Invest Clin 44(4): 283 - 289, 2003

Asociacion HLA clase | y leucemia
en pacientes mestizos del estado Zulia,
Venezuela.

Carmen Villalobost?, Sergio Rivera!2, Jesus Weir-Medinal2, Manzur Hassanhi2,
Milagros Montiel* y Romer Gonzalez!.

!Facultad de Medicina, Universidad del Zulia e 2Instituto Hematolégico de Occidente.
Maracaibo, Venezuela

Palabras clave: HLA, Leucemia, RR y PCR-SSP.

Resumen. La asociacién entre los Alelos Leucocitarios Humanos (HLA)
clase | (A, B, C) y las Leucemias Linfoides Agudas y Mieloides, se determind
mediante la técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa con iniciadores
de secuencia especifica (PCR-SSP) en un grupo de 60 pacientes y 30 controles
sanos. Los valores obtenidos se expresaron como frecuencias alélicas y haplo-
tipicas. Se utilizaron como métodos estadisticos la prueba de Chi-cuadrado
corregida, test de Fisher, riesgo relativo y la fraccién etioldgica. Se observo
una asociacion positiva significativa de los alelos HLA-B*39 (RR = 16,184,
p = 0,0237) y HLA C*03 (RR =5,0; p = 0,0127) con las Leucemias Mieloides
(aguda y cronica). Asi mismo se encontraron asociaciones positivas de los ha-
plotipos de 2 loci: HLA-A*02-C*03 (RR = 6,0; p = 0,0153), A*24-C*03
(RR = 16,184; p = 0,0237), B*40-C*03 (RR = 10,706; p = 0,0021) y un ha-
plotipo de 3 loci: HLA-A*02-B*40-C*03 (RR = 8,11; p = 0,0102) con las Leu-
cemias Mieloides. No se evidencidé ningun tipo de asociacién con la Leucemia
Linfoide Aguda. No se observaron asociaciones negativas con ningun tipo de
Leucemia.

HLA class | and leukemia association in mestizo patients from
Zulia state, Venezuela.
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Abstract. The Human Leukocyte Allele (HLA) Class | (A, B, C) and Acute

Lymphoid Leukemia and Myeloid Leukemia association, was determined by
polymerase chain reaction - sequence specific primers (PCR-SSP) in 60 pa-
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tients and 30 healthy controls. The results were reported as allelic frequencies
and haplotype. The Chi-square corrected, Fisher’s Test, Relative risk and etio-
logic fraction were calculated. A significant positive association was showed
between HLA-B*39 (RR = 16.184; p = 0.0237) and HLA C*03 (RR =5.0; p =
0.0127) alleles and Myeloid Leukaemia. Positive associations between haplo-
types 2 loci: HLA-A*02-C*03 (RR = 6.0; p = 0.0153), A*24-C*03 (RR =
16.184; p = 0.0237), B*40-C*03 (RR = 10.706; p = 0.0021) and haplotype 3
loci: HLA-A*02-B*40-C*03 (RR = 8.11; p = 0.0102) and Myeloid Leukemia
were found. No association was evident in Acute Lymphoid Leukemia. No
negative association with Leukemias were observed.

Recibido: 13-09-2002. Aceptado: 07-07-2003.

INTRODUCCION

Las leucemias agudas son proliferacio-
nes malignas de células hematopoyéticas in-
maduras de tipo blastico superior al 30%,
cuya acumulacién progresiva se acompafia
de una disminucién en la produccion de los
elementos mieloides normales (1).

La primera evidencia sugestiva de aso-
ciacién entre neoplasias hematol6gicas y
genes del complejo mayor de histocompati-
bilidad (CMH) fue la observacion de que
ciertas cepas de ratones con una alta inci-
dencia de leucemia poseian el mismo haplo-
tipo H-2 (2). El descubrimiento de que el
haplotipo H-2b conferia resistencia al virus
de la leucemia de Gross y que el haplotipo
H-2k se asocia con el incremento de la sus-
ceptibilidad a la leucemogénesis, sugiri6 la
posibilidad de asociaciones entre leucemias
humanas y los productos de los genes del
sistema HLA (Human Leukocyte Antigen)
3, 4).

