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RESUMEN

Los anticuerpos reactivos al panel permiten estimar la probabilidad que tiene un receptor de
encontrar un donante no relacionado compatible en una poblacién dada, y para estimar
correctamente esta probabilidad es necesario un metodo que contenga antigenos HLA
representativos. Se realizO un estudio descriptivo transversal en el Departamento de
Histocompatibilidad del Instituto de Hematologia e Inmunologia de la Habana desde enero del
2013 hasta diciembre del 2016, con el objetivo de determinar si existen diferencias entre las
frecuencias de los genes y haplotipos HLA de los individuos seleccionados para la confeccion del
estuche comercial LIFECODES Quik-1D Class I y Il de la firma GEN-PROBE para ELISA e
individuos de la poblacion cubana. Se utiliz6 una muestra no probabilistica por criterios que
incluyé 658 individuos de la poblacién cubana. Se tipificaron 75 genes HLA mediante la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con cebadores de secuencia especifica (PCR-SSP) de
baja resolucion. Para el analisis inmunogenético se empleo el programa Arlequin 3.5.2.2. En la
presente investigacion existieron diferencias estadisticamente significativas en 7 genes HLA. El
gen A*33 ocupd el segundo lugar en frecuencia en los individuos del estuche comercial, mientras
que en los cubanos el décimo; siendo esta diferencia estadisticamente significativa. El gen B*35
que ocupo el segundo lugar en la poblacion cubana, represento el lugar catorce en el estuche;
siendo estadisticamente significativo. Los genes B*54, B*59, B*67 solo estan representados en la
placa de ELISA. Los alelos DRB1*13 y DQB1*06 mostraron diferencia estadisticamente
significativa en la frecuencia, al igual que el haplotipo DQB1*06 DRB1*13. A pesar de que

existen diferencias significativas en la frecuencia de algunos alelos, el estuche comercial
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LIFECODES Quik-ID se puede emplear para la determinacion del porcentaje de sensibilizacion;
aunque se recomienda la implementacion de un panel confeccionado con antigenos leucocitarios

humanos obtenidos de individuos cubanos.
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INTRODUCCION

En Cuba se introdujo recientemente la técnica de determinacion del PRA por ELISA. Se realizan
cuatro ELISA de tipo heterogéneo, no competitivo, cualitativo e indirecto usando estuches
comerciales. La identificacion de especificidades y % PRA se realiza con los estuches:
LIFECODES Quik-1D Class | para anticuerpos anti-HLA clase | y LIFECODES Quik-ID Class
Il para anti-HLA clase I1.11

El porcentaje del PRA ofrece el grado de sensibilizacién del paciente y depende de la
composicion del panel. La composicion de antigenos del panel varia considerablemente con el
uso de diferentes estuches comerciales disponibles o paneles celulares localmente obtenidos que

a veces no representa la poblacion de donantes potenciales.!?!

En los paises europeos y en Estados Unidos de Norteamérica, por la relativa homogeneidad
étnica de su poblacion, el mestizaje no constituye una tendencia importante. La distribucion de
los antigenos del sistema HLA entre la poblacion europoide y la negroide-australoide, tanto en
sus sitios geograficos de origen como en los Estados Unidos de Norteamerica, no pueden
extrapolarse mecanicamente a nuestra poblacién en particular, ni a la latinoamericana en general.
Esto se debe a que en Europa y Africa, y en Estados Unidos, existen limites mas nitidos entre los
grupos raciales de blancos y negros, lo que muestra una situacion diferente al caso de Cuba, por

ejemplo, donde existe el 40 % de mestizaje aproximadamente.!

.
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OBJETIVO

Determinar si existen diferencias entre las frecuencias de los genes y haplotipos HLA de los
individuos seleccionados para la confeccién del estuche comercial LIFECODES Quik-ID Class |
y Il de la firma GEN-PROBE para ELISA e individuos de la poblacién cubana.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal en el Departamento de Histocompatibilidad del
Instituto de Hematologia e Inmunologia de la Habana desde enero del 2013 hasta diciembre del
2016.

Universo: individuos sanos a los que se les realizé estudio de histocompatibilidad por ser posibles

donantes de células progenitoras hematopoyéticas, donantes vivos o cadavéricos de rifion.

Muestra: se utilizé una muestra no probabilistica por criterios que 658 individuos sanos a los que
se les realizo estudio de histocompatibilidad en el periodo comprendido entre enero del 2013 y
diciembre del 2016.

Variable utilizada: Tipificacion HLA: Genes HLA en baja resolucion, de los loci A, B, DRB1 y
DQB1 registrados en la base de datos IMGT/HLA versién 3.16.0.07

Para la tipificacion HLA se utiliz6 el método PCR-SSP con estuche comercial de baja resolucion
Olerup SSP® HLA-A-B-DR-DQ SSP lotes 43R y 65Y (Olerup, Alemania). Los informes de la
tipificacion molecular HLA se almacenaron en una base de datos de Microsoft Access 2010. La
informacidn se export6 a formato .arp a través del complemento para analisis genéticos de Excel
2010, GenAlEXx version 6.4.

Para los analisis inmunogenéticos se utilizd el programa Arlequin version 3.5.2.2. Para la
comparacion de la frecuencia de genes y haplotipos entre los grupos se realizaron estimaciones
puntuales y de los intervalos de confianza del odds ratio (OR) mediante el lenguaje R a través de
la interfaz de desarrollo R Studio v0.99 con las funciones de la biblioteca “Compare group”. Sélo

se tuvieron en cuenta las diferencias entre grupos cuando se determind significacion estadistica y
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ademas los valores del OR fueron mayores que 2 y menores que 0,5. En todos los casos se trabajo

con un nivel de significacion estadistica de p < 0,01 y con intervalos de confianza del 99%.

