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FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIPICA DE HLA-BY B*27 EN UN GRUPO DE
INDIVIDUOS SANOS COLOMBIANOS
RESUMEN

Varios de los genes de la respuesta inmune se encuentran en el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). El sistema de antigenos de leucocitos humanos (HLA) es un
conjunto de  moléculas de superficie de células altamente polimorficas que se unen a
péptidos derivados del procesamiento antigénico con la finalidad de presentarselos a los
linfocitos T, para inducir su activacion y funcion efectora. Dentro de los alelos de clase | se
encuentran el HLA-B y su subtipo HLA-B*27 que esta altamente asociado con la
presencia de enfermedades musculo esqueléticas.

El objetivo de este proyecto de investigacion es la caracterizacion de los genotipos y alelos
HLA-B y su subtipo B*27 especificamente en una poblacion de individuos sanos

colombianos y asi evidenciar la variabilidad genética producto del mestizaje.

La muestra comprendid 255 individuos sanos, sin clinica sugestiva de enfermedades
reumaticas, remitidos al laboratorio de Inmunologia del Hospital Militar Central desde el
afio 2015 al 2018 con solicitud de tipificacion HLA- A, B, DR por sistema molecular SSO-
LUMINEX IS 100/200. Los resultados mostraron 27 genotipos y 89 alelos HLA-B, asi
mismo, trece sujetos fueron positivos para el antigeno B*27 correspondientes a los alelos

més frecuentemente reportados en poblacion colombiana y latinoamericana.

PALABRAS CLAVE: HLA-B, HLA-B*27, frecuencia alélica, frecuencia genotipica,
sistema LUMINEX IS 100/200.
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INTRODUCCION

Los genes que codifican para el sistema de antigenos de leucocitos humanos (HLA), son
muy polimorficos, ademas, estan ligados y forman parte del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH), ocupan un gran segmento de ADN aproximadamente 3500 kb
y se localizan en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.1 - 6p21.3). Existen tres genes de
la clase I del MHC llamados HLA-A, HLA-B, HLA-C, que estan encargados de dirigir
funciones muy importantes dentro de la homeostasis del organismo, que van desde la
regulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa, pasando por la presentacién de
péptidos propios, hasta la presentacion antigenos a linfocitos T CD4 (ayudadores) y CD8

(citotdxicos) responsables de la respuesta inmune efectora (1).

El sistema HLA se encuentra en equilibrio genético siguiendo la ley de Hardy Weinberg;
las frecuencias genotipicas estan determinadas por las frecuencias aklicas de la poblacion y
permanecen estables de generacion en generacion, siempre que la poblacion sea grande y
que los emparejamientos entre individuos se produzcan al azar (2), es asi, como la
combinacién de genes transmitidos en un solo cromosoma proveniente de cada uno de los
padres, se heredan completos de forma mendeliana y se expresan de forma codominante,
con frecuencias de recombinacion de alrededor del 1% y con distribuciones que varian

significativamente en los diferentes grupos étnicos (3).

A finales del siglo XV, la poblacién colombiana sufri6 un proceso de mezcla con la llegada
de los europeos y varios afios mas tarde de poblaciones africanas, lo que implico
diferencias significativas en poblaciones nativas. La literatura describe a la region del
Pacifico con mayor ascendencia africana y la region Andina y Orinoquia con mayor

proporcion de ancestros europeos (4).

Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, dentro de la familia HLA clase |, existen
varios alelos como A, B, C, E, F y G entre otros, especificamente en el allo B se
encuentran algunos genotipos como el HLA-B*27, el cual esta altamente asociado con la

presencia de enfermedades reumaticas como la Espondiloartritis. Por tanto, el papel



patogénico de B27 estaria relacionado con sus  caracteristicas  presentadoras de

antigeno y con el reconocimiento por células T (5).

El sistema HLA-B27 tiene un alto grado de polimorfismo genético, con aproximadamente
269 subtipos conocidos, segun la base de datos IPD-IMGT / HLA version 3.36.0 del 17 de
Abril de 2019, especializada en secuencias del MHC que incluye las secuencias oficiales
nombradas por el Comité de Nomenclatura de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
para el sistema HLA (6). En la literatura se reporta gran cantidad de estudios asociados con
enfermedades y la positividad del HLA-B27, pero son pocos los reportes del alelo en
poblacion sana y no hay datos de prevalencias exactas que permitan establecer la diferencia
en la interpretacion de resultados positivos en individuos sanos y pacientes con patologias

reumaticas.

Los subtipos de B27 difieren en la distribucion étnica, lo que indica distribucion de
factores genéticos en las diferentes regiones geograficas y de su posible asociacion con
espondiloartropatias (7). En caucasicos el subtipo prevalente es el B*2705 con una
frecuencia del 90% (7). En Europa, la Federacion Europea de Inmunogenética determiné el
subtipo B*2702 como el mas frecuente en cinco regiones de este continente (8). Se
considera que del 1 al 2% de la poblacion general es HLA-B*27 positiva, siendo menos
frecuente en las poblacién negra y japonesa (< 1%), mientras que en canadienses y
noruegos se presenta entre el 4 al 7%, en México se estima que en la poblacion general el
4% es HLA*B27 positivo (9).

Los métodos més utilizados en los laboratorios para la determinacién del antigeno HLA-
B*27 han sido la microlinfocitotoxicidad (MCTX), posteriormente la citometria de flujo
digital (CMFd), la citometria de flujo andloga (CMFa) y Ultimamente, la reaccion en
cadena de la polimerasa con primers de secuencia especificos (PCR-SSP) (10). Las técnicas
serolégicas pueden dar resultados falsos positivos ya que se basan en la deteccion de
antigenos de superficie celular por anticuerpo. Si el antigeno HLA-B*27 estd regulado
negativamente o conformacionalmente cambiado, la sensibilidad y especificidad de estos

métodos pueden disminuir. Ademas, una gran desventaja de la identificacion serologica es
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la reactividad cruzada con diferentes antigenos HLA, como el B7 porque se han hecho

reportes de su asociacion con enfermedades inflamatorias (11).

A su vez, la diferenciacién de interpoblaciones e intrapoblaciones se da gracias a algunas
combinaciones de genes, lo que se conoce como desequilibrio de ligamento y tiene
implicaciones biologicas, ademés, hay algunos haplotipos en desequilibrio y muchos de
ellos son particulares de cada grupo étnico, permitiendo definir grupos especificos,

mezclas raciales, distancias genéticas y patrones de migracién (12).

Teniendo en cuenta lo anterior, para la tipificacion de alelos HLA clase 1 y 1l el uso de los
métodos moleculares juegan un papel importante en un laboratorio de histocompatibilidad,
debido a que el alto grado de polimorfismo del HLA no puede ser analizado por una técnica
serologica, es por eso que el desarrollo de técnicas moleculares puede resolver diferencias
alélicas y ser compatible con el uso rutinario en laboratorios que realizan determinaciones
de HLA ofreciendo ventajas como son la flexibilidad en la resolucion, reproducibilidad y

mayor precision, sin embargo, aun asi el SSO tiene sus limitaciones (13).

El presente estudio tiene como objetivo describir las frecuencias alélicas y genotipicas del
HLA-B y subtipos de HLA-B 27 en individuos colombianos sin clinica sugestiva de
enfermedad reumatolégica con el fin de generar un perfil genético para determinar posibles

asociaciones de genes protectores o susceptibles con enfermedades reumaticas.

1. OBJETIVOS



1.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer la frecuencia del alelo HLA-B en un grupo de individuos sanos en

colombiana.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la frecuencia genotipica, alélica y haplotipica del HLA-B en

poblacion sana colombiana.

- Describir la asociacion de las frecuencias genotipicas y alélicas con género

y distribucién geografica del HLA B.

- Definir la frecuencia alélica y genotipica del HLA-B*27 en poblacion

sana colombiana.

- ldentificar la asociacién de las frecuencias genotipicas y alélicas con

genero Y distribucion geogréfica del HLA —B*27.

2. ANTECEDENTES

En diferentes poblaciones del mundo se han descrito informes de frecuencias allicas,

genotipicas y haplotipicas del sistema HLA- A,-B,-DRB ya que tiene gran importancia
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para el estudio donante/receptor, en la constitucion de marcadores genéticos para
analisis antropoldgicos y estan asociados con diversas enfermedades en cuya
etiopatogenia pueden estar involucrados mecanismos inmunoldgicos, ademés, de la
asociacion con genes de proteccion para ciertas enfermedades en determinadas

poblaciones (14).

Los primeros estudios de frecuencias HLA que se desarrollaron en América fueron de
los afios noventa, en 1992 Caraballo y sus colaboradores determinaron la distribucion
de antigenos HLA en la poblacién de Cartagena Colombia. Una muestra de 370
individuos sanos no relacionados fue tipificada serologicamente, en 91 de ellos se
analizd los alelos del complemento y 47 se tipificaron con ADN mediante amplificacion
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y sondas de oligonucledtidos para el
sistema HLA. En este estudio se observd que los alelos més frecuentes fueron el HLA-
B*7 (19.1%), B*35 (19.1%) y B*51 (16.3%), el alelo B*27 obtuvo una frecuencia de
(1.4%), ademéas, se determind que la mayoria de los genes HLA de los mulatos son
negroides y caucasoides y que la contribucion de los asiaticos y amerindios es pequefia,

consistente con la historia (15).

En el afio 1993 Alvarez y colaboradores estudiaron los alelos HLA clase | en 604
individuos de la ciudad de Montevideo y de otros lugares de Uruguay, utilizando un
procedimiento de microinflamatoxicidad para la determinacion de los antigenos. Los
alelos mas frecuentes fueron B*12 y B*35, cuya frecuencia fue de 12% para ambos
alelos, estos hallazgos no contradicen la hipdtesis que sugiere que la mayoria de
poblaciébn uruguaya es de origen caucasico, con importantes genes africanos y

amerindios, de igual manera la frecuencia que obtuvo el alelo B*27 fue de 3.80% (16).

Para 1999, Infante y colaboradores realizaron analisis moleculares de HLA clase | en
100 sujetos pertenecientes a una tribu indigena mexicana, Seri. La tipificacion se realizd
por reaccion en cadena de la polimerasa utilizando sondas de oligonucleétidos
especificas de secuencia (PCR-SSOP) en un nivel de resolucion intermedio-bajo. Se
encontraron alelos B*35:01, B*35:12 y los genotipos B*40, B*51 y B*15 los cuales



estuvieron presentes en mas de 5% de los individuos. Por otra parte, se detecto el alelo
B*27:05 en un 2%, lo que permitid discutir que la presencia de B*27 puede ser el

resultado de diferentes oleadas de migraciones hacia el sur del pais (17).

A comienzos del siglo XXI, en el afio 2000 Paradoa y colaboradores determinaron la
distribucion de los alelos HLA en la poblacion cubana de la Ciudad de la Habana (14).
Fueron tipificados 129 donantes de sangre sanos (70 blancos, 42 mestizos y 17 negros)
mediante PCR vy tipaje de oligonucledtidos y se observd que el alelos HLA-B*35 esta
presente en un 9,7%, el B*44 en un 9,33%, el B* 07 en un 8,89% Yy el B*53 en un
7,6% como los mas comunes, ademas, encontraron frecuencias elevadas en la
distribucion de un grupo de alelos, lo que podria estar en relacion con ciertas

combinaciones que confieran ventajas evolutivas contra patogenos (14).

En el afio 2001 Williams y colaboradores realizaron la tipificacion empelando PCR-
SSOP de alelos HLA-B en muestras de ADN obtenidas de seis poblaciones diversas: 95
individuos Brasilefios no relacionados; 50 indigenas de la tribu Kogui de Colombia;
112 donantes de sangre de la Habana entre caucasicos y mulatos; 29 mexicanos
pertenecientes a la tribu indigena Seris y 41 individuos de origen mestizo mexicano;
118 donantes de la poblacion Oman situada en la costa sureste de la Peninsula arabe;
149 donantes de Singapur; 100 individuos sanos del Zuli Sudéfrica. Los genotipos mas
encontrados en los siete grupos fueron HLA-B*15, B*27, B*35, B*39, B*40, B*44 y
B*51 y los alelos HLA-B*35:01 y B*44:03 fueron detectados en las siete familias,
igualmente, el alelo B*2705 se reportd en cinco de los grupos de estudio, representando
posiblemente un alelo ancestral (18,19).

En el afio 2004 Alfaro y colaboradores determinaron frecuencias génicas y haplotipicas
del sistema HLA en 1330 sujetos pertenecientes a seis provincias del norte de Argentina
mediante la tipificacion seroldgica de antigenos HLA de clase |, estableciendo la
presencia de B*35 en todas las provincias con una frecuencia aproximada del 15%, asi
mismo los genotipos B*62, B*60, B*51, B*39, B*44, B*7 y B*8 mostraron frecuencias
entre el 4y el 8% (20).



