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Resumen

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es el cancer mas frecuente en ninos y adolescentes
en nuestra poblacion zuliana. La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) ocurre de igual manera en
adolescentes, adultos jévenes y adultos. Extensos estudios epidemiolégicos sugieren la presencia
de varios factores relacionados con la susceptibilidad. Actualmente se acepta que factores am-
bientales y genéticos también juegan un papel relevante en el desarrollo de las LLA. La forma
adulta de la LMC se caracteriza por la presencia del Cromosoma Filadelfia como resultado de la
traslocacion ber/abl. La proteina de fusion BCR-ABL es inmunogénica y su secuencia de union
se encuentra restringida “in vitro”, a ciertos patrones HLA clase I y II. Con el fin de evaluar las aso-
ciaciones positivas y negativas de los Alelos HLA y las Leucemias, se estudiaron los alelos HLA-
DR/DQ de baja resolucion, loci HLA-DRB1*/3*/4*/5* y DQB1* por PCR Olerup SSP™ DQ-DR
SSP Combi Tray (Genovision) conjuntamente con los alelos HLA-DPA1l, loci HLA-
DPA1*01,*02,*03 y 04, por PCR Olerup SSP™ DPAL1, en 24 pacientes con LLA y 24 pacientes con
LMC del Banco de Sangre del estado Zulia frente a 48 Controles mestizos zulianos. La compara-
cion de las frecuencias alélicas entre pacientes y controles, reflejaron una asociacién negativa del
alelo DRB1*13 y las LLA, con un Riesgo Relativo de 0,09 y una p corregida con Yates < 0,004. La
relacion de homocigosis DRB 3*/4* /5% en pacientes LLA fue de 5/13/21 % comparado con los
controles sanos cuya relacion fue 9/19/15 %. El Alelo HLA-DRB1*14 result6 asociado positiva-
mente con las LMC con un Riesgo Relativo (RR) de 6,84 y una p corregida por Yates < 0,001. Los
Alelos HLA-DPA1*0105, RR =6,17, HLA-DPA1*0106/RR = 14,84 /p corregida por Yates < 0,035,
HLA-DPA1*0107/RR = 9,4/p corregida por Yates < 0,030 y el HLA-DPA1*0108/RR = 3,18/p co-
rregida por Yates < 0,048, resultaron asociados positivamente con las LLA. Los Alelos HLA-
DPA1*010301-010302, RR= 0,02 y una p corregida por Yates < 0,01 y HLA-DPA1*020101-
020106 con un RR = 0,03 y una p corregida por Yates < 0,05 resultaron protectores para las LLA.
Se confirma la asociacién negativa entre el HLA-DRB1#13 y las LLA. Observamos igualmente una
mayor homocigosis HLA-DRB4* en LLA. La asociacion positiva entre el HLA-DRB1*14 y la LMC
ha sido previamente reportada en pacientes LMC. Es original la demostracion de la susceptibili-
dad otorgada por el HLA-DPA1*0105 en LLA. Las diferencias observadas entre los reportes de
asociaciones HLA-DP y las LLA pueden estar relacionadas a diferencias técnicas y poblacionales.
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HLA-DR*/DQ*/DPA1* Association with Acute Linfoides
Leukemias (ALL) and Chronic Myeloid Leukemias
(CML) in mestizo p ]pulatlon from Zulia, Venezuela

(Preliminary study)

Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most frequent cancer in children and adolescents
in Zulia population. Chronic myeloid leukemia (CML) is similar in adolescents, young adults and
mild adults. The epidemiologic studies suggest the presence of several factors related to the sus-
ceptibility. At the present it is accepted that environmental and genetics factors play an relevant
role in the development of the ALL. The adult form of the CML is characterizes by the Philadelphia
chromosome that results of ber/abl translocation. The BCR-ABL fusion protein is immunogenic
and their union sequences are restricted “in vitro”, to some patterns HLA class I and II. To evalua-
te the positive and negative associations between HLA allele and leukemias, the HLA-DR/DQ
allele of low resolution, HLA-DRB1%*/3*/4*/5* and D@QB1* together with HLA-DPA1, loci HLA-
DPA1*01,*02,*03 and *04 alleles, were studied using PCR Olerup SSP™ (Genovision). The present
study was made in 24 patients with ALL and 24 with LMC, which were compare with 48 controls
from The Blood Bank of Zulia State, Venezuela, all of them racially mestizos. The comparison of
the Allelic frequencies between patients and controls reflects a negative association of alleles
DRB1*13 and the ALL, with a relative risk (RR) of 0.09 with p corrected by Yates < 0.01. The ho-
mozygosis relation DRB3*/4*/5*, in patients ALL was 5/13/21 % compared with the healthy
controls, whose relation was 9/19/15 %. HLA-DRB1*14 allele was associated positively with
CML with a RR of 6.84 and p corrected by Yates < 0.001. Alleles HLA-DPA1*0105, RR = 6,17,
HLA-DPA1*0106/RR = 14,84 /p corrected by Yates < 0,035, HLA-DPA1*0107/RR =9,4/p correc-
ted by Yates < 0,030; HLA-DPA1*0108/RR = 3,18/p corrected by Yates < 0,048, were positively
associated in ALL. Alleles HLA-DPA1*010301-010302, RR= 0,02; p corrected by Yates < 0,01 and
HLA-DPA1*020101-020106 with RR = 0,03; p corrected by Yates < 0,05 are protectors to ALL. We
confirmed the negative association among HLA-DRB1*13 and ALL. The negative association bet-
ween HLA-DRB1*13, greater homozygosis HLA-DRB4* in ALL and the positive association bet-
ween HLA-DRB1*14 and CML was previous reported. The positive association with HLA-
DPA1*0105 and negative association with HLA-DPA1* 010301-010302 and DPA1* 020101-
020106 have not been described. The differences observed among the reports of associations
HLA-DP and ALL can be related to technical and populational differences.

Key words: Asociation; ALL, CML, HLA-DR*/DQ*/DPA¥*.

Introduccion periférica. Las leucemias cronicas se carac-
terizan por un exceso de células sanguineas
bien diferenciadas. En ninos, la gran mayo-
ria de las leucemias son de tipo agudo, sin
embargo, en adultos, las leucemias cronicas
son las mas comunes. Las leucemias son las
enfermedades malignas mas comunes en ni-

La leucemia es una enfermedad malig-
na del sistema hematopoyético caracteriza-
da por un reemplazo difuso de la médula
o6sea por células neoplasicas. En las leuce-
mias agudas, las células hematopoyéticas
inmaduras estan incrementadas en sangre
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nosy representan cerca del 30% de todos los
canceres diagnosticados hasta los 15 anos
de edad. En este grupo etario, el 75% aprox.
de las leucemias se clasifican como Leuce-
mia Linfoblastica Aguda (LLA) (1-3).

El estudios de las leucemias en mode-
los de ratones tratados con virus inductores
de linfomas (4), demostro la susceptibilidad
de las cepas de ratones portadoras de geno-
tipos H-21-A “* del Complejo Mayor de His-
tocompatibilidad (CMH), en comparacion
con la resistencia observada en cepas de ra-
tones H-2"" 0 H-2"*. Sin embargo, la contri-
bucion del CMH en el desarrollo de las leu-
cemias aparece como un elemento secunda-
rio dentro de un contexto multifactorial y
poli génico. La misma relacion de suscepti-
bilidad y resistencia a la leucemia, asociada
al CMH, ha podido ser observada en otras
especies animales tales como ratas, bovi-
nos, aves y conejos (5-9).

En humanos, los estudios de asociacion
HLA con LLA han reportado un variado gru-
po de Alelos HLA clase I cuyas frecuencias se
encuentran incrementadas en pacientes, de
los cuales destaca la asociacion HLA-A2 con
las LLA. En ninos varones se describié una
fuerte asociacion de las LLA con la homocigo-
sis HLA-DRB4*(DR53). La mayoria de los Ha-
plotipos HLA-DR53 portan el Alelo HLA-A2
de susceptibilidad a las LLA (10-12).

