblacion mixta boliviana eran B*35
(30,9%), B*48 (8.2%), B*15 (8,0%), B*51 (7,2%). En presente estudio incluye 363
pacientes de la ciudad de Cochabamba, el estudio de Cruz incluia solo 56 pacientes
cochabambinos, esta diferencia explica la variacion en las frecuencias de alelos
reportadas, siendo estos datos mas representativos de la poblacion cochabambina y

muestra de mejor manera el polimorfismo genético de la poblacion boliviana.

Al comparar las frecuencias alélicas del locus B entre las poblaciones de La Paz y
Cochabamba se observé que la poblacion cochabambina es mas polimorfica a nivel de
los alelos del locus B ya que presento 7 locus méas que la poblacion pacefia (tabla 5).
También, que el alelo B35 es el mas frecuente en ambas poblaciones aunque la
frecuencia en la cual se expresan estos varia de una poblacién a otra. Por los datos
obtenidos se establece que la poblacion pacefia y cochabambina se diferencian en el
tipo de alelo y frecuencia del mismo a partir del segundo alelo mas frecuente de cada
poblacion como ejemplo B48 (10,2%), B15 (8,7%), B40 (7,4%) y B51 (6,9%) son el
segundo al cuarto alelo mas frecuente en LP; B51 (10,3%), B40 (7,7%), B39 (6,9%) y
B15 (6,2%), son el segundo al cuarto alelo mas frecuente en Cochabamba. Para
confirmar o descartar estas interrogantes se debe realizar un estudio con un mayor

numero poblacional que ademas utilice un método de tipificacion de mayor resolucion.

Para el locus HLA-C se determind que en la poblacion boliviana en general present6
como alelos mas frecuente a C*04 (37,4), C*03 (13,1%), C*07 (13,9%), C*01 (11,9%)

y C*08 (6,8%). Una vez comparadas las frecuencias alélicas del locus C entre las



poblaciones de La Paz y Cochabamba se observd que la poblacién pacefia y
cochabambina se diferencian en el tipo de alelo y frecuencia del mismo, esta diferencia
se establece a partir del segundo alelo més frecuente, para La Paz en orden de
importancia son mas frecuentes C*7, C*3 y C*1), mientras que para Cochabamba lo
son C*1, C*7y C*3.

En poblacion mestiza boliviana, el locus HLA-DR muestra como alelos mas frecuentes
a DR4 (25,6%), DR8 (16,4%), DR14 (8,2%) y DR9 (10,2%). La comparacion de las
frecuencias del locus DR a nivel de La Paz y Cochabamba muestra que estas
poblaciones se diferencian a partir del tercer alelo en adelante tanto en el tipo como en
la frecuencia (tabla 9). Al ser este hallazgo similar a los otros loci HLA antes analizados
se puede afirmar que estas poblaciones tienen alelos que se expresan uno mas
frecuentes que otros lo cual permite diferenciarlas desde el punto de vista genético. Si
bien, A2, B35, C4 y DR4 muestran ser los alelos mas frecuentes en estas poblaciones,
no se descarta la posibilidad de que ambas poblaciones se diferencien a nivel de la
variante alélica, esta ultima afirmacion se la realiza considerando que el departamento
de La Paz se caracteriza por tener poblacién mayoritariamente de origen Aimara y el
departamento de Cochabamba por tener poblacién mayoritaria de origen Quechua
(Bolivia.com).

