>>> Elestudio del complejo principal de histocompatibilidad (CPH), y las técnicas de biologia
molecular son vitales en la actualidad para el trasplante de 6rganos, tejidos, y en el diagnéstico
de enfermedades. En los tiltimos tiempos observamos una disminucién mundial, en la cantidad
de hijos por lo que es imprescindible el trasplante HLA haploidéntico. En el siguiente trabajo
se estudia la compatibilidad a nivel de antigenos y epitopes HLA a receptores y donantes para
el trasplante haploidéntico de progenitores hematopoyéticos.
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poyéticos.

Métodos: Se estudiaron 215 receptores cubanos, 95
femeninosy 120 masculinos y 313 hermanos. Se estudiaron
tambiénlas madres en 95 casosylospadreseny3.
Resultados: En el locus B se observé el mayor nimero de
incompatibilidades de clase I. En la clase I, el DRB1 fue
significativamente superior al DQ. El menor ndmero de
eplets incompatibles se observd entre los receptores con
el padre y las incompatibilidades menores de 10 eplets
fueron mas frecuentes con la madre. Al considerar la
compatibilidad de eplets en los loci By DRB1, mas del 45 %
de los donantes haploidénticos fueron compatibles en
epitopes con el receptor. En 34 receptores de 215 (15,8 %)
se identificaron donantes con compatibilidad total de
epitopes HLA declasel, [loambos.

Conclusiones: Entre los receptores cubanos de trasplante
haploidéntico de progenitores hematopoyéticos y sus
posibles donantes pueden encontrase parejas con alta
compatibilidad a nivel de antigenos y epitopes del sistema
HLA, por lo que esta caracterizacién pudiera incluirse en
los algoritmos de seleccion.

Palabras clave: antigenos HLA-A; antigenos HLA-B;
antigenos HLA-DR; antigenos HLA-DQ; sitios genéticos;
trasplante haploidéntico.

=>>> INTRODUCCION

La introduccidn de las técnicas de biologia
molecular ha provocado unimpacto en el mundo cientifico
y especificamente en el estudio del complejo principal de
histocompatibilidad (CPH), creando una revolucién en el
campo del trasplante de drganos y tejidos, en el
diagndstico de enfermedades y otras aplicaciones basicas
(1). Los genes del CPH se localizan en el brazo corto del
cromosoma 6 y codifican en el humano los antigenos del
sistema HLA (del inglés, human leukocyte antigens). Estos
antigenos se expresan principalmente en las membranas
delas células nucleadas. (2-5)

La tipificacién del sistema HLA desempefia una
funcién muy importante en la medicina contemporanea.
Las moléculas HLA son el objetivo principal de las
respuestas inmunitarias a los trasplantes alogénicos, son
elementos esenciales para las respuestas a estimulos
antigénicos y se implican ademas en la susceptibilidad
genética a padecer enfermedades autoinmunes. Una de
las caracteristicas cardinales de las moléculas del sistema
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HLA es su diversidad en la poblacién humana. La
tipificacion del HLA detectay clasifica tal diversidad.(1)

Las moléculas HLA son proteinas especializadas
codificadas por genes presentes en un locus denominado
CPH. Los genes del CPH se expresan de forma
codominante y en un individuo se expresan las moléculas
del CPH heredadas de ambos padres. Este sistema se
hereda en bloques por lo que una persona tendra la mitad
de cada progenitor, que es denominada haplotipo, y que
constituye el conjunto de moléculas del CPH presente en
cadacromosoma.

