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RESUMEN

La esencia del trasplante como fendmeno bioldgico estriba en el conflicto que
se establece entre el organo o tejido trasplantado y el sistema inmune del
receptor, que en un mayor o menor grado, casi siempre difiere en el orden

inmunogenético, con excepcion de los gemelos homocigoticos.

Los antigenos del sistema mayor de histocompatibilidad HLA, también
denominadas antigenos de trasplante, ya que contra ellos se dirige
especialmente la respuesta inmune del receptor, en caso de incompatibilidad

genética con el donante.

Por esta razon, buscar la mayor compatibilidad posible entre donante y
receptor para estos antigenos es un importante requisito que nos permite hoy
en dia poder utilizar las técnicas de tipificacion a través de Biologia
Molecular para la compatibilidad y obtencidén de una mayor supervivencia del

trasplante, particularmente a largo plazo.

La motivacion de realizar este estudio en nuestro pais ayudara a determinar
cuales son los alelos HLA mas frecuentes en la poblacion boliviana en general
y la pacefia en particular, para que estos resultados puedan servir a los equipos
de transplante de nuestro pais para que puedan hacer una mejor seleccion de
los donantes o determinar en que punto del pais se podria encontrar un
donante voluntario no relacionado que posea los mismos alelos que el receptor

del 6rgano.
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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios el estudio del Genoma Humano y en especial de la region
HLA ha sido de gran interés para los genetistas. Las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) fueron inicialmente definidas como
antigenos que estimulan a una respuesta inmunoldgica en el organismo hacia
tejidos transplantados. El los afios 40 George Snell demostré que el rechazo a
transplantes era una reaccion inmunoldgica montada por el organismo del

receptor contra los antigenos extrafios que habian sido transplantados ‘.

El estudio del Sistema HLA es el elemento central en la compatibilizacion
entre donante y receptor para el trasplante de 6rganos y tejidos debido a que a
mayor compatibilidad a nivel de estos antigenos existiria una mayor sobreviva
del injerto. Los antigenos HLA tienen una gran importancia en la seleccion y
presentacion de diferentes péptidos a células T, regulando de esta manera la
respuesta inmune tanto a antigenos provenientes de microorganismos
patogenos, como a antigenos propios, lo que reviste gran importancia para el
desarrollo de vacunas de nueva generacion. También este sistema debido a su
extenso polimorfismo, cuyo conocimiento se ha ido incrementado con ayuda
de los métodos moleculares, constituye una poderosa herramienta en la
investigacion de una serie de problemas relacionados con la biologia
molecular, la inmunogenética, susceptibilidad a las enfermedades y

variabilidad inter e intrapoblacional.

En la mayor parte de los paises del mundo se han hecho estudios para
determinar las frecuencias antigénicas y génicas de los antigenos de

histocompatibilidad (HLA) esto con las finalidades primero desde el punto



vista antropologico, y también para que el equipo de transplantes conozca cual
es la probabilidad de que un determinado receptor de 6rgano pueda encontrar
un donante entre un grupo de donantes no relacionados.

Por ultimo sobre la aplicacion de la tipificacion por el método de biologia
molecular y su aplicacion en la secuenciacion directa del ADN, analisis del
tamafio de los fragmentos de restriccion del ADN y la reaccion en cadena del
ADN polimerasa, ya que €sta es la herramienta basica que se ha utilizado en

este trabajo.

I1. JUSTIFICACION

Es bien conocido que la determinacion de la compatibilidad de los tejidos a
nivel del MHC es necesaria para la aceptacion de los transplantes. También es
sabido que el riesgo de rechazo se incrementa cuando el donante es

heterocigoto y el receptor es homocigoto para el mismo locus HLA.

En nuestro medio se tropieza con el gran inconveniente de que la mayoria de
los pacientes que ingresan al programa de transplante renal estan recibiendo el
servicio de hemodidalisis y casi todos han recibido por lo menos una
transfusion que es un factor de sensibilizacion frente a antigenos HLA. Por
otro lado gran parte de los pacientes que solicitan la tipificacion HLA no
cuentan con donantes relacionados (padres, hermanos u otros familiares) lo
que dificulta que este paciente pueda encontrar un donante compatible entre la
poblacion de donantes no relacionados ya que el HLA humano es uno de los
genes mas polimorficos de nuestro genoma. Ya que la compatibilidad HLA
esta directamente relacionada con la sobrevida del injerto, se hace necesario

realizar estudios para determinar cual es la frecuencia de las moléculas de



histocompatibilidad en nuestra poblacion. Este estudio seria de utilidad para el
equipo de transplantes, puesto que una vez conocida la tipificaciéon de un
determinado receptor podriamos saber la probabilidad de que este encuentre
un donante compatible en el resto de la poblacion de donantes no
relacionados. Por otro lado este estudio nos permitira conocer la caracteristica
genética de nuestra poblacion al nivel HLA clase II y comparar esta con otras
poblaciones de Latinoamérica para determinar el grado de similitud o de

diferencia que tenemos entre estas poblaciones.

Por ultimo conocer las frecuencias antigénicas de las moléculas HLA en
nuestra poblacidn nos permitird conocer las caracteristicas genéticas de
nuestra poblacion al nivel de los genes de histocompatibilidad, haciendo
hincapié primordialmente en la determinacioén de las frecuencias antigénicas

que son caracteristicas de la poblacién pacena.

I11. ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL PROBLEMA

Los antigenos leucocitarios humanos (HLA) representan al complejo principal
de histocompatibilidad en humano. El HLA esta dividido en varios grupos. El
HLA clase I (mayormente los loci A, B y Cw) estan involucrados en el
rechazo por la respuesta inmune celular debido a que estas glicoproteinas se
presentan en todas las células nucleadas del organismo y el HLA clase II
(representado por la regiéon D que tiene como loci importantes al DRBI,
DQBI1 y a veces DPB1) cuyos productos glicoprotéicos se expresan en la
superficie de los linfocitos B, linfocitos T y células endoteliales activadas,
monocitos, macrofagos y células dendriticas. Debido a que su funcion

principal es la presentacion antigénica a los linfocitos T se dice que pueden ser



tan polimorficos como polimorficos sean los microorganismos del planeta.
Estas moléculas se heredan de forma co-dominnante por lo que la mayoria de
los individuos son heterocigotos ®. Este alto nivel de polimorfismo es de
caracter protector porque incrementa la probabilidad de que un individuo
pueda presentar a sus linfocitos un péptido antigénico de un determinado

. . . . @3
microorganismo y favorecer de esta manera nuestra supervivencia. ®

Hasta nuestros dias en los talleres internacionales de histocompatibilidad se
han reportado mas de 1300 alelos diferentes de entre los 12 alelos HLA
expresados por las células humanas, esto apoya a la teoria que no existe otro
loci genético mas polimorfico que el HLA como ejemplo se sabe que el HLA-
B tiene mas de 400 variantes alélicas conocidas. Este problema de la gran
variabilidad ha llevado a los cientificos a desarrollar métodos mas sofisticados
y precisos para realizar la tipificacion HLA en los estudios de genética de
poblaciones y compatibilidad para transplante . En este trabajo nuestro

interés en focalizarnos en lo referente a la compatibilidad para transplantes.

Este extenso polimorfismo esta relacionado con la poca probabilidad de
encontrar donantes compatibles entre individuos no relacionados y por ende se
aumenta la probabilidad de que se produzca el rechazo del injerto en los
primeros afios de realizado el transplante. Esto ocurre porque el 105 de los
linfocitos T estan capacitados para conocer el cambio de un aminodcido en la
estructura del los HLA alogenitos ya durante el proceso de maduracion timica

todos los linfocitos T se volvieron MHC restringidos *>*”

Cuando se tiene un receptor de 6rgano que presenta un alelo que no se

presenta frecuentemente en una poblacion determinada el equipo de



transplante se ve en la necesidad de recurrir a las bases de datos de frecuencias
HLA de los diferentes grupos étnicos o raciales de un pais para determinar un
area geografica en la cual viven donantes voluntarios potenciales que puedan

ser compatibles a nivel de ese aleo "

En casi todos los paises de Sudamérica se han realizado estos estudios de
polimorfismos del loci HLA primero con fines antropologicos y después para
estudios de asociacion HLA-enfermedad y estos estudios se han visto en gran
manera favorecidos por la abundante cantidad de datos que se obtiene a través
de los bancos de donantes de organos . Entre estos grupos de investigadores

9 que realizd un estudio para determinar las

se puede citar a Morales ¢
frecuencias antigénicas de los pobladores de varias provincias del nor-este
argentino. Paradoa y cols " en cuba realizaron un estudio para determinar
también las frecuencias antigénicas del HLA en esa poblacion y compararon
los resultados con otros grupos raciales de Norteamérica, Europa y Africa. En
Brasil Rivera y cols @ realizaron un estudio con las mismas caracteristicas
para determinar las frecuencias antigénicas del loci HLA entre grupos étnicos
de ese pais. Finalmente como ejemplo citamos a Cervantes y cols ©¥ que
realizaron una comparacion entre las frecuencias antigénicas del loci HLA de
ciudadanos peruanos frente a ciudadanos bolivianos y encontraron que entre
las dos poblaciones existen diferencias en determinados alelos HLA que se
encuentran mas frecuentemente en la poblacion peruana y otros en la
poblacién boliviana, pero es importante aclarar que la muestra analizada era
poco significativa desde el punto de vista estadistico.

Estas experiencias de los investigadores de nuestro continente nos motivan a

la realizacién de un estudio de similares caracteristicas en nuestro pais para

determinar cuales son los alelos HLA mas frecuentes en la poblacion



boliviana en general y la pacefia en particular, otra motivacioén es que estos
resultados puedan servir a los equipos de transplante de nuestro pais para que
puedan hacer una mejor seleccién de los donantes o determinar en que punto
del pais se podria encontrar un donante voluntario no relacionado que posea

los mismos alelos que el receptor del 6rgano.

V. MARCO TEORICO

A. EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD Y SU
DESCUBRIMIENTO

Se comenzd a pensar en el MHC cuando en los afios 20, utilizando técnicas
clasicas para el estudio de rechazo de tumores y tejidos trasplantados, los
investigadores notaron que los injertos de piel de un animal o entre animales
de la misma cepa, habitualmente no eran rechazados y los injertos entre
animales de diferente cepa eran rechazados con frecuencia, asi se establecio la
existencia de una base genética para el reconocimiento del injerto como un
tejido extrafo y a los genes responsables de este fendmeno se les denominéd
genes de histocompatibilidad” . En los humanos el equivalente del MHC que
se denomina HLA “Human Leucocites Antigens”, ya que originalmente fue
descrito en células blancas de la sangre . El sistema HLA constituye uno de
los sistemas genéticos mas fascinantes del hombre, capaz de codificar una
serie de moléculas (moléculas del HLA tipo I y tipo II) presentes en las
membranas de la mayoria de las células nucleadas del organismo implicadas
en procesos vitales basicos, tales como la respuesta inmunologica, con el fin

de mantener la integridad del individuo y de la especie. Considerado



inicialmente como un simple marcador genético, los esfuerzos en la busqueda
de su aplicacion clinica estan a la orden del dia asocidndose a diversas

. . . . , . 9
enfermedades sobre todo autoinmunes o con disfunciones inmunologicas .

El MHC es un sistema poligénico que contiene muchos genes estructural y
funcionalmente relacionados y altamente polimorficos, puesto que en la
poblacién existen multiples alelos para cada gen. Los distintos genes del
complejo estan ademas estrechamente ligados y tienden a heredarse como una
unidad, como un complejo supergénico o haplotipo, entendiéndose como tal a
una combinacion particular de genes en un complejo génico o en un
cromosoma. En la poblacion de individuos de una especie existiran entonces
teoricamente tantos haplotipos MHC como diferentes combinaciones de alelos

de distintos genes del MHC. '?

En los afios 60s, se descubrié que los sueros de mujeres multiparas eran
capaces de reconocer moléculas del MHC de sus esposos, desde entonces la
identificacioén de los antigenos se ha realizado por técnicas de aglutinaciéon y

luego por microcitotoxicidad dependiente de complemento.

La importancia de las moléculas de MHC en la respuesta inmune se descubrid

en 1974 cuando Zinkernagel y Doherty "'

observaron que linfocitos T
aislados de un raton infectado podian reconocer células de otro raton
infectadas por el mismo virus solo en el caso de que ambos expresaran la
misma isoforma de MHC, demostrando que en la activacion de las células T
intervienen tanto determinantes del antigeno como de las moléculas del MHC.

Es lo que se conoce como restriccion por el MHC.