En otras poblaciones del mundo se han realizado estudios de frecuencias de alelos HLA
como el realizado por Pedron en el 2006, quienes investigaron la distribucion de alelos
y haplotipos del HLA en 187 individuos migrantes del norte de Africa residentes en
Paris, esta distribucion se compard con un grupo control de 248 franceses nativos que
residian en la misma area, mediante la técnica de PCR-SSO. Se observo que en los
migrantes africanos se revelo una mayor diversidad en la distribucion de HLA-A y
Alelos DRB1, frecuencias mas bajas de alelos comunes en la region, como A*0201,
B*1501, B*4001, y DRB1*0401 y mayores frecuencias de subtipos menores, tales
como A*3002 y DRB1*0402 (21).

En el afio 2010 Zhang y colaboradores establecieron la distribucion de alelos y
haplotipos en la Regién Autonoma de Mongolia (Interior de China) en dos etnias, 108
Orogen y 104 Ewenki, individuos sanos y no relacionadas, los resultados mostraron un
total de 21 alelos diferentes de HLA-B en el grupo étnico Orogen, el genotipo B*15 fue
el mas prevalente con una frecuencia del 17.92% mientras que para el grupo de origen
Ewenki se encontraron 27 alelos HLA-B, el genotipo B*40 fue el mas comdn con una
frecuencia del 17.35%. Por otro lado, el B*27 obtuvo una frecuencia de 4.72 en los
Orogen y una frecuencia del 1.02 en los Ewenki, con estos datos se determind la
distribucion alélica de los haplotipos HLA A, -B, DRBL vy el arbol filogenético indico
que los grupos de poblacion Orogen y Ewenki pertenecen al grupo del norte de China
(22).

Para este mismo afio en Colombia Sandra Bermeo y colaboradores establecieron las
frecuencias genotipicas y haplotipicas de HLA-A, B y DRB1 en una poblacion del
Huila en Colombia por medio de una caracterizacién gendmica que se realiza mediante
por PCR-SSP, asi mismo, se reportaron los alelos HLA-A, B y DRB1 que obtuvieron
frecuencias mayores al 10% los cuales fueron: A*24 (22%), A*02 (17%), B*35 (15%),
B*44 (10%), DRB1*04 (18%) y DRB1*13 (11%) (2).



Pocos son los estudios de tipificacion de HLA-B*27 en poblacion sana, sin embargo, en
el 2012 Muradiye Acar y colaboradores, determinaron la frecuencia de subtipos de
HLA-B*27 en 67 pacientes con espondilitis anquilosante y 35 individuos sanos como
control en Turquia. La tipificacion de HLA-B27 se realizd por PCR-SSP permitiendo la
Identificacion de cinco alelos los cuales fueron B*27:05 (54.3%), B*27:02 (31.4%),
B*27:03 (2.9%), B*27:04 (2.9%) y B*202 / B*27:05 (8.5%), concluyendo que tanto en
el grupo de pacientes como en el grupo de control, se observé B*2705 como el alelo
més frecuente seguido por B*27:.02, los resultados mostraron que la frecuencia de los
subtipos HLA-B*27 no es significativamente diferente entre los pacientes y los

controles con un valor P> 0,10 (23).

Investigaciones demuestran que el alelo HLA-B es el mas polimorfico del sistema HLA
y es en el cual se ha detectado mayor variabilidad genética. En el 2013 Ana Maria
Arrundtegui 'y colaboradores establecieron frecuencias alélicas, genotipicas 'y
haplotipicas del sistema HLA clase | y Il mediante tipificacion PCR-SSP en 1230
donantes de una poblacion del suroccidente colombiano. Los genotipos mas frecuentes
fueron B*35 con frecuencia del 17.7% que coincide con lo reportado en otras
poblaciones colombianas como en Bogota, Medellin y el Huila (7,2), seguido por el
B*40 (10.5%) y B*44 (9.5%) esto representa el 37.7% del polimorfismo para este
locus. Los alelos HLA-B*07, B*15, B*18, B*39 y B*51 representan el 29.3 % de la
variacion y junto con los antes mencionados B*35, B*40 y B*44 dan un 67% de
variacion total para este locus en la poblacion estudiada, por otro lado el B*27 obtuvo

una frecuencia del 1.5% (3).

En este mismo afio Hajeer y colaboradores evaluaron las frecuencias alélicas y
haplotipicas del HLA-A, B, C, DRB1 y DQBL1 en Sauditas mediante la secuenciacion
de proxima generacion (NGS) en 158 adultos sanos. El alelo HLA-B mas observado fue
HLA-B*50:01 con una frecuencia del 15.8% mientras que los alelos B*27.02 y
B*27:07 obtuvieron una frecuencia del 0.3%, los resultados de esta investigacion son
Utiles para estudios poblacionales, asociaciones con enfermedades y planificacion futura

del registro de donantes de médula 6sea no relacionados en Arabia (24).



Para el afio 2014 Andric y colaboradores establecieron frecuencias alélicas HLA-A, B,
C, DRB1 y DQB1 en poblacién Serbia de diferentes partes del pais en una muestra de
donantes de médula 6sea mediante PCR-SSO; permitiendo la identificacion de 28 alelos
HLA-B, los genotipos més frecuentes fueron HLA-B*35 y HLA-B*51 con frecuencias
del 13.1% y 12.8% respectivamente. Los resultados mostraron que la poblacion serbia
esta estrechamente relacionada con las poblaciones que viven en los Balcanes centrales
y las regiones europeas vecinas. El nivel de diversidad alélica encontrado en este
estudio es relevante para facilitar la blsqueda de donante compatible no relacionado y

proporcionar una poblacion de control saludable de la region (25).

En el 2015 Kongmaroeng y colaboradores, realizaron un informe de frecuencia alélica
y haplotipica para tres loci de HLA clase | en dos etnias residentes en Tailandia (170
birmanos y 200 Karen), sin clinica sugestiva y no relacionados. Las frecuencias
halladas mediante PCR-SSP mostraron diferencias claras entre las dos poblaciones. En
la poblacién Birmana los alelos B*15:02, B*15:32 y B*15:25 fueron los mas frecuentes
y en Karen los alelos B*15:02 y B*15:20 (26).

Para el afio 2016 Genc Sulcebe y Erkena Shyti informaron frecuencias haplotipicas
HLA-A, -B, -C, -DRB1 y -DQB1 en una poblacién de 432 individuos sanos, no
relacionados de Albania. La tipificacion fue realizada por el método PCR-SSO vy
usando un inmunoensayo de fase sélida basado en perlas Luminex obteniendo asi datos
de frecuencias genotipicas para HLA-B de la siguiente manera HLA-B*51, B*18,
B*35, B*44 y B*07 con una frecuencia acumulada de 57.75% (27).

En la ciudad de Mashhad, noreste de Irdn Alireza Esmaeiliy y colaboradores
establecieron frecuencias de los alelos HLA-A, B y DRB1 en 500 individuos adultos
sanos no relacionados en el afio 2017, estos sujetos fueron genotipificados utilizando
PCR con iniciadores especificos de baja resolucion de secuencia (SSP-PCR), el HLA-
B*35 resultd ser el alelo més frecuente, con una frecuencia del 16,4% mientras que el
B*27 obtuvo una frecuencia del 1.8% (28).



En este mismo afio Loubser y colaboradores estudiaron alelos HLA-A,- By C en 50
individuos sanos, no relacionados reclutados de la poblacion Sudafricana. La
tipificacion se realizd por la técnica PCR-SSO, identificando 43 alelos HLA-B siendo el
alelo B*070201 el mas frecuente (29).

Dentro de los estudios mas frecuentes se encuentra el desarrollado por Weiskopf vy
colaboradores en el 2018, su objetivo era caracterizar las frecuencias de alelos HLA-A,
B, C, DP, DQ y DR en una muestra de 339 adultos sanos, donantes de sangre de
Managua Nicaragua. La tipificacion se realizd usando PCR-SSO, encontrando el alelo
B* 4002 més comunmente con una frecuencia de 0.01732%. Este proyecto respaldo

investigaciones de la inmunidad de células T con patogenos en la poblacion local (30).

En este mismo afio Antonio Arnaiz Villna y colaboradores buscaron genes amerindios
cripticos del HLA en poblacion de barranquilla Colombia, la tipificacion de ADN se
realizd en 188 individuos no relacionados. Se encontraron caracteristicas HLA
genéticas europeas-africanas y solo 1,85% amerindia. Esto contrasta con la poblacion
cubana donde el 10% de la poblacién son amerindios segun el HLA, ademas, los alelos
HLA-B més frecuentes fueron B*07, B*14, B*15, B*35, B*39, B*44 y B*51 con

frecuencias superiores al 4% (31).

Recientemente se publicd un estudio de alelos y haplotipos HLA clase | y Il en 1463
unidades de sangre de corddn umbilical en Bogota, estableciendo 30 alelos HLA-B de
los cuales el B*35 (23.02%), B*40 (10.35%), B*44 (9.74%) fueron los mas frecuentes,
seguidos por B*51, B*7, B*39 con frecuencias mayores o iguales al 5% mientras que el
B*27 obtuvo una frecuencia del 1.36% (32).

Basados en estos antecedentes, se desarrolla este estudio con el fin de conocer
frecuencias génicas y allicas en individuos sanos Colombianos que sean Utiles para
establecer susceptibilidad con enfermedades asociadas genéticamente al HLA y para

programas de trasplante de érganos.
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3. MARCO TEORICO

3.1. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

En la respuesta inmune se reconocen antigenos que se presentan sobre las superficies
celulares derivados de agentes patogenos. Estos péptidos son llevados a la superficie
celular por glucoproteinas especializadas de las celulas hospedadoras, dichas moléculas
son codificadas en una agrupacion grande de genes que se identificaron por primera vez
por sus potentes efectos sobre la respuesta inmunitaria contra tejidos trasplantados, este
complejo de genes se denomina complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). El
MHC es poligénico contiene diferente genes, clase 1 y I, de modo que cada individuo
posee un grupo de moléculas con diferentes rangos de especificidades de union a
péptidos. Asimismo, el MHC es muy polimorfico; es decir, hay multiples variantes de

cada gen en la poblacion en conjunto (33).

El origen del MHC fue probablemente un "proto-MHC", un MHC ancestral que
aparecio antes del sistema inmunitario adaptativo en los vertebrados mandibulares, ya
que todos los vertebrados con mandibula poseen una region MHC completa (34).
Aungue este sistema fue originalmente estudiado por su capacidad de conferir
tolerancia a injertos de tejido o de trasplantes de O6rganos, su funcion principal es
proporcionar proteccién contra patdgenos. Esto se logra a través de vias sofisticadas en
las que las moléculas MHC de clase | logran presentar antigenos enddgenos a las
células T CD8+ y las moléculas de clase Il presentan antigenos exdgenos a CD4+ (35).
Dados sus papeles importantes en la enfermedad y el trasplante, los genes HLA (HLA-
A, -B, -C, -DRA, -DRBL, -DRB3, -DRB4, DRB5, -DQAL, -DQB1, y -DPBL1) han sido

el foco de numerosos estudios clinicos y diagndsticos (36).
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3.2. ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO HLA

El MCH humano es conocido como sistema de antigeno leucocitario humano, es una
region de 4 megabases (Mb) ubicada en el brazo corto del cromosoma 6 con la region
de clase | en el extremo telomérico y la region de clase Il en el extremo centromérico.
Contiene mas de 200 genes que se expresan de forma codominante en cada individuo
siendo la region con mayor densidad y polimorfismo de genes del genoma humano, que
se ha descrito hasta ahora (34). El interés continuo en la secuencuenciacion genémica
del HLA se deriva por su papel en la regulacion de la inflamacion, la cascada del
complemento y las respuestas inmunes que utilizan las células T. EI HLA contribuye en
el trasplante clinico y la terapia transfusional, por ejemplo, los trasplantes de rifion que
son totalmente compatibles con HLA tienen una significativa supervivencia del injerto

en comparacion con los injertos de donantes no coincidentes con HLA (37).

Este sistema se asocid por primera vez con enfermedad en 1967, cuando se encontraron
antigenos HLA-B con mayor frecuencia en pacientes con linfoma de Hodgkin. Desde
entonces, se ha encontrado que la variacién dentro del HLA esta asociada con casi todas
las enfermedades autoinmunes, asi como con varias enfermedades infecciosas e
inflamatorias y que su estudio es fundamental para estudiar la respuesta del huésped a
los agentes patdgenos (38). Asimismo, una regién gendmica del MHC parece estar
involucrada en el desarrollo y la plasticidad del sistema nervioso central (SNC),
interacciones  neurologicas, comportamiento  sinipticos y  trastornos

neuroldgicos y psiquiatricos (39,40).