El que dos hermanos sean o no HLA idénticos
depende de las leyes mendelianas de la herencia: hay 25 %
de probabilidades de compartir los dos haplotipos y por
tanto de ser HLA idénticos, 50 % de compartir un haplotipo
y ser HLA haploidénticos y 25 % de no compartir ningin
haplotipo.(6) Cada molécula del HLA recibe una
designacion numérica. Por ejemplo, un haplotipo HLA de
un sujeto podria ser HLA-A"02, HLA-B “05, HLA-C*01, HLA-
DRB1°03, HLA-DQB1*02, HLA-DPB1*06.(7)

Desde hace unos afos se ha producido un
progreso espectacular en el estudio del polimorfismo HLA
anivel genético. A partir del afio 2012 se introdujeron en el
pais las técnicas moleculares de tipificacion HLA en los
estudios familiares, para la identificacién de posibles
donantes relacionados para el trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH).(7)El uso de métodos
moleculares, amplia el conocimiento del polimorfismo
HLA, de modo que permite saber con precision el grado de
disparidad entre donante y receptor. Una mejor
identificacidn de los diferentes alelos sirve para elegir las
parejas donante-receptor con el mayor nivel de
compatibilidad posible.

Por otra parte, los estudios moleculares han
permitido dilucidar las estructuras de los sitios antigénicos
de las moléculas HLA conocidos como eplets y el grado de
similitud o disparidad entre los diferentes antigenos. De
esta forma y a partir del programa informdatico HLA
Matchmaker puede identificarse el grado de disparidad o
no entre antigenos para una mejor seleccién de los
posibles donantes.

El HLA Matchmaker es un programa estructurado



de compatibilidad que considera cada antigeno HLA como
un epitope representado por una secuencia de
aminodcidos o tripletes presentes en los residuos de
aminoacidos de la porcién inmunogénica reconocida por
los anticuerpos. Al considerarse el eplets como el epitope
funcional, las diferencias en eplets entre los donantes y
receptores es unamedida de la compatibilidad de epitopes
HLA.(8,9)

Los estudios han demostrado que las diferencias
en un gran numero de eplets entre donante y receptor se
asocian con menores sobrevida en el trasplante renal
incluida la produccién de anticuerpos que median el
rechazo del érgano.(10) De acuerdo a estos resultados la
compatibilidad de eplets se utiliza en la actualidad en el
programa de trasplante renal en Europa y Australia.(11,12)
La aplicacidn en la seleccién de donantes para el TPH es
limitada sinresultados concluyentes.(8)

En este trabajo se caracteriza la compatibilidad a
nivel de antigenosy epitopes HLA areceptores y donantes
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para el trasplante haploidéntico de progenitores
hematopoyéticos.

METODOS

Se realizdé un estudio ambispectivo de tipo
observacional de todos los pacientes de Cuba y familiares,
con indicacidn de estudios de histocompatibilidad para
posible TPH en el periodo comprendido entre enero de
2013 y agosto de 2017. Se incluyeron 215 receptores con un
rango de edad de 2 a 60 afios, 95 femeninos y 120
masculinos; 313 hermanos, 95 madres, 73 padres y 5 otros
familiares.

La coleccién de la muestra se realizd de sangre
periférica en tubos con EDTA. Las muestras se procesaron
en centrifugas refrigeradas a 1150 g por 10 min a 22°C, para
obtenerla capadeleucocitos (buffy coat) a partir de la cual
se realizd el aislamiento de ADN en equipo QlAcube
(QIAGEN, GmbH). La concentracién de ADN se determiné
por el método espectrofotométrico en equipo Epoch
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(Biotek Instruments Inc) que fue ajustadaa 3o ng/mL.

La tipificacién molecular HLA de los loci A, B, DRy
DQ serealizd con el estuche de bajaresolucién Olerup SSP
HLA A B DR DQ SSP Combi tray y los correspondientes
estuches de alta resolucidn Olerup SSP para los casos en
que no fuera posible la correcta identificaciéon de los
haplotipos en el estudio familiar.

La amplificacién se realizé en termocicladores Q-
Cycler Il ( Quanta Biotech LTd), mediante el programa
recomendado por el fabricante. La lectura de la
amplificacidon se realizé por electroforesis capilar en
equipo QIAxcel Advance (QIAGEN, GmbH), con el uso del
cartucho Qiaxcel DNA FastAnalysis kit (QIAGEN, GmbH). La
interpretacion de los resultados se realizd a través de la
presencia de laamplificacidon de labanda especificay con el
uso del software Helmberg-Score (Olerup).