Los fragmentos de longitud variable provenientes de moléculas extrafias o
propias al organismo y que ingresan a la célula presentadora del antigeno, son
procesados por la maquinaria celular. Con el advenimiento de las técnicas de
biologia molecular se ha incrementado considerablemente el conocimiento
sobre la ubicacion de genes y las regiones reguladoras del MHC, asi como la

.. ., , r— 13,14
tipificacion por sondas alelo-especificas y por secuenciamiento ! *'¥.

Asi, los antigenos del MHC humano inicialmente identificados por técnicas
seroldgicas, han sido luego subdivididos al disponer de sus correspondientes

secuencias nucleotidicas

A.l. LOCALIZACION DE LOS GENES DE LAS MOLECULAS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD

El MHC se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6. Ocupa un
segmento de aproximadamente 3500 kb (3.500.000 bases) de ADN. Dentro
este complejo se ubica un conjunto de genes que codifican y controlan la
sintesis de glicoproteinas de membrana celular, las cuales se expresan en las

diferentes poblaciones de cé¢lula inmuno competentes. (Ver figura 1).
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Figura.l. Fuente. Vasquez Gloria. Complejo Mayor de Histocompatibilidad y
Autoinmunidad 1999. Localizacion cromosémica de los componentes del complejo

principal de histocompatibilidad.

El sistema proteico HLA tiene una caracteristica de suma importancia y es la
presencia de un desequilibrio de enlace (ligamiento) entre alelos de un loci, lo
cual se manifiesta en el hecho de que dichos alelos se hereden juntos en forma
preferencial. El desequilibrio de enlace génico puede ser consecuencia de la
seleccion natural entre una combinacion génica especifica. También puede ser
debido al hecho de que la poblacién esta en un estado de transicién y no ha

alcanzado aun equilibrio.

Estos genes codifican para la expresion de los Antigenos HLA clase [ y HLA
clase II denominados HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-G,
HLA-D, HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ. Igualmente se encuentran los genes



HLA clase III que gobiernan la sintesis de los factores del complemento como

son C2, C4A y C4B de la via clésica de activacion y el factor Bf de la via

alterna ',
Moléculas HLA clasicas y no clasicas
HLA Formas
Clase I clasicas A, By Cw
Clase II no clasicas E,F,GyCDI1
Clase II clésicas DR, DQ y DP
Clase II no clasicas DM, DN y DO

Tabla 1. Fuente. Marti M. Procesamiento de antigenos. Se resaltan las moléculas HLA

clasicas que tienen importancia para transplante de médula 6sea y 6rganos solidos.

A.2. FUNCION DE LAS MOLECULAS DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Las Moléculas MHC son esenciales para el reconocimiento inmunitario. Su
principal funcién es unir fragmentos peptidicos de origen propio o extrafio y
presentarlo al complejo TDR-CD3 de los linfocitos T para su posterior

reconocimiento.

Las células T citotdxicas “CD8+”, involucradas en el reconocimiento y el
rechazo de células infectadas por virus y células tumorales, reconocen el
antigeno unido a moléculas de clase I y las destruyen. Las células T
cooperadoras “CD4+” reconocen el antigeno unido a moléculas de clase II en
las células presentadoras de antigenos; entonces, pueden cooperar con los

linfocitos B para inducir la produccion de anticuerpos o por otro lado liberar



citocinas que ayuden a los macrofagos a destruir los microorganismos

intracelulares.

Cuando un animal es infectado por un virus, sus linfocitos T citotoxicos
quedan sensibilizados y destruiran las células infectadas por ese virus. Sin
embargo, estos linfocitos no podran destruir células infectadas con el mismo
virus que tengan un haplotipo HLA distinto. Este fendémeno se conoce como
citotoxicidad restringida por el haplotipo o restriccion MHC, e implica un
doble reconocimiento de un antigeno viral y una molécula HLA propia. De
hecho, las moléculas de clase I son como marcadores de superficie que guian a

las células citotoxicas hacia sus dianas.

La restriccion MHC se aplica también a los linfocitos T cooperadores (Th),
que reconocen el antigeno en los macrofagos y en los linfocitos B en

asociacion con moléculas de clase I1.

En este caso, las moléculas de clase II actian como senales de reconocimiento

entre las células presentadoras de antigenos y los linfocitos.

Estas interacciones genéticamente restringidas son caracteristicas de las

reacciones inmunitarias en las que estan involucradas las moléculas MHC.

En cuanto a la variacion alotipica, es decir, el enorme polimorfismo dentro de
las moléculas MHC, se ha propuesto que su funcién es impedir que los
microbios puedan evadir al sistema inmune, ya que si existiera un niamero
limitado de moléculas MHC, un microbio podria cambiar sus antigenos de

superficie hasta conseguir una estructura que no pudiera unirse a ninguna



molécula de MHC, de manera que las células T no podrian reconocerlo; sin
embargo, con muchas moléculas MHC disponibles dentro de un gran pool
génico, es improbable que surja un antigeno que sea incapaz de unirse a

ninguna de estas moléculas.

La "contrapartida" es que la posesion de determinados antigenos de
histocompatibilidad hace que el individuo sea mas susceptible a presentar

determinadas enfermedades de tipo autoinmune.

Enfermedad HLA Riesgo Relativo
Sindrome de Reiter B27 37
Espondilitis B27 106
anquilosante

Tiroiditis de Hashimoto B47 15
Tiroiditis de Hashimoto DR5 3
Esclerosis multiple DR2 5
Artritis reumatoide DR4 4
Diabetes juvenil DR3/DR4 3-6
Enfermedad celiaca DR3/DR5/DR7 30

Tabla 2. Fuente Martha Pérez Rodriguez. HLA y enfermedad. Revista medica del IMSS
suplemento 2005. Riesgo relativo (RR) es la fuerza de asociacion de una enfermedad con un
determinado antigeno o alelo HLA. EI RR superior a 1 indica asociacion positiva: el RR a 1

indica proteccion.



A3. ESTRUCTURA DE LOS GENES DE LAS MOLECULAS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD CLASE |

Estos genes codifican para la expresion de una serie de moléculas presentes en
la superficie de las células nucleadas. Estas moléculas son Glicoproteinas de
membrana (cadena pesada de peso molecular de 44k) que se asocian a un
segundo polipéptido denominado beta 2-microglobulina (de peso molecular 12
K), la cual es codificada en el cromosoma 15. Cada cadena pesada puede ser
dividida en regiones: tres dominios extracelulares (cada uno de
aproximadamente 100 aminoacidos de largo), una region de transmembrana y
una cola citoplasmatica. Cada cadena pesada es inicialmente sintetizada con un
péptido endégeno en su amino terminal (ver Figura 2). Este péptido es
removido del polipéptido durante el transporte a la superficie celular y no se le

P 1
encuentra en la proteina madura "'®.
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Figura 2. Fuente. Estupifi4n Sandra y col. Complejo Mayor de histocompatibilidad y
desarrollo de vacunas 2004. Estructura de la molécula de MHC clase I. La molécula de
MHC clase I tiene tres dominios globulares alfa 1 (Amarillo), alfa 2 (verde) y alfa 3 (azul).
El dominio alfa 3 est4 estrechamente relacionado con la beta 2 microglobulina (Rosado).
Una conformacion flexible y extendida, los extremos de esta hendidura estan cerrados de

manera que pépticos de mayor tamafio no pueden encajar.

Los loci de clase I son muy similares entre si. Las secuencias que identifican
un alelo del locus A de un alelo del locus B o Cw estan localizados en el
primer exon, o en los exones localizados en el 3’ del gen (que codifican las
regiones de transmembrana y citoplasmatica) o en los intrones que separan a

los exones.

Cada exon dentro de un gen codifica una region especifica de la cadena pesada
clase I. En los alelos de Clase I, los exones segundo y tercero que codifican el

primer y segundo dominio de las cadenas pesadas, contienen la mayoria de las



diferencias alélicas. Existen tres moléculas de Clase I denominadas HLA-A,
HLA-B y HLA-Cw, las cuales presentan los péptidos a los linfocitos T CDS.
Una caracteristica fundamental de las moléculas de Clase I es su enorme
polimorfismo poblacional. Actualmente el uso de métodos moleculares
permite una mayor exactitud para la determinaciéon de subalelos HLA. El
comité de nomenclatura HLA de la Organizaciéon Mundial de la Salud realiza
talleres internacionales de Histocompatibilidad para definir especificaciones
para los diferentes Loci. La expresion de estas moléculas es codominante por
lo que la mayoria de los individuos son heterocigotos. Cada célula de un
individuo expresa por lo menos tres diferentes moléculas de clase I. HLA-A,
HLA-B y HLA-C. Estas moléculas son muy similares entre si. Hay
aproximadamente entre 0,5 a 1 millén de moléculas de clase I en la superficie
de una célula. Es un loci altamente polimoérfico. La designacion es dada por
numeros. Por ejemplo, A*0202 y A*0301 son alelos del locus HLA-A.
B*2701 es un alelo del locus HLA-B. Existen alelos nulos o no expresados el

cual se identifican con la letra “N” en el nombre del alelo, por ejemplo,

A*2411N Y7,

A4. ESTRUCTURA DE LOS GENES DE LA MOLECULA DE
HISTOCOMPATIBILIDAD CLASE 11

Los genes que codifican las cadenas a y B y de las proteinas de clase II estan
localizados uno cerca del otro, se ubican cerca al centromero en la siguiente
secuencia: DP, DQ y DR. Otros genes también ubicados en la misma region,

no presentan productos génicos como los SX, DZ, DO, DX y DV ¥,



Estas glucoproteinas estan constituidas por un heterodimero, con una cadena o
de 229 aa (32-34 KD) y una B de 237 aa (28-29KD, unidas no
covalentemente.

Cada cadena posee dos dominios globulares externos, con puentes de
disulfuro intracaternarios en ambos dominios de la cadena a. Durante su
sintesis y transporte intracelular, el dimero a - B se halla asociado de 31 KD

llamada invariante.

COOH  CcooH

Figura 3. Fuente. Estupifidn Sandra y col. Complejo Mayor de histocompatibilidad y

desarrollo de vacunas 2004. Estructura de la molécula MHC clase II La molécula de MHC
clase II estd compuesta por dos cadenas polipeptidicas diferentes (o y B) las cuales estan

asociadas de manera no covalente.

El complejo migra a través del aparato de Golgi y luego hacia los endosomas,
en donde el pH 4cido liberaria la cadena invariante. Cada cadena esta
codificada por un gen respectivo en el sistema HLA, denominados
DRA1/DRB1, DQA1/DQB1 y DPAI1/DPBI1. Algunos individuos expresan
ademas productos denominados: DRw52, DRw53 o DRB51,donde la cadena



DRA es igual a la que esta presente en las moléculas HLA-DR y la cadena

beta es producto de un gen denominado DRB3,DRB4 o DRBS5.

La informacion de un gen en particulas no se localiza en una sola porcion de
pares de bases sino que se encuentra en multiples segmentos de ADN de doble
banda llamado exones. Estos segmentos, a su vez, son separados por
segmentos de ADN interpuestos llamados intrones. El conjunto entero de
exones que contiene la informacion codificante para una cadena polipeptidica

completa constituye un gen.

La estructura dominante de las proteinas de clase II es un reflejo de arreglo
exon/intron de los genes a nivel del DNA. Los genes de la cadena alfa
contiene 5 exones, el primero codifica la sefial de secuencia, el segundo el
dominio extracelular alfa 1, el tercer exon codifica el dominio extracelular alfa
2, el cuarto la porcion transmenbrana y la citoplasmatica y el quinto codifica
la region 3'UT. Los genes de la cadena B tienen un arreglo idéntico excepto
para la cola citoplasmatica la cual es codificada por el exon 5 separada de la
region 3'UT por 24 pb, cerca del exon 6""”. Los genes alfa y beta de los
diferentes subgrupos difieren significativamente en la longitud de sus intrones.
La sub-regién DR es tnica entre los antigenos HLA clase II, la organizacion
de los genes de la cadena B no es la misma para todos los haplotipos.

(Ver Figura 4)
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Figura 4. Complejo mayor de histocompatibilidad o complejo HLA, localizado en el brazo
corto del cromosoma 6. Del centromero al telomero el sistema HLA consta de genes de
clase II, III y I. El sistema HLA de clase II comprende tres familias principales de genes,
DP, DQ y DR, que codifican para los antigenos de histocompatibilidad HLA-DP, HLA-DQ
y HLA-DR, asi como otros genes de funcién mal conocida. El sistema HLA de clase III
comprende los genes C2, C4B, C4A y Bf, entre otros, que codifican para ciertas proteinas
del complemento. El sistema HLA de clase I se compone de los genes B, Cy A, y otros de
funcién desconocida, que codifican para sus correspondientes moléculas HLA B, HLA Cy

HLA A. Modificada de Billiard et al..

