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RESUMEN

Introduccion: El antigeno leucocitario humano HLA localizado en el brazo corto del
cromosoma 6, es una de las regiones mas polimorficas del genoma humano, posee un rol
importante en la regulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa, ademas de tener una
conocida asociacion con numerosas enfermedades infecciosas y/o autoinmunes, y de actuar
como marcador genético de migracion y evolucion.

Objetivo: El objetivo del presente trabajo fue determinar el grado de polimorfismo del HLA
de un grupo de pacientes del programa de trasplante renal del Hospital General San Juan de
Dios HGSJDD para compararlo con el HLA de otros grupos poblacionales, y ademas de eso
realizar un analisis de la composicion del mestizaje de los guatemaltecos de la muestra.
Metodologia: Se revisé expedientes médicos, y registros de laboratorio de HLA de pacientes
que asisten al programa de trasplante renal del HGSJDD, con estos datos se determind el
grado de polimorfismo del HLA en este grupo a través del sofiware Arlequin 3.5
posteriormente se realizo el andlisis de mestizaje con el método de neighbor- joining.
Resultados: Se encontrd 17 alelos para el gen HLA-A y 27 para el gen B, para los genes de
la clase II se encontr6 para HLA-DRB1y para HLA-DQBI1, ademas se determiné la
distribucion de mestizaje de los pacientes de la muestra.

Conclusiones: La poblacion en estudio se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, los

genes de HLA de la muestra se encuentran en desequilibrio de ligamento.

PALABRAS CLAVE: HLA, Polimorfismo, Genética poblacional, Mestizaje, Desequilibrio

de ligamiento

VI



ABSTRACT

We analyzed human leukocyte antigen (HLA) typings from 127 samples of unrelated
individuals (donors and recipients) from the kidney transplant program of the San Juan de
Dios General Hospital, using a PCR- SSOP based method. We found 16 haplotypes that
accounted for 39.76% of the total haplotype diversity, thirteen of them having been reported
previously in Native American populations and three in European populations. The analyses
show no deviations from Hardy Weinberg equilibrium and admixture estimates calculated
with =3 ancestral components showed Native American as the most represented component
followed by the European component. The African component was less prominent in the
Guatemala mixed ancestry sample when compared to other countries in Central America.
Keywords

HLA system, Admixture, Guatemala mixed population, Genetic Diversity, Native American

Ancestry

VII
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I. INTRODUCCION

La republica de Guatemala se localiza en Centroamérica, limitrofe con el océano pacifico
entre El Salvador y México, y con el mar Caribe entre Honduras y Belice, es un pais
multiétnico, multicultural y multilingtie (1).

Guatemala posee grupos genéticamente aislados debido a factores geograficos,
lingiiisticos y culturales, los grupos Mayas dentro de su poblacién han preservado su propio
idioma, cultura y religion, esto ha permitido que la mezcla genética sea limitada y que se
mantenga la identidad genética de las poblaciones Mayas (2).

Representa la cuna la cuna de diferentes culturas, la civilizacion Maya entre ellas, de
hecho aproximadamente el 40% del total de la poblacion de Guatemala, pertenece al grupo
nativo amerindio, en este grupo se incluye 23 lenguajes de origen Maya, el restante 60% de
la poblacién es conocida como Ladinos o Mestizos, que es la poblacion Hispano hablante,
conformada por el contacto entre espanoles y nativos americanos (3).

Segun el censo poblacional de 2018 posee una poblacion de 14,901,286 habitantes,
41.7 de su poblacion se autoidentifica como perteneciente a las etnias mayas, mientras que
56% se consideran ladinos, 1.8 de la etnia xinca y solamente 0.2% lo hacen como
afrodescendientes (4).

El estudio del polimorfismo de los genes del complejo mayor de histocompatibilidad
HLA, tiene muchas aplicaciones tanto en el campo de la medicina, como en el campo de la
genética poblacional.

Se planteo determinar el polimorfismo de los genes HLA en la muestra estudiada y

determinar el mestizaje presente.
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II. ANTECEDENTES

Estéd bien establecido que mas de una oleada de gente dio lugar a los indios americanos
(amerindios) Se ha propuesto la teoria que los indios americanos vinieron de Asia a través
del estrecho de Bering hace 30000 afios en tres oleadas, pero los asentamientos mas antiguos
reportados han sido encontrados en sur América; sin embargo hay evidencias recientes de
asentamientos humanos en norte América que datan de hace 130,000 afos (5).

La poblacién de Mesoamérica (México y Centroamérica) posee una inmunogenética inica
como resultado de la mezcla de genotipos HLA de amerindios, caucésicos, y africanos (6).

Loa llamados mestizos son el resultado de la mestizacion de los nativos de América
con europeos, desde el siglo XVI, ademas de la llegada de poblaciones africanas en los siglos
siguientes (7).

La republica de Guatemala se localiza en Centroamérica, limitrofe con el océano
pacifico entre El Salvador y México, y con el mar Caribe entre Honduras y Belice, es un pais
multiétnico, multicultural y multilingiie (1).

Guatemala posee grupos genéticamente aislados debido a factores geograficos,
lingliisticos y culturales, los grupos Mayas dentro de su poblacion han preservado su propio
idioma, cultura y religion, esto ha permitido que la mezcla genética sea limitada y que se
mantenga la identidad genética de las poblaciones Mayas (2).

Segutin el censo poblacional de 2018 posee una poblacion de 14,901,286 habitantes,
41.7 de su poblacion se autoidentifica como perteneciente a las etnias mayas, mientras que
56% se consideran ladinos, 1.8 de la etnia xinca y solamente 0.2% lo hacen como

afrodescendientes. (4).

Complejo mayor de histocompatibilidad

El complejo mayor de histocompatibilidad MHC se encuentra en una region
genomica de 3.6 millones de pares de bases (8), estd presente en todos los vertebrados con
mandibula, posee un rol integral en el sistema inmune, es nombrado MHC derivado de su

papel en el rechazo de tejidos y la compatibilidad entre la pareja donador-receptor (9).
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Recibe una atencion especial en investigaciones genéticas, debido a su importante rol en la
regulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa, por su asociacion con numerosas
enfermedades infecciosas y/o autoinmunes, ademas de actuar como marcador genético de
migracion y evolucion (10)(11). La version humana de MHC es conocida como antigeno

leucocitario humano HLA (12)(13).

Antigeno leucocitario humano

En 1958, Jean Dausset report6 un aloantigeno presente en leucocitos humanos,
mismo que posteriormente se convertiria en el primer HLA reportado, inicialmente fue
nombrado MAC por ser las iniciales de tres individuos que donaron sus muestras para los
experimentos realizados por el grupo de Dausset, posteriormente se le nombré HLA A-2
(14). Este descubrimiento fue el resultado de los experimentos de Dausset en antisueros de
pacientes que habian recibido multiples transfusiones; en concordancia con esto, Rose Payne
identific6 anticuerpos anti-leucocito que parecian ser responsables de reacciones febriles
post-transfusionales en mujeres multiparas (11).

Los genes del antigeno leucocitario humano HLA se localizan en una pequefia
porcion del cromosoma 6, exactamente en la region 6p21.3 (15).

La familia de genes HLA se divide en tres clases (I, IT y III), las clases I y II estan
relacionadas con la habilidad del sistema inmune de distinguir entre lo propio y lo extrafio,
presentando fragmentos de péptidos al sistema inmune. La clase III contiene una variedad de
genes que no poseen la capacidad de presentar antigenos, pero estan involucrados en otras
funciones inmunes tales como el sistema del complemento (C3, C4, y factor B) y en la
inmunidad del hospedero donde citocinas como TNF-a y HSP70 son liberadas, produciendo

una respuesta inflamatoria (16)(17)(18).
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Caracteristicas del HLA

Polimorfico y poligénico

Los genes del HLA son de los mas polimorficos del genoma, esto significa que hay
muchos alelos en cada locus individual (19). La variacion alélica es mantenida a nivel de la
poblacion debido a la ventaja de supervivencia que le confiere marcadas diferencias en las
respuestas inmunitarias a antigenos extrafios entre individuos (20). La Clase I se divide en
moleculas tradicionales (A, B y C) no tradicionales (E, F y G), la Clase II presenta una

division similar en mdleculas tradicionales (DR, DQ, DP) y no tradicionales (DM, DO) (12).

Segun la base de datos IMGT/HLA, en el afio 2020 se habian reportado méas de 27,000
alelos distintos en la region del HLA, de los cuales mas de 20,000 codifican para clase I,
HLA-A, HLA-B, HLA-C y mas de 7,000 para clase II, HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/ hla/stats.html).

Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento LD es de las caracteristicas mas importantes del HLA.
Se define como la asociacion que ocurre entre diferentes alelos sin ser al azar, esto es comun
en los genes del sistema HLA y puede ocurrir también entre las clases del HLA o entre un
haplotipo completo, esta es la principal razon por la cual hay alelos y haplotipos comunes a
diferentes grupos poblacionales y es la que permite caracterizar la diversidad del HLA en
estos grupos poblacionales a nivel mundial, ya que el patron de LD de los genes HLA tiende

a ser caracteristico de cada grupo étnico (21)(22)(23).

Moléculas HLA Clase I

Las moléculas clase I estan codificadas por 3 loci genéticos distintos: HLA -A, HLA-
B y HLA-C, agrupados abarcan cerca de 1 megabase Mb, comprenden una sola cadena
pesada, unida de manera no covalente a una molécula pequefia llamada B2-microgobulina
formando una glicoproteina transmembrana. La cadena pesada tiene tres dominios al, a2 y

a3. Los dominios al y a2 crean la hendidura de union al antigeno. El dominio a3 y la 2-
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microglobulina crean un andamio proximal a la membrana que interactia con CD8. Son

expresadas en la mayoria de las células nucleadas (24).

Las proteinas HLA clase I presentan epitopos del interior de la célula por ejemplo: en los
virus para marcar a las células blanco destinadas a la destruccion por células T citotoxicas

(CD8) (25)(13).

Moléculas HLA Clase 11

Las moléculas de clase II incluyen HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP, codificadas por
distintos loci, agrupados en la region de clase I del MHC, abarcan aproximadamente 1 (Mb),
en general la estructura adoptada por las proteinas de las moléculas de clase II es similar a la
de clase I, pero es logrado gracias a la asociacion de dos cadenas unidas a la membrana
conocidas como o y . Las cadenas a y B se ensamblan no covalentemente para crear una
hendidura de union al antigeno sobre una estructura proximal de membrana que interactia
con CD4. (24).

Las proteinas de clase II presentan péptidos provenientes de proteinas del exterior de
la célula para estimular a las células T helper y éstas a su vez a los linfocitos B productores

de anticuerpos para activar la via clasica del complemento (25)(13).

Nomenclatura

La nomenclatura de los alelos de HLA y sus loci es determinada por el Comité de
Nomenclatura del HLA, auspiciado por la Organizacion Mundial de la Salud OMS, mismo
que 1nicio en 1968. Este comité contintia trabajando actualmente, sin embargo, la asignacién
formal de nombres a los nuevos alelos y el reporte de sus secuencias se lleva a cabo en dos
bases de datos curadas IPD-IMGT/HLA (https://www. ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/align.html) y
HLA Nomenclature (http:// hla.alleles.org/nomenclature/index.html) (26).
La combinacion de tipificacion serologica y molecular ha llevado a la adopcion de una
nomenclatura flexible que permite la descripcion de tipificacion baja resolucion o genérica,

asi como de alta resolucion basada en metodologias moleculares (24).
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Tipificacion del HLA

Historicamente el método de tipificacion de los antigenos de HLA ha sido la
citotoxicidad dependiente del complemento CDC (27); sin embargo, con la introduccion de
los métodos moleculares, el tamizaje de tejidos por técnicas basadas en PCR ha pasado a ser
rutinario. En el futuro la tipificacion del HLA se basara en su expresion, entender los
haplotipos, y en la tipificacion rapida de sus genes (28)(29).

Mientras que los métodos seroldgicos Unicamente pueden resolver una pequefia
fraccion de los alelos, la tipificacion molecular permite la definicion del HLA basada en la
secuencia de ADN, los métodos moleculares permiten la resolucion de los alelos, en niveles
denominados baja resolucién que corresponde a la resolucion de dos digitos, que suele ser
suficiente para trasplante de 6rgano sélido, transfusiones, la asociacion a enfermedades, y
farmacogenética y la alta resolucion o tipificacion de cuatro digitos, este tipo de resolucion
es util en trasplante de médula 6sea, asociacion con algunas enfermedades y estudios de
farmacogenética (15).

En la actualidad existen diversos métodos comerciales disponibles para realizar la
tipificacion HLA, cada método tiene nivel de complejidad distinto y su uso depende de las
condiciones del laboratorio como volumen de muestras procesadas por ano, nivel de
experiencia del personal, asi como de la aplicacion que se desea dar, estudios de genética
poblacional, diagnostico de enfermedades, inmunologia de trasplantes, ademas del tipo de

trasplante, trasplante de 6rgano solido o trasplante de precursores hematopoyéticos.(8).

Técnicas de tipificacion del HLA

Citotoxicidad dependiente del complemento CDC

La técnica CDC fue desarrollado en 1964 por Terasaki y McClelland permitio
disminuir el volumen de los reactivos requeridos para definir un fenotipo individual. La CDC
utiliza tnicamente k= de reactivo y 1uL de células diana a una concentracion de 2 a 4*10°
/mL. Las células y el suero se mezclan en un pocillo de la bandeja conocida como Terasaki,
nombrada asi en honor a Paul Terasaki, se agrega una gota de aceite para evitar la

evaporacion en la preparacion, se deja incubar a temperatura ambiente por 3 minutos, luego
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se agrega 1 uLL de complemento de conejo y se incuba durante una hora mas, si el pocillo
contiene anticuerpos con especificidad a moléculas de HLA expresado en la superficie de la
célula, la unién a los anticuerpos activara el complemento de conejo, la accién litica del
complemento activado matara la células, las reacciones se fijan, y se tifien con un colorante
vital o con uno fluorescente y son leidas en un microscopio invertido, las células muertas son
consideradas como reaccion positiva, y el patron de estas reacciones se interpreta para asignar
un fenotipo HLA (19)(30).

La técnica de CDC, es especialmente util para la tipificacion HLA, en programas de
trasplante de o6rgano solido, donde hay un nimero moderado de muestras, requiere poco
tiempo de procesamiento, su nivel de resolucion es bajo, ya que tipifica a nivel de antigeno

(20).

Sequence specific priming PCR SSP

Cuando se tipifica HLA por la técnica SSP, se realizan simultaneamente multiples
pruebas en una muestra, cada una busca la presencia o ausencia de un polimorfismo, usando
PCR con primers especificos para esa secuencia. El sistema se basa en la falta de actividad
exonucleasa 5 a 3" de la tag polimerasa usada en la reaccion de PCR. La amplificaciéon
solamente ocurre si alelos con secuencias idénticas a aquellas de los primers usados estan
presentes en la muestra. La especificidad de la amplificacion se basa en que el extremo 3 de
cada primer donde se requiere un match exacto para permitir la sintesis de una nueva cadena.
Esta técnica es util cuando se tiene un volumen de mediano a alto de muestras, es util en los
centros donde se practica trasplante de fuente cadavérica, tiene un nivel de resolucion de bajo

a intermedia. Su ventaja mdas importante es que es una técnica relativamente réapida

(20)(19)(30).
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Reverse sequence specific oligonucleotide probe PCR SSO Luminex

Luminex®, es una tecnologia xMap (perfil multianalitico) basada en cuentas que
combina microesferas fluorescentes, citometria de flujo, laser y tecnologia de procesamiento
de sefial digital. Tiene la capacidad de hacer andlisis simultaneos de 100 analitos diferentes
en un solo tubo. Los diferentes sets de cuentas estan recubiertos con reactivos especificos de
un analito en particular y permiten la deteccion de
diferentes analitos en una muestra. En el analizados Luminex®, los laser excitan los
colorantes internos e identifican cada microesfera, para poder validar el resultado se toman
lecturas en cada set de esferas, se han desarrollado ensayos para la plataforma Luminex®
para la identificacion de hongos, virus, bacterias, proteinas entre ellas los alelos del sistema
HLA y anticuerpos anti HLA (31)(19)(30). El uso de esta técnica esta orientado a laboratorios

que procesan un numero de bajo a mediano de muestras (20).

Tipificacion basada en secuenciacion SBT
La técnica SBT puede ser utilizada para alcanzar resolucion a nivel de alelos, como
la requerida en los programas trasplante de células madre, también es la requerida para

investigacion y confirmacion de nuevas secuencias alélicas (20).

Secuenciacion de nueva generacion NGS

Las posibles ambigiiedades entre alelos del HLA son el resultado de las limitaciones
que poseen los métodos actuales de tipificacion, estas pueden deberse a polimorfismos de
regiones no secuenciados de los genes HLA, o a variantes cis/trans que no pueden ser
distinguidas por la secuenciacion de sanger. NGS puede resolver estas dos fuentes de

ambigiiedad porque secuencia el gen completo (32)(33).