Los loci del HLA contienen dos tipos de genes polimorficos, de clase | y clase Il, que
codifican dos grupos de proteinas homologas, pero con estructuras distintas, y otros
genes no polimérficos cuyos productos participan en la presentacion del antigeno. Hay
tres genes de la clase | del HLA llamados HLA-A, HLA-B y HLA-C vy tres de la clase
Il HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR. Las moléculas de la clase | se expresan en casi
todas las células nucleadas, mientras que las moléculas de la clase Il se expresan solo en

las células dendriticas, los linfocitos B, los macrofagos y algunos otros tipos celulares

(1).
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El patron de variacion allica en las moléculas del HLA es diferente con respecto a la
mayoria de los genes codificadores de proteinas, ya que tiende a ocurrir mas en intrones
que en exones. En los genes de clase | de HLA clasicos, existe una variacion
relativamente mayor en los exones que en los intrones adyacentes. Ademas la variacion
en exones especificos que codifican el dominio de union a péptidos, los genes DRB son

variables en nimero y posicion en diferentes haplotipos (41).

Haplotipos HLA

Los genes de las clases | y Il del MHC son los genes méas polimérficos presentes en el
genoma de cualquier mamifero. La herencia HLA normal de cada individuo se produce
por el aporte de un grupo de genes de cada uno de los padres. Estos genes tienen como

caracteristica que se heredan en bloque, aunque la recombinacion puede ocurrir.

(Padre) T (Madre)
a b ¢ d
All A 68 A02 A02
B 55 B 40 B55 B 42
DR 14 DR 04 DR 15 DR 03
! |
(hijo 1) (hijo 2)
a ¢ b [
All A02 A68 A02
B 55 B 55 B 40 B35
DR 14 DR 15 DR 04 DR 15

Fig 1.Herencia mendeliana de haplotipos HLA. Ejemplo de un estudio familiar de histocompatibilidad de
la presente investigacion.

El término haplotipo se refiere a la combinacion de genes HLA unidos transmitidos en
un cromosoma de un solo padre, cada padre aporta solo uno, es decir que dos hermanos
tienen un 25% de probabilidad de ser genotipicamente HLA idénticos, un 50% de ser
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HLA haploidéntico y un 25% de probabilidad de que no compartan haplotipos HLA.
Cuando se obtiene el genotipo HLA en familias con estudio de histocompatibilidad,
aproximadamente el 2 % de los hijos pueden mostrar un genotipo HLA recombinante
(42). Las posibles combinaciones aleatorias de antigenos de diferentes loci HLA en un
haplotipo son enormes, pero ciertos haplotipos HLA se encuentran con més frecuencia
en algunas poblaciones de lo que se esperaria por azar. Este fenomeno se denomina
desequilibrio de ligamiento, es decir, a una frecuencia mayor que la predicha por las

frecuencias individuales (43) .

3.3. MOLECULAS HLA

Los genes MHC-1 y MHC-I1I exhiben un enorme polimorfismo alélico, y la variacion de
la secuencia de aminodcidos estd concentrada en la region de cada estructura que
interacta con los péptidos, permitiendo que diferentes alelos se unan a un rango
diferente de péptidos. Las moléculas MHC de clase | son glicoproteinas de la
superficie celular expresadas en casi todos los tipos de células de mamiferos nucleados,
esta completamente ensamblada, compuesta por una cadena pesada polimorfica de 44—
49 kDa asociada no covalentemente a una cadena ligera soluble de 12 kDa
(microglobulina [2) (44).

La cadena pesada de HLA clase | tiene tres dominios extracelulares (al, o2 y o3), una
region transmembrana y un dominio intracitoplasmatico en donde los dominios al y o2
contienen secuencias de aminodcidos variables, y estos determinan las especificidades
antigénicas de las moléculas de HLA clase | (45). El domnio a3 y el f2m juntos
forman inmunoglobulinas constantes mientras que los dominios de cadena pesada al y
02 forman una estructura Unica que consiste en una plataforma de ocho cadenas 3
antiparalelas y dos hélices a antiparalelas en la parte superior de la plataforma. Un
surco estd formado por las dos hélices o y el piso B, este es el sitio de union para el
antigeno peptidico procesado. El surco de union al péptido de clase | aloja un péptido

procesado de 8 a 10 residuos de aminoacidos (45,46) .
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Las moléculas MHC clase Il estan codificadas por tres genes polimorficos HLA-DR,
HLA-DQ y HLA-DP que se unen a diferentes péptidos, al igual que las moléculas
HLA de Clase I, las moléculas HLA de Clase Il son una familia polimorfica de
glicoproteinas transmembrana y se clasifican ademas como DR, DQ o DP. Los
productos de los genes de clase Il son heterodimeros de dos cadenas polipeptidicas
glicosiladas no covalentemente; son cadenas transmembrana Yy tienen las mismas
estructuras generales con una porcion extracelular compuesta de dos dominios (al y 02,
o Bl y B2) que estd anclada en la membrana por una region transmembrana corta y un

dominio citoplasmético (47).

En las moléculas de Clase IlI, los residuos de aminoacidos que muestran el mayor
polimorfismo se encuentran en tres grupos en la cadena B de las moléculas HLA-DR y
residen principalmente en el dominio N-terminal. Estos grupos se han etiquetado como
regiones “hipervariables” (Hv). En general, los residuos polimorficos en las regiones

Hv alinean la parte inferior y los lados de la ranura de uniéon peptidica (48).

La estructura de union al péptido consiste en un surco distal de la membrana formada
por dos hélices o antiparalelas que cubren una lamina 3 de ocho cadenas mientras que
en el caso de HLA-I, el surco corresponde a una secuencia de aminodcidos contigua
formada por la region N-terminal de la Unica subunidad codificada por la cadena
pesada, mientras que para HLA-II se forma por la yuxtaposicion de la N-terminal (41).
Para ambas moléculas, la regién proximal de la membrana consiste en dos dominios
conservados. Cada una de las moléculas HLA-1 y -IlI tienen una plataforma
estructuralmente homéloga capaz de unirse a péptidos con una afinidad muy alta que
puede empalmar al receptor de células T. Una diferencia significativa es que, para el
HLA-1, el péptido esta limitado por las interacciones del surco de unién en los extremos
N y C, mientras que para el HLA-II, cada extremo del péptido puede sobresalir del

surco de union (41,49).
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Fig 2. Modelos moleculares de moléculas HLA de clase | (A — C) y clase Il (D —F). A, los dominios clase I ai, o,y
a; Se muestran (azul claro) en asociacién no covalente con la molécula g, m. Las cadenas B anti-paralelas interactiian
para formar hojas . Las hélices a en los dominios a1y o, forman los lados y el piso de un surco que se une a los
péptidos antigénicos procesados (amarillo). B, vista desde arriba de los dominios .y a, que muestran el péptido
antigénico en un complejo molecular para el reconocimiento por el TCR de una célula T CD8 + (sitio de reconocimiento
delineado por un rectangulo rosa). C, vista lateral de los dominios o; y o, que resaltan los puntos de contacto TCR tanto
en las hélices o como en el péptido antigénico. D, vista lateral de la molécula HLA clase Il que muestra la cadena o
(azul claro) y la cadena B (azul oscuro). En la proteina de clase I1, el surco de unién al péptido esta formado por hélices
a en los dominios oy y By una hoja B formada de nuevo por los dominios a. y .. E, vista desde arriba tanto del o, COMO
del B, Los dominios y el fragmento peptidico antigénico procesado tal como serian vistos por el TCR de una célula
T CD4 -. F, vista lateral que resalta los dominios a1 y 1y el péptido antigénico. Tomado de: Chaplin DD. Overview of

immune response. J Allergy Clin Immunol. 2010;125:41.(104)

3.4. PROCESAMIENTO DE ANTIGENOS

3.4.1. Procesamiento péptidos clase |

El analisis por espectrometria de masas del péptido unido a MHC Clase | ha revelado
que la poblacion de péptidos unidos contiene al menos 1.000 especies diferentes (50), la
mayor parte de estos péptidos presenta aproximadamente 100 copias por célula, aunque
su poblacion es estructuralmente diversa, los péptidos unidos usualmente muestran una
distribucion de longitud estrecha que abarca 8-11 aminodcidos. Datos cristalograficos
han demostrado que estas variables agrupaciones de cadenas laterales de aminoacidos
forman bolsas dentro del surco de union del péptido y definen un microentorno
especifico de alelo para péptidos unidos. Los bolsillos a lo largo del surco pueden
contener o anclar cadenas laterales de aminoacidos predominantes del péptido en la

molécula de Clase I (51).
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El ensamblaje de una cadena pesada, una microglobulina 2 (82m) y un péptido en el
reticulo endoplasmico (ER) da como resultado la expresion de una molécula HLA Clase
I en la superficie celular (52). La ruta de procesamiento del HLA-I esta orientada en
gran medida a la presentacién de antigenos enddgenos encontrados en el citoplasma, el
nicleo y las mitocondrias de la mayoria de los tipos de células, tales antigenos se
trasladan al ER en forma de péptidos derivados de la protedlisis, donde se encuentran y

pueden ensamblarse con moléculas HLA-I recién sintetizadas (52).

Una vez que se han generado los péptidos, tienen que obtener acceso a las moléculas de
HLA clase | que estdn esperando los péptidos en el ER para eso el transportador
asociado con el procesamiento de péptidos (TAP) una proteina dimerica especializada
en la translocacion de péptidos oligoméricos y en el bombeo de estos péptidos
citosélicos a la luz del ER, también actla como una plataforma para el plegamiento de
moléculas MHC de clase | al unirse a una 0 mas moléculas de tapasin una chaperona de
MHC clase 1 (53).

TAP no se encuentra en la cara de la envoltura nuclear, asi que, los péptidos primero
deben degradarse en el citosol para llegar al reticulo endoplasmatico, en donde las
moleculas HLA de clase | estdn parcialmente plegadas y estabilizadas por dos
chaperonas comunes adicionales, calreticulin (CTR) y el chaperdn ERp57 (34), este
atimo ayuda al plegamiento de las glicoproteinas recién sintetizadas en el RE
mediando la isomerizacion del enlace disulfuro, su especificidad para las glicoproteinas
se debe a su capacidad para asociarse a través de su dominio § con CTR, una segunda
chaperona tipo lectina, calnexina (CNX) y posiblemente por la chaperona de union al
péptido la proteina disulfuro isomerasa (PDI). La calreticulina es una lectina que se une
por glicosilacion dando como resultado una interaccion més estable entre las moléculas
y tapasin. El complejo TAP, tapasin, HLA de clase I, ERp57 y calreticulina CRT se
llama el complejo de carga de péptidos (PLC) (34).

Un sofisticado mecanismo de "control de calidad" denominado dislocacion que se basa

en el estado de los oligosacaridos unidos a extremo N en la cadena o evita la
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exportacion de trimeros de péptidos de cadena o / B2m / péptido ensamblados de forma
incompleta. Los precursores de estos péptidos se generan en el citosol principalmente a
partir de productos de traduccion incompletos, productos ribosémicos defectuosos
(DRIP) que estdn parcialmente degradados por el proteasoma, pero también pueden
incluir otras proteinas mal plegadas o proteinas retrotranslocadas del ER, escindidas por

el proteasoma u otras proteasas citosolicas (54).

Otro componente luminal del ER que es de importancia critica para la generacion
adecuada de complejos de MHC-I-péptido es una aminopeptidasa 1 asociada a ER
(ERAP1). Los péptidos asociados con MHC-I generalmente tienen una longitud de 8-10
aminodcidos, pero el complejo TAP puede trasladar los péptidos al RE que son
significativamente mas largos estos péptidos pueden recortarse en el extremo amino en
el RE por ERAAP / ERAPL para producir péptidos de la longitud apropiada para la
union de MHC-I. Un cambio estructural requerido para la escision que solo puede ser
inducido por un péptido mas largo evita que ERAP1 "sobrecargue" los péptidos
translocados con TAP a una longitud que eliminaria su capacidad para unirse a MHC-I
(55).

Los proteasomas estan involucrados en muchas funciones celulares, la mas importante
es la generacion de péptidos para presentacion por MHC Clase | de moléculas y
vigilancia de células T. Este es el componente central del sistema ubiquitina-
proteasoma, que es el principal sistema de degradacion de proteinas dependiente de
ATP en las células, dicho sistema esta compuesto por un cilindro con nuicleo, que tiene
actividad de proteasa y dos tapas que se organizan como una particula cilindrica que
contiene cuatro anillos heptameéricos apilados, que delimitan la cdmara catalitica donde
las proteinas se degradan (55). Los dos anillos internos estan formados por siete
subunidades B (Bl — P7), y los dos anilos externos estain formados por siete
subunidades a (ol — a7). Tres subunidades B (B1, B2 y P5S) son cataliticamente activas
en proteasomas de vertebrados e inician la escision de los enlaces peptidicos en las

proteinas. Se han descrito dos proteasomas “alternativos™: el inmunoproteasoma, que es
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expresado por muchas células inmunes y el proteasoma especifico del timo, que se

expresa en células epiteliales del timo (TECs) (56).

