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Resumen

Introduccién: la determinacién de los alelos que se expresan con mayor frecuencia en una pobla-
cién permite conocer la probabilidad que tiene una persona de encontrar un donante no relacionado
compatible en esa poblacion y sirve de referencia para estudios de asociacién del HLA con diferentes
enfermedades y aplicaciones en estudios antropogenéticos.

Objetivo general: determinar las frecuencias alélicas HLA-A*, B* y DRB1* en una poblacién
del suroccidente colombiano.

Disefio: estudio descriptivo retrospectivo.

Material y métodos: estudio descriptivo y retrospectivo en el cual se incluyeron 1230 donantes
(vivos y fallecidos) evaluados en el protocolo para trasplante renal y/o de médula ésea de la Fundacién
Valle del Lili.

La tipificacion se hizo por métodos moleculares y el andlisis estadistico de las frecuencias alélicas,
genotipicas y haplotipicas se realizé con los programa genéticos GENEPOP y Arlequin.

Resultados: se identificaron 20, 29 y 13 alelos para los locus HLA-A*, HLA-B* y HLA-
DRB1* respectivamente y los alelos mds frecuentes fueron A*02 (25%), B*35 (17,7%) y
DRB1*04 (23%).

Los haplotipos mds frecuentes para dos loci fueron A*24B*35(8,9%), B¥*35DRB*04 (8,1%) y
A*24DRB*04 (10,9%) y para tres loci A*24B*35DRB1%04 (5.4%) y A*24B*40DRB1*%04 (3,2%).

Conclusién: los alelos que se expresan con mayor frecuencia en la poblacién del suroccidente
colombiano estdn representados por los alelos mds comunes en la poblacién colombiana. (Acta Med
Colomb 2013; 38: 16-21)

Palabras clave: HLA, genotipo, haplotipo, alelos, prueba de histocompatibilidad, frecuencias,
suroccidente colombiano

Abstract

Introduction: the determination of the alleles expressed more often in a population allows to know
the probability of a person to find a matched unrelated donor in that population and serves as reference
for the HLA association studies with different diseases and applications in anthropogenetic studies.

Objective: to determine the allelic frequencies HLA-A*, B* and DRB1* in the Colombia south-
western population.

Design: retrospective descriptive study.

Methods: in this study we included 1230 donors (living and deceased) evaluated witin our
renal transplantation or bone marrow transplant protocol following at the Fundacién Valle del Lili
in Cali, Colombia.
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The typing was made by molecular methods and the statistical analysis of allele, genotype and

haplotype frequencies was performed with the genetic programs GENEPOP and Arlequin.
Results: we identified 20, 29 and 13 alleles for the HLA-A*, HLA-B* and HLA-DRB1* locus
respectively and the most frequent alleles were A* 02 (25%), B* 35 (17.7% ) and DRB1* 04 (23%).
The haplotypes for the two more frequent loci were A* 24B* 35 (8.9%), B* 35DRB* 04 (8.1%)
and A* 24DRB* 04 (10.9%) and for three loci A* 24B * 35DRB1* 04 (5.4%) and A* 24B* 40DRB1*

04 (3.2%).

Conclusion: the alleles expressed more frequently in the Colombia southwestern population are rep-
resented by the most common alleles in the colombian population. (Acta Med Colomb 2013; 38: 16-21)
Keywords: HLA, genotype, haplotype, Alleles, histocompatibility testing, frequencies, southwestern

Colombia.

El sistema HLA, de la sigla en inglés (Human Leukocyte
Antigen) comprende un grupo de genes funcionalmente
relacionados, que se expresan principalmente en las células
nucleadas. Estos genes se encuentran en una region genéri-
camente llamada Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH), localizado en el brazo corto del cromosoma 6, que
contiene mis de 220 genes con diversas funciones muchas de
las cuales estan relacionadas con proteinas del sistema inmu-
ne que intervienen en la respuesta del huésped a infecciones
y en el reconocimiento de las células propias. La funcién de
las proteinas codificadas por estos genes es la induccién y
regulacidn de la respuesta inmunoldgica contra los antigenos
extrafios mediante la presentacion de péptidos antigénicos
al receptor del linfocito T (TCR). Dicha interaccién HLA-
TCR es relevante en la respuesta a trasplantes y en aquellas
enfermedades con un notable componente inmunoldgico.

