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INTRODUCCION

Hace mds de 30 afos se describié la primera aso-
ciacién entre un antigeno del sistema HLA (Human
Leucocyte Antigens) y una enfermedad hematold-
gica. En 1967, |.C. Amiel comunica al 3er. Workshop
Internacional de Histocompatibilidad efectuado en
Torino (Italia) que un antigeno HLA llamado 4c (ac-
tualmente incluye los antigenos B5 — B35 y BIS) se
asociaba de manera positiva con un proceso
hematoldgico, la enfermedad de Hodgkin, con una
frecuencia del 51% en pacientes contra un 27% en
controles sanos'. Este trabajo inicid una serie de es-
tudios de muiltiples patologias asociadas a HLA, que
incluyen hoy a mds de 500 enlidades nosoldgicas.
Muchas de estas asociaciones son fortuitas y débiles,
en muchos casos la heterogeneidad del grupo enfer-
mo no permite obtener resultados significativos, pero
en otros casos las asociaciones son fuertes y no exis-
ten dudas de que uno o varios de los genes codifica-
dos dentro del complejo HLA estin involucrados en
la patogénesis de la enfermedad, en especial si con-
sideramos que los genes del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad juegan un rol central en la res-
puesta inmune del individuo, ya que la presentacién
y el reconocimiento de péptidos antigénicos es rea-
lizada por moléculas HLA, Clase | y Clase .

Los procesos oncohematoldgicos han sido estu-
diados histéricamente buscando encontrar asociacio-
nes entre HLA y enfermedad de Hodgkin®, leucemias
agudas ****7 y con anemia apldstica severa®**'"", en-
contrdndose, en muchos de los casos, genes asocia-
dos a la enfermedad, lo que ha sugerido que los mis-
mos estarian involucrados en la etiopatogenia de la
misma. Los estudios citados fueron efectuados me-
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diante técnicas seroldgicas, anles de conocerse y
definirse los genes de Clase Il y sus productos, y sin
contar con la sensibilidad y especificidad que apor-
ta los estudios de biologia molecular al conocimien-
to del mismo.

OBJETIVO

El objetivo del presente estudio ha sido:

1- Determinar los alelos HLA - Clase 11, locus DR
mediante la tipificacidn por biologia molecular,
(PCR) en diferentes patologias hematoldgicas:
Leucemias Mieloblistica Aguda (LMA), Leucemia
Mieloide Crénica (LMC), Leucemia Linfobldstica
Aguda (LLA), y en Anemia Apldstica Severa
(AAS).

2- Establecer las frecuencias HLA-Clase 11- locus DR
en cada patologfa.

3- Comparar las frecuencias obtenidas en el grupo
de pacientes con las encontradas en un grupo
control sano, obtenido de la poblacion general y
establecer el riesgo relativo, la fraccign eliolagica
y la fraccidn preventiva para dichas patologias,

Material v Métodos
Pacientes y Controles.

En el periodo 5/95 y 6,/98, fueron estudiados 238 pa-
cientes caucasoides, remitidos a los laboratorios de FHisto-
compatibilidad de ITMO, Instituto de Trasplante de Médu-
la Osea de La Plata, v de CUCAIBA, Centro Unica Coordi-
nador de Ablacién e Implante de Organos de la Provincia
de Buenos Aires. En todos los casos los pacientes fueron
enviados para determinar el grade de compatibilidad HLA
para un eventual alotrasplante de médula dsea.
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Las patologias estudiadas fueron:  Leucemia
Mieloblastica Aguda (LMA) n=66, Leucemia Mieloide Cré-
nica (LMC) n=59, Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA}
n=61, y Anemia Aplistica Severa (AAS) n=52. Las carac-
teristicas de sexo y edad de los pacientes se observan en
la Tabla 1.

Durante ese mismo periodo se determind la frecuen-
cia antigénica HLA de 2000 donantes voluntarios de san-
gre (controles sanos),

Tipificacion HLA - Clase Il - locus DR

Se utilizaron léenicas de biologia molecular PCR (re-
accion en cadena de la polimerasa) en sus 2 variantes, SSP
(amplificacidn con primers de secuencia especifica) o 550
(hibridizacién con sondas oligonucleotidicos de secuencia
especifica).