A.5. MECANISMOS DE GENERACION DEL POLIMORFISMO

El polimorfismo del MHC es el resultado de un largo proceso de evolucion 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 combinacion de secuencias completas entre diferentes alelos,
bien mediante un proceso de recombinacion génica o bien mediante el
proceso denominado conversion génica, segin el cual una secuencia es

reemplazada por otra semejante de un gen homdlogo.

La recombinacion entre alelos del mismo locus parece ser el mecanismo mas
frecuentemente utilizado para la creacion del polimorfismo y asi muchos
alelos diferentes pueden proceder de procesos de recombinacioén 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 *°.

A.6. POLIMORFISMO DE LAS MOLECULAS HLA CLASE Il

El polimorfismo de los antigenos de HLA clase II tiene un significado
fundamental en la funcién de las moléculas de HLA clase II con relacion a la
restriccion inmune de las interacciones celulares. Los residuos polimorficos de
los antigenos de clase Il estdn principalmente localizados en el dominio
externo NH2-terminal de la cadena B. Codificada por el segundo exon. Las
expresiones alelicas de los antigenos HLA-DR y DQ representan numerosas
especificidades y estan determinadas primeramente por las variaciones alélicas

en el segundo exon de los genes DRB1 y DQBI respectivamente ***".



Mas aun, los epitopes celulares definidos que contienen las especificidades
HLA Dw estan en la mayoria de los casos correlacionados con las variaciones
alelicas en el mismo exon del gen DRB1 ®". Los alelos HLA clase II, se
definen inicialmente por las letras de cada sub-region DR, DQ o DP, a
continuacion la letra alfa o beta de acuerdo a la cadena a la cual codifican.
Luego los dos digitos indican el subtipo y los dos siguientes indican el nimero

cronologico respectivo.

El polimorfismo localizado en el exon 2 de los cuatro genes DRB expresados,
estan restringidos a tres regiones hipervariables en las posiciones de los
aminoacidos 9-13, 26-33 y 67,74. Entre los genes de HLA clase II estas
variaciones estructurales son la clave de las diferencias funcionales en el
reconocimiento inmune, del fenomeno de presentacion antigénica a lo que
conlleva a la inmunomodulacion a la respuesta inmune, al procesamiento y
presentacion de epitopes inmunogenicos y la susceptibilidad o resistencia a la

enfermedad %%,

Las moléculas HLA clase II se encuentran en la superficie de las cé¢lulas del
sistema inmune como linfocitos B y macrofagos, (células presentadoras de
antigenos que juegan un papel fundamental en el reconocimiento de antigenos
foraneos). Cada célula del sistema inmune de un individuo expresa tres

diferentes tipos de moléculas de clase II, HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DQ.

Estas moléculas son similares entre si y se estima que hay entre 0,5 y 1 millén

de moléculas de clase II en la superficie celular ***.



En la region HLA clase I de lo alelos HLA-B ese encuentran agrupadas en
dos familias HLA-Bw4 y Bw6 que ellos residen sobre un hepitope tinico sobre
cada molécula clase HLA-B y son claramente diferentes del hepitope que
determina la especifidad de cada molécula HLA-B expresada en Bw4 o el

sub-tipo de Bw6 ademas de una especifidad de HLA-B(privada) .

Especificidades de los alelos privados:

> DR51 (DRBS5): DR2 (DRB1*15/16)

> DR52 (DRB3): DR3 (17/18; DRB1#03), DRS (DRB1*11/12), DR6
(DRB1*13/14)

> DR53 (DRB4): DR4 (DRB1*04), DR7 (DRB1*07), DR9 (DRB1*09)

De la misma manera los alelos HLA-DR también se encuentran asociadas con
subtipos, sin embargo los subtipos de HLA-DR no son alelicos uno con el otro
ellos se encuentran codificados por genes separados “(HLA-DRB3,-b4,-b5) y
son moléculas distintas (HLA-DR52,-dr53,-dr51, respectivamente) (serologia)
Aunque todo el HLA-DR4 / 7 / 9 llevan el gen estructural HLA-DRB4, no
todos ellos expresan la molécula HLA-DRA4.

La expresion sin embargo es restringida al HLA-(B57): DR7 (Dwl1): DQ9
esto debido por una sustitucion de la Guanina en el sitio 3" al final del primer

intron, cambiando a AG (Adenina y Guanina).( Ver Tabla 3 ).



Locus Alelos DNA Equivalentes

Serologia
HLA-A 119 40
HLA-B 245 88
HLA-C 74 9
HLA-DRBI 201 80
HLA-DQBI 39 7
HLA-DPBI 84 (-)

Tabla 3. Fuente. Rhodes David and Trowsdale Jhonn. Genetics and Molecular Genetics

of the MHC. Numeros de alelos correspondientes al Locus HLA-A, B, C, DRB1, DQBI1*,
DPB1*

A.7. EXPRESION Y REGULACION DE LAS MOLECULAS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD

El ARN mensajero de cada cadena se traduce en ribosomas unidos al reticulo
endoplasmico rugoso. Tras la escision del péptido lider y entrada del resto de
la cadena al lumen del reticulo endopldsmico, se produce la maduracion al
transitar el polipéptido desde este reticulo al aparato de Golgi (adicion de
oligosacaridos); finalmente, el péptido madurado (que en su caso se habra
asociado con otros péptidos), viaja en vesiculas membranosas que se fusionan
con la membrana citoplasmica, lo que permite la inserciéon en esa membrana

de las moléculas de MHC.



Las moléculas MHC no viajan solas desde el RE hasta la superficie, sino que
requieren una serie de proteinas imprescindibles para su adecuado ensamblaje

y para que se inserten los péptidos dentro del surco. *¥

Ultimamente se esta investigando bastante en los aspectos de regulacion
genetica de los genes del complejo MHC. Los promotores estdn dotados de
tipicas "cajas TATA" y a menudo cuentan con secuencias de tipo CAAT. Se
han identificado diversos intensificadores (enhancers) con secuencias

conservadas que interaccionan con proteinas reguladoras especificas.

Se sabe que los genes de MHC pueden ser regulados tanto de modo positivo
como negativo. Por ejemplo: El MHC-I aumenta su expresion ante interferon
alfa y factor de necrosis tumoral (TNF). Ademas, los interferones alfa y beta,
y el interfero6n no inmune activan la trascripcion de otros genes que también
participan en las respuestas mediatizadas por el MHC: el gen de la B,-
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.

Obviamente, el significado adaptativo de este control genético positivo estriba
en que permite aumentar la cantidad de moléculas MHC de clase I capaces de
presentar péptidos derivados de algiin microorganismo intracelular (como un

virus), para que sean reconocidos por los linfocitos T CDS".



El interferon alfa (pero no el alfa ni el beta) induce aumento de la trascripcion
de los genes de clase II, por medio del llamado transactivador de MHC de

clase II (abreviadamente, CIITA). ¢>2*2%

A.8. EXPRESION DE LAS MOLECULAS DE
HISTOCOMPATIBIULIDAD EN DIFERENTES TEJIDOS

Las moléculas de clase I se encuentran presentes en la mayoria de las células
nucleares del organismo pero no en todas, dado que, en algunas
localizaciones, su expresion es minima o incluso nula, como sucede en el
endotelio, glandulas de Brunner duodenales, trofoblasto velloso o neuronas

del sistema nervioso central.

La expresion de las moléculas de clase II se encuentra fundamentalmente
restringida a macréfagos, monocitos, linfocitos B y cuando estan activados

también en linfocitos T y NK.

[gualmente se encuentra expresado en alta densidad en otras células que
actlan como presentadoras de antigenos, tales como células dendriticas del
bazo, epidérmicas de Langerhans o células endoteliales. También se
encuentran en progenitores hematopoyéticos, células leucémicas y células de
diferentes tipos de tumores. Esta distribucion diferencial de las moléculas de
histocompatibilidad de clase I y II se encuentra directamente relacionada con
la diferente funcién de cada tipo de moléculas . Los niveles relativos de las
moléculas HLA en diferentes oOrganos y tejidos son muy variados.

(Ver Tabla 4).



TEJIDO / CELULA HLA clase | HLA clase 11
LINFOCITOS T -+ Solo activos
LINFOCITOS B +++ +++
MACROFAGOS +++ + [ ++
CEL. DENDRITICAS +++ -+
EPITELIO TIMICO - 1t
NEUTROFILOS +++ -
PARENQUIMA: HIGADO, + -

MUSCULO.

NEURONAS

HEMATIES

TABLA 4. FUENTE: JANEWAY, CH. (.19) Las moléculas clase I estan expresadas sobre
todas las células nucleadas, sin embargo ellas estan expresadas mayormente en las células
hematopoyéticas. Las moléculas clase II normalmente se expresan solo por un subset de
c¢lulas hematopoyéticas y por células del estroma timico, sin embargo ellas pueden ser
expresadas por otros tipos celulares sobre la exposicion de la citoquina inflamatoria
Interferon-gamma. * En humanos las células T activadas expresan molécula MHC clase II,
mientras en raton, todas las células T son MHC clase II negativas. ** En el cerebro la

mayoria de los tipos celulares son MCH clase II negativas pero en microglia, los que estan

relacionados con macrofagos, son clase II positivos.




B. TIPIFICACION DE LAS MOLECULAS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD

Se denomina tipaje HLA, al andlisis llevado a cabo en el laboratorio para
conocer los alelos HLA de un determinado individuo mediante métodos
serologicos, andlisis de genes por biologia molecular (Figura 6). y métodos
celulares. El tipaje HLA tiene especial interés en las siguientes situaciones:

* Estudio de la asociacion con distintas formas clinicas de una enfermedad.
Por ejemplo la diabetes insulino-dependiente esta asociada a DR3 y DR4 y

* En trasplantes de 6rganos y medula 6sea y

* Estudios de filiacion familiar.

La mayoria de los genes del HLA son altamente polimoérficos, como ya se
explico en el apartado anterior, y cada especificidad definida en la superficie
celular representaria un alelo diferente a nivel geonomico. Asi se han descrito

numerosos alelos para los diferentes loci HLA.

A Separacion
Estracidon -
de sangre de linfocitos

- Tipaje seroldgico clasico J

e . Exiraccion
de DIMNA
S — o Tlipaje
molecular

El tipaje HL.A se puede hacer bien mediante el sisterna seroldgico
clasico o bien mediante Biologia molecular.

Fig. 5 Fuente. R. Solana y Col. Moléculas de Histocompatibilidad métodos seroldgicos o

bien mediante biologia molecular



B.1. METODO SEROLOGICO

El método serolégico mas cominmente utilizado es el test de
microlinfocitotoxicidad, que se realiza enfrentando una poblacion de linfocitos
a una bateria de sueros o anticuerpos monoclonales que son especificos para
cada uno de los antigenos posibles. Posteriormente se afiade complemento de
tal manera que en los pocillos en los que se encuentre el antisuero especifico
para los antigenos de un individuo determinado, se producira la lisis celular
que podra ser visualizada al microscopio. Para visualizar la lisis, actualmente
se usan una técnica fluorescente con una mezcla de anaranjado de acridina y
bromuro de etidio. El bromuro de etidio se fija al ADN de las células muertas
(que aparecen de color rojo) y desplaza al anaranjado de acridina que tifie a las
células vivas de color verde brillante. Los cultivos se incuban y se hacen las

lecturas de viabilidad celular.
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Fig.6. Fuente. R. Solana y Col. Fundamento del test de microlinfocitotoxicidad utilizado
para el tipificaje de moléculas HLA.

Para llevar a cabo la tipificacion de los antigenos de clase II se utilizan

poblaciones purificadas de linfocitos B, ya que en estas células los antigenos



de clase II se expresan mas abundantemente que en los linfocitos T (de hecho,
las células T expresan cantidades significativas de moléculas MHC de clase 11
solo cuando estan activadas). Los linfocitos B se separan haciendo pasar
suspensiones de linfocitos totales a través de una columna empaquetada con
fibra de nylon. Por sus propiedades adherentes, las células B se retienen en el
nylon y posteriormente se despegan por manipulacion mecanica de la columna
de la que previamente se han eliminado, por lavado, las células no adherentes.
Existe a su vez, otro método mas utilizado y menos perjudicial para la
separacion de las células B que consiste en el uso de microesferas magnéticas
acopladas a anticuerpos contra antigenos especificos de estas células (el
antigeno CDI19, por ejemplo). La sangre se mezcla con las esferas y luego
éstas se separan en un campo magnético (con un iman) y se lavan para

.. y Q7
proceder a su tipificacion por serologia .