Por encontrarse fisicamente en bloque y heredarse
ligados, este conjunto de genes, o haplotipos, constituye la
combinacién de genes transmitidos en un solo cromosoma
proveniente de cada uno de los padres, que se heredan en
forma codominante y la frecuencia de recombinacién es
alrededor de 1%.

El sistema HLA se encuentra en equilibrio genético
siguiendo la ley de Hardy Weinberg que dice que las fre-
cuencias genotipicas estan determinadas por las frecuencias
alélicas de la poblacién y permanecen estables de generacién
en generacion, siempre que la poblacion sea grande, aislada
y que los emparejamientos entre individuos se produzca al
azar; sin embargo, existen algunas combinaciones de genes
en los haplotipos que se presentan con mayor frecuencia
de lo que uno se esperaria, basidndose solamente en las
frecuencias génicas de la poblacion. Este fendmeno recibe
el nombre de desequilibrio de ligamento y tiene implicacio-
nes bioldgicas y clinicas muy importantes, especialmente
en la seleccidn de donantes para un trasplante, ya que hay
algunos haplotipos en desequilibrio y muchos de ellos son
particulares de cada grupo étnico (1, 2). El conocimiento
del sistema HLA se ha incrementado enormemente gracias
alas técnicas de biologia molecular disponibles actualmente
(3) llegando a alcanzar mds de 7000 alelos IMGT/HLA).

Aunque existen reportes que incluyen algunas poblacio-
nes de la region, se desconocen las frecuencias HLA en la
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poblacién del suroccidente colombiano y dada la alta varia-
cién interpoblacional de estas frecuencias es muy importante
el conocimiento del perfil genético local.

En el presente estudio, se describen las frecuencias aléli-
cas genotipicas y haplotipicas HLA Clase I (A 'y B) y Clase
IT (DRB1) en una poblacién del suroccidente colombiano
con el propésito de aportar al conocimiento de la variabilidad
genética en la poblacién colombiana (4) y servir de referencia
para posteriores estudios de asociacién de enfermedades con
el sistema HLA (5, 6).

Material y métodos
Poblacion de estudio

Se incluyeron 1230 individuos, donantes (vivos y fa-
llecidos) de ambos sexos del suroccidente colombiano,
tipificados por técnicas moleculares para HLA Clase I
(HLA-A*, B*) y II (DRB1%*). La recoleccién de muestras
se llevd a cabo por la Fundacién Valle del Lili entre los
afos 2000 al 2010.

Todos los donantes vivos han firmado un consentimiento
informado como parte del ingreso al protocolo de trasplante,
asf como los familiares de todos los donantes fallecidos de
acuerdo con la legislacion vigente en Colombia.
provenientes de nuestra base, incluyendo los que cumplian
con los criterios descritos, posteriormente se procedié a la
organizacién de los datos ajustando la tipificaciéon HLA a
dos digitos de acuerdo con la metodologia empleada (3), se
excluyeron los donantes provenientes de un mismo grupo
familiar, ya que tendrfamos frecuencias mas altas que las
esperadas en una poblacién al azar.

Criterios de inclusion

Se incluyeron todos los donantes de la base de datos con
informacién completa, tipificados por técnicas moleculares
y procedentes de los departamentos del Valle del Cauca,
Cauca, Choc6 y Narifio.