Mediante el analisis de los genotipos mas frecuentes de la poblacion boliviana se
determiné que los genotipos A2,A2; A2,A24; A2,A3 lo son para el locus HLA-A,
para el locus HLA-B B35,B35; B35,B51; B35,B15, para el locus HLA-C C*04,C*04;
C*03,C*04; C*04,C*07 y para el locus HLA-DR DR4,DR8; DR4,DR4; DR8,DRS;
Estos datos difieren a los reportados por de Cruz A. en el 2011 quien determind que las
frecuencias genotipicas de la poblacion mixta boliviana eran para el locus HLA-A
A*02,A*02; A*02,A*24; A*02,A*68. Para el locus HLA-B: B*35,B*35; B*35,B*48;
B*35,B*51; para el locus HLA-C: C*04,C*04; C*03,C*04; C*04,C*07 y para el locus
HLA-DR: DR*04,DR*08; DR*04,DR*04; DR*04,DR*14. Estas diferencias se deben
principalmente al aporte que han significados los resultados de las tipificaciones HLA

reportadas por el laboratorio Diana de Cochabamba. Lo cual, demuestra una vez mas, la



importancia de realizar un estudio multicéntrico en el cual se recolecten los resultados
de tipificacion HLA de todos los laboratorios o unidades de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del estado plurinacional y se construya una base de datos que permita
con mayor significancia estadistica conocer las frecuencias alélicas genéticas y

haplotipicas de la poblacién mixta boliviana.

La comparacion de las frecuencias genotipicas permitidé evidenciar que en el locus
HLA-A La Paz y Cochabamba se diferencian a nivel de sus haplotipos y en la
frecuencia en los que estos se presentan (tabla 12). En La Paz A2,A2 y A2,A24 son los
mas frecuentes en Cochabamba son A2,A24 y A2,A3. Este fendbmeno se observa en los
genotipos restantes. Al comparar las frecuencias genotipicas del locus HLA-B, se
observo que el genotipo B35, B35; es el méas frecuente en ambas poblaciones aunque la
frecuencia en la cual se expresan estos varia de una poblacion a otra. Recién a partir del
segundo alelo més frecuente estas poblaciones se diferencian, ejemplo B*35,B*48;
B*35,B*51 y B*35,B*39 son el segundo al cuarto genotipo mas frecuente en La Paz;
B35,B15; B35,B51 y B35,B39; estos son el segundo al cuarto mas frecuente en
Cochabamba. Para el locus HLA-C no se puede hacer una diferenciacion precisa para la
posterior comparacion de las frecuencias haplotipicas entre ambas poblaciones, esto se
debe a que solo se tienen 37 resultados de tipificaciones HLA-C mientras que para La
Paz se tienen 218 tipificaciones, aunque se observd que ambas las poblaciones
comparten los mismos genotipos (C*04,C*04; C*03,C*04; C*04,C*07; C*01,C*04)
pero, la frecuencia en la cual se expresan estos varia de una poblacion a otra. En cuanto
al locus DR, se observd que el genotipo méas frecuente en ambos departamentos es
DR4,DR4. Con todos estos resultados, se establece que la poblacion pacefia y
cochabambina se diferencia en el tipo de genotipo y frecuencia del mismo
principalmente a partir del segundo genotipo mas frecuente de cada poblacion. Desde
el punto de vista de trasplante de Organos, esto seria una ventaja para aquellos
receptores de drganos que no son propios de la poblacion donde viven, que al tener un
alelo o genotipo de alta frecuencia les facilitaria el conseguir un donante de 6rganos con

uno o dos alelos compatibles para un determinado locus del sistema HLA. Lo cual a su



vez repercutiria en la sobrevida del injerto si es que se da el trasplante de organo.
(Fulgencio Maria.2011)

Al estimar las frecuencias haplotipicas de la poblacion boliviana, se pudo observar que
tanto en la poblacion pacefia y cochabambina existe una mayor frecuencia del
haplotipo A2, B35, DR4 aunque al igual que los casos anteriores frecuencia en la cual
se presenta en cada grupo poblacionales varia de una poblacion a otra. En el caso
particular que nos concierne el conocimiento de la frecuencia en la cual puede
presentarse un haplotipo determinado podria permitirnos conocer la probabilidad que
tiene un receptor de medula dsea o un receptor de trasplante sensibilizado contra
moléculas HLA de que consiga un donante compatible o un donante que no posea los

alelos HLA contra los cuales esta sensibilizado.



