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@ Wk LINqUe en otros paises la tipificacion de HLA a
través de PCR es algo comun, no ocurre lo mismo en
Nicaragua, razén por lo que este estudio es un
esfuerzo pionero en suramo. Se identificé el Antigeno
Leucocitario Humano (HLA-A) clase | en muestras
sanguineas de 24 estudiantes de Medicina de la
Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua. Se
extrajo el ADN de las muestras y se proces6é mediante
el empleo de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
con una secuencia especifica de primers (PCR-SSP),
encontrando que la variante de alelos de HLA-A mas
frecuentes en la poblacion estudiada fueron HLA-A*11
y  HLA-A"66. Segun calculos del porcentaje de
homocigotos y heterocigotos se obtuvo un 50% para
cada uno respectivamente; esto podria indicar una
posible disminucién en la variabilidad genética para
estos marcadores en la poblacion estudiada, para lo
cual es necesario analizar un mayor numero de
muestras.

INTRODUCCION

Con el descubrimiento del Antigeno Leucocitario
Humano (HLA) se generd un avance significativo en el
trasplante de o6rganos y tejidos. El HLA brinda
informacién relacionada con la compatibilidad
genética entre dos sujetos (donador-receptor) e indica
las posibilidades de rechazo de un érgano o tejido a
trasplantar.

El HLA es un grupo de genes localizados en el
cromosoma 6, se designaron asi debido a que

codifican antigenos leucocitarios humanos, los cuales
son aloantigenos sobre leucocitos de una persona
(donador) que inducen la produccién de anticuerpos
en el organismo de otra (receptor).

Existen tres clases diferentes de HLA, I, 11, 111, siendo de
especial interés para la donacién y trasplantes de
organos la clase | con los subtipos A, B, Cy la clase I
con el subtipo DR . Pero para cualquier procedimiento
que involucre el trasplante de 6rganos, es necesario la
tipificacion del HLA utilizando la biotecnologia a
través delatécnicade PCR.

La primera aplicacion de la biotecnologia en Nicaragua
se realizé en junio de 1991 a través de la utilizacion de
PCR para el diagnéstico de Leishmaniasis .

En 1998, el Centro de Biologia Molecular de la
Universidad Centroamericana inicio la caracterizacion
genética de la poblacion nicaragiiense, diagnosticos
fitosanitarios y deteccion de material transgénico en
productos alimenticios. Asi mismo, otras instituciones
como el Ministerio de Salud, Universidad Nacional de
Ingenierfa, Universidad Nacional Auténoma de
Nicaragua (Managua y Ledn), Universidad Nacional
Agraria también han utilizado técnicas de biologia
molecular tanto para fines diagndsticos como
investigativos.

Hasta el momento, Nicaragua no cuenta con un banco
de donantes de 6rganos, ni se han realizado estudios
de implementacion de técnicas como PCR para la
identificacion del HLA.

Es por ello que en el presente estudio se realizd la
tipificacion del Antigeno Leucocitario Humano clase I,
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subtipo A (HLA-A) mediante el empleo de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en muestras
sanguineas de 24 estudiantes de la Facultad de
Medicina de la UNAN-Managua, como etapa inicial
para conocer el perfil del HLA-A de la misma, dando
pautas para continuar el estudio dirigido a toda la
poblacion y poder crear el primer banco de donantes
de 6rganos en Nicaragua.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion estudiada

El universo estuvo constituido por 1.075 estudiantes
de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNAN-
Managua, durante el periodo de enero a junio del
2004. La muestra fue de 24 estudiantes de Medicina,
seleccionados por conveniencia. Tomando en cuenta
los siguientes criterios: que fuesen estudiantes de
Medicina cursando desde primero a quinto afo, y
voluntarios para participar en el estudio.

Se tomaron en cuenta variables sociodemograficas de
la poblacién estudiada como el sexo, edad
procedenciay religion.

Para la recoleccion se divulgaron objetivos de la
investigacion a cada grupo de estudiantes; todos los
voluntarios llenaron y firmaron hoja de
consentimiento informado. También se tomé ficha de
registro con los datos sociodemégraficos de cada uno
delos participantes.

Extraccion de muestra

Se extrajeron 3cc de sangre venosa a cada
participante, las muestras fueron tomadas en el
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de
Facultad de Ciencias Médicas de la UNAN-Managua.