En las dltimas décadas se han realiza-
do multiples estudios sobre las asociaciones
de los antigenos humanos de histocompati-
bilidad HLA y diferentes enfermedades (5).
En diversas afecciones neoplasicas y no neo-
plasicas en el hombre se han informado aso-
ciaciones positivas (6,7). Es conocida la
asociacion existente entre enfermedades
autoinmunes y alelos HLA especificos,
como los observados en la espondilitis an-

guilosante con HLA-B27, y en la diabetes
mellitus juvenil con DQw2 y DQw3, por ci-
tar dos ejemplos donde las asociaciones es-
tan bien establecidas (7-10)

El primer estudio en leucemia en hu-
manos realizado por serologia reporté una
frecuencia aumentada del antigeno HLA-A2
en Leucemia Linfoide Aguda (LLA) (11).

El advenimiento de las técnicas de se-
cuenciacién de ADN ha demostrado que el
polimorfismo de los genes HLA es mucho
mayor que el obtenido por serologia. Los
métodos de biologia molecular son muy
confiables y sensibles, siendo Utiles tanto
para la discriminacion de alelos de reactivi-
dad cruzada por serologia como para la ca-
racterizacién de subtipos. Por lo tanto, la
diversidad alélica de cada uno de los loci es-
pecificos apoya la importancia de la aplica-
cién de los métodos basados en biologia
molecular especialmente en la evaluacién
de donantes y receptores para transplantes.
Por otra parte, esta metodologia ha servido
no solamente para definir un ndmero cre-
ciente de variantes sino para constatar que
el nimero y clase de productos HLA varian
en diferentes haplotipos (12-16).

La tipificacion de alelos y haplotipos
HLA Clase I, por medio de las técnicas mo-
leculares con la reaccion en cadena de la
polimerasa y posterior tipificacion con ini-
ciadores de secuencias especificas (PCR-
SSP) de pacientes con Leucemias (Leuce-
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mia Linfoide Aguda y Leucemia Mieloide),
en comparacion con individuos sanos, no
relacionados de la poblacién mestiza del Es-
tado Zulia, permitirdn estudiar la posible
asociacion entre ambos.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo,
transversal y controlado, para lo cual se se-
leccionaron al azar 60 individuos de ambos
sexos, entre 3 y 72 afios, mestizos, no rela-
cionados genéticamente, con diagnostico
reciente de Leucemia Linfoide Aguda (LLA;
n=30), 26 Leucemias Mieloides Agudas y 4
Leucemias Mieloides Cronicas, las cuales se
evaluaron en conjunto como Leucemias
Mieloides (LM; n= 30), y un grupo de indi-
viduos sanos (n=30), residentes en el Esta-
do Zulia. La presencia de cualquier otra pa-
tologia fue motivo de exclusion del estudio.

Todos los pacientes fueron diagnosti-
cados y evaluados en el Laboratorio de Cito-
metria y Laboratorio de HLA e Inmunologia
del Instituto Hematoldégico de Occidente
(Banco de Sangre del Estado Zulia) previo
consentimiento de ellos.

Se diagnosticaron las leucemias utilizan-
do la técnica de Citometria de Flujo (17). Se
utilizé para la Extraccion de ADN el método
de “Salting-out” con modificaciones (18) de
la técnica original de Miller. (19).

La amplificacion del ADN se realizo
mediante la técnica de PCR-SSP (Reaccidn
en cadena de la polimerasa) con iniciadores
de secuencia especifica utilizando el Kit
Olerup HLA A-B-C SSP Combi Tray de Ge-
novision. Los valores obtenidos se expresa-
ron como frecuencias alélicas y haplotipicas
(20, 21). Para hacer comparacion entre las
frecuencias alélicas y de haplotipos HLA de
2y 3 loci de los grupos de estudio, se utili-
z0 la Prueba de Chi-cuadrado corregida.
Para los valores inferiores a 5, se calcul6 el
Test de Fisher. Se tom6 el 95% como indice
de confiabilidad estadistica (p < 0,05) (21,

22). Para estimar la fortaleza de asociacion
entre los alelos y haplotipos HLA de 2y 3
loci y las Leucemias se calculo el riesgo re-
lativo (RR) (23, 24). Se obtuvo la fraccién
etiolégica para asociaciones positivas
(RR = 3), ya que esta es una medida relati-
va, que indica cuanto de la asociacién se
debe al marcador en cuestiéon; mientras
mas se acerca el valor a 1, mas se debe la
enfermedad al marcador (25).

