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ABREVIATURAS



ADN: Acido desoxirribonucleico

HLA: Antigeno leucocitario humano

(Human Leukocyte Antigen),

(HTLV)-1: Virus de leucemia de

células T humana

PVB 19: Parvovirus B19

ARN: Acido ribonucleico

Ag T: Antigeno tumoral

LMA: Leucemia mieloide aguda
LMC: Leucemia mieloide cronica
LLA: Leucemia linfoide aguda
LLC: Leucemia linfoide crénica

FAB: Grupo Cooperativo Franco-

Americano-Britanico

Ph: Cromosoma Filadelfia o
(Philadelphia)

FA: Fase acelerada
CB: Crisis blastica

bcr-c-abl: Proteina de fusion

anémala

BCR: Gen de fraccion de ruptura

(Breakpoint Cluster Region)

ABL: Gen ABL del cromosoma 9

virus Abelson causante de leucemia
BCR/ABL: Proteina de fusion
(M-BCR): Punto de ruptura mayor

KDa: Kilodalton

Abreviaturas

(m-BCR): Punto de ruptura menor

CPH: Complejo principal de
histocompatibilidad (major
histocompatibility complex)

Kb: Klilobases
TNF: Factor de necrosis tumoral
TCD8+: Linfocitos T citotéxico CD8+

CPA: Célula presentadora de

antigeno
IFN-y: Interferon gamma

TCDA4+ Linfocitos T colaboradores
CD4+

Th: Linfocito T colaborador (T helper

cell)

Tc: Linfocito T citotoxico ( T citolytic

lymphocyte)

TCR: Receptor antigénico de células T

(T cell receptor)
RER: Reticulo endoplasmatico rugoso
ATP: Adenosin-tri-fosfato

TAP: Transportadores asociados a la

presentacion antigénica
RE: Reticulo endoplasmatico
Cadena li: Cadena invariante

CLIP: Péptido invariante asociado

con clase Il



CD: Grupo de diferenciacion o

(Clusterof differentiation)
CD3:Co-receptor de células T
CD4: Co receptor de células T

CD8: Coreceptor de células T

Abreviaturas

EDTA: Acido

etilendiamminotetracético
ml: Mililitros
ng: nanogramo

pl: microlitro

PCR: Reaccion en cadena de la RCLB: Buffer lisis de células rojas

polimerasa (Red Cell Lysse Buffer)

PCR-SSOP: Sondas

oligonucleotidicas secuencia

SSC: Solucién salina citrato

NaCl: Cloruro de sodio
especifica
M: Molar
PCR-SSP: iniciadores secuencia
e v/v: Volumen a volumen
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TBE: Soluciéon buffer con tris base

borico-EDTA

RR: Riesgo relativo

EM: Esclerosis Multiple
pb: Pares de bases

LD: Desequilibrio de enlace
UV: Ultra violeta

DT1: Diabetes Tipo 1
Ac: Anticuerpo

DMID: Diabetes Mellitus

insulinodependiente 'gG: Inmunoglobulina G

LES: Lupus Eritematoso Sistémico 'gM: Inmunoglobulina M

AR: Artritis Reumatoide ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion
enzimatica
IPF: Fibrosis pulmonar idiopatica
PBS: Buffer fosfato salino
lg: Inmunoglobulina
STF: Suero fetal de ternera
LLA-c: Leucemia linfoblastica aguda
. PHA: Fitohemaglutinina
comun

IVSS: Instituto Venezolano de los TO: Tiempo cero

Seguros Sociales T48: Tiempo a 48 horas

RPMI 1640: Medio del Instituto
Roswell Park Memorial 1640

FONACIT: Fondo Nacional para la

Ciencia y la Tecnologia de Venezuela



IL-2: Interleucina 2

BrdU: Bromo-2’-deoxyuridine
AV (DO): Densidad optica

IP: indice de proliferacion
SAH: Albumina sérica humana
Fa: Frecuencias alélicas:

Fe: Frecuencia etiolégica

Fp: Frecuencia preventiva

RNAm: Acido ribonucleico mensajero

Abreviaturas

IL: Interleucina

LLC-B: Leucemia linfatica crénica de

estirpe B

M: Mitomicina

ND: Valor no determinado

EBV: Virus de Epstein Barr

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina

PCP: Clorofiladeperidin
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Summary

ANALYSIS OF THE ASSOCIATION BETWEEN HLA CLASS Il ALLELES
AND LEUKEMIA IN VENEZUELAN MESTIZO POPULATION. POTENTIAL
PATHOGENIC IMPLICATIONS

Multiple and varied mechanisms have been proposed by several authors as
potential contributors in the pathogenesis of leukemia. The molecules of the MHC
(major histocompatibility complex) may be associated with the development of
leukemia through molecular mimicry between HLA molecules and infectious
agents, modifying the structure of HLA molecules, HLA molecules as receptors,
deficiencies in the immune response, deficiencies of HLA class Il or failure in the
selection of T cells with a receptor (TCR) particularly during the positive or
negative selection in the thymus among others. Therefore, the objective of this
study was to characterize the HLA class Il alleles in patients who developed acute
lymphoid leukemia (ALL) and chronic myeloid leukemia (CML) in a mestizo
population from Venezuela to determine allelic frequencies in each of these
groups, distribution and characteristics, and possible associations positive and/or
negative HLA class Il alleles with leukemia and their implications for disease
pathogenesis. A group of 95 patients, adults and children with symptoms
characteristic of leukemia, regardless of sex and aged between 7 months and 78
years, were selected and compared with 48 healthy subjects mestizos, with at
least three generations born in Venezuela, without leukemia or other illnesses that
could alter the immune response. We used peripheral blood samples with EDTA
preserved for DNA extraction and molecular study was performed regions of HLA
class Il DRB1*, DQB1*, DPA1* and DPB1 * amplifying the DNA with PCR specific
primers. Antigen specific humoral responses were analyzed by indirect ELISA and
cellular responses included the mixed lymphocyte culture and "in vitro"
lymphocytes proliferation against the purified antigen. The results were analyzed
by the Arlequin statistical program and Chi-square test. In this sample, positive
associations were observed between DQB1*04, DPA1*01:07, 1:08 and 1:06* with
ALL. The DRB1*13 allele, characteristic of the Venezuelan mestizos population,
was negatively associated with ALL. DRB1*14 alleles, DPA1*01:03, *2:01 are
positively associated with CML in this population. The different patterns of

association between ALL and CML with HLA class I, is this population, suggesting
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differences in the pathogenesis of both diseases. In ALL we would be a failure in
the absence of antigen presentation by DRB1*13 allele in these patients, which
would act as a protective antigen in the healthy population. In CML, the
pathogenesis would be associated, however, with the presence of HLA-DRB1*14,
perhaps a peptide sequence mimicking possibly adenovirus, judging from the
observed differences in the cellular and serological responses of these patients to
adenoviral peptides. CML patients were predominantly serologically negative to
Adenovirus and showed a generation of CD8+ T cells both in culture and in mixed
lymphocyte proliferation against peptide sequence adenoviral LLERRRA. The
presence of the association HLA-DRB1*14 and CML cell behavior and these
patients versus adenoviral stimulus may be related to the pathogenesis of the

disease.

Key words: HLA, MHC, leukemia, acute lymphoid leukemia, chronic myeloid
leukemia, allele HLA-DRB1*14
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|.1. ENFERMEDADES HEMATO-ONCOLOGICAS

Las enfermedades hemato-oncolégicas designan un grupo de neoplasias
generadas por alteraciones en los mecanismos de la vida, del crecimiento, de la
diferenciacion y de la muerte de las células progenitoras hematopoyéticas.
Existen una gran variedad de estas afecciones, entre ellas podemos mencionar el
Linfoma de Hodgkin y Linfoma no Hodgkin, Discrasias de células plasmaticas,
Macroglobulinemia de waldesn, Mieloma mudltiple y las leucemias (agudas y
cronicas). Esta ultima afeccion, si bien no es una de las que ocupa el mayor
porcentaje de morbi-mortalidad en la poblacion, es de nuestro interés por el gran

namero de muertes que provoca en la poblacion infantil y joven.

|.2. LEUCEMIA. CONCEPTO

Es una enfermedad neoplasica progresiva del sistema hematopoyético,
caracterizada por la proliferacion no regulada de las células progenitoras no
asignadas o parcialmente diferenciadas. Incluye a un grupo heterogéneo de
neoplasias que difieren respecto a su agresividad, célula de origen, caracteristicas
clinicas y respuesta al tratamiento. La figura 1 muestra un hemograma

caracteristico de un paciente con leucemia.

Los sintomas de la leucemia se conocen desde tiempos de Hipocrates, fue
entre 1839 y 1845 que Virchow reconocio la leucemia como un trastorno clinico
distintivo. Llam6 a esta enfermedad leucemia por la apariencia blanca de la
sangre de pacientes con fiebre, debilidad y linfadenopatia (Turgeon, 2006). Sin
tratamiento, la enfermedad varia desde aquellas que evolucionan rapidamente a
la muerte hasta aquellas que se mantienen en crecimiento lento por afos. Su
diagndstico se realiza mediante el examen de sangre periférica y de médula 6sea
(Young et al., 2006).
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Figura 1. Hemograma de un paciente con leucemia
(Fuente: Mc Donald, 1991)

[.3. FACTORES DE RIESGOS DE LAS LEUCEMIAS

La etiologia de las leucemias hasta ahora es desconocida. Existen
numerosos estudios que han evidenciado diversos factores de riesgo asociados al
desarrollo de estas neoplasias malignas. Dentro de esos factores se han incluido:

los ambientales, oncogenes, genéticos e infecciosos.
|.3.1.Factores ambientales:

Exposicidon a productos quimicos: La exposicion ocupacional de los padres
se ha visto asociada con la presencia de leucemias y linfomas no Hodgkin en sus
hijos, destacando las exposiciones de tipo industrial relacionada con el caucho,
benceno y otros hidrocarburos policiclicos, pesticidas y sustancias agroquimicas

(plaguicidas y fungicidas) (Tirado-Gémez y Mohar, 2007).

El tabaco, el alcohol y el consumo de algunos medicamentos durante el
embarazo son otros productos asociados a la presencia de leucemias (Tirado-
Gomez y Mohar, 2007).Las quimioterapia en pacientes con cancer tratados con
ciertos tipos de farmacos conocidos como agentes quelantes o inhibidores de la
topoisomerasa estd asociado a una pequefia posibilidad de padecer Leucemia

aguda (Tirado-Gémez'y Mohar, 2007).

La radiacion ionizante es uno de los factores de riesgo mas documentado.

En este sentido el estudio mas relevante es la cohorte de sobrevivientes a la
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bomba atomica de Japon en 1945, el cual ha mostrado un incremento en la
frecuencia de ciertos tumores malignos (mama, colon, eso6fago, pulmon,

estébmago, tiroides) asi como en las leucemias y mieloma multiple. Las actividades
ocupacionales como los mineros expuestos a gas radon radioactivo y los
trabajadores en programas de armas nucleares de la antigua Union Soviética
(URSS). Otra situacion donde la poblacién estuvo expuesta a radiacion ionizante
fue el accidente de Chernobyl, a partir del cual se han realizado diversos trabajos
gue reportan incremento en la incidencia de tumores tiroides y leucemias en nifios

gue habitaban en los paises de la ex Unidén Soviética(Tirado-Gémez y Mohar, 2007).

Los campos electromagnéticos de baja frecuencia también se han asociado
con leucemia aguda infantil (Wertheimer y Leeper en 1979). A partir de éste en las
dos ultimas décadas se ha publicado un gran niumero de estudios epidemiolégicos

gue evaltan dicha asociacion (Tirado-Gémez y Mohar, 2007).

1.3.2. Factores genéticos

Un solo oncogén producido mediante la mutacion de una célula blanco no
es suficiente para convertir esta célula en células cancerosas totales. Los genes
predisponentes al cancer pueden actuar de varias maneras: Algunos afectan la
velocidad con la que se metabolizan los agentes precancerigenos exdgenos para
producir formas cancerigenas activas que dafian el genoma celular en forma
directa. Otros genes alteran la capacidad del huésped para reparar el dafo
resultante en el ADN. Existen genes predisponentes que alteran la capacidad del
sistema inmunitario para reconocer y eliminar los tumores incipientes, mientras
gue otros afectan la funcién del aparato encargado de regular el crecimiento

celular normal y la proliferacion tisular relacionada (Turgeon, 2006).

Anormalidades genéticas incluyendo translocaciones cromosoémicas,
deleciones de genes, amplificaciones y mutaciones puntuales. Ademas de las
anomalias genéticas adquiridas, una serie de sindromes genéticos heredados
esta asociada con la leucemia infantil, los mas conocidos son el sindrome de

Down, las neurofibromatosis, el sindrome de Shwachman, el sindrome de Bloom
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y la ataxia- telaniectasia. Los nifios con sindrome de Down se estiman tener un
aproximado 10 a 15 veces mayor riesgo para el desarrollo de la leucemia aguda
(Gallo at al., 2011).

Es importante resaltar que las células neoplasicas en algunos casos de
leucemias de células T en el adulto inducidas por virus pudieran ser derivadas de
clones linfocitarios T autorreactivos frente a las moléculas HLA DR/DQ (Dorak,
1996).

[.3.3. Factores infecciosos

Diversos estudios han implicado a los virus como agentes etiologicos de
leucemias. El virus de leucemia de células T humana (HTLV) -1 fue el primer
retrovirus humano en ser descubierto, se ha reconocido como el agente etiolégico
de la leucemia de células T (Gallo et al, 2011). De igual manera, investigaciones
recientes han asociado a las infecciones por Parvovirus B19 (PVB 19) con
leucemia linfoblastica aguda infantil impulsando determinados patrones de
metilacion de ADN en las células susceptibles de precursor B (Vasconelos et al.,

2011).

Entre ciertas formas de leucemia se han identificado dos asociaciones
ciertas con virus: la primera, el virus de Epstein-Barr, un virus ADN gque se asocia
al linfoma de Burkitt y la segunda; el virus linfotrépico de células T humanas tipo I,
denominado virus de la leucemia/linfoma de células T humanas, un retrovirus
ARN gue se ha ligado a ciertas leucemias y linfomas de células T, pero su papel
en las leucemias humanas sigue siendo incierto (Beer et al, 2007; Kasper et al., 2008 ;

Smith et al., 2008).

Ahora bien, y en base al mimetismo expresado por los adenovirus y el alelo
HLA DRB1*14 y dado que ellos son altamente oncogénicos en animales, aunque
solo una porcién de ellos es integrada en el genoma de la célula huésped, esta
porcién codifica para proteinas de funcién temprana, entre ellas, las regiones E1A

gue contiene los oncogenes que codifican varios antigenos tumorales (Ag T).
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Sin embargo es necesario acotar que ninguna neoplasia humana ha sido
inequivocamente asociada con los adenovirus, mas aun, no se ha probado una
asociacion de las leucemias con procesos infecciosos causados por estos virus

(Essex, 1984; Dorak et al., 2004; Hunt, 2007).

I.4. Clasificacion de las leucemias

Al principio Virchow dividié la leucemia en dos clases, con 0 sin
linfadenopatia, desde entonces se han desarrollado muy elaborados sistemas de
clasificacion de las leucemias (Turgedn et al., 2006).

Los diferentes criterios y los habitualmente empleados en la practica clinica,
son los relacionados con el tipo de células afectadas y el estado de maduracion
de las células leucémicas; asi como, su patocronia. En funcion de esto se
clasifican en leucemias agudas y cronicas; esta clasificacion se ha hecho
atendiendo también al tipo de células que esta afectada en la medula Osea:

leucemia linfoide y leucemia mieloide (Ministerio de Salud, 2007).

Por otra parte, a las leucemias que se inician en las células mieloides en
etapa temprana se les llaman leucemias mieloides. Es decir, esta referida a las
células que se convierten en glébulos blancos y que no sean linfocitos, glébulos
rojos o células productoras de plaquetas (megacariocitos). A éstas también se les

conoce como leucemia mielocitica, mielégena o no linfocitica.

Las leucemias que se originan en las células que se convierten en linfocitos
se les han denominado leucemias linfociticas o leucemias linfoides o

linfoblasticas.

Considerando lo anterior, y siguiendo la clasificacion de la FAB, se ha

dividido a las leucemias en cuatro tipos principales:

» Leucemia mieloide o mielégena aguda (LMA o acutemyeloid
leukemia, AML).



Introduccién

» Leucemia mieloide o mielégena cronica (LMC o chronicmyeloid
leukemia, CML).

» Leucemia linfocitica o linfoblastica aguda (LLA o acutelymphocytic
leukemia, ALL).

» Leucemia linfocitica crénica (LLC o chronic lymphocytic leukemia,
CLL). (Harris et al.2000)

l.4.1. Leucemias agudas.

Son de rapida evolucion, y desde hace algunas décadas, de curso
fulminante. Son expansiones neoplasicas de células inmaduras (blastos) en la
médula 6sea y en la sangre periférica y aumento en la cuenta total de leucocitos
(Turgeon, 2006).

En nifios, la gran mayoria de las leucemias son de tipo agudo, mientras que
en los adultos las leucemias cronicas son las mas comunes. El prondstico de
supervivencia en las formas agudas no tratadas es de varias semanas a varios
meses, en comparacion con las formas cronicas sin tratar, cuyo pronostico de
supervivencia es prolongado, de meses a muchos afios después del diagnostico
(Turgeon, 2006).

1.4.1.1 Leucemia linfoide aguda (LLA)

Existe consenso en que las neoplasias precursoras que se presentan como
tumores solidos y aquellas que involucran componentes medulares o sanguineos
son biolégicamente la misma patologia, pero con diferente presentaciéon clinica.
La participacion de componentes medulares o sanguineos son principalmente
factores de prondstico y presentacién no de clasificacion. Sin embargo, las bases
biologicas de las diferentes presentaciones clinicas no han sido suficientemente
esclarecidas. Todas las leucemias neoplasicas de precursores T y B retienen el

término de leucemia linfoblastica aguda (LLA) (Harris et al., 2000).
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La LLA se caracteriza por la acumulacion de células linfoides malignas en la
médula 6sea y en muchos casos en la sangre periférica (figura 2). Es una
enfermedad heterogénea desde el punto de vista morfoldgico, citogenético, de
analisis de marcadores de superficie celular, de sondas génicas y en funcion de

Su aspecto clinico (vVasquez-Palacio et al., 2002).

.

Figura. 2. Hemograma de un paciente con LLA
(Fuente: Mc Donald, 1991)

Existen una serie de factores pronosticos que se han relacionado con un
mayor riesgo de recidiva y por consiguiente con una mayor tasa de mortalidad
precoz en la LLA de la infancia. Asi, los factores prondsticos determinantes son:
las anomalias cromosémicas y el fenotipo inmunoldgico, la infiltracion del SNC, el
numero de leucocitos, la edad al diagnostico y por ultimo, la presencia de masas
tumorales (Pérez Gonzalez et al., 1999). Se estima que hasta en el 60% de las
leucemias agudas hay alguna alteracion cromosOmica, principalmente
translocaciones, inversiones, deleciones, monosomias 0 trisomias (Trigg et al.,
1996).

Las alteraciones cromosOmicas que ocurren en las células malignas de la
médula O6sea en pacientes con LLA tienen relacion con la biologia de la
enfermedad y pueden indicar la ubicacion de genes implicados en la
leucogénesis. Tales alteraciones definen subgrupos de pacientes, son

importantes para el prondstico y deben tenerse en cuenta en la seleccion de la
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terapia. La identificacion exacta de los cambios citogenéticos en las células

malignas tiene un papel fundamental en el diagndstico y tratamiento del paciente

(Rodriguez and Cardona, 2007).

Las LLA se han clasificado tomando en cuenta la Asociacion Franco-

América-Britdnica (FAB) la cual describe tres subtipos morfolégicos: L1, L2 y L3

(Bennett et al., 1976) (Tabla 1).

Tabla 1.Clasificacion de las leucemias linfoides agudas por (FAB)

HALLAZGOS
HISTOLOGICOS

L1

L2

L3

Predominio de células

Muchas células

Muchas células grandes.

Tamafio celular pequefias grandes. homogéneas.
heterogéneas.
Variable, con Moderadamente
Cantidad de citoplasma Escaso frecuencia mas o abundante

menos abundante.

Nucléolos Visibles, o no Uno o mas, grandes Uno o mas, prominentes
llamativos
Homogénea Variable, heterogénea Finamente punteada,

Cromatina nuclear

en cada caso.

homogénea.

Regular, pueden estar

Irregular, hendidos o

Regular, ovalados y

Forma nuclear hendidos o indentados. indentados. también redondos
Basofilia citoplasmatica Variable Variable Intensa
Vacuolizacion Variable Variable Prominente

citoplasmética

[.4.2. Leucemias croénicas.

Son de evoluciébn prolongada vy

se asocian a proliferaciones yl/o

acumulaciones, al menos inicialmente, de leucocitos maduros en la médula 6sea

y sangre periférica; asi como, cuentas leucocitarias totales que van desde muy

elevadas a menores de lo normal (Turgeon, 2006).
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l.4.2.1. Leucemia mieloide créonica (LMC)

Definicién e Historia de la LMC

La leucemia mieloide crénica (LMC) fue descrita por primera vez en 1845 por
Hughes Bennet, quien menciond que se trataba de una enfermedad infecciosa
gue causaba hipertrofia en higado y bazo hasta provocar la muerte. En 1870,
Neumann reconocié que las células leucémicas descritas se originaban en la
médula 6sea y casi cien afios después, en 1960 Nowel y Hungerford describieron
gue en este padecimiento existia un cromosoma anormal que se presentaba en
todos los casos de esta leucemia. No obstante, fue hasta el afio 1973 que Janet
Rowley describié que el cromosoma anormal era provocado por una translocacion
reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22, dandosele el nombre

de cromosoma Philadelphia (Ph) (Chavez-Gonzalez at et., 2010).

La Leucemia mieloide cronica (LMC), forma parte de las enfermedades
mieloproliferativas, desorden de las células madre pluripotenciales que se
caracteriza por un incremento de la hematopoyesis, resultando en un elevado
nivel de una o mas lineas celulares en sangre periférica y hepatoesplenomegalia.
Se observa ademas hipercelularidad con maduracion y sin displasia en la médula.
El prototipo de las enfermedades mieloproliferativas es la leucemia mieloide
cronica a cromosoma Philadelphia (Phl)+ [BCR/ABL+].Las otras entidades
aceptadas son la policitemia vera, mielofribrosis idiopatica y trombocitemia
esencial. Controversialmente, dentro de este grupo se incluye la clasificacion y
definicion de las leucemias mielomonociticas juveniles también conocidas como
leucemia juvenil mieloide crénica y la leucemia juvenil mielomonocitica cronica,

leucemia mielomonocitica crénica y leucemia mieloide crénicas atipicas (Harris et
al., 2000)

Actualmente se sabe que la LMC (figura 3), es un sindrome
mieloproliferativo crénico de naturaleza clonal, con origen en una célula madre
pluripotencial comun a la tres series hematopoyéticas. Fue la primera enfermedad

maligna asociada con una lesion genética (Rodriguez et al., 2007).
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La figura 3 muestra un hemograma caracteristico de un paciente con

leucemia mieloide crénica (LMC).

Figura 3. Hemograma de un paciente con LMC
(Fuente: Mc Donald, 1991)

Caracteristicas de la LMC

La LMC se caracteriza por la presencia del cromosoma Ph y su producto
oncogénico BCR-ABL en las tres series hematopoyéticas: granulocitica, erotroide
y magacariocitica (Rodriguez et al., 2007, Chavez-Gonzélez at et. 2009). La enfermedad
se presenta con un curso bifasico o trifasico y transita constituida por diferentes
etapas. Una cronica, caracterizada por la expansion de células mieloides con una
maduracion normal; el 90 % de los pacientes se diagnostican en esta etapa y de
ellos, el 15 o 20 % son asintomaticos al diagndstico. De la fase cronica
evoluciona a una etapa mas agresiva que sigue dos grandes patrones clinico-
hematolégicos: la fase acelerada (FA) y la crisis blastica (CB). Durante las fases
tardias de la enfermedad, las células leucémicas pierden la capacidad de
diferenciarse resultando en una leucemia aguda resistente a la quimioterapia
(Pavon et al., 2005, Rodriguez et al., 2007)

En ésta, la traslocacion c-abl pasa del cromosoma 9 al punto de ruptura bcr
en el cromosoma 22 y origina una nueva estructura genética de fusion
denominada bcr-abl, que codifica para la produccién de una proteina anormal de

tirosina quinasa que puede estar relacionada con la mielopoyesis desordenada
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gue se encuentra en la LMC, ya que esta proteina transforma las células
hematopoyéticas progenitoras alterando sus propiedades celulares como la
adhesion, proliferacion y apoptosis(Smith et al., 2008; Pavon M.V et al., 2005; Clark et
al., 2001).