Herencia y expresion

Los antigenos HLA Clase I A, B y C son expresados en casi todas las células
nucleadas y plaquetas. Las moléculas HLA clase II DR, DQ, DP se expresan en un rango
mas reducido de células que incluyen células B, células T activadas, monocitos y macrofagos

(20).
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Los alelos de HLA son expresados de manera codominante (15).
La herencia de los genes del HLA sigue los principios mendelianos con la transmision
en bloque de cada cromosoma paterno, de haplotipos HLA-A, B, C, DR, DQ a pesar de que

puede ocurrir recombinacion adentro del sistema (20).

Esto significa que en una familia, el padre posee dos haplotipos a y b y la madre dos
haplotipos c y d, entonces cada hijo podra heredar cuatro combinaciones diferentes de esos
haplotipos a/c, a/d, b/c, b/d, de manera que cada hijo compartird un haplotipo con sus padres
y entre hermanos tienen las siguientes probabilidades: 25% de compartir dos haplotipos, 25%

de no compartir ningin haplotipo y 50% de compartir un haplotipo (34).

Aplicaciones del HLA

El rol del HLA en el reconocimiento de los propio y no propio fue descrito por
primera vez hace mas de 60 afios (29). La funcion mas importante del sistema HLA es la
induccion y regulacion de las respuestas del sistema inmune, muchas enfermedades como
cancer, enfermedades infecciosas, y autoinmunes, se presentan con mas frecuencia en
poblaciones que comparten un HLA particular (20), Trasplantes de 6rganos, transfusiones y
genética poblacional son también areas en las cudles el sistema HLA tiene una importancia

relevante.

HLA y enfermedad: Un gran nimero de enfermedades se asocian con la presencia
de ciertos alelos de HLA, probablemente la asociaciéon mas conocida sea de HLA B-27 con
espondilitis anquilosante, algunos otros ejemplos son Enfermedad de Behcet y HLA B-51,
Artritis reumatoide y HLA DRB1-04, Narcolepsia y HLA DQA-01, ademas de enfermedades
infecciosas como tuberculosis y HIV, Ademads de las asociaciones en las que se evidencia
riesgo de enfermedad existen los riesgos farmacoldgicos asociados a alelos del HLA, por
ejemplo los pacientes HIV positivo que expresan el alelo HLA B-57, estan en riesgo de hacer
una reaccion de hipersensibilidad al ser tratados con el farmaco abacavir, otras reacciones
adversas farmacoldgicas documentadas son alopurinol y HLA B-58, carbamazepina y HLA

B-15:02 y A-31:01 (15).
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Trasplante de érgano sdlido: El trasplante de 6rgano solido es la terapia curativa
para enfermedades terminal de drganos como: rifidén, corazon, higado, pancreas, pulmon o
intestino. Una de las principales causas de daio al injerto, es la respuesta aloinmune mediada

principalmente por el sistema HLA (35).

Trasplante de células hematopoyéticas: El rechazo mediado por anticuerpos, es una
causa plenamente reconocida de la pérdida de injerto de 6rgano soélido, los anticuerpos
donador especifico DSA, pueden causar rechazo hiperinmune que se presenta en minutos
después de la revascularizacion del o6rgano trasplantado, este rechazo se ha documentado
también en modelos animales de trasplante alogénico de células hematopoyéticas AHCT, en
el cual los anticuerpos preformados presentes al momento del trasplante se constituyen como
una gran barrera para el éxito del trasplante resultando en un rechazo rapido, de ahi la

importancia de tener un donante que sea completamente compatible con el receptor (36).

Transfusiones sanguineas: Los antigenos HLA clase I se expresan de forma
abundante en leucocitos y plaquetas, por lo que es importante tipificar a los receptores y
donadores cada vez que se hace una transfusion de sangre completa, plaquetas o leucocitos,
para evitar reacciones post transfusionales no hemoliticas relacionadas con la formacion de

anticuerpos anti HLA (37).

Genética poblacional: El HLA es considerado uno de los marcadores genéticos mas
importantes debido a su gran polimorfismo y a la existencia del (LD) (38). Hace mas de 40
afios se inicid a hacer la tipificacion del HLA en las poblaciones de diferentes zonas
geograficas para poder compararlas, estos patrones fueron interpretados como sefiales

explicitas de migracion poblacional (39).

Equilibrio de Hardy-Weinberg y genética poblacional
La prueba de Hardy-Weinberg se considera la prueba base de la epidemiologia
genética (25). El equilibrio de Hardy-Weinberg HWE es el estado de la frecuencia

genotipica.

10
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de dos alelos de un locus del gen autosomico después de una generacion discreta de
apareamiento aleatorio en una poblacion indefinidamente grande (40).

La importancia de la ley Hardy-Weinberg en el desarrollo de la genética de
poblaciones no tiene discusion, esta ley propone que en una gran poblacion en la que ocurre
apareamiento aleatorio sin seleccion, mutacion o migracion, las frecuencias alélicas y las
frecuencias del genotipo son constantes de generacion en generacion y que, ademas existe

una relacion simple entre las frecuencias alélicas y el genotipo (41).

11
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad hay diversas publicaciones que documentan el perfil HLA de
poblaciones a nivel mundial, estos estudios se hacen generalmente en grupos étnicos o en
areas geograficas definidas.

La aplicacion que se puede dar a este tipo de investigaciones es amplia, ya que
conociendo el perfil inmunogenético de un pais o poblacion se puede inferir acerca del
comportamiento de ésta frente a una determinada enfermedad, como es el caso de los estudios
orientados a evaluar la tendencia a la diabetes (42)(43)(44), algunas enfermedades
reumaticas (45)(46), y en el caso de enfermedades infecciosas evaluar la posible respuesta
inmune del paciente frente a entidades como la enfermedad de Chagas (47)(48), o el covid-
19 (49)(50), por citar solo algunos ejemplos.

Otra aplicacién con importancia clinica es la que estudia el comportamiento
poblacional frente a medicamentos; en este caso estd bien documentada la relacion entre el
alelo HLA-B-57:01 frente al inhibidor de la transcriptasa inversa abacavir, utilizado como
terapia antirretroviral en el tratamiento de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana VIH (51).

Finalmente, de cara a los programas de trasplante de precursores hematopoyéticos es
importante contar con estudios de inmunogenética poblacional, ya que de esta manera se
podré tener informacion que permita determinar la probabilidad de conseguir un donador
cien por ciento compatible dentro de la poblacion en la cual reside el paciente.

Guatemala, es un pais ubicado en Centroamérica posee una poblacion de
aproximadamente 15 millones de habitantes y una gran riqueza cultural y diversidad
biologica; sin embargo, a la fecha hay muy pocos estudios que documenten el perfil
inmunogenético de su poblacion o que lo comparen con poblaciones cercanas, dentro y fuera
del pais.

El problema es que mientras no contemos con informacién fiable del perfil HLA
poblacional, no podremos hacer estudios de comparacion con grupos de pacientes con

determinada patologia.

12
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Consideramos que es de importancia realizar estudios de inmunogenética en el pais,
ya que la informacion aportada de estos estudios nos permitird conocer el perfil HLA de

nuestra poblacidn, de cara a estudiar las posibles implicaciones clinicas.

13
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IV. HIPOTESIS

Hipétesis nula (HO): La distribucion de mestizaje de la poblacion de Guatemala incluida en

la muestra de este estudio es similar a la observada en la poblacion del sur de México.

Hipotesis alterna (H1): La distribucion de mestizaje de la poblacion de Guatemala incluida

en la muestra de este estudio es diferente a la observada en la poblacion del sur de México.

14
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el polimorfismo de los genes HLA A, B, DRB1 y DQA1 en pacientes, donadores
y receptores de trasplante renal, que asisten al laboratorio de inmunogenética e
histocompatibilidad Departamento de Nefrologia y Trasplante del Hospital General San Juan
de Dios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar el polimorfismo de los genes HLA de clase [ (A'y B) y de clase II (DRBI1,

DQA1).

e Calcular la frecuencia de los alelos HLA clase I y HLA clase 11

e Identificar los haplotipos extendidos HLA A-B-DRB1-DQB1 mas frecuentes
presentes en la poblacion estudiada

e Calcular el equilibrio de Hardy-Weinberg y el desequilibrio de ligamiento de la
poblacion estudiada.

o Describir la estimacion de mestizaje de la poblacion estudiada.

o Comparar la estimacion de mestizaje en los genes HLA de la poblacion estudiada con

poblaciones de referencia reportadas en la literatura.

o Describir las caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada

15
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VI. DISENO METODOLOGICO

\% 1. Tipo y diseiio del estudio: Estudio retrospectivo, observacional, analitico.