Extraccion de ADN nuclear de la muestra de
sangre

Se mezcl6 300 ul de sangre con solucion lisadora de
células e incubé por 10 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugé a 14000 rpm por 5 minutos,
se repitieron dos veces los pasos anteriores.
Posteriormente se agreg6 solucion lisadora de nucleo
e incub6 a 372 por una hora. Se adicioné solucién
precipitadora de proteinas centrifugdndose al 1400
rpm, transfiriendo el sobrenadante a un tubo que
contenia 300 ul de isopropanol. Luego se centrifugd
por un minuto y al sedimento se le agrego etanol al
70%, para su posterior centrifugacion. Al sedimento se
la agregd6 solucion rehidratante y se dejo 4C2 toda la
noche.

>

Preparacion de la reaccién de PCR

La mezcla de la reaccion para cada muestra consistio
en 208 ul de agua estéril, 26 ul de ADN de la muestra
26 ul derojo cresoly 2.6 ul la enzima taq polimerasa. El
control negativo contenia todos los componentes
anteriores, exceptuando el ADN.

Cada muestra se ampli6 24 veces en el termociclador
Perkin-Elmer, através del programa computarizado
GeneAmp PCR System 2400.

Electrofdresis en gel de agarosa

Los productos PCR se visualizaron por medio de
electrofdresis en gel de agarosa. El gel contenia 2% de
agarosa, buffer TBE y 3 ul de bromuro de esthidium.
Una vez puesto el gel en condiciones adecuadas y
dentro de la cdmara, se colocaron los marcadores de
ADN de 100 pares de bases en los extremos y se colocé
10 ul de la solucion de PCR de cada una de las muestras
en su pozo correspondiente.

Lectura e interpretacion de resultados

Terminado el proceso de electroféresis se retiré el gel
de la cdmara y se observd en cuarto oscuro en
contraposicion a una superficie de luz ultravioleta, se
procedi6 a fotografiar el gel para registrar las
secuencias especificas donde se obtuvieron productos
de ampliacion del ADN, utilizandose la glucosa 6
fosfato deshidrogenasa como control interno. Los
resultados fueron interpretados por medio de una
tabla de lectura de bandas (Fastype HLA-A* Low
Resolution Specifity Table) suministrada por BIO-
SYNTHESIS (Abril 2004).

Andlisis estadistico

La informacion sociodemografica se proceso
mediante la aplicacion del paquete estadistico SPSS
version 11.01 y se utilizé el programa Power Stats de
Promega Corp. para realizar los cdlculos de las
frecuencias alélicas y porcentajes de homocigotos y
heterocigotos del HLA-A

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Datos sociodemogréficos:

De los 24 sujetos del estudio, el 62.5% (15) se
encuentran entre las edades de 18-19 anos, seguido
del 16.7% (4) entre las edades de 20-21 afos,
coincidiendo estos rangos con el nivel de educacion
superior, el estudio se enfocé a nivel universitario.
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El 83.3% (20) son del sexo femenino y el 16 .7% (4) del
sexo masculino; estos datos coinciden con la
informacion reflejada en el registro de matricula de los
estudiantes de la Facultad de Medicina de la UNAN-
Managua, el cual indica que la mayor presencia
estudiantil es del sexo femenino.

El 58% (14) proceden del municipio de Managua, el
12.5% (3) son de Carazo y 16.6% (4) se encuentran
distribuidos en forma equitativa en los municipios de
Granada y Masaya.

Delas 24 muestras de ADN analizadas, solamente 17
fueron amplificadas por medio de la técnica de PCR-
SSP para determinar los alelos del HLA-A de cada
individuo. Estos resultados se muestran en la tabla
siguiente:

Tabla 2 Subtipos de alelos de HLA-A de los
participantes.