Aunque la causa de la LMC es desconocida, se cree que puede aparecer
tras la exposicion a radiaciones ionizantes o a ciertos agentes quimicos, y la idea
de que su origen pueda ser multifactorial, fue planteada hace méas de 20 afios. Se
piensa que alguna anormalidad molecular adquirida pueda preceder a la
translocacién “t” (9,22). También tiene importancia la hipotesis de que la
generacion del gen de fusion bcr-abl en la célula pluripotencial bajo condiciones
de supervivencia inmunologica reducida, es suficiente para iniciar la expansion del

clon que modula el comportamiento de la enfermedad (Pavén et al., 2005).
Citogenéticade la LMC

El hallazgo diagnostico es la presencia del cromosoma Ph y de los
reordenamientos bcr-c-abl e infiltrado hepatico perisinusoidal. Las anormalidades
moleculares relacionadas con el cromosoma Ph han sido asociadas con la

fisiopatologia y el desarrollo de la enfermedad (Pavon et al., 2005).

Hasta hace poco se consideraba que la adquisicion del cromosoma Ph por
las células progenitoras hematopoyéticas les conferia a estas una ventaja
proliferativa del clon leucémico sobre la hematopoyesis residual normal, la cual
era suprimida indefinidamente. Recientemente se han publicado evidencias
clinicas y de laboratorio que han demostrado la persistencia de la hematopoyesis
Ph negativa en numerosos pacientes. Varios marcadores de clonalidad han sido
utilizados para mostrar que al menos algunas células no pertenecen al clon
leucémico y son aparentemente normales. La LMC de Ph-1 negativo tiene una
respuesta mas precaria al tratamiento y una supervivencia mas corta que los
pacientes Phl positivos. Sin embargo, los pacientes Ph-1 negativos que tienen el
reordenamiento del gen bcr/abl detectable por analisis de Southernblot, tienen

prondsticos equivalentes a los pacientes Ph-1 positivos (Smith et al., 2008).

11



Introduccién

El cromosoma Ph esta presente en el 95 % de los pacientes con LMC y
cerca de un tercio de los pacientes que aparentan tener un cariotipo normal, lo
tienen citogenéticamante oculto, pues expresan el BCR-ABL que representa la
expresion molecular del Ph. La translocacion t (9, 22) existe como Unica
anormalidad cromosémica a través de la fase cronica de la enfermedad y se
mantiene también durante las fases avanzadas, pero entre el 50 y 80 % de los
pacientes que adquieren anormalidades cromosdmicas adicionales con el avance

de la enfermedad(Pavén et al., 2005).

Mientras la translocacién es observada en el 100 % de las metafases al
diagnéstico, el porcentaje de las células Ph positivas disminuye con el
tratamiento, por lo que la respuesta a un agente terapéutico determinado puede
ser evaluada mediante el seguimiento de las metafases Ph positivas. Se ha
demostrado una estrecha relacion entre la evolucion citogenética y la progresion
de la enfermedad. Este hecho esta dado por la evidencia de que los cambios
citogenéticos adicionales al cromosoma Ph, acompafian, y en ocasiones

preceden a la transformacion aguda (Pavon et al., 2005).

Bases moleculares de la LMC

El desarrollo de las técnicas moleculares ha permitido reconocer que la
translocacion entre los cromosomas 22 y 9 es reciproca, ya que el cromosoma 9
transfiere a su vez una pequefia porcion de sus brazos largos al cromosoma 22.
Este material constituye el protooncogen ABL, que al unirse a la region BCR
(break point cluster region) del cromosoma 22, da origen al oncogén BCR-ABL

(Pavon et al., 2005).

Dependiendo del sitio de ruptura en el gen BCR, se pueden formar 3 tipos de
BCR-ABL; el gen hibrido predominante en la LMC clasica es derivado de la
disrupcion en el punto de ruptura mayor (M-BCR). El producto final de este gen es
una proteina de fusion citoplasméatica de 210 KDa, la cual es responsable de la
mayoria de las anormalidades fenotipicas de la fase crénica; puede ser b3a2, en

el 55 % de los casos 0 b2a2 en el 40 %. Esta proteina es la que se observa en
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mas del 95 % de los pacientes con LMC y en el 20 % de los pacientes con LLA.
Mucho menos frecuente, la LMC puede resultar del gen hibrido derivado del punto
de ruptura menor (m BCR) transcripciones (ela2); el resultado es la proteina de
190KDa que se observa en el 10 % de las LLA del adulto y en el 5 % de las LLA
pediatricas. Cuando el punto de ruptura sea en la region minima (m-BCR) con
transcripciones el9a2, en estos casos la enfermedad tiene fallos fenotipicos
particulares tales como monocitos, neutrofilia o trombocitopenia. Se corresponde
con la proteina de 230 KDa. Este es el punto de ruptura menos frecuente y se ha
descrito como forma neutrofilia de la LMC, semejante a la leucemia neutrofilica
cronica, pero Ph-positiva y asociada con el trascrito c3a2 del gen BCR-ABL (Pavon

et al., 2005; Chavez-Gonzélez at et. 2009).

A diferencia de lo que ocurre en la proteina ABL normal, en la BCR ABL la
funcion se ejerce de una forma constantemente descontrolada. La produccion
continua de esta enzima induce multiples interacciones proteicas que intervienen
en diferentes vias de transmision de sefales intracelulares, cuyas activaciones
conducen a la transformacion maligna celular, le confieren a las células de la LMC
ventajas de crecimiento e interfieren con los procesos celulares basicos como el
control de la proliferacion, la adherencia y la apoptosis. La enzima BCR ABL
estimula la transmision de sefiales mediante la liberacion de ATP de un grupo
fosfato que se une con las diferentes proteinas que le sirven de sustrato. Debido
al proceso de auto fosforilacion, existe un gran aumento de fosfotirosina en la
proteina BCR ABL, que crea sitios de union para otras proteinas (Pavon et al.,

2005).

La llegada de un ligando a la membrana citoplasmatica permite, al nivel de
esta, la creacion de un dimero que a su vez transmite sefiales hacia el interior del
citoplasma, y como consecuencia hay una cascada de sefales. La activacion de
ese sistema de sefales permite llevar el mensaje a los factores de trascripcion
dentro del ndcleo, los que a su vez lo llevan a la regién promotora del gen y
determinan la sintesis del ARN con la informacién de la proteina a sintetizar,

segun la sefial recibida(Pavon et al., 2005).
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I.5. COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (CPH)

[.5.1. Generalidades

El complejo principal de histocompatibilidad (CPH o MHC por sus siglas del
inglés major histocompatibility complex) es un conjunto de genes polimorficos
dispuestos dentro de una tira continua larga de ADN que estd localizada en
humanos en el cromosoma 6 en la banda 6p21.3; se diferencia del complejo H-2
en raton ubicado en el cromosoma 17. Estos genes codifican la expresion de
unas proteinas de superficie celular que reciben el mismo nombre, las cuales
tienen como funcién principal presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T para

Su reconocimiento y posterior activacion (Abbas et al., 2009).

Histéricamente, el locus CPH murinoH2, fue identificado y posteriormente
nombrado asi por su papel en la histocompatibilidad hace casi 60 afios por
George Snell. Poco después, Jean Dausset reconocio el CPH humano, o la
region del Antigeno Leucocitario Humano (o HLA por sus siglas en ingles Human
Leukocyte Antigen), la cual fue llamada asi porque estos antigenos fueron
identificados originalmente en la superficie de los leucocitos humanos
(Vandiedonck and Knight, 2009; Fernando at el., 2008). (Figura 4).

Esta region es una de las mejor estudiadas en el genoma humano debido a
la contribucion de multiples variantes de este locus con las enfermedades

inflamatorias, infecciosas, autoinmunes y trasplante de érganos.
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Figura 4.Genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad.
(Fuente: Solano et al., 2003)

[.5.2.0rganizacién genética

El CPH es una de las regiones de mayor extension del genoma humano,
abarca 3.500 klilobases (kb) de ADN y cuya secuenciacién se ha completado ya,
obteniéndose un mapa de su organizacién génica de alta resolucién. En términos
genéticos clasicos el CPH se extiende unos 4 centimorgans. Los genes de CPH
se organizan en regiones que codifican tres clases de moléculas: Una telomérica
llamada de clase I, otra centromérica llamada clase Il, y una tercera intermedia
denominada clase lll. Esta ultima regién de clase Ill contiene genes que codifican
proteinas que no tienen la estructura de las moléculas de clase | y Il (Abbas et al.,
2009) (Figura 5).
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1.5.3.Productos de los genes del sistema HLA

1.5.3.1. Los genes HLA de clase I: Codifican glicoproteinas transmembrana
denominadas moléculas HLA clase | clasicas:(HLA-A, HLA-B, HLA-C) que se
expresan en la superficie de casi todas las células excepto en el trofoblasto,
eritrocitos y neuronas. Las moléculas no clésicas: (HLA-E, HLA-F, HLA-G),
algunas se expresan en todas las células incluyendo el trofoblasto y otra como la
HLA-F no se expresa en la superficie celular (Vega Robledo, 2009).

Los genes de HLA clase II: Codifican glicoproteinas transmembrana
llamadas moléculas HLA clase Il clasicos: (HLA-DR, HLA-DQ y HLA DP) que se
expresan en la superficie de células especializadas del sistema inmune. También
el locus del CPH de clase Il contiene los genes que codifican las moléculas no
clasicas: HLA-DM, HLA-DN y HLA-DO se encuentran en vesiculas intracelulares.
(Vega Robledo, 2009).Como cada molécula de clase Il es en realidad un
heterodimero (a ), cada grupo de genes contiene al menos un gen que codifica
la cadena a (genes DRA, DQA1 y DPA1) y un gen que codifica la cadena f,
(genes DRB1, DQB1 y DPB1). Algunos individuos expresan ademas un cuarto
producto denominado DR51, DR52 o DR53, donde la cadena DR es la misma que
presenta la molécula HLA-DR, y esta cadena es producto de uno 0 mas genes
adicionales que poseen estos individuos en su genoma denominados DRB3,
DRB4 o DRB5, respectivamente(Fernando et al., 2008; Lopez-Martinez et al., 2005; Vega
Robledo, 2009).

Los genes de HLA clase lll: Codifican, ademas de otros productos, varias
proteinas secretadas que desempefian funciones inmunitarias, inclusive
componentes del sistema de complemento y moléculas relacionadas con la
inflamacion, entre ellas vale la pena mencionar: Factor de necrosis tumoral (TNF),
linfotoxina a y linfotoxina B, y algunas proteinas del shock térmico, factores del

complemento: 2,4 y factor B de la properdina) (Figura 5).

Solo las moléculas de clase | y Il estan involucradas en los eventos de
procesamiento y presentacién de los péptidos antigénicos a los linfocitos T para

su reconocimiento, activacion y proliferacion (Golsby et al., 2004).
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Figura 5. Mapa del CPH
(Fuente: Brandan et al., 2011)

1.5.4. Caracteristicas generales del sistema HLA.

El sistema HLA se caracteriza por el poligenismo, el polimorfismo (tabla 2) y
la codominancia. El poligenismo esta referido a que existen varios genes y
moléculas de clase | y de clase Il dentro del CPH. Cada uno de estos genes a su
vez es polimorfico; lo que quiere decir que la secuencia de los genes (y de las
proteinas codificadas por ellos) difiere entre los individuos de la poblacién.

Existen mas de 250 alelos para algunos de estos genes en la poblacion.

Los genes de los locus de CPH se encuentran muy cercanos entre si, por
esta razon, casi todas las personas heredan los alelos unidos en forma estrecha
como dos grupos, uno del padre y otro de la madre, llamados haplotipos y esta
expresion de ambos progenitores es lo que se conoce como codominancia que se

heredan de acuerdo con las leyes de Mendel (Lépez-Martinez et al., 2005).

La posicion que ocupa un determinado gen en un cromosoma se le

denomina locus y cada una de las formas alternativas de un gen polimorfo se le
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conoce con el nombre de alelo, se hereda separadamente de cada padre. Los
genes son segmento especifico de ADN que controlan las estructuras y funciones
celulares, la unidad funcional de la herencia (Shankarkumar, 2004). Para los genes
polimorfos, un individuo puede tener el mismo alelo en el locus génico de los dos
cromosomas del par, y entonces se dice que es homocigoto, o bien tener dos
alelos diferentes, uno en cada cromosoma y se denomina heterocigoto (Abbas et
al., 2009).

Varios cientos de variantes alélicas diferentes de moléculas CPH clase | y
clase Il se identifican en el hombre (Figura 6). Sin embargo, cualquier persona
solo expresa una cifra pequefia de estas moléculas hasta seis diferentes
moléculas clase | y hasta 12 moléculas clase Il distintas. No obstante, esta cifra
limitada de moléculas de CPH debe ser capaz de mostrar una disposicion enorme
de diferentes péptidos antigénicos a células T y permitir que el sistema inmunitario
responda de manera especifica a una variedad amplia de retos antigénicos
(Fernando et al., 2008; Lopez-Martinez et al., 2005; Vega Robledo, 2009).

El polimorfismo no se explica solo como resultado de una combinacion al
azar, sino que algunos haplotipos se encuentran en mayor frecuencia a la
esperada. Este fendmeno se conoce como desequilibrio de ligamento y se
corresponde, pues, a la mayor frecuencia observada para una combinacion
particular de alelos en un haplotipo que la esperada con base a las frecuencias de

los mismos considerado individualmente.
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Tabla 2. Polimorfismo HLA

Polimorfismo HLA

Tipo Numero
Alotipos
CLASE | A 218
B 439
C 96
E 4
F
G 6
CLASE |l DM 10
DO 3
DP 100
DQ 59
DR 319

(Fuente: http://inmunologiaenlinea.es/index)

Para explicar este fenomeno, se ha propuesto la intervencién de varios

procesos que no son excluyentes entre si:

a) Que los haplotipos con representacion mayor en la poblacion actual

reflejarian las combinaciones de alelos presentes en los fundadores (esto

es por ejemplo lo que ocurriria en la poblacién india de América).
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Figura 6. Inmunologia en linea.
(Fuente: http://inmunologiaenlinea.es/index)

b) Que se presente como consecuencia de los efectos del proceso evolutivo; por
ejemplo, algunas combinaciones de alelos proporcionarian resistencia a ciertas
enfermedades y harian que se seleccionaran y estuvieran representadas en
mayor frecuencia mientras que otros que podrian generar efectos perjudiciales,
como mayor susceptibilidad enfermedades, y se expresasen con menor

frecuencia debido a un proceso de seleccion negativo.

[.5.5.Funcién de las moléculas HLA clase | y clase Il

Las moléculas de clase | acttan como receptores de péptidos enddgenos o
citoplasmaticos propios 0 no propios provenientes de antigenos tumorales o
virales, para facilitar su reconocimiento por células TCD8+ (o linfocitos
citotoxicos); las células presentadoras de antigeno que expresan tanto HLA | y 1l
en su membrana, también pueden presentar péptidos procedentes de proteinas
exdégenas que van a ser reconocidas también por linfocitos TDC8+, para su
reconocimiento, activacion y proliferacién, en un mecanismos de presentacion

cruzada (Kovacsovics-Bankowski etal.1995;Norbury at el 1995).
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Las moléculas clase Il tienen como funcién ligar péptidos antigénicos
derivados de proteinas exdgenas endocitadas por la célula presentadora de
antigenos profesionales (ya sean proteinas propias de la célula, patogenos
extracelulares o de antigenos intravesiculares), y presentarlo a linfocitos TCD4+
para su reconocimiento, activacion y proliferaciébn (Fernando et al., 2008; Lopez-

Martinez et al., 2005; Vega Robledo, 2009).

Las moléculas de clase Il poseen una distribucién tisular muy restringida y se
expresa constitutivamente en la superficie de las células presentadoras de
antigenos profesionales (CPA). Células dendriticas, células de Langerhans,
linfocitos B, macréfago/monocitos, y en otras células como: epitelio timico, células
de Kupffer, y linfocitos T activadas (Fernando et al., 2008; Lopez-Martinez et al., 2005;
Vega Robledo, 2009, Vyas et al., 2008). El interferon gamma (IFN-y) estimula la
expresion de las moléculas de HLA clase Il en aquellas células donde

normalmente no se expresan (Shankarkumar 2004; Marti y Jaraquemada, 2006).

Las moléculas de clase Il, a diferencia que las de clase |, unen péptidos de
mayor tamafio que oscilan entre 12 y 34 aa. La forma de union del péptido a la
cavidad de union es también distinta a la de clase I. En la hendidura de CPH-II el
péptido queda unido por su secuencia central (core), quedando libres los

extremos del péptido a cada lado de la hendidura (figura 7).

21



Introduccién
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Figura 7.Moléculas de la clase | y Il
(Fuente: Solana et al., 2003)

La variabilidad observada en la secuencia de dichos péptidos también se
halla sujeta a una cierta restriccion que depende de la molécula de clase II.
Aunque las posiciones de anclaje del péptido a la hendidura no son tan
constantes como para la clase |, los aminoacidos en dos o tres posiciones
extremas (generalmente, 2 o0 4 y 9) de la secuencia central del péptido son las
posiciones principales de anclaje al CPH y por lo tanto las que definen el motivo

estructural especifico de alelo.

|.5.6.Estructura de las moléculas del sistema HLA clase | y clase Il

Las moléculas de clase I: constan de dos cadenas polipeptidicas unidas de
forma no covalente: una cadena alfa codificada por el sistema HLA (o cadena
pesada) de 44 a 47 KDa y una subunidad de 12 KDa no codificada por el CPH
denominada 32- microglobulina (figura 8). La cadena a esta orientada de manera

gue aproximadamente tres cuartas partes del polipéptido completo se extienden
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dentro del medio extracelular, un breve segmento hidréfobo cruza la membrana
celular y los aminoéacidos carboxilicos terminales se localizan en el citoplasma.
Los segmentos amino terminal (N-terminal) a1 y a2 de la cadena alfa, cada uno
con una longitud aproximada de 90 aminoé&cidos, interactian para formar una
plataforma de una lamina de ocho hebras antiparalelas con plegamiento B que
soportan dos hebras paralelas de hélice a. Esta forma la hendidura de union a los
péptidos de las moléculas de la clase I. El tamafio es suficientemente grande
para fijarse a péptidos de 8 a 11 aminoacidos con una conformacion extendida y
flexible. Los extremos de las hendiduras de unidén a los péptidos de la clase |
estan cerrados, de forma que los péptidos grandes no pueden unirse. El mayor
polimorfismo de estas moléculas estan limitados a los dominios a1 y a2 donde
contribuyen a producir variaciones ente diferentes alelos de la clase | en la union

a los péptidos y en el reconocimientos por los linfocitos T (Abbas et al., 2009).

Class | MHC Figura 2 |

Peptide-binding
’ cleft x / Peptice

Pa-
microglobufin
Transmembrane
region

—3 Disulfide bond  ------

Ig domain

Figura 8.Estructura de una molécula del CPH de la clase II.
(Fuente: Abbas et al., 2009).

La molécula de clase Il es un heterodimero compuestos por dos cadenas
polipeptidicas asociadas de forma no covalentes, una a de 32 a 34 KDa y una 3
de 29 a 39 KDa. Ambas cadenas estan codificadas por genes polimorfos del CPH

(Abbas et al., 2009). La molécula clase Il se divide estructuralmente en una regién
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extracelular y otra intracelular. La region extracelular se divide en segmentos de90
aminoacidos, a1, a2, B1, B2. A diferencia de la clase, la zona de union al péptido
esta formada por ambas cadenas, segmentos a1 y B1, respectivamente (figura
9).Estas cadenas forman la hendidura, al igual que en la molécula clase I, los
residuos mas polimoérficos se concentran en esta area. La region similar a
inmunoglobulinas est4d formada por los segmentos a2 y p2. Se cree que la
relacién entre células CD4+ y moléculas de clase Il se debe a la union entre la
molécula CD4 y los residuos no polimoérficos del segmento B2. La regién
intracelular también comprende una zona intramembrana-celular y otra
intracitoplasméatica. Aunque se conoce menos acerca de estas regiones, se cree
gue son similares a las descritas en clase | (Lopez-Martinez 2005). Los segmentos
amino terminales a1 y 1 interactuan para formar la hendidura que se unen a los
péptidos. Cuatro hebras del suelo de la hendidura y una de las hélices estan
formadas por a1, mientras que las otras cuatro hebras del suelo y la segunda
hélice estan formadas por B1, en el interior y alrededor de la hendidura que se

une a los péptidos.

El mayor polimorfismo en estas moléculas clase Il se encuentran en la
cadena B. Los extremos de la hendidura que se une a los péptidos estan abiertos,
de manera que pueden entrar péptidos de 30 aminoacidos o mas. Los segmentos
a2 y B2 de las moléculas de la clase Il, estan plegados en dominio de Ig y no son
polimorfos entre varios alelos de un gen particular de la clase Il. El punto de unidn
para CD4 es un bucle presente en el segmento 32 de las moléculas de la clase II.
En general, las cadenas a de un locus del CPH de la clase Il (p.ej., DR) se
emparejan mas a menudo con cadenas B del mismo locus y con menos

frecuencia con cadenas 3 de otros locus (ej. DQ, DP) (Murphy, 2009).
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Figura 9. Estructura de una molécula del CPH de la clase II.
(Fuente: Abbas et al., 2009).

I.6. Procesamiento antigénico

Es el conjunto de mecanismos de degradacion del antigeno tanto endégeno
como exdgeno para su presentacion a células T una vez unida a moléculas de

HLA 1 o Il, respectivamente.

1.6.1.Via de presentacién antigénica.

La especificidad de las respuestas de las células T la determina el
reconocimiento por el receptor de antigeno, el complejo TCR/CD3. El ligando de
este receptor son fragmentos de antigenos presentados por moléculas del
complejo principal histocompatibilidad (CPH). Es decir, a diferencia del complejo
receptor de inmunoglobulinas en la célula B, que reconoce antigenos libres en el
espacio extracelular, las células T reconocen los antigenos de una forma
“restringida” por el CPH; y el complejo TCR/CD3 reconoce no solo el “antigeno”
sino también a la molécula de histocompatibilidad (figura 10). Generalmente,

existen dos rutas independientes de procesamiento de antigenos; extracelulares e
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intracelulares que tienen un profundo impacto en la regulacién del sistema inmune
al afectar a la actividad de dos subpoblaciones de linfocitos funcionalmente
distintas, las células TCD4+ cooperadoras (Th) y las TCD8+
citotoxicas/supresoras (Tc) (Pérez-Rodriguez, 2005). Asi que los linfocitos T
citotoxicos solo reconocen fragmentos peptidicas unidos a las moléculas CPH de
clase | y los linfocitos T colaboradores los péptidos asociados a las moléculas de
clase Il.