Los resultados de la tipificacion HLA molecular de
los loci A, B, DR y DQ se expresaron segun la nueva
nomenclatura aceptada (13) y fueron registrados en una
base de datos en formato Microsoft Access, en conjunto
conlainformacidn obtenida enlaplanilladerecoleccidonde
datos que contenia la informacidn siguiente: nombres y
apellidos, edad, sexo, color de la piel, nUmero de identidad
personal, direccién, nimero de trasfusiones, trasplantes
anteriores, embarazosy enfermedades asociadas.

El estudio se realizd de acuerdo con la ultima
revision de la Declaracidon de Helsinki, que establece los
principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos. (14,15)

Determinacion deincompatibilidades en eplets

La estimacidn se realizé con el Software-HLA
Matchmaker versién 1.4 (www.HLAMatchmaker.net) con
estimacion de 4 digitos a partir de la tipificacion HLA de
bajaresolucién por frecuencia poblacional, de acuerdo alo
sugerido en el mismo programa. Se analizaron las
incompatibilidades a partir del HLA del receptory el delos
posibles donantes.

Analisis estadistico

Se utilizd la prueba de chi-cuadrado para la
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comparacién de frecuencias absolutas. Se consideré
significativounvalordep <0,05.

> >2> RESULTADOS

Entre los pacientes con indicacién de TPH
predominaron las hemopatias malignas y dentro de ellas la
mas frecuente fue laleucemiamieloide aguda (tabla1).

= > Tabla 1. Frecuencia de enfermedades con indica-
ciéndetrasplante de progenitores hematopoyéticos

Enfermedades Rimera da casos Forcentaje
Leucemia migloide aguda 59 274
Leucemia linfaide aguda a6 214
Aplasia medular 33 153
Leucermnia mieloida crénica 18 B4
Linfarma no Hedgkin 11 5.1
Sindrome mislodisplisico o 4,2
Linforna de Hedgkin 7 3.3
Leucemia pramiglacitics 5 23
Anemia de Fanconi 4 19
Leucemia hibrida 14 1.9
Migloma muiltipla 3 1.4
Sindrome migoproliferativo crdnico 3 14
Miglofisrosis primaria 2 0.8
Leucemia linfaide crinica 2 0.9
Otros 9 4,2
Tota 215 100

En el estudio de compatibilidad predominaron los
donantes haploidénticos y noidénticos y en menor medida
los HLA idénticos. En un caso se encontrd total identidad
HLA conlamadre (tabla2).

> > Tabla 2. Compatibilidad HLA en el transplante de
progenitores hematopoyéticos

Donantes Compatibilidad HLA
Idéntico Haploidéntico Sin identidad

e U e U N O
Harmano P 16,05 149 EL 84 17,70
Madre 1 0,21 b 19,34 0 0
Padre 0 0 L] 15,02 0 0
Otras ] 0 4 0,82 1 0,21
Tatal i 16,26 30 05,84 ar 17,90

El mayor ndmero de incompatibilidades entre los
receptores conlos donantes haploidénticos se observaron
enlos loci de clase | y dentro de estos en el locus B, aunque
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las diferencias no fueron significativas con respecto al
locus A. Los antigenos donde se observaron el mayor
ndmero de incompatibilidades fueron el A*01, *24, B*35,y

B*44 (Fig.1A).

