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RESUMEN

Introduccioén: el trasplante es la terapia que permite la mayor sobrevida a los
pacientes con insuficiencia renal cronica. Para prevenir el rechazo del 6rgano, en
primer lugar es necesario un estudio de la compatibilidad de los antigenos
leucocitarios humanos (HLA) del paciente y de los posibles donantes. En Cuba solo
se habia realizado la tipificacion HLA por métodos serolégicos, pero en la actualidad
se emplean técnicas moleculares.

Objetivo: caracterizar el polimorfismo de los alelos HLA A, B, DR y DQ por
métodos moleculares en pacientes cubanos en espera de trasplante renal.
Métodos: se estudiaron 410 pacientes con insuficiencia renal crénica de las
regiones occidental y central del pais a los que se les realiz6 tipificacion molecular
de los loci mencionados. Los resultados se expresaron segln la nueva
nomenclatura y fueron registrados en una base de datos confeccionada al efecto.
Se compararon las frecuencias alélicas de la poblacion blanca y no blanca y se
determiné el porcentaje de frecuencia de los haplotipos para los alelos clase | y I1.
Resultados: los alelos A*11, A*30, A*74, B*42, B*51 y B*53 fueron mas
frecuentes en la poblacion blanca mientras que los alelos B*58 y DRB1* 15
predominaron en los no blancos. Las frecuencias haplotipicas mas encontradas en
la clase | en la poblacion blanca fueron A*02 B*51, A*02 B*44, A*02 B*35; y en
la no blanca, A*01B*08, A*02B*51, A*02B*44. Para los alelos de la clase Il, en la
poblaciéon blanca fueron DQB1*03, DRB1*04, DQB1*06, DRB1*13, DRB1*05,
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DRB1*01; y en los no blancos, DQB1*03, DRB1*04, DQB1*06, DRB1*13,
DQB1*05, DRB1*01.

Conclusiones: la caracterizaciéon de los pacientes con insuficiencia renal crénica
con respecto a su tipificacion HLA permitira trazar estrategias futuras relacionadas
con la donacidn y el trasplante en todo el pais.

Palabras clave: HLA, frecuencia fenotipica, haplotipo.

ABSTRACT

Introduction: transplantation is the therapy allowing the highest possible survival
in patients with chronic kidney insufficiency. To prevent rejection of the organ, first
of all it is necessary to make a compatibility test of human leukocyte antigens
(HLA) from the patient and the possible donors. In Cuba, only serological HLA
typing had been made but at present, molecular techniques are being applied.
Aim: characterization of polimorfirsm of alleles HLA A, B, DR y DQ by molecular
techniques in Cuban patients awaiting renal transplantation.

Methods: four hundred and ten patients with chronic kidney insufficiency from
Western and Central Cuba were studied by molecular typing of the above
mentioned loci. Results were expressed by the new nomenclature and were
registered in a data base prepared for that purpose. Allele frequencies of white and
no white population were compared and percentage of haplotype frequencies for
alleles class | and Il were determined.

Results: alleles A*11, A*30, A*74, B*42, B*51 and B*53 were more frequent in
white population while B*58 y DRB1*, 15 were mostly found in no whites.
Haplotypic frequencies most found in class | in white population were A*02 B*51,
A*02 B*44, A*02 B*35; and in no whites, A*01B*08, A*02B*51, A*02B*44. For
class Il alleles, DQB1*03, DRB1*04, DQB1*06, DRB1*13, DRB1*05, DRB1*01
were the most found in white population; and in no whites, DQB1*03, DRB1*04,
DQB1*06, DRB1*13, DQB1*05, DRB1*01.

Conclusions: characterization of patients with chronic kidney insufficiency in
respect to HLA typing will allow future strategies related to kidney donation and
transplantation in the whole country.

Keywords: HLA, phenotype frequency, haplotype.