El procesamiento y la presentacion del antigeno son procesos que ocurren
dentro de una célula presentadora de antigeno (CPA), y resulta en la
fragmentacion de proteinas antigénicas (protedlisis) y la asociacion de esos
fragmentos (péptidos antigénicos) con moléculas del CPH; ya sea de clase | o
clase I, finalmente la expresion de ese complejo péptidos- moléculas CPH sobre
la superficie celular, donde ellos pueden ser reconocidos por el receptor de la
célula T (TCR). Sin embargo, la via que conduce a la union de fragmentos de
proteinas con moléculas CPH es diferente para clase | y para clase Il. Las
moléculas de clase | presentan productos degradados derivados de proteinas
(enddgenas) intracelulares del citosol, (tales como virus, bacterias intracelulares o
transformaciones celulares). Las moléculas de clase Il del CPH presentan
fragmentos derivados de proteinas (exdgenas), extracelular localizadas en el
citosol (vyas, 2009).

e [}
o ¢
@ @ / Antigeno
exogeno
——Procesamiento
| o ‘ v.fo TC/R\p\ \'Q‘R TCR- )

Anugeno MHC-I \\‘.. NS 3) MHC.. ‘\‘:‘-' ‘\".3
endogeno | [ ] )
S — ~No< | c : f

Peptido J Péptido ‘\.j

Figura 10.Presentacion de péptidos antigénicos a los linfocitos T
(Fuente: Marti y Jaraguemada, 2003)
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Procesamiento y presentacién del antigeno en las células que expresan

moléculas de clase | y |l
Presentacidon antigénica de las moléculas HLA clase |

Los péptidos que se presentan unidos a las moléculas del CPH derivan de
proteinas citosolicas, la mayoria de las cuales se sintetizan en las células

nucleadas.

Y Produccién de
proteinas en el citosol

g .)Degradaom proteolitica
de proteinas citosolicas

IS
) Transporte de péptidos
desde el citosol al RE

la clase | en el RE

péptido-molécula de
clase | en Ia superficie
clylar

( rTxpnsiOn de complejos

Figura 11.Procesamiento antigénico via endégena
(Fuente: Abbas et al., 2009)

Degradacion proteolitica de las proteinas citosélicas

Esta via de procesamiento es mediada por una enzima multicatalitica, el
proteosoma responsable de la degradacién de proteinas en el citosol es un

complejo enzimatico multiproteinico cuyo peso es aproximadamente 700 KDa,
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aparece como un cilindro compuesto de un conjunto de anillos cada uno
compuesto por siete subunidades, se encentra en el citoplasma de la mayoria de
las células. Antes de su catabolismo las proteinas citsélicas son modificadas
mediante la unién covalente de varias copias del polipéptido ubicuitina. De esta
manera las proteinas modificadas son reconocidas por el proteosoma que facilita
su degradacion.

Transporte de los péptidos desde el citosol

Los péptidos generados en el citosol deben ser traslocados al interior del
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) donde estan las moléculas de clase |
recién sintetizadas para unirse a ellas. En este proceso participan los
trasnportadores dependientes de ATP denominadas TAP (transportadores
asociados con la presentacion antigénica) TAP1/TAP2 presentes en la membrana
del RER. Los péptidos traslocados dentro del RER se uniran a las moléculas de
clase | adheridas al dimero TAP en la cara luminal de la membrana del RER. La
sintesis y el ensamblaje de las moléculas de clase | necesitan la presencia de

chaperonas presentes en el RER.

Ensamblaje de los complejos péptido —molécula de clase | en el RER

Cuando la cadena a de la molécula de clase | se sintetiza se une
temporalmente a una proteina chaperona denominada calnexina que la mantiene

parcialmente plegada.

Al unirse la cadena a de la molécula de clase | con la B2-m se forma el
heterodimeroa-B2-m.En este momento el heterodimero se disocia de la calnexina
y se asocia con un complejo de proteinas. Una de ellas la calrreticulina, cumplira
funciones de chaperona similares a la calnexina. Otra proteina de este complejo
es la tapasina que se une a la TAP-1 del heterodimeroTAP1/TAP2. De esta

manera la molécula de clase | unida a TAP-1 espera la llegada del péptido. La
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unién del péptido estabiliza a la molécula de clase |. Se libera luego de TAP y
deja el RER para ser transportada hacia la membrana celular.

Expresion en superficie de los complejos péptido-clase |

Los complejos péptido molécula clase | estables se mueven del interior del
RER a través del complejo de Golgi se transporta hacia la superficie celular
mediante vesiculas exociticas (Abbas et al., 2009, Vyas, 2009).

Presentacidon antigénica de las moléculas HLA clase Il

La secuencias de acontecimientos en el procesamiento y presentacion

antigénica de las moléculas de clase Il se da en varias etapas (figura 11):

Captacion de las proteinas exogenas en los compartimientos
vesiculares de las CPA: La mayoria de los péptidos asociados a la clase Il
derivan de antigenos proteinicos que son captados e interiorizados en los
endosomas por CPA. Después de su interiorizacion, los antigenos proteinicos se
localizan en vesiculas intracelulares unidas a la membrana que se denominan
endosomas que contienen enzimas proteoliticas y un pH acido. La via endosomas
del trafico proteinico intracelular se comunica con los lisosomas, que son
vesiculas mas densas rodeadas de membrana que contienen enzimas. Los
microbios particulados se interiorizan en vesiculas denominadas fagosomas, que

se pueden fusionar con los lisosomas, lo que dan lugar a los fagolisosomas.
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Figura 12. Procesamiento antigénico via exégena
(Fuente: Abbas et al., 2009)

Procesamiento de las proteinas interiorizadas en las vesiculas
endosOmicas y lisosdmicas: Las proteinas interiorizadas se degradan por
accion enzimatica que tienen un pH 6ptimo en los endosomas y lisosomas, para
dar lugar a los péptidos, muchos de los cuales tienen propiedades estructurales
gue les permiten unirse a los lugares de fijacion a péptidos de las moléculas del
CPH de la clase Il. Las proteinas degradadas o escindidas parcialmente se unen
a las hendiduras con extremos abiertos de las moléculas del CPH de la clase Il y
después son recortadas por enzimas hasta su tamafio final. Aunque la mayoria
de los péptidos que se unen al CPH de clase Il deriva de proteinas interiorizadas
desde el medio extracelular, de manera ocasional también entran en la via de la
clase Il proteinas citoplasmaticas y de membrana. En algunos casos esto se
puede deber a la via celular normal de recambio del contenido citoplasmatico, lo

gue se denomina autofagia.

Biosintesis y transporte de las moléculas del CPH clase Il: Las cadenas
alfa y beta de las moléculas de clase Il se sintetizan y ensamblan en el reticulo
endoplasmatico (RE), junto con proteina llamada una cadena invariante (li; o
CD74), este complejo es transportado a través del aparato de Golgi por unas
vesiculas hasta llegar a los endosomas donde se encuentran los péptidos

antigénicos.

30



Introduccién

Asociacion de los péptidos procesados a las moléculas del CPH de la
clase Il en las vesiculas: En este compartimiento 4cido, la cadena invariante es
degradada por accién del pH &cido y de las proteasas endosomales, quedando
una porcion de la cadena li de 24 aminoacidos ocupando el sitio de unién del
péptido, denominado CLIP (péptido invariante asociado con clase Il). El péptido
CLIP permanece unido a las moléculas de clase Il hasta que interacciona con una
molécula de clase Il llamadas HLA-DM, esté disociara el CLIP permitiendo la

union del péptido a la molécula de CPH clase Il

Expresion de los complejos péptido-clase Il en la superficie de las CPA:
Las moléculas del CPH clase Il se estabilizan por los péptidos unidos .Finalmente,
los complejos estables péptido- molécula clase Il se expresan sobre la superficie
de las CPA donde se presentan para su reconocimiento por los linfocitos TCD4+
especificos cuyo coreceptor CD4 (del inglés cluster of differentiation) cumple la
funcién esencial de unirse a las regiones polimorfas de las moléculas de clase
lI(Abbas et al., 2009, Vyas, 2009).

Si la molécula presentada resulta extrafa, la célula T cooperadora se activa
y secrete citocinas. Estas citocinas pueden activar a la célula presentadora de
antigeno y a linfocitos y células circundantes (respuesta predominante Thl), asi
como estimular la produccién de anticuerpos (respuesta de predominio Th2). La
clase de citocinas secretadas y por ende, la funcion que realicen, depende del tipo
de célula Th que responda. En todo caso existe una regulacion que al término del
estimulo antigénico; frena la respuesta, induce apoptosis de células activadas,

inhibe la inflamacién e inicia la reparacion (Vega Robledo, 2009).

l.7. Tipificacion de los antigenos HLA

Se entiende que la mayoria de alelos HLA son altamente polimérficos, como
ya se explico anteriormente, y cada especificidad definida en la superficie celular
representaria un alelo diferente a nivel genémico. Se han descrito numerosos
alelos para los diferentes loci HLA. Por lo tanto, se denomina tipaje HLA al

analisis llevado a cabo en el laboratorio para conocer los alelos HLA de un
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determinado individuo mediante métodos serolégicos, analisis de genes por
biologia molecular y métodos celulares. Este analisis de los antigenos de
histocompatibilidad tradicionalmente se ha realizado con un sistema de tipificacion
serolégica basados en la citotoxicidad mediada por anticuerpos y complemento,
prueba denominada “Microlinfocitotoxicidad” donde se utlizan sueros que
contienen anticuerpos especificos contra antigenos HLA. Estos aloantisueros se
obtienen de mujeres multiparas o individuos politransfundidos previamente
caracterizados en lo referente a la especificidad que ellos reconocen. Se han
obtenido también numerosos anticuerpos monoclonales, a partir de hibridomas
murinos o humanos. Los anticuerpos anti-HLA son muy especificos para los
determinantes estructurales individuales que caracterizan a los diferentes
antigenos del sistema HLA. Asi, si los sueros que contienen anticuerpos anti-HLA
se mezclan con linfocitos, los anticuerpos se unirdn Unicamente a sus antigenos

blancos especificos (Tristam et al., 1998).

El advenimiento de las técnicas de biologia molecular proporciona hoy en
dia una gran ventaja en la tipificacion de los antigenos HLA, ya que permiten
determinar la presencia de alelos que con los métodos de serologia eran
imposibles distinguir. Los niveles de resolucion de los antigenos que permiten
alcanzar los métodos moleculares son muy superiores a los seroldgicos, por lo
gue ahora los alelos HLA de clase Il pueden ser determinados con gran precision
por el uso de amplificaciones de ADN e hibridacion con oligonucleétidos. El
método define alelos sobre las bases de sus secuencias Vvariables,
proporcionando una informacion mas amplia que no podria obtenerse por las
antiguas técnicas. Es asi que desde que se descubrid la reaccion en cadena de
la polimerasa o PCR (del Inglés polymerase chain reaction) se han disefiado
diferentes tipos de reacciones para amplificar el ADN gendmico y facilitar su
posterior andlisis. Existen procedimientos que permiten realizar una tipificacion
molecular de “baja resolucién” que brinda informacion equivalente a las
especificidades seroldgicas y que para muchas aplicaciones de rutina son muy
adecuadas. Actualmente, se cuenta con técnicas de tipificacién molecular de “alta

resolucién” que permiten definir con precisién alelos DRB que posee un individuo
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(Fernandez et al., 1990; Gao et al., 1990; Gao et al., 1991; Bodmer et al., 1990; Lindel et al.,
1997).

Aunque todos los protocolos comienzan con una amplificacion gendmica,
los mismos difieren en la estrategia de analisis del ADN amplificado. El producto
de la PCR puede ser hibridado a una coleccion de sondas oligonucleotidicas
secuencias especificas y esta metodologia recibe el nombre de PCR-SSOP (del
inglés polymerase chain reaction sequence specific oligonucleotide-probe).
Alternativamente, los iniciadores (primers) pueden ser disefiados para amplificar
exclusivamente un alelo o un grupo de alelo en cuyo caso si se obtienen producto
de amplificacion, la muestra es positiva para ese alelo. Esta metodologia recibe

el nombre de PCR-SSP (polymerase chain reaction sequence-specif-primers)
(Arrazola-Garcia, 2005).

I.8.Aplicaciones al estudio del sistema HLA

El conocimiento cada vez mas preciso adquirido en los ultimos afios
respecto a la evoluciéon y funcion de genes y moléculas HLA ha permitido su

estudio aplicado a multiples disciplinas (Gomez-Casado, 2002):

* Legales: el polimorfismo del sistema HLA permite realizar estudios de
paternidad, ya que es muy improbable que dos personas no relacionadas
genéticamente posean los mismos antigenos HLA. Su poder de discriminacion

supera el de otros sistemas de proteinas.

* Evolutivas: el polimorfismo y el desequilibrio de ligamiento del sistema HLA
sirven como herramienta para relacionar filogenéticamente grupos poblacionales

humanos, alelos y loci genéticos entre intra e inter especies.

* Clinicas: Una de las aplicaciones clinicas del HLA es intentar establecer la
relacion entre la compatibilidad HLA y la supervivencia de los trasplantes de

organos. Por otra parte, existen estudios que relacionan ciertas moléculas HLA, e
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incluso determinadas secuencias de ADN, como factores de proteccion y
susceptibilidad a padecer enfermedades. Se ha postulado que el mimetismo
molecular entre ciertos patdgenos y péptidos autdlogos podria desencadenar una
respuesta especifica autoinmune. De alli la importancia de la tipificacion de los
antigenos HLA empleando diferentes métodos para la identificacion de los

mismos.

1.8.1.Asociacion HLA y enfermedad

Durante los estudios de asociacion se investiga la contribucion de los genes
de susceptibilidad a una enfermedad (o cualquier otro fenotipo). Desde hace
varias décadas se sabe que el padecimiento de ciertas enfermedades se asocia
con el incremento en la frecuencia de un determinado alelo HLA (tabla 3). Esta
asociacion cuando tiene un valor estadisticamente significativo, se viene
considerando como un factor de susceptibilidad o un marcador de riesgo a
padecer una determinada enfermedad. Esto puede cifrarse estadisticamente
como ‘“riesgo relativo” (RR) y da una idea de la mayor o menor probabilidad que
tiene un sujeto a padecer una determinada enfermedad si presenta dicho
marcador o alelo HLA con respecto a aquellos individuos que no lo tienen(Murphy
et al., 2010).Asi que el primer intento por correlacionar un sistema polimorfico con
susceptibilidad a enfermedades se realiz6 después del descubrimiento de los
grupos sanguineos, cuando se encontré en 1953 la primera asociacién entre
grupo sanguineo Ay cancer en el estbmago. Pero es a partir del descubrimiento
de los sistemas H-2 en el raton y HLA en humano, cuando el CPH se constituyo el

objetivo de estudios extensos de asociacion con enfermedad.

34



Introduccién

Tabla 3. Enfermedades asociadas a HLA.

Enfermedades Asociadas a HLA

Enfermedad Alelo RR
Espondilitis anquilopoyetica B27 70
Uveitis anterior aguda B27 10
Hemocromatosis idiopatica A3 7
Hiperplasia adrenal congénita B47 10
Enfermedad de Behcet B5 4
Narcolepsia DR2 30
Dermatitis herpetiforme DR3 17
Pénfigo vulgar DR4 15
Enfermedad Good-Pasture DR2 14
Enfermedad Celiaca DR3 12
Artritis reumatoide DR4 4

RR = riesgo relativo.
(Fuente: Manzanares et al., 2009)

El primer reporte de asociacion entre el sistema HLA y una enfermedad en
humanos fue presentado por Amiel en 1967, durante el tercer Taller Internacional
de Histocompatibilidad en Turin. Su estudio revel6 un aumento débil en la
frecuencia del antigeno HLA’4C’ (ahora HLA-B5, -B35, -B18) en pacientes con
enfermedad de Hodgkin (51%), al compararse con la frecuencia obtenida en
testigos sanos (27%). Sin embargo, fueron los estudios de Brewerton y
Schlosstein en 1973 los que iniciaron numerosos reportes de asociacion entre el
sistema de HLA y la susceptibilidad a enfermedades, al revelar una fuerte
asociacion entre la Espondilitis Anquilosante y el antigeno HLA-B27 (De Vries,
1994).Desde entonces, diferentes estudios han demostrado la asociacion entre
antigenos del sistema HLA clases | y Il con enfermedades. El descubrimiento de
otros genes en esta region (MIC, TNF, TAP y LMP) ha hecho necesario investigar

su posible participacién como genes de susceptibilidad (Pérez-Rodriguez. 2005).

Efectivamente, a pesar del alto polimorfismo de las moléculas HLA y de la
ampliacion del namero de subtipos alélicas de clase | y de clase Il, hoy se

conocen diversas enfermedades que estan asociadas a clase | y otras a clase |I.
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El nimero de enfermedades asociadas a alelos de clase | es menor que el de las
asociadas a clase Il.

Las enfermedades asociadas con los antigenos HLA tienen ciertas
caracteristicas que la identifican, algunas de ellas son: que poseen un origen y
mecanismo fisiopatolégico desconocido; una forma hereditaria de distribucion
pero escasa penetrancia; no asociacion absoluta con un antigeno HLA
determinado; se asocian con anomalias inmunolégicas y tienen poco o ningun

efecto sobre la reproduccién.

[.8.1.1. Asociacion HLA con enfermedades diferentes a leucemias

Existen diversos tipos de estudios tanto poblacionales como familiares que
demuestran la relacion entre un marcador genético particular HLA y diversos
estadios de la enfermedad. Estos estudios han proporcionado dos tipos distintos
de informacion; los de poblacion han servido para determinar estadisticamente la
frecuencia de la relacion entre un marcador genético particular HLA y una
enfermedad determinada. En contraste, los estudios familiares han servido para
demostrar eslabonamiento entre un gen de susceptibilidad a la enfermedad y el

marcador HLA (Parslow et al., 2002).

Se ha postulado una serie de hipétesis para tratar de explicar el mecanismo

de asociacion como (Pérez-Rodriguez, 2005):

1. Mimetismo molecular entre moléculas HLA y agentes infecciosos. Esta
hipétesis del mimetismo molecular comprende dos alternativas. La primera
sostiene que debido a la similitud entre el agente causal y el antigeno HLA, el
agente etiolégico se aprecia como propio y nho se desencadena una respuesta
inmunitaria, por lo que el agente causal produce la enfermedad sin interferencia
con la respuesta inmunitaria del receptor. La segunda alternativa sugiere que le
agente causal se mira como ajeno, y se origina una respuesta inmunitaria

vigorosa contra el agente etiolégico. Debido a la similitud del agente y el antigeno
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HLA la respuesta inmunitaria se dirige contra el antigeno HLA y es esta respuesta

“autoinmunitaria” la que produce la enfermedad (Parslow et al., 2002).

2. Modificacién de la estructura de las moléculas HLA. Propone que el agente
gue causa la enfermedad altera moléculas constituyentes normales del individuo y

las transforma en blancos de una respuesta autoinmune.

3. Moléculas HLA como receptores. Los antigenos HLA pueden actuar como
receptores de agentes infecciosos o de sus productos antigénicos, de esta forma,
la presencia de las moléculas HLA sobre la célula blanco se considera un
prerrequisito para la penetracion del patdgeno a nivel celular y para el desarrollo
de la enfermedad (Pérez-Rodriguez, 2005; Trabace, 2000).

4. Deficiencias en la respuesta inmune. Los antigenos del sistema HLA
participan en la regulacion de la respuesta inmunitaria, por lo tanto, cualquier
trastorno que se manifieste como aumento o defecto en la respuesta inmunitaria
podria implicar a los antigenos HLA y explicar su participacion en la

predisposicion genética a la enfermedad (Pérez-Rodriguez, 2005; Trabace, 2000).

5. Deficiencias de los antigenos HLA clase lll. Las deficiencias de antigenos
clase lll, solas o en desequilibrio génico con otro antigeno HLA, pueden asociarse
con la susceptibilidad a algunas enfermedades, por ejemplo: la deficiencia del
factor C2 del complemento se ha encontrado asociada con DR3 en el lupus
eritematoso sistémico, y el defecto en el gen CYP21 de la 21-hidroxilasa se ha

asociado con HLA-B47 en la hiperplasia adrenal congénita.

6. Falla en la seleccién. Existe la posibilidad que las moléculas HLA asociadas
con la enfermedad participen en la seleccion de las células T, con un receptor
(TCR) particular durante la seleccion positiva o negativa en el timo. La seleccion
de linfocitos T autorreactivos o moléculas deficientes en la presentacion de
péptidos antigénicos pueden contribuir en la patogénesis de la enfermedad.
Dependiendo de los péptidos presentados por las moléculas HLA, se originara

una respuesta inmunitaria protectora o una deficiencia en la respuesta inmunitaria
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gue pudiera favorecer el desarrollo de una enfermedad (Pérez-Rodriguez, 2005;
Trabace, 2000).

Debido a la asociacidon existente entre los alelos HLA y las enfermedades
autoinmunes, vale la pena tomarlas en cuenta para indicar los hallazgos
encontrados en estos Ultimos afios. Aunque los mecanismos subyacentes a la
asociacion del CPH no estan claramente entendidos, se ha sugerido como una
via de explicacién la ruptura en la tolerancia inmunoldgica a antigenos propios a
través de la presentacion aberrante de péptidos extrafios o propios por las
moléculas clase Il a los linfocitos T autorreactivos (Fernando et al., 2009). Dentro

de las enfermedades autoinmunes asociadas con HLA se pueden mencionar:

La Esclerosis Multiple (EM).Es un desorden desmielinante inflamatorio
cronico del sistema nervioso que se asocia con el haplotipo HLA-DR2. Esto se
observo por primera vez en 1972 y sigue siendo uno de los hallazgos mas
reproducibles en la genética del CPH. Debido al fuerte desequilibrio de enlace (del
inglés Linkage Disequilibrium o LD) de todo el haplotipo asociado, no esta claro si
el conductor principal de la asociacion es el aleloHLA-DQB1*06:02 o el
DRB1*15:01. Sin embargo, hay mas evidencia de la estrecha relacion del alelo
HLA-DRB1 *15:01 con el *15:03 en los afro-americanos y posiblemente, la

poblacién europea en comparacion con el HLA-DQB1* 06:02(Fernando et al., 2009).

La Diabetes Tipo 1 (DT1l): Es una enfermedad autoinmune cronica
caracterizada por la destruccion de células T que median la destruccion de células
beta de los islotes pancreaticos. Hasta la fecha, la mayoria de las evidencias
apoyan la variacion en el HLA-DQ como el principal locus de predisposicidén a esta
enfermedad. El papel predominante de los haplotipos DRB1*04-DQA1*03:01-
DQB1*03:02 y DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 en la susceptibilidad a DT1 en
poblaciones europeas, se ve confirmada por varios estudios (She, 1996). La
heterocigocidad para ambos haplotipos de riesgos confiere el importantisimo
riesgo genético conocido para la DT1. La formacion de dimeros DQ trans
especificos por transcomplementacion entre los alelos HLA-DQA1 y HLA-DQB1
en cromosomas homologos (DQA1*03:01/DQB1*02:01 y

38



Introduccién

DQA1*05:01/DQB1*03:02) pueden ser los responsables del incremento en el
riesgo heterocigoto. El HLA-DR4 (DRB1*04:05-DQB1*04:01) y DR9 (DRB1*09:01-
DQB1*03:03) han mostrado asociacibn con DT1 en poblaciones japonesas y
coreanos. El alelo DQB1* 06:02 se ha reportado de proteccién, de igual manera
es importante recalcar que en la poblacion latinoamericana se confirmé la
asociacion de los alelos de riesgo DRB1*03, DQA1*05:01, DQB1*02y
DQB1*03:02 con la DT1 y los alelos de proteccion DQB1*05:01 (Cifuentes et al.,
2010).

En general, los estudios hasta la fecha sugieren que tanto los genes HLA-
DR y HLA-DQ son importantes para determinar el riesgo de la enfermedad; sin
embargo, los efectos de los alelos individuales pueden ser modificados por los
haplotipos que lo portan (Fernando et al., 2009). El genotipo DPA1*01-
DPB1*02:02:02 fue el Unico genotipo asociado significativamente con Diabetes
Mellitus insulinodependiente (DMID) en una poblacion venezolana (Dausset, 1958).
En estudios familiares, el alelo DPB1*03:01 haplotipo DPA1*01:03-DPB1*03:01 se
encontr6 asociado con susceptibilidad, mientras que el DPB1* haplotipo
DPA1*01:03-DPB1*04:02y el haplotipo DPA1*01:03-DPB1*01:01 resultaron de

proteccion en la DMID (Benacerraf, 1981).