La extraccion de DNA se efectud a partir de sangre
periférica extraida sobre EDTA al 5%, se aislaron células
mononucleadas sobre gradiente de ficoll-hypaque (densi-
dad 1,076), v se empled método de Salting-out. El DNA
obtenido fue cuantificado en espectrofotémetro UV (D.O
260/280).

PCR-55P. Se amplificé el DNA con Taq. DNA
polimerasa y 24 pares de primers especificos de secuencia
en termociclador de manera que se obtienen diferentes
patrones de amplificacion de acuerdo al antigeno encon-
trado. A los productos amplificados se los somete a
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefido con bromuro
de etidio. Se efectia fotografia del gel con empleo de
transiluminador UV y se interpreta el resultado analizan-
do el patrdén de h«andzs obtenido.

PCR-550. Se parte de la amplificacién del DNA gené-
rico para el locus DR con empleo de 2 primers (sense y
antisense}, Se controla el producto obtenido en gel de
agarosa al 2,5%, tefido con bromuro de etidio (278bp). El
producto amplificado se siembra en membranas de nylon
con carga positiva mediante técnicas de dot-blott, se
hibridiza dicho DNA con 37 sondas marcadas con fosfalasa
alcalina (FA) y se efectiia la deteccién por quimiolumi-
niscencia empleando un sustrato de FA que emite luz y
revela a una placa fotogréfica. Finalmente se analiza el pa-
trdn de manchas obtenido (dot-blott) para cada muestra
y se asigna el alelo correspondiente.

Asociacién de un marcador gendtico con la enfermedad.

El significado estadistico de una probable asociacion
HLA, es decir que un antigeno se encuentre significativa-
mente elevado sugiriendo susceptibilidad asociada a HLA,
o significativamente disminuido, sugiriendo proteccion, en
el grupo enfermo comparado con testigos sanos, se calcu-
16 con empleo de la prueba del chi cuadrado (x*) que uti-
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liza una tabla de contingencia 2x2, como se demuestra a
continuacién:

Con Sin Total
antigeno  antigeno
N® de pacientes a b a+b
N? de testigos c d c+d
Total a+c b+d N=a+b+c+d

5 (ad-bel /N
"~ (a+b) (c+d) (a+c) (b+d)

Una vez oblenido x* se buscd el valor de la probabili-
dad p en las tablas de estadisticas, tomando en cuenta los
grados de libertad, en este caso 1, ya que se compard 2
poblaciones para un antigeno.

Luego de comprobar que un antigeno estd aumentado
o disminuido significativamente se procedid a determinar
riesgo relativo (RR), fraccidn etioldgica (FE) v fraccidn pre-
ventiva (FP).

El RR es una estimacion de la intensidad de la asocia-
cién entre la enfermedad y el antigeno, y nos indica cuil
serd ¢l riego de desarrollo de la cn%crmcdad en un indivi-
duo que lo posee. Se calcula segiin la férmula de Woalf:

RR= ad
b.c

La FE es un valor relativo que nos informa cuanto de
la enfermedad se debe al antigeno y, cuanto mis se acer-
ca al valor a 1, crece la responsabilidad del marcador en
estudio.

Se calcula de esta manera:

RR-1 a
FE = RR % a+h

La FP es también una medida relativa y va a indicar
cuanto de la protecciin a padecer la enfermedad se debe
al antigeno evaluado. Se calcula en base a:

__(1-RR).hp
" RR (1 -hp) +hp

en donde hp = 5
a+

RESULTADOS

La determinacién de los antigenos del locus DR
en pacientes y en controles sanos se pueden apreciar
en el grifico 1.