VI. 2. Sede del estudio: Laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética,

Departamento de Nefrologia, Hospital General San Juan de Dios.

VI. 3. Consideraciones éticas: Se obtuvo los siguientes documentos
1. Dictamen de aprobacion del Comité de Etica e Investigacion del Hospital General

San Juan de Dios
2. Solicitud médica para realizar estudio de HLA al paciente
3. Dictamen del Comité Bioética independiente.

VI. 4. Universo de estudio:
1. Poblaciébn o universo : Pacientes que asistiecron al Laboratorio de

Histocompatibilidad e Inmunogenética

2. Marco muestral: Todas las muestras de pacientes que tuvieran solicitud médica

de realizar estudio de HLA

3. Muestra: Informes de Laboratorio que cumplan los criterios de seleccion, donde
se reporte el perfil HLA, expedientes clinicos de pacientes, Perfil HLA de
diversas poblaciones mundiales reportado en la literatura. Se incluyo 127 perfiles

HLA completos de 127 muestras

VI. 5. Periodo de estudio: Las muestras analizadas fueron recolectadas durante

los afios 2018, 2019 y 2020

VI. 6. Criterios de seleccion

16
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1. Inclusién: Informes de laboratorio que tuvieran reporte de alelos y haplotipos
HLA de pacientes del programa de trasplante renal del Hospital General San Juan

de Dios, determinado por el método SSOP.

2. Exclusion: Informes de laboratorio, reportando alelos y haplotipos HLA,

realizados por serologia CDC.

3. No inclusion: Informes incompletos donde no se pueda encontrar la informacion
demografica del paciente o el perfil HLA completo.

Informes con reportes realizados por una técnica diferente a SSOP

VI. 7. Variables
1. Género, edad, procedencia, etnia, alelos HLA, haplotipos HLA frecuencia de
alelos HLA, frecuencia de haplotipos HLA, composicién del mestizaje de la

poblacion.
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Operacionalizacion de variables

persona

étnica

VARIABLE | DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE | UNIDAD DE
CONCEPTUAL | OPERACIONAL | VARIABLE | MEDICION | MEDIDA
Edad Tiempo Afos de vida Cuantitativa | Numérica Afios
transcurrido desde | registrados en el
el nacimiento expediente clinico
hasta la defuncion | del paciente
Sexo Condicion de Sexo que aparece | Cualitativa Nominal Masculino
género que en el expediente Femenino
distingue al clinico del
hombre o mujer paciente
Lugar de Lugar de Region de Cualitativa Nominal Capital
origen nacimiento Guatemala de Interior
origen que aparece
en el expediente
clinico del
paciente
Etnia Grupo de personas | Grupo étnico en el | Cualitativa Nominal Mestizo
que pertenecen a cual la persona se Grupo étnico
la misma etnia y auto identifica
grupo lingiiistico
Alelos HLA | Grupo de Resultados Cualitativa Nominal HLA-A
antigenos obtenidos de la HLA-B
localizados en las | base de datos del HLA-DRBI
membranas Laboratorio de HLA-DQBI1
celulares de las Inmunologia del
plaquetas y Hospital General
leucocitos. San Juan de Dios.
Haplotipo Combinacion de Resultados Cualitativa Nominal HLA A-B-
extendido alelos HLA obtenidos de la DRB1-DQBI
ligados en un base de datos del
mismo Laboratorio de
cromosoma. Inmunologia del
Hospital General
San Juan de Dios.
Frecuencia | Distribucion de Resultado Cuantitativa | Proporcion Porcentaje
de alelos Alelos HLA porcentual de
HLA en la persona alelos HLA
Frecuencia | Distribucion de Resultado Cuantitativa | Proporcion Porcentaje
de Haplotipos HLA porcentual de los
Haplotipos | en una persona haplotipos HLA
HLA
Estimacion | Combinacion de Resultado Cuantitativa | Proporcion Porcentaje
de diversos grupos porcentual de la
Mestizaje raciales en una combinacion de

18
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VI

8. Metodologia

a. Recoleccion de muestra

Se revisod los cuadernos de laboratorio, asi como los expedientes

electronicos de los pacientes para determinar las muestras que cumplian los

criterios de inclusion.

b. Procesamiento de muestras

La técnica de laboratorio que se utilizo6 en el Laboratorio de

Histocompatibilidad e Inmunogenética del Hospital General San Juan de Dios

para realizar los analisis del perfil fue HLA es PCR-SSO, a continuacion, se

detalla dicho procedimiento.

A. Pre-inicio del sistema

1.

Encienda el analizador LABScan TM 100 e inicie el procedimiento de
puesta en marcha. Encienda el termociclador ¢ inicie el programa de
incubacion a 60°C.

Preparar el bafio de hielo triturado (afiadir una pequefia cantidad de
agua para permitir que la bandeja de PCR se pare directamente sobre
hielo)

Descongelacion y vortice D-Mix y ADN.

Retire todos los reactivos (excepto la botella SAPE 100x) de la
temperatura de almacenamiento y permita que alcance temperatura
ambiente.

Mezclar a fondo todo el volumen de bufer de hibridacion y toda la

mezcla de perlas en un tubo limpio; proteger de la luz.
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B. Amplificacién
1. Descongelar todos los reactivos de amplificacion, y colocar en hielo.
2. Alicuotar 2 ul de ADN genomico a cada uno de 96 pozos en una
bandeja de PCR.
3. Mezclar 432 ul de Primer Mix, 1491 ul de D-Mix y 22 ul de taq

polimerasa. Vortice bien y dar un giro rapido.

Nota: se genera el calculo tomando en cuenta exceso

Alicuotar 18 pl de Amplification Mix del paso 3 a los 96 pozos que contienen
ADN.

4. Tapa o cierre la bandeja PCR.

5. Ejecute la bandeja en un termociclador utilizando el programa
LABType TM SSO PCR.

6. Retire la bandeja PCR del termociclador y compruebe el ADN
amplificado en un gel de agarosa del 2.5% (utilice 5 pul por pozo).

C. Desnaturalizacion/neutralizacion

1. En una bandeja PCR limpia y de paredes delgadas de 96 pozos,
alicuotar 2.5 pul de Bufer de Desnaturalizacion por pozo.

2. Anadir 5 pl por pozo de ADN amplificado. Tenga en cuenta las

ubicaciones de muestra en los 96 pozos.

NOTA: El ADN amplificado se puede alicuota primero y posteriormente se adiciona

buffer de desnaturalizacion.

Mezcle bien hasta que la mezcla cambie a un color rosa brillante.
Incubar a temperatura ambiente (20 a 25 °C) durante 10 minutos.

Anadir 5 ul por pozo de buffer de neutralizacion.

A O

Mezcle bien hasta que la mezcla se vuelva clara o de color amarillo

palido.
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7.

Coloque la bandeja cuidadosamente en el bafio de hielo.

D. Hibridacién/Lavado

1.

Alicuotar 38 ul Mezcla de hibridacion (de A.5) por pozo en todo el
ADN neutralizado.

Coloque un sello en la bandeja y el vortex a baja velocidad.

Incubar la bandeja en un bloque de 96 pozos en un termociclador de
60 °C (utilice PCR Pad) durante 15 minutos.

Saque la bandeja. Agregue 100 pl de Wash Buffer a cada pozo.
Coloque un nuevo sello en la bandeja y gire a 1000g durante 5
minutos.

Retire el sobrenadante, dejando aproximadamente 10 pl o menos.
Repita los pasos D.4 y D.5 dos veces mas para un total de 3 lavados.
Durante el altimo paso de centrifugacion, prepare 1X SAPE (57.5 1 de
stock y 5693 1 de tampén SAPE) y deje cubierto a temperatura

ambiente.

E. Etiquetado

1.

Después de retirar el sobrenadante del tercer lavado (D.6 arriba),
afiadir 50 pl 1X SAPE por pozo.

Coloque un sello cuidadosamente en la bandeja y el vortice a baja
velocidad.

Incubar a 60 °C en termociclador durante 5 minutos.

Saque la bandeja y agregue 100 pl Wash Buffer a cada pozo. Coloque
un nuevo sello en la bandeja y gire a 1000 g para

5 minutos.

Retire el sobrenadante. Afiadir Wash Buffer para hacer el volumen
final 80 pl.

Mezclar por pipeteo y transferir todas las muestras a una microplaca

de 96 pozos para la adquisicion de datos.
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VI. 9 Analisis estadistico:

1. Parametros para evaluar
Frecuencia de alelos

a.
b. Frecuencia de haplotipos

e

Equilibrio de Hardy-Weinberg de los genes HLA en la muestra

=

Desequilibrio de ligamiento en los genes HLA en la muestra

2. Estimaciones de mestizaje poblacional por el método de neighbor-joining entre

la poblacion guatemalteca en estudio y poblaciones de referencia.