Tipificacion HLA

El ADN se extrajo a partir de sangre periférica, usando
las técnicas de precipitacion salina (Salting- Out) y el kit
UltraClean DNA Blood Isolation Kit.
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La tipificacion se realizé por técnicas moleculares, PCR-
SSP (Sequence Specific Primers) usando el reactivo ABDR
SSPTray de Biotest (Dreieich, Germany) y PCR-SSOP
(Sequence Specific Oligonucleotide Probes) INNO-LiPA
HLA-A, B, DRBI1 Innogenetics (7).

Los resultados se obtuvieron con ayuda de los software
Biotest HLA-SSP Typing v1.1 y LiRAS for LiPA HLA
v5.0 respectivamente.

Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron determina-
das por estimacion de mixima verosimilitud y el indice de
fijacion de Fisher se calculé empleando el paquete de andlisis
genético Genepop (http://genepop.curtin.edu.au) (8, 9). Se
evalué equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus asi
como el desequilibrio de ligamiento entre loci. Las frecuen-
cias haplotipicas fueron estimadas mediante el algoritmo
ELB (Excoffier-Laval-Balding), y para los haplotipos mas
frecuentes se calcul6 el desequilibrio de ligamiento para cada
par de alelos utilizando el paquete Arlequin versién 3.0. Un
valor de p<0.05 se considerd estadisticamente significativo.

Resultados
Caracteristicas demograficas
La poblacién estudiada tenfa un promedio de edad de
36.6 afios (rango de 3.9 a 74.8), 59.3 % fueron hombres y
40,7 % mujeres.

Frecuencias alélicas

Se identificaron 20, 29 y 13 grupos alélicos para los
loci A*, B¥ y DRBI1* respectivamente, distribuidos de la
siguiente manera:

Enellocus HLA-A* los alelos A*02 y A*24 presentaron
las mayores frecuencias del 25.3% y 19.7 % respectivamen-
te. Los alelos menos frecuentes fueron el A*69 y A*80 con
una frecuencia de 0.2 %; el resto de alelos presentaron una
frecuencia entre 0.5 y 5.1%.

En el locus HLA-B*, la especificidad con mayor fre-
cuencia fue el alelo B*35 con un porcentaje del 17.7% le
siguieron en frecuencia el B¥40 (10.5%) y el B*44 (9.5%).
Las frecuencias mas bajas fueron para los alelos B*56, B*78
y B*81 (0.1%). No se encontraron los alelos B¥46, B*54,
B*59, B*67, B*73, B*82 y B*§3.

Para el locus HLA-DRB1* se identificaron 13 que
constituyen la totalidad de polimorfismos para este locus
a nivel mundial. El alelo més frecuente fue el DRB1*04
(23%), seguido por los alelos DRB1*01, 07, 13 y 15 con
frecuencias alrededor del 10%. Los alelos HLA-DRB1*10
y 12 presentaron las frecuencias mas bajas en la poblacién
estudiada (1.6% y 0.3%); los otros alelos se encontraron con
frecuencias entre 3.3% al 7%. Tabla 1.

Frecuencias genotipicas

Para el locus HLA-A* se observaron 210 genotipos, 435
para el locus HLA-B* y 91 para el locus HLA-DRB1*. Los
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genotipos mas frecuentes para el locus HLA- A* fueron:
A* 02,24 (11,1%), A*02,02 (7,8%), A*24,24 (4,5%) los
mds frecuentes para el locus HLA-B* fueron: B*35,40
(4,7%), B*35,35 (3,0), B¥35,44 (2,9%) y los més frecuentes
para el locus HLA-DRB1* fueron: DRB1*04,04 (6,0%),
DRB1*04,07(5,1%) y DRB1*04,13 (4,8%), como se puede
observar en la Tabla 2 donde se representan las frecuencias
mayores a 1,0% para los alelos HLA-A y —B y mayores al
1.6 para HLA-DRBI.

Con respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W),
(HLA-A*,HLA-B* y HLA-DRB1%*) en los tres loci se obser-
varon desviaciones estadisticamente significativas entre las
frecuencias genotipicas observadas y las esperadas (Tabla 3).