IX.

CONCLUSION

Se determind los polimorfismos alélicos, genotipicos y haplotipicos de los loci HLA-A,

HLA-B, HLA-C y HLA-DR, en la poblacion de pacientes mestizos bolivianos tipificados

en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS de la

Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés

de la ciudad de La Paz y los pacientes mestizos oriundos del departamento de Cochabamba

tipificados en el unidad de Histocompatibilidad e Inmunogenética del laboratorio Diana de

la ciudad de Cochabamba. A partir de los resultados obtenidos del estudio se concluye que:

Los alelos A*02, B*35, C*04 y DR*04, son los méas frecuentes tanto en la
poblacién pacefia como en la cochabambina. Los genotipos mas frecuente en la
ciudad de La Paz son A2, A2; B35, B35; C*04, C*04; DR4, DR4 vy de la ciudad de
Cochabamba son A2A24; B35, B35; C*04, C*04; C*03, C*04; DR4, DR8. Se
determind que el haplotipo méas frecuente tanto de la poblacion pacefia y
cochabambina en general es A*2, B*35, DR*4, siendo este un haplotipo propio de

poblacién latina.

En la poblacion mestiza boliviana se determin6 que A2 (36,3%), B35 (32,1%), C4
(37,4%) y DR4 (25,6%) son los alelos més frecuentes, A2,A2 (14,6%); A2, A24 (14,1
%); B35,B35(16,8%); B35,B51 (7,3 %); C*04,C*04(22,3%); DR4,DR8(11,1%);

DR4,DR4 (9,3 %) son los genotipos mas frecuentes.

Las frecuencias alélicas, genotipicas, haplotipicas de los loci A,B,C,DR de la
poblacion mestiza boliviana del departamento de La Paz son: A*02 (40.0%), B*35
(39,5%), C*04 (38,8%), DR*04 (26,9%); A*02A*02 (34,3%), B*35B*35 (29,7%),
C*04C*04 (35,3%), DR*04DR*04 (36.9%); A*02B*35DR*04 (15,9%).

Las frecuencias alélicas, genotipicas, haplotipicas de los loci A,B,C,DR de la

poblacion mestiza boliviana del departamento de Cochabamba son: A2(30.2%),



B35(26.7%), C*04(31.5%), DR4(24,8%); A2A24(10.1%), B35B35(12.4%),
C*04C*04(13.5%), DRADR4(13.5%); A2B35DR4(17.9%).

Las poblacion de pacientes estudiada del departamento de La Paz y Cochabamba si
bien comparten como alelos mas frecuentes a A2, A24; B35, B51; C*04, DR4,
DR8, la frecuencia en la que estos se presentan en cada poblacion varia. También
se determind que a partir del tercer alelo mas frecuentes en estas poblaciones se
diferencian tanto en el alelo como en la frecuencia en la cual se presenta. Este
aspecto también se ha observado al analizar las frecuencias genotipicas y

haplotipicas



X.

RECOMENDACION

A partir de este estudio se debe impulsar la realizacion un estudio multicéntrico en
nuestra poblacién que permitan una mejor caracterizacion las frecuencias del sistema
HLA de la poblacion mestiza boliviana y que a su vez tome en cuenta cual es el aporte
que hacer los alelos provenientes de las naciones indigenas originarias que habitan en
cada departamento. Ademas estos estudios deben realizarse por métodos de alta
resolucion permitiendo asi caracterizar alelos blanco o alelos noveles propios de nuestra

poblacion.

Una vez conocidas las frecuencias alélicas del sistema HLA en nuestra poblacién deben
realizarse estudios de asociacion HLA-enfermedad que nos ayuden a predecir o
descartar la posibilidad de afectacion con enfermedades infecciosas endémicas de una
determinada &rea geografica en casos de colonizacion de territorios virgenes,

susceptibilidad a cancer, enfermedades autoinmune entre otras.
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