Es importante hacer notar, que las cé-
lulas leucémicas en algunos casos de Leuce-
mias a células T en el adulto, inducidas por
virus, parecen ser derivadas de células T
auto reactivas frente a las moléculas HLA-
DR/DQ. Algunos virus imitan epitopes co-
munes HLA, como un mecanismo de eva-
sion. Algunas reacciones autoinmunes in-
ducidas por virus pueden ser relevantes en
el desarrollo de las LLA en nifos. Una inte-
raccion entre un epitopo especifico del Alelo
HLA y un tipo especifico de Adenovirus, ha
sido postulada como promotora en la evolu-
cion clonal de la linea B en LLA de ninos.
Existe un mimetismo molecular entre el
Adenovirus y el HLA-DR53. El Linfocito B es

uno de los mejores blancos del virus EBV, el
cual imita igualmente el epitope HLA-DR53,
por lo que pudiera estar involucrado a través
del mismo mecanismo en la induccién de
LLA. Varios subtipos del alelo DRB1*14
(1401, 1407, 1408, 1410, 1411, 1414, 1418,
1423,1426, 1428, 1431, 1432, 1434, 1435,
1436, 1438 y 1439) presentan la misma va-
riacion de posicion observada en el amino
acido del epitope DR53 (HVRS3). Este mime-
tismo mostrado por varios virus oncogénicos
para el epitope HVR3 del DR53 se extiende a
los Alelos DRB1*01, DRB1*10 y DRB1*14
(13,14), el cual es un marcador de suscepti-
bilidad par Leucemias (13, 15, 16). Los genes
HLA clase II (DR, DQ y DP) codifican glico-
proteinas de superficie altamente polimorfi-
cas que juegan un papel clave en la respues-
ta inmune a la infeccién y son conocidas por
el alto riesgo que representan en ciertas en-
fermedades autoinmunes donde se sospe-
cha de etiologias infecciosas (11).

La frecuencia de los alelos HLA Clase II
de la region DP han sido investigados en va-
rias enfermedades con asociaciones HLA co-
nocidas, con la conclusion frecuente de que
las mismas no se encuentran alteradas en
comparacion con los controles. Sin embar-
go, se han reportado asociaciones positivas
de los HLA-DPw2 y DPw5 con las LLA. El
HLA-DPw1 solo se observé asociado positi-
vamente a pacientes con Leucemias Agudas
no linfoideas (17-20).

La Leucemia Mieloide Cronica (LMC) es
una enfermedad hematolégica maligna ca-
racterizada por una fase inicial crénica de
hematopoyesis clonal con una continua di-
ferenciacion hacia Granulocitos maduros.
En la mayoria de los casos de LMC se desa-
rrolla una crisis blastica, la cual en su esta-
do terminal, semeja una Leucemia Aguda. El
pronostico de la LMC en crisis blastica es
muy pobre y el tratamiento es esencial para
lograr la cura de la enfermedad.

Una traslocacion entre el cromosoma 9
y el 22 da como resultado la formacion de
una proteina quimérica de ber y abl detecta-
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da en el 95% de los casos de LMC. Las pro-
teinas b2a2 y b3a3 producto de los dos ma-
yores tipos de fusion, son producidas en la
mayoria de los casos de LMC. La proteina
quimérica ber-abl se expresa solamente en
células de LMC pero no en las células nor-
males. Por tal motivo, la secuencia de fusion
puede actuar como blanco potencial del ata-
que de la respuesta inmunitaria mediada
por los linfocitos T frente a las LMC. Es posi-
ble generar linfocitos TCD8+ Citotoxicos es-
pecificos de ber-abl in vitro. El producto de
la traslocacion b3a2 es presentado por los
alelos HLA-DRB1*11, DRB1*0401 y
DRB1*0901 in vitro. Ninguno de estos alelos
ha sido asociado in vivo, con proteccion en
pacientes con LMC. La homocigosis DRB4*
ha sido reportada igualmente como marca-
dor de riesgo en LMC, mientras que la homo-
cigosis DRB3* aparece como marcador de
proteccion (19-21).