El valor de desequilibrio de ligamiento entre los haplo-
tipos analizados fue entre los loci HLA-A* y HLA-B*
(p=0.04), entre los loci HLA-B* y HLA-DRB1* (p=0.02),
asi como entre los loci HLA-A* y HLA-DRB1* (p=0.07),
de modo que cada uno de los pares de loci, se encontraban
en desequilibrio, siendo el mds significativo entre los loci
HLA-A* y DRB1*.

Tabla 1. Alelos HLA-A*, HLA-B*, y HLA-DRBI* estudiados y sus frecuencias en una
poblacion del suroccidente colombiano (n = 1230)

Alelos Frecuencia Alelos Frecuencia Alelos Frecuencia
HLA-A* (%) HLA-B* (%) HLA-DRB1* (%)
02 253 39 5.7 14 5.4
68 5.1 58 2.5 04 230
03 6.2 48 1.4 08 6.9
74 1.1 40 10.5 13 11.2
24 19.7 57 2 07 11.2
26 29 44 9.5 01 9.9
31 4.1 35 17.7 11 6.8
11 42 18 5.2 09 33
23 5.0 50 1.2 15 8.9
32 1.8 07 54 16 4.6
33 34 51 6.8 03 7.0
01 59 53 2.8 10 1.6
30 72 38 22 12 0.3
66 0.7 14 54 _ _
29 49 52 1.7 _ _
25 0.7 08 2.8 _ _
69 0.2 15 6.2 _ _
36 0.5 42 1.5 _ _
34 0.9 49 2.6 _ _
80 0.2 13 0.8 _ _
_ _ 41 1.6 _ _
_ _ 47 0.3 _ _
_ _ 45 1.5 _ _
_ _ 27 1.5 _ _
_ _ 55 0.7 _ _
_ _ 81 0.1 _ _
_ _ 37 0.2 _ _
_ _ 56 0.1 _ _
_ _ 78 0.1 _ _
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Figuras 1 a, b, c. Haplotipos mds frecuentes en la poblacion del suroccidente colombiano
HLA -A*, B* (a), HLA —B*, DRBI* (b) y HLA —A*, DRBI* (c).

Frecuencias haplotipicas

Los haplotipos mas comunes en la poblacién del sur occi-
dente colombiano fueron para HLA A, B: A*24B*35 (8.9%),
A*24B*40 (5.2%), para HLA B,DRB :B*35DRB*04
(8.1%), B*40DRB*04 (4.9%) y para HLA A,DRB:

A*24DRB*04 (10.9%), A*02DRB*04 (5.9%), los cuales
estin representados en la Figura 1 (1a HLA-A, -B, 1b HLA-
B,-DRB1y lc HLA-A, -DRBI1).

Haplotipos A*/B*/DRB1*
En la Figura 2, encontramos los 20 haplotipos mas
comunes, siendo el A*24B*35DRB1*04 el mas frecuen-

te con un porcentaje de 5.4%, le sigue en frecuencia el
A*24B*40DBR1*04 con un 3.25%.

Discusién

Este estudio proporciona por primera vez, informacion
sobre la distribucion de los alelos HLA clase I y Il en la po-
blacién del suroccidente colombiano que se encuentra muy
acorde a lo publicado en otras regiones del pais (10-12).

Se encontraron 62 de los 69 grupos alélicos descritos
para HLA A* B* y DRB1* reportados a nivel mundial (13).

Los alelos mds comunes para el locus HLA-A* fueron
A*02 y A*24 donde se observé una distribucién despro-
porcionada de las frecuencias alélicas, donde estos dos
alelos representan el 45% del polimorfismo para este locus,
porcentajes similares a lo observado en otras poblaciones
colombianas (10-15), latinoamericanas (16-18) y caucé-
sicas (19).