B.2. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

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 tamano de los fragmentos de restriccion del ADN (RFLP
restriction fragment lenght polymorphism).

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

reaction).



La secuenciacion 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.

La técnica de RFLP incluye la fragmentaciéon del ADN con enzimas de
restriccion, la separacion electroforética de los fragmentos, la transferencia de
los fragmentos separados a membranas de nylon, la hibridacién con sondas, de
secuencias conocidas, marcadas con isotopos radiactivos o con enzimas y la
deteccion del producto por autorradiografia, quimioluminescencia o

colorimetria.

La técnica de PCR permite amplificar segmentos particulares de ADN en

pocas horas (ver capitulo sobre métodos inmunologicos).

Las técnicas que actualmente mdas se utilizan para realizar tipaje HLA son
PCR-SSO y PCRSSP. La PCR-SSO que se basa en: amplificacion de la zona
polimoérfica del ADN por PCR, hibridacion con oligonucleodtidos especificos

de secuencia (SSO) fijados a membranas de nylon.

Con la técnica de PCR-SSP (Primers especificos de secuencia) solo se
consigue amplificacion en aquellas muestras en las que los primers
reconozcan el alelo para los que son especificos por lo tanto lo tnico que se
hace es probar la existencia o no de los productos amplificados.

(Ver Figura 7)
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Fig.7 Fuente. R. Solana y Col Fundamento del tipificaje HLA por biologia molecular
mediante de PCR-SSO.

B.3. METODOS CELULARES

También existe la posibilidad de detectar los antigenos de histocompatibilidad
por métodos celulares mediante el cultivo de mezclas de linfocitos, del
donante y del receptor. Esta reaccion que se conoce como CML (cultivo mixto
de linfocitos), se basa en la propiedad que tienen los linfocitos de proliferar
cuando se incuban en presencia de linfocitos portadores de antigenos

HLA diferentes. Los linfocitos con antigenos idénticos no estimulan las
respuestas proliferativas entre ellos. La proliferacion celular se puede
cuantificar utilizando diferentes técnicas, aunque la mas comun mide la
incorporacion de timidina tritiada (3HT) por las células proliferantes *”**. En
una variante de la reaccion, denominada CML unidireccional, las células

estimuladoras se tratan previamente con mitomicina C para inhibir su

capacidad de division celular, sin modificar su viabilidad (la mitomicina se



combina con los husos cromaticos evitando la segregacion cromosomica y la
mitosis) y asi las células so6lo funcionan como antigeno. Los cultivos de
células mezcladas se mantienen de 72 a 96 h antes de adicionar la timidina
radiactiva. De 4 a 18 horas después las células se colectan, se lavan y se
procesan para determinar la cantidad de radiactividad incorporada. La
incorporacion de 3HT se establece midiendo la emision de radiacion beta en
un contador de centelleo y los resultados se expresan como cuentas por

minuto (cpm)>”

C. HISTORIA DEL TRANSPLANTE

La idea de reemplazar deficiencias congénitas, tejidos y oérganos enfermos
mediante la donacién por parte de otros individuos sanos, es una aspiracion
antigua de la humanidad. Jabolus de Voragine en la “Leyenda Dorada” escrita
en el siglo XIII relata el trasplante del miembro inferior de un esclavo etiope
para tratar de sanar a un noble de la iglesia primitiva, realizado por Santos
Cosme y Damian. 30)

Muchos enfermos destinados irremediablemente a una muerte segura o a
llevar una vida sin calidad, han encontrado la solucion a sus problemas,
gracias a los progresos de la trasplantologia médica en el actual contexto de la
Revolucién Cientifico- Técnica.

La era moderna en el trasplante surge en 1952 al ser descubierto el Sistema
Principal de Histocompatibilidad, con el cual se conoce mejor Ia
individualidad genética de cada persona, y en 1954 se realiza el primer
trasplante renal por Joseph Murria, en el Hospital de Boston. Junto a esto fue

necesario desarrollar la inmunosupresion, se pas6 de los métodos fisicos como

las radiaciones (rayos x) a los biologicos, como el drenaje linfatico del



conducto tordcico o la esplenectomia hasta las drogas farmacoldgicas como la
azathioprina y la prednisona.

La actividad del trasplante engendra un problema, porque si bien algunos
organos o funciones simples pueden ser sustituidos por equipos artificiales y
alrededor de ello la ciencia y la técnica realizan un denodado esfuerzo, sin
embargo, la mayor parte de las veces, ello resulta insuficiente o se hace
imposible, entonces, se impone la necesidad del reemplazo por o6rganos y
tejidos de familiares sanos.

En ocasiones se utilizan personas después de fallecidas, pero existen drganos
como el corazon y el rifion que soportan mal la falta de suministro de oxigeno
y sus celulas se dafian enseguida, por lo que en estos casos es preferible
tomarlos de individuos que se encuentran en estado de muerte encefalica.®"
La problematica de los enfermos renales adquiere hoy una importancia
particular. El trasplante de rifion va siendo ya una practica generalizada, que
ha alcanzado un nivel de eficacia impresionante. Es la mejor solucion para
muchos pacientes cuya esperanza media de vida no sobre pasa los diez anos, y
que necesitan tres sesiones de hemodidlisis cada semana, durante cuatro o
cinco horas, como condicién indispensable para vivir. Esta situacion, como es
comprensible, no s6lo dificulta la integracion social del enfermo, sino que

afecta también a otros niveles de su personalidad. ©*

C 1. VARIACION GENETICA ENTRE DONANTE Y RECEPTOR

La variacion genética entre los individuos que causa diferencias de secuencia
de proteina estd en el corazon del problema de trasplante. En un esencialmente
la especie como el Homo sapiens tiene un grado considerable de

polimorfismo en sus alelos. Ain no tenemos una estimacion exacta del



numero promedio de proteinas cuya secuencia varia de un individuo al otro
pero debe ser mayor que unos cien, posiblemente tan altos como varios miles.

Obviamente la variacion es atin mayor entre individuos de la especie diferente.

C.2 RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO DE LA VARIACION.

Diferencias sin embargo genéticas entre el donante y el receptor son solo de
importancia en el trasplante si ellos causan la incompatibilidad. El trabajo
temprano experimental sobre la transplantacion realizado en en ratones
identifico una distincion muy clara entre una regién cromosomica y el resto
del genoma. La no identidad en esta region siempre conducia al rechazamiento
muy rapido del tejido trasplantado, incluso si esto era la unica diferencia
genética entre el donante y el receptor. Esta region por lo tanto fue llamada el
Complejo de Histocompatibilidad (MHC). Ahora sabemos que esta region
existe en todos los vertebrados y que es sumamente polimorfo, de modo que
en poblaciones de 2 individuos casi seguramente se diferencien en esta region
a no ser que ellos sean monocigoticos.

Sin embargo la compatibilidad no es verdadera, incluso si es idéntico en el
MHC, los trasplantes entre individuos probablemente son rechazados debido a
lugares menores histocompatibilidad. En el raton hay aproximadamente 50
lugares, en la gente probablemente mas. La distincion clave es aquella que se
encuentra en la region H, donde los lugares son 'menos fuertes' y en
particular la fuerza varia entre diferencias alelicas. Por ejemplo, los ratones se
diferencian solo en el lugar h-1 por lo que rechazaran injertos de piel en 25
dias si la piel de H-1b es trasplantada en recipientes de H-1c, pero en 100 dias
si el trasplante es hecho en la direccion inversa (por la comparacion injertos

MHC-DISPARES serdn rechazados en 11 dias en todos los casos).



D. LA EVALUACION PARA UN TRASPLANTE RENAL

La evaluacion se inicia con un dia completo de consultas iniciales entre el
paciente nefropata (Enfermo del rifion), los miembros de la familia, el cirujano
de transplantes, la enfermera de transplantes, la nutricionista y la trabajadora
social. Estas reuniones permiten que el individuo y los miembros de la familia
hagan las preguntas necesarias y tengan una mejor compresion con relacion al

transplante ©'->?.

Después de que se decide realizar el transplante, la preparacion se inicia. Los
estudios se realizan generalmente sin la necesidad de internamiento. Sin
embargo, ocasionalmente, los médicos interconsultantes podran ordenar

pruebas mas extensas que requieran internamiento al hospital.

Inicialmente, se obtendra sangre para determinar su tipo de sangre (A, B, AB
o O) para ver la compatibilidad del tipo de sangre con el donador potencial.

Los otros grupos sanguineos no son tipificados para transplante.

E. TIPOS DE RECHAZO EN EL TRANSPLANTE RENAL

Dependiendo de la velocidad con la que se produzca, se distinguen 4 tipos de
rechazo:

El rechazo hiperagudo, que se produce s6lo horas o incluso minutos después
de realizado el injerto, y el rechazo acelerado que se manifiesta durante los
primeros dias postransplante se producen, en la mayoria de los casos, por la

presencia de anticuerpos preexistentes en el suero del receptor frente a las



moléculas HLA del donante. El rechazo agudo, es aquel que se produce en el
primer mes postransplante. No se conoce el mecanismo exacto por el que se
produce un rechazo agudo, pero los hallazgos histologicos y la respuesta a la
terapia inmunosupresora indican que en ¢l intervienen tanto la inmunidad
especifica (humoral y celular) como otros mecanismos no especificos
(respuesta inflamatoria con estimulacion de polimorfonucleares, plaquetas y
macrofagos, etc.). Por tltimo, el rechazo cronico, se produce meses o anos

después del transplante y su etiologia no se conoce con exactitud.

Debemos aclarar que este esquema es sobre todo valido en el caso del
transplante renal, que al ser el mas extendido, sirve de modelo general para el

resto de los injertos ©**?.

F. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL RECHAZO DE ORGANOS

Nos hemos referido ya a que el éxito o el fracaso de un determinado
transplante, depende en gran medida de la relacion genética existente entre

donante y receptor.

Pues bien, cada especie animal posee un conjunto de genes denominado
genéricamente Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), y en el caso
de los humanos sistema HLA (del inglés Human Leukocyte Antigens), que
codifica para una serie de moléculas presentes en la superficie de las células,
que son las que determinan en gran parte el grado de compatibilidad o

incompatibilidad en el transplante de 6rganos.



Es evidente que la funcion fisioldgica de estas moléculas no es el rechazo de
organos o tejidos, pero el conocimiento que se tiene en la actualidad de ellas,
proviene en gran medida de la influencia que ejercen en la inmunologia del

transplante.

La presencia en los organos injertados de moléculas HLA distintas a las del
receptor (situacion de incompatibilidad HLA) provoca en éste el desarrollo de
anticuerpos y células T citotoxicas dirigidas frente a dichas moléculas, lo que
conduce al rechazo de dicho o6rgano. Por el contrario, si las moléculas HLA
presentes en el 6rgano injertado son iguales a las del receptor (situacion de
compatibilidad HLA), se reduce en gran medida la incidencia y la severidad

del rechazo, aumentando por tanto la supervivencia del injerto.

En la prevencion del rechazo (y de la GVHD en su caso) se puede actuar a
diferentes niveles. Antes del transplante, buscando la méxima compatibilidad
posible entre el donante y el receptor y asegurandose de que, en todo caso, el
receptor no tiene anticuerpos preformados contra los antigenos HLA del
donante; y después del transplante con el uso de una terapia inmunosupresora

4
adecuada a cada caso ©*3Y.



V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las frecuencias alélicas de los Loci HLA-DRB1* y DQB1* en la
poblacion de pacientes del Programa Nacional de Transplante Renal atendidos

en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto

SELADIS durante las gestiones 2000 a 2005.

V.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar, la edad y el sexo que son mas frecuentes en los pacientes
del Programa Nacional de Transplante Renal atendidos en el laboratorio
de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS.

e Determinar cuales son los Locus HLA-DR que son mas frecuentes en la
poblacién de pacientes del Programa Nacional de Transplante Renal
atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética
del Instituto SELADIS.

e Determinar cuales son los Locus HLA-DRB* que son mas frecuentes en
la poblacion pacena de pacientes del Programa Nacional de Transplante
Renal atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del Instituto SELADIS.

e Determinar cuales son los Locus HLA-DQBI1* que son mas frecuentes
en la poblaciéon de pacientes del Programa Nacional de Transplante
Renal atendidos en el Ilaboratorio de Histocompatibilidad e

Inmunogenética del Instituto SELADIS.



e Determinar la frecuencia de la asociacion entre los alelos privados del
locus DR y sus respectivos alelos publicos pacientes del Programa
Nacional de Transplante Renal atendidos en el laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS.

e Determinar la frecuencia de asociacion entre los alelos HLA - DR /
HLA - DQ en la poblacién pacientes del Programa Nacional de
Transplante Renal atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e

Inmunogenética del Instituto SELADIS.