RESULTADOS

El gen més frecuente del locus HLA-A entre los 21 genes HLA-A tipificados fue el A*02, tanto

en los individuos cubanos como en los individuos del estuche comercial.

En el afio 2007, Ferrer y cols realizaron la tipificacion molecular HLA clase | por PCR-SSOP de
390 individuos cubanos divididos en blancos y mulatos, en esta investigacion se obtuvo que para
la poblacién blanca también los genes HLA-A mas frecuentes fueron A*02, A*03 y A*24 y para
la no blanca, A*02, A*03 y A*30.*

En el presente estudio el gen A*33 ocupd el segundo lugar en frecuencia en los individuos del
estuche comercial, y el décimo en los de la poblacién cubana; siendo esta diferencia
estadisticamente significativa, con OR de 3,36. El gen A*24 fue el quinto en el estuche y el
segundo en la poblacién cubana. Los genes A*01, A*03 y A*29 ocupan el tercer, cuarto y quinto

lugar en orden de frecuencia en la poblacion cubana, respectivamente.

El grupo del CIGB también informé en su estudio que el A*33 presentd una frecuencia en las
personas no blancas que duplico a de las blancas, sin embargo no encontr6 diferencias

estadisticamente significativas para este gen entre las dos poblaciones.*

En la presente investigacion los genes B*07, B*15, B*44 estuvieron entre los cinco més
frecuentes entre los 32 genes del locus HLA-B tipificados en ambas poblaciones. EI gen B*35
que ocupd el segundo lugar en orden de frecuencia en la poblacion cubana, represento el lugar

catorce en el estuche; siendo estadisticamente significativo, con un OR de 0,21.

Segun el estudio del 2007, los genes HLA-B mas frecuentes en la poblacion blanca fueron el
B*44, B*35y B*15.4

Williams y cols, en su analisis de la distribucion del HLA-B en la poblacion de cinco continentes
dividié el grupo poblacional cubano en caucasicos y mulatos, quedando los alelos HLA-B*44,
B*07 y B*14 dentro de los mas frecuentes en ambos grupos. En esta investigacién también se
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evidencio la expresion frecuente de los alelos B*35 y B*44 en los 8 grupos poblacionales de los

cinco continentes.®

La heterogeneidad del alelo HLA-B*35 tiene importantes consecuencias en la compatibilidad de

las parejas donante-receptor no relacionadas en el trasplante renal y de médula dsea. °

Se encontrd que los genes B*54, B*59, B*67 estan representados solo en la placa de ELISA.

Existio diferencia estadisticamente significativamente en la frecuencia del alelo B*56.

Segun Patel y cols., los alelos B*59 y B*67 son frecuentes en poblaciones de japoneses, chinos e
inmigrantes chinos en USA; mientras que el alelo B*67 solo en chinos. En el resto de las
poblaciones estudiadas: Inglaterra, Francia, Brasil, Portugal, India y Alemania las frecuencias de

estos alelos fue cero.’

En un estudio inmunogenético realizado en individuos de cinco continentes, se incluy6 un grupo

de cubanos tampoco se encontraron los alelos B*54, B*59, B*67.°

Se encontré que el haplotipo A*02 B*15 fue el mas frecuente en los individuos de estuche
comercial, y ocupd el octavo lugar en los individuos cubanos. El haplotipo A*01 B*08 estuvo
dentro de los cinco méas frecuentes en ambas poblaciones. El haplotipo mas frecuente en la

poblacion cubana el A*29 B*44 no esta representado en el estuche comercial.

Los genes DRB1*04, DRB1*07 y DRB1*13 estuvieron dentro de los cinco mas frecuentes en
ambas poblaciones, sin embargo existié diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia
de DRB1*13. Hubo diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de los alelos
DRB1*09 y DRB1*12.

Los genes DQB1*02 y DQB1*03 representaron el primer y segundo lugar respectivamente en
orden de frecuencia en el estuche comercial, y segundo y primero en individuos cubanos. Los
genes DQB1*04, DQB1*05 y DQB1*06 coincidieron en orden de frecuencia en ambas

poblaciones. Hubo diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia del alelo DQB1*06.

El haplotipo DQB1*06 DRB1*13 fue el mas frecuente en los individuos del estuche comercial, y
ocup6 el cuarto lugar en los individuos cubanos; siendo esta diferencia estadisticamente

significativa.
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Se encontraron diferencias en la frecuencia de siete genes, de los 75 genes HLA tipificados, y un
haplotipo HLA entre individuos de la poblacion cubana y los individuos seleccionados para la
confeccidn del estuche comercial LIFESCODES Quik-1D. En general el por ciento de genes HLA
con diferencia significativa fue bajo, representando aproximadamente la décima parte. Esto
conduce a la necesidad de verificar si estas diferencias tienen una traduccion en el resultado de

las pruebas cruzadas.
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Figura. Frecuencia de los genes con diferencia estadisticamente significativa en la poblacion

cubana y el estuche comercial.

CONCLUSIONES

En el presente estudio a pesar que existieron siete diferencias significativas en la frecuencia de
los genes HLA y un haplotipo HLA, el estuche comercial LIFECODES Quik-ID se puede

emplear para la determinacion del porcentaje de sensibilizacion.
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El polimorfismo en los genes del sistema HLA en individuos sanos cubanos presenta «

caracteristicas similares a las descritas en otras poblaciones del pais.

RECOMENDACIONES

Implementar un panel confeccionado con antigenos leucocitarios humanos obtenidos de

individuos cubanos.

Introducir la tecnologia LUMINEX basada en dianas con antigenos aislados (para la

determinacion del PRA con mayor precision.
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