> > Figura 1. Incompatibilidades HLA de Clase | (A)
(p=0,2) yClase Il (B)(p=0,001)
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Para los loci de clase II, en el DRB1 (DRB1*03,
*04,%07), se encontraron las diferencias mas importantes
que fueron significativamente mas frecuentes con
respectoal DQ(DQB1*02,*03,*05) (Fig. 1B)

La frecuencia mayor de eplets compatibles (0-5) se
observd entre los receptores con el padre. Sin embargo,
las incompatibilidades menores de 10 eplets fueron mas
frecuentes con la madre en relacién con el padre o los
hermanos haploidénticos (p=0,01) (Fig. 2A)

En la comparacidn de los eplets Unicamente entre
los loci By DRB1 no hubo diferencias entre los hermanos
conlos padres. Al considerarla compatibilidad de eplets en
estos loci, mas del 45 % de los donantes haploidénticos son
epitopes compatibles con el receptor (Fig.2B)

En 34 receptores de 215 (15,8 %) se identificaron
donantes con compatibilidad total de epitopes HLA de
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clase I, Il, o ambos, o sea sin diferencias de eplets.
Predominaron los compatibles de clase Il en 15 receptores
y enmenor proporcidnlos de clase |, 0 ambos. Laidentidad
de epitopes fue mas frecuente con los hermanos que con
los parentales. El 67 % de estos receptores presentaban
alelos HLA homocigéticos (tabla3)

= > Figura 2. Diferencias en eplets entre los receptores
con los donantes haploidénticos. A: loci A, B, DQB1
(p=0,01); B:lociBy DRB1(p=0,2)
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> > Tabla 3. Compatibilidad total de eplets de 34
receptores con 45 donantes haploidénticos.

Clase 1+ I1 Clase 1 clase 11 Total P
Conantes [we m  wE | e ome | owe N e
Hermanas 2 4,4 2 4.4 22 48,.% | 26 | 577 02
Madre [ "1 (23 10 [ 222 [11 [ 245 |07
Padre [ [@ [ o 8 178 | @& | 178 09
Total 2 44 3 67 40 as9 | 45 100
Alalas
Homocigéticos o [ 1 i3 12 13 | 290
Heterocigaticos | 2 4,4 2 4.4 28 62,2 |31 | 71,0
" Tatal 2 a4 2 &7 40 889 45 100
Recaptores [ _
Alalas
Homoclgéticos | 1 29 |2 |59 18 [ s29 | 2.1 |67 |05
Heterocigaticos li] '] 1 - 35,3 | 13 | 32,9
Total ! 2,8 3 &8 30 828,32 | 24 | 100



>>> DISCUSION

El TPH es un tratamiento potencialmente curativo
para muchos pacientes afectados por trastornos
hematolégicos. Sus principales indicaciones son las
leucemias, los linfomas vy las insuficiencias de la médula
6sea.(16). Dentro de estas, la leucemia mieloide aguda es
una de las mas frecuentes debido al prondstico
desfavorable con los tratamientos convencionales.(17)
Estos hallazgos coinciden con los encontrados en el grupo
de pacientes analizados con estudios de compatibilidad
paraTPH.

La frecuencia de compatibilidad HLA entre
receptores y donantes se corresponde con lo comunicado
en la literatura con relacién a la proporcidn menor de
donantes relacionados HLA idénticos y no idénticos y
mayor de haploidentidad.(6) No obstante, debido a la
inclusién de los parentales y de otros familiares en el

estudio, la frecuencia de donantes haploidénticos fue
superior a lo esperado si solo se hubieran incluido los
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hermanos.

La busqueda de un donante relacionado
compatible para el trasplante, comidnmente hermano HLA
idéntico, es la variante tradicionalmente mas deseada,
pero es cada vez mds escasa debido a la tendencia
internacional y, en Cuba, a la disminucién del nimero de
hijos.