INTRODUCCION

La insuficiencia renal crénica (IRC) es la pérdida de la funcion renal, independientemente
de la causa. Se clasifica en aguda, subaguda y crénica. La IRC es un proceso
continuo que comienza cuando algunas nefronas pierden su funcién y finaliza
cuando las restantes son incapaces de mantener la vida del paciente, siendo
necesario el inicio de tratamiento sustitutivo. Cada afio comienzan con tratamiento
de dialisis entre 80-120 personas por millén de habitantes; para ellos la Unica
solucion es trasplante renal.?

El trasplante es la terapia que permite la mayor sobrevida de estos pacientes.? Para
prevenir el rechazo del 6rgano, en primer lugar, es necesario un estudio de la
compatibilidad de los antigenos leucocitarios humanos (HLA, del inglés human
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leukocyte antigens), del paciente y de los posibles donantes.® Los genes del
complejo principal de histocompatibilidad (CPH) se localizan en el brazo corto del
cromosoma 6 y codifican en el humano las proteinas del sistema HLA, que son
esenciales para la respuesta inmune ya que determinan los antigenos a los que
puede responder el individuo.*

La introduccion de las técnicas de biologia molecular (BM) produjo un impacto en el
mundo cientifico y especificamente en el estudio del CPH, y provocé una revolucion
en el campo del trasplante de 6rganos y tejidos que no pudo alcanzarse en la etapa
en gue primaron los métodos seroldgicos.®* Los injertos renales con mejor
compatibilidad HLA tienen una sobrevida mayor. La incompatibilidad de HLA-DR
influye en la sobrevida del injerto en los primeros seis meses del trasplante, debido
a que estas moléculas se originan en las células dendriticas, las cuales se
remplazan por las del receptor.® A su vez, la incompatibilidad HLA-B tiene un
mayor efecto en la sobrevida del injerto en el tiempo comparado con la
incompatibilidad HLA-A3

En este estudio se caracteriza el polimorfismo de los alelos HLA A, B, DRy DQ en
pacientes cubanos con IRC, de la region occidental y central del pais. El analisis de
estos resultados permitira reducir el nUmero de complicaciones postrasplante a
partir de una mejor compatibilidad HLA y definir estrategias para la donacién de
6rganos a escala nacional.

METODOS

Se estudiaron 410 pacientes con IRC de las regiones occidental y central de Cuba,
pertenecientes a 21 centros de dialisis de las provincias Pinar del Rio, Mayabeque,
Artemisa, La Habana, Matanzas, Cienfuegos, Villa Clara, Sancti Espiritus y el
municipio especial Isla de la Juventud. Fueron clasificados de acuerdo con el color
de la piel, en blancos (n= 247) y no blancos (n= 163); en estos ultimos se incluy6
a los mestizos y a los negros.

La recoleccion de la muestra se realizé en cada uno de los centros de didlisis antes
de que el paciente recibiera heparina y fuera conectado al rifidon artificial. Se
extrajeron 4 mL de sangre periférica en tubos con EDTA. Los tubos con la muestra
se transportaron hasta los laboratorios regionales de inmunologia y de estos al
Instituto de Hematologia e Inmunologia, en recipientes adecuados para mantener
la temperatura entre 4 y 8 °C.

Las muestras se procesaron en centrifuga refrigeradas a 2 500 rpm por 10 min a
22 °C, para obtener la capa de leucocitos (buffy coat) a partir de la cual se realiz6
la extraccion de ADN en equipo QIA cube (QIAGEN, GmbH). La concentracion de
ADN se determind por el método espectrofotométrico en equipo Epoch (Biotek
Instruments Inc) que fue ajustada a 30 ng/mL.