Se ha encontrado una alta frecuencia del alelo A*02 en
estudios de grupos de hispanos en Estados Unidos (20, 21),
como en poblaciones europeas (22), grupos raciales de los
cinco continentes (23) y en afroamericanos colombianos
(San Basilio de Palenque) (24).

El alelo A*24 (19.7%) ha sido reportado en un porcentaje
alto en la poblacién indigena Kogui de la Sierra Nevada de
Santa Marta (23).

Los alelos A*30 (7.2%) y el A*03 (6.2%) encontrados
en nuestra poblacién se han descrito en frecuencias un poco
mads altas de 10% y 9.2% respectivamente, en diferentes
estudios en afroamericanos (24).

Aligual que lo reportado por Arias-Murillo Y, et al. (14)
el alelo A*43 no se encontrd en este estudio.
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O =MW R
|

24 24 29 02 02 30 33 02 02 01 24 02 24 24 03 02 02 68 30 24
35 40 44 39 35 18 14 51 51 08 40 40 35 35 35 40 39 35 42 35
04 04 07 04 04 03 01 04 13 03 08 14 16 08 01 04 16 04 03 14

Haplotipos HLA-A* , B*, DRB1*

Figura 2. Haplotipos HLA-A*, B*, DRBI* mds frecuentes.
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Tabla 2. Frecuencias genotipicas en la poblacion del sur occidente colombiano.

Genotipo Obs. % Genotipo Obs. % Genotipo Obs. %

HLA-A* HLA-B* HLA-DRB1*

02,24 137 11.1 35,40 59 4.7
02, 30 42 34 35,44 36 29 04, 07 63 5.1
02,03 39 3.1 35,51 31 25 04,13 59 4.8
02, 68 36 29 07, 44 25 2.0 03, 04 53 4.3
03,24 32 2.6 18,35 25 2.0 04, 14 49 4.0
02,33 31 25 15, 44 24 1.9 01, 04 47 3.8
02,29 29 23 14,35 23 1.8 04, 15 42 34
23,24 28 22 35,39 21 1.7 01, 07 37 3.0
24,30 27 2.1 15,35 21 1.7 13,15 36 29
24, 68 24 1.9 44,51 19 1.5 04, 08 33 2.7
02,23 22 1.7 39, 44 18 1.4 01,13 29 24
01,24 22 1.7 39, 40 18 1.4 04, 11 25 2.0
24,29 21 1.7 07,35 18 1.4 08,13 23 1.9
02,31 20 1.6 15,40 17 1.3 01,11 23 1.9
11,24 18 1.4 18, 40 16 1.3 01,11 23 1.9
01, 02 17 1.3 08, 35 16 1.3 07,13 22 1.8
02,11 15 1.2 18,51 15 1.2 07,13 22 1.8
03, 30 14 1.1 35,49 14 1.1 07,15 21 1.7
24,31 14 1.1 14, 44 14 1.1 01, 15 21 1.7
07,40 14 1.1 07,15 21 1.7
01, 15 21 1.7
Frecuencias genotipicas > 1% para los alelos HLA-A y HLA-B y > 1.6% para HLA-DRB1*

Tabla 3. Equilibrio Hardy-Weinberg.

Locus Heterocigotos Heterocigotos P* Fis**
esperados observados

HLA-A* 0.82602 0.87177 <0.0001 +0.0523

HLA-B* 0.89268 0.92318 <0.0001 +0.0330

HLA-DRBI1 0.86179 0.88426 <0.0001 +0.0254

*p= valor de probabilidad

*#* Fis= indice de fijacion intrapoblacional de Fisher

Ellocus HLA-B* es el mas polimérfico del sistema HLA
y fue donde se encontrd la mds alta variabilidad genética. Los
alelos mas frecuentes fueron B*35(17.7%), B*40 (10.5%)
y B*44 (9.5%), lo que representa 37.7% del polimorfismo
para este locus. El alelo més frecuente fue el B*35 con
un porcentaje del 17.7% que coincide con lo encontrado
en otras poblaciones colombianas (10-15) como Bogotd,
Medellin y el Huila, asi como en estudios en poblaciones
de Latinoamérica (16-18) y en poblaciones hispanas en los
Estados Unidos (25, 26).