En este trabajo se determinaron las po-
sibles asociaciones de alelos HLA clase II,
DRB1*,2*,3%4* DQB1*y DPB1* con las LLA
y LMC en un limitado grupo de pacientes de
diferentes edades y grupos etarios en el Esta-
do Zulia, Venezuela, comparados con un gru-
po control sano de la misma poblacion.

Materiales y Métodos

E1 ADN procedente de la extraccion por
el método de “Salting out™(22) de muestras
de sangre periférica procedentes de 24 pa-
cientes con LLA, 24 pacientes con LMC de la
consulta del Banco de Sangre del estado Zu-
lia y 48 controles sanos, mestizos zulianos
de tres generaciones, con su total consenti-
miento, fue amplificado siguiendo las espe-
cificaciones del fabricante con “primers” se-
cuencia especifica para HLA-DR/DQ de
baja resolucion, incluyendo los loci HLA-
DRB1*/3*/4*/5* y DQB1*, por PCR Olerup
SSP™ DQ-DR SSP Combi Tray (Genovision)
y los alelos HLA-DPA1, incluyendo los loci
HLA-DPA1*01,*02,*03y 04, por PCR Olerup
SSP™ DPA1 (Genovision).

Las pruebas estadisticas utilizadas in-
cluyen técnicas de distribuciéon unidimen-
sional, calculo de proporciones, media arit-
mética y tabla de contingencia. Ademas se
utilizo estadistica no paramétrica para esta-
blecer las diferencias existentes entre los an-
tigenos dentro de la misma poblacion y en
comparacion con las poblaciones relaciona-
das (23). La correccion de p se realizé utili-
zando la formula siguiente:

, _ l(ad—bc—N /2)’N(24)
Y= a+b)ctrd)a+db+d

Resultados y Discusion

Comparando las frecuencias alélicas
entre pacientes y controles, se refleja una
asociacion negativa entre el alelo DRB1*13y
las LLA, con un Riesgo Relativo (RR) de 0,09
y una p corregida con Yates < 0,0046. Esta
asociacion negativa con el DRB1*13 ha sido
reportada previamente en LLA y en Leuce-
mias Mieloides Cronicas (LMC) (25, 34). El
alelo HLA-DRB1*13 puede considerarse un
marcador de resistencia a la leucogénesis,
Tabla 1.

El Alelo HLA-DRB1*14 resulté asocia-
do positivamente con las LMC con un Riesgo
Relativo RR de 6,84 y una p corregida por Ya-
tes < 0,001. Se confirma la asociacion positi-
va con el HLA-DRB1*14 reportada previa-
mente en mestizos Mexicanos (35). El mime-
tismo mostrado por varios virus oncogénicos
para el epitope HVR3 del DR53 se extiende a
los Alelos DRB1*01, DRB1*10 y DRB1*14
(13, 14). E1 HLA-DRB1*14 pudiera ser blan-
co de células T Citotoxicas generando reac-
ciones autoinmunes implicadas en el desa-
rrollo de las Leucemias (26). El Alelo HLA-
DRB1*14 puede considerarse en la LMC,
como un gen de susceptibilidad a la leucogé-
nesis (Tabla 1).

La relacion de homocigosis DRB
3*/4*/5% en pacientes LLA fue de 5/13/21
% comparado con los controles sanos, cuya
relacion fue 9/19/15%, Tabla 2. Este resul-
tado confirma los reportes previos, donde la
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Tabla 1
Frecuencias alelicas (FA) DRB1* en pacientes con leucemia linfoide aguda(LLA)
y leucemia mieloide crénica (LMC)

DRB1* Controles FA Pacientes FA Pacientes FA
N=48 X 1000 LLA X 1000 LMC X 1000
N=24 N=24
01 4 0,0417 5 0,1042 2 0,0417
03 5 0,0521 1 0,0208 8 0,16667
17 0 0,0000 0 0,0000 0 0,0000
18 0 0,0000 0 0,0000 0 0,0000
04 14 0,1458 7 0,1458 4 0,0833
06 0 0,0000 0 0,0000 0 0,0000
07 7 0,0729 5 0,1042 0 0,0000
08 8 0,0833 5 0,1042 2 0,0417
09 5 0,0521 6 0,1250 1 0,0208
10 1 0,0104 2 0,0417 2 0,0417
11 17 0,0177 9 0,1875 6 0,1250
12 1 0,0104 1 0,1042 0 0,0000
13 24 0,2500 2% 0,0427 10 0,2083
14 4 0,0417 4 0,0833 11%* 0,2291
15 4 0,0417 1 0,0208 2 0,0417
16 2 0,0208 0 0,0000 0 0,0000
Total 96 1,0000 48 1,0000 48 1,0000