TABLA 1
PATOLOGIAS ESTUDIADAS
LMA LMC LLA AAS
N® pacientes 66 59 6l 52
Sexo  Masculino 31 (47%) 39 (66%) 31 (51%) 40 (77%)
Femenino 35 (53%) 20 (34%) 30 (49%) 12 (23%)
Edad Media (aiios) 26 3 12 20
Rango 1-60 1-55 1-40 3-41
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Grdficol: HLA Clage 1l-DR en patologia kematoldgica y controles sanos

Tabla 2. Patologia hematoldgica y alelos HLA.

DR15
AAS CONTREOLES SANOS
N % RR FE N %
26 50 56 <0,0001 041 283 T4
DR4
LMA CONTROLES SANOS
N kL RE FE N %o
0 454 17 003 0,19 645 178
DR11
LMC CONTROLES SANOS

N Ya RR
21 3_Be 18 001

FE
0,16

N
470

e
9

125

Cuando se evaluaron los alelos DR asociados a
patologias hematoldgicas se encontraron asociados
de manera positiva los antigenos DR15, DR4 y DR11
para AAS, LMA, y LMC respectivamente. Tabla 2.

En LLA no se encontré antigenos HLA-DR que
presentaran asociaciones positivas con la enfermedad.

En AAS se observé prevalencia estadisticamente
significativa del sexo masculino ( 77% vs. 23%, RR
= 3,30 v p= 0,008 ). El antigeno DR15 se encontré mas
frecuentemente en mujeres afectadas que en hombres
( 83% vs. 40%; RR=7,5; p=0,02).

El alelo HLA-DR52 presentd una frecuencia
incrementada en LMC y disminuida en LMA y el
alelo HLA-DR53 se encontré aumentado en LMA,
como se puede observar en la tabla 3.

Discusitn

La relacién entre los genes del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (CMH), y la leucemia ha
sido motivo de controversias durante afos.

Tabla 3. Asociacion de HLA-DR52 y DR53 con lencentias y anemia aplistica,

AA LLA LM A LMC Controles

Free. Fenot, 06154 0,6557 0,3485 05983 00,6506
DR52 F n.s n.s <0,0001 <0,000 -

RR - - 0,29 4,74 -

FE/ FP - - 046 (FPy 0,71 (FE) -

Frec. Fenot. 04808 05802 0,7879 0,5938 0,5253
DR53 P n.s n.s <0,0001 n.s -

RR - - 3,36 = -

FE [ FP - 0,55 (FE) - -
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En el ratén la homocigosis para el haplotipo H-
2% determina una susceptibilidad aumentada para
padecer leucemias espontdneas inducidas por virus,
linfomas y otras neoplasias en un huésped genética-
mente predispuesto.'**1

La demostracién de que el CMH del ratén posee
una clara influencia en el desarrollo de la leucemia
murina, impulsé los estudios en el hombre.

En los seres humanos la falta de segregacion es-
pecifica de la enfermedad hace dificil suponer que el
sistema HLA o sus alelos se involucren directamen-
te en el proceso de leucemizacion. Se especula que
deben existir otros genes recesivos ligados al CMH,
que determinan susceptibilidad o resistencia a la
leucemia.”

Por otra parte, alelos 0 asociaciones de alelos,
homocigosis aumentada al igual que antigenos com-
partidos por los progenitores han sugerido una
transmision preferencial ligada al HLA.

De todos modos debemos tener en cuenta que
factores genéticos como ambientales interaccionan en
los procesos bioldgicos.

Nuestro trabajo ha estado dirigido a indagar si los
alelos del sistema HLA desempefian algin rol de
susceptibilidad o de resistencia en patologia
hematoldgica.

Hemos determinado las frecuencias HLA Clase
11, locus DR en pacientes y comparado las mismas
con controles sanos.

En LMC encontramos aumentada la frecuencia
del alelo DR11 ( 35,6% vs 12,5% - RR=1,8 - p=0,01
— FE=0,16); con un aumento del antigeno DR52 (90%
vs 65% - RR=4,7 - p=0,0001 - FE=0,71). El antigeno
DR11 contribuiria a la etiopatogenia de la LMC igual
que el DR52, aunque este tltimo de manera secun-
daria.