La frecuencia del alelo B*40 (10.5%) es similar a la re-
portada en el estudio de Fleischhauer et al. en una poblacién
mestiza de Cali (27). Los alelos HLA-B*07, 15, 18, 39 y
51 representan el 29.3 % de la variacién, y junto con los
antes mencionados alelos B*35, B*40 y B*44 dan un 67%
de variacidn total para este locus en la poblacién estudiada.
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No se encontraron los alelos B*59, B¥67, B¥73, B*82 y
B*83 como tampoco el B*¥46 y 54 reportados en poblacién
japonesa.

Con respecto al locus HLA —DRB1* los alelos DRB1*
01, 04, 07, 13 y 15 fueron los mis comunes y son los que
predominan en la poblacién hispdnica y sus frecuencias
fueron muy parecidas a las reportadas por Arias-Murillo Y,
et al. (14) y Rodriguez L, et al. (10). El DRB1* 04 fue el
alelo con la frecuencia mas alta (23%), similar a la reportada
por OssaH et al (11), en la poblacién de Bogot4, también es
el alelo con la frecuencia mds alta en poblacién de Uruguay
(16) y junto con los antes mencionados representan el 64.2%
del polimorfismo de este locus.

El genotipo HLA- A*02,24 con una frecuenciade 11.1%
en nuestro estudio, es también el genotipo mis frecuente
en otras poblaciones colombianas (10-12), al igual que en
la poblacién hispanica de USA (12.1%) y en nativos nor-
teamericanos (23.7%) (25). Le sigue el A*02,02 (7.8%,)
que es muy frecuente en afroamericanos segtn el estudio
en cinco poblaciones de Estados Unidos (25) y el HLA-
B*35.40 (4.7%) es también el mas frecuente en el grupo
de Huila (12)

El no cumplimiento de Hardy-Weinberg y el Desequi-
librio de ligamento encontrado en la poblacién analizada,
donde hay menos heterocigotos de lo esperado probable-
mente pueda deberse al efecto de endogamia, presencia
de alelos no detectados con la técnica utilizada, donde se
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asigna un solo alelo, y si no hay un estudio completo que
incluya los padres no se puede determinar si es homocigoto.

Los haplotipos (de dos loci) A*24B*35 (8.9%),
B*35DRB*04 (8.1%) y A*24DRB*04 (10.9%), son los de
mayor frecuencia y coincide con los reportados por otros
grupos en el pais (10, 12) aunque las frecuencias de nuestro
estudio son un poco més altas con respecto a las de Medellin
(10), quienes reportan 7.7%, 6.4% y 8.9% respectivamente,
para cada haplotipo.

El haplotipo (de tres loci) A*24B*35DRB1#04 es el
mads frecuente con un porcentaje de 5.4%, lo cual coincide
también con el reportado por el grupo de Medellin (10).

Conclusiones

Los alelos que se expresan con mayor frecuencia (A*02,
A*24, B*35, DRB1*04) en la poblacién del suroccidente
colombiano estdn representados por los alelos mas comunes
en la poblacién colombiana como también en la latinoame-
ricana, europeay caucasica.

Por dltimo y lo més importante es que este estudio nos
permitié conocer las frecuencias génicas de nuestra pobla-
cion, lo que ayudara a calcular la probabilidad que tiene un
receptor altamente sensibilizado-hipersensibilizado, que se
encuentre en lista de espera para trasplante renal, de encon-
trar un donante compatible en el suroccidente colombiano.

Nuestro estudio junto con los otros realizados en dife-
rentes regiones del pais serd un aporte muy importante para
ayudar a consolidar el perfil genotipico en la poblacién
colombiana.
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