VI. DISENO METODOLOGICO

A. POBLACION

La poblacion en estudio fueron 172 pacientes donantes y receptores de ambos
sexos y que comprendian de 0 a 80 afios de edad provenientes de los distintos
departamentos del pais exceptuando el departamento de Pando que acudieron
al instituto SELADIS con una orden medica para realizarse pruebas de
tipificacion HLA clase II durante las gestiones de 2000 a 2005.

No se incluyeron a 22 pacientes por no reportar el lugar de procedencia y la

edad pero se obtuvo los datos del sexo del paciente.



Grafico 1. Numero de pacientes atendidos segun el lugar de origen del
Programa Nacional de Transplante Renal atendidos en el laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS



B. TIPO DE ESTUDIO

Preliminar descriptivo de tipo transversal-retrospectivo y por conveniencia.

C. MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS
C.1. MATERIALES:

Gradillas para Eppendorf Jeringas multiples de 80 y 400 ul
Gradillas para tubos colectores Cronometros
Frascos con agua destilada Papel absorvente
Tubos colectores Hielo

Vaso precipitado 250 ml Parafilm
Probeta 50 ml Alcohol

Tubos Eppendorf Algodon

Tray PCR Barbijos
Micropipetas 20, 50, 200, 1000 ul Guantes

Tips Gorro

Jeringas de 10 ml Ligadura

Jeringas simples de 80 ul

C.2. EQUIPOS:

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

Programmable Thermal Controller PTC — 100
Electrophoretic Gel System EC — 350

Micro ondas Edition — I Daewoo

Transiluminador FBTI — 88 Mod. Fisher Scientific



C.3. REACTIVOS:

EDTA K3 Bromuro de Etidio
RNAasa H20 Inti
Isopropanol Etanol 70 %
Buffer de resuspension de DNA Azul de metilo
Gel de Agarosa 2% Taq DNA polimerasa ( Promega )
Master Mix Aceite mineral pesado
TBE 0,5 X
D. METODOS

D.1 Extraccién de DNA geondémico “Promega Wizard DNA genomic”.-

1. Se centrifugd 5 ml de la muestra de sangre periférica tomada en tubo
Vaccutainer con EDTA.K3 a 3000 rpm por 10 minutos

2. Se tomo 400 ul de la interfase y se transfiri6 a un tubo Eppendorf
nuevo, luego se agregd 900 ul de Buffer de lisis celular.

3. Se mezcl6 durante 20 segundos y se incub6 durante 10 min. a 37°C
en una estufa, luego se centrifug6 a 14 000 rpm por 1,5 min.

4. Se desechd el sobrenadante y se seco el Eppendorf sobre papel
absorbente.

5. Se agregd nuevamente al precipitado 900 ul de Buffer de lisis celular
y repetimos los pasos 3 y 4.

6. Al precipitado se agreg6 400ul de Buffer de lisis de nucleos y 1,5 de
RNAsa, se mezcld con ayuda de una micropipeta hasta que las

células agregadas se separaron lo mas posible.



7. Se tapd con parafilm y se incubo a 37 °C durante 30 min. Luego
atemperamos durante 2 min.

8. Se agregd 130 ul de Buffer de lisis de proteinas y mezclamos
suavemente.

9. Centrifugamos a 14 000 rpm durante 10 min.

10.Transferimos el sobrenadante a un nuevo tubo epenforf etiquetado
con la ayuda de una micropipeta.

11.Se agreg6 400 ul de Isopropanol y se mezcldo suavemente por
inversion (se noto el DNA precipitado). Luego se centrifug6 a 14000
rpm durante 1,5 min.

12.Se desecho el sobrenadante y se seco el tubo en papel absorbente

13.Se agregd 1 ml de Etanol al 70 % se mezcld por inmersion y se
centrifugd a 14 000 rpm durante 1,5 min.

14.Se volvio a repetir los pasos 12 y 13 por dos veces mas (Total 3
lavados con etanol al 70 %).

15.Después se desecho el sobrenadante y se llevo a secar los tubos a un
calentador (heating block) entre 50 y 75 °C durante 15 min.

16.Se resuspendio la muestra con el Buffer de resuspension de DNA,
tapamos el tubo con parafilm e incubamos en bafio Maria a 65°C
durante una hora

17.Para observar la calidad del DNA extraido, realizamos una corrida
electroforética en camara de electroforesis horizontal a 150 V y 300

mA para este fin utilizamos10 ul de la muestra.



D.2 Realizacion E del PCR-SSP “Dynal AllSet SSP — low resolution)

1. Se irradio con luz UV por 15 minutos todo el material necesario para la
realizacion de la PCR: (Tips, micropipetas, aceite mineral pesado, hielo,

guantes barbijos y gorros).

2. En el cuarto blanco se preparo el MIX en un tubo Eppendor mezclando los

siguientes reactivos: master mix, Taq DNA polimerasa (Promega).

3. En el cuarto azul se puso en contacto las muestras con los MIX,
primeramente se resuspendio bien la muestra de DNA y se afiadid al tubo

Eppendorf que tenia el MIX preparado previamente.

Master mix Taq Muestra Vol. Final MIX
HLA DR 2240 uL 2,24 uL 53,2ul 279,44 uL
HLA DQ 80,0 uL 0,80 uL 19,0 uL 99,80 uL

4. Una vez mezclado todos los reactivos, se sembrd en los tubos Tray PCR
que venian con los primers para cada uno de los alelos HLA DR o DQ, el tray
para HLA DR constaba de 24 tubos de 0,2 mL y el tray para HLA DQ
constaba de 8 tubos de 0,2 mL. Se sembro en cada uno de los tubos 10 uL del
MIX y se llevo al termociclador (Perkin Elmer 9600 o MJ PTC-100) para
realizar el proceso de PCR. Tanto para el HLA DR como para el DQ los

parametros de ciclaje de PCR fueron los siguientes:




1 |Desnaturalizacion 96 °C |2 min. desnaturalizacion
2 |10 ciclos 96°C |15 seg. desnaturalizacién
65°C| 60 seg. separacion y
extension
3 |20 ciclos 96°C |10 seg. desnaturalizacién
61°C|50 seg. separacion
72°C|30 seg. extension

5. Mientras se realizaba el proceso de PCR se prepararon el gel de agarosa al

2% y el tampdén TBE 0,5X (ver preparaciones en anexos).

6. Una vez finalizado el PCR se sembrd 8 ul de los amplicones en los

micropozos del gel de agarosa segin el esquema proporcionado por el

fabricante (ver anexos). Luego se realizé la electroforesis horizontal (150 V

300 mA por 10 minutos) utilizando el buffer TBE previamente preparado.

7. Terminada la electroforesis se llevo el gel al trasiluminador UV y se

visualizaron las bandas de DNA.

8. Se saco fotografia de

los geles para interpretar las bandas de DNA

obtenidas segun las recomendaciones del fabricante (ver anexos)




E. METODOS ESTADISTICOS

- Me¢étodos estadisticos de aplicacion en genética para determinar las

frecuencias antigénicas y las frecuencias genéticas.

- La sistematizacion y andlisis de los datos estadisticos se realizd6 manera

automatizada con ayuda del paquete estadistico SSPS 12.0.



VIlI. RESULTADOS

Segtn el lugar de procedencia de los sujetos de andlisis se determind que en
un 66,3% procedian del Departamento de La Paz y en un 7,0% del
Departamento de Potosi, siendo los otros Departamentos de Bolivia menos
frecuentes, en este estudio no participd ningiin paciente del departamento de
Pando.

Se analizaron las frecuencias segin edad y sexo de los 194 pacientes. Se
observo que predomind el grupo comprendido entre los 21 a 30 afios que
representan 24,4%, se encontrd un caso en el que el paciente era menor a 10
afnos y segun sexo se determind que el masculino presentaba una frecuencia

del 68,6% de los casos estudiados. (Ver graficos 2,3).






Grafico. 2 Numero de pacientes segln edad, obtenida de la poblacion de pacientes del
Programa Nacional de Transplante Renal atendido en el laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS durante la gestion 2000-

2005.
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Grafico. 3 Numero de pacientes segun sexo, obtenida de la poblacion general de pacientes
atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto

SELADIS durante la gestion 2000-2005.



A. ANALISIS DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS HLA CLASE II EN LA
POBLACION GENERAL DE PACIENTES ATENDIDOS DURANTE EL PERIODO

2000 - 2005

En el andlisis de las frecuencias alélicas de HLA clase II presente en los
diferentes receptores y donantes, se observo que el loci DR y DQ mas
frecuentes son DRB1*04 ( 24,2%), el DRBI1*08 (18,9%), el DQB1*301
( 16,8%), el DQB1*302 ( 15,3%), el DRB4* (57,9%) y el DRB3* (35,0%)

respectivamente.

Por el contrario los alelos menos frecuentes dentro la poblacidén general que
se ha encontrado en este estudio corresponde a los siguientes: DRB1*10

(0,8%), DRB1#12 (0,5%), DQB1*12; 402; 505 (0,7%) DRB5* (7,1 %).

En las tablas 8, 9 y 10 se observan los alelos HLA clase II del locus DRB1%*;
DQB1*; y DRB* con los respectivos alelos y sus frecuencias alélicas a los

cuales pertenece cada especificidad. (Ver tablas 5, 6,7).



Tabla 5.  Frecuencias alélicas del locus DRB1* obtenidas de la poblacion general de
pacientes atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del

Instituto SELADIS durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DR FRECUENCIA (%)

HLA DRB1*01 42 11,1




HLA DRB1*03 18 4,7
HLA DRB1*04 92 24,2
HLA DRB1*07 19 5,0
HLA DRB1*08 72 18,9
HLA DRB1*09 32 8,4
HLA DRBI1*10 3 0,8
HLA DRB1*11 12 3,2
HLA DRB1*12 2 0,5
HLA DRB1*13 33 8,7
HLA DRB1*14 35 9,2
HLA DRBI1*15 9 2,4
HLA DRBI1*16 11 2,9
TOTAL 380 100,0




Tabla 6.  Frecuencias alélicas del locus DQB1* obtenidas de la poblacion general de

pacientes atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del

Instituto SELADIS durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DQB1* FRECUENCIA (%)
HLA DQB1*01 12 9,2
HLA DQB1*02 9 6,9
HLA DQB1*03 3 2,3
HLA DQB1*04 15 11,5
HLA DQB1*05 10 7,6
HLA DQB1*06 9 6,9
HLA DQB1*07 4 3,1
HLA DQB1*12 1 0,7
HLA DQB1#201 2 1,5
HLA DQB1*301 22 16,8
HLA DQB1*302 20 15,3
HLA DQB1*303 15 11,5
HLA DQB1*401 2 1,5
HLA DQB1*402 1 0,7
HLA DQBI1%#505 1 0,7
HLA DQB1*5011 2 1,5
HLA DQB1*6011 3 2,3




TOTAL 131 100

Tabla 7. Frecuencias alélicas del locus DR* obtenidas de la poblacion general de
pacientes atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del

Instituto SELADIS durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DR* ALELOS FRECUENCIA ( % )
HLA DR3* 75 35,0
HLA DR4* 124 57,9
HLA DR5* 15 7,1
TOTAL 214 100

B. ANALISIS DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS HLA CLASE Il EN
LA POBLACION PACENA DE PACIENTES ATENDIDOS DURANTE
EL PERIODO 2000 - 2005

En este estudio se tomaron en cuenta ciento catorce pacientes procedentes del
departamento de La Paz, de los cuales la frecuencia alélicas de mayor
frecuencia para el locus DR fueron; DRB1*04 (25,9%) y DRBI1*08 (18,3%),
(Ver tabla 8).



Tabla 8. Frecuencias alélicas del locus DR obtenidas de la poblacion pacefia de pacientes
atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto

SELADIS durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DR FRECUENCIA (%)
HLA DRB1*01 27 12,1
HLA DRB1*03 17 7,6
HLA DRB1*04 58 25,9
HLA DRB1*07 8 3,6
HLA DRB1*08 41 18,3
HLA DRB1*09 18 8,0
HLA DRB1*10 3 1,3
HLA DRB1*11 8 3,6
HLA DRB1*12 1 0,5
HLA DRB1*13 18 8,0
HLA DRBI1*14 15 6,7
HLA DRB1*15 5 2,2
HLA DRB1*16 5 2,2




TOTAL

224

100

Para el locus DQ se determind que los

mas frecuentes son; DQB1*301

(18,8%), DQBI1*04 (12,2 %). De hecho el alelo representado por el Locus

DQB1*301 en la poblacion presenta la frecuencia mas elevada, por el

contrario los alelos menos frecuentes estdn representados por el locus;

DQB1*201; 401; 402; 505; 6011 (1,4 %) respectivamente.