La entrada de proteinas en la camara catalitica esta estrechamente regulada. De hecho,
el poro estrecho formado por el anillo a se obstruye ain més por las colas N-terminales
de estas subunidades o, esto impide la entrada de proteinas plegadas en la camara del
proteasoma y, por lo tanto, protege a las células de la degradacion perjudicial de las
proteinas (57). Luego, los péptidos se trasladan a la luz del RE mediante
transportadores TAP 1/2 y se recortan en su extremo N por proteasas denominadas
ERAAP. La transferencia de los péptidos recortados del TAP al MHC-I plegable se
promueve mediante un "complejo de carga”, compuesto por una serie de chaperonas
solubles y unidas a membrana incluidas la CNX, ERP57 y CRT. Una vez ensamblados,
los complejos MHC-I / f2m / se exportan desde el reticulo endosplasmatico a través de
la via secretora clasica y se expresan en la membrana plasmatica, es alli donde la carga
de moléculas MHC-I por péptidos producidos de manera endégena desempefia un papel
critico en la destruccion de células infectadas por virus, células tumorales y células

alogénicas transplantadas por los linfocitos T citotoxicos CD8 + efector (CTL) (57).

Las celulas inmunes variantes o de timus de las subunidades proteoliticas se incorporan
en el barril 20S, y esto altera el patron de degradacion del proteasoma induciendo el
estrés inmune y la exposicion a IFNy para conducir a la produccidn de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que pueden causar el plegamiento incorrecto de proteinas
lo que les permite manejar el conjunto expandido de sustratos y prevenir la agregacion
de proteinas. Por lo tanto, en lugar de ser mas selectivos en la fabricacion de péptidos
para la presentacion de MHC de clase 1, los inmunoproteasomas pueden funcionar para
manejar un conjunto de sustrato de proteina expandida, lo que resulta en la produccion

de mas péptidos (58).

El PLC asegura una carga eficiente de péptidos en moléculas de clase | después de
unirse a un péptido de suficiente afinidad, el MHC clase | se libera de las chaperonas y

puede pasar el sistema de control de calidad, para la expresion en la membrana
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plasmatica mientras TAP transloca péptidos de entre 8 y 16 aminoacidos en el reticulo

endoplasmico, estos péptidos pueden requerir un recorte adicional antes de unirse a las
moléculas MHC de clase 1 (59).
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Fig 3. Via de presentacién del antigeno MHC clase . Tomado de: Concha F, Srivastava R, Ferrone S, Robert L.
Immunological and clinical significance of HLA class | antigen processing machinery component defects in malignant
cells. 2017;52-8 (60).

Como ERAAP no forma parte del PLC, muchos péptidos deben recortarse fuera del
PLC en el lumen ER y luego volver a ingresar al PLC para unirse a las moléculas MHC
de clase |, este probablemente recorta los péptidos a una longitud minima de 8
aminoacidos, lo que aun es adecuado para la carga de MHC clase I, cuando estos
péptidos no encuentran las moléculas de clase 1 de MHC, son eliminados por la via
ERAD vy reingresan al citosol para su destruccién o una nueva ronda de translocacion
TAP y consideracion HLA clase | (61,62).
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3.4.2. Procesamiento de péptidos por HLA-II

Las proteinas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad son glicoproteinas
transmembrana, heterodiméricas de aproximadamente 50 kDa que constituyen una parte
critica de la respuesta inmune adaptativa a patdgenos extrafios. Las proteinas MHCII se
expresan mediante las llamadas células presentadoras de antigenos (APC), como las
células dendriticas, los macréfagos y las células B, en las cuales se unen a péptidos
derivados de proteinas propias y extrafias y las muestran en la superficie celular para la
interaccion con las células TCD4 *. Las subunidades a y B de HLAIl recién
sintetizadas se trasladan a la luz del ER, alli se asocian con una proteina chaperona
trimérica conocida como la cadena invariante o cadena | asociada a MHC de clase Il
(63).

La cadena | es una glucoproteina transmembrana de tipo Il no polimorfica y no
codificada en el MHC. Existen varias formas de cadena | debido al empalme alternativo
y al uso de codones de inicio alternativos. La liberacion de la cadena | se inicia por
protedlisis progresiva en endosomas acidos. Esto culmina en un péptido extendido de
manera variable de aproximadamente 20 residuos que estd asociado con el surco de
union HLA-1I (64). Este se denomina (CLIP), péptido de cadena invariante asociado a
la clase Il. Hay algunos alelos HLA-1I con una baja afinidad por CLIP y estan asociados
genéticamente con el desarrollo de la autoinmunidad. Esto puede reflejar un papel de
los complejos MHC-I1I-CLIP en la regulacion de la seleccion timica, el sesgo de la
diferenciacion del subconjunto de células T auxiliares. Alternativamente, la liberacion
prematura de CLIP a partir de estos alelos MHC-1I asociados con la enfermedad puede
favorecer la seleccion de epitopos de autoantigenos o la captura de auto-péptidos dentro

de compartimentos endosémicos distintos (64).

Las moléculas MHC-II estan compuestas por dos cadenas integrales de membrana, o y
B, ambas codificadas dentro del MHC. El sitio de union al péptido comprende los
dominios distales de membrana de ambas cadenas. La asociacion de las cadenas o y B
nacientes con la cadena invariante (también llamada li o CD74) en el ER facilita el

ensamblaje del MHC-II y la salida del ER. Una porcién de i, llamada CLIP ocupa la
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hendidura de union al péptido del heterodimero a / b, que ocluye el sitio de union del
péptido y evita la union prematura de los péptidos. Después de la unidon del péptido, los
dimeros de heterodimeros a / b sufren un cambio conformacional que aumenta la
estabilidad, inhibe la agregacion y mejora su transporte a la superficie de la célula
(65,66).

Enfocada en el entorno extracelular, la via de presentacion de antigenos HLA- 1l se
cruza con la via endocitica para muestrear antigenos. El antigeno extracelular es
captado por las APC y exportado en un compartimento delimitado por la membrana,
conocido como el fagosoma que tiene un pH de 4 a 4,5. Este compartimento
fagosémico sufre una serie de modificaciones, en parte dictadas por su contenido, y
finalmente se fusiona con los lisosomas para formar fagolisosomas, este

compartimiento interactla con las moléculas del HLA de clase 11 (67).

La carga de péptidos en las moléculas HLA-II puede ocurrir en mltiples
compartimentos de la via endocitica. La mayoria de las moléculas MHC-II recién
sintetizadas probablemente se carguen en las vias endosomales tardias, mientras que los
dimeros o, B de HLA-II internalizados de la superficie celular pueden ser "recargados”
con péptidos dentro del sistema endosomal temprano. Las moléculas de HLA de clase
Il se asocian durante su ensamblaje en el ER con la cadena invariante li que actia como

un pseudopeptido completando el surco de union al péptido de clase 11 (68,69).

En un compartimento comunmente llamado MIIC, las moléculas HLA-II se encuentran
con los fragmentos antigénicos generados por las proteasas residentes. Para que estos
péptidos se unan a las moleculas MHC 11, la cadena invariante tiene que degradarse por
la misma mezcla de proteasas, especialmente la catepsina L y S. Esto deja un fragmento
de cadena invariable (llamado CLIP) inaccesible para las proteasas y permanece en el
sitioc de union al péptido de las moléculas MHC II. Este fragmento de CLIP debe
intercambiarse por péptidos de mayor afinidad con la ayuda de un chaperona similar a
HLA clase Il HLA-DM (70).
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La estructura de HLA-DM en asociaciéon con MHC-1I (HLA-DR1) revela que la DM
abre localmente el surco para liberar péptidos de baja afinidad, como el CLIP. Después
de una cierta residencia en MIIC, las moléculas de MHC de clase Il se mueven a la
membrana plasmatica a través del transporte vesicular o en forma de tubulos. Dado que
la informacion de direccionamiento en la cadena invariante se ha eliminado después de
su degradacion en MIIC, las moléculas MHC Il pueden residir de manera estable en la

membrana plasmética (71).
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Fig 4. Viasde presentacién del antigeno HLA clase I y clase Il. Tomado de: Castiblanco J, Anaya J-M.
Genetics and Vaccines in the Era of Personalized Medicine. Curr Genomics. 2015;16(1):47-59 (72).

La descomposicion de las proteinas endocitadas en la via de procesamiento de
antigenos exdgenos se inicia mediante una variedad de proteasas que normalmente se
asocian con los lisosomas. Las enzimas lisosomales, como las catepsinas pueden
descomponer las proteinas en oligopéptidos de aproximadamente 12 a 20 residuos de
longitud (73). El hecho de que la gran mayoria de los auto-péptidos unidos a las
moléculas de HLA Clase Il se deriva de las glicoproteinas transmembrana, demuestra
que el catabolismo de las moléculas asociadas a la membrana en el reciclaje de
vesiculas endociticas es un paso clave en la generacién del repertorio peptidico de
moléculas HLA-1I. Una posible ruta para la presentacion de proteinas citosolicas por el

MHC de clase Il puede ser a traveés de la vacuola autofagica. La autofagia permite el
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engrosamiento de grandes porciones de citoplasma e incluso puede incluir organulos,

como las mitocondrias (73).

La presentacion cruzada por MHC-1 es un proceso distintivo en el que los antigenos de
particulas fagocitadas o proteinas solubles internalizadas por otros medios se ensamblan
con MHC-I (74). El procesamiento de antigenos exogenos en la via de la clase | del
HLA podria atacar potencialmente células de tejido no infectadas que endocitan
residuos virales, para destruccion por CTLs especificos de virus. Por lo tanto, ceélulas
dendriticas (DCs) han sido otorgadas con una propiedad especializada que les permite

presentar antigenos derivados de otras células, para la estimulacion de CTLs (75).

3.5. HLA-B*27 Y ASOCIACION CON ESPONDILITIS ANQUILOSANTE

En mapeo de HLA-B, se determind que este gen de clase I es el mas polimdrfico en el
cromosoma 6 y en el genoma humano. EI HLA-B*27 tiene un alto grado de
polimorfismo genético, con 105 subtipos conocidos, del HLA-B*27:01 al HLA-
B*27:106, codificado por 132 alelos. Este resultado es concordante con la base de datos
HLA IPD-IMGT / HLA (http//www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html), que enumera HLA-

B como el gen MHC més polimorfico, con 511 genotipos conocidos (76) .

Se han descrito varias hipétesis de la asociacion del B*27 con la enfermedad, la teoria
de los péptidos artritogénicos sugiere que la enfermedad se debe a la capacidad de B*27
para unirse y presentar péptidos artritogénicos Unicos a los linfocitos T citotoxicos
(CTL) CD8. Por lo tanto, una respuesta CTL restringida a B*27, desencadenada
reconocimiento de forma cruzada de un auto-péptido o péptidos unidos a HLA-B*27.
La teoria del plegamiento incorrecto postula que la acumulacion de B*27 HC en el
reticulo endoplasmico, proporciona estimulacion potente y crénica de la respuesta al
estrés ER contribuyendo a la produccion de citoquinas inflamatorias. El plegamiento
incorrecto de HLA-B*27 que ocurre en el intestino de los pacientes con EA y la
enfermedad de Crohn y se acompafia de la activacién de la autofagia que parece estar
asociada con la modulacion de IL-23 en AS. La hipétesis del B*27-libre de HC y
homodimero propone que la enfermedad resulta del reconocimiento inmune de la
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superficie aberrantemente plegada de moléculas B27 (77) . En la tabla 1 describe las

espondiloartritis asociadas a HLA-B*27.
Tabla 1. Espondiloartritis asociadas a HLA-B*27.

Enfermedad Caracteristicas clinicas Frecuencia aproximada
HLA-B*27 (%)
Espondilitis anquilosante Inflamacion 'y formacion de 94 (OR 171)

hueso nuevo en las
articulaciones sacroiliacas y
espinales.

Acrtritis reactiva Artritis articular no aséptica 30-75
después de ciertas infecciones
bacterianas gastrointestinales o
genitourinarias.

Colitis asociada a Artritis sacroiliaca, espinal y 33-75
espondiloartritis articular grande asociada con
enfermedad de Crohn y colitis
ulcerosa.
Espondiloartritis psoriasica | Artritis sacroiliaca, espinal y 40-50

articular grande asociada con
psoriasis cutanea.

Artritis relacionada con Artritis articular asociada con 76
entesitis juvenil entesitis, generalmente en
nifios adolescentes.
Uveitis anterior aguda Inflamacion estéril aguda de la 50

camara anterior del ojo.

Tomado de: Cortes A, Hadler J, Pointon JP, Robinson PC, Karaderi T, Leo P, et al. Identification of multiple
risk variants for ankylosing spondylitis through high-density genotyping of immune-related loci. Nat Genet.
2015;45(7):730-8 (78).
La asociacion entre la barrera del dafio como la dermis y la mucosa del intestino con la
posterior exposicion del sistema inmune a los microorganismos patdgenos puede ser de
relevante en la patogenia. Considerable superposicion entre los loci de susceptibilidad
de la espondilitis anquilosante y los loci inflamatorios de la enfermedad intestinal se ha

encontrado (79).

