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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Los aloantigenos plaquetarios humanos (HPA) son las porciones polimoérficas de las
glicoproteinas (GPs) de la membrana plaquetaria, capaces de generar una respuesta inmune
en individuos susceptibles al ser expuestos durante el embarazo, la transfusion sanguinea o
el transplante. El impetu original para investigarlos surgio de la observacion de los cuadros
clinicos secundarios a la aloinmunizacion: la trombocitopenia feto-neonatal aloinmune, la
purpura trombocitopénica post-transfusional, la trombocitopenia pasiva postransfusional, la
trombocitopenia asociada al transplante (de precursores y de organos solidos) y la

refractariedad a la transfusion de plaquetas.’

Recientemente, el efecto de estos polimorfismos sobre la funcionalidad plaquetaria y
su papel en cuadros hemorragicos y trombéticos ha despertado mucho interés, ampliando el
espectro de patologias asociadas a algunas muy prevalentes como infarto de miocardio y la

. . )
enfermedad coronaria arterial entre otras.

A pesar del gran ntimero de glicoproteinas descritas en la membrana plaquetaria, los
aloantigenos se hallan localizados en unas pocas de ellas, principalmente en los complejos
GPIIb/IIIa, GP Ib/IX/V, GP la/lla y en el CD109. La caracterizacion de los genes que las
codifican y la descripcion reciente de la base molecular de los aloantigenos a nivel del

ADN, ha facilitado enormemente su estudio y aplicacion en la practica clinica.

Como sucede para muchos otros grupos sanguineos, entre las distintas poblaciones
estudiadas alrededor del mundo se han encontrado diferencias importantes en las
frecuencias de algunos aloantigenos plaquetarios especificos, pero muchas atin no han sido
caracterizadas. Este es el caso de la Republica Argentina, cuya poblacién es resultado de la
descendencia directa de distintas oleadas de inmigrantes, principalmente de Europa, y del
mestizaje de éstos con una base indigena originaria desde la conquista espafiola. Ambas
poblaciones contribuyentes son conocidas por presentar diferencias notables en las

frecuencias HPA, lo cual le otorga a su caracterizacion un particular interés.>”

Rosario, es una ciudad del centro-este de Argentina que, junto a otras localidades,
forman el area metropolitana del Gran Rosario, la tercera aglomeracion del pais. De manera

similar al resto de la Argentina, la mayoria de sus 1.120.000 habitantes son descendientes
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de italianos y espafioles y en mucha menor medida de otras nacionalidades.® Desde hace
unos afos Rosario ha sumado un importante flujo de migracidon interna, proveniente
principalmente de la provincia de Chaco (noreste del pais) entre quienes se encuentran al
grupo amerindio originario tobas. A pesar de lo reducido de este ultimo grupo, su alta
endogamia y aislamiento cultural justifican su caracterizacion separada como una medida

de la heterogeneidad genética de los habitantes de la ciudad de Rosario.

La importancia de establecer la frecuencia de los aloantigenos plaquetarios en una
poblacion radica en su estrecha relacion con la prevalencia de los cuadros clinicos
secundarios a la aloinmunizacion. Estos actGian como un cuello de botella de factores
genéticos y ambientales, limitando el numero de individuos susceptibles a Ila

aloinmunizacion.

Las tablas poblacionales de los aloantigenos plaquetarios humanos que se
confeccionen pueden constituir un marco para la busqueda de productos sanguineos
compatibles para individuos sensibilizados. La iniciacion de un panel de donantes
caracterizados entre los individuos reclutados, permitird un adecuado diagndstico de la

sensibilizacion en gestantes y pacientes y la obtencion de hemocomponentes compatibles.

En resumen, la caracterizacion de las frecuencias de los antigenos plaquetarios
humanos en la poblacion Argentina y el analisis comparativo de ésta con otras poblaciones,
representara, la puesta en agenda del tema, es decir, el primer paso hacia el esclarecimiento

de cuadros patoldgicos subdiagnosticados en nuestro pais.
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I. INTRODUCCION

A. Plaquetas. Generalidades.

Las plaquetas sanguineas son fragmentos celulares sin nucleo de 2 a 4 um de
didmetro y 10 fL de volumen, formadas por la division de sus precursores medulares,

los megacariocitos.

Normalmente dos tercios de la masa plaquetaria circulan en sangre periférica con
recuentos entre 150 y 450 X10°/L.” El tercio restante se encuentra en el bazo, donde

también se produce la destruccion por senescencia al final de su vida de 7 a 10 dias.

La funcién principal de las plaquetas es participar en la hemostasis, evitando la
pérdida de sangre y colaborando en el mantenimiento de la integridad del endotelio
vascular. Circulan inactivas y frente a una injuria de la pared vascular, alteraciones del
flujo sanguineo o un estimulo quimico, manifiestan la denominada triada funcional:
adhesion, activacion y secrecion. Todas las respuestas ocurren via una seria de sefales
coordinadas que convierten el estimulo extracelular en mensajeros intracelulares a

través de la activacion de receptores especificos de membrana.

Las glicoproteinas de la plaqueta cumplen un papel critico en esta funcion,
actuando como receptores y mediando las interacciones con el sub-endotelio vascular
(adhesion) y con otras plaquetas® (agregacion). El estimulo causa la aparicion en la
superficie plaquetaria de numerosas moléculas que se encontraban intracelularmente en

lisosomas, granulos y otros compartimientos celulares.

A su vez, las plaquetas humanas poseen muchas caracteristicas de las células
inflamatorias, tales como quimiotaxis, capacidad para liberar mediadores inflamatorios
(factor plaquetario PF4 e histamina), fagocitar cuerpos extrafios, interaccionar con
neutréfilos, estimular basofilos, excretar muchos mediadores, citoquinas, factores de

.. . . . , . 9 .
crecimiento e interaccionar con bacterias y parasitos.” La membrana plaquetaria
también porta moléculas inmunes tales como las moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad (MHC o HLA) de clase I, receptores para la porcion Fc Gamma
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(Fcy) y receptores del complemento, e incorpora antigenos de grupo sanguineo muy

importantes en la transfusion de sangre.

Las moléculas se han clasificado en cinco grupos: moléculas de adhesion,
moléculas inmunes, receptores, antigenos de grupo sanguineo y otras.’ Las
designaciones CD (del inglés cluster of differentiation) de todas las moléculas
integrales de la membrana plaquetaria, actualizadas de acuerdo con la “8va. Reunion de
trabajo sobre antigenos de diferenciacion leucocitaria” (8th Human Leucocyte
Differentiation Antigens Workshop), se encuentran en el sitio de Internet “Protein
review on the web”, de la agencia nacional de salud norteamericana

(http://mpr.nci.nith.gov/prow/).
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B. Aloantigenos plaquetarios. Descripcion, clasificacion

Los antigenos son estructuras capaces de interactuar con receptores de linfocitos y
macrofagos. Son definidos, al menos inicialmente, a través