Tabla 9. Frecuencias alélicas del locus DQ obtenidas de la poblacion

pacefa de pacientes atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e

Inmunogenética del Instituto SELADIS durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DQB1* FRECUENCIA (%)
HLA DQB1*01 6 8,1
HLA DQB1*02 6 8,1
HLA DQB1*03 2 2,7
HLA DQB1*04 9 12,2
HLA DQB1*05 7 9,3
HLA DQB1*06 5 6,8
HLA DQB1*07 2 2,7
HLA DQB1*12 2 2,7
HLA DQB1#201 1 1,4
HLA DQB1#301 14 18,8
HLA DQB1*302 8 10,8
HLA DQB1*303 8 10,8
HLA DQB1#401 1 1.4




HLA DQB1*402 1 1,4

HLA DQBI1*505 1 1,4
HLA DQB1*6011 1 1,4
TOTAL 74 100

Para el locus DRB* los alelos mas frecuentes fueron; DRB4* (59,3%),
DRB3* (33,3%), por el contrario el locus menos frecuente es; DRB5* (7,4%)

respectivamente.

Tabla 10. Frecuencias alélicas del locus DRB* obtenidas de la poblaciéon
pacefa de pacientes atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del Instituto SELADIS durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DRB* FRECUENCIA (%)
HLA DRB3* 41 33,3
HLA DRB4* i3 59,3
HLA DRB5* 9 7,4

TOTAL 123 100

C. ANALISIS DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS HLA CLASE Il
EN LA DEL RESTO DE LA POBLACION BOLIVIANA DE
PACIENTES ATENDIDOS DURANTE EL PERIODO 2000 - 2005

58 pacientes conformaban el restante de la poblacion boliviana de pacientes

que participaron en este estudio. El andlisis del locus DR determin6 que los




mas frecuentes eran: el DRB1*04 ( 21,5% ), y DRB1*08 (17,7% ) y los alelos
menos frecuentes eran: DRB1*15 (2,5 %) y DRB1*11( 3,2 %).
(Ver Tabla 11).

Tabla 11.  Frecuencias alélicas del locus DR obtenidas el resto de la poblacion boliviana
atendida en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS

durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DR FRECUENCIA (%)
HLA DRB1*01 16 10,4
HLA DRB1%03 9 5,7
HLA DRB1*04 34 21,5
HLA DRB1*07 10 6,3
HLA DRB1*08 28 17,7
HLA DRB1*09 12 7,5
HLA DRB1*11 5 3,2
HLA DRB1*13 14 8,8
HLA DRB1*14 20 12,6
HLA DRB1*15 4 2,5
HLA DRB1*16 6 3,8

TOTAL 158 100

Para el locus DQ se determind que los mas frecuentes fueron: DQB1*301
(17,6 %), y DQBI1* 302 (15,8%), por el contrario los alelos menos frecuentes
representado por su locus son; el DQB1* 03; 201; 401(1,7 %). (Ver tabla 12)



Tabla 12.  Frecuencias alélicas del locus DQ obtenidas el resto de la poblacion boliviana
atendida en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS

durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DQB1* FRECUENCIA (%)
HLA DQB1*01 6 10,5
HLA DQB1*02 3 5,3
HLA DQB1#03 1 1,7
HLA DQB1*04 6 10,5
HLA DQB1*05 3 5,3
HLA DQB1*06 4 7,1
HLA DQB1*07 2 3,5
HLA DQB1#201 1 1,7
HLA DQB1#301 10 17,6
HLA DQB1*302 9 15,8
HLA DQB1*303 7 12,3
HLA DQB1*401 1 1,7
HLA DQB1*5011 2 3,5
HLA DQB1*6011 2 3,5




TOTAL 57 100

Para el locus DRB* se determind que los mas frecuentes fueron; el DRB4*
(56,1 %), y DRB3* (37,3 %), por el contrario el alelo menos frecuente para el
locus DRB* es; DRB5* (6,6%). ( ver Tabla 13)

Tabla 13. Frecuencias alélicas del locus DR obtenidas el resto de la poblacion boliviana
atendida en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS

durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DRB* ALELOS FRECUENCIA (%)
HLA DRB3* 34 37,3
HLA DRB4* o1 56,1
HLA DRB5* 6 6,6
TOTAL 91 100

D. FRECUENCIAS DE ASOCIACION ENTRE LOS LOCI DRB1* Y
DRB*

Se hizo el andlisis de las asociaciones entre los alelos privados HLA DRB1*
con los alelos publicos HLA DRB*, este ejercicio se hizo para determinar los
casos en los cuales los alelos privados no estdn asociados en la manera
esperada con sus respectivos alelos publicos. En la tabla 17 se observa que el
alelo DRB1*01 no present6 asociacion con alelo publico DRB5*. Los alelos
DRB1*07 y DRB1*12 mostraron estar asociados en el 100% de los casos con

sus respectivos alelos publicos DRB4* y DRB3* respectivamente. Los alelos




DRB1*03 (33,33%), DRBI1*11 (25,00%), DRB1*13 (24,24%) y DRB1*14
(20,00%) mostraron que en la mayoria de los casos pueden no ir asociados a
su alelo publico DRB3*.También en los resultados se muestra que los alelos
publicos DRB1*04 (15,22%) y DRB1*09 (3,12%) pueden no ir asociados a su
alelo publico DRB4*. En el caso del alelo publico DRB5* se encontré que los
alelos privados DRB1*16 (18,18%) y DRB1*15 (11,11%) también presentan
casos en que no estan asociados a su respectivo alelo publico.
Tabla 14. Determinacion del grado de asociacion entre los alelos
privados HLA DRB1* y los alelos publicos HLA DRB*. Se resaltan el

DRB1*08 y 10 porque nunca van asociados alelos publicos.

Numero de
Locus DR, DRB* | Combinacione Frecuencia Frecuencia
S
HLA DRB1*01 L e B
HLA DRB1*03 6 33,33 33,33
HLA OF S e |
DR*03,DRB3*
HLA DRB1*04 14 15,22 15,22
HLADR*04,DRB4
* 4 T e R
HLA DRB1*07 0 0,00 0,00
HLADR*07,DRB4
« 19 | - | e
HLA DRB1*08 72 | e | e
HLA DRB1*09 1 3,12 3,12
HLADR*09, 31
DRB4* | | 77T | T
HLA DRB1*10 R e
HLA DRB1*11 3 25,00 25,00




HLA
DR*11,DRB3* 0 237 237
HLA DRB1*12 0 0,00 0,00
HLA DR*12, T T
DRB3*
HLA DRB1*13 8 24,24 24,24
HLADR*13, e e I
DRB3*
HLA DRBI1*14 7 20,00 20,00
HLA DR*14, 7 - e 1= T I
DRB3*
HLA DRBI1*15 1 11,11 11,11
HLADR*15, g | _K=Bl |
DRB5*
HLA DRB1*16 2 18,18 18,18
HLA DR*16, e
DRB5*
TOTAL 380

E. FRECUENCIAS DE ASOCIACION ENTRE LOS LOCI DRB1* Y
DQB1*

Se hizo el analisis de los 66 pacientes que se realizaron tipificacion HLA-DR
y HLA-DQ. El analisis mostré que los alelos DRB1*04-DQB1*301 (4,8%),
DRB1*04-DQB1*302 (4,8 %) y DRB1*14-DQB1*04 (4,8 %) son los que
presentaron la frecuencia mas representativa en la poblacion analizada.
Otros alelos que mostraron tener una alta frecuencia en nuestra poblacién
fueron: DRB1*08-DQB1*04 (4,0%), y el DRB1*08-DQB1*07 (4,0%).

El resto de la combinacién de alelos DR-DQ mostro6 tener una baja frecuencia

para ser tomada en cuenta. (Ver Tabla 15).



Tabla 15. Frecuencias alélicas de las asociaciones entre el locus DR - DQ obtenidas de
la poblacion boliviana atendida en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética

del Instituto SELADIS durante la gestion 2000-2005.

LOCUS DRB1*,DQ FRECUENCIAS (%)
HLA DRB1*01,DQB1*01 2 1,6
HLA DRB1*01,DQB1*03 1 0,8
HLA DRB1*01,DQB1*06 2 1,6
HLA DRB1*01,DQB1*301 1 0,8
HLA DRB1*01,DQB1*303 1 0,8
HLA DRB1*01,DQB1*5011 2 1,6




HLA DRB1*03,DQB1*01 1 0,8
HLA DRB1*03,DQB1*02 2 1,6
HLA DRB1*03,DQB1*04 1 0,8
HLA DRB1*03,DQB1*301 1 0,8
HLA DRB1*03,DQB1%*302 2 1.6
HLA DRB1*04,DQB1*01 1 0.8
HLA DRB1*04,DQB1*02 2 1.6
HLA DRB1*04,DQB1*03 1 0.8
HLA DRB1*04,DQB1*04 1 0.8
HLA DRB1*04,DQB1*06 1 0.8
HLA DRB1*04,DQB1%*12 1 0.8
HLA DRB1*04,DQB1*301 6 4.8
HLA DRB1*04,DQB1%*302 6 4.8
HLA DRB1*04,DQB1*6011 2 1.6
HLA DRB1*07,DQB1*01 1 0.8
HLA DRB1*07,DQB1*02 1 0.8
HLA DRB1*07,DQB1*03 1 0.8
HLA DRB1*07,DQB1*04 1 0,8
HLA DRB1*07,DQB1*201 2 1,6
HLA DRB1*07,DQB1*301 2 1,6
HLA DRB1*07,DQB1%*302 1 0,8
HLA DRB1*07,DQB1*303 1 0,8
HLA DRB1*08,DQB1*01 1 0,8
HLA DRB1*08,DQB1*02 1 0,8
HLA DRB1*08,DQB1*04 5 4,0
HLA DRB1*08,DQB1*07 2 1,6
HLA DRB1*08,DQB1*301 5 4,0
HLA DRB1*08,DQB1*302 1 0,8




HLA DRBI1*08,DQB1%*303 3 2,4
HLA DRB1*08,DQB1*401 1 0,8
HLA DRB1*10,DQB1*04 2 1,6
HLA DRB1*10,DQB1*04 1 0,8
HLA DRB1*09,DQB1*02 3 2,4
HLA DRB1*09,DQB1*04 1 0,8
HLA DRB1*09,DQB1*05 1 0,8
HLA DRB1*09,DQB1*301 4 3,2
HLA DRB1*09,DQB1%*302 2 1,6
HLA DRB1*09,DQB1%*303 4 3,2
HLA DRB1*09,DQB1*505 1 0,8
HLA DRB1*11,DQB1*01 1 0,8
HLA DRB1*11,DQB1*05 p. 1,6
HLA DRB1*11,DQB1*06 1 0,8
HLA DRB1*11,DQB1*301 2 1,6
HLA DRB1*11,DQB1*302 1 0,8
HLA DRB1*12,DQB1*06 1 0,8
HLA DRB1*12,DQB1*301 1 0,8
HLA DRB1*13,DQB1*01 2 1,6
HLA DRB1*13,DQB1*04 1 0,8
HLA DRB1*13,DQB1*05 3 2,4
HLA DRB1*13,DQB1*302 < 3,2
HLA DRB1*13,DQB1*303 1 0,8
HLA DRB1*14,DQB1*01 1 0,8
HLA DRB1*14,DQB1*04 6 4,8
HLA DRB1*14,DQB1*06 1 0,8
HLA DRB1*14,DQB1*302 2 1,6
HLA DRB1*14,DQB1%*303 1 0,8




HLA DRB1*14,DQB1*6011 1 0,8
HLA DRB1*15,DQB1*03 1 0,8
HLA DRBI1*15,DQB1*04 2 1,6
HLA DRBI1*15,DQB1*06 1 0,8
HLA DRB1*16,DQB1*01 1 0,8
HLA DRB1*16,DQB1*04 1 0,8
HLA DRB1*16,DQB1*05 1 0,8
HLA DRB1*16,DQB1*302 1 0,8

TOTAL 125 100

VI1Il. DISCUSION

En este estudio se analizaron las frecuencias alélicas HLA clase II de los loci
DRy DQ de 194 pacientes provenientes de diferentes ciudades del pais que
acudieron al laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del

Instituto de SELADIS de la Facultad de Cs. Farmacéuticas y Bioquimicas.