El tipaje molecular HLA de los loci A, B, DR y DQ se realizé con el Kit de Olerup SSP
HLA A B DR DQ SSP combi tray y la amplificacion se realizé en termocicladores Q-
CYcler Il (Quanta Biotech LTd), mediante el programa recomendado en el Kit de
tipificacion. La lectura de la amplificacion se realizé por electroforesis capilar en
equipo QlAxcel Advancea (QIAGEN, GmbH) con el uso del cartucho Qiaxcel DNA
Fast Analysis kit (QIAGEN, GmbH). La interpretacion de los resultados se realizé a
través de la presencia de la amplificacion de la banda especifica y con el uso del
software Helmberg-Score (Olerup).
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Los resultados de la tipificacion HLA molecular de los loci A, B, DR y DQ se expresaron
segln la nueva nomenclatura aceptada®® y fueron registrados en una base de datos
en formato Microsoft Access, en conjunto con la informacién obtenida en la planilla de
recoleccion de datos que contenia la informacion siguiente: nombres y apellidos, edad,
sexo, color de la piel, numero de identidad personal, direccion, nimero de
trasfusiones, trasplantes anteriores, embarazos y enfermedades asociadas.

Analisis estadistico

Las frecuencias alélica y de los haplotipos se estimaron mediante el algoritmo EM.
Se comprobo el equilibrio de Hardy—Weinberg por la prueba exacta de Guo y
Thompson® y también por la prueba de X? para todos los homocigéticos, todos los
heterocigoticos, genotipos comunes, heterocigoéticos especificos por alelos y
genotipos individuales, con el uso del programa Arlequin.® Se compararon las
frecuencias alélicas de la poblacion blanca y no blanca y se determiné el porcentaje
de frecuencia de los haplotipos para los alelos de clase | y clase IlI.

RESULTADOS

Los alelos A*11, A*30, A*74, B*42, B*51 y B*53 fueron mas frecuentes en los
pacientes blancos; el B*58 y el DRB1* 15 en los no blancos (tablas 1, 2 y 3).

Tabla 1. Frecuencia de los alelos HLA-A en pacientes con insuficiencia renal crédnica

(p<0,01)
Frecuencias .
Alelos Blancos Mo blancos X2 P Fisher p
A*01 0,058704 0,092025 0,81 0,36 0,29
AF02 0,281377 0,248466 1,50 0,22 0,22
A*F03 0,082996 0,067485 2,10 0,15 0,12
A¥11 0,048583 0,040012 7,17 0,007* 0,0037*
A*F23 0,062753 0,064417 1,66 0,19 0,16
AF24 0,091093 0,064417 3,72 0,05 0,05
A*F25 0,01417 0,009202 0,99 0,31 0,20
A*26 0,032389 0,039877 0,16 0,68 0,69
AF29 0,0506807 0,064417 0,59 0,44 0,42
A*30 0,05668 0,046012 8,01 0,004* 0,003*
AF31 0,02834 0,046012 5,63 0,01 0,01
AF32 0,026316 0,046012 0,009 0,92 0,84
A*33 0,034413 0,039877 0,99 0,31 0,24
A*34 0,016194 0,006135 0,99 0,31 0,20
A*36 Q,004049 0,002067 0,13 0,71 Q0,56
A*66 00,20243 0,027607 2,0 0,15 0,14
A*68 0,05668 0,067485 1,46 0,22 0,20
A*E9 0,004049 0,0068135 0,008 0,92 1,0
A*74 0,022267 0,018405 7,17 0,007* 0,007*
AF80 0,008097 0,003087 1,93 0,16 0,08
35
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Tabla 2. Frecuencias de los alelos HLA-B en pacientes con insuficiencia renal crénica

{p<0,01)
Frecuencias .