Hay tres caracteristicas principales de HLA-B27 que son conocidas aparte de
pertenecer a  moléculas de HLA clase I. Estas incluyen especificidad de unidn
peptidica,  una tendencia a plegarse lentamente y una predileccion por formar

homodimeros de cadena pesada durante el reciclaje de la superficie celular (80).
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La enfermedad suele comenzar en la tercera década de la vida, y alrededor de 5 afios
antes en pacientes positivos que en pacientes negativo para B*27. Existe mayor
prevalencia de pacientes con espondilitis anquilosante en hombres en comparacion con
mujeres (la proporcion aproximada de hombre a mujer es de 2 a 3: 1). Las cifras de la
prevalencia precisa son dificiles de obtener para la espondiloartritis axial, porque los
estudios se basan en una seleccion de pacientes o encuestas basadas en la poblacion que
generalmente no incluyen investigaciones de imagen y pruebas HLA-B27. La
prevalencia de espondilitis anquilosante refleja la prevalencia de HLA-B27 en una
poblacion dada (81).

4. DISENO METODOLOGICO

4.1. UNIVERSO, POBLACION, MUESTRA
4.1.1. Tipo de investigacion

Estudio retrospectivo, descriptivo no experimental en un periodo comprendido entre los

afos 2015 al 2018 en individuos sanos.

4.1.2. Poblacion

Resultados de tipificacion HLA-B en individuos sanos remitidos al laboratorio de
Inmunologia del Hospital Militar Central desde el afio 2015 al 2018 con solicitud de
tipificacion HLA-B, por sistema molecular SSO- LUMINEX IS 100/200.

4.1.3. Muestra

Resultados de tipificacion HLA-B por sistema molecular SSO- LUMINEX IS 100/200
de 255 individuos sanos en quienes se descartd sintomatologia articular de

espondiloartritis.

4.1.4. Seleccion de la muestra

No probabilistica, por conveniencia.
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4.1.5. Criterios de inclusion
4.1.5.1. Criterios de inclusion para frecuencia de HLA-B
Resultados de la tipificacion HLA-B de sujetos que cumplan con las condiciones para
establecer frecuencias alélicas y genotipicas.
4.1.5.2. Criterios de inclusion para frecuencia de HLA-B*27
Resultados de individuos HLA-B*27 positivos sin signos, sintomas o diagndstico de
enfermedades reumaticas autoinmunes.
4.1.6. Criterios de Exclusion
4.1.6.1. Criterios de exclusion para frecuencia de HLA-B

Resultados de Individuos con signos, sintomas o diagndstico de enfermedad reumética o
neoplasica.  Solicitudes y resultados por otra técnica diferente a SSO para HLA o

resultados inconclusos.

4.1.6.2. Criterios de exclusién para frecuencia de B27

Resultados de individuos B*27 positivos con signos, sintomas o diagndstico de
enfermedad reumética.

Sintomas periféricos: talalgia, artralgia y artritis periférica: hombros,

manos, rodillas, poliartralgias.

- Sintomas extraarticulares: 0jo seco, dolor ocular, xeroftalmia, Xerostomia
y otros Organos extraarticulares.

- Sintomas axiales: dolor en la columna vertebral, rigidez, dolor en los

gliteos, dolor de espalda, dolor en la cadera, sacroilitis.

4.1.7. Analisis de tipificacion de antigeno HLA-B

El procedimiento de tipificacion HLA-SSO, se realizd mediante el método molecular
basado en hibridacion de sondas SSO del ADN monocatenario obtenido a partir de
reaccion en cadena de la polimerasa-PCR, reconociendo el polimorfismo del segundo y
tercer exon del gen de HLA clase |, analizadas en un sistema LUMINEX IS 100/200
que permite su medicién con alta sensibilidad. El procesamiento de las muestras se

realiz6 por el laboratorio de inmunologia del Hospital Militar Central.
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La secuenciacion de alta resolucion tiene como finalidad la determinacion del orden de
nucledtidos en un oligonucledtido de DNA empleando métodos y técnicas bioquimicas,
se realizd como prueba confirmatoria en tres muestras HLA-B*27 positivo, dos de
individuos sanos y una de un paciente con diagndstico de espondilitis Anquilosante
como control.

4.1.8. Andlisis estadistico

Todos los datos se registraron en una base de Excel y se analizaron mediante el
programa SPSS V24 (Windows). Se obtuvieron las frecuencias (n (%)) para las variables
demogréficas y frecuencias genéticas. Se realizd Chi2 y test exacto de Fisher para el
analisis en variables categoricas demograficas con respecto a la presencia de HLA-B y
especificamente HLA-B27. Todas las pruebas se hicieron con un nivel de significancia
del 5% (p=<0.05).

4.2. HIPOTESIS

Existen genotipos, alelos y haplotipos con frecuencias similares a las de otras

poblaciones en una muestra de 255 individuos sanos colombianos.

4.3. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Para el cumplimiento de los objetivos se analizaron los resultados de la tipificacion

HLA- A, B, C, DR de individuos sin clinica sugestiva de enfermedad reumatica.

4.3.1. Extracciéon de DNA

Se realiz6 aislamiento de ADN gendémico a partir de sangre total recolectada en tubos
con anticoagulante (EDTA) y con posterior centrifugacion utilizando el Kit Wizard®
Genomic DNA Purification de Promega.

Lisis de glébulos rojos

Durante el proceso de lisis las interacciones entre las moléculas que conforman la pared,

la membrana celular y nuclear se modifican o destruyen permitiendo que los &cidos
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nucleicos se liberen, para esto, se utilizan soluciones bésicas o detergentes que permiten

disover la membrana celular, asi como inhibidores para inactivar las enzimas que
degradan el ADN (82).

1.

Para 300u de volumen de muestra se agregd 900 pl de solucién de lisis celular a un
tubo de centrifuga estéril de 1.5ml.

Se transfirio la muestra al tubo que contiene la solucion de lisis celular, invirtiendo el
tubo 5-6 veces para mezclar.

Se incub6 la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente (invirtiéndola de 2
a 3 veces una vez durante la incubacion) para lisar los globulos rojos, posteriormente
se centrifugd a 14,000 rpm durante un minuto a temperatura ambiente.

Se descartd la mayor cantidad posible de sobrenadante sin alterar el sedimento
blanco visible (aproximadamente de 10 a 20pl de liquido residual permaneceran en
el tubo de 1.5ml).

Se resuspendieron completamente los globulos blancos para obtener una lisis celular

eficiente.

Lisis de nucleos y precipitacion de proteinas

En esta etapa se separa el ADN de las proteinas y lipidos mediante solventes organicos y

ciclos de centrifugacion. Se utiliza la tendencia hidrofilica que tienen los grupos fosfato

para separarlos en medios acuosos, mientras que las proteinas y los lipidos se separan en

solventes organicos. La fase acuosa y la organica se separan por centrifugacion lo que

permite aislar al ADN.

6. Se adiciond 300u de la solucion de lisis nuclear al tubo que contiene las células

resuspendidas. Se pipetea la solucion de 5 a 6 veces para lisar los globulos blancos
obteniéndose una solucion que debe ser muy viscosa.

Se agregd 1,54 de la solucion de RNasa al lisado nuclear, y se mezcld la muestra
invirtiendo el tubo 2 a 5 veces. Se incub6 la mezcla a 37°C durante 15 minutos y se
dejo a temperatura ambiente.

Se adiciond 300u de la solucion de precipitacion proteica al lisado nuclear, y se
agito en vortice durante 10 a 20 segundos.

Se centrifugd a 10,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente (una bolita de

proteina de color marron oscuro debe ser visible).
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Precipitacion y Rehidratacién de ADN

En la precipitacion se utilizan soluciones con altas concentraciones de iones de sodio o

amonio que se unen a los grupos fosfato, esta mezcla reduce las fuerzas repulsivas entre

las cadenas y permite que el ADN se pliegue sobre si mismo haciéndolo insoluble (82).

10. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5ml que
contenia 300l de etanol al 70% a temperatura ambiente.

11. Se mezcld la solucion suavemente por inversion hasta que las hebras blancas de
ADN formaron una masa Vvisible.

12. Se centrifugd a 10,000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente (el ADN sera
visible como una pequefia bolita blanca).

13. Se decantd el sobrenadante y se agregd de nuevo 300ul de etanol al 70% a
temperatura ambiente, invirtiendo suavemente el tubo varias veces para lavar el
sedimento de ADN Yy los lados del tubo de microcentrifuga. Se centrifugd como en el
paso 12.

14. Se aspir6 cuidadosamente el etanol con una pipeta Pasteur estéril, el pellet de ADN
esta muy suelto en este punto y se debe tener cuidado para evitar aspirar el pellet en
la pipeta, posteriormente invierta el tubo en papel absorbente limpio y seque al aire
el pellet durante 10 a 15 minutos.

15. Se agregd 100yl de la solucion de rehidratacion de ADN al tubo y se incub6 a 65°C
durante 1 hora mezclando peribédicamente la solucion.

16. Se Almacend el ADN entre 2 y 8°C para su posterior cuantificacion.

4.3.2. Cuantificacion

Para la cuantificacion de DNA se utilizd el equipo NANODROP 2000c
Spectrophotometer el cual permite realizar medidas espectrofotométricas en un amplio
rango de longitudes de onda (220-750 nm) con gran exactitud y reproducibilidad.
Funciona mediante la combinacion de tecnologia de fibra Optica y propiedades naturales
de tension superficial para capturar y retener cantidades minimas de muestra, se requiere
un volumen de muestra de 1-2 ul y gracias a su pequefio tamafio y facil manejo permite

medir un gran ndmero de muestras en poco tiempo.
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En los espectrofotometros NanoDrop el extremo superior es de una fibra Optica
conectada a una fuente de emision de Xenon. Ambas partes definen un preciso y
estrecho paso Optico cuya longitud varia automéaticamente con la concentracion de la
muestra, permitiendo hacer mediciones en un rango muy amplio de concentraciones sin
hacer diluciones. Esta caracteristica lo hace iddneo para determinar la concentracion y

pureza de los acidos.

Como primer paso se limpio las superficies Opticas con 2 a 3ul de agua desionizada. El
blanco del equipo se realizd dispensando 1ulL de tampon en la superficie Optica inferior.
Para la medicion se selecciond la constante de concentracion DNA-50 y posteriormente
se depositd 1ul de muestra de acido nucleico en el pedestal optico inferior, el software
calculd automaticamente la concentracion de &cido nucleico y las relaciones de pureza,
que se correlacionaron con la gréafica espectral. La calidad de la muestra se evallio
analizando las relaciones 260/280 y 260/230 cuyo resultado aproximado fue de 1.8 y 2.0

respectivamente.

4.3.3. Amplificacion por PCR-SSO

El DNA diana se amplifica por PCR utilizando cebadores especificos de grupo
biotinilados y empleando una Unica reaccion de PCR para cada locus HLA, con el kit
LIFECODES HLA-B SSO Typing Kkit.

1. Se prepar6 la master mix con las siguientes condiciones:

Tabla 2. Volumenes para PCR-SSO

Reactivo Volumen por reaccion de PRC
Agua grado biologia Molecular 8.8ul
Master mix 5ul
Taq polimerasa 0.2ul
DNA Gendmico 5u (concentracion final 20ng/ul)
Volumen Total 20

2. Se adicionaron 15pl de la mezcla prepara a tubos de PCR.
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3.

Se adicionaron 10u de ADN de cada muestra a un tubo y 5yl de Agua destilada
como control negativo.
Se corrieron las muestras en el termociclador con el programa de amplificacion:
- 95°C por 3 minutos
12 ciclos: 95°C por 15 segundos
- 60°C por 30 segundos
- 72°C por 30 segundos
28 ciclos: 95°C por 10 segundos
- 63°C por 30 segundos
- 72°C por 30 segundos

28 ciclos: 72°C por 2 minutos

4.3.4. Hibridacidon

La hibridacion se realizd en placas de 96 pozos con el producto de la PCR-SSO y con

microesferas acopladas a sondas de los alelos HLA.

1.
2.