Para este estudio se tomaron en cuenta a todos los pacientes de nacionalidad
boliviana, de estos el 66,3 % correspondia a la poblacion paceia al restante

33,7% se los considero restante de la poblacion boliviana. La edad mas



frecuente que tenian los pacientes que asistieron al servicio de laboratorio
estaba comprendida en el grupo de 21 a 30 afos (24,4%), pero se hace notar
que el grupo comprendido entre 31 a 40 afos (23,8%) también tenia una
frecuencia representativa. Es importante hacer notar que se ha tenido 17 casos
en que los receptores estaban comprendidos entre las edades de 61 a 80 afios
de edad, siendo que la expectativa de vida en nuestro pais es de 65,8 afos de
edad > y que muchos clinicos son renuentes a realizar el transplante renal a

S (36,37
personas mayores de 60 afios ©%>7

Los pacientes del sexo masculino (66,8%) son los que mas frecuentemente se
realizan las pruebas para transplante renal, estos valores son similares a los

(38)

reportados por Muradas y Cols., en el cual en su estudio con 50 pacientes

encontré que la frecuencia del sexo masculino era del 76%. Por otro lado

Arancibia y Cols.,””

en al afo 2002 en el Hospital Comandante Pinares de
San Cristobal ( Espafa) determiné el predominio que el grupo comprendido
entre los 40 a 49 anos (42,4%) era el mas frecuente, siendo el sexo masculino
(71,4%) también el frecuente en la poblacion estudiada.

Al analizar las frecuencias alélicas del locus DR se observdo que en la
poblacion general de pacientes (poblacion boliviana) los alelos mas frecuentes
eran el DRB1*04 (24,2%) y el DRB1*08 (18,9%). Se hizo una comparacion
entre las frecuencias alélicas de la poblacion pacefia que son mas frecuentes
DRB1*04 (25,9%) y DRB1*08 (18,3%) frente al resto de la poblacion
boliviana (excepto La Paz) DRB1*04 (21,5%) y DRB1*08 (17,7%), este
analisis mostro que no existe una diferencia significativa entre ambos grupos

poblacionales. Sanchez “”

en el afio 2002 encontré que en la poblacion
boliviana la mayor frecuencia alélicas correspondia al DRB1*08 (21,2%),

DRB1*04 (18,2 %) y el DRB1*07 (10,6 %). Otro estudio similar realizado



por Téllez y col “® en el afio 1998 encontraron que los mas frecuentes eran el
DRB1*04 (15,0%), DRB1*09 (8,0%) en la poblacion mestiza, DRB1*04
(38,8%), DRB1*08 (25,0%) en el oriente boliviano. Diaz Mendoza y col “”
en el afio 2002 encontraron que en la poblacion mexicana las frecuencias
alélicas mas frecuentes correspondian al DRB1*04, DRB1*08, DRB1*11 y el
DRB1*15. Cervantes *" en su estudio en poblacién peruana encontré que los
alelos més frecuentes eran DRB1#11 y DRB1*13. En un estudio similar en la
(42)

poblacion brasilefia de Sao Paulo Golberg y cols

alelos mas frecuentes eran DRB1*13, DRB1*11 y DRB1*04. Es importante

, encontraron que los

hacer notar que los alelos DRB1*11 y DRB1*04 se presentan como patrones
caracteristicos en estas poblaciones.

El andlisis las frecuencias alélicas del locus DQ mostré6 que la poblacion
boliviana los alelos mas frecuentes eran el DQB1*301 (16,8%) y el
DQB1*302 (15,3%). Se hizo una comparacion entre las frecuencias alélicas de
la poblaciéon pacefia que mostrd6 como los mas frecuentes al DQB1*04
(12,2%) y DQB1*301 (18,8%) frente al resto de la poblacion boliviana que
mostré como los mas frecuentes al DQB1*301 (17,6%) y DQB1*302
(15,8%), este analisis al igual que en el locus DR tampoco mostr6 una
diferencia significativa entre ambos grupos poblacionales. Estos datos fueron
diferentes a los reportados por Diaz. Mendoza y col *, que encontraron en la
poblacion mexicana que las frecuencias alélicas mas representativas eran:
DQB1*04, DQB1*05. También el estudio realizado por Sanchez“” encontré
que en la poblacion boliviana los mas frecuentes eran: DQB1*03 (43,9%) y el
DQB1*04 (20,4%). Téllez y col. * en el afio 1998 muestra que los mas
frecuentes eran: DQB1*03 (17,0%), DQB1*01 (15,0%) y DQB1*02 (15,0%)
en la poblacion mestiza, DQB1*04 (38,8%) y el DQB1*03 (29,3%) en el

1. (43)

oriente boliviano. Zuzet Martinez y co en el 2004 muestra que en la



poblacion cubana presentaba los alelos: DQB1*301y el DQB1*02. Minbacas
y col * en el afio 1998 encontré que la poblacién uruguaya presentaba a los
alelos DQB1#301 y DQB1#202 como los mas frecuentes. Rojas N. y col ® en
1995 encontrd que la poblacion colombiana presentaba a los alelos DQB1*02
(24,30%), DQB1*04 (21,26%) y el DQBI1*05 (20,79%) como los mas
frecuentes. Estos trabajos nos muestran que la poblacion latina presenta
ciertos alelos que se conservan en la poblacion pero también nos muestra que
cada poblacion se caracteriza por presentar determinada incidencia de alelos
HLA.

Se hizo el andlisis de las asociaciones entre los locus DR y DQ de 66
pacientes que correspondian a la poblacion boliviana llegdndose determinar
que los alelos que estan mas frecuentemente asociados en nuestra poblacion
en un 4,8% cada uno de los casos eran: DRB1*04/DQBI1*301,
DRB1*04/DQB1%302 y DRB1*14/DQB1*04. Golberg y Cols “? encontraron
en un estudio en poblacion brasilefia a los alelos DRB1*11/DQB1*0602,
DRB13/DQB1*0301, DRB16/DQB1*0301, como las asociaciones de alelos
mas frecuentes. Sanchez *”
boliviana los mas frecuentes eran: DRB1*04/DQB1*03 (19,6%) y el
DRB1*08/DQB1*04 (12,2%). Entre tanto Piazza “® en 1991 en la poblacion

en el ano 2002 encontr6 que en la poblacion

espaiiola encontr6 que los alelos que se presentan mas frecuentemente eran
DRBI1*04/DQB1*04, DRBI1*07/DQB1*02, DRB1*03/DQB1*07. Estos
resultados nos permiten inferir que nuestra poblacion desde el punto de vista
del sistema HLA tiene un gran componente espaiol.

En este estudio se considero importante determinar la frecuencia en la cual los
alelos publicos HLA-DRB3*, DRB4* y DRB5* pueden estar asociados a los
alelos privado HLA-DRB1* ya que la bibliografia nos dice por ejemplo que
los alelos privados HLA-DRB1*04, 07 y 09 estan asociados con el alelo



publico HLA-DRB4* y los mismo ocurre con los demas alelos privados
excepto DRB1*08 y DRB1*10 que siempre van solos, lamentablemente no se
tiene datos acerca de la posibilidad de encontrar a los alelos privados sin su
respectivo alelo publico. Como era de esperarse los alelos DRB1*08 y
DRB1*10 no presentaron asociacion con ninguno de los alelos publicos. Los
alelos DRB1*07- DRB4* y DRB1*12- DRB3* mostraron que van juntos en el
100% de los casos analizados. Por el contrario se observo que los alelos
DRB1*03 (33,33%), DRB1*11 (25,0%), DRB1*13 (24,24%) y DRB1*14
(20,0%) mostraron que no siempre pueden estar asociados a su alelo publico
DRB3*. En el caso del alelo publico DRB4* se encontré que sus alelos
privados DRB1*04 (15,2%) y DRB1*09 (3,12) también pueden no estar
asociados. Similar hallazgo se encontré con los alelos privados DRB1*15
(11,11%) y DRB1*16 (18,18%) que mostraron casos en los que no estaban
asociados al DRB5*. Este analisis mostro que el ligamiento de los alelos
privados del DRB4* y DRB5* son méas fuertes que los del DRB3*. Un
hallazgo sorprendente fue el caso del DRB1*01 que no presento ninguna
asociacion con su alelo publico DRB5*.

IX. CONCLUSION

Se logré determinar las frecuencias alélicas de los Loci HLA-DRBI* y
DQB1* en la poblacion de pacientes del Programa Nacional de Transplante
Renal atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética

del Instituto SELADIS durante las gestiones 2000 a 2005.

La edad mas frecuente en la poblacion atendida estaba comprendia entre los

21 a 30 afios (24,4%), pero también presentd una frecuencia representativa el



X,

grupo comprendido entre 31 a 40 anos (23,8%), siendo el sexo masculino

(68,6%) ¢l mas frecuente en la poblacion estudiada.

Se determind que las frecuencias de los locus HLA DR, DRB* y DQ mas
frecuentes en la poblacion de pacientes atendidos fueron: HLA-DRBI1*04
(24,2 %), DRBI1*08 (18,9%), DRB3* (35,0%), DRB4*(57,9%),
DQB1*301(16,8%)y DQB1*302 (15,3%).

Se determin6 que no todos los alelos privados del locus DR van a ir asociados
a sus respectivos alelos publicos (ver tabla 13) salvo las excepciones de los
alelos DRB1*07- DRB4* y DRB1*12- DRB3* que mostraron que van

asociados en el 100% de los casos con su alelo publico.

Los alelos de los loci HLA-DR y HLA-DQ que mas frecuentemente se
encontraban asociados en la poblacion de pacientes estudiados fueron:
DRB1*04/DQB1*301 (4,8%), DRB1*04/DQB1*302 (4,8%) y
DRB1*14/DQB1*04 (4,8%).
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El sistema HLLA se encuentra dividido en tres grupos

Estudios realizados de la MHC en Sudamérica

e

Estas investigaciones motivan a la realizacion de un estudio similar en nuestro
pais




Mzifeo Tadrico

= = — -
~ & J.ecalizacion dedos.genes de MHC

= Estructura de los genes de MHC clase |y Il

= Mecanismo de generacion del polimorfismo —

=  Polimorfismo de la MHC clase I

= Historia del transplante
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In trans
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- Tipos . de rechazo en el transplante renal
> Hiperagudo
»  Acelerado

> Agudo

Factores que influyen en el rechazo de 6rganos




OBJETIVOS

- OBJETIVO GENERAL

1. Determinar las frecuencias alélicas de los Loci HLA-DRB1* y DQB1* en la
poblacion de pacientes del Programa Nacional de Transplante Renal
atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del
Instituto SELADIS durante las gestiones 2000 a 2005.

e




Determinar, la edad y el sexo que son mas frecuentes en los pacientes del
Programa Nacional de Transplante Renal atendidos en el laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS.

= Determinar cuales son los Locus HLA-DR que son mas frecuentes en la -
poblacion de pacientes del Programa Nacional de Transplante Renal
atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del
Instituto SELADIS.

inar cualesson les Locus HLA-DRB* gue sen mas frecuentes en la
ion pacena de amentes del Program Naciona




i.___——.-_ = N S .
= Determinar la frecuencia de |a asociacion entre los alelos privados del
locus DRy sus respectivos alelos publicos pacientes del Programa
Nacional de Transplante Renal atendidos en el laboratorio de

Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS.

= Determinar la frecuencia de asociacion entre los alelos HLCA- DR / HILA -
DQ en la poblacion pacientes del Programa Nacienal de Tiransplante
Renal atendidos en el laboratorio de Histocompatibilidad' e
Inmunogenética del Instituto SELADIS.