3. Ladiversidad genética de la poblacion fue calculada por los parametros forenses

(PIC) contenido de polimorfismo y (PD) poder de discriminacion.

4. (PCA) Analisis de componentes principales entre la poblacion en estudio y

poblaciones de referencia

Las muestras fueron analizadas en el instrumento LabScan 100, con el
software Xponent® y el software HLA Fusion 4.1®, los datos demograficos de los
pacientes fueron extraidos del expediente clinico y /o del software Infinity® y
analizados en el software Microsoft Excel. Una vez determinado el perfil HLA de la
muestra, el andlisis estadistico fue analizado con el software Arlequin v. 3.5 para
determinar frecuencias alélicas, haplotipicas, HWE y LD; Los parametros forenses
PIC y PD fueron calculados con la hoja de calculo Power Stat v.1.2 La estimacion
de mestizaje fue realizado en el cluster del Instituto Max Planck en Alemania, con el
software LeadMix, con el apoyo del Dr. Rodrigo Barquera y la Antropdloga Diana
Iraiz Hernédndez. Por ultimo, se realizé un Analisis de componente principales (PCA)

con el software IBM SPSS.
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VII. RESULTADOS

Se obtuvo los resultados de tipificacion HLA por métodos moleculares de 127
muestras de individuos adultos no relacionados, recolectadas y analizadas en el laboratorio
de Histocompatibilidad e Inmunogenética del departamento de Nefrologia y trasplante de

Hospital General San Juan de Dios.

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas generales de la muestra.

Tabla 1. Caracteristicas Generales

Caracteristica Frecuencia %
Sexo
Masculino 53 41.7
Femenino 74 58.3
Edad promedio (+/- DE) (33.2 +/-12.8)
Procedencia
Capital 93 73.2
Interior 34 26.8
Etnia
Mestizo 127 100

DE= Desviacion estandar

Fuente: Elaboracion propia.

Una caracteristica importante es que mas del 73% del componente de la muestra procede de
la ciudad capital de Guatemala, ademas el 100% de los participantes se autodefinen como

mestizos.
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Para el gen HLA-A se encontraron 17 grupos de alelos siendo los que presentan una
frecuencia mayor al 5% los siguientes: A*2 (26.77%), A*24 (16.14%), A*68 (16.54%),
A*01 (8.78%), A*30 (5.73%), A*31 (5.73%). En conjunto los tres primeros alelos

representan el (59.45%) de la muestra.

La tabla 2, presenta las frecuencias alélicas completas para el gen HLA-A.

Tabla 2. Frecuencia de alelo HLA-A

(N = 127)

Alelo n(N*2) FA
A*02 68 26.77
A*24 41 16.14
A*68 42 16.54
A*01 21 8.27
A*30 14 5.51
A*31 15 591
A*11 13 5.12
A*03 9 3.54
A*33 8 3.15
A*29 5 1.97
A*23 5 1.97
A*32 3 1.18
A*25 3 1.18
A*66 2 0.79
A*34 2 0.79
A*26 2 0.79
A*36 1 0.39

N = Nuamero de individuos analizados.

FA= Frecuencia alelica

Fuente: Elaboracion propia.
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Para el gen HLA-B, se encontraron 27 grupos de genes, los mas frecuentes fueron: B*35
(33.86%), B*39 (12.60%), B*40 (9.84%), B*07 (6.69%), B*15 (5.12%), B*08 (5.12%). Los

tres grupos de alelos mas frecuentes representan (56.3%).

En la tabla 3 se presentan los resultados de la tipificacion del gen HLA-B.

Tabla 3. Frecuencia de alelo HLA-B

(N=127)
Alelo n (N*2) FA
B*35 86 33.86
B*39 32 12.60

B*40:02 20 7.87
B*07 17 6.69

B*15:01 11 433
B*08 13 5.12

B*14:02 9 3.54
B*51 8 3.15
B*58 7 2.76
B*18 7 2.76
B*44 6 2.36

B*40:08 4 1.57
B*52 4 1.57
B*45 4 1.57
B*42 4 1.57
B*38 3 1.18
B*50 3 1.18
B*13 2 0.79
B*41 2 0.79

B*15:03 2 0.79
B*57 2 0.79

B*40:01 1 0.39
B*56 1 0.39
B*27 1 0.39
B*53 1 0.39
B*47 1 0.39
B*49 1 0.39
B*78 1 0.39
B*37 1 0.39

N = Numero de individuos analizados.

F A= Frecuencia alelica

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla 4 se presentan las frecuencias alélicas del gen HLA-DRB1, se observa que el alelo
mas frecuente es DRB1*04 (38.98 %) se puede notar que ese alelo representa casi el 40%
de frecuencia, los siguientes alelos mas prevalentes son DRB1*13 y DRBI1*08, con

(12.99%) y (8.27%) respectivamente.

Tabla 4. Frecuencia de alelo HLA-DRB1

(N= 127)
Alelo n (N*2) FA
DRB1*04 99 38.98
DRB1*13 33 12.99
DRB1*08 21 8.27
DRB1*01 19 7.48
DRBI1*15 16 6.30
DRB1*03:01 12 4.72
DRBI1*11 11 4.33
DRB1*14:06 11 4.33
DRB1*07 10 3.94
DRB1*14:02 9 3.54
DRB1*16:02 5 1.97
DRB1*12 3 1.18
DRB1*10 3 1.18
DRB1*14:01 1 0.39
DRB1*16:01 1 0.39

N = Numero de individuos analizados.
FA= Frecuencia alelica

Fuente: Elaboracion propia.

26



TESIS DOCTORAL )
ESTUDIO MOLECULAR DEL HLA DE PACIENTES DE UN PROGRAMA PUBLICO DE TRASPLANTE RENAL EN GUATEMALA

Las frecuencias para el gen HLA-DQBI1 se presentan en la tabla 5, se observa que la
frecuencia acumulada del gen DQB1*03:02, es del (43.86%), seguida de DQB1*03:01
(18.86%) en conjunto suman el (62.72%) el gen menos frecuente es el DQB1*04 (9.21%)

Tabla 5. Frecuencia de aleloHLA-DQB1

(N=127)

Alelo n (N*2) FA
DQB1*03:02 100 43.86
DQB1*03:01 43 18.86
DQB1*05 24 10.53
DQB1*06 42 18.42
DQB1*02 23 10.09
DQB1*04 21 9.21
DQB1*03:03 1 0.44

N = Numero de individuos analizados.
FA= Frecuencia alelica

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla 6 se presentan las frecuencias de los haplotipos extendidos A-B-DRB1-DQBI,
unicamente se frecuencia de los haplotipos que presenten una mayor a 1%. El haplotipo
extendido mas frecuente es A*24 B*35 DRB1*04 DQB1*03:02 con una frecuencia de (9.06
%).

Tabla 6. Frecuencia Haplotipo A-B-DRB1-DQB1

(N=127)

Haplotipo A-B-DRB1-DQB1 n=(N*2)  F.H. A t
A*24 B*35 DRB1*04 DQB1*03:02 23 9.06 0.7074 7.9
A*02 B*35 DRB1*04 DQB1*03:02 17 6.69 0.3562 3.8
A*68 B*35 DRB1*04 DQB1*03:02 12 4.72 0.4538 3.9
A*02 B*40:02 DRB1*04 DQB1*03:02 6 2.36 0.4538 2.7
A*68 B*39 DRB1*04 DQB1*03:02 6 2.36 0.5903 3.3
A*02 B*39 DRB1*04 DQB1*03:02 5 1.97 0.0441 0.3
A*01 B*08 DRB1*03:01 DQB1*02 4 1.57 0.6501 4.0
A*68 B*35 DRB1*08 DQB1*04 4 1.57 0.1521 2.8
A*01 B*15:01 DRB1*13 DQB1*06 3 1.18 0.5639 3.3
A*02 B*35 DRB1*08 DQB1*04 3 1.18 0.0367 0.8
A*02 B*39 DRB1*08 DQB1*04 3 1.18 0.1824 2.6
A*24 B*39 DRB1*04 DQB1*03:02 3 1.18 0.3445 1.5
A*30 B*14:02 DRB1*01 DQB1*05 3 1.18 1.0000 3.5
A*31 B*39 DRB1*04 DQB1*03:02 3 1.18 0.5903 2.3
A*31 B*40:02 DRB1*04 DQB1*03:02 3 1.18 1.0000 34
A*68 B*40:02 DRB1*04 DQB1*03:02 3 1.18 0.5903 2.3

N = Numero de individuos analizados.