Se calentd la mezcla de sondas a 55°-60°C por 5-10 minutos.
Se adicionaron 154 de la mezcla de sondas de sondas dentro de las placas Costar®,
(dandole vortex a la mezcla de sondas cada 8 pozos) junto con 5ul del producto
especifico de PCR a cada pozo, cubriendo la placa con el sello de polietileno.
Se coloco en el termociclador y se corrid con el programa de hibridacion:

- 97°C por 2 minutos

- 47°C por 10 minutos

- 56°C por 8 minutos

- 56°C HOLD
Se realiz6 la mezcla de 170U de la solucion de dilucién con 0.85ul de Streptavidina-
PE por muestra (mantener la mezcla en la oscuridad).
En el paso 56°C HOLD, se adicionaron a cada muestra 170p de la mezcla de
solucion de dilucion/Streptavidina-PE, sin parar el programa y sin retirar la placa del

termociclador.
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Cada una de las distintas sondas puede ser complementaria de una secuencia exclusiva
de un alelo o grupo de alelos, es decir, estas sondas son disefiadas para que cada una de
ellas hibride con una regién complementaria que puede estar presente o no en el ADN
amplificado. El andlisis de los resultados de la tipificacion con SSO puede aplicarse para
determinar la presencia o ausencia de secuencias concretas de ADN en el producto

amplificado y para identificar los posibles alelos en la muestra.

4.3.5. Tipificacion HLA-B27 por técnica de Luminex 1S 100/200

En desarrollo de ensayos de fase sélida como Luminex utiliza microesferas de
poliestireno impregnadas con una Unica mezcla de dos tinciones fluorescentes que son
simultdneamente excitadas por un laser rojo a 365 nm. La deteccion HLA es lograda
usando un conjugado de anticuerpo secundario con un fluoréforo, R-ficoeritrina, el cual

es excitado por un laser verde (532 nm) y detectado a 576 nm.

Un analizador de flujo identifica la intensidad de fluorescencia SAPE en cada
microesfera. El software se utiliza para asignar reacciones positivas 0 negativas basadas
en la intensidad de la sefial fluorescente. La asignacion de la tipificacion HLA se basa en

reacciones de sondas positivas y negativas.

Una vez se retiraron las placas del termociclador se leyeron las muestras en el

fluoroanalizador para obtener los respectivos resultados.

4.3.6. Secuenciacion HLA de alta resolucién

La secuenciacién de alta resolucién es un método molecular basado en plataformas de
microarrays que estan disefladas para detectar secuencias génicas de sitios 0 regiones
predefinidos. Los resultados dependen de la calidad del alineamiento y ensamblaje ya
que las secuencias alineadas incorrectamente pueden producir falsos positivos, mientras
que las secuencias no alineadas pueden ser fuente de falsos negativos. La secuenciacion
tiene el potencial de detectar cualquier tipo de variante gendmica en un Unico
experimento, evitando algunos inconvenientes inherentes de los ensayos de genotipado

actuales.
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La preparacion de la biblioteca de muestras de ADN para la secuenciacion generalmente
comienza con la fragmentacién aleatoria del ADN gendmico. Los adaptadores de
oligonucledtidos especificos de la plataforma se ligan luego a los extremos que
envuelven los fragmentos para permitir su posterior amplificacién y secuenciacion con
cebadores comunes. Las bibliotecas se secuencian masivamente y en paralelo con un
secuenciador, las lecturas se alinean con secuencias de referencia 0 se ensamblan de
novo. La tecnologia de alta resolucién permite el descubrimiento de nuevos SNP, indels

y variaciones estructurales, permitiendo un extenso analisis de las variaciones genéticas.

5. RESULTADOS

5.1. Descripcion de la muestra:

Se analizaron retrospectivamente 255 individuos sanos con solicitud de tipificacion
HLA- B, correspondientes a hombres en un 50.6% y mujeres en un 49.4%. El rango de
edad predominante fue de 19 a 45 afios con 57.1%, seguido por los mayores de 45 afios
con 33.1% y los pertenecientes al grupo de 0-18 afios con el 9.6%. La solicitud del
HLA-B predomind por el servicio de Reumatologia con 35.7% seguido del servicio de
oftalmologia con 12,5% vy otros servicios comprendidos por neurologia, hematologia,
fisiatria y gastroenterologia con el 7.05%. El 44.7% de los individuos eran donantes que
pertenecieron a estudios de compatibilidad y el 55.3% fueron individuos con solicitud a
quienes se les descarto sintomas compatibles con el diagnostico de EAS o enfermedad
reumatica (Tabla 2).

Tabla 3. Analisis Demogréfico

n %
ANO 2015 29 11.4%
2016 72 28.2%
2017 55 21.6%
2018 99 38.8%
EDAD 0-18 afios 23 9.6%
19-45 afos 136 57.1%
> 45 afios 79 33.1%




GENERO Femenino 126 49.4%
Masculino 129 50.6%

PROCEDENCIA Norte de la costa
pacifica y la Isla

de san Andrés 0 0%

Region Andina

Central, region

Amazonica, 134 80.24%
region Orinoquia

Suroeste de la
region Andina y

la costa del 33 18.56%
Caribe
SERVICIO Reumatologia 91 35.7%
Oftalmologia 32 12.5%
Otros 18 7.05%
No aplica 114 44.7%
TIPO DE Donante 114 44.7%
INDIVIDUO Paciente 141 55.3%

Toméndose el sitio de origen de la mayoria de individuos los departamentos con mayor
numero de participantes en el estudio fueron Cundinamarca con 76 (59 pertenecen a la
ciudad de Bogotd), seguido por Antioquia, Cauca, Cdrdoba y Tolima con 10 individuos
cada uno, 59 individuos se reparten en los departamentos con menor frecuencia de
participacion los cuales fueron Atlantico, Bolivar, Boyaca, Caldas, Guajira, Guaviare,
Huila, Magdalena, Meta, Narifio, Norte de Santander, Putumayo, Quindio, Risaralda,
Santander y Valle.

La distribucion geogréfica se realizd como la propuesta por el Dr. Paredes y col. en el 2003,
Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses de Colombia (83), quien
estableci6 4 grupos para la correspondiente distribucion: 1. Norte de la costa Pacifica y la
isla de San Andrés, 2. region andina central, region amazonica y region Orinoquia, 4. El
suroeste de la region andina y la costa Caribe. El 80.24% de las solicitudes provenian de las
region andina, la region amazonica y territorios orientales, que corresponden a los

departamentos de Antioquia, Boyaca, Caldas, Caqueta, Cundinamarca, Guaviare, Huila,
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Meta, Norte de Santander, Putumayo, Quindio, Risaralda, Santander, Tolima. Continuos a
estos los provenientes del suroeste de la region andina Valle del Cauca, Cauca y Narifio y la
Costa Caribe con los departamentos de Cordoba, Bolivar, Cesar, Guajira, Magdalena,
Atlantico con un 18.56%. No sé registraron individuos de la zona norte de la costa Pacifica

ni de la isla de San Andrés en el presente estudio.

5.2. Frecuencia Genotipica del HLA-B

Se establecieron 27 genotipos HLA-B de 255 sujetos sanos, como se presenta en la (tabla
3) (Grafico 1). Los genotipos mas frecuentes fueron, B*35 con el 48.23% de frecuencia; el
1.96% de estos individuos son homocigotos para el genotipo B*35 y el alelo mas
prevalente fue el B*350101 con 13.72% de frecuencia. El segundo genotipo de mayor
frecuencia fue el B*40 con el 19.60% de frecuencia y su alelo mas comun fue el B*400201
con el 12.94% de frecuencia, seguido por el genotipo B* 44 con el 17.25% de frecuencia, el
0.39% de estos fueron homocigotos para el genotipo, siendo su alelo mas frecuente el
B*440301 con un 10.58% de frecuencia, por ultimo el genotipo B*14 con una frecuencia
del 13.72% con el alelo B*140201 como mas prevalente con frecuencia del 9.80%. El
genotipo menos frecuente fue B*47 (0.39%).

Tabla 4. Frecuencias Genotipicas HLA-B

Frecuencia Genotipica

B* n %
35 123 48.23
40 50 19.60
44 44 17.25
14 35 13.72
39 29 11.37
7 28 10.98
15 23 9.01
51 19 7.45
38 16 6.27
53 14 5.49
27 13 5.09
49 13 5.09
18 12 4,70
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Fig 5. Distribucidn de genotipos HLA-B

Se definieron las asociaciones de los genotipos B*35, B*40, B*44 y B*7 con el género y la

procedencia de los sujetos, solo se encontrd asociacion estadisticamente significativa con el

genotipo B*7 y el género femenino con un valor P=0.008.
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5.3. Frecuencia alélica del HLA-B

De los 255 individuos se registraron 510 datos

encontrando 89 alelos HLA-B, los mas

frecuentes fueron B*35:01.01 (6.7%), B*40:02:01 (6.5), B*3543:.01 (5.3%), B*44:.03:.01
(5.1%), B*07:02:01 (4.7%), B*14:.02:01 (4.3%), B*39:01.01 (3.5%), B*44:02:01 (3.3%)

(Tabla 4) (Grafico 2).

En menor frecuencia se encontraron los alelos B*0856, B*15:46, B*35:01, B*35:17,
B*35:31, B*37.01, B*40.01, B*40:37, B*56:01 con 0.4% vy los alelos B*07:02:02,
B*14:.02, B*14:02:02, B*14:54, B*15:10:01, B*15:16:01, B*18:57, B*35:01:08, B*35:10,

B*35:15.01, B*3525, B*3542:01,

B*3543,

B*38:04.01,

B*40:11:01,

B*40:157, B*40:201, B*41:01, B*41:15, B*42:02:01, B*44:27:01, B*47:01.01, B*48:.01,
B*49:01, B*51:.01, B*51:01:17, B*51:10, B*51:148, B*52:01:02, B*52:01:05, B*52:09,
B*53:01, B*57:03:.01, B*58:02:01 con un 0.2% de frecuencia.

Tabla 5. Frecuencias alélicas HLA-B

Frecuencia
HLA-B* n %
350101 34 6.7
400201 33 6.5
354301 27 53
440301 26 51
070201 24 4.7
140201 22 4.3
390101 18 35
440201 17 3.3
510101 16 3.1
380101 15 2.9
2703/05/17 13 25
530101 13 25
490101 12 24
180101 11 2.2
351201 11 2.2
140101 10 2.0
150101 10 20
480101 10 20
080101 9 1.8
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Fig 6. Distribucion de alelos HLA-B

Se determinaron las asociaciones de los alelos B*3501, B*4002, B*4403 y B*0702 con el
género y la procedencia de los individuos, se encontrd asociacion estadisticamente

significativa del alelo B*0702 con el género femenino obteniendo un valor P=0.008.

Se analizaron los alelos B*070201, el B*350101 y el B*400201 vy se establecieron las
parejas de alelos B. Los alelos mas comunes para B*070201 con sus respectivas
frecuencias fueron B*0702-B*3543 (21.4%) y B*0702-B*3501 (14.3%), para el alelo
B*350101 fueron B*3501- B*4002 (20.6%) y B*3501-B*0702 (11.8%), en el alelo
B*400201 se encontré B*4002-B*3501 (21.2%) y B*4002-B* 4801 (9.1%).

Tabla 6. Distribucion de genotipos y alelos por departamentos

DEPARTAMENTO NUMERO DE NUMERO DE n
GENOTIPOS ALELOS
ANTIOQUIA 9 10 10
ATLANTICO 2 2 2
BOGOTA D.C. 21 43 59
BOLIVAR 3 4 3
BOYACA 10 11 8
CALDAS 2 2 1
CAQUETA 4 4 4
CAUCA 7 12 10
CESAR 6 6 3
CORDOBA 3 3 10
CUNDINAMARCA 17 24 17
GUAJIRA 2 2 1
GUAVIARE 2 3 2
HUILA 7 8 4
MAGDALENA 4 4 2
META 9 14 6
NARINO 4 4 2
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NORTE DE SANTANDER 6 7 4
PUTUMAYO 3 4 2
QUINDIO 3 3 2
RISARALDA 4 4 2
SANTANDER 5 5 3
TOLIMA 12 16 10

VALLE 11 13 8

DISTRIBUCION DE GENOTIPOS Y ALELOS POR DEPARTAMENTOS

n
[

I
n

b
[=]

w
on

w
[

[
[

-y
n

Genotipos y alelos por departamento
= et

n

o

ANTIOQUIA 3
ATLANTICO (w8
BOGOTAD.C. (3
BOLIVAR [wm
BOYACA (3
CORDOBA (S
CUNDINAMARCA (3
GUAJIRA [
GUAVIARE &
MAGDALENA |3
NTE SANTANDER (3
PUTUMAYO [
RISARALDA |3
SANTANDER [§

Departamento
O Genotipos W Alelos

Fig 7. Distribucion de genotipos y alelos por departamento

5.4. Frecuencia Haplotipica

Se determinaron 355 haplotipos en los 255 individuos. En la tabla 5 Se muestran los
haplotipos con frecuencias mayores e iguales a 0.78%, siendo los mas frecuentes
A*02:01B*35:05DRB*04.07 y A*24:.02B*40:02DRB*14.02 con el 1.96% de frecuencia,
sequidos por A*02:01B*14:02DRB*01.01 y A*03:01B*07:02DRB*04:07 con el 1.57%
de frecuencia.