RESULTADOS

Al comparar las frecuencias alélicas
HLA clase | de los individuos sanos con las
frecuencias alélicas de los pacientes leucé-
micos, no se evidenciaron diferencias esta-
disticamente significativas en los pacientes
con Leucemia Linfoide Aguda.

Se observo un incremento significativo
en la frecuencia de los alelos HLA-B*39
(p = 0,0237) y HLA C*03 (p = 0,0137) ex-
clusivamente en pacientes con Leucemia
Mieloide; el riesgo relativo obtenido (supe-
rior a 3) determind una asociacion positiva.
Las frecuencias alélicas, riesgo relativo y
fraccion etioldgica se detallan en la Tabla I.

Varios haplotipos HLA Case | de 2 loci,
mostraron diferencias significativas en pa-
cientes con Leucemias Mieloides con res-
pecto a los controles. Los haplotipos
HLA-A*02-C*03 (p = 0,0153), A*24-C*03
(p = 0,0237), y B*40-C*03 (p = 0,0021),
se encontraron asociados positivamente a
las Leucemias Mieloides. Sus frecuencias
haplotipicas, riesgo relativo y fraccion etio-
I6gica se muestran en la Tabla Il.

El haplotipo HLA de 3 loci HLA-A*
02-B*40-C*03 (p = 0,0102) se observé aso-
ciado positivamente a la Leucemia Mieloide
con un riesgo relativo de 8,11 (Tabla III).

No se establecieron asociaciones de ha-
plotipos HLA de 2 y 3 loci con la Leucemia
Linfoide Aguda.

No se encontraron asociaciones negati-
vas en ningun tipo de Leucemia.
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TABLA |
ALELOS HLA CLASE | EN ASOCIACION POSITIVA CON LAS LEUCEMIAS MIELOIDES
DE LA POBLACION MESTIZA ZULIANA

Frecuencia alélica

Controles (N = 30) Pacientes (N = 30)
Alelo n %fa n %fa p RR FE
B*39 0 0,0 6 10,0 0,02371 16,184 0,94
C*03 5 8,3 15 30,0 0,01372 5,000 0,60

n = namero individuos portadores del haplotipo. Fa = frecuencia alélica. p = probabilidad.
RR = Riesgo Relativo. FE = Fraccion etiolégica. 1Test de Fisher. 2Chi-cuadrado corregido.

TABLA 11
HAPLOTIPOS HLA CLASE | DE 2 LOCI EN ASOCIACION POSITIVA CON LAS LEUCEMIAS
MIELOIDES DE LA POBLACION MESTIZA ZULIANA

Frecuencia Haplotipica
Controles (N = 30) Pacientes (N = 30)

Haplotipo n %fh n %fh pt RR FE
A*02-C*03 3 25 12 10,0 0,0153 6,00 0,66
A*24-C*03 0 0,0 6 5,0 0,0237 16,184 0,94
B*40-C*03 2 1,7 13 10,8 0,0021 10,706 0,79

n = numero individuos portadores del haplotipo. Fh = frecuencia haplotipica. p = probabilidad.
RR = Riesgo Relativo. FE = Fraccion etioldgica. 1Test de Fisher.

TABLA 111
HAPLOTIPOS HLA CLASE I DE 3 LOCI EN ASOCIACION POSITIVA CON LAS LEUCEMIAS
MIELOIDES DE LA POBLACION MESTIZA ZULIANA

Frecuencia Haplotipica
Controles (N = 30) Pacientes (N = 30)
Haplotipo n %fh n %fh P1 RR FE

A*02-B*40-C*03 2 0,8 11 4,6 0,0102 8,11 0,74
n = numero individuos portadores del haplotipo. Fh = frecuencia haplotipica. p = probabilidad.
RR = Riesgo Relativo. FE = Fraccion etioldgica. 1Test de Fisher.