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Se ha vinculado al CPH como el
principal factor de riesgo genético en la susceptibilidad a esta enfermedad. Sin
embargo, la contribucion exacta atribuible al CPH con respecto al riesgo genético
total queda por determinar. Las asociaciones HLA mas firme con LES reside con
los alelos clase Il HLA-DR3 (DRB1*03:01) y HLA-DR2 (DRB1*15:01) y sus
respectivos haplotipos principalmente en poblaciones blancas. Estudios en
poblaciones no blancas han mostrado resultados contradictorios (Fernando et al.,
2009). Mientras que en la poblacion del noroeste de IrAn mostraron que el alelo
DQ6 (*06:01-*06:09) probablemente sea el asociado genéticamente con
susceptibilidad a LES. Esta asociacion de LES con varios antigenos HLA sugiere
gue los péptidos presentados por los antigenos HLA son numerosos y con
diferentes afinidades en los sitios de union al péptido de las moléculas HLA
(Rezaieyazdi et al., 2008). Los analisis anteriores ponen de relieve la importancia del

polimorfismo dentro de HLA-DR3-que contiene los haplotipos en la susceptibilidad
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a lupus. El resto de las sefales de asociacion en gran parte surgen de los alelos
de los genes de clase Il HLA-DRB*1, HLA-DQA*1 y HLA-DQB*1 (Fernando et al.,
2009).

La Artritis Reumatoides (AR). EI CPH representa aproximadamente un
tercio del total de los componentes genéticos de riesgo a la AR. Probablemente
no todos el riesgo atribuible al CPH estan asociado con la variacion en el HLA-
DRB1*. Cuando los subtipos HLA-DR susceptibles fueron considerados como un
grupo, Gregersen et al. (1987), noté una secuencia de aminoacidos compartida en
la posiciones 70-74 de la proteina de HLA-DRB1*. Estos alelos ahora se conocen
colectivamente como "epitope compartido”. El epitope compartido llevado por la
gran mayoria de los pacientes con artritis reumatoide, es un motivo de secuencia
5-bis en la tercera regién alélica hipervariable del HLA-DR de la cadenaB. Los
alelos mas comunes de susceptibilidad HLA-DRB1* con epitope compartidos
incluyen: *01:01, *04:01 y *04:04 presentes en personas de ascendencia
europeas y *04:04 y *09:01 en individuos de ascendencia asiatica(Fernando,
2009).En los estudios realizados en pacientes ecuatorianos que padecian de
artritis reumatoide se encontré una asociacion positiva entre los alelos DR4 vy el
DR14 (Aguirre et al., 2010), al igual que en otras investigaciones similares
realizados en poblaciones de Turquia e Italia, alli se revela una alta frecuencia de
los alelos DRB1*01, *04, *09 y *10 con la artritis reumatoide, mientras que el alelo
DRB1*13 y el DRB1*03 lo han reportado de proteccion(Ucgar et al., 2011; Sandoughi
et al., 2011).

Otras patologias de curso infecciosas e inflamatorias también se han
asociado con los alelos HLA en el caso de la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (IPF,
por su siglas en inglés Idiopathic Pulmonary Fibrosis), se ha observado que el
alelo DRB1*15:01 esta sobre expresado entre los caucasicos con IPF. Los
genotipos DPA1*02:02-DPB1*05:01 y DPA1*02:02:02-DPB1*03:01,
respectivamente, se asociaron fuertemente con el riesgo de infeccidn persistente
con el virus de la hepatitis B en asiaticos (Balducci-Silanoa y Layrisse, 1995; Kamatani
et al, 2009). EI alelo DPA1*02:02:02 se asocidé positivamente con
hiperseropositividad de niveles de anticuerpo después de la vacunacién anti
sarampion en nifios escolares en Estados Unidos (Ovsyannikova et al., 2004).
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[.9. Asociacién HLA con leucemias

El estudio de la asociacion HLA con las leucemias, se inici6 con la
investigacion de la susceptibilidad en el ratén para desarrollar leucemias y se
realizé con conocimientos limitados del complejo H-2. Gross (1961) demostrd que
cuando los filtrados libres de células de ratones AKR o C58 (cepa pura con una
incidencia muy alta de leucemia espontanea) eran inyectados a los ratones
recién nacidos de estirpe C3H/Bi o C57BR/cd (con baja incidencia natural de
leucemias) estos desarrollaban leucemia, mientras que los ratones adultos eran
resistentes. Interesantemente estas cuatro cepas (AKR, C58, C57BR, C3H) todas
tienen el mismo haplotipo del CPH H-2 ¥ (Gorer, 1956 y Gross, 1961).Lilly at al. (1964)
demostraron el papel del haplotipo H-2 en el desarrollo de leucemia por
inoculacion de extractos leucémicos en ratones de las generaciones segregadas
con diferentes tipos de H-2 *. El haplotipo H-2 ¥ causé incremento en la
susceptibilidad para ambas leucemias, la “virus- inducida” y la “espontanea”, pero
solamente en homocigotos. Estudios posteriores continuaron demostrando que el
desarrollo de la leucemia espontaneay la inducida por virus estaban influenciados

por H-2 ¥ (Lilly, 1966; Boyse et al., 1972).

Es importante mencionar que las investigaciones de leucemias en modelos
de ratones tratados con virus inductores de linfomas, demostraron la
susceptibilidad de las cepas de los ratones portadores del alelo del CPH-21-A ¥
en comparacion con la resistencia observada por las cepas de ratones portadores
de los alelos H-2 ?° o H-2% (Lilly, 1973; Lonai et al., 1982; Zijlstra y Mlief, 1986). Sin
embargo, la contribucion del CPH en el desarrollo de las leucemias aparece como
un elemento secundario dentro de un contexto multifactorial y poligénico. La
misma relacion de susceptibilidad y resistencia a la leucemia asociada al CPH,
ha sido observada en otras especies animales tales como: ratas, bovinos, aves y

conejos (Dorak, 2007).

En el humano el estudio sobre el papel del sistema HLA en la susceptibilidad
con leucemias comenz6 en la década de los 90, cuando se encontré que la
frecuencia del alelo HLA-A2 estaba aumentada en todos los pacientes (Dorak,

2007). En 1970 un segundo estudio en LLA amplié la primera asociacion HLA-A2 a
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las asociaciones de los haplotipos HLA-A2-B12 (walford et al., 1967). Aunque no
confirmado en todos los estudios, la asociacion HLA-A2 es una de las pocas
asociaciones de leucemia sefialadas en mas de un estudio y de hecho, una

asociacion significativa en los datos acumulados (Tiwari y Terasaki, 1985).

De alli en adelante, se han realizado diversos estudios para determinar los
alelos del sistema HLA implicados en la susceptibilidad a los diferentes tipos de
leucemias, ya sean crénicas o agudas, en nifios y en adultos. La mayoria de esos
trabajos examinaron un gran nuimero de pacientes y controles empleando las
mejores técnicas de tipificacion disponibles para el tiempo. Pero el estudio de
asociacion HLA mas extenso en leucemias se realizé con los datos del registro
Internacional de trasplante de médula en el afio 77 y 78. Estos estudios
analizaron un total de 1.834 pacientes con LLA, LMA y LMC tratados entre 1969 y
1985 (D’Amaro et al., 1984 y Bortin et al., 1987). Es interesante mencionar el estudio
de Navarrete et al. (1986) en pacientes con LMA y LLA donde encontré que
existia una disminucion de la frecuencia del alelo HLA-Aw19 en todos los
pacientes con LLA, mientras que en los pacientes con LMA, observé una
disminucién de los antigenos HLA-B18 y HLA-DR5 (DRw11). Estos resultados
sugieren que el antigeno Awl9 puede conferir cierto grado de resistencia al
desarrollo de LLA y que el HLA-B18 y/o el antigeno DR5 pueden ser factores de

resistencia para desarrollar LMA (Tristam et al., 1998).

Siendo la base los estudios realizados por Gorer (1956) en ratones, las
leucemias sigue siendo la patologia que mas dedicacion ha tenido en cuanto a su
asociacion con HLA. A medida que avanza la tecnologia para la determinacién de
estos genes, también se perfecciona su busqueda e identificacion especialmente

para
LLAy LMC.

En la LLA, se han reportado alelos asociados tanto de clase | como de clase
Il. En los estudios realizados por Dorak et al. (2002) en pacientes varones con LLA
infantil se describe una fuerte asociacion de las LLA con homocigocis HLA-DRB4*

(DR53). Esta especificidad DR53 esta codificada por el locus DRB4* en la region
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de HLA clase Il. EI DRB4* es uno de los loci que existen solo en haplotipos que
poseen HLA-DRB1*04, DRB1*07 y DRB1*09. Los niveles de expresion de DRB4*
es variable, (Leen MPy Goroski J. 1997) y se expresa no solo por el haplotipo HLA-
B57, DR7, Dwll (Knowles RW et al., 1986).El gen HLA-DRB4* o su producto de
proteina DR53 se han asociado con un mayor riesgo para todas los tipos
principales de leucemias. La mayoria de los haplotipos HLA-DR53 portan el alelo
HLA-A2 de susceptibilidad (Dorak et al., 2002).

Otro alelo asociado a la LLA que muestran una frecuencia elevada
considerada de alto riesgo en nifios iranies con LLA es el HLA-DRB1*04.
Mientras que el alelo DRB1*13 con una frecuencia disminuida en esta poblacion
se muestra como un marcador de proteccion (Yari F. et al., 2008). De igual manera
el alelo HLA-DRB1*15 en otra poblacion de pacientes infantiles con LLA, fue
reportado de riesgo para esa patologia (Wang et al., 2009).

En cuanto a la region HLA-DP, es poco lo que se conoce acerca de la
relevancia del polimorfismo en la respuesta inmunitaria; sin embargo, se han
descrito algunas asociaciones con diferentes leucemias.Pawelec et al. (1988),
utilizando a 254 pacientes con diferentes tipos de leucemias, fueron de los
primeros en sefalar la influencia de la region DP en la susceptibilidad o
resistencia a la LLA, mostrando una asociacion positiva con el DPw2 y DPw5,
ninguna con la LMC, mientras que el HLA-DPwl solo se observé asociado

positivamente a pacientes con leucemia aguda no linfoidea (Sanchez-Pérez et al.,
1986; Moent et al., 1984; De Jongh et al., 1984).

Estudios realizados por Taylor et al.(2002), revelan que la susceptibilidad a
leucemia linfoblastica aguda comun (LLA-c) en nifios, estaba asociada con un
alelo DPB1*02:01 en el locus HLA-DPB1, apuntando esta susceptibilidad a
mecanismos que involucran la presentacion de péptidos antigénicos especificos,
derivados probablemente de agentes infecciosos, por proteinas alotipica
relacionadas a DPB1*02:01 que conducen a la activacion de células T
colaboradoras que median la proliferacibn de células pre-leucémicas.
Recientemente, el gen HLA-DRB1*15 se sefial6 como factor de riesgo en nifios

con LLA (wang XJ et al., 2009) Se especula que la molécula HLA-DPB1*06:01 puede
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estar funcionalmente involucrada en leucemias infantiles (Taylor GM et al., 2009).
Ciertas hipotesis se han tejido en torno a la posibilidad de participacién de estas
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad en la patogenia de las
leucemias (Taylor M, et al., 2009). Todos estos antecedentes apuntan a que la region
DP, conformada por los alelos HLA-DPB1* y HLA-DPA1*, ambas cadenas con

diferentes polimorfismos, aparecen involucradas en la patogenia de las leucemias.

Asi como en la leucemia linfoide aguda se ha reportado una serie de
asociaciones positivas y negativas con las moléculas de HLA clase | y Il, también
en la leucemia mieloide cronica se han encontrado alelos de susceptibilidad y de
proteccién en el padecimiento de esta patologia. Estudios realizados en pacientes
iranies con LMC reporté una asociacion negativa del alelo HLA-DRB1*11 con la
LMC considerandolo de proteccion; mientras que con los alelos HLA-DQA1*05:05
y el HLA-DQB1*03011 se encontré una asociacion positiva indicando estos alelos
de riesgos para la LMC (Amirzargar et al., 2007). El alelo DRB1*11 y el DRB1*04 se

han reportado también de proteccion (Oguz et al., 2004; Posthuma et al., 2000).

Algunos virus imitan epitopos comunes HLA, como los adenovirus que
emplean un mecanismo de evasion y mencionado anteriormente. En la leucemia
mieloide cronica (LMC) una traslocacion entre en el cromosoma 9 y 22 da como
resultado la formacion de una proteina quimérica de bcr y abl detectada en el
95% de los casos de LMC. La proteina quimérica bcr-abl se expresa solamente
en células de LMC pero no en las células normales. Por tal motivo, la secuencia
de fusion puede actuar como blanco potencial del ataque de la respuesta inmune
mediada por los linfocitos T frente a las LMC. Postuma et al. (2000) describe la
expresion del DR4 asociada a la disminucion de la incidencia de LMC,
posiblemente por la presentacion de péptidos de fusion bcr-abl en esa molécula
HLA sobre la membrana de la célula leucémica. Se ha demostrado generar
linfocitos TCD8+ citotoxicos especificos de bcr-abl in vitro. El producto de la
traslocacion b3a2 es presentado por los alelos HLA-DRB1*1101(Pawelec G, et al.,
1996), DRB1*04:01 y DRB1*09:01 in vitro. Ninguno de estos alelos ha sido

asociado in vivo con proteccion en pacientes con LMC (Yasukawa M. et al 2001).
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Se ha publicado la asociacién positiva del alelo HLA DRB1*14 con la LMC
(Rosas-Cabral et al., 2003), donde algunos subtipos de este alelo se han postulado
como posibles blancos de reacciones autoinmunes por mimetismo molecular con
péptidos virales oncogénicos. Esta observacion es de particular interés debido al
mimetismo mostrado por varios virus oncogénicos para el epitope HVR3 del DR53
gue se extiende a los alelos DRB1*01, DRB1*10 y DRB1*14 (Dorak et al., 1999;
Schlehofer et al., 1996). En este caso en particular, interesa el mimetismo molecular
entre el adenovirus y los subtipos del alelo DRB1*14 (14:01, 14:07, 14:08, 14:10,
14:11, 14:14, 14:18, 14:23,14:26, 14:28, 14:31, 14:32, 14:34, 14:35, 14:36, 14:38
y 14:39), los cuales presentan el mismo cambio de posiciobn observado en el
aminoécido del epitope DR53 (Dorak et al., 1996). Este segmento mimetizado ha
sido identificado como un polipéptido de 7 aminoacidos de secuencia LLERRRA
de acuerdo a trabajos realizados por Dorak et al. (1994). Es de acotar también que
existen varios reportes que indican una asociacion entre t (9; 22) (q34; ql11) y
diferentes alelos HLA. Esta asociacion sugiere un posible papel de las células T
citotoxicas en la patogénesis de la enfermedad relacionado a las proteinas de
fusion bcr-abl, los resultados de algunas asociaciones negativas significantes
fueron observadas HLA-A* 02(b2a2, ala2), B*14(b2a2, b3a2, ala2). DQB1*03:03
(b2a2, b3a2), DQB1*06:03 (b2a2) DRB1* 04:01 (ala2), DRB1*07:01 (b3a2) y
DRB1*11 (b2a2) (Mundhada et al., 2007). Asi, individuos portadores de ciertos alelos
HLA capaces de unirse a péptidos derivados de los transcriptos de fusion bcr-abl
presenta una ventaja biolégica cierta para enfrentar esta enfermedad en
comparacion de aquellos que carecen de estos alelos. En estudios previos,
usando tipaje de alta resolucion para HLA-DRB, Yasukawa et al. (2000) reportaron
una asociacion positiva con HLA-DRB1*12:01/(b2a2) y DRB1*04:03,
DRB1*08:02, DRB1*14:03, DRB1*14.05 /(todos b3a2), ademas de una
asociacion negativa con DRB1*04:05, DRB1*08:03:02, DRB1*15:02/(todos b2a2)
y DRB1*08:03:02, DRB1*15:01/(ambos b3a2) en la poblacion japonesa.

En la literatura estda ampliamente descrita la importancia de la presentacion
de péptidos antigénicos previamente procesados por las moléculas HLA de clase |
o clase Il a los linfocitos T CD4+ 6 CD8+, para generar una respuesta inmunitaria

eficaz en la eliminacién de ese patégeno. Sin embargo, investigaciones han
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evidenciado que eventualmente esa misma respuesta que pudiera ser de
proteccién, se convierte en generador de respuestas dafiinas para el organismo.
Diversos hallazgos sugieren una respuesta por parte de los linfocitos T que es
autorreactiva, y que son inducidas por la presencia de virus que desencadenan
procesos descontrolados de proliferacién celular involucrandose en neoplasias.
Las leucemias son un tipo de neoplasia que pudiera estar asociada a tal evento, y
una explicacion de este hallazgo podria ser, que la expresion antigénica
favoreceria el reconocimiento en la célula leucémica de determinados péptidos y
supondrian una sefial de activacion del mecanismo citotoxico mediado por los
linfocitos CD8+. Todo ello sugiere la participacion de un determinado patrén
inmunofenotipico en la célula leucémica, con expresion de un mayor nimero de
moléculas antigénicas y cambios en el patron de dispersion, que podria ir

asociado a un aumento de linfocitos TCD8+.

De igual manera se han descrito asociaciones positivas y negativas de
haplotipos con LMC. La combinacion HLA-DR4/DR53/DQ8 de susceptibilidad en
pacientes  alemanes. (Manchilla et al. 2003) Yy los haplotipos
DRB*11/DQB1*03011/DQA1*05:05 y HLA-DRB1*04/DQB1*03:02/DQA1*03011
en iranies (Amirzargar et al., 2007) muestran una asociacion positiva y de riesgo para

esta leucemia.

La informacion hasta ahora descrita sobre los estudios de asociacion, ha
permitido identificar la presencia de genes HLA de susceptibilidad para las
leucemias, y que aun cuando no permiten explicar los mecanismos que
desencadenan esta patologia, sin embargo, conllevan a concentrar las futuras
investigaciones en esos alelos asociados a la enfermedad. Es asi oportuno
desarrollar estudios mas profundos utilizando entre otros, modelos experimentales
gue imiten los eventos que suceden in vivo de esta patologia. De esta manera, se
obtendria respuesta para resolver incégnitas que hasta ahora han bloqueado la
posibilidad de ofrecer a los pacientes que padecen leucemias la esperanza de
solventar su salud. Es necesario elaborar tratamientos eficaces y oportunos, asi

como la elaboracion de vacunas de proteccion.
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Por tal motivo, en base a los antecedentes mencionados y conociendo la
importancia de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad en la
respuesta inmunitaria mediante el procesamiento y presentacion antigénica. Se
plantea estudiar una vez que se ha identificado los alelos de susceptibilidad para
la LLA y LMC, luego de identificar los subtipos del alelo de riesgo en este caso del
HLA-DRB1*14, proceder a valorar los mecanismos inmunitarios antivirales de los
pacientes con LMC mediante la determinacion serologica de anticuerpos contra
adenovirus y la determinacion de linfocitos TCD8+ contra el epitope HVR3 vy
contribuir al planteamiento ulterior de una asociacién entre la infeccion viral,

presencia de alelos HLA asociados y una enfermedad neoplésica.

1.10. Epidemiologia de la leucemia

Pese a no ocupar los primeros lugares de morbilidad y mortalidad general,
las enfermedades hemato-oncologicas tienen gran relevancia debido a la elevada

incidencia de mortalidad en la poblacién infantil y adulta joven (Tirado Gomez et al

2007). Tal es el caso de las leucemias, de la cual se conoce que para el ailo 2000

unas 256.000 personas desarrollaron esta enfermedad, muriendo 210.000 (82%

de mortalidad). (Colin et al., 2001).

Las leucemias son mas frecuentes en hombres (56%) que en mujeres y la
incidencia varia de acuerdo a la edad y tipo de leucemia, aun cuando ocupan el
10mo lugar de morbilidad. En USA (en inglés United States of America),
representan el 25% de todos los canceres que se presentaron en nifios menores
de 20 afios en el periodo 1997-2002, siendo la leucemia linfatica aguda la mas
frecuente en este grupo de edad (~ 1/70,000 en adultos). En cambio en los
adultos, especialmente en los mayores de 50 afos, las mas frecuentes fue la
leucemia linfatica cronica y leucemia mieloide aguda (~ 1/10,000). La incidencia
de leucemia mieloide cronica (1,25/100,000) aumenta discretamente en mayores
de 40 afnos. En Europa, las leucemias tienen una incidencia de 2,6/100.000, con
un total de muertes el 2004 de 52.600 (3,1%). En Chile, de un total de 8.050
egresos hospitalarios por leucemia (CIE- 10, C91- C95) en el afio 2003, un 54,4%

correspondieron a personas de 10 afios y mas, con un total de 47.204 dias de

47



Introduccién

estada, y una tasa de letalidad de 3,54/100 egresos. En tanto la tasa de
mortalidad en ambos sexos fue 3, 7/100.000 (DEIS, 2002) con un total de 581
fallecidos; 54% correspondieron a hombres (4,0/100.000) y 46% mujeres
(3,4/100.000). Durante el afio 2004 se presentaron 486 casos nuevos de leucemia
en personas de 15 afios y mas, siendo entre un 60% a 70% leucemias agudas. El
total de casos estimados (leucemias crénicas y agudas) a tratar por afio seria
aproximadamente entre 450 — 500 casos pais. (Programa Cancer del Adulto,
PANDA, 2005)(Guia Clinica de leucemias en adultos, series clinicas MINSAL No.
45, 2007). En México en el afio 2002 ocupoé el segundo lugar en mortalidad, por
neoplasias malignas en nifios de 5 a 14 afos de edad, con una tasa de 2.71 por
100,000 habitantes (Tirado-Gomez y Mohar, 2007).

Es la mas comun de las neoplasias en nifios y su frecuencia es mayor entre
los 3y 5 afios, abarca el 25% de todos los canceres en menores de 15 afios. Su
incidencia anual es de 3 por 100.000 niflos. La LLA se presenta con una
frecuencia del 80-85% de los casos y la leucemia aguda no linfoide en el 20
%(Trigg et al., 1996; Heim y Mitelman, 1995; Pérez-Gonzalez et al., 1999).

Las LMC representan entre el 15 y el 20% del total de leucemias y su
incidencia en los paises occidentales se estima en 1,6 casos por 100.000
habitantes/afio. La edad mediana de su aparicion es de 53 afios, la incidencia
maxima se encuentra entre los 40 y 60 afios. Predomina ligeramente en varones,
con una relacion de 1.3:1. Alrededor de la mitad de los pacientes son
asintomaticos al diagndstico y la mediana de sobrevida global después de este es

de 4 a 6 afos (Rodriguez et al., 2007).

En el caso de Venezuela para el afio 2006 las leucemias ocupaban el
quinto lugar entre las diez principales localizaciones de cancer en hombres y
mujeres. En nifios y adolescentes menores de 15 afios, representa junto con las
neoplasias malignhas del sistema nervioso central y los linfomas, mas del 40% de
la patologia neoplasica infantil, donde solo el 30 % es susceptible a trasplante
(Capote Negrin, 2006).

Se ha sefialado, que la genética poblacional tiene un gran impacto en la

epidemiologia de las poblaciones, y eso puede ser una extraordinaria herramienta
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para el entendimiento del estado de salud, demografia, historia y Antropologia
considerando que étnicamente, las poblaciones mezcladas pueden ser analizadas
por regiones dentro de su propio pais (Gorodezky et al; 1992). Las cifras
epidemioldgicas presentadas anteriormente para Venezuela, motivan a dirigir la
atencion en la investigacion de leucemia en esta poblacion debido principalmente
a que estudios previos sobre antigenos de histocompatibilidad realizado por
Villalobos et al. (2003) en una poblaciobn mestiza venezolana observé un
incremento significativo en la frecuencia de los alelos HLA-B*39 y HLA-C*03 en
pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC).Varios haplotipos HLA clase | de
dos loci, mostraron diferencias significativas en estos pacientes LMC con respecto
a los controles. El haplotipo de tres loci HLA-A*02, B*40, C*03 se asocid
positivamente a la LMC con un alto riesgo relativo. En este estudio no se

encontro ningun tipo de asociacion con leucemia linfoide aguda.