Tabla 5. Frecuencias Haplotipicas ABDR

HAPLOTIPO n %
A*02:01B*35:05DRB*04:07 5 1.96
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A*24:02B*40:02DRB*14:02 5 1.96
A*02:01B*14:02DRB*01:01 4 1.57
A*03:01B*07:02DRB*04:07 4 1.57
A*03:01B*35:12DRB*16:12 3 1.18
A*02:01B*18:01DRB*03:01 3 1.18
A*24:02B*35:01DRB*08:01 3 1.18
A*24:02B*35:43DRB*04:07 3 1.18
A*02:01B*07:02DRB*01:03 2 0.78
A*02:01B*15:01DRB*04:07 2 0.78
A*02:01B*15:17DRB*11:02 2 0.78
A*02:01B*35:43DRB*04:07 2 0.78
A*02:01B*39:01DRB*04:04 2 0.78
A*02:01B*40:02DRB*04:03 2 0.78
A*02:01B*41:02DRB*04:01 2 0.78
A*02:04B*44:02DRB*01:03 2 0.78
A*03:01B*35:01DRB*01:01 2 0.78
A*11:01B*07:02DRB*12:01 2 0.78
A*24:02B*14:02DRB*01:01 2 0.78
A*24:02B*15:46DRB*08:02 2 0.78
A*02:01B*35:05DRB*14:02 2 0.78
A*11:01B*51:01DRB*04:03 2 0.78
A*24:02B*15:01DRB*15:01 2 0.78
A*24:02B*35:43DRB*13:01 2 0.78
A*24:02B*35:43DRB*15:01 2 0.78
A*24:02B*51:01DRB*16:02 2 0.78
A*26:05B*48:01DRB*13:03 2 0.78
A*31:01B*40:02DRB*16:01 2 0.78
A*33:01B*44:03DRB*04:07 2 0.78
A*68:01B*39:01DRB*08:02 2 0.78
A*68:02B*53:01DRB*01:02 2 0.78

5.5. Frecuencia HLA-B*27

De los 255 datos recolectados 13 sujetos fueron positivos para el antigegno HLA-B*27 que
corresponde a una frecuencia genotipica del 5% y una frecuencia aklica del 2.5%. Con una
frecuencia del género masculino con el 53.89% en comparacion a la proporcion de género
femenino 46.1%. La tabla 6 describe las caracteristicas generales de la poblacion HLA B27

positivo y la asociacion con el género, la edad y procedencia. Cuatro de estos individuos
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pertenecen al departamento de Cundinamarca, dos al departamento de Antioquia, dos al
departamento de Boyaca y uno al Cesar. No se encontraron individuos homocigotos para

el alelo B*27.
Tabla 6. Distribucién por edad y género en individuos HLA-B*27 positivos

Positivos HLA-B*27

n % valor P
RANGO DE EDAD 0-18 afos 1 7.6%
19-45 afos 7 53.8% 0.900
> 45 afios 3 23.0%
GENERO Femenino 6 46.1%
0.809
Masculino 7 53.8%
PROCEDENCIA Norte de la 1 7.69%
costa pacificay
la Islade san
Andrés 0.905

Region Andina 8 61.53%
Central, region

Amazdnica,

region

Se realizd la asociacion entre la edad, el género y la procedencia de los individuos con el
alelo HLA-B*27 positivo, sin encontrar valores estadisticamente significativos. Sin
embargo, se encontrd6 mayor frecuencia en el género masculino de 53.8%, ademés, el
61.53% de los individuos son nativos de la regién andina central, region amazonica Yy
region Orinoquia. En la tabla 7 se describen los haplotipos encontrados de los individuos
positivos para el alelo HLA-B*27.

Los resultados obtenidos a partir de la secuenciacion realizada en dos individuos sanos con
el allo B*27 positivo fue B*27:05:02G y en el paciente control con diagnéstico de

espondilitis anquilosante fue B*27:05:02G (ver anexo 9.1).

Tabla 7. Haplotipos ABDR para HLA-B*27:03/05 positivos

Haplotipos de individuos B*27:03/05
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A*02:01-B*27:03/05-DRB*04:03
A*23:01-B*27:03/05-DRB*04:01
A*24:02-B*27:03/05-DRB*01:01
A*02:01-B*27:03/05-DRB*04:02
A*02:01-B*27:03/05-DRB*08:01
A*11:01-B*27:03/05-DRB*01:01
A*03:01-B*27:03/05-DRB*15:01
A*30:02-B*27:03/05-BRB*07:01
A*30:02-B*27:03/05-DRB*13:01

6. DISCUSION

Los genes que codifican para el sistema HLA son polimérficos por lo cual son los mas
estudiados dentro del genoma humano. El conocimiento de los alelos HLA que se expresan
con mayor frecuencia en una poblacion es el elemento central en la comprension de
mecanismos asociados a susceptibilidad o resistencia de mltiples enfermedades. De hecho
en las enfermedades hereditarias, la respuesta inmune dirigida contra antigenos propios es
crucial en la etiopatogenia de la enfermedad (84,85). La distribucion y frecuencia de los
antigenos HLA varian entre los diferentes grupos étnicos. Se ha postulado que esta
diversidad de polimorfismo HLA ha evolucionado bajo una presion selectiva Unica en
diferentes areas geograficas. Esto podria estar relacionado con el papel de las moléculas de
HLA en la presentacion de agentes infecciosos prevalentes en las diferentes &reas del
mundo (43).

La tecnologia Luminex ha estado disponible durante muchos afios y se usa principalmente
para discriminar entre los diferentes alelos de antigenos leucocitarios humanos (HLA).
Consiste en una técnica de multiplexacion de perlas de poliestireno, combinando una
técnica de citometria de flujo con dos laseres. Es més sensible para la deteccion de
anticuerpos anti-HLA que otras técnicas utilizadas, como la linfocitotoxicidad dependiente

del complemento (LCT), la técnica Elisa o la citometria de flujo (86,87).

Segun cifras del DANE en el censo general del afio 2005, la poblacion colombiana se
divide en cuatro grupos principales de herencia: mestizo, definido como una mezcla racial
entre nativos americanos, africanos y europeos con 35 millones (84.16%), nativo americano

con 1.4 millones (3.36%), afrocolombiano con 4,3 millones (10,40%) y Romani con
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alrededor de 5000 individuos (0,01%). En nuestro estudio la poblacion esta comprendida
por un 80.24% de individuos pertenecientes a la zona Andina, Amazonica y Orinoquia, el
43.4% de sujetos proceden de Cundinamarca, zona central del pais en donde se registra un
alto nimero de migracién desde las zonas rurales y de la periferia del pais causada por
fendmenos sociopoliticos. En el 2018 se censaron 42.8 millones de personas, 48.6 %
hombres y el 51.4% mujeres, es decir en el pais residen 95 hombres por cada 100 mujeres,

en nuestra muestra el 49.4% son mujeres y el 50.6% son hombres (88).

En nuestra investigacion se determinaron 27 genotipos HLA-B, las frecuencias genotipicas
mas altas fueron B*35 (48.23%), B*40 (19.60%), B*44 (17.25%), B*14 (13.72%), B*39
(11.37%), seguidos por B*7, B*15, B*51, B*38, B*53, B*27, B*49 con frecuencias
mayores o iguales al 5%, el que presento menor frecuencia fue el B*47 (0.39%), estos

alelos son concordantes con los descritos en la poblacion general de Colombia.

En poblaciones nativas de Colombia se tiene estudios como el desarrollado en una
poblacién original de San Basilio de Palenque al norte del pais, en donde los genotipos
B*15, B*35 y el B*51 fueron los més frecuentes (89). Por otro lado, un reporte de
frecuencias HLA fue realizado en Jaidukama, una poblacidon aislada de Colombia, ubicada
cerca de la ciudad Ituango en Antioquia, sus resultados establecieron los genotipos B*35,
B*51, B*39 y B*40 como los mas frecuentes (90), igualmente, en indigenas wayu, en la
peninsula de la Guajira el estudio alélico determino como mas frecuentes los genotipos
B*15, B*35 y B*39 (91). El genotipo B*35 se encuentra frecuentemente al igual que en
nuestros resultados, con la diferencia que en individuos nativos presenta polimorfismo

limitado mientras que en poblaciones caucasicas muestra una alta variabilidad (92).

Analizando estos resultados se concluye que las frecuencias genotipicas varian de una
poblacién a la otra, estas son poblaciones aisladas y con fuerte identidad cultural que se
pueden caracterizar, identificar y diferenciar genéticamente de otras poblaciones, ya que el
nivel de endogamia es mayor y la inmigracion se ve disminuida por el dificil acceso, de

hecho se han reportado genes HLA autoctonos, especialmente de clase 11 (2).
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En poblacion general Bermeo y colaboradores obtuvieron 28 genotipos HLA-B en 200
individuos pertenecientes al departamento del Huila, siendo el B*35 y el B*44 los mas
comunes con una frecuencias mas bajas que las nuestras del 15.58% vy del 10.38%
respectivamente, el B*40 fue el tercero mas comin para esta poblacion con una frecuencia
baja del 7.79% ya que en nuestros resultados el B*40 obtuvo 18.82 siendo el segundo mas
frecuente, seguidos por B*51, B*14, B*15 con frecuencias mayores o iguales al 5% mas
bajas que las reportadas en nuestra muestra. Los genotipos menos frecuentes para esta
region fueron B*37, B*59 y el B*78 con frecuencia del 0.32%, asi mismo, establecieron los

alelos B*59 y el B*78 con frecuencia de 0,32% para ambos alelos (2).

En Medellin, en 926 donantes observaron 43 alelos HLA-B, el genotipo B*35 obtuvo una
frecuencia méas baja comparada con la nuestra (17.8%) sin embargo fue el mas comin,
seguido por el B*44 que obtuvo una frecuencia del 9.1% que comparada con la nuestra es
mas baja, ademds, los genotipos B*18, B*51, B*61, B*65, B*39, B*07, B*60, y B*08, con
frecuencias mayores o0 iguales a 3% frecuencias similares a las estimadas en nuestra
muestra. En menor frecuencia se presentaron B*67, B*75, B*81 con 0.1% diferentes a
nuestros genotipos menos frecuentes. En este articulo identifican con otros alelos como el
B*17, B*46, B*59, B*60, B*61, B*62, B*63, B*64, B*65, B*67, B*70, B*71, B*72,
B*75, B*78, B*81 con frecuencias menores al 3% (12).

En los departamentos del Valle del Cauca, Cauca, Choco y Narifio se determinaron 29
genotipos en una muestra de 1230 donantes, registrando prevalencia el genotipo B*35
(17.7%), B*40 (10.5%) y B*44 (9.5%) que comparados con nuestros resultados las
frecuencias fueron mas bajas, sin embargo a igual manera que nuestro estudio, fueron los
genotipos méas frecuentes, con menos frecuencia encontraron el B*56, B*78 y B*81 con
0.1%, estos dos Ultimos no se expresaron en nuestros resultados (3). La poblacion de
Barranquilla puede ser un buen modelo para estudiar la mezcla de poblacién actual en
América del Sur. Al igual que nuestro estudio los genotipos B*35 y el B*44 son los mas

comunes con 17.0% y 10.6% respectivamente (31).
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Nuestros resultados coinciden con estudios de la zona norte, centro y sur del pais
permitiendo establecer el genotipo B*35 como el mas frecuente con una frecuencia
aproximada de 17.8% en toda la poblacion colombiana. Las frecuencias genotipicas son
obtenidas asumiendo que los miembros de la poblacion se reproducen al azar y que los
principales mecanismos de evolucidn como las mutaciones y la seleccion natural no han
ejercido una presion definitiva que lleve a cambios trascendentales en el comportamiento
de los genes en la poblacién (15). Asi mismo se espera que esas frecuencias mantengan el

equilibrio de ligamiento debido al grado de repoblamiento de las zonas analizadas.

Con respecto a los reportes de frecuencias genotipicas de otros lugares, por ejemplo las
establecidas por Alvarez y col. en poblacion uruguaya, el B*35 obtuvo frecuencia més baja
que la nuestra 25.3% al igual que para el genotipo B*44 (23.1%), sin embargo, fueron los
mas prevalentes, igualmente, en Argentina los genotipos B*35, B*44 se registraron como
los mas comunes con frecuencias de 14.6% y 11.3%, respectivamente, en este mismo pais
se establecieron frecuencias con individuos nativos encontrando que el B*35 es el Unico
genotipo  presente en todas las provincias con una frecuencia superior o igual al 15%,
mientras que B*62, B*60, B*51, B*39, B*44, B*7 y B*8 mostraron frecuencias entre el 4
y el 8% que comparadas con las reportadas en nuestros estudios son similares (20,93,94).
En Cuba, el analisis de frecuencia génica reporto los genotipos B*35 (9.7%) y B*44

(9.33%) con un frecuencia elevada (14).