En cuanto a la religion el 79.2% (19) son catdlicos, y el ]
16.7%(4) son evangélicos, siendo esta informacion No. de muestra Grupo de Subtipos
importante para decidir sobre trasplante de 6rganosy de HLA-A
tejidos, ya que existen religiones que vetan esta " A 1/A23
practica. Por ejemplo, lo revelado por un estudio
entre budistas sobre el nivel de conocimiento, 2 A11/A11
creencias, actitudesy précticas de la poblacién mayor 3 A11/A68
de 20 anos del departamento de Managua con
o 4 4 A11/A66
respecto a la donacién y trasplante de 6rganos y
tejidos realizados en el periodo junio-octubre 2004. 5 AB6/A66
B . ; 6 A34/A66
Tab]g_ 1 lnformac10n.soc1odemograﬁca de los ~ A23/A66
participantes en el estudio. e
8 No amplifico
Tipificacion del HLA-A: 9 A23/A66
Codi Es ;“‘ MP "’(‘l"“‘_"""' VR l =] 10 No amplifico
I 70011go 40a e ;%xo ll\(/:c,e,,e,l?c.l‘i; e 1?1911 = ALUALT
T B = _ Managua | Catolica P
Co2 19 | F | Mamagua | Cardlica = o S, e
03 | 19 F Managua | Catolica | 13 No amplifico
04 | 19 _F Managua Catdlica | 14 Al11/A11
05 | 23 el _Granada Catolica 15 No amplificé
gg :g i "G“a“agc;‘a Eam:‘cﬁf 16 A66/A68
.- O - A wranada | Catolica
08 | 20 | F | Maswa | Caslica 17 ot
09 | 24 | M | Carazo | Evangélica L Hpeamp e
10 | 20 F Leén Catélica 19 A23/A23
1 20 | F Managua | Catdlica | 20 No amplificé
g ;3 - KFA ’I:/I“-?“?g”a | Caﬁé“lca | 21 A11/A24
anagua  Evangelica
14 |19 [ M | Masmya | Carolica | =2 ATyl
R | - S F Managua | Cat6lica 23 A23/A68
16 19 | F Leon | Catlica 24 A80/A80
17 18 M M 5li
BT 6 - ’Can'a“gu‘a Cat?‘%’c’a Los alelos més frecuentes del HLA-A de las muestras
- A .. s ~EEAED gat?}cﬁf estudiadas son los subtipos A*11 y A*66,
19 | 21 _F Managua Catdlica predominan en la posicion 4y 19 con un tamario del
20 | 19 F | Managua | Catélica producto de 200 pares de bases, segun
21 25 F Matagalpa | Evangélica interpretacion en la tabla de lecturas de bandas
THRETE e Dlaiaes TP t’f’l‘. | (Fastype HLA-A® Low Resolution Specificity Tabla)
- wanagha . satolica de BIO-SYNTHESIS incorporated (Abril 2004).
23 19 i Managua | Ninguna
24 19 F Carazo | Evangélica F: Femenino M: Masculino
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Frecuencias alélicas de HLA-A de los
participantes
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Grafico 1

Se realizé el cdlculo de homocigotos y
heterocigotos y se obtuvo un 50 % para cada uno
respectivamente. Esto podria indicar una posible
disminucién en la variabilidad genética para estos
marcadores en la poblacion de estudiantes que
participaron, para lo cual es necesario ampliar el
estudio aun mayor nimero de muestras.
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Se observa en la fotografia del gel de agarosa los subtipos de alelos A*11y A*66, enla posicion4y 19 con ur
tamafio del producto de 200 pares de bases, segtin interpretacion en la tabla de lectura de bandas (Fastype
HLA-A Low Rsolution Specificity Tabla) de BIO-SYNTHESIS incorporated (ABRIL2004).

Factores que intervinieron en la aplicacion de la técnica:

Concentracion 6ptima de ADN:

Se obtuvieron concentraciones diferentes de ADN
desde 30 ng/ul hasta 700 ng/ul, resultando la
concentracion ideal para trabajar la de 50 ng/ul,
porque con una concentracién inferior no se obtuvo
amplificacién de los pares de basesy con una superior
se inhibieron los productos de las muestras, debido a
la competencia de dos pares de cebadores por el
mismo ADN.

La temperatura de los reactivos:
Enel proceso es muyimportante mantenerlosreactivos

reactivos en hielo, por ejemplo la taq polimerasa
pesar de ser termoestable produjo un artefacte
llamado “primer dimer” que consiste en I
superposicion de los cebadores sobre si mismo
dando lugar a una amplificacién inespecifica de un
banda de uno 50 pares de bases o menos, siend
éstaunaamplificacion especifica débil.
Esterilizacion del material:

Aungque no hubo evidencia de contaminacion enla
muestras procesadas, se consideré determinante |
esterilizacién del material de laboratorio y e
manejo adecuado de las muestras.
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