La tipificacion de los alelos de HLA clase Il (DRB*1, DQB1*, DPA1*y DPB1%*)
a realizarse en el presente trabajo en pacientes con leucemia y sus potenciales
implicaciones patogénicas, complementa el estudio de asociacidon HLA en estos
pacientes mestizos venezolanos, constituyendo un aporte de importantes datos

para la compresion del origen de esta mortal enfermedad.
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Hipotesis Y Objetivos

Las asociaciones positivas 0 negativas de alelos del sistema HLA con el
desarrollo de enfermedades es un hecho patogénico establecido. Esta asociacion
se ha demostrado en entidades nosolégicas de muy diferente naturaleza
incluyendo procesos autoinmunes/inflamatorios, infecciosos y neoplasicos. La
consistencia de estas asociaciones es diferente entre distintas razas y etnias. En
leucemia linfoide aguda y leucemia mieloide crénica, las asociaciones positivas o
negativas con los alelos del complejo principal de histocompatibilidad (HLA)
varian enormemente de una poblacion a otra y entre grupos de pacientes. El
analisis molecular preliminar de posibles asociaciones positivas y negativas entre
LLAy LMC y los alelos HLA clase Il arroja resultados alentadores que permiten
sugerir su existencia y plantear que puedan participar a través de diferentes
mecanismos en la patogenia de la enfermedad. Entre ello se incluirian la falta de
presentacion de los antigenos o mimetismo con potenciales agentes microbianos

inductores de la enfermedad de caracter autorreactivo.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los alelos HLA clase Il de individuos sanos y pacientes con leucemia
(LLA o LMC) en una muestra de poblacion mestiza venezolana con el fin de
establecer las frecuencias alélicas, asociaciones HLA positivas 0 negativas y su

posible implicacion en la patogénesis de la enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

El presente estudio persigue los siguientes objetivos especificos:
1. Establecer la expresion de los alelos de la poblacién control mestiza
venezolana para validar el estudio inmunogenético.
2. Analizar en pacientes con LLA y LMC la frecuencia alélica de HLA-DRB1*,
DQB1*, DPAL1* y DPB1* e investigar sus posibles asociaciones positivas y

negativas con la enfermedad.
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3. Establecidas las posibles asociaciones, determinar los sub-tipos de alelos
asociados positiva y/o negativamente a las leucemias utilizando la técnica
PCR-SSP de alta resolucion.

4. Analizar con técnicas inmunologicas de evaluacion de la respuesta humoral
y celular de estos pacientes frente a diferentes diana celulares o posibles
secuencias peptidicas que pudieran estar mimetizadas por las moléculas

HLA producto de la asociacion.
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Materiales y Métodos

[11.1. Disefo del estudio

Se realiz6é un estudio prospectivo traslacional, de corte transversal, clinico y

experimental.

l1l.2. Poblacion de estudio y protocolo de seguimiento.

La poblacion de estudio estuvo conformada por 95 pacientes leucémicos y
48 individuos sanos mestizos venezolanos de tres generaciones. Esta se clasifico
de la siguiente manera: 47 pacientes con LLA en edades comprendidas entre 7
meses a 65 afios, 48 pacientes con LMC en edades entre 18 a 70 afios y 48
individuos sanos sin evidencia clinica de enfermedad autoinmune o tumoral en

edades comprendidas entre 8 a 78 afos.

Los pacientes fueron seleccionados previo diagnéstico de LLA y LMC por
examenes de citogenética, citometria de flujo y revision de historias clinicas, los
cuales asistieron a las consultas de Hematologia de los Hospitales de
Especialidades Pediatricas, del Instituto Venezolano de los Seguros Sociales
(IVSS) Dr. Adolfo Pons y Central Dr. Urquinaona, ubicados en el Municipio

Maracaibo, estado Zulia, Venezuela.

Tanto los pacientes como los individuos sanos fueron sometidos a la realizacion
de un cuestionario que sirvio para evaluar el estado de salud general y los

antecedentes familiares sobre enfermedades (anexo 1).

Todos los individuos en el estudio, fueron debidamente notificados acerca
del objetivo e implicaciones de participar en el presente estudio y se les pidio
firmar de manera voluntaria un consentimiento informado (anexo 2). Todos los
procedimientos realizados se rigieron por lo establecido en la Declaracion de
Helsinki (Ramiro, 2004), y en el Codigo de Bioética del Fondo Nacional para la
Ciencia y la Tecnologia de Venezuela (FONACIT) (Bricefio et al., 2002) para

procedimientos experimentales en humanos.
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111.3. Ambito de estudio.

El diagndstico de las LLA y LMC se realiz6 en el Laboratorio de Citogenética
y Citometria de Flujo del Instituto Hematol6gico de Occidente (Banco de Sangre)
y del Hospital de Especialidades Pediatricas de la ciudad de Maracaibo-estado

Zulia, Venezuela.

La tipificacion de los alelos HLA, que involucré la extraccion y amplificacion
del ADN se realiz6 en el Laboratorio de HLA e Inmunologia del Instituto
Hematolégico de Occidente (Banco de Sangre) de la ciudad de Maracaibo-estado
Zulia.

La concentracion de los ADN se midid en el Laboratorio de Neurociencias
del Instituto de Investigaciones Biologicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad del Zulia.

La serologia para adenovirus se realizo en el Laboratorio de Referencias

Viroldgica de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia.

El cultivo mixto linfocitario se llevd a cabo en el Laboratorio de HLA e
Inmunologia del Instituto Hematolégico de Occidente (Banco de Sangre) de la

ciudad de Maracaibo-estado Zulia.

La determinacion de marcadores linfocitarios TCD3, TCD4+, TCD8+ se

realizo en el Laboratorio de Citometria del Banco de Sangre del estado Zulia.

La estimulacion frente al péptido LLERRRA del adenovirus, se llevo a cabo
en el Laboratorio del Servicio de Nefrologia y Trasplante Renal del Hospital

Universitario de la ciudad de Maracaibo- estado Zulia.

lll. 4. Criterios de inclusion:
Para la tipificacion del HLA, se incluyeron pacientes con LLA vy

LMCdiagnosticados por estudio citogenético y citometria de flujo, con

sintomatologia caracteristica de leucemia que incluyeron los siguientes criterios:
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Fiebre persistente, sangrado, presencia de hematomas en piel sin que se
recuerde traumatismo alguno, vomito, falta de apetito, debilidad general, dolores
0seos, adenomegalia y hepatoesplenomegalia (Ministerio de Salud, 2007).

Para LLA, propension al sangramiento e infecciones; ademas de dolor en
huesos y articulaciones, propension a hematomas y sangrado (como encias
sangrantes, sangrado de la piel, sangrado nasal, periodos anormales), sensacion
de cansancio y debilidad, fiebre, inapetencia, pérdida de peso, palidez, dolor o
sensacion de llenura por debajo de las costillas, presencia de petequias (manchas
rojas en la piel), linfadenopatia (ganglios inflamados en cuello, axilas e ingle),

sudores frios (Pérez Gonzélez et al., 1999).

Para LMC, el cansancio intenso, fiebre no elevada, inapetencia, pérdida de
peso, sudoracidon nocturna, sensacion de llenura debajo de las costillas,

esplenomegalia (bazo inflamado) (Pérez-Requejo, 1987).

[11.5. Criterios de exclusion:

Para el estudio se excluyeron aquellos pacientes con LLA y LMC que habian
recibido transfusiones de sangre recientes, al igual que los individuos
aparentemente sanos con diagnoéstico de alguna patologia degenerativa,

neoplasica, procesos infecciosos y trastornos hematologicos.

[11.6. Recoleccion de la muestra.

Luego de ayuno nocturno (minimo de 8 horas) y bajo condiciones de
asepsia, a cada paciente con LLA y LMC, asi como a los controles, se les tomé 5
ml de muestra de sangre venosa periférica, mediante venipuntura, los cuales
fueron colocados en tubos estériles conteniendo 0,05 ml de anticoagulante EDTA

(del inglés Ethylenediaminetetraacetic acid) para la obtencion de sangre completa.
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lIl.7. Ensayos experimentales.

[11.7.1.Estudio molecular HLA clase Il.

Con el fin de analizar en pacientes con LLA y LMC las posibles
asociaciones positivas y negativas con los alelos HLA-DRB1*, DQB1*, DPAl* y
DPB1* se utilizé la técnica de PCR-SSP.

Se separo el buffy coat (capa de células blancas) de la sangre completa para
obtener el ADN necesario que sirvid para la determinacién de los alelos HLA de
clase Il (HLA-DRB1*, HLA-DQB1*, HLA-DPA1*, HLA-DPB1%).

Para la extraccion del ADN de la sangre de los pacientes con LLA, LMC y
controles, se utilizé el método “Salting- out” (Miller et al., 1988). Luego, para la
amplificacion genética se realizo la técnica de PCR-SSP (reaccion en cadena de
la polimerasa) usando cebadores con secuencias especificos de la region

amplificar.

Extraccion del ADN

La extraccion y separacion del buffy-coat: se realizé a partir de la sangre
completa, la cual fue mezclada suavemente y centrifugada a 1300g durante 10

minutos para la separacion de las células blancas (buffy-coat).

Para la lisis de las células rojas, se separ0 el plasma con una pipeta
Pasteur plastica y se tomé el buffy-coat el cual se transfiri6 a un tubo de
polipropileno de 15 ml con tapa, que contenia previamente 2 ml de buffer de lisis
de células rojas RCLB (del inglés ) luego se resuspendio con una pipeta Pasteur
desechable. Se agregé 8 ml de buffer de lisis de células rojas (RCLB Buffer de
lisis de células rojas) y se mezclé suavemente durante 1 minuto. Posteriormente,
se centrifugé durante 15 min a 1300 g y se descartd el sobrenadante, al
sedimento se le agregé 1 ml de RCLB y se mezcl6 como en el paso anterior,

luego se centrifugd a 1300g durante 15 min se descarté el sobrenadante al
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sedimento se le agregd 1 ml de solucién salina citrato (SSC) al 1X y se
resuspendi6. Se agreg6 2 ml de proteinasa K y se resuspendid, y se tapé el
tubo mezclandolo suavemente por inversion. Se incubé a 37°C en bafio de maria
durante toda la noche y se agreg6 1 ml de NaCl 5M, se agité vigorosamente por
15 segundos y luego se centrifugd durante 15 minutos a 15009 y el sobrenadante
se transfirié a un tubo Falcon de 15 ml.

Para la formacién de la hebra de ADN, se tom6 un volumen del
sobrenadante anterior y se le agregd un volumen igual de Isopropanol (v/v), se
mezclé suavemente por inversion hasta que se observé la formacion de la hebra
del ADN. Luego con una pipeta Pasteur de vidrio, a la que previamente con calor
se le ha sellado el extremo, se pescé el ADN precipitado y se lavo en un tubo que
contenia etanol al 80% dejandolo secar en la varilla o pipeta Pasteur por dos

segundos.

Este ADN se transfirio a un tubo de micro-centrifuga de 1,5ml estéril
previamente rotulado, que contenia entre 100-600 pl de agua ultra pura
dependiendo de la cantidad de ADN precipitado. Luego se incub6 en bafio de
maria a 80 °C durante 10 minutos para disolver ese ADN y se almacen¢ a -20 °C

hasta la mediciéon de la concentracion del ADN.

Para determinar la concentracion y pureza del ADN extraido, éste se incubo
en bafio de maria a 37°C por 1 hora y luego se agitdé en vortex para mezclarlo
bien. La lectura de la muestra de ADN se realiz6 con un espectrofotometro de luz
ultravioleta marca Perkin Elmer uv/vis Spectromater Lambda Bio 10 donde se
midié A260/280

Después de medir la concentracion del ADN, la muestra se guardd a 4°C

hasta el momento de la amplificacion con la PCR.

La concentracion Optima exigida por la técnica de amplificaciéon es de 30
ng/ul, debido a que aquellas que excedan los 50 ng/ul, incrementan el riesgo de

bandas extras, débiles y amplificaciones no especificas.
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Amplificacién del ADN:

Para la prueba de amplificacion, la muestra almacenada a 4°C, se agitd
durante 5 segundos en el vortex y se centrifugd durante un minuto a 11.600g
para asegurar una mezcla homogénea. Una vez utlizada la muestra, se

almacend a 4 °C nuevamente.

Para amplificar los ADN y determinar los alelos HLA-DRB1*, DQB1*,
DPA1*, DPB3*4*5* y subtipos DRB1*14* se utilizé el método de la PCR-SSP
(Sequence- Specific Primer) de Olerup SSP®.

El kit Olerup SSP™ permite evaluar 277 alelos del locus HLA DRB1*,
3*,4*,34 alelos del locus DQB1*, 28alelos del locus DPA1*, 123 alelos DPB1* y
64subtipos del alelo DRB1*14. EI procedimiento y las condiciones de la PCR

dependen de la region a amplificar.

Para los locus DRB1*- DQB1* |la placa contiene 32 pozos, cada uno de ellos
contiene la mezcla de primers 5" y 3" especificos de las regiones DQ y DR de baja
resolucién, ademas del par de primers control interno (que corresponde a la
hormona de crecimiento). Los pozos del 1 al 8 contienen los primer DQB1* de
baja resolucion, los pozos del 9 al 31 contiene los primers para los alelos del locus

DRB1*, el pozo N° 32 constituy6 el control negativo.

Para la region DPA1*, se utiliz6 una placa de 16 reacciones PCR, cada uno
contenia una alicuota de mezcla de solucion de primers 5" y 3" especificos para
amplificar esa region, ademas del par de primers control interno. El pozo N° 16

estaba vacio y servia de control negativo.

Para amplificar los alelos DPB1*, se utiliz6 una placa con 48 pozos que
contienen un par de primer control positivo interno que amplifica segmentos de
genes de la hormona de crecimiento humana. Los pares de primer control positivo
amplifican segmentos del gen de la hormona de crecimiento. Los dos pares de
primer control diferentes amplifican cada uno bandas de 430 pares de bases,
para la mayoria de los pozos o una banda de 515 pares de base, para algunos

pOZos.
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Verificacion del producto amplificado. Una vez finalizada la amplificacion, se
procedi6 a realizar la electroforesis para verificar el producto amplificado.

Electroforesis en gel de agarosa: Todos los alelos amplificados se corrieron
en un gel al 2 % de acuerdo a lo indicado por el kit. La agarosa fue preparada al
2 % en solucién buffer TBE al 0,5X.

El buffer TBE 0,5X se prepar6 a partir de una solucion patron TBE 10 X
(108 gramos de Tris base, 55 g de acido bérico y 40 ml EDTA 0,5 M), pH 8,0; de

esta solucion se tomaron 50 ml para preparar 1 litro de TBE al 0,5X.

La presencia y ausencia de productos especificos de PCR al igual que las
bandas del control interno positivo (800 y 1070 pb) se leyeron en un

Transiluminador UV.

El tipiaje del HLA-DR, DQ, DP de cada muestra se determindé mediante una
tabla de interpretacion descrita para los respectivos alelos provista por Olerup
SSP™ (Genovision) DR-DQ, DPA1 y DPB1 de los respectivos lotes (Lot No x
80,73G, 47G).

Luego de asignar los alelos para cada poblacion en estudio y habiendo
comparado los pacientes LMC y LLA con sus respectivos controles, se
determinaron las posibles asociaciones positivas y negativas entre el alelo HLA-
DRB*14 y la LMC. Cuando se obtuvo asociacion entre estos dos parametros, se
identificaron los subtipos de este alelo que estaban involucrados en la

asociacion.

[1l.7.2.Determinacion de los subtipos DRB1*14

Establecidas las posibles asociaciones, se determinaron los sub-tipos de

alelos asociados (positiva y/o negativamente) a las leucemias.

Para el estudio de los subtipos de alelos HLA-DRB*14 se incluyeron
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solamente 8 pacientes del total de 21 con LMC y 4 controles que resultaron
positivos al alelo DRB1*14 y en los cuales se encontré asociacion con HLA.
Estos subtipos se determinaron utilizando el kit de PCR-SSP Genovision N° de

lote 101.117-12/03-withhout Taq —polimerasa de alta resolucion.

El kit PCR-SSP contiene los primer 5’ y 3’para identificar los alelos desde
DRB1*14:01 hasta los alelos DRB1*14:64. La solucion de primer estan pre-
alicuotados en tubos PCR de 0.2 ml. Cada tubo contiene los primeros especificos

de alelos y los primeros controles de secuencias complementarias no alélicas.

La mezcla madre PCR sin Taq polimerasa contiene: nucleétidos, buffer,
glicerol y rojo cresol. Cada prueba consiste de 32 reacciones PCR en una placa

de 32 pozos con un volumen de reaccion 10ul son realizadas para cada muestra.

Una vez amplificados los ADN se procedio a verificar el producto amplificado
e identificar los alelos que corresponden a los subtipos, de acuerdo a la
metodologia antes descrita para los locus DRB1* DQB1*DPAl1*y DPB1*.

Una vez identificados los mencionados tipos y sub-tipos de los alelos HLA
asociados, se analizaron sus posibles implicaciones patogénicas con pruebas de
biologia celular, evaluando la respuesta humoral y celular de estos pacientes
frente a diferentes diana celulares o posibles secuencias peptidicas que pudieran

estar mimetizadas por las moléculas HLA producto de la asociacion.

[1l.7.3.Evaluacion de la respuesta humoral y celular de los pacientes con
LMC HLA-DRB1*14.

Para la evaluacion de la respuesta humoral y celular de los individuos HLA-
DRB1*14 solo se tomaron en cuenta aquellos que tenian los subtipos de
DRB1*14.

A los pacientes con LMC y controles se les practico los andlisis siguientes:

Serologia selectiva de adenovirus IgG e IgM, cultivo mixto linfocitario,
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estimulacion especifica frente al péptido de adenovirusde 7 aminoacidos de
secuencia LLERRRA y determinacién de marcadores linfocitarios CD3, CD4+ y
CD8+por citometria de flujo.

[11.7.3.1.Respuesta humoral (anticuerpos IgM-IgG frente adenovirus)

Para establecer si la LMC del paciente estaba o no relacionada al contacto
previo con el adenovirus, se midieron los niveles séricos de 1gG e IgM especificas
para el virus. Aquellos individuos que resultaron negativos a IgM, se le midi6 la
lgG. Este mismo procedimiento se siguid para los individuos sanos negativos a
DRB1*14 (controles).

La determinacion IgM e IgG para adenovirus se realizo utilizando un método
de ELISA de fase solida para anticuerpos IgM e IgG, marca Laboratorio DRG
Instruments GMBH, DRG products Ref. EIA 3447 (Laferte et al. 1996).

[11.7.3.2.Respuesta celular: Generacion de linfocitos TCD8+

La leucemia mieloide crénica (LMC) pudiera ser producto de un ataque
autoinmune a epitopos semejantes a ciertas estructuras proteicas de virus
inductores de leucemia, donde varios de los sub-tipos del alelo DRB1*14 se han
visto implicados. Uno de estos virus es el adenovirus cuyo epitopo HRV3
comparte similitudes estructurales con el alelo DRB1*14.Por lo anterior, se
investigdb en estos pacientes DRB1*14 positivo la posible presencia de células
TCD8+ memoria especifico, contra los sub-tipos de ese alelo, utilizando péptidos
LLERRRA.

Obtencion de células mononucleares para cultivo mixto de linfocitos y

cultivo linfocitario en presencia del péptido viral:

La muestra de sangre venosa de los pacientes y controles fue tomada con

heparina y diluida (v/v) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS. segun sus
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siglas en inglés), luego se colocd cuidadosamente sobre un gradiente de
densidad Ficoll-Histopaque (Histopaque®-1077, Sigma Diagnostics) y se
centrifugd por espacio de 30 minutos a 320g. Posteriormente se recupero la capa
de leucocitos de la interface, la cual fue lavada 3 veces con 10 ml PBS para

finalmente ser reconstituida con el medio de cultivo. (Gonzélez et al., 1986).

Cultivo mixto de linfocitos

Para el cultivo mixto de linfocitos se enfrentaron por 48 horas las células de
un individuo sano DRB1*08-11 y las de un paciente con LMC DRB1*14-04
(ambos respondedores) contra las células de un individuo control sano DRB1*13-

14 inactivado con mitomicina, que actué como estimulante.

De acuerdo a la técnica descrita por Dubey DP et al. (1986); se colocaron
en un frasco Falcén 1 ml linfocitos a 2x10%ml en medio RPMI 1640 adicionado de
suero fetal de ternera al 5% y penicilina-estreptomicina (cé€lulas respondedoras) y
1 ml de linfocitos a 4x10°%ml, previamente tratados con mitomicina (Mitomicina
sigma) a 4 pg/ml durante 2 horas (células estimuladoras). Los cultivos se

colocaron en atmosfera humeda de 5% de CO, a 37°C durante 48 horas.

Una alicuota de 200 ul de la mezcla respondedor/estimulante marcados con
los anticuerpos monoclonales anti-CD8, anti CD4 y anti-CD3 fueron evaluadas a
tiempo O (TO) y a las 48 horas (T48) por citometria de flujo (Beckman Coulter,
USA). Los valores se expresaron en %CD3+, %CD4+ y %CD8+ y el indice
CD4/CD8, en valores absolutos. (Stewart 1992).

Cultivo de linfocitos en presencia de péptido LLERRRA de adenovirus.

Curva dosis-respuesta

Dos individuos controles (positivo y negativo serolégicamente al
adenovirus) fueron enfrentados en cultivo linfocitario a una suspension del péptido
de secuencia LLERRRA del adenovirus a 0, 5, 10, 25y 50 pg/ml.

Los linfocitos separados por Ficoll-Histopaque fueron resuspendidos a 1,5

x 10%/ml en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal de ternera (STF) al

63



Materiales y Métodos

5% vy penicilina-estreptomicina en micro placas de 96 espacios, se afiadieron
ademds 165 pg/ml de Interleucina 2 (IL-2 RD System; UK), concentracion optima
recomendada por el fabricante. Se cultivaron los linfocitos en atmésfera himeda
de CO, al 5% por espacio de 120 horas (cinco dias). La proliferacién linfocitaria
fue medida por la técnica de la inclusion de la 5- Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)
(Paztor et al., 1972) y el resultado se expres6 en AV (DO) e indice de Proliferacion
IP.

Cultivo linfocitario de pacientes con LMC en presencia de péptido de
secuencia LLERRRA del adenovirus.

Se cultivaron linfocitos de sangre periférica obtenidos de los siguientes
individuos: control 1un individuo sano HLA-DRB1*08-11, IgG e IgM adenovirus
negativo, el control 2 un individuo HLA-DRB1*14-13IgM adenovirus positivo;
paciente 1: un individuo con LMC HLA-DRB1*16-03, IgM e IgG adenovirus
negativo y paciente 2 un individuo con LMC HLA- DRB1*14-04, IgG e IgM
adenovirus negativo, siguiendo el mismo protocolo utilizado para calcular la curva
dosis /respuesta, utilizando la concentracion optima de estimulacion linfocitaria del
péptido LLERRRA del adenovirus (25ug/ml). Un total de 200yl de cada
suspension fueron marcados con anticuerpos monoclonales anti-CD8, anti CD4
y anti-CD3 (Beckman Coulter, USA) y su correspondiente conjugado, luego
analizados por medio de citometria de flujo (Equipo Beckman Coulter Epics XL).
Paralelamente se cultivaron los mismos pacientes y controles en presencia de
albumina sérica humana (SAH) en lugar del péptido LLERRRA y se evaluaron
igualmente, alicuotas de 200 ul de cada una por la técnica de citometria de flujo.

Los resultados se expresaron en %CD3+, %CD4+ y %CD8+.

l11.8. Analisis estadistico.
Las frecuencias alélicas y genotipicas se determinaron empleando el paquete de

analisis genético Genepop (Raymond, 1995).El equilibrio de Hardy Weinberg para

cada locus se probé con el paquete Arlequin, version 3,0 el cual emplea una
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prueba exacta analoga a la prueba Fisher teniendo en cuenta modificaciones al
algoritmo de la cadena de Markov, descrita por Guo y Thompson en 1992
(Excoffier, 2005).Las frecuencias haplotipicas fueron estimadas igualmente en

Arlequin version 3,0.

