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RESUMEN

Se analizaron los resultados de los estudios inmunolégicos pretrasplante (tipificacion
de antigenos HLA de donantes y receptores relacionados y determinacion de
anticuerpos anti-HLA clase | y clase Il en los receptores), para trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas, en el periodo de enero a diciembre de 2013 en el
Centro de Ingenieria Celular y Trasplante de Organos y Tejidos (CICEL) del Instituto
de Hematologia e Inmunologia. La tipificacion molecular HLA de los loci A, B, DRy DQ
se realizd con el kit de Olerup SSP HLA A B DR DQ SSP combi tray de baja resolucion.
Para determinar la presencia de anticuerpos anti-HLA se empleo la técnica
inmunoezimatica (ELISA), Kit LIFECODES QuikScreen y LIFECODES B-Screen anti-
HLA clase | y Il. Las leucemias agudas constituyeron los diagnésticos mas frecuentes
para la solicitud del estudio. El 45,6 % de todos los posibles donantes resultaron
haploidénticos con su receptor; el 21 % totalmente incompatibles y el 33,3 %
idénticos. Con relacion al polimorfismo HLA en la poblacion de estudio, para la clase I,
locus A: los antigenos A*02 y A*24 resultaron los mas frecuentes en la totalidad de
los individuos; para el locus B, en individuos blancos prevalecieron los antigenos B*35
y B*44; y en no blancos, B*35 y B*18. Para los antigenos clase Il, locus DRB1,
fueron frecuentes los antigenos DRB1*03 y DRB1*04 en individuos blancos; en los no
blancos, acompafiando al DRB1*03 estuvo el DRB1"15; para el locus DQB1, los
antigenos DQB1*03 y DQB1"05 fueron frecuentes para blancos y DQB1*06 para los no
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blancos. Las mayores incompatibilidades se presentaron en los loci B y DRB1. La
poblacion evaluada mostro elevada presencia de anticuerpos anti HLA, 44 % para
clase | y 72 % para clase II.
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ABSTRACT

Pretransplantation results of immunological studies were analyzed (HLA donor and
related recipient typing and measurement of anti HLA class | and class Il receptors)
for hematopoietic progenitor cells transplantation in the period from January to
December, 2013 at the Center for Cell Engineering and Transplantation (CICEL) of the
Institute of Hematology and Immunology (IHI). Molecular typing of HLA loci A, B, DR
and DQ was performed withOlerup SSP HLA SSP AB comby tray DR DQ low resolution
kit. To determine the presence of antibodies to HLA immunoenzimatic technique
(ELISA), LIFECODES QuikScreen LIFECODES Kit B-Screen anti-HLA class | and 1l was
used. Acute leukemias were the most frequent diagnoses Of all potential donors
45,6% were haploidentical with the receptor; totally incompatible 21%, and 33,3%
were identical. Regarding the HLA polymorphism in the population studied, for class I,
locus A: antigens A*02 and A* 24 were the most common in all individuals. For locus
B, antigens B*35 and B* 44 prevailed in white persons; and B *35 and B *18 in
nonwhites. For class Il DRB1 locus, DRB1*03 and DRB1*04 antigens were common in
white; in nonwhite individuals DRB1*15 accompanied DRB1*03; for locus DQB1
antigens DQB1*03 and DQB1*05 were frequent for whites, and DQB1*06 for non-
whites. The major incompatibilities occurred in loci B and DRB1. The population tested
showed high presence of anti-HLA antibodies, 44% for class | and 72% for class II.

Keywords: anti HLA antibodies; HLA antigens; typing.

INTRODUCCION

La tipificacion del sistema HLA es muy importante en la medicina contemporanea; las
moléculas HLA son el objetivo principal de las respuestas inmunitarias a los
trasplantes alogénicos y son elementos esenciales para las respuestas a estimulos
antigénicos. Ademas, se implican en la susceptibilidad genética a padecer
enfermedades autoinmunes. Una de las caracteristicas cardinales de las moléculas del
sistema HLA es su diversidad en la poblacion humana. La tipificacion del HLA detecta
y clasifica tal diversidad *. - Se denomina tipificacién HLA al analisis llevado a cabo en
el laboratorio para conocer los alelos HLA de un determinado individuo mediante
métodos seroldgicos, analisis de genes por biologia molecular y métodos celulares?.