El trasplante con donante haploidéntico es la
opcidon mas frecuente y la que se estd desarrollando en
especial después que se demostrd la eficacia de la
administracion de altas dosis de ciclofosfamida
postrasplante para el control de la enfermedad de injerto
contra huésped (EICH)(18).De esta forma, en este trabajo
se profundiza en la en la caracterizacion de la
compatibilidad HLA con este tipo de donantes.(19)

Las incompatibilidades mds frecuentes con los
donantes haploidénticos a nivel de antigenos HLA se
encontraron en el locus B y DRB1. Este resultado es
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importante si se tiene en cuenta que son los loci donde se
recomienda la mayor compatibilidad para evitar la
EICH(3).0Otros estudios comunican hallazgos similares
(20). Los antigenos de clase | y Il donde se observaron las
incompatibilidades mds comunes coinciden con los de
mayor frecuencia descritos enla poblacién cuabana(21).

Teniendo en cuenta estos resultados, se
caracterizaron las incompatibilidades a nivel de epitopes
(eplets) que esclarece las diferencias o no en las
estructuras antigénicas que podrian influenciar la
alorreactividad bidireccional entre receptor e injerto y de
esta forma considerar HLA eplets compatibles a donantes
conincompatibilidad HLA(8).

Las incompatibilidades menores de 10 eplets se
consideran aceptables para evitar una respuesta inmune
HLA especifica(22). Los resultados mas alentadores se han
obtenido en la seleccidon de donantes para el trasplante
renal cadavérico y constituye una herramienta cada vez
mds usada para la seleccidn de donantes renales a
receptores hipersensibilizados, donde la busqueda de la
compatibilidad es crucial por la presencia de anticuerpos
en el receptor contra antigenos HLA del drgano a
trasplantar que median el rechazo agudo(23).

Eneste estudio, lasmenoresincompatibilidades en
eplets (0-5) se encontraron con el padre, lo que lo sefiala
como una opcidn a valorar en la poblacidn cubana para el
trasplante haploidéntico en ausencia de donantes
relacionados compatibles. Hasta donde se conoceno se ha
realizado estudios que evaltien la compatibilidad paterna
en eplets que pudieran confirmar o polemizar estos
resultados.

No obstante, las incompatibilidades en eplets
menores de 10 se encontraron con la madre y con los
hermanos haploidénticos. La madre es una opcidén
preconizada en muchos estudios donde se obtuvieron
mayor sobrevida postrasplante y menor incidencia de
EICH(24).

Estos resultados se atribuyen al efecto NIMA (del
inglés, Non Inherited maternal antigens) o antigenos
maternos no heredados, para los cuales los hijos
presentarian tolerancia por su exposicidon en la etapa fetal
via corddn umbilical y postnatal a través de la leche

materna(25).Los hermanos haploidénticos NIMA
compatibles o con presencia de antigenos maternos no
heredados por el receptor a trasplantar también pudieran
serunaelecciénventajosa.

En el andlisis de la compatibilidad de eplets
Unicamente de los loci B y DRB1se encontrd que en casi la
mitad de los receptores se puede identificar un donante
relacionado con compatibilidades menores de 10 que
podria ser una primera seleccidn en el algoritmo de estudio
delos donantesrelacionados haploidénticos.

En términos de identidad antigénicala ausencia de
diferencias en eplets o con resultados "o" podria
considerarse como HLA compatible aun en presencia de
diferentes antigenos. Esto es debido a que a pesar que el
sistema HLA es el mds polimdrfico presenta gran
homologia y la diversidad estd dada por cambios en
algunos residuos de la cadena de aminoacidos que en su
estructura tridimensional forma los epitopes reconocibles
por el sistemainmune (26).

En el 15 % de los receptores se identificaron
donantes HLA eplets totalmente compatibles con mayor
frecuencia para los antigenos de clase Il, resultados
esperados por ser los antigenos de clase | los mas
polimdrficos;(13) y con una mayor proporcién entre los
receptores homocigdticos ya que las diferencias estarian
solo en base a un antigeno con una mayor probabilidad de
encontraridentidad.

Los resultados de este trabajo muestran las
complejidades en el estudio de la compatibilidad HLA en el
trasplante haploidéntico y aportan herramientas para la
seleccion de los donantes y asi garantizar la mejor
compatibilidad en aras de disminuirla EICH. [
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