Alelos Blancos No blancos x2 p Fisher p
B*07 0,05668 0,064417 0,017 0,89 0,87
B*08 0,07085 0,067485 0,0117 0,913 1,000
B*13 0,012146 0,02454 0,588 0,443 0,388
B*14 0,072874 0,088957 6,158 0,0131 0,0103
B*15 0,066802 0,064417 3,622 0,057 0,0469
B*18 0,045559 0,046012 4,158 0,041 0,024
B*27 0,016194 0,015337 0,578 0,446 0.377
B*35 0,103239 0,95092 1,576 0,209 0,2008
B*37 0,004049 0,00000 0,182 0,669 1,000
B*38 0,016194 0,15337 4,463 0,034 0,018
B*39 0,030364 0,018405 0,004 0,944 1,000
B*40 0,044534 0,042945 1,520 0,217 0,206
B*41 0,010121 0,009202 0,054 0,815 0,718
B*42 0,022267 0,015337 7,171 0,007* 00070
B*44 0,115385 0,104294 2,97 0,084 0,079
B*45 0,032389 0,02454 6,560 0,0104 00,0086
B*47 0,002024 0,000135 0,672 0,412 0,279
B*48 0,002024 0,000000 0,043 0,824 0,397
B*49 0,022267 0,046012 0,368 0,543 0,528
B*E50 0,016194 0,01227 0,578 0,446 0,377
B#*51 0,093117 0,08589 10,357 0,0013% 0,0007*
B*52 0,01417 0,000000 0,190 0,662 0,553
B#*53 0,034413 0,033742 7,577 0,0059% 0,0041%*
B*E5 0,008097 0,009202 0,0486 0,825 1,000
B*E6 0,002024 0,002067 0,182 0,669 1,000
B*57 0,04241 0,042945 6,529 0,0106 0,009
B*58 0,02834 0,03681 7,656 0,0057= 0,0051*
B*78 0,002024 0,03067 0,182 0,669 1,000
B*81 0,010121 0006135 00,0486 0,825 0,707
B*32 0,002024 003067 0,182 0,669 1,000

Las frecuencias haplotipicas mas encontradas de los alelos clase | en la poblacion
blanca fueron A*02 B*51; A*02 B*44 y A*02 B*35; mientras que en la de los no
blancos fueron el A*01B*08; A*02B*51 y el A*02B*44 (tabla 4). Los haplotipos
de clase Il mas frecuentes en la poblacién blanca fueron el DQB1*03DRB1*04;
DQEB1*06DRB1*13 y el DRB1*05DRB1*01; mientras que en los no blancos fueron

el DQB1*03DRB1*04; DQB1*06DRB1*13 y el DQB1*05DRB1*01 (tabla 5).
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Tabla 3. Frecuencia de los alelos HLA-DRB1 y HLA- DQB1 en pacientes con insuficiencia
renal crénica (p<0,01)

Frecuencias

Alelos Blancos No blancos x P Fisher p
DREB1¥01 0,105263 0,113497 1,20 0,27 0,25
DRB1¥*03 0,125500 0,09816 4,83 0,027 0,020
DRB1*04 0,147776 0,1503207 2,63 0,10 0,092
DRB1*07 0,1113326 0,131902 3,15 0,075 0,067
- DRB1*08 0,05668 0,02454 0,0045 0,94 0, 859
E DRB1*09 0,01417 0,02454 0,0013 0,970 0,789
E.‘ DREB1*10 0,010121 0,006135 0,312 0,576 0,443
j DREB1¥11 0,117709 0,107362 0,015 0,900 1,000
I DRB1*12 0,008097 0,0230675 0,269 0,603 0,421
DRB1¥13 0,151822 0,156442 0,034 0,853 0,822
DRB1*14 0,024291 0,02454 0438 0,508 0,461
DRB1#*15 0,109312 0,122699 8,009 0,004 0,004
DRB1*16 0,018219 0,009202 0,026 0,871 0,770
DQB1*02 0,216599 0,230061 0,750 0,386 0,347
. DQB1*03 0,301619 0,325153 0,862 0,352 0,314
j E- DQB1*04 0,002753 0,039877 0,162 0,686 0,615
ITao DQB1*05 0,194332 0,193252 0,816 0,366 0,328
DQB1*06 0,224696 0,211656 1,695 0,92 0,178