FH = Frecuencia de haplotipos

A'= Desequilibrio de ligamiento estandarizado

t = Pardmetro estadistico de validacién; Valores t > 2 se consideran significativos

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla 7 se presenta el equilibrio de Hardy — Weinberg en la poblacion estudiada, se

observa que los cuatro genes HLA se encuentran en equilibrio.

Tabla 7. Equilibrio de Hardy - Weinberg

GUATEMALA L ocus

N=127 HLA-A HLA-B HLA-DRB1 HLA-DQB1
Obs.Het. 0.8819 0.8189 0.7402 0.7087
Exp.Het 0.8588 0.8517 0.8085 0.768
p-value 0.1439 0.3855 0.0214 0.4941

Obs. Het.: Heterocigosidad observada

Exp. Het.: Heterocigosidad esperada bajo el equilibrio de HW

p-value se refiere a la diferencia entre la heterocigosidad observada y la esperada
p-values abajo de 0.0125 (después de correccion) son considerados significativos

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla 8 se presenta las medidas de Contenido de informacién del polimorfismo (PIC) y

poder de discriminacion (PD)

Tabla 8. PIC & PD

GUATEMALA Locus

N=127 HLA-A HLA-B HLA-DRB1 HLA-DQBI1
PIC 0.965 0.967 0.948 0.915
PD 0.84 0.84 0.79 0.74

PD value >0.8 indica alto polimorfismo en el contexto de una poblacion especifica
PIC > 0.5 se considera caracteristico de sistemas altamente polimorficos
PIC= Contenido de informacion del polimorfismo

PD= Poder de discriminacion
Elaboracion propia

Fuente:

En la tabla 9 se presenta la estimacion de mestizaje de la muestra y de varias poblaciones de
Centro América usadas como referencia, Guatemala presente un mayor componente Nativo

Américano respecto de otras poblaciones de la region

Tabla 9: Proporciones de mestizaje para poblaciones

Centroaméricanas
GtMx Ni_Ma Ni_Mi Pan CR_ Gm CR_CVm
Nativo 55.94% 47.77% 46.61% 45.13% 30.04% 27.24%
Americano
Africano 17.49% 15.80% 17.26% 16.09% 27.41% 19.46%
Europeo 26.58% 36.43% 36.13% 38.78% 42.55% 53.30%

GtMx: Guatemala Mestizo, Ni_Ma: Managua, Nicaragua, Ni_Mi: Mestizo Nicaragua, Pan: Panama, CR
Costa Rica, Guanacaste, CR_CVm: Costa Rica Valle Central

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 1. Analisis de mestizaje
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Fuente: Elaboracion propia

Yec: Yucatan, Qt: Queretaro, Ch: Chiapas, Cm: Ciudad de México, GtMx: Guatemala Mestizo, NMa: Managua,
Nicaragua, NMe: Nicaragua, Mestizo, Pan: Panama, CrGM: Costa Rica, Guanacaste, CrCVM: Costa Rica Valle

En la Figura 1, La estimacion de mestizaje, revela que el principal componente genético en
la poblacion guatemalteca estudiada es Nativo Americano (55.94% +/- 3.25).

Nativo Americano: Magenta, Africano: Amarillo, Europeo: Verde.
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Figura 2. Analisis de componentes principales
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Fuente: Elaboracion propia
En la Figura 2, Trazo de andlisis de componentes principales de 178 poblaciones usando
como referencia HLA B y DRBI. Las estrellas azules representan a poblaciones de

Centroamerica.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

En este estudio se presentan los resultados de alelos y haplotipos encontrados con més
frecuencia en una poblacion de donadores y receptores de trasplante renal que asisten al
Departamento de Nefrologia y Trasplante del Hospital General San Juan de Dios, asi mismo
se presenta el andlisis del mestizaje de la poblacion estudiada.

Los tres alelos de clase I, HLA-A encontrados con mas frecuencia fueron A*02
(26.77%), A*68 (16.54%) y A*24 (16.14%), la sumatoria de los tres alelos antes citados
representa el (59.45%) de las muestras y los tres corresponden a alelos considerados nativos
americanos (52). El alelo HLA-A encontrado con menos frecuencia fue A*36 con un
porcentaje de (0.39%).

Del gen clase | HLA-B, se encontrd 29 alelos siendo el mas polimérfico de la muestra,
esto es congruente con lo reportado previamente en la literatura, los alelos B mas frecuentes
fueron B*35 (33.86%), B*39 (12.60%), B*40.02 (7.87%), y B*07 (6.69%), los cuatro
representan el (61.02%) de la muestra. El alelo B, menos frecuentemente encontrado fue
B*27, que representa un (0.39%), este es un alelo que posee una importante relacion con la
espondilitis anquilosante (53).

Los genes de HLA clase II estudiados fueron DRB1, y DQBI. El alelo HLA DRB1
que presento la frecuencia mas alta fue DRB1*04, con una frecuencia de (38.98%), seguido
de DRB1*13 (12.99%) y DRB1*08 (8.27%) la suma de los tres representa el (60.24%) estos
han sido ampliamente descritos como genes nativos americanos (54), y el alelo menos
frecuente fue DRB1*16:01 con una (0.39%)).

El gen que presento menos alelos fue DQBI, el mas frecuente fue DQB1*03:02
(39.37%), DQB1*03:01 (16.93) lo que representa un (56.3%) y los menos frecuentes fueron
DQB1*04 (8.27%) y DQB1*03:03 (0.39%).

Para el céalculo de las frecuencias de alelos y haplotipos se determiné la estimacion
de maxima verosimilitud de alelos con el expectation-maximization algorithm (EM) en el

software Arlequin (55).
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Se determinaron 194 haplotipos extendidos HLA A-B-DRBI1-DQBI, siendo el mas
frecuente A*24-B*35-DRB1*04-DQB1*03:02, con (9.06%), se puede apreciar que este es
el haplotipo més frecuente reportado en estudios previos en Colombia y Ecuador (56)(57).

El segundo haplotipo mas frecuente fue el A*02-B*35-DRB1*04-DQB1%*03:02
(6.69%), este haplotipo habia sido reportado con anterioridad en una poblacion de
Guatemala, con muestras colectadas en la ciudad de Quetzaltenango (52).

Unicamente se reportd los haplotipos que tuvieron una frecuencia mayor de (1%)
siendo estos 16 de un total de 194, estos representan el (39.76%) de la muestra.

15 de los 16 haplotipos con frecuencia mayor a uno pertenecen a haplotipos nativos
americanos (Barquera et.al. 2020). Unicamente un haplotipo de los reportados con una
frecuencia mayor al 1% corresponde a un haplotipo antes reportado como europeo A*01
B*08 DRB1*03:01 DQB1*02 (21)(58).

El andlisis de desequilibrio de ligamiento (DA) de pares de loci HLA se realiz6
usando también el software Arlequin, basandose en los datos de genotipificacion, y fue
calculado entre las frecuencias de los alelos de los loci HLA A-B-DRB1-DQBI, se concluy6
que los haplotipos HLA extendidos de la muestra se encuentran en desequilibrio de
ligamiento, para validar el DA se utiliz6 el estadistico t, definiendo que todos los haplotipos
que presenten un valor t mayor a 2 se encuentran en desequilibrio de ligamiento.

Esta documentado que los genes del HLA de las poblaciones latinoamericanas asi
como de otras a nivel mundial se encuentran en desequilibrio de ligamiento (23).

Los haplotipos Clase I mas frecuentes fueron A*02-B*35 y A*24-B*35 cada uno con
(11.02%) y los de Clase II DRB1*04-DQB1*03:02 con una frecuencia de (38:98%) y
DRB1*08-DQB1*04 con (8.27%).

También se calcul6 el equilibrio de Hardy-Weinberg y se concluy6 que los genes
HLA clase I y clase II de la muestra se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se
encuentra reportado en la literatura que los genes de HLA en poblaciones latinoamericanas
se encuentran en equilibrio segln la ecuacion de Hardy-Weinberg (59), esto significa que las
frecuencias genotipicas y alélicas se encuentran estables de generacion en generacion,
siempre que la poblacion sea grande y se encuentre aislada y que los emparejamientos entre

individuos se den al azar (41).
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Para determinar el extenso polimorfismo de los genes HLA de la muestra, se uso
como medida los valores de contenido de informacion de polimorfismo (PIC), donde un PIC
> (.5 se considera altamente polimoérfico, se determind que el alelo mas polimoérfico fue el
HLA-B (0.967) y el menos polimoérfico fue HLA-DQBI1 (0.915), ademés se confirmé el
grado de polimorfismo con el calculo de poder de discriminaciéon (PD). Reportes anteriores
de poblaciones de México demuestran un comportamiento similar (59).