La relacion entre Uruguay y Argentina revela un origen comin europeo con importantes
componentes espafioles e italianos. Sin embargo, la presencia de algunos genotipos y alelos
cominmente encontrados en africanos e indios americanos revela una mezcla en la
poblacion. Esto muestra que al igual que otras poblaciones latinoamericanas mezcladas,
como la colombiana, la poblacién uruguaya recibi6 contribuciones de los ancestros
europeos, indios americanos nativos y africanos. Por lo tanto, la amplia heterogeneidad de
los origenes puede haber contribuido al nivel de diferenciacion genética entre las
poblaciones sudamericanas, mostrando procesos complejos de mezcla de genes (94). Por
otro lado, en Cuba aproximadamente el 60% de la poblacion es de ascendencia mixta

europea e india (30).

47



Los alelos mas frecuentes en los 255 individuos analizados con un total de 89 alelos fueron
B*35:01:01 (6.7%), B*40:02:01 (6.5%), B*3543.01 (5.3%), B*44:03.01 (5.1%),
B*07:0201 (4.7%), B*14:0201 (4.3%) B*39:01:01 (3.5%), B*44:02:01 (3.3%),
B*51:01.01 (3.1%).

Para el andlisis de las frecuencias alélicas se tomd como referencia el reciente anlisis
realizado a partir de 1463 unidades de sangre de corddn en Bogota, en el cual se
encontraron un total de 98 diferentes alelos donde los alelos mas frecuentes fueron B*35:43
(8.65%), B*40:02 (8.44%), B*44:03 (5.6%), B*51.01 (5.64%), B*14.02 (4.0%) y B*07:02
(4.99%) que comparado con nuestras frecuencias establecidas son similares y también son
los més frecuentes en nuestra muestra, ademéas, utilizaron secuenciacion de alta resolucion
(32).

Asi mismo, las frecuencias establecidas en otros lugares del pais como en Medellin arrojan
a los alelos B*35:35 (4,8%), B*35:44 (3,8%), B*35:61 (2,4%) y B*35:51 (2,3%) como los
més frecuentes.En el Valle del Cauca, Cauca, Chocé y Narifio los alelos con las frecuencias
mas elevadas fueron B*35:40 (4.7%), B*35:44 (2.9%), B*35:51 (2.5%). En el Huila el
B*35:40 obtuvo una frecuencia del 5,7%, seguido por el B*35:44, B*40:44, B*35:48 con
frecuencia del 3.8% para cada genotipo (2). Igualmente, son frecuencias similares a las

establecidas en los 255 sujetos y son los alelos con frecuencias mas elevadas.

El desplazamiento armado en Colombia ha sido desde la década de los afios noventa, la
consecuencia mas visible del conflicto armado insurgente, contrainsurgente y paraestatal.
Entre 1985 y 2013 de acuerdo con las estimaciones de la consultoria para los derechos
humanos y el desplazamiento (CODHES), una cantidad de 5.921.924 de individuos se han
visto en necesidad de desplazarse para proteger su vida e integridad y la de sus familias.
Esto significa, de acuerdo con las estimaciones mundiales de Internal Displacement
Monitoring Centre, Colombia es el segundo pais en el mundo con mayor ndmero de

desplazamientos internos (95). Lo que se convierte en un factor fundamental de mezcla
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poblacional con consecuencias en las frecuencias génicas y aklicas del HLA en la

poblacion.

En Cuba el alelo B*58:01 obtuvo una frecuencia de 3.51%, seguido de B*08:01 con 2.32%
siendo los mas frecuentes, en la ciudad de Managua, Nicaragua el alelo més prevalente fue
el B*40:02 (10.3%) (14,30). Williams y colaboradores analizaron la distribucion del HLA-
B en seis poblaciones diversas: brasilefia, mexicana (serie y mestizos), cubana (caucasoide
y mulata), sudafricana zull, omani y china de Singapur el andlisis condujo a la deteccion
del alelos B*35:01 y B*44.03 presente en todas las poblaciones y posiblemente representa

un alelo ancestral (18).

En Francia un estudio de donantes de médula Osea estableci6 frecuencias alélicas
encontrando a los alelos B*07:02 (11.37%), B*08:01 (9,53%), B*44:03 (8,01%) mas
frecuentes, por el contrario el alelo B*07:02 y B*08:01 en nuestras frecuencias no son
relevantes. Al norte de este pais se establecieron los alelos de migrantes del norte de Africa
encontrando el B*51:01 (8.02%) y B*50:01 (6.95%) (21,96).

Establecimos la frecuencia haplotipica, encontrando 31 haplotipos de los cuales los mas
comunes fueron el A*02:01-B*35:05-DRB*04:07 y A*24:02B*40:02-DRB*14:02 con
1.96% de frecuencia para cada uno. En amerindios wayu los haplotipos méas frecuentes son
A*24-B*51-DRB1*0403-DQB1*0302 (8.5%), A*2-B*15-DRB1*1602-DQB 1*0301
(5.4%) y A*2-B*35-DRB1*0407-DQB1*0302 (4.3%) (91). Comprados con el estudio
realizado en Bogotd donde reportaron 1439 haplotipos diferentes en donde el haplotipo
mas frecuente es A*24:.02- B*35:43-C*01.02-DRB1*04:07-DQB1*03:02 con una
frecuencia del 4.14% , estos haplotipos no son idénticos a los establecidos en nuestros

resultados por ende sus frecuencia son diferentes (32).

Los genes HLA-B no son especificos de una poblacion, sin embargo, cuenta con
numerosas Vvariantes alélicas, localizadas en un segmento cromosémico de componente
ancestral europeo, africano y americano nativo. Cabe mencionar que aunque los resultados

de este estudio estan de acuerdo con lo encontrado en otras poblaciones, la distribucion de
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las frecuencias génicas y haplotipicas fue diferente en algunos casos, lo cual evidencia la

variacion a nivel interpoblacion que puede existir.

Se registraron 13 individuos B*27 positivos y sin ninguna sintomatologia asociada a
artropatias, de ellos el 53.8% fueron hombres y el 46.1% mujeres. La frecuencia genotipica
fue del 5%, mientras la frecuencia aklica fue del 2.5% comparado con otros estudios
desarrollados en poblacion general de Colombia la frecuencia alélica se encuentra inferior
con 1.47% (84,97) y con el realizado en Bogota la frecuencia alélica es de 1.36% asi como
en Medellin con una frecuencia alélica del 1.4% (12), ademas, los subtipos reportados
fueron B*27:02 (0.24%), B*27:03 (0,03%), B*27:05 (1.06%), B*27:07 (0.03%) con sus
respectivas frecuencias (32).

La secuenciacion de las tres muestras seleccionadas dos de individuos sanos y una de
paciente con diagnéstico de espondilitis anquilosante nos permitio dar un indicio sobre el
B*2705, como el mas frecuente en la poblacion. Ademés, que la metodologia de mediana
resolucion como es luminex tiene sus limitaciones para definir el subtipo pero nos da el
dato que aporta a la clasificacion actual de las espodiloartritis como es la positividad del
HLA B27.

Se cree que el B*2705 es un subtipo ancestral, su prevalencia y distribucion podrian haber
sido influenciadas por factores ambientales como la malaria endémica, que podria haber
proporcionado una seleccion genética negativa. Los subtipos mas cominmente asociados a
la espondilitis anquilosante son B*27:05 en los caucasicos, B*27:04 en asiaticos y B*27:02
en poblaciones mediterraneas (98). Curiosamente, la frecuencia del alelo B*27 en algunas
poblaciones indigenas del mundo no tiene una distribucion uniforme (99). Por ejemplo, en
indigenas wayu el B*27 obtuvo una frecuencia allica del 1.0%, sin embargo, en estudios
en poblacion de san Bacilio Palenque no se detectd el alelo B*27, al igual que con

comunidades indigenas de Jaidukama y chimila (90,91,100).

En otros paises como Argentina el B*27 presenta una frecuencia genotipica del 2.23%, en

Uruguay tiene una frecuencia alélica del 2.9% y genotipica del 5.9% concordante con las
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frecuencias establecidas en este proyecto. En Francia obtuvo el subtipo B*2705 obtuvo una
frecuencia de 2.8% y en los Coreanos se establecieron los genotipos B*27:04, B*27:05,
B*27:20 y B*27:24 con frecuencias de 20.2%, 249.2%, 6.0% y 0.5% respectivamente. En
Mongolia, Zhang y col. evaluaron HLA-B en dos pueblos del interior de la Region
Autonoma de Mongolia de China y dentro de los genotipos se encontrd el B*27 con
frecuencia genotipicas en Orogen del 4.72% y Ewenkiuna del 1.02% concluyendo que las
poblaciones del mismo grupo lingliistico y que residen en la misma area geografica difieren
la una de la otra (22,96,101).

Sawvran y colaboradores, establecieron Subtipos HLA-B*27 en un grupo control de 55
individuos positivos, elegidos al azar de 2112 donantes de médula Gsea turcos, sanos y no
relacionados. Los subtipos encontrados fueron B*27:.01, B*27.02, B*27.05, B*27.07,
B*27:08, siendo el mas comin B*27:05 con una frecuencia del 42.86% (7). Akassou
determino la prevalencia del B*27 en 128 controles sanos marroquies, con frecuencia del
4.7%, en este estudio se asocid6 mas al género femenino, con una edad que oscila entre los
45 y los 55 (102). La baja frecuencia de B*27 en la poblacién general colombiana dificulta
el andlisis Para de los subtipos de B*27 (103).

7. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados y el analisis del trabajo de investigacion realizado, se
establece los genotipos B*35, B*40 y B*44, los alelo B*35:01, B*40:02 y B*3543 vy los
haplotipos A*02:01B*35:05DRB*04.07 y A*24.02B*40:02DRB*14:02 como los mas
frecuentes en la poblacién colombiana, concluyendo que el tamafio de la muestra es
representativo ya que los resultados concuerdan con los publicados en Colombia y

Latinoamérica principalmente.

A pesar de que las asociaciones no hayan sido estadisticamente significativas se podria
pensar que el lugar de procedencia de los individuos influye en la expresion de los alelos
HLA. Por otra parte, se corrobora la mezcla racial y repoblamiento existente en nuestra

poblacion.
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Asi mismo, la frecuencia genotipica y alélica del B*27 en individuos sin signos ni sintomas
asociados a enfermedades inflamatorias que corresponde a una frecuencia genotipica del
5% y una frecuencia akélica del 2.5%. Asi mismo, no tiene asociacién al género, edad o
procedencia de los sujetos.

La realizacion de este estudio nos permitio conocer nuestras frecuencias génicas, aklicas y
haplotipicas en individuos sanos, informacion de gran utilidad para estudios
antropogenéticos, en el calculo de la probabilidad de encontrar un donante compatible para
determinado receptor y en asociaciones entre HLA vy diferentes enfermedades. Ademéas de
conocer las limitaciones y ventajas de técnicas moleculares de mediana y alta resolucion,

implementadas en el laboratorio clinico actualmente.

8. RECOMENDACIONES

Se espera la respectiva publicacion de un articulo que incluya las frecuencias genotipicas,
alélicas y haplotipicas del HLA clase | y clase Il con el desarrollo de tecnologia de mediana
resolucion que sirva para la consolidacion de un perfil genético poblacional sana
colombiana. Asi mismo, se recomienda el desarrollo de las mismas frecuencias con una

tecnologia molecular de alta resolucion.
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9. ANEXOS

9.1 Resultados secuenciacién de alta resolucion

‘ Resultados de tipificacion HLA en alta resolucion

&
Cédigo NMDP

Al A2 B1 B2 c1 c2 DRE11 DRB12 | DQB11 | DQB12

03.AWFEBE Z3AWFEH 14:02:01 2TAWFEBES 01:AWFCB 08:BCGZHY 01:AWFDGC o7 02:BCZHZ 05:BCZJB

Tipificacién Molecular

HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1 HLA-DQB1
A*03:01:01G/ B*14:02:01G/ e I DRE1%01:01:01G/ DQB102:01:016/
A*29-02-01G B*27-05-02G CT01:02:01G/ C08:02.015 DRB1*07-11 DQB1*05 01:01G

Resultados de tipificacion HLA en alta resolucion

Cédigo NMDP
Al A2 Bl B2 C1 c2 DRB11 DRB12 DQB11 DQB12
02:BCZGU 32:BCZGX 27:AWFBS 50:GMD 01:AWFCB 06:AWFCH 04:11:01 04:HTWY 03:AWFCX 03:AWFCX

Tipificacién Molecular

HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1 HLA-DQB1
A*02:01:01G/ B*27:05:02G/ . . DRB1*04:11:01/ DQB1*03:02:01G/
A*32:01:01G B*50:01-01G CO10Z01G/ C'0B0Z01G | pogiv0407:01G DQB1°03:02:01G

Observaciones: Tipificacion en alta resolucién realizada por el laboratorio HISTOGENETICS {Numero ASHI 03-1-NY-26-2)
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