Las moléculas HLA son proteinas especializadas codificadas por genes presentes en un
locus denominado complejo principal de histocompatibilidad (CPH). Los genes del CPH
se expresan de forma codominante en cada individuo. Este sistema se hereda en
bloques segln las leyes de Mendel. Asi cada persona tiene una mitad de cada
progenitor o haplotipo (conjunto de moléculas del CPH presente en cada cromosoma);
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de ahi el hecho del que dos hermanos sean HLA idénticos o no lo sean, es una
cuestion de probabilidades. Asi, poseen 25 % de probabilidades de compartir los dos
haplotipos y por tanto ser HLA idénticos; 50 % de compartir un haplotipo y ser HLA
haploidénticos; y 25 % de no compartir ninglin haplotipo) 3.

En los seres humanos, cada molécula del HLA recibe una designacion numérica. Por
ejemplo, un haplotipo HLA de un sujeto podria ser HLA- A"02, HLA-B "05, HLA-
DRB1703 4-5.

En el afio 2010, se celebro el 25° aniversario de la introduccién en Cuba del
trasplante de médula 6sea realizado con los requisitos de la ciencia en ese momento.
El primer trasplante fue alogénico y se practico en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia (IHI) partiendo de los estudios iniciales de Donald Thomas (1957), quien
comunico una terapéutica para tratar el cancer, novedosa en aquel momento, y que
consistia en radiacion y quimioterapia seguida de infusion endovenosa de medula
Osea ©.

Desde hace unos afos se ha producido un progreso espectacular en el estudio del
polimorfismo HLA a nivel genético. En el afio 2012 se introdujeron en el pais las
técnicas moleculares de tipificacion HLA en los estudios familiares, para la
identificacion de posibles donantes de células hematopoyéticas relacionados ’. El uso
de métodos moleculares amplia el conocimiento del polimorfismo HLA, de modo que
permite saber con precision el grado de disparidad entre donante y receptor. Una
mejor identificacion de los diferentes alelos sirve para elegir las parejas donante-
receptor lo mas compatibles posible.

El reconocimiento inmunoldgico del 6érgano trasplantado esta vinculado a la distancia
genética existente entre donante y receptor.

Existen diversos eventos inmunizantes, como la transfusién sanguinea, el embarazo y
el propio trasplante, que pueden promover la aparicion de anticuerpos anti-HLA. La
presencia de anticuerpos (Ac) anti-HLA en candidatos a trasplante limita las
posibilidades de este proceder, dado que es menor la probabilidad de encontrar un
donante con antigenos HLA para los cuales el receptor no tenga anticuerpos®. Esto ha
sido de vital importancia, sobre todo para el trasplante renal; sin embargo, también
en el caso del trasplante de células madre hematopoyéticas cobra relevante
importancia desde el punto de vista del éxito del injerto y la posterior evolucién. La
presencia de Ac anti-HLA puede comprometer la sobrevida del injerto, a largo plazo.

Desde la década de 1980 se habla de los anticuerpos HLA preformados en los
receptores, en el fracaso del injerto; en el trasplante renal, por ejemplo, aparte de
las pruebas de compatibilidad HLA AB, Terasaki y col. determinaron anticuerpos anti-
HLA y demostraron su participacion en los mecanismos de rechazo hiperagudo,
agudo y crénico °.

En este trabajo se muestran los resultados del primer afio de trabajo del Centro de
Ingenieria Celular y Trasplante de Organos y Tejidos (CICEL) del IHI para determinar
la compatibilidad entre donante y receptor en el trasplante relacionado de células
progenitoras hematopoyéticas, teniendo en cuenta la tipificacion HLA y la presencia
de anticuerpos anti-HLA.
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METODOS

Se recolect6 la informacion de la totalidad de las familias estudiadas para posible
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, en el periodo de enero a
diciembre de 2013, la que se obtuvo del sistema de registros del centro y se agrupo
por variables de interés para su procesamiento estadistico. La frecuencia antigénica
es la proporcion de sujetos del total que son portadores de un determinado antigeno,
y se calcula en porcentaje, se determina por conteo directo, segun la frecuencia de
aparicion de cada antigeno en la muestra evaluada °.