Las pruebas de asociacion se realizaron utilizando el programa SAS con el
procedimiento Prim Comp. Se utilizé6 un coeficiente de confianza del 95% y se
consider6 una p corregida < 0,05 como estadisticamente significativa. La
asociacion HLA LLA o LMC se consideré positiva si el riesgo relativo (RR)
estaba> 3 y negativa si RR <3

Los datos obtenidos de la determinacion de alelos se registraron en una
base de datos computarizada utilizando el paquete estadistico SPSS statitics17, O
(Sandiego, CA, USA) y el programa Excel for Windows 2007 para calculo y
presentacion de datos en tablas y graficos.
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Resultados

IV.1 Valoracion de la poblacién mestiza venezolana sana

Para el estudio de alelos de histocompatibilidad de clase Il (HLA-DRB1*,
DQB1*, DPA1*, DPB1*) y su asociacion con LLA y LMC, se valoré las frecuencias
alélicas, haplotipicas y el grado de mezcla de un grupo de individuos sanos de la
poblacion mestiza venezolana resultado de diferentes etnias asentadas desde la

época de la colonia en este pais.

Los resultados revelan que el alelo con mayor frecuencia en la regién HLA-
DRB1* de la poblacion mestiza venezolana fue el DRB1*13 con 30,21%, seguido
del DRB1*04 (13,54%) y el DRB1*07 (9,37%). En el locus HLA-DQB1* se
evidencio que la mayoria de estos individuos portan el alelo DQB1*03 (41,67%),
seguido del DQB1*02 (22,92%) y el DQB1*05 (19,79%). Con respecto al
marcador HLA-DPAL1* se observo que el alelo *02:01 con una frecuencia de
27,08% fue el mas relevante en estos individuos, seguido del DPA1*01:09
(27,08%) y el DPA1* 01:09 con 23,96%. En el locus HLA-DPB1* los alelos HLA-
DPB1*04:01, DPB1*04:02 y DPB1*02:01 resultaron con frecuencias de 16,67%,
1459% y 12,52% respectivamente, ver Tabla 4. Los analisis estadisticos
determinaros que esta poblacion se encontraba en perfecto equilibrio de Hardy

Weinberg.
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TABLA 4. Frecuencias alélicas (Fa), HLA clase Il de la poblacibn mestiza venezolana
sana resultante de la evaluacion de los alelos DRB1*, DQB1, DPA1* y DPB1* por PCR-
SSP de baja resolucion

Fa Fa Fa Fa

DRB1* n=48 % DQB1* n=48 % DPAl1* n=48 % DPB1* n=48 %
01 6 6,25 02 22 22,92 01:03 24 25,01 01:01 7 7,29
03 7 7,29 03 40 41,67 01:03:03 1 1,04 02:01 12 12,52
04 13 13,54 04 2 2,08 01:04 2 2,08 02:02 2 2,08
o7 9 9,37 05 19 19,79 01:05 11 11,46 03:01 6 6,26
08 5 521 06 13 13,54 01:06 0 0 04:01 16 16,67
09 3 3,13 01:07 0 0 04:02 14 14,59
10 1 1,04 01:08 1 1,04 05:01 2 2,08
11 8 8,33 01:09 23 23,96 06:01 2 2,08
12 1 1,04 01:10 3 3,13 09:01 1 1,04
13 29 30,21 02:01 26 27,08 10:01 0 0
14 3 3,13 02:02 1 1,04 11:01 1 1,04
15 7 7,29 02:03 0 0 13:01 1 1,04
16 4 4,17 02:04 2 2,08 14:01 4 4,17
03:01 2 2,08 15:01 0 0

03:02 0 0 17:01 3 3,13

18:01 0 0

21:01 0 0

23:01 1 1,04

24:01 0 0

26:01 0 0

27:01 0 0

32:01 1 1,04

33:.01 0 0

38:01 1 1,04

39:01 0 0

40:01 0 0

41:01 2 2,08

46:01 0 0

48:01 2 2,08

49:01 1 1,04

55:01 0 0

56:01 1 1,04

60:01 1 1,04

63:01 0 0

68:01 0 0

76:01 1 1,04

77:01 1 1,04

85:01 1 1,04

86:01 1 1,04

89:01 0 0

94:01 1 1,04

95 01 2 2,08

99:01 0 0

104:01 1 1,04

105:01 1 1,04

107:01 1 1,04

116:01 1 1,04

119:01 0 0

121:01 1 1,04

124:01 3 3,13

Total 96 100 96 100 96 100 96 100
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IV.2. Frecuencias alélicas (Fa), calculo del riesgo relativo (RR), frecuencia
etiolégica (Fe) y frecuencia preventiva (Fp) para los loci DRB1*, DQB1*,

DPAl1*y DPB1*en asociacion con la leucemia linfoide aguda.

Marcador HLA DRB1*

Al comparar las frecuencias de los alelos HLA-DRB1* en pacientes con leucemia
linfoide aguda e individuos sanos, no se observaron asociaciones positivas o
negativas que pudieran determinar la presencia de alelos de proteccion ni de
susceptibilidad asociados a la LLA, como se observa en la Tabla 5.

TABLA 5. Comparacion de las frecuencias alélicas (Fa) HLA-DRB1* en pacientes con
leucemia linfoide aguda (LLA) y controles mestizos venezolanos

DRB1* Controles Fa LLA Fa
n=48 % n=47 %

01 6 6,25 4 4,26
03 7 7,29 4 4,26
04 13 13,54 11 11,7
07 9 9,37 6 6,38
08 5 5,21 9 9,57
09 3 3,13 7 7,45
10 1 1,04 3 3,19
11 8 8,33 13 13,83
12 1 1,04 3 3,19
13 29 30,21 22 23,4
14 3 3,13 6 6,38
15 7 7,29 3 3,19
16 4 4,17 3 3,19
Total 96 100 94 100

Marcador HLA-DQB1*
Los estudios estadisticos demostraron que el alelo DQB1*04 (RR=5,1; Fe=

0,17, p<0,05) resulté asociado positivamente con la LLA y el DQB1*05 (RR= 0,36;
FP= 0,25, p<0,05) negativamente. Tabla 6.
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TABLA 6. Comparacion de las frecuencias alélicas (Fa) HLA-DQB1* y calculo del riesgo
relativo (RR), frecuencia etiolégica (Fe) y frecuencia preventiva (Fp) en pacientes con
leucemia linfoide aguda (LLA) y controles mestizos venezolanos

DQB1* Controles Fa LLA Fa RR Fp Fe x? p<
n=48 % n=47 %
02 22 22,92 19 20,21
03 40 41,67 44 46,81
04 2 2,08 10 10,64 51 0,17 4,51 0,05
05 19 19,79 9 9,57 0,36 0,25 4,7 0,05
06 13 13,54 12 12,77
Total 96 100 94 100

Marcador HLA-DPA1*

Los alelos DPA1*01:07 (RR= 24,1; Fe= 0,19, p<0,0001), DPA1*01:08
(RR=22; Fe=0,3 p=<0,0001), DPA1* 01:06 (RR 14,87: Fe=0,12, p<0,01) resultaron
asociados positivamente con la LLA. El alelo DPA1*01:09 presentdo un RR de
0,04 con una Fp de 0,45(p<0,0001) y el RR para el alelo DPA1*02:01 fue de 0,22
con una Fp de 0,43 (p<0,0001) resultando asociados negativamente a la LLA.
Tabla 7.
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TABLA 7. Comparacion de las frecuencias alélicas (Fa) HLA-DPA1* y calculo del riesgo
relativo (RR), frecuencia etiologicas (Fe) y frecuencia preventiva (Fp) en pacientes con

leucemia linfoide aguda (LLA) y controles mestizos venezolanos

DPA1* Controles Fa LLA Fa RR Fe Fp X? ps
n=48 % n=47 %

01:03 24 25 20 21,28

01:03:03 1 1,04 0

01:04 2,08 1 1,06

01:05 11 11,46 16 17,02

01:06 0 6,38 14.87 0.12 5,489 0,01

01:07 0 9,58 24,1 0.19 - 9,26 0,0001

01:08 1,04 15 15,96 22 0,3 - 15,08 0,0001

01:09 23 23,96 2,13 0,04 - 0,45 23,34 0,0001

01:10 3 3,13 0 0

02:01 26 27,08 10 10,64 0,22 - 0,43 12,35 0,0001

02:02 1 1,04 8 8,51

02:03 0 0 1 1,06

02:04 2 2,08 2 2,13

03:01 2 2,08 3 3,19

04:01 0 0 1 1,06

Total 96 100 94 100

Marcador HLA-DPB1*

Con respecto al locus DPB1* se encontré una asociacion negativa con los
alelos DPB1* 02:01 (RR=0,2; Fp= 0,2, p<0,01) y DPB1*03:01 (RR=0,15. Fp=10,1

y p<0,0025). No se observaron asociaciones positivas de este locus y la LLA,

indicando la ausencia de marcadores de riesgo para esta enfermedad, ver Tabla

8.

71



Resultados

TABLA 8. Comparacion de las frecuencias alélicas (Fa) HLA-DPB1* y calculo del
riesgo relativo (RR), frecuencias preventivas (Fp) en pacientes con leucemia linfoide
aguda (LLA) y controles mestizos venezolanos.

DPB1* Controles Fa LLA Fa RR Fp X? ps
n=48 % n=47 %
01:01 7 7,29 5 5,33
02:01 12 12,52 3 3,19 0,2 0,2 6,19 0,01
02:02 2 2,08 0 0
03:01 6 6,26 1 1,06 0,15 0,1 5,41 0,0025
04:01 16 16,67 9 9,58
04:02 14 14,59 10 10,64
05:01 2 2,08 0 0
06:01 2 2,08 1 1,06
09:01 1 1,04 1 1,06
10:01 0 0 1 1,06
11:01 1 1,04 2 2,13
13:01 1 1,04 1 1,06
14:01 4 417 4 4,26
16:01 0 0 1 1,06
17:01 3 313 2 2,13
19:01 0 0 1 1,06
23:01 1 1,04 0 0
24:01 0 0 1 1,06
25:01 0 0 1 1,06
26:01 0 0 1 1,06
29:01 0 0 4 4,26
31:01 0 0 1 1,06
32:01 1 1,04 1 1,06
38:01 1 1,04 0 0
41:01 2 2,08 0 0
46:01 0 0 2 2,13
48:01 2 2,08 0 0
49:01 1 1,04 2 2,13
51:01 0 0 3 3,19
52:01 0 0 1 1,06
56:01 1 1,04 1 1,06
60:01 1 1,04 3 3,19
64:1N 0 0 2 2,13
65:01 0 0 1 1,06
76:01 1 1,04 0 0
77:01 1 1,04 1 1,06
82:01 0 0 3 3,19
84:01 0 0 1 1,06
85:01 1 1,04 1 1,06
86:01 1 1,04 3 3,19
88:01 0 0 1 1,06
90:01 0 0 2 2,13
91:01 0 0 2 2,13
93:01 0 0 1 1,06
94:01 1 1,04 0 0
95:01 2 2,08 0 0
96:01 0 0 1 1,06
98:01 0 0 1 1,06
99:01 0 0 1 1,06
103:01 0 0 1 1,06
104:01 1 1,04 0 0
105:01 1 1,04 4 4,26
107:01 1 1,04 1 1,06
109:01 0 0 2 2,13
116:01 1 1,04 1 1,06
12101 1 1,04 0 0
123:01 0 0 1 1,06
124:01 3 3,13 0 0
Total 96 100 94 100
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IV.3. Comparacién de haplotipos de pacientes con LLA y controles mestizos

venezolanos

En la combinacion de haplotipos HLA-DRB1*/DPA1* solo se evidencié una
asociacion negativa con el haplotipoDRB1*04/DPA1*02:01 (RR=0,09 y p<0,005)
la cual estuvo presente en nueve individuos mestizos venezolanos y en un solo

paciente con leucemia linfoide aguda.

Varios haplotipos HLA-DPA1*/DPB1* resultaron asociados negativamente
con las LLA no observandose ninguna asociacion positiva de este haplotipo con

la enfermedad, ver Tabla 9.

TABLA 9.Haplotipos HLA-DPA1* DPB1* asociados negativamente con LLA

DPA1*/DPB1* 2

_ Controles LLA RR X p<
Haplotipos
01:03 - 04.02 13 1 0,07 12,195 0,0001
01:09 - 02:01 6 0 0,07 7,03 0,01
01:09 - 04.01 6 0 0,07 7,03 0,01
02:01 - 04.02 9 1 0,1 8,15 0,005

LLA: Leucemia Linfoide Aguda; RR: riesgo relativo, X*= Chi cuadrado corregido

IV.4. Frecuencias alélicas (Fa) para el loci HLA-DRB1* en asociacion con la
leucemia mieloide crénica (LMC), calculo del riesgo relativo (RR), frecuencia

etiolégica (Fe) y frecuencia preventiva (Fp).

Marcador HLA-DRB1*
El alelo DRB1*14 resultd el de mayor frecuencia para la region DRB1* con
23,96 % en pacientes LMC cotejado con un 3,13% en los controles sanos. Esta

diferencia arroj6 un RR=13,8; Fe=0, 44;p<0,0001, resultando asociado
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positivamente con las LMC, constituyéndose en un alelo de riesgo para esta
patologia. El alelo DRB1*13 con una frecuencia en pacientes LMC de 17,71%,
mostré una asociacion negativa, con RR=0,35, Fp=0,39, p<0,01 identificAndolo

como un alelo de proteccion para la LMC, ver Tabla 10.

TABLA 10. Comparacion de las frecuencias alélicas (Fa) HLA-DRB1* y calculo del
riesgo relativo (RR), frecuencia etiolégica (fe) y frecuencia preventiva (Fp) en pacientes
con leucemia mieloide crénica (LMC) y controles mestizos venezolanos.

DRB1* Controles Fa LMC Fa RR Fe Fp x? p<
n=48 % n=48 %

01 6 6,25 2 2,08

03 7 7,29 13 13,54

04 13 13,54 9 9,37

07 9 9,37 4 4,17

08 5 5,21 4 4,17

09 3 3,13 2 2,08

10 1 1,04 3 3,13

11 8 8,33 8 8,33

12 1 1,04 0 0.00

13 29 30,21 17 17,717 0,35 - 0,39 6,01 0,01

14 3 3,13 23 23,96 13,8 0,44 - 21,09 0,0001

15 7 7,29 8 8,33

16 4,17 3 3,13

Total 96 100 96 100

IV.5. Subtipos HLA-DRB1*14 asociados a LMC

Los resultados de la evaluacién de los subtipos HLA-DRB1*14 en ocho

pacientes con LMC y cuatro controles sanos, demuestran que el 59,09% de los
pacientes con LMC presentan el subtipo HLA-DRB1*14:21, mientras que en los
controles mestizos venezolanos los subtipos mas frecuentes fueron DRB1*14:22,
DRB1*14:34 y DRB1*14:52 con 25% cada uno. Tabla 11
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TABLA 11. Subtipos del HLA-DRB1*14 determinados por PCR-SSP de alta resolucion
(Genovision) en controles mestizos sanos y pacientes con LMC. Las frecuencias se
expresan en porcentajes (%.)

Subtipos Controles Pacientes LMC

DRB1*14 (%) (%)
14:62 12,5 0
14:64 12,5 0
14:22 25 9.09
14:34 25 0
14:52 25 0
14:21 0 59.09
14:45 0 4.55
14:26 0 4.55
14:33 0 4.55
14:51 0 9.09
14:35 0 9.09
Total 100% 100%

IV.6. Presencia del cromosoma Philadelphia (Ph) en pacientes con LMC
HLA-DRB1*14 positivo y negativo.

Al evaluar los resultados del examen citogenético de trece (13) pacientes
con LMC se observo que seis (6) pacientes con LMC presentaron el cromosoma
Ph+ y siete (7) resultaron Ph-, tres pacientes DRB1*14 positivos resultaron Ph+y
los otros tres resultaron Ph- seis (6) pacientes Ph- fueron igualmente DRB1*14

negativo, ver Tabla 12.
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Tabla 12.Cuadro comparativo de los pacientes con LMC Ph+ y Ph- en relacion con la
presencia del alelo HLA DRB1*14.

Paciente LMC Paciente LMC Paciente Total Total
Ph+/DRB1*14+ Ph+/DRB1*14- Ph-/DRB1*14- Ph+ Ph-
3 3 6 6 7

IV.7. Porcentaje de homocigocis HLA-DRB3*/4*/5* en pacientes con LLA y
LMC

Los controles HLA-DRB4* mostraron un porcentaje de homocigocis del
54,54%, seguido de los pacientes LLA con 52,38% y los LMC con 42,85%. Los
porcentajes de homocigocis para las regiones HLA DRB3*/4*/5* en controles y
pacientes LLA y LMC se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Porcentaje de homocigocis HLA-DRB3*/4*/5* en pacientes con leucemia
linfoide aguda (LLA) y leucemia mieloide crénica (LMC)

HLA-DRB n Controles n LLA n LMC
% % %
DRB5* 4 18,8 4 19,04 4 19,04
(51)
DRB3* 6 27,2 6 28,57 8 38,09
(52)
DRB4* 12 54 54 11 52,38 9 42,85
(53)
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IV.8.Frecuencias alélicas para el locus HLA-DQB1* célculo del riesgo

relativo (RR), frecuencia etioldgica (Fe) y frecuencia preventiva (Fp).

Marcador HLA-DQB1*

Se pudo observar una asociacién negativa del alelo DQB1*02 y la LMC

constituyendo un alelo de proteccion, ver Tabla 14.

TABLA 14. Comparacion de las frecuencias alélicas (Fa) HLA-DQB1* y calculos del
riesgo relativo (RR), frecuencia etioldgica (Fe) y frecuencia preventiva (Fp) en pacientes
con leucemia mieloide crénica (LMC) y controles mestizos venezolanos

DQB1* Controles Fa LMC Fa RR Fp X° ps
n=48 % n=48 %

01 0 0 1 1,04

02 22 22,34 12 12,5 0,39 0,28 4.554 0,025

03 40 41,49 50 52,08

04 2 6,38 8 8,33

05 19 17,02 15 15,62

06 13 12,77 10 10,42

Total 96 100 96 100
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IV.9.Frecuencias alélicas para los loci HLA-DPAl1* y HLA-DPB1* en
asociacion con la leucemia mieloide cronica (LMC), céalculo del riesgo
relativo (RR), frecuencia etiologica (Fe) y frecuencia preventiva (Fp)

Marcador HLA-DPA1*

Al comparar la frecuencia de alelos entre los controles con los pacientes
LMC se encontrd una asociacion positiva del HLA-DPA1*01:03 con (RR=8,6; Fe=
0,79; p<0.0001) y el HLA-DPA1* 02:01 (RR de 3,66 y una Fe de 0,58; p=<0,001).
Los alelos DPA1*01:05 con un (RR de 0,03 y la Fp de 0,24 p<0,0001) y el
DPA1*01:09 con un (RR de 0,01, Fp de 0,49 y p<0,0001), mostraron una

asociacion negativa. Tablal5.
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TABLA 15. Comparacion de las frecuencias alélicas (Fa) HLA-DPA1* y célculo del
riesgo relativo (RR), frecuencia etiologica (fe) y frecuencia preventiva (Fp) en pacientes

con leucemia mieloide crénica (LMC) y controles mestizos venezolanos.

DPA1* Controles Fa LMC Fa RR Fe Fp x? ps
n=48 % n=48 %

01:03 24 25 43 44,79 8,6 0,79 - 17,83 0,0001

01:03:03 1 1,04 1 1,04

01:05 11 11,46 0 0 0,03 - 0,24 11,52  0,0001

01:04 2 2,08 1 1,04

01:06 0 0 5 5,21

01:07 0 0 0 0

01:08 1 1,04 0 0

01:09 23 23,96 0 0 0,01 - 0,49 29,38  0,0001

01:10 3 3,13 0 0

02:01 26 27,08 39 40,63 3,66 0,58 - 8,05 0,001

02:02 1 1,04 2 2,08

02:03 0 0 0 0

02:04 2 2,08 2 2,08

03:01 2 2,08 2 2,08

03:02 0 0 0 0

04:01 0 0 1 1,04

Total 96 100 96 100

Marcador HLA-DPB1*

En la regibn DPB1*no se observd asociacion positiva ni negativa con la
LMC. Tabla 16.
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TABLA 16.Frecuencias de los alelos HLA-DPB1* en paciente LMC y controles mestizos

venezolanos.

Controles Fa LMC Fa
DPB1* n=48 % n=48 %
01:01 7 7,29 8 8,33
02:01 12 12,52 9 9,38
02:02 2 2,08 1 1,04
03:01 6 6,26 6 6,26
04:01 16 16,67 16 16,67
04:02 14 14,59 11 11,46
05:01 2 2,08 0 0
06:01 2 2,08 0 0
09:01 1 1,04 0 0
10:01 0 0 2 2,08
11:01 1 1,04 2 2,08
13:01 1 1,04 2 2,08
14:01 4 4,17 4 4,17
15:01 0 0 1 1,04
17:01 3 3,13 2 2,08
18:01 0 0 1 1,04
21:01 0 0 1 1,04
23:01 1 1,04 0 0
24:01 0 0 2 2,08
26:01 0 0 1 1,04
27:01 0 0 3 3,13
32:01 1 1,04 0 0
33:01 0 0 1 1,04
38:01 1 1,04 0 0
39:01 0 0 1 1,04
40:01 0 0 1 1,04
41:01 2 2,08 0 0
46:01 0 0 2 2,08
48:01 2 2,08 0 0
49:01 1 1,04 2 2,08
55:01 0 0 1 1,04
56:01 1 1,04 1 1,04
60:01 1 1,04 0 0
63:01 0 0 2 2,08
68:01 0 0 1 1,04
76:01 1 1,04 1 1,04
77:01 1 1,04 0 0
85:01 1 1,04 0 0
86:01 1 1,04 1 1,04
89:01 0 0 1 1,04
94:01 1 1,04 0 0
95:01 2 2,08 1 1,04
99:01 0 0 5 521
104:01 1 1,04 0 0
105:01 1 1,04 0 0
107:01 1 1,04 0 0
116:01 1 1,04 0 0
119:01 0 0 2 2,08
121:01 1 1,04 1 1,04
124:01 3 3,13 0 0
Total 96 100 96 100

80



Resultados

IV.10. Genotipos HLA-DPA1* en pacientes con LLA y LMC.

El genotipo HLA-DPA1*01:03:01-01:03:02/02:01:01-02:02:06 presentd
frecuencias significativamente diferentes (p < 0,05) en el los controles (40,4 %)
comparado con los pacientes LLA (8,5%) y los pacientes LMC (64,6%) entre

otras notables variaciones.