Por ultimo se realizd el andlisis de mestizaje de la muestra, concluyendo que los

guatemaltecos de la muestra estudiado tienen la siguiente distribuciéon de mestizaje: 56%
genes nativos americanos, 27% genes europeos y 17 % genes africanos, comparando los
resultados de esta poblacion con poblaciones vecinas, encontramos que la proporcion de
ancestria africana es mayor que la encontrada en poblaciones del sureste de México (60) pero
es consistente con otras poblaciones mestizas en la region geografica.
En el andlisis de componentes principales observamos que la poblacion de Centro América
se localiza entre el conglomerado de poblacion mestiza americana y el de poblacion europea.
Sin embargo el componente africano atrae a la poblacion hacia el conglomerado africano, lo
cual es consistente con los resultados del anélisis de mestizaje (61)(62)(63)

Se considera que el poblamiento de la region de América provino de Asia donde los
primeros habitantes del continente atravesaron el estrecho de Bering presumiblemente hace
aproximadamente 14,000 haciéndolo en tres grandes flujos migratorios, por estudios
lingiiisticos y de ADN mitocondrial se puede trazar que este es el origen de los genes nativos
americanos (64)(65)(66)

Posteriores migraciones en el siglo XV cuando se llevo a cabo el descubrimiento y en
el inicio del siglo XVI con la posterior conquista de América dieron lugar al mestizaje con
genes europeos principalmente ibéricos, asi como de africanos que fueron traidos como
esclavos por los conquistadores europeos (67).

Registros historicos y andlisis genéticos previos indican que la ancestria de las
poblaciones latinoamericanas se puede identificar principalmente como el mestizaje entre
nativos americanos, europeos y africanos sub saharianos (68).

La region de Latinoamérica con la que se pudo encontrar mayor concordancia entre

los genes de los Guatemaltecos del presente estudio respecto de su distribucion de
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mestizaje es Barranquilla Colombia, seguido de la Ciudad de México, y de Puerto Rico (61).

La conquista por parte de los espaioles fue como toda conquista, violenta, esta
documentado que los conquistadores violaron y sometieron a las mujeres de los
conquistados, esto dio lugar a los primeros mestizos de Latinoamérica, posteriormente las
mujeres locales fueron empleadas como servidumbre en las casas de los espafoles, lo que
dio lugar al concubinato de espafoles o criollos con mujeres indigenas (69).

Veinte afios después de la conquista en 1544 se introdujo esclavos africanos al
continente americano (70), lo que introdujo a su vez tercer elemento genético de mestizaje y
que permanece hasta nuestros dias en la constitucion genética de los habitantes de
Latinoamérica.

Los esclavos negros fueron empleados principalmente en lugares: a) donde los
nativos habian sido exterminados, tal es ¢l caso de las islas del caribe como Cuba, b) donde
habia centros mineros como en México y c) en sitios calurosos donde se desarrollaron
grandes plantaciones de cafia, como Colombia, ninguno de estos es el caso de Guatemala,
sin embargo se importd negros como esclavos al ser abolida la esclavitud de los indigenas
(69). Esto explica que la distribucién de mestizaje de la presente muestra sea similar a la de
Meéxico, Colombia y Puerto Rico.

Estudios como el presente tienen importancia Capital de cara a los programas de
trasplante de 6rgano solido, pero especialmente a los programas de trasplante de precursores
hematopoyéticos, ademas como estrategia para reconocer el riesgo de nuestras poblaciones
a padecer enfermedades cronico degenerativas como la diabetes de tipo 2, que tiene una alta

prevalencia en Latinoamérica y ha sido correlacionada con ancestria nativa americana (64).

36



TESIS DOCTORAL )
ESTUDIO MOLECULAR DEL HLA DE PACIENTES DE UN PROGRAMA PUBLICO DE TRASPLANTE RENAL EN GUATEMALA

IX. CONCLUSIONES

e Los alelos HLA clase I encontrados con mas frecuencia fueron A*02 con un

porcentaje de 26.77% y B*35 con un porcentaje de 33.86%.

e Los alelos HLA clase II encontrados con mayor frecuencia fueron DRB1*04 con un

porcentaje de 38.99% y DQB1*03:02 con un porcentaje de 43.96%.
e Se encontré que los genes HLA clase I (A,B) y clase II (DRB1 y DQBI1) de la
poblacion en estudio se encuentran en equilibrio segiin la ecuacion de Hardy-

Weinberg y se confirmo el desequilibrio de ligamiento

e El haplotipo extendido HLA A-B-DRB1-DQB1 mas frecuentemente encontrado fue
A*24-B*35-DRB1*04-DQB1*03:02 con un porcentaje de 9.06%.

e El mestizaje encontrado en la muestra corresponde a 56% de genes nativos

americanos, 27% de genes europeos y 17% de genes africanos.
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Figura 3. Region del HLA en el cromosoma 6 (Tomado de Klein & Sato, 2000).
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Figura 4. Alelos reportados de HLA clase I y I (Tomado de www.hla.alleles.org).
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Molécula HLA Clase |

1 BloRender.com bio

Figura 5. Molécula HLA clase I (Fuente: Elaboracion propia)

Molécula HLA Clase 11 - Surco de unidn de péptidos

i in BioRender.com bio

Figura 6. Molécula HLA clase II (Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 7. Descripcion de la nomenclatura del HLA (Tomado de www. hla.alleles.org)
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Figura 9. Herencia mendeliana HLA (Fuente: Elaboracion propia).
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Figura 10. Esquema de migraciones desde Asia (Tomado de Ruiz-Linares 2014).
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HLA haplotype distributions
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Figura 11. Distribucion de mestizaje en Latinoamérica

(Tomado de Arrieta-Bolafios, Olive).
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42 B*53 < Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.8 0.0039 127 See w } L
43 B*56 «|| Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.8 0.0039 127 See = .- L
44 B*57 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 1.6 0.0079 127 Ses =4 .- L
45 B*58 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 3.9 0.0276 127 See w .‘ E
46 B*78 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.8 0.0039 127 See w .- L
47 DQB1*02 < Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 17.3 0.0906 127 See W .- [®
48 DQB1*03:01 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 30.7 0.1693 127 See w .- [®
49 DQB1*03:02 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 59.8 0.3937 N 127 See w .‘ E
50 DQB1*03:03 «}| Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.8 0.0039 127 See -4 .- L
51 DQB1*04 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 15.8 0.0827 127 See W .- [®
52 DQB1*05 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 15.8 0.0945 127 Ezz w .‘ [®
53 DQB1*06 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 29.9 0.1654 [l 127 See w ,- E
54 DRB1*01 «]| Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 14.2 0.0748 127 See = .- L
55 DRB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 9.5 0.0472 127 See W .- [®
56 DRB1*04 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 59.1 0.3898 N 127 See w .‘ [®
57 DRB1*07 - Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 7.9 0.0394 127 See w .- =
58 DRB1*08 «]| Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 15.8 0.0827 127 See -4 .- L
59 DRB1*10 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 24 0.0118 127 See w .- E
60 DRB1*11 1 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 8.7 0.0433 127 Ezz 1= .‘ [®
61 DRB1*12 - Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 2.4 0.0118 127 See - 4 ,- [®
62 DRB1*13 «]| Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 22.1 0.1299 W 127 See w .- L
63 DRB1*14:01 | Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.8 0.0039 127 See w .- [®
64 DRB1*14:02 < Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 7.1 0.0354 127 See w .‘ (=
65 DRB1*14:06 - Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 7.9 0.0433 127 See w .- &
66 DRB1*15 «]| Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 12.6 0.0630 127 See w .- [®
67 DRB1*16:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.8 0.0039 127 See W .- [®
68 DRB1*16:02 1 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 39 0.0197 127 Sz 1= ,- [®

Notes:

* Allele Frequency: Total number of copies of the allele in the population sample (Alleles / 2n) in decimal format.
Important: This field has been expanded to four decimals to better represent frequencies of large datasets (e.g. where sample size > 1000 individuals)
* % of individuals that have the allele: Percentage of individuals who have the allele in the population (Individuals / n).
* Allele Frequencies shown in green were calculated from Phenotype Frequencies assuming Hardy-Weinberg proportions.
AF = 1-square_root(1-PF)
PF = 1-(1-AF)?
AF = Allele Frequency; PF = Phenotype Frequency, i.e. (%) of the individuals carrying the allele.
* Allele Frequencies marked with (*) were calculated from all alleles in the corresponding G group.