La tipificacion molecular HLA de los loci A, B, DR y DQ se realiz6 con el kit de Olerup
HLA A B DR DQ SSP combi tray de baja resoluciéon y la amplificacion se realizé en
termocicladores Q-CYcler Il (Quanta Biotech LTd), mediante el programa
recomendado en elkit de tipificacion. La lectura de la amplificacion se realiz6 por
electroforesis capilar en equipo QlAxcel Advanced (QIAGEN, GmbH), con el uso del
cartucho Qiaxcel DNA Fast Analysis kit (QIAGEN, GmbH). La interpretacion de los
resultados se realiz6 con el uso del software Helmberg-Score (Olerup) **.

Para determinar la presencia de anticuerpos anti-HLA se empleo la técnica
inmunoezimatica (ELISA). Se realizaron ELISA de tipo heterogéneos, no competitivos,
cualitativos e indirectos, usando estuches comerciales, 1gG anti-HLA: LIFECODES
QuikScreen y LIFECODES B-Screen anti-HLA clase | y Il de la firma GEN-PROBE*2.

Se estudio un total de 57 familias: el analisis se realiz6 entre el paciente (receptor) y
sus hermanos consanguineos (posibles donantes); se procesaron 57 receptores y 119
posibles donantes.

RESULTADOS

Del total de familias estudiadas, el 68,4 % tenia piel blanca. Del total de individuos, el
82,4 % fueron adultos y el 17,6 % nifos. Las leucemias agudas linfoide y mieloide
constituyeron los diagndsticos mas frecuentes, para el 37 %, seguidas del linfoma no
hodgkiniano (14 %).

En el 33 % de las familias estudiadas se encontré compatibilidad completa entre el
donante y el receptor (idénticos) y en el 45,6 % la compatibilidad fue de un solo
haplotipo entre ambos (haploidénticos). El 21 % de las familias no comparti6
haplotipos.

Los antigenos mas frecuentes entre los individuos blancos fueron: A*02; A*24; B*35;
B*44; DRB1*03; DRB1*04 y DQB1*03; DQB1*05 y para los no blancos: A*02; A*24;
B*18; B*35; DRB1*03; DRB1*15 y DQB1*06.

Las incompatibilidades por locus en las familias con donantes haploidénticos

(26 familias, 81 personas, 648 antigenos) fueron mayores en el locus B, con 59
incompatibilidades (Fig. 1); mientras que en las familias con donantes totalmente
incomplatibles (12 familias, 32 personas, 258 antigenos), las incompatibilidades
fueron en los loci B 'y DRB1, 25 cada uno (Fig. 2).
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Fig. 1. Incompatibilidades segin focus en familias hapleidénticas (26 familias,
81 personas, 648 antigenos).
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Fig. 2. Incompatibilidades segdn locus en familias totalmente incompatibles
{12 familias, 32 personas, 258 antigenocs).

La pesquisa de anticuerpos IgG anti-HLA evidencio 44 % de positividad en los
pacientes (receptores) para HLA clase |, mientras que para HLA clase Il, el 72 %
resultd positivo.

DISCUSION

El trasplante de células hematopoyéticas posee caracteristicas que lo diferencian de
todos los demas. El donante de la médula 6sea es siempre un individuo vivo que,
ademas, no pierde en el proceso ningln érgano ni funcién bioldgica; es el Unico tipo
de trasplante en el que el material trasplantado posee competencia inmunolégica para
rechazar al receptor, fendmeno llamado reaccion del injerto contra el huésped.

La probabilidad de encontrar dos individuos no relacionados con antigenos idénticos,
es muy baja. Por este motivo, se recurre en primera instancia a los hermanos del
paciente 3.

El polimorfismo del sistema es muy elevado. Si tenemos en cuenta solo los loci A, By
DR se reporta que existiran 2.8 x 107 posibles haplotipos, con 7.5 x 10'* posibles
genotipos; por lo tanto, el nimero de posibles combinaciones es muy elevado 4.

En este estudio, el grado de compatibilidad entre donante y receptor coincidié con los
resultados obtenidos anteriormente por técnicas serolégicas, en los que se reportaron
37,8 % de compatibilidad entre familias *>15. Bengochea y cols realizaron la
tipificacion HLA-A, B, DR en receptores de trasplante de médula 6sea y encontraron
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que el 45 % de los candidatos a trasplante tuvo un donante histocompatible 6. La
determinacion de la frecuencia antigénica en una poblacién permite conocer la
probabilidad que tiene una persona de encontrar un donante no relacionado
compatible en esa poblacién y sirve de referencia para estudios de asociacion del HLA
con diferentes enfermedades y aplicaciones en estudios antropogenéticos 7.