* HLA-DRB1*13/RR = 0,09/ p corregida Yates 0,0046.
** HLA-DRB1*14/RR = 6,84/ p corregida Yates 0,0015.

Tabla 2
Porcentaje de homocigocis HLA-DRB 3*/4*/5* en pacientes con leucemia linfoide aguda (LLA)
y leucemia mieloide cronica (LMC)

HLA-DR % Controles % LLA % LMC
DRB5*[DR51) 9 5 2
DRB3*(DR52) 19 13 21
DRB4*(DR53) 15 21 17

mayoria de los homocigotos en el grupo de 3*/4*/5*y la LMC. (28). Mullery col. exami-
pacientes LLA expresan el gen HLA- naron la influencia de la homocigosis de los
DRB4*(DR53) (27). No se observaron asocia- haplotipos DRB3*(DR52) y DRB4* (DR53) en
ciones entre la homocigosis HLA-DRB la susceptibilidad a padecer LMC. La homo-
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cigosis DRB4* resulté un marcador de ries-
go para LMC mientras que la homocigosis
DRB3* resulto6 protectora en los mismos pa-
cientes. Otros Autores habian reportado
previamente las asociaciones entre la homo-
cigosis DRB4*ylas LLAy LMC (25, 29, 30).

No se observo ninguna asociacion
HLA-DQ* con las LLA o las LMC. Se ha re-
portado una asociacién con alto riesgo de los
alelos HLA-DR4:DR53:DQ8 en pacientes
alemanes con Leucemia Linfoide Cronica
(LLC). Sin embargo, la misma no fue signifi-
cativa (36).

Los alelos HLA-DPA1* mostraron una
asociacion positiva con las LLA de la manera
siguiente: HLA-DPA1*0105 /RR= 6,17/ p
corregida por Yates < 0,0075, HLA-
DPA1*0106/RR= 14,84 /p corregida por Ya-
tes < 0,035, HLA-DPA1*0107/RR= 9,4/p

corregida por Yates < 0,030, HLA-
DPA1*0108/RR=3,18/p corregida por Yates
< 0,048. Las asociaciones negativas fueron:
HLA-DPA1*010301-010302/RR= 0,02/p
corregida por Yates < 0,0001 y HLA-
DPA1*020101-020106/RR= 0,03/ p corregi-
da por Yates < 0,0014, Tabla 3. Las diferen-
cias observadas en cuanto a los reportes
previos de asociaciones HLA-DP con las LLA
podrian estar relacionadas con las diferen-
tes técnicas utilizadas en ambos trabajos,
aunadas a las diferencias poblacionales. El
HLA-DPw1 ha sido asociado con resistencia
en LLA mientras que los HLA-DPw2 y DPwb
se reportan incrementados en los pacientes
con LLA [20]. Los Alelos HLA-DP en dicho re-
porte fueron tipificados utilizando Linfocitos
preactivados (PTL), lo cual puede explicar las
diferencias observadas con la tipificacion
por PCR-SSP. Utilizando estudios de se-

Tabla 3

Frecuencias alélicas HLA-DPA1* en pacientes con leucemia linfoide aguda (LLA)

HLA-DPA1* Controles Pacientes FA

x 1000 LLA x 1000

010301-010302 16 0,3333 o* 0,0000
0104 0 0,0000 0 0,0000
0105 3 0,0625 14%* 0,2917
0106 0 0,0000 6F** 0,1250
0107 1 0,0208 HE* 0,1667
0108 6 0,1250 1 5k 0,3125
020101-020106 11 0,2292 Qs 0,0625
020201-020203 2 0,0417 3 0,0625
0203 1 0,0208 0 0,0000

0301 2 0,0417 1 0,0208
0302 2 0,0417 0 0,0208

0401 4 0,0833 1 0,0000
Total 48 1,0000 48 1,0000

*HLA-DPA1*010301-010302/RR= 0,02/ p corregida por Yates < 0,0001.
*HLA-DPA1*0105 /RR = 6,17/ p corregida por Yates < 0,0075.
** HLA-DPA1*0106/RR = 14,84/p corregida por Yates < 0,035.