1 IMGT/HLA Database - For more details of the allele.

2 Distribution - Graphical distribution of the allele.

3 Haplotype Association - Find HLA haplotypes with this allele.
2 Notes - See notes for ambiguous combinations of alleles.

©2020 Allele Frequencies Website.

Allele frequency net database (AFND) 2020 update: gold-standard data classification, open access genotype data and new query tools
Gonzalez-Galarza FF, McCabe A, Santos EJ, Jones J, Takeshita LY, Ortega-Rivera ND, Del Cid-Pavon GM, Ramsbottom K, Ghattaoraya GS, Alfirevic A, Middleton D and Jones AR Nucleic Acid
Research 2020, 48:D783-8.
Liverpool, U.K.

support@allelefrequencies.net
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| Allele* i
ele*Frequencies g’

m Worldwide Pogulations ~ -
HLA > Haplotype Frequency Search
Please specify your search by selecting options from boxes. Then, click "Search" to find HLA Haplotype frequencies that match your criteria. Remember at least one option
must be selected.

A B ® DRB1 DPA1 DPB1 DQA1 DQB1

Select < Select < Select ¢ Select ¢ Select < Select < Select < Select
Population: (Gualemala, Guatemala City Mixed Ancestry (n=127) c) Country:  All countries < Source of dataset : Al Sources <
Region: Al regions < Ethnic Origin: ¢ Type of study :  All Studies ¢ Sort by: Haplotype <
Sample Size: = ¢ Al ¢ SampleYear: = ¢ Allyears ¢ Loci Tested: Select number ¢
Displaying 1 to 100 (from 154) records Pages: 120f2 -

Line Haplotype Population Frequency (%) Sample Size Distribution®

1 A*01-B*07-DRB1*13-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 1=

2 A*01-B*08-DRB1*03:01-DQB1*02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 1.5700 127 w

3 A*01-B*08-DRB1*04-DQB1*03:02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 1=

4 A*01-B*08-DRB1*14:02-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

5 A*01-B*15:01-DRB1*13-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

6 A*01-B*15:01-DRB1*13-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 1.1800 127 -

7 A*01-B*15:01-DRB1*15-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 1=

8 A*01-B*35-DRB1*08-DQB1*04 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 -

9 A*01-B*35-DRB1*11-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

10 A*01-B*38-DRB1*13-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 -

11 A*01-B*39-DRB1*08-DQB1*04 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 1=

12 A*01-B*42-DRB1*03:01-DQB1*02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 1=

13 A*01-B*50-DRB1*13-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

14 A*01-B*52-DRB1*15-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

15 A*01-B*57-DRB1*07-DQB1*03:03 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

16 A*01-B*58-DRB1*07-DQB1*02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 =

17 A*02-B*07-DRB1*01-DQB1*05 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.7900 127 w

18 A*02-B*07-DRB1*13-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 -

19 A*02-B*07-DRB1*15-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 1=

20 A*02-B*08-DRB1*03:01-DQB1*02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.7900 127 w

21 A*02-B*08-DRB1*08-DQB1*04 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

22 A*02-B*14:02-DRB1*01-DQB1*05 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

23 A*02-B*15:01-DRB1*04-DQB1*03:02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 =

24 A*02-B*15:01-DRB1*14:02-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

25 A*02-B*35-DRB1*01-DQB1*05 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

26 A*02-B*35-DRB1*04-DQB1*03:02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 6.6900 127 w

27 A*02-B*35-DRB1*07-DQB1*02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 1=

28 A*02-B*35-DRB1*08-DQB1*04 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 1.1800 127 1=

29 A*02-B*35-DRB1*13-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.7900 127 -

30 A*02-B*35-DRB1*13-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

31 A*02-B*35-DRB1*14:06-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 -

32 A*02-B*35-DRB1*15-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

33 A*02-B*35-DRB1*16:02-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

34 A*02-B*39-DRB1*04-DQB1*03:02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 1.9700 127 w

35 A*02-B*39-DRB1*08-DQB1*04 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 1.1800 127 w

36 A*02-B*39-DRB1*13-DQB1*03:02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 -

37 A*02-B*39-DRB1*13-DQB1*06 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

38 A*02-B*39-DRB1*14:06-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 -

39 A*02-B*39-DRB1*16:02-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

40 A*02-B*40:01-DRB1*08-DQB1*04 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

41 A*02-B*40:02-DRB1*04-DQB1*03:02 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 2.3600 127 w

42 A*02-B*40:02-DRB1*14:02-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 w

43 A*02-B*40:02-DRB1*14:06-DQB1*03:01 Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry 0.3900 127 =
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a4
45
a6
a7
48
a9
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
9
97
98
99
100

A*02-B*40:02-DRB1*16:02-DQB1*03:01
A*02-B*44-DRB1*07-DQB1*02
A*02-B*50-DRB1*07-DQB1*02
A*02-B*51-DRB1*04-DQB1*03:02
A*02-B*51-DRB1*15-DQB1*06
A*02-B*53-DRB1*15-DQB1*02
A*02-B*78-DRB1*11-DQB1*03:01
A*03-B*07-DRB1*08-DQB1*04
A*03-B*07-DRB1*13-DQB1*03:01
A*03-B*07-DRB1*14:01-DQB1*05
A*03-B*07-DRB1*15-DQB1*06
A*03-B*08-DRB1*13-DQB1*06
A*03-B*14:02-DRB1*01-DQB1*05
A*03-B*18-DRB1*13-DQB1*06
A*03-B*47-DRB1*11-DQB1*03:01
A*03-B*51-DRB1*12-DQB1*06
A*11-B*07-DRB1*15-DQB1*06
A*11-B*15:01-DRB1*01-DQB1*05
A*11-B*35-DRB1*04-DQB1*03:02
A*11-B*35-DRB1*13-DQB1*06
A*11-B*41-DRB1*11-DQB1*03:01
A*11-B*44-DRB1*01-DQB1*05
A*11-B*44-DRB1*04-DQB1*03:02
A*11-B*45-DRB1*01-DQB1*05
A*11-B*49-DRB1*12-DQB1*05
A*11-B*50-DRB1*11-DQB1*03:01
A*11-B*52-DRB1*15-DQB1*06
A*23-B*07-DRB1*03:01-DQB1*02
A*23-B*15:03-DRB1*07-DQB1*02
A*23-B*15:03-DRB1*11-DQB1*03:0

A*23-B*37-DRB1*11-DQB1*03:01
A*23-B*52-DRB1*14:06-DQB1*03:0

A*24-B*07-DRB1*13-DQB1*06
A*24-B*15:01-DRB1*04-DQB1*03:02
A*24-B*35-DRB1*04-DQB1*03:02
A*24-B*35-DRB1*08-DQB1*04
A*24-B*35-DRB1*13-DQB1*02
A*24-B*35-DRB1*14:02-DQB1*03:01
A*24-B*35-DRB1*14:06-DQB1*03:0.

A*24-B*39-DRB1*04-DQB1*03:02
A*24-B*39-DRB1*14:06-DQB1*03:01
A*24-B*39-DRB1*14:06-DQB1*06
A*24-B*40:02-DRB1*01-DQB1*05
A*24-B*40:02-DRB1*04-DQB1*03:02
A*24-B*40:02-DRB1*14:06-DQB1*03:01
A*24-B*40:02-DRB1*16:02-DQB1*03:01
A*24-B*58-DRB1*04-DQB1*03:02
A*25-B*18-DRB1*11-DQB1*03:01
A*25-B*58-DRB1*07-DQB1*02
A*26-B*38-DRB1*11-DQB1*03:01
A*26-B*38-DRB1*13-DQB1*06
A*29-B*07-DRB1*07-DQB1*02
A*29-B*13-DRB1*01-DQB1*05
A*29-B*18-DRB1*16:01-DQB1*05
A*29-B*44-DRB1*08-DQB1*04
A*29-B*44-DRB1*13-DQB1*06
A*30-B*07-DRB1*13-DQB1*06

Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry
Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry

Guatemala, Guatemala City Mixed Ancestry

0.3900
0.3900
0.3900
0.7900
0.7900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.7900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.7900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.7900
9.0600
0.3900
0.3900
0.7900
0.3900
1.1800
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.7900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
0.3900
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Notes:

* Haplotype Frequencies: Total number of copies of the haplotype in the population sample (Haplotypes / 2n) shown in percentages (%).
Important: This field has been expanded to two decimals to better represent frequencies of large datasets (e.g. where sample size > 1000 individuals)
1 Distribution - Shows the geographic distribution in overlaid maps of the complete haplotype (left icon) or the input alleles if low level resolution was entered (right icon)
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