Los genotipos DPA1*01:05/01:08 (RR = 13,8, p < 0,005 vy
DPA1*01:05/01:08 (RR = 13,8; p < 0,005) mostraron asociaciones positivas con
la LLA, resultando el genotipo DPA1*01:03:01-01:03:02/02:01:01-02:01:06 (RR =
0,137; p =< 0,05) asociado negativamente. En los pacientes con LMC los
genotipos DPA1* 01:03:01-01:03:02/*01:05 (RR = 0,085, p < 005) vy
DPA1*01:03:01-01:03:02/*02:01:01-02:01:06 (RR = 2,692; p < 0,05) mostraron

asociaciones positivas, ver Tabla 17.
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Tabla 17. Distribucién de genotipos HLA-DPA1*/100 en pacientes con leucemia linfoide
aguda (LLA) y leucemia mieloide cronica (LMC)

Pacientes Pacientes

DPAl*genotipos Controles LLA LMC
(n =48) (n=48)

01:03:01-01:03:02/01:03:01-

01:03:02 43 8.5 6.3
01:03:01-01:03:02/01:05 10,6 8,5 0*
01:03:01-01:03:02/01:06 0 0 6,3
01:03:01-01:03:02/02:01:01-

02:02:06 404 8.5 64.6
01:03:01-01:03:02/02:02:01-

02:02:03 4.3 6.4 2,08
01:03:01-01:03:02/02:03 2,12 0 0
01:03:01-01:03:02/02:04 0 0 2,08
01:03:01-01:03:02/03:01 2,12 2,12 2,08
01:03:01-01:03:02/04:01 4,3 0 0
01:03:03/01:08 2,12 0 0
01:03:03-02:01:01/02:01:06 0 0 2,08
01:04/01:04 2,12 0 0
01:04/02:030 2,120 0 2,12 0
01:04/02:04 0 0 2,08
01:05/01:07 0 2,12 0
01:05/01:08 0 12,8 *0
01:05/02:02:01-02:02:03 0 2,12 0
01:06/01:05 0 8,5 0
01:06/01:06 0 0 2,08
01:07/01:08 2,12 8,5 0
01:07/02:01:01-02:02:03 0 6,4 0
01:07/04:01 0 2,12 0
01:08/01:06 0 4,3 0
01:08/03:01 0 2,12 0
01:08/03:02 4,3 0 0
01:08/04:01 4,2 0 0
01:09/01:03:01-01:03:02 2,12 0 0
01:09/01:08 0 4,3 0
01:09/01:09 2,12 0 0
02:01:01-02:01:06/02:01:01-

02:01:06 6.4 43 6.2
02:01:01-02:01:06/02:02:01-

02:02:03 0 0 2,08
02:02:01-02:02:06/03:01 2,12 0 0
02:04/02:01:01-02:01:06 2,12 4,2 0
03:01/01:08 2,12 0 0
03:01/02:02:01-02:02:03 0 2,12 0
03:01/04:01 0 0 2,08
Total 100 100 100

LLA: DPA1*01:05/01:08 (RR = 13,8; p <0,005); LLA: DPA1*01:05/01:08 (RR = 13,8; p < 0,005);
DPA1*01:03:01-01:03:02/02:01:01-02:01:06 (RR = 0,137; p < 0,05). LMC: DPA1* 01:03:01-01:03:02/*01:05
(RR=0,08; p <0,05); DPA1*01:03:01-01:03:02/*02:01:01-02:01:06 (RR = 2,69; p < 0,05).
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IV.11. Comparacion de los haplotipos DRB1*DPA1* y DPA1*/DPB1l*de

pacientes con LMC y controles mestizos venezolanos.

Haplotipos DRB1*DPA1*

Los resultados de la comparacion de los haplotiposDRB1*/DPAl*demuestran que
existen por lo menos dos asociaciones positivas de estos haplotipos con las LMC,
ver Tabla 18.

TABLA 18. Comparacion de haplotipos DRB1*/ DPAl*en pacientes con LMC y
controles de mestizos venezolanos

Haplotipos Controles LMC RR X2 ps
DRB1*/DPA1*
14 /01:03 3 23 12,6 18,287 0,0005
15/01:03 1 7 13 6,3 0,025

RR= riesgo relativo

Haplotipos DPA1*/DPB1*

El haplotipo DPA1*01:03/DPB1*04:01(RR=3,26, p<4,85) result6 de riesgo
para la LMC. Otros dos haplotipos DPA1*/DPB1* mostraron asociacion negativa

con las estas leucemias, ver Tabla 19.

TABLA 19. Comparacion de haplotipos DPA1* / DPB1* en pacientes con LMCy
controles de mestizos venezolanos.

Haplotipos Controles LMC RR NG ps

DPA1*/DPB1*

01:03 - 04:01 5 16 3,26 4,85 0,05
01:09 - 02:01 0 0,07 7,046 0,01
01:09 - 04:01 6 0 0,07 7,046 0,01

RR= riesgo relativo
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IV.12. Evaluacion de la respuesta humoral y celular de los pacientes
leucémicos frente a diferentes dianas (adenovirales, celulares o posibles
secuencias peptidicas) que pudieran estar relacionadas con la
asociacioHLA-DRB1*14 - LMC.

IV.12.1. Respuesta humoral de los controles y pacientes leucémicos

frente al adenovirus.

Del grupo de individuos sanos el 80% (4/5) resulté positivo a IgM. Los
pacientes con LLA mostraron un 90% (9/10) positivos para IgM, mientras que de
los pacientes con LMC solo el 37,5% (3/8) fueron positivos a IgM. No obstante
uno de los pacientes con LMC negativo para IgM también fue positivo para IgG,
ver Tabla 20.

TABLA 20. Resultados de la serologia del plasma de controles, pacientes LLA y
pacientes LMC, IgM e IgG frente al adenovirus utilizando ELISA Indirecto. La tipificacion
HLA-DRB1* se especifica solamente en los grupos controles y pacientes LMC.

Control HLA IgM IgG Grupo IgM  1gG  Grupo HLA IgM IgG

DRB1 LLA LMC  DRB1
1 11-07 + ND 1 + ND 1 07-14  + ND
2 07-03 + ND 2 + ND 2 13-14 - +
3 13-14 + ND 3 + ND 3 14-04 - -
4 13-15 + ND 4 + ND 4 14-04 - -
5 08-11 - - 5 + ND 5 13-14 ; ]
6 + ND 6 16-03 - .
7 + ND 7 16-03 + ND
8 - - 8 13-07 + ND
9 + ND
10 + ND
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IV.12.2. Respuesta celular de los pacientes con LMC en cultivo mixto

En la Tabla 21, se puede observar los porcentajes de positividad CD3, CD4,
CD8 vy los indices CD4/CD8, a tiempo 0 (TO) y 48 horas mas tarde (T48),
obtenidas de los linfocitos de controles y pacientes LMC, estimulados en cultivo
mixto con linfocitos mitomizados (estimulantes). Solamente el paciente con LMC
tipificado HLA-DRB1*14-04, enfrentado al control sano, igualmente tipificado
HLA-DRB1*14-13 mostr6 un incremento de las células TCD8+, el cual pasé de
554% a TO, a 18,9% a T48. Igualmente, el indice CD4/CD8 en ese cultivo,
disminuyé de 6,95 a 1,52.

Otro paciente LMC tipificado HLA-DRB1*14-13, se encontraba en estado
blastico al momento de la toma de la muestra y no fue incluido en el cultivo. Sin
embargo, al examen citofluorométrico mostré 25% de células marcadas con el
CD4 y 41,3% marcadas con el CD8, y un indice CD4/CD8 de 0,61, totalmente
diferente al observado en controles.

TABLA 21. Porcentaje de positividad en citofluorometria para los marcadores
linfocitarios CD3, CD4, CD8 e indices CD4/CD8 de controles y un paciente LMC en
cultivo mixto de linfocitos frente a dianas HLA-DRB1* y citometria de flujo en pacientes
con LMC y controles sanos

Wo 1-3M/TO 2-3M/TO 1-3M/T48 2-3M/T48
Marcador

CD3 38,2 44.6 ND ND

CD4 28,5 38,5 26,1 28,8

CD8 6,58 5,54 6,76 18,9

CD4/CD8 4.3 6,95 3,86 1,52
1 Control DRB1*08-11

2 Paciente LMC DRB1*14-13

3M = Control DRB1*14-04 tratado con mitomicina (Estimulante)
TO = Tiempo de 0 horas

T48= Tiempo de 48 horas.

Los indices CD4/CD8 fueron expresados en valores absolutos.
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Figura 13.Representacion grafica de los porcentajes de marcadores CD3, CD4 y CDS8 por
citofluorometria de flujo de linfocitos estimulados en cultivo mixto linfocitario de 1: Control HLA-
DRB1*08-11, 2: Paciente LMC HLA-DRB1*14-04, 3M: Control HLA-DRB1*13-14 tratado con
mitomicina (estimulante), TO: Valores al inicio del cultivo mixto, T48: Valores a 48 horas del cultivo
mixto, ND: Valor no determinado

IV.12.3. Curva dosis respuesta de la estimulacion linfocitaria frente al

péptido de secuencia LLERRRA del adenovirus:

Los linfocitos de dos individuos controles sanos, uno positivo y otro negativo
serologicamente al adenovirus se enfrentaron en cultivo linfocitario durante 5 dias
(120 horas) al péptido de secuencia LLERRRA del adenovirus o albumina sérica
humana (SAH), en concentraciones de 0, 5, 25 y 50 pg/ml. La estimulacién
medida por Densidad Optica, posterior a la inclusion de la 5- Bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU) durante 24 horas, mostré una proliferacion linfocitaria mayor
en presencia del péptido LLERRRA del adenovirus a una concentracion de 25
png/ml. Como control de estimulacion se utilizé la Fitohemaglutinina (PHA Sigma)

a concentracion recomendada, ver figura 14.
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Figura 14.Representacion grafica de la citometria de flujo del cultivo mixto linfocitario de
individuos controles sanos positivo y negativo respectivamente, a la serologia IgM de adenovirus,
enfrentados a la fitohemaglutinina (PHA), albdmina sérica humana (SAH) y concentraciones
ascendentes del péptido de secuencia LLERRRA del adenovirus (Pt: rango 1-50 pg/ml).

IV.12.4. Citoflurometria de flujo de los marcadores linfocitarios CD3, CD4 y
CD8 de linfocitos de controles y pacientes LMC, cultivados en presencia del

péptido de secuencia LLERRRA de adenovirus:

Los estudios por citometria de flujo de los marcadores CD3, CD4 y CD8 de
las suspensiones linfocitarias de controles y pacientes sometidos a la
estimulacion con el péptido viral secuencia LLERRRA de adenovirus en cultivo de
120 horas, permitieron observar un aumento moderado del porcentaje celular de
los cultivos estimulados con el péptido viral con respecto a la estimulacion con
SAH de linfocitos de un control 1, individuo sano HLA DRB1*08-11, IgG e IgM
adenovirus negativo; un control 2, individuo sano HLA DRB1*14-13, IgM
adenovirus positivo; un paciente 1, individuo con LMC HLA DRB1*16-03, IgM e
IgG adenovirus negativo y un paciente 2, individuo con LMC HLA DRB1*14-04,
IgG e IgM adenovirus negativo El porcentaje de CD3+ aumento en ambos
controles; de 49% pasé a 64% para el control 1y de 31% a 57% para el control
2. Para los pacientes, el aumento fue de 46% a 80% para el paciente 1 y de un
34% a 57% para el paciente 2. En cuanto al marcador CD8, los controles 1y 2 se

mostraron levemente disminuidos; para el control 1 los porcentajes variaron de
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18% a 16,7% y para el control 2 esta variacion fue de 10% a 9%. En los
pacientes 1y 2, el marcador CD8 aumento de 17% a 24% en P1 y de 8% a 14%
en P2. La mayor proliferacion se observé en la poblacion CD4 tanto para los
controles como para los pacientes. El aumento fue del 25% al 42% para el
control 1, de 17% a 48% en el control 2, de 23% a 55% en el paciente 1 y de 19
a 42% en el paciente 2. El marcador CD32 mostré un 80% de estimulacién en el
paciente 1 frente a la estimulacion con el péptido adenoviral superior al paciente

2 y al resto de los controles, ver figura 15.

PACIENTE 2 ‘ ‘
| CD4PT
PACIENTE | — ‘ CD4
mCD8PT
1 mCD8
CONTROL? |
| CD3PT
mCD3
CONTROL 1 | ‘
I_ I I |
0 20 40 60 80 100

Figura 15.Representacion grafica de la citometria de flujo de cultivo linfocitario de controles y
paciente LMC estimulados con el péptido viral de secuencia LLERRRA del adenovirus. Las
columnas marcadas con “pt” representan la estimulacion frente al péptido. Los resultados se
expresan en porcentajes para cada uno de los marcadores CD3, CD4 y CD8 medidos en
citometria de flujo.

e Control 1: HLA DRB1*08-11, IgG e IgM adenovirus negativo

e Control 2: HLA DRB1*14-13, IgM adenovirus positivo

e Paciente 1. LMC HLA DRB1*16-03, IgM e IgG adenovirus negativo
e Paciente 2: LMC HLA DRB1*14-04, IgG e IgM adenovirus negativo
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Discusién

Sustentado en el estudio de las frecuencias de los alelos HLA clase I
(HLA-DRB1*, HLA-DQB1*, HLA-DPA1* y HLA-DPB1* de la poblacion zuliana de
tres generaciones se pudo determinar el caracter mestizo de la misma, producto
de la contribucion de alelos amerindios, negroides, caucasoides y asiaticos que
conforman dicha poblacion y que semejan a la distribucion alélica de la poblacion
venezolana en general puesto que, segun publicaciones previas no existen
diferencias significativas con la poblacién del estado Zulia. El estudio comparativo
ampliado de esta poblacién con los pacientes leucémicos permitié establecer o
corroborar una serie de asociaciones positivas y negativas exclusivas de los
pacientes LLA y LMC zulianos y otras que confirman resultados semejantes
reportados por diversos autores alrededor del mundo. Centramos la atencion en
esta discusion sobre la posible implicacion de la asociacion positiva HLA-
DRB1*14 y la patogénesis de la LMC animados por los reportes del mimetismo de
ciertos virus oncogeénicos y en especial del adenovirus con varias secuencias
representadas por subtipos del DRB1*14, probablemente implicadas en
respuestas inmunitarias desencadenantes del cuadro leucémico, debatiendo entre
los postulados de falta de respuesta o respuesta autoinmunitaria frente a estos
estimulos que finalmente pudieran dar luces sobre la posible implicacion de la

asociacion HLA y las leucemias.

V.1. Alelos HLA en la poblacion mestiza venezolana sana.

La tipificacion de las moléculas HLA de clase Il en la poblacion venezolana,
revela en su constitucion genética la presencia de los alelos DRB1*13, DRB1*04 y
DRB1*07 como los de mayor frecuencia, mientras que para el locus DQB1*, los
de mayor frecuencia fueron los alelos *03 y *02. Estos alelos también se han
reportado en las poblaciones caucasicas, negra e indigenas (Vicario et al.1996,
Louzada et el., 2001, Echeverria et al., 2008), revelando la contribucion de los genes de

estos diversos grupos étnicos en la conformacion genética de esta poblacion.

No existen diferencian significativa entre la poblacién venezolana, la

caucasica de Madrid y la negra de Sao Paulo como se demostré en estudios
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previos (Vicario et al., 1996; Louzada et al., 2001). ES relevante en los venezolanos la
elevada presencia del alelo DRB1*13, mientras que en las poblaciones indigenas
venezolanas como los Wayulu esta disminuido y ausente en los Yucpa, Bari y
Warao.

Los alelos DRB1*04, DRB1*08, DRB1*14 y DRB1*16 lo comparten todas
las poblaciones. No obstante se puede observar que el alelo DRB1*14 esta
presente con baja frecuencia en la mayoria de las poblaciones, excepto en los
Warao donde se encuentra elevado mostrando una frecuencia de 29,5%, al igual
gue en otras poblaciones amerindias del continente (Olivo et al., 1996). De igual
manera el alelo DRB1*04 con una frecuencia de 11,7% en la poblacion
venezolana, se puede observar presente en las poblaciones caucéasica y negra
con una frecuencias de 12,75% y 5.4% respectivamente a diferencia de las
poblaciones Wayuu con un 62% (Echeverria et al., 2008), Yucpa 74% (Layrisse et al.,
2001 ), Bari 55% (Layrisse et al., 1995) y Warao16% (Olivo et al., 1996), en las cuales
este alelo muestra una frecuencia aumentada con respecto a la poblacion
venezolana, frecuencias que son testigos de su contribucion al mestizaje de la

poblacién venezolana.

El alelo DRB1*07 muestra una frecuencia del 9.38% en la poblacion
venezolana semejante a las frecuencias observadas en las poblaciones
caucasicas y negras, muy reducida en Wayuu y el resto de las poblaciones

indigenas venezolanas (Yucpa, Bari y Warao).

En el locus DQB1 se observa que no hay diferencias significativas entre las
frecuencias mostradas por la poblacién venezolana y los caucasicos de Madrid a
diferencia los negros e indigenas Wayuu, Bari, Yucpa y Warao. El alelo DQB1*03
es el mas elevado en la poblacion venezolana, también se encontré presente con
una frecuencia alta en las poblaciones Wayuu, Yucpa, Bari y Warao y en menor
proporcién en la caucasicas y negras. No se observaron diferencias significativas
de los alelos DQB1* 02, DQB1* 05, y DQB1*06 en la poblacién venezolana con
los mismos alelos en caucésicos y negros; pero si con los Yucpa, Bari y Warao

donde estan ausentes y disminuidos en los Wayuu.
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De acuerdo al grado de mezclase puede decir que la poblacién indigena
Wayuu contribuye a conformar la poblacion mestiza venezolana en un 33,70%; de
igual manera, se puede reflejar que la presencia de genes negros en esta
poblacion sigue siendo la mas alta en su proporcién genética con un grado de
mezcla de 42,77%, mantenida en el tiempo, si comparamos con los estudios
serolégicos HLA- A, B, C, DR y DQ realizados afios atras, cuando el grado de
mezcla con la poblacidon negra se ubicé en 49,22% (Rivera et al.,, 1998). El aporte
de la poblacion caucéasica también se mantienen en 23.49%, muy similar (27%) al
reportado por serologia en estudios previos (Rivera et al., 1998). Es decir; que los
venezolanos han conservado su acervo genético original, lo que implica que la

confluencia de genes producto de la mezcla se ha mantenido.

Es importante destacar que las poblaciones indigenas Yucpa, Bari y Warao
no presentan el alelo HLA-DRB*13 (Layrisse et al., 1995; Layrisse et al., 2001; Olivo et
al., 1996), sin embargo los Waylu si lo poseen, aunque en bajas proporciones
debido a que precisamente estos indigenas no constituyen una poblacion cerrada,
sino que por el contrario, conviven cotidianamente con el resto de la poblacion
venezolana, produciendo un intercambio de flujo de genes entre ambas

poblaciones.

Con referencia a los alelos del locus DPA1* se pudo observar que la
mayor frecuencia en la poblacion estudiada resulto ser la de los alelos *02:01 y
*01:03. Para la region DPB1* el alelo *04:01 fue el de mayor proporcion,
coincidiendo estos resultados con los reportados en una poblacion Vasca de
Espafa (Pérez-Miranda et al 2004) y concuerdan con los alelos que predominan en
poblaciones caucasoides (Al-DaccaK et al. 1991). Aungque los Amerindios muestran
un numero limitado de alelos DPB1*; no obstante llama poderosamente la
atencion que el alelo HLA-DPB1*04:02 esta presente en la mayoria de los
indigenas venezolanos (Bari, Yucpa, Warao y otros) (Olivo et al 1996) y que

también se encuentra en alta proporcion en la poblacidén venezolana.

Considerando la contribucion de cada una de las poblaciones: caucasoide,
negroide e indigena Wayuu, como fundadoras de la poblacion venezolana y no

habiéndose encontrado diferencias significativas entre los alelos de la regién
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clase Il de la poblacién venezolana (Vicario et al., 1996; Louzada et al., 2001;
Echeverria et al., 2008), se determino que en adelante se definir4 la poblacion control

como mestiza venezolana.

Estos hallazgos tienen profundas implicaciones en los estudios de
asociacion de enfermedad genéticas en poblaciones mestizas sanas de
Venezuela. Debido al alto polimorfismo génico alcanzado, producto del
poligenismo aportado por la mezcla con las diversos grupos étnicos que refuerza
el estatus general de protecciéon frente al ataque de diversos patdogenos. Los
mestizos venezolanos se ubican en una situacion mas favorable que la de las
poblaciones indigenas de la regién. Esta Ultima poblacion no presentan esa
amplia variabilidad genética que les permita el reconocimiento y defensa ante los
microorganismos propios de la regién, haciéndolos mas susceptibles al
padecimiento de esas enfermedades. En este contexto, el hallazgo de
asociaciones positivas 0 negativas con enfermedades en la poblacion venezolana
cobra un enorme valor por la gran diversidad genética existente en las

poblaciones mestizas.

V.2. Asociacion de los alelos HLA con LLA

Al estudiar los alelos de histocompatibilidad clase Il DRB1* en los
pacientes con LLA y compararlos con los controles de mestizos sanos, no se
observaron asociaciones positivas 0 negativas que pudieran determinar la
presencia de alelos de proteccidon ni de susceptibilidad asociados a la LLA en esta
region.

Al analizar la region DQB1* se encontrd6 una asociacion positiva con el
alelo DQB1*04 y una asociacion negativa con el alelo DQB1*05. Estos resultados
difieren de lo reportado por otros autores quienes sefialan al DQB1*05:01 como
un alelo de susceptibilidad para la LLA y ain mas como un fenotipo patogénico
gue tiene una participacion importante en el proceso inmunolégico de esa
enfermedad tanto en nifios como en adultos (Dearden S.T. et al. 1996 y Orouji et al.,

2012). La evaluacion de los subtipos del DQB1* en estas poblaciones podria

93



Discusién

arrojar resultados mas concluyentes sobre las asociaciones de esta region con
las LLA.

No se encontraron diferencias significativa entre la homocigocis observada
en pacientes LLA y los controles para los marcadores genéticos
DRB3*DRB4*/DRB5*. Sin embargo, la homocigocis del alelo DRB4* (DR53)
representa el mayor porcentaje en controles y pacientes LLA en comparacion con
los pacientes LMC. De acuerdo a los datos publicados por otros autores, la
homocigocis del alelo DRB4* (DR53) constituye un alelo de riesgo para la LLA

especialmente en la poblacién infantil de varones con LLA. (Dorak et al., 2002).

En el locus DPAL*, los alelos DPA1*01:07, DPA1*01:08 y DPA1*01:06 se
mostraron como alelos de riesgo para la LLA en esa poblacion de estudio. Por el
contrario, los alelos DPA1*01:09 y el DPA1*02:01 reflejan una asociacion negativa
gue actuarian como proteccion en este grupo, frente a esta patologia. Pocos
resultados de asociacion HLA-DPA1* y leucemias han sido reportados por la
literatura. Las diferencias observadas en el presente estudio comparado con
reportes de asociaciones HLA-DP con las LLA, podrian estar relacionadas con las
diferentes técnicas utilizadas en ambas investigaciones, aunado también, a las
diferencias poblacionales. El HLA-DPw1l ha sido asociado con resistencia en
LLA, mientras que los HLA-DPw2 y DPw5 se reportan incrementados en los
pacientes con LLA (De Jongh et al., 1984). La asociacién negativa entre el haplotipo
DRB1*04/DPA1*02:01 en pacientes con LLA refuerza su condicién de haplotipo
protector para esta enfermedad sin que hasta el momento se hayan encontrado

reportes que permitan cotejar estos resultados.

El genotipo HLA-DPA1*01:03:01-01:03:02/02:01:01-02:02:06 presentd
frecuencias significativamente diferentes (p = 0,05) en los controles (40,4%)
comparado con los pacientes LLA (8,5%) y los pacientes LMC (64,6%), entre
otras notables variaciones mostrando un patrén de distribucion muy elevado en
los pacientes LMC sobre todo en comparacion con los pacientes LLA, segun
datos recientemente reportados por Echeverria et al., (2010). Las marcadas
discrepancias en la distribucion de las frecuencias de los alelos y genotipos

DPAL1* en pacientes con LLA y el escaso polimorfismo mostrado por la regién

94



Discusién

DPA1* en pacientes LMC probablemente revelan diferencias notables en la
patogenia de ambos tipos de leucemia. (Echeverria et al., 2010)

En el presente estudio no se evidenciaron alelos de la region HLA-DPB1*
asociados positiva 0 negativamente con las leucemias. Sin embargo, Taylor et al.
(2002) sefialan una asociacion positiva con el alelo DPB1*02:01 y la LLA comun y
LLA-T; pero no con LLA-B ni la LLA, indicando que la susceptibilidad en nifios con
LLA comun, pudiera ser influenciada por antigenos codificados por DPB1*02:01 y
otros alelos DPB1*. En esta serie de pacientes leucémicos, los haplotipos
DPA1*01:03/ DPB1*04/02 y DPA1* 01:09/ DPB1*02:01 resultaron asociados

negativamente con las LLA.