Tabla 4. Frecuencia haplotipica de los alelos de |a Clase I en pacientes con insuficiencia

renal crénica

Blancos No blancos
Haplotipos Frecuencias Haplotipos Frecuencias
A¥02 B¥51 0,042088 A™01 B¥08 0,042088
A*02 B*44 0,038848 A*02 B*51 0,038848
A*02 B*35 0,034557 A*02 B*44 0,034557
A*01 B*08 0,031831 A®20 B*44 0,031831
A*24 B35 0,027467 A*02 B*14 0,027467
A*02 B*15 0,020243 A*02 B*35 0,020243
A*33 B*14 0,01768 A*02 B*15 0,01768
A*23 B¥44 0,016987 A*11 B*35 0,016987
A*02 B*39 0,016892 A*02 B*49 0,016892
A*02 B*14 0,015128 A¥33 B*14 0,015128
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Tabla 5. Frecuencia haplotipica de los alelos de la Clase II en pacientes con insuficiencia

renal crénica

Blancos No blancos

Haplotipos Frecuencias Haplotipos Frecuencias
DQB1¥03,DRE1* 04 0,123969 DQB1¥02 DRE1"04 0,134879
DQB1¥06 DRB1¥13 0,102907 DQB1¥05 DRE1¥01 0,104165
DQB1¥05 DRE1¥01 0,098712 DQB1¥02 DREB1¥07 0,101027
DOQB1¥03 DREB1711 0,093438 DQB1¥06 DRB1¥13 0,098017
DQB1¥02 DRB1¥03 0,09284 DQB1¥06 DREB1¥15 0,004707
DQB1*06 DRE1¥15 0,091863 DQB1¥02 DRE1711 0,09309
DQB1*02 DRE1¥*07 0,090531 DQB1¥02 DRB1703 0,082802
DQB1*03 DRE1™08 0,028112 DQB1*03 DRB1713 0,032239
DQB1705 DRE1713 0,026734 DQB1703 DRB1707 0,025439
DQB1¥04 DRB1¥08 0,026183 DQB1¥02 DREB1¥09 0,021396
DQB1¥04 DRB1703 0,026057 DQB1¥05 DRE1¥14 0,018309

DISCUSION

La mezcla racial existente en nuestro pais tiende a disminuir las diferencias
genéticas de las raices étnicas de la poblacién cubana, ya que en los grupos
clasificados como blancos y no blancos se incluyen seguramente individuos
fenotipicamente clasificados como tales, pero que poseen antecesores de razas
diferentes. Estudios recientes en la poblacion cubana demuestran que en la region
occidental y central hay un predominio de descendientes de europeos y en
frecuencia menores los descendientes de africanos y de americanos nativos.! En
los paises europeos y en Estados Unidos de Norteamérica, por la relativa
homogeneidad de su poblacion, el mestizaje no constituye una tendencia
importante. El estudio de la distribucion de los antigenos HLA en los grupos étnicos
principales en que formalmente puede dividirse a la poblacidon cubana, puede
determinar si existen las frecuencias antigénicas que se encuentran en poblaciones
europoides y negroide-australoide. El conocimiento de la distribucion de los
antigenos HLA en los estudios realizados en Europa, Africa, Estados Unidos de
Norteamérica, fundamentalmente proveen de una herramienta muy Gtil para los
estudios de asociaciones con algunas enfermedades, el trasplante de 6érganos y
tejidos, y otros estudios poblacionales.?:13

Los estudios previos realizados en nuestra poblacién por métodos serolégicos,
encuentran un predominio entre los no blancos del A*9, A*28, A*11, A*36 y las
subunidades A*29, 30 y 33 del antigeno A*19, asi como el B*53 4. Investigaciones
mas recientes por técnicas moleculares demuestran que los alelos A*01,*02,*03,
*11, *24 y *29 fueron mas frecuentes en la poblacién blanca.*?

Estos resultados, en general, no concuerdan con los encontrados en los pacientes
estudiados, debido, probablemente, a las diferencias entre los métodos utilizados
para la tipificacion HLA, el nUmero de casos analizados, el tipo de paciente
estudiado y la subjetividad inherente a la clasificacion de los individuos en blancos
y no blancos.
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Por otra parte y coincidiendo con los resultados de este estudio, las investigaciones
previas demuestran que los alelos B*51 y B*53 son mas frecuentes en la poblacion
blanca y el B*58 en la no blanca.l?

La caracterizacion de los pacientes con IRC con respecto a su tipificacion HLA en las
diferentes regiones cubanas, permitira trazar estrategias futuras relacionadas con
la donacion y el trasplante en todo el pais.
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