No determinamos homocigosis aumentada para
DR53 tal como ha sido comunicada por otros auto-
I.'ES.“'

Un estudio reciente ha comunicado que la expre-
sién de HLA B8 y en particular cuando se asocia a
HLA A3, se relaciona con una menor incidencia de
LMC. La explicacién de este hecho es que la presen-
tacién inmunoldgica de secuencias de aminoacidos
especificas (oligopéptidos), derivadas de la proteina
de fusién p210 del oncogén ber/abl, expresadas por
moléculas HLA en la superficie de la células leuce-
micas inducen una respuesta inmunolégica de
linfocitos T citotdxicos especificos.”

En LMA hemos encontrada aumentada el alelo
DR4 (454% vs 17,8% - RR=1,7 - p= 0,03 - FE=0.19).
Se encontrd un aumento en la expresion del HLA
DR53, que se asocia a la expresion del alelo DR4. No
se observé diferencia en la incidencia segtin el sexo.
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El andlisis de los pacientes con LLA no demos-
tré ninguna asociacién de antigenos HLA que influ-
ya sobre la susceptibilidad o resistencia a padecer la
enfermedad. Olros autores han sefalado asociacio-
nes moderadas de los alelos del grupo DR53. La cau-
sa atribuida de esta asociacién ha sido la reaccidn
cruzada entre DR53 y H-2E¥ de ratdn, la similitud
molecular del epitope inmunodominante del DR53
con virus oncogénicos o quizds genes de susceptibi-
lidad localizados en la cercania de HLA DR53."

El concepto de anemia apldstica fue introducido
hace afios por Ehrlich®. La etiologia de la misma se
desconoce en la mayoria de los pacientes, aun cuan-
do la exposicién a medicamentos, téxicos o infeccio-
nes virales se pueden identificar en algunos casos.
Su patogenia es heterogénea™, habiéndose sefalado
como causa, un defecto a nivel del compartimento
medular mds primitivo (stem cell), un defecto del
microambiente medular o como producto de una
supresién inmunolégica sobre la hemopoyesis con
argumentos que avalan cualquiera de los mecanis-
mos indicados.”

La susceptibilidad genética a padecer enfermeda-
des ha sido indicada hace ya muchos anos.

En nuestro trabajo hemos encontrado un aumen-
to significativo en la poblacién afectada por AAS del
alelo DR15 (50% vs. 7.4 de la poblacién control - RR
= 5.6 — p> 0.00001 - FE 41%).

Cuando analizamos el sexo de los pacientes, y se
asume que tendria que afectar por igual a ambos,
encontramos un aumento en los pacientes con AAS
de sexo masculino (40 pac. 77% vs 12 pac. 23% p=
0.008).

Del andlisis de la presencia del alelo DR 2, en
nuestra poblacién existe una mayor probabilidad de
padecer AAS en mujeres DR15 + que en varones
(RR=7,5 p=0.02).

Ya en 1986, Chapuis y col” sefialaron un aumen-
to en la frecuencia del alelo DR2 y de la homocigosis
en pacientes con AAS, indicando como teoria la pre-
sencia de genes recesivos involucrados en su
etiopalogenia.

Trabajos posteriores coinciden en mostrar un au-
mento en AAS del antigeno DR2 (actualmente se
conoce sus divisiones en DR15 y DR16) y del
antigeno DPw3%#%,

Ademds se ha sefalado que la respuesta al trata-
miento con Ciclosporina (CsA), estd circunscripta a
una poblacién con el alelo DRB, 1501, o a aquellos
haplotipos en los cuales se expresa este alelo™. Esto
indicaria que un grupo de pacientes con AAS, DR15
+ posee como comtn denominador un factor
inmunolégico que interviene en su patogénesis, al-
tamente respondedor al tratamiento con CsA™*,
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En nuestra experiencia la presencia del alelo

DRI5 esta sefialando un riesgo aumentado de pade-
cer AAS, la mayor incidencia de esta patologia en
varones y la probabilidad de padecer la enfermedad
es mayor en mujeres DR15+,

Actualmente se analizan diferentes protocolos de

tratamiento y la respuesta segiin sus caracterislicas
HLA.
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