En lineas generales, los hallazgos de asociaciones positiva y negativas de
los alelos clase Il y las LLA indican que estos pacientes, en la poblacion mestiza
venezolana adolecen de un gran namero de alelos DRB1*, DQB1*, DPALl* y
DPB1* imprescindibles, necesarios para completar de manera exitosa una

efectiva presentacion antigénica de un posible agente causal.

V.3. Asociacion de los alelos HLA con LMC

En referencia a la LMC, los resultados indican que el alelo DRB1*13
presenta una asociacion negativa con la LMC coincidiendo con lo reportado
previamente por Dorak M.T. et al. (2002). El alelo HLA-DRB1*13 puede
considerarse un marcador de resistencia a leucogénesis, por lo tanto de
proteccion para LMC. Mientras que el alelo DRB1*14 resultd de riesgo para esta
enfermedad, confirmando la asociacion positiva reportada previamente en
mestizos mexicanos (Rosas-Cabral et al, 2003). ES importante resaltar que los alelos
DRB1*13 y DRB1*14, observados como alelos de proteccion y riesgo
respectivamente para las leucemias, formaban parte o estaban incluidos en el
antiguamente definido HLA-DRw6 (Dorak et al., 1996 y 1999). Es posible que la
presibn de seleccion frente a este alelo diera paso al establecimiento del
DRB1*13 en la poblacion sana el cual se muestra como alelo de proteccion en
varios reportes de HLA y leucemias. Asi individuos portadores de ciertos alelos
HLA capaces de unirse a péptidos derivados de los transcriptos de fusion bcr-abl

presentarian una ventaja biologica cierta para enfrentar esta enfermedad en
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comparacién con aquellos individuos que carecen de estos alelos. El alelo HLA-
DRB1*14 puede considerarse en la serie LMC como un gen de susceptibilidad a

la leucogénesis.

Los subtipos DRB1*14:21, 14:26, 14:33, 14:35, 14:45 y 14:51presentes en
esta serie de pacientes LMC DRB1*14, difieren radicalmente de los subtipos
DRB1*14:22, 14:34, 14:52, 14:62 y 14:64 que identifican los controles. Solo el
DRB1*14:22 es compartido por ambas poblaciones pero en proporciones muy
desiguales 25%controles, 9%pacientes LMC. Dos de los asociados positivos
(DRB1*14:26 y el 14:35) fueron reportados como portadores de mimetismo
molecular en pacientes LMC. Esta observacion es de particular interés debido al
mimetismo mostrado por varios virus oncogénicos para el epitope HVR3 del DR53
el cual se extiende a los alelos DRB1*01, DRB1*10 y DRB1*14 (Dorak et al., 1994 y
Schlehofer y et al., 1996). En este caso en particular, interesa el mimetismo
molecular entre el adenovirus y los subtipos del alelo DRB1*14 (14:01, 14:07,
14:08, 14:10, 14:11, 14:14, 14:18, 14:23,14:26, 14:28, 14:31, 14:32, 14:34, 14:35,
14:36, 14:38 y 14:39), los cuales presentan el mismo cambio de posicion
observado en el aminoacido del epitope DR53 (Matsuoka et al., 1995 y Dorak et al.,
1996). Este segmento mimetizado ha sido identificado como un poli péptido de 7
aminoacidos de secuencia LLERRRA de acuerdo a trabajos realizados por MT
Dorak y Matsuoka en 1996. El alelo HLA-DRB1*14 pudiera ser el blanco de
células T citotoxicas generando reacciones autoinmunes implicadas en el

desarrollo de las leucemias (Tevfik Dorak, 1969).

En pacientes con LMC de Turquia se reportd una asociacion negativa del
DRB1*11 con la LMC. Igualmente se publico la homocigocis DRB4* como
marcador de riesgo y la DRB3* de proteccién en la LMC (Oguz et al.,). En esta
serie de pacientes LMC en estudio, a pesar de no haberse encontrado asociacion
con la homocigocis DRB4*, el mayor porcentaje de homocigocis se observd en

controles y pacientes LMC a diferencia de lo encontrado en los paciente LLA.

En general, los antigenos exdégenos son procesados y presentados por
moléculas clase Il a las células TCD4+. Por otra parte, péptidos enddgenos

resultados del clivaje de proteinas que son transferidas por las proteinas de
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transporte asociados a reticulo endoplasméatico se unen a moléculas de clase | y
los complejos resultantes son transportados a la superficie celular para ser
reconocidos por linfocitos T CD8+. Se ha demostrado sin embargo, que los
antigenos endogenos pueden ser procesados tanto por moléculas clase | como
por clase Il. (Nuchtern et al., 1990; Weiss et al 1996; Mainati et al 1992).Se han estudiado
asociaciones HLA con diferentes tipos de transcriptos bcr-abl. Dicha asociacién
pudiera predecir la presentacion de péptidos bcr-abl por algunas moléculas HLA
en particular. Los resultados muestran asociaciones negativas con (p < 0.05) con
HLA-A*02 (b2a2, ela?2), -A*68 (b2a2, b3a2, ela2), -B*14 (b2a2, b3a2, ela2), -
B*15 (b2a2, b3a2), -B*40 (b2a2), -DQB1*03:03 (b2a2, b3a2), -DQB1*06:03
(b2a2), -DRB1*04:01 (ela2), -DRB1*07:01 (b3a2), and -DRB1*11:01(b2a2) lo cual
sugiere que estos alelos de clase | y clase Il, juegan un papel primordial en la
presentacion de péptidos derivados de la proteina quimérica y promueven una

exitosa respuesta de células T citotoxicas (Mundhada et al., 2004).

El oncogén BCR-ABL juega un papel central en la patogénesis de la LMC.
Usando espectrometria de masas se puede demostrar la expresion del péptido
BCR-ABL de secuencia KQSSKALQR asociado a la molécula HLA en la
superficie de células HLA clase | negativas transfectadas con el HLA-A*03:01 o en
células de paciente LMC HLA-A*0301 positivas. Estos pacientes son capaces de
montar una respuesta celular T citotoxica especifica del péptido de
secuenciaKQSSKALQR capaz de reconocer y eliminar células autologas LMC.
Los tetrameros marcados demuestran la presencia de células T especificas de
péptido de secuencia KQSSKALQR circulantes. Esta es una de las primeras
demostraciones de que las células de LMC expresan péptidos inmunogénicos
especificos de leucemia asociados al HLA sentando las bases para los futuros

estudios de inmunizacion contra BCR-ABL. (Clark et al. 2001).

Casi todos los pacientes LMC Ph+ positivos expresan transcripciones de
fusién b3a2 o b2a2, dependiendo de si esté incluido el exdén b3. Cuando traduce,
b2a2 y b3a2 cada RNAmM genera una proteina BCR-ABL de 210 kDa (p210), que
es necesaria y suficiente para la transformacion leucogénica. (McLaughlin et al.,

1987).En los pacientes LMC mestizos venezolanos se observaron 6 pacientes Ph+
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y 7 Ph-. En la serie evaluada, 3/6 pacientes LMC Ph+ resultaron DRB1*14
positivos y 3/6 Ph + no mostraron este alelo. Sin embargo 6/7 Ph- fueron
igualmente DRB1*14 negativos mostrando un ligero paralelismo entre la
presencia del cromosoma Ph y el alelo LMC asociado positivo DRB1*14. Se hace

necesario aumentar la serie de pacientes para poder corroborar esta observacion.

La proteina de fusion p210 codificada por la alteracion genética t (9,22)
(q34; gll1) puede ser reconocida por el sistema inmune como se explicd
anteriormente como una proteina enddgena. La asociacion positiva y negativa del
transcripto bcr-abl con HLA clase | y Il sugiere esa capacidad de presentacion de
los péptidos leucogénicos. La asociacion negativa del alelo DQB1*02 con la LMC
revela su caracter protector, sin embargo otros autores han reportado otras
asociaciones diferentes a las encontradas en la poblacion mestiza venezolana, se
reportan asociaciones positivas del b2a2 con los alelos DQB1* 04:02,*06:09 y
*02:01 y el DQB1*06:09 con (b3a2). Igualmente se reportan asociaciones
negativas del b2a2 con los DQB1*06:03 y *03:03. (Mundhada et al., 2004). Otros
autores (Amirzargar et al. 2007) encontraron asociaciones positivas con el
DQB1*03011 y negativa con el DQB1*03032. Estos resultados sugieren que los
alelos HLA-DQB1* tienen diferentes capacidades para presentar la proteina de
fusion P210.

Los alelos DPA1* *01:03 y el 02:01 estan asociados significativamente con
susceptibilidad en el desarrollo con LMC, mientras que los alelos DPA1*01:09 y
*01:05 resultaron de proteccion. No se encontraron asociacion de los alelos
DPB1* y las LMC. Poco se conoce acerca de la participacion de las moléculas
HLA-DP en la respuesta inmunitaria sin embargo se han asociado algunos alelos
HLA-DP conciertas patologias. Curiosamente el genotipo HLA DPA1* 01:03:01-
01:03/02:01:01-02:06 presentd frecuencias significativamente diferentes (p<0,05)
en los pacientes con LLAy LMC.

Se establecieron asociaciones positivas y negativas entre los alelos y
genotipos HLA-DPA1* con las LLA y LMC. No se detectaron asociaciones
positivas entre alelos HLA-DPA1* y las LMC. El polimorfismo de los alelos y

genotipos HLA-DPA1* varia considerablemente comparando los controles y
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pacientes LLA con los pacientes LMC, en los que es bastante restringido. Estas
diferencias en los patrones de distribucion del HLA-DPA1* en ambos tipos de
leucemia indican, probablemente, que las patogenias de estas enfermedades son
diferentes, y apunta en las LMC hacia deficiencias en la presentacion antigénica.
Los haplotipos de riesgo DRB1*14/DPA1*01:03 y DRB1*15 /DPA1*0103 para las

LMC refuerzan esta hipotesis.

V.4. Respuesta humoral para adenovirus en pacientes LMC HLA-DRB1*14

Al evaluar serolégicamente por ELISA indirecto, al azar, algunos individuos de
esta serie mestiza de controles, pacientes LLA y pacientes LMC frente al
adenovirus, observamos que los controles y los pacientes LLA se comportaron de
manera similar, resultando casi todos positivos a IgM de adenovirus. Por el
contrario, la serie de pacientes LMC mostro un porcentaje muy reducido de
individuos positivos a IgM y uno solo positivo a IgG. Esto nos indicaria primero,
gue el Adenovirus estuvo presente circulando en las poblaciones evaluadas y
mostrando una respuesta seroldgica diferente en los pacientes LMC quienes
podrian estar expresando una ausencia de respuesta serolégica o posiblemente
un patron de respuesta Thl (celular) frente al adenovirus. Las Infecciones
Respiratorias Agudas (IRA) causadas por adenovirus ocurren en todo el mundo
pudiendo, un solo serotipo, causar enfermedades diferentes e, inversamente, mas
de un serotipo, causar la misma enfermedad. Se presentan en brotes epidémicos

y en casos esporadicos. (Pumariega et al., 2000).

En relacion a las distintas subpoblaciones linfocitarias presente en paciente
con leucemia, la revision de la literatura muestra datos discrepantes. La mayoria
de los investigadores coinciden en resefiar un aumento de los linfocitos TCD8+ y
un descenso del cociente CD4/CD8 en leucemias linfoides cronicas a células B
(LLC-B) (Totterman et al., 1989), aungue otros hallan un incremento de los linfocitos
T CD4+ con normalidad o aumento del cociente CD4/CD8 (Kimby et al., 1989; Vuiller
et al.,, 1988). Otros resultados muestran un porcentaje de linfocitos TCD4+
significativamente menor en los pacientes leucémicos respecto a los controles,

por el contrario, los linfocitos TCD8+ estan aumentados y el valor absoluto de los
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mismos en la poblacién leucémica duplica el hallado en los controles. En
consecuencia, el cociente CD4/CD8 esta significativamente descendido en los
casos respecto a los controles (Dianzani etal., 1994; Podhorecka et al., 2001).El
porcentaje de linfocitos TCD8+ fue reportado significativamente mayor en estadios
clinicos avanzados respecto a estadios precoces. Estos hallazgos confirman lo
publicado por otros autores y, aunque su participacion en la patogenia de la
leucemia es desconocida, se podria pensar que la inmunidad celular pudiera estar
relacionada con la severidad clinica de la enfermedad. (Aguilar-Santelises et al.,
1995; Geisler et al., 1991; Zaknoen - Kay, 1990). El analisis de otros indicadores de
carga tumoral mostré ademas, que la elevacion de los linfocitos TCD8+ por
encima de la media del grupo control, se relacionan con una mayor carga tumoral.
Estos autores concluyen que estas alteraciones de la inmunidad celular en la
LLC-B podrian ser debidas a una respuesta inmunitaria especifica frente al

proceso leucémico.

Los linfocitos TCD8+ reconocen péptidos unidos a moléculas HLA de clase |
y se comportan como linfocitos T citotoxicos frente a determinadas proteinas
sintetizadas por las células, como los antigenos tumorales. Por ello, los linfocitos
T CD8+ podrian jugar un papel relevante frente a los procesos tumorales. Todo
ello sugiere que un determinado patrén inmunofenotipico en la célula leucémica,
con expresion de un mayor numero de moléculas antigénicas y cambios en el
patron de dispersion, podria ir asociado a un aumento de linfocitos TCD8+. Una
explicacion de este hallazgo podria ser que, esta expresion antigénica favoreceria
el reconocimiento, en la célula leucémica, de determinantes péptidos que
supondrian una sefal de activacion del mecanismo citotéxico mediado por los
linfocitos TCD8+ (Pérez-Fernandez). Este reconocimiento estaria al origen de la
destruccion y/o transformacion celular periférica acentuada, acompafiada con una

alta demanda medular generadora del cuadro leucémico.

El hallazgo fortuito de un paciente LMC de esta serie mestiza, en estadio
blastico, con predominio de células TCD8+, nos estaria indicando que un
mecanismo parecido pudiera estar operando en estos pacientes LMC. El hallazgo
de células TCD8+, previamente activadas (células TCD8+ memoria), relacionadas
con la presencia del alelo HLA-DRB1*14, sugiere, de alguna manera, que la

secuencia peptidica de subtipos de este alelo, sobre todo, aquellos que semejan
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secuencias peptidicas de patégenos asociados con leucogénesis, pudieran estar
al origen de esta patologia. Un paciente LMC de esta serie mestiza, tipificado
HLA-DRB1*14-04, respondié en cultivo mixto de 48 horas frente a un control
mitomizado, tipificado HLA-DRB1*13-14, mostrando un incremento exclusivo de
células TCD8+ y una disminucion del indice CD4/CDS8, con relacion a la
suspension examinada a tiempo 0. El mismo no reacciondé frente a un control
mitomizado, tipificado HLA-DRB1*13. Por tal motivo, suponemos que, de alguna
manera, el alelo HLA-DRB1*14, mimetizando la secuencia peptidica adenoviral
pudiera ser el responsable de dicha activacion.

El ensayo de proliferacion linfocitaria de controles y pacientes frente a la
péptida viral secuencia LLERRRA de adenovirus durante 120 horas, demostro
gue la respuesta de los controles sanos, serolégicamente positivos al adenovirus
era exclusivamente TCD4+ mientras que la respuesta de pacientes leucémicos
LMC estimul6 ademas, a la poblacion TCD8+. El aumento en el marcador CD4+
en la poblacion control manteniéndose el CD8 sin variacion nos estaria indicando
una respuesta de tipo Th2. Por el contrario la elevacion de TCD4 y TCD8 en los
pacientes LMC, estaria revelando una respuesta con predominio celular, Thl

frente al adenovirus.

Por lo antes expuesto, cabria esperar que, si un virus escapa a la
vigilancia inmunologica por mimetismo de uno de sus epitopos con el alelo HLA
DRB1*14 u otros mecanismos de evasion inmunitaria que acomparien a este, no
habria un cambio en la respuesta inmunitaria que medir o cuantificar. Sin
embargo, podria esperarse que, en aquellos individuos sanos, que no poseen el
alelo HLA DRB1*14, el virus no pudiera evitar la accion inmunitaria (al menos por
este mecanismo) y por lo tanto desarrollar una repuesta efectiva cuantificable. Un
escenario alternativo seria la posibilidad de una respuesta contra el epitope HVR3
del virus, que podria conducir, por reactividad cruzada, a una respuesta auto
inmunitaria contra el DRB1*14, En ambos casos, la determinacion seroldgica de
anticuerpos contra adenovirus y la determinacion de linfocitos T CD8+ contra el
epitope HVR3 permitiria valorar los mecanismos inmunitarios antivirales de los
pacientes con LMC. Ademas de la posibilidad de contribuir al planteamiento
ulterior de una asociacién entre la infeccién viral, presencia de alelos HLA

asociados y una enfermedad neoplasica. Todo ello sugiere que un determinado
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Discusién

patron inmunofenotipico en la célula leucémica, con expresion de un mayor
namero de moléculas antigénicas y cambios en el patron de dispersion, podria ir
asociado a un aumento de linfocitos T CD8+. Una explicacion de este hallazgo
podria ser, que esta expresion antigénica HLA-DRB1*14, favoreceria el
reconocimiento en la célula leucémica de determinada secuencia peptidica y
supondrian una sefial de activacion del mecanismo citotoxico mediado por los
linfocitos CD8+, responsable de una continua y sostenida eliminacion de
poblaciones leucocitarias DRB1*14+, con exacerbacion de la demanda celular en
meédula 6sea, mantenida de manera constante en hematopoyesis inducida, al

origen del cuadro leucémico.
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VI.CONCLUSIONES



Conclusiones

De este trabajo traslacional de investigacion de la asociacion de alelos HLA

clase Il con LLA y LMC en poblacion mestiza venezolana se concluye que:

1. Existen asociaciones positivas entre los alelos DQB1*04*, DPA1*01:07,*01:08,
*01:06 conla LLA y los alelos DRB1*14, DPA1*02:01 con la LMC.

2. Las asociaciones alélicas de HLA clase Il encontradas en la LLA y LMC son
diferentes

3. La frecuencia alélica del DRB1*13 en la poblacién venezolana no inmigrante
reciente demuestra un elevado nivel de mestizaje con presencia de genes

caucasicos, afrodescendiente e indigenas.

4. El patron de positividad de respuesta seroldgica IgM a adenovirus en
pacientes con LLA es similar al encontrado en los controles sanos y, por el

contrario fue negativo en la mayoria de los enfermos con LMC.

5. La utilizacion de alelos de HLA DRB1*13 y 14 relacionados con la respuesta a
adenovirus es diferente en pacientes con LMC y en la poblacion control. El
patron de respuesta del compartimento linfocitario T a antigenos del

adenovirus es distinta en pacientes con LMC y controles.

Tomados en conjunto, estos resultados indican, que existen factores genéticos
del sistema HLA asociados a la LLA y LMC. Ademas, el patron diferente de
utilizacion de estos genes y la respuesta al adenovirus, sugieren que los
mecanismos celulares implicados en la patogenia de ambas entidades, son

diferentes.
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Anexos

Anexo 1.

Cuestionario

“Asociacion HLA clase Il y Leucemias en el estado Zulia de Venezuela y su significado en la patogénesis de la

enfermedad”
Nombres y Apellidos
Lugar de Nacimiento: Pais:
Fecha de Nacimiento: Edad Sexo:F () M()
Direccion:
Teléfono: Procedencia:
Diagnostico por Citometria de Flujo: Por Citogenética:
HLA:
Feche de toma de la muestra:
Factores de Riesgo SI NO Otras Patologias SI NO
Fumador Nefropatia
Obesidad Arteriosclerosis
Diabetes Artritis
Hiperglicemias Uveitis

Hipertension arterial

Espondilitis Anquilosante

Cardiopatia

Cancer

Enfermedades del Colageno

Antecedentes Familiares

SITEspecifique el parentesco NO

Cancer

Leucemias

Diabetes

Hipertensién arterial

Cardiopatia

Enfermedades del Colageno

Artritis

Uveitis

Espondilitis

Observaciones Generales:

Firma del Paciente (Consentimiento):

Fecha:

Responsable: MgSc Miriam Echeverria
C.1. 9711718
Prof. Titular -Catedra de Inmunologia
Facultad de Medicina-LUZ
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Cuestionario

“Valoracion de la poblacién mestiza venezolana por alelos HLA clase II”

Nombres y Apellidos

Lugar de Nacimiento: Pais:

Fecha de Nacimiento: Edad Sexo:F () M()
Direccion:

Teléfono:

Madre nacida en el estado Zulia:  Si No Donde:

Padre nacido en el estado Zulia: Si____ No Donde:

Abuelos nacidos en el estado Zulia: Si_____No Donde:

Factores de Riesgo SI NO Otras Patologias SI NO
Fumador Nefropatia

Obesidad Arteriosclerosis

Diabetes Artritis

Hiperlipemias Uveitis

Hipertension arterial Espondilitis Anquilosante

Cardiopatia Céancer

Enfermedades del Colageno

Antecedentes Familiares SITEspecifique el parentesco NO

Cancer

Leucemias

Diabetes

Hipertension arterial

Cardiopatia

Enfermedades del Colageno

Artritis

Uveitis

Espondilitis

Feche de toma de la muestra:

Observaciones Generales:

Firma del Paciente (Consentimiento):

Responsable: MgSc Miriam Echeverria
C.1. 9711718
Profa. Titular-Céatedra de Inmunologia
Facultad de Medicina-LUZ
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Anexo 2

CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION

En el Instituto Hematologico de Occidente en Maracaibo, Estado Zulia conjuntamente
con la Escuela de Bioanalisis de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia, se
estd realizando el proyecto de investigacion titulado “Asociacion HLA Clase Il y su
significado en la patogénesis de la enfermedad” con el objeto de investigar la asociacion
de algunos alelos de HLA con la patogénesis de esta enfermedad.

Yo (voluntario o responsable del menor voluntario):
C.l: MNacionalidad: Estado civil:
Domiciliado en:

Siendo mayor de 18 afios en US0 pleno de mis facultades mentales vy sin que medie
coaccidn niviolencia alguna en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion,
proposito, inconveniente y riesgos relacionados con el estudio que mas abajo indico, en
calidad de paciente (o responsable del paciente), declaro mediante la presente:

1. Haber sido informado del manera clara y sencilla, por parte del grupo de investigadores
de la Seccion de Inmunologia del Instituto Hematoldgico de Occidente en Maracaibo,
Estado Zulia”, coordinado por el Dr. Sergio Rivera de todos los aspectos relacionados al
proyecto de Investigacion antes mencionado.

2. Haber sido informado de que mi participacion en el proyecto consiste en faciltar de
manera voluntaria una muestra de sangre, las cuales seran tomadas por un personal
especializado.

3. Que las muestras tomadas que acepto facilitar, asi como la informacion que suministre,
serd utilizada para realizar estudios de HLA por PCH.

4. Que de equipo de investigadores me ha garantizado absoluta confidencialidad
relacionada tanto a mi identidad como de cualquier informacion relativa a mi persona a la
gque tenga acceso por concepto de mi paricipacian en el proyecto antes mencionado y
estoy de acuerdo en el UAOD de los resultados obtenidos en el presente estudio y que mi
participacion en dicho estudio no implica riesgo ni inconveniente alguno para mi salud.

5. Que la participacion en la investigacion no agravard n causara efectos colaterales
efectos colaterales en la patologia ya existente, por el contrario, ayudara a dilucidar mi
diagnéstico permitiendo una mejor terapéutica. Cualquier pregunta o duda que yo tenga
en relacion con este estudio, me sera respondida y aclarada oportunamente por parte del
equipo de investigadores antes mencionado con quienes me puedo comunicar por el
teléfono 04146368923 en horario de 8:00 a.m. a 5:00 p.m.

6. Que bajo ningln concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir alglin beneficio de tipo
economico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto de
investigacian.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido v recibido las respuestas a mis preguntas con
respecto a este formato consentimiento y por cuanto mi participacion en este estudio es
totalmente voluntario acuendo: aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a lavez,
autorizar la toma de muestra para dicho trabajo de investigacion.

Firma del Woluntario Firma del responsable del menor
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