La frecuencia antigénica por locus se correspondié en gran medida con lo publicado
por Ferrer y cols en el afio 2007, en pruebas realizadas por técnicas de biologia
molecular en la poblaciéon cubana; con relaciéon al polimorfismo para clase I, locus A
corresponden los antigenos A"02 y A*24 para la totalidad de los individuos, sin
importar el color de la piel. El locus B se comporté como sigue: para la piel blanca
prevalecieron los antigenos B*35 y B*44, en coincidencia absoluta con lo publicado.
Sin embargo, Ferrer y cols encontraron mayor frecuencia para los mulatos en los
antigenos B 15, B*35 y B “53; los casos estudiados mostraron una mayor frecuencia
para antigenos B35 y B"18. 8

En el afio 2013, autores colombianos determinaron frecuencias alélicas, genotipicas
y haplotipicas del sistema HLA clase | y Il en donantes de una poblaciéon del
suroccidente de Colombia, usando técnicas de biologia molecular. Los alelos mas
frecuentes para la poblacién colombiana estudiada fueron A*02 (25 %), B*35

(17,7 %) y DRB1*04 (23 %), lo cual coincidié con los resultados encontrados, si se
toma en cuenta que para el locus DRB1 el antigeno DRB1*03 fue frecuente, tanto en
individuos blancos como en no blancos °.

Autores mexicanos estudiaron por biologia molecular, poblaciones mestizas derivadas
de tres fuentes principales: espafioles, amerindios y africanos, y obtuvieron que el
alelo mas frecuentemente observado fue A*02 2°.

Las mayores incompatibilidades por locus se presentaron para familias haploidénticas
en el locus B; y para familias totalmente incompatibles, en los loci B y DRB1,
respectivamente.

En cuanto a la determinacién de anticuerpos anti HLA, la poblaciéon estudiada, en este
caso los receptores del trasplante, presenté una elevada frecuencia de aparicion de
estos anticuerpos, sobre todo anti-HLA clase |1, aunque este resultado difiere de lo
reportado hasta el presente, donde la mayor alosensibilizacién corresponde a los
antigenos de clase | 2. Este hecho puede deberse al pequefio tamafio de muestra,
por lo que se hace necesario extender la investigacion a afios posteriores.

Marcell y cols demostraron en pacientes de toda Cuba en espera de trasplante renal,
que el 50,8 % se encontraban sensibilizados con anticuerpos anti-HLA; el 87,9 % de
los pacientes sensibilizados presentaron anticuerpos anti-HLA clase I; y el 69,7 %,
anticuerpos anti-HLA clase II, | 12,

Triulzi y cols confirmaron que los embarazos y la transfusion de productos sanguineos
son las principales causas de la aloinmunizacion en las poblaciones de trasplante 2.

El trasplante de células hematopoyéticas en Cuba hasta nuestros dias, se realiza
utilizando como donantes hermanos consanguineos completamente idénticos con
relacion a los antigenos HLA, por lo cual se minimiza el posible efecto de los
anticuerpos anti-HLA. Sin embargo, la posibilidad de trasplantar pacientes
haploidenticos hace buscar con mas rigor la presencia de dichos anticuerpos. Ciurea
y cols evaluaron en 24 pacientes la presencia de anticuerpos HLA mediante Luminex,
y encontraron que 3 de 4 pacientes positivos pretrasplante rechazaron el injerto

(75 %), en comparacion con 1 de 20 (5 %) en pacientes negativos (p = 0,008) 2>
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Es de gran importancia buscar la mayor compatibilidad posible entre el donante y el
receptor, por todo lo cual, incluir la determinacion de anticuerpos anti HLA en los
estudios protocolizados de trasplante de células hematopoyéticas garantizard mayor
aceptacion y sobrevida al injerto.

Por otro lado, la posibilidad de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
entre donantes y receptores haploidénticos abre una puerta a la mejoria de la calidad
de vida de muchos mas pacientes afectados con enfermedades cronicas limitantes.
Entonces, proporcionar estudios inmunolégicos lo mas completos posible garantizara
el éxito del proceder.
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