—




n Poblacion en estudio

n Meétodos

o

> Extraccion de DNA geonomico “ Promega Wizard DNA geonomic “

—

i6n,del PCR- SSP “ Dynal AllSet SSP-low resolution”




> La Paz 63.3 %
> Potosi 7.0 %

- —

L Se analizaron frecuencia segun edad y sexo




N° de pacientes

114

O Beni
m Santa Cruz

O Chuquisaca
O Tarija

O Oruro

B Cochabamba
W Potosi

B La Paz




NUMERO DE PACIENTES SEGUN
EDAD

N° PACIENTES




NUMERO DE PACIENTES SEGUN
SEXO

133

O Masculino
@ Femenino

1 2
N° DE PACIENTES %




' 2 Jos mas re sgnf‘re donantes y receptores T T ——————

"% " DRB1*04 ( 24,2%) y el DRB1*08 (18,9%)
>  DQB1*301 (16,8%) y el DQB1*302 (15,3%)

>  DRB4* (57,9%) y DRB3* (35,0%) -

n Los alelos menos frecuentes fueron:

> DRB5* ( 7,1%)



cuancias aldlicas el locls DRBEL ziiericliclos 2 2l
e L gestion 2000-2005,

poratorio de Histocornpatibilidad

— ~ LOCUSDR ﬁ*ﬁR‘EC_’UENCIA » (%)
L -
p—— e e e T 1 42 111
"~ HLA DRB1*03 18 4,7
HLA DRB1*04 02 24.2
HLA DRB1*07 19 30
R
HLA DRB1*08 72 189 -
HLA DRB1*09

HLA DRB1*10

HLA DRB1*11

[ —
HLA DRB1*12

HLA DRB1*15
HLA DRB1*16
TOTAL 380 100,0




Icas del locus DOBLS ggieridas de |z goolacion gem geiclernies at cIJrIoJ CIE]
ocornpativilidad e Inmunogenéiica del Insiituto S ranie la fion 2000-2005,

'- \"_'.L
_—_“_—

HLADQBI*f? s 0 6,9 .
Egi__m,% 3 23

HLA DQB1*04 15 11,5

HLA DQB1*05 10 7,6

HLA DQB1*06 9 6,9

HLA DQB1*07 4 — —

HLA DQB1*12 1 — _ 0,7

HLA DQB1*201 2 ; 15

HLA DQB1*301 22 - 16,8

. HLADQBI*302
. HLADQBI"33 B TOE—
P———
~ ADCRTRR | A T —
w-__
[ENEeR. 0 T —
TE——

HLA DQB1*505 I 0,7 -
HLA DQB1*5011 2 15
HLA DQB1*6011 3 2,3

TOTAL 131 100



“opteridas de 2l gonlacior general de gacieriies ziendidos e 2

—~

e Inmunogenatica del Instituto SELADIS durante |z gestion 2000-2005,

=—_—_ ImCUS DR* . - ALELOS FRECUENCIA (%)

HLA DR3* 75 35,0

HLA DR4* 124 ' 57.9

214 100




)

ENLA POBL Af‘JOJ\J Hr\rzl A DE PACH

/L\_FEJ\JDJ_)Q\) DT ’\J\J AR EWJQJQ 2000 - 2005,
=== ___:_ ——— _ﬁ ‘ __— . ——
~ = ..Setomaron.en.cuenta 114 pacientes

n Los mas frecuentes fueron:

> DRB1*04 (25,9%) y DRB1*08 (18,3% ) —

n Los menos frecuentes fueron:




— et DRB1*01 e 12,1
= -

HLA DRB1*03 17 76

HLA DRB1*04 58 25,9

HLA DRB1*07 8 3,6

HLA DRB1*08 4 183 -
HLA DRB1*09 18 - n

HLA DRB1*10 3 13

HLA DRB1*11 8 - 3,6

m- "

BRI DRE 1413, s — 15t SO —
I D5 L PP ——— 7 —
BRIRDRE s

[ — 2,2
HLA DRB1*16 S 2,2
TOTAL 224 100

1 Sr— 0,5 —
8
5 -

I
— -
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E L AS FRECUENCIAS A S HILA=DOE

~

SEIENLA POBL AF‘J@J\J PACENA DE PACIENTES
\ENDIDOS JU /—\J\J === PERJOJO 2000 - 2005

— - -
— . o . — — . e ———
- o —— — -

e

Entre los mas frecuentes fueron:
DQB1*301 (18,8%)
DQB1*04 (12,2%)

e los menos, frecuentes fueron:




2
HLA DQB1*04 9
HLA DQB1*05 7
HLA DQB1*06 S)
2
2
1

HLA DQB1*07
HLA DQB1*12
HLA DQB1*201
HLA DQB1*301

" HLA DQB1*402
HLA DQB1*505 1

HLA DQB1*6011 1
TOTAL 74



A A A

()

JJ ENLAPOBLACION PACENA DE PACIEN
]\J_)J_)QJ JURr\J\J TE ECPERIODO™2000™-"20C

.—‘-E__f b E

= Los alelos mas frecuentes fueron;
> DRB4* (59,3%), DRB3* (33,3%)
= Los alelos mas frecuentes fueron: -

*(7,4%)respectivamente.




IO CUSHPDRISEGIENICEISIE EN ANIOI) CICIOIINIEIC
ompeatiollidacd g Inrmunogernética del Instituio

5____ LOCUS DRB* " FRECUENCIA (%)

——

HLA DRB3* 41 33,3

BRI

HLA DRB4* 73 59,3

123 100




ANAIL DE

) »
Iy O N \/.IA J-_./A .P

A«
CLASEIEN LA DEL RES OBLACION

SOLIVIANA

e —

= = —ﬂEIF:-E_=__
~ = .58 pacientes,.conformaban el restante de la poblacion boliviana

: El analisis del locus DR determino que los mas frecuentes fueron:

>  DRB1*04 (21,5% ),y DRB1*08 (17,7% ) -

n Los alelos menos frecuentes son:;




20 EINOCUSIDIRIGIBIENICASIEN *'to clg 2l gaglzicidnr galiVizirEr i)
ormpativilidac e Inmunogenatica del Instituto SELADIS durante Jgr_

e T = - W H UENCIA

e s HlsA DRB10] 16 10,4
HLA DRB1*03 9 5,7
HLA DRB1*04 34 21,5
HLA DRB1*07 10 6,3 —
HLA DRB1*08 28 _17 -
HLA DRB1*09 12 e ———
HLA DRB1*11 5 3,2

LA DRl s R 25
e R g Em—
e

HLA DRB1*16 6 3,8

TOTAL 158 100




ADEL RESTO DE LA POELACION
SIS ATNAS

m— g — ~

: Para el locus DQ se determino que los mas frecuentes fueron

1. DOB1*301 (17,6 %),y DOB1* 302 (15,8%) -

L Los alelos menos frecuentes representado por su locus son:

103; 2013 401(1,7 %)




oot — ‘———ﬂ;-enﬁaamc_l\‘ e s
——-——“ DgBl*Ol
— -

HLA DQB1*02
HLA DQB1*03
HLA DQB1*04
HLA DQB1*05
HLA DQB1*06
HLA DQB1*07
HLA DQBl*201

R N B W O P W O

ﬂ—

WHLADQBIMOI wa I —
HLA DQB1*5011 2
HLA DQB1*6011 2

TOTAL 57

10,5
53

17
10,5
5,3
I
35
1,7

R A1 —

Mﬁh—_—___:—_

12,3
1,7
3,5
3,5
100
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| Para el locus DRB* se determino que los mas frecuentes fueron:

1. DRB4* (56,1 %),y DRB3* (37,3 %)

-

: El alelo menos frecuente para el locus DRB* es:

5 (6,6%)




——

HLA DRB3* 34 37,3

e
HLA DRB4* ol 56,1

B e

TOTAL 91 100 - -




ENCIASIRDETAS OCTACIONENIFREECS

DRBI1* Y DRE*

e ‘_:.;*-- == e
= Asociaciones entre alelos privados HLA DRB1* con los alelos publicos HLA DRB*
ﬁ*‘

= No-hubieron asociacion entre el DRB1*01 con el DRB5*

= Entre el DRB1*07 con el DRB1*12 mostraron estar asociados en el 100 % de los casos
con sus alelos publicos. —

= Los alelos DRB1*03, 11, 13, 14, mostraron que no pueden'ir asociados a su alelo
publico DRB3*

alelos DRB1*16, 15, mostraron que no pueden ir asociados a su alelo publico
DRB5*



Determinacion del grado de asociacion entre los alelos privados HLA DRB1* y los alelos publicos HLA DRB*. Se
resaltan el DRB1*08 y 10 porgue nunca van asociados alelos publicos.

e e P RE04PDRBA* e —— —_—
] E e
e e HLADRBU 0 0,00 0,00
HLADR*07,DRB4* 15 RITTOTET P . e S —
HLA DRB1*08 el o e -l B —
HLA DRB1*09 1 3,12 3,12
HLADR*09, DRB4* 3 e e
HLA DRB1*10 3
e —
HLA DRB1*11 3 25,00 25,00
HLA DR*11,DRB3* ) 2,37 2,37
HLA DRB1*12 0

HLA DR*12, DRB3* 2

[
=
' HEX DRB1*13 8

-LA DR*14, DRB3* 28

HLA DRB1*15 1
HLADR*15, DRB5* 8 e e

HLA DRB1*16 2 18,18 18,18
HLA DR*16, DRB5* 9 e e

TOTAL 380



FRECUENCIAS DE ASICIACION ENT
DRBL* ¥ DOBL

| Se realizaron la asociacion entre HLA-DR y HLA-DQ este analisis mostro
gue los alelos mas frecuentes y representativos fueron:

1. DRB1*04-DQB1*301 (4,8%), DRB1*04-DQB1*302 (4,8%)

n Otros alelos con alta frecuencia fueron :




Frecuencias alélicas de las asomamones entr el locus DR - DQ obtenldas de la poblacion beliviana
atendlda en eI .‘- C , [ gJen L : ante la

=
=] DRB1*01 DQB1*301 ===~ = 1 08
_m 1 08

HLA DRB1*01,DQB1*5011 2 16

HLA DRB1*03,DQB1*01 1 08

HLA DRB1*03,DQB1*02 2 16

HLA DRB1*03,DQB1*04 1 08

O

HLA DRB1*03,DQB1*301 1 —— 08

HLA DRB1*03,DQB1*302 2 — i

HLA DRB1*04,DQB1*01 ——— 08

HLA DRB1*04,DQB1*02 - 16

HLA DRB1*04,DQB1*03 1

 — E—

(HLADRBIO4DQBL'O4
m—____
THLADRBIOADQET? N v

ﬂ‘\l

’ 302 e 48
HLA DRB1*04,DQB1*6011 2 1,6
HLA DRB1*07,DQB1*01 1 08
HLA DRB1*07,DQB1*02 1 08
HLA DRB1*07,DQB1*03 1 08



HLA DRB1*07,DQB1*04

HLA DRB1*07,DQB1*

"HALA DRDJ

|
(i

— = = 5  —
“ . HLA DRB1*08,DQB1*07 e 2 1,6
“ HLADRBL*08DQBI0L 5 40
- HLA DRB1*08,DQB1*302 1 0.8
HLA DRB1*08,DQB1*303 3 2.4
HLA DRB1*08,DQB1*401 1 08
HLA DRB1*10,DQB1*04 2 1,6 —
HLA DRB1*10,DQB1*04 i — 08
HLA DRB1*09,DQB1*02 , 3 2.4
HLA DRB1*09,DQB1*04
HLA DRB1*09,DQB1*05
HLA DRB1*09,DQB1*301

| HLADRBI*09DQBI*302

"HLA DRB1*11,DQB1%05

—
HLA DRB1*11,DQB1*06 1 0,8 ——
HLA DRB1*11,DQB1*301 2 1,6
HLA DRB1*11,DQB1*302 1 0,8
HLA DRB1*12,DQB1*06 1 0,8



'
|

"~ HLA DRB1*14,DQB1*01 il 1 Orfm—
m——
. HLADRBI*14DQBI*04 6 4.8
"~ HLA DRB1*14,DQB1*06 il 0,8

HLA DRB1*14,DQB1*302 p) 1,6

HLA DRB1*14,DQB1*303 il 0,8

HLA DRB1*14,DQB1*6011 1 0,8

HLA DRB1*15,DQB1*03 il 0,8 o —

- __=_ —
HLA DRB1*15,DQB1*04 p) . 1,6
CT— e R i R
HLA DRB1*15,DQB1*06 1 0,8
HLA DRB1*16,DQB1*01 1 0,8
—
HLA DRB1*16,DQB1*04 1
1

CHLA DRB1116,0081°302 - R
oS ool
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E El sexermasculino (68,6%) es €l mas frecuente en la poblacion estudiada.

. Las frecuencias de los locus HLA DR, DRB* y DQ mas frecuentes en la poblacion de
pacientes atendidos fueron:

1. HLA-DRB1*04 (24,2 %), DRB1*08 (18,9%), DRB3* (35,0%), DRB4*(57,9%),
DQB1*301(16,8%) y DQB1*302 (15,3%)

. Se determino que los alelos DRB1*07- DRB4* y DRB1*12- DRB3* que mostraron que
ciados en el 100% de los casos con su alelo,publico.

SHOCIHIEASDRVHILA-DQIgue masirecuentemente se encontraban
pehlacion de pacientes estudiados fueron

1. DRB1*04/DQB1*301 (4,8%), DRB1*04/DQB1*302 (4,8%) y DRB1*14/DQB1*04
(4,8%).
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