** HLA-DPA1*0107/RR = 9,4/p corregida por Yates < 0,030.

**HLA-DPA1*0108/RR = 3,18/p corregida por Yates < 0,048.
e HLA-DPA1*020101-020106/RR = 0,03/p corregida por Yates < 0,0014.
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cuenciacion, se demostréo una asociacion
del alelo HLA-DPB1*0201 con LLA comun,
LLA-T pero no con LLA-B o no LLA, sugirien-
do que la susceptibilidad en estos nifilos con
LLA comun pudiera ser influenciada por el
polimorfismo de los aminoacidos que ocu-
pan los sitios de union de antigenos del
DPB1*0201 y otros alotipos DPB (11).

Aun cuando estos resultados provie-
nen de una pequena serie de pacientes con
LLA y LMC, los mismos confirman resulta-
dos reportados de series considerablemente
superiores en diferentes poblaciones del
mundo. Es importante resaltar que los ale-
los DRB1*13 y DRB1*14, observados como
alelos de proteccion y riesgo respectivamen-
te para las leucemias forman parte o estan
incluidos en el antiguamente designado an-
tigeno HLA-DRw6. El HLA-DRw®6 ha sido se-
nalado como un factor de riesgo para la Epi-
lepsia Mioclonica Juvenil (31, 32), en otros
reportes aparece como protector post tras-
plante en pacientes con Diabetes Mellitus
(33). Habiendo sido mencionados que varios
subtipos del alelo HLA-DRB1*14 actian
como posibles blancos de reacciones au-
toinmunes por mimetismo molecular con
péptidos virales oncogénicos (26), es posible
que la presion de seleccion frente a este alelo
diera paso al establecimiento del DRB1*13
en la poblaciéon sana, el cual se muestra
como un alelo protector en varios reportes
de HLA y leucemias. La significancia de la
evolucion del sistema HLA frente a presio-
nes de enfermedades autoinmunes y dife-
rentes patégenos ha sido propuesta con an-
terioridad (10). Estos resultados pudieran
estar reforzando la hipétesis de que las LLA
sean probablemente el resultado de una
inadecuada presentacion de antigenos on-
cogénicos a las poblaciones linfocitarias T
responsables de eliminar las células cance-
rigenas. Por el contrario, las LMC serian el
producto de un ataque autoinmune contra
ciertos peptidos que mimetizan los adenovi-
rus u oncovirus, generando el cuadro leucé-
mico (13, 16).

Queda pendiente por evaluar los subti-
pos de los alelos asociados positiva y negati-
vamente, utilizando reactivos de alta resolu-
cion en series con mayor nimero de pacien-
tes y posteriormente determinar los Haploti-
pos HLA-A/B/C/DR/DQ/DP implicados en
las diversas asociaciones HLA positivas y ne-
gativas con las leucemias para proseguir con
los estudios de inmunidad celular.

Conclusiones

Se confirma la asociacion negativa del
HLA-DRB1*13 y las LLA. Se corroboran los
reportes previos, donde la mayoria de los ho-
mocigotos en el grupo de pacientes LLA ex-
presan el gen HLA-DRB4*(DR53). Se observo
una asociacion positiva HLA-DRB1*14 y
LMC posiblemente relacionada con un grupo
importante de sub tipos HLA-DRB1*14 impli-
cados en el mimetismo molecular de ciertos
adenovirus, responsables de la leucogénesis.
Se muestran asociaciones positivas con la
mayoria de los sub tipos HLA-DPA1*01 y ne-
gativas con algunos sub tipos del HLA-
DPAB1*02, no reportadas con anterioridad.
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