DISCUSION das (LLA) utilizando la técnica de PCR-SSP.

Este resultado concuerda con lo reportado

La evaluacion de 60 pacientes con leu- por Miller y col. (26) quienes trabajaron
cemia mostré asociaciones positivas alta- con las técnicas de PCR-SSP y SSO; y no ob-
mente significativas con varios alelos HLA servaron ningun tipo de asociacion. Sin em-
Clase I. bargo, por serologia se han publicado varias
No se observO ninguna asociacion en- asociaciones positivas y negativas de antige-

tre alelos HLA y Leucemias Linfoides Agu- nos HLA con las Leucemias Linfoides. Las

Investigacion Clinica 44(4): 2003



Asociacion HLA clase | y Leucemia

287

asociaciones positivas reportadas fueron
HLA-A2, B5, Cw3, Cw4, Cw7 (27-31). Mien-
tras que las negativas fueron HLA-A9, A19,
Al11, B12 y Cwl. (27, 31-33). Esto se puede
explicar por el bajo grado de resolucién de
las técnicas seroldgicas y el elevado polimor-
fismo detectado por las técnicas molecula-
res, lo cual obliga a aumentar considerable-
mente el nimero de pacientes estudiados.

En Leucemias Mieloides se observaron
asociaciones positivas en los alelos HLA-
B*39 y el HLA-C*03. Son escasos los repor-
tes de asociaciones HLA y Leucemias Mie-
loides realizados con técnicas de Biologia
Molecular y en ninguno se menciona esta
asociacion.

De las 30 Leucemias Mieloides evalua-
das, 4 fueron diagnosticadas como Leuce-
mias Mieloides Crénicas y 26 como Leuce-
mias Mieloides Agudas. Para efecto de la
asociacion con el HLA se reportaron como
Leucemias Mieloides totales.

Se han citado varias asociaciones posi-
tivas y negativas de antigenos HLA con las
Leucemias Mieloides, utilizando técnicas
serologicas. Las positivas fueron HLA-A3,
A32, B21, B27, Cw3, Cw4 y Cw7 (7, 29,
34). Los antigenos HLA-A3, A9, Al19, BS,
B12, B35y Cwl (29, 31, 34, 35), se repor-
taron como asociaciones negativas.

En Leucemias Linfoides no se encon-
traron asociaciones con haplotipos.

Una asociacion positiva con el HLA-
A1-B8-Cw7 ha sido publicada por Muller,
utilizando técnicas seroldgicas.

En Leucemias Mieloides se encontro
una asociacion positiva con varios haploti-
pos HLA clase | de 2 loci, los cuales fueron:
A*02-C*03, A*24-C*03, B*40-C*03; y con
un haplotipo HLA de 3 loci: HLA
A*02-B*40-C*03. No se observaron asocia-
ciones negativas con haplotipos. La asocia-
cion Haplotipos HLA con Leucemias no ha
sido reportada por técnicas moleculares.

Estudios serologicos de HLA realizados
a la tribu Venezolana Bari, muestran una

alta frecuencia antigénica del HLA-B39
(24,3%) y del Cw3 (43,9%); y haplotipica
del HLA-B40-Cw3 (39,1%) y del HLA-A2-
B40-Cw3 (4,7%). Tomando en cuenta que
esta poblacion no se ha mezclado con Cau-
casicos o Negroides (36); seria interesante
evaluar la posible asociacién HLA - Leuce-
mias Mieloides en esta poblacion.

Se hace necesario continuar evaluando
estos pacientes con Leucemias para estable-
cer cuales son los subtipos del HLA-B*39 y
HLA-C*03 asociados; y poder detectar otras
posibles asociaciones en concordancia con
las reportadas por estudios seroldgicos pre-
vios para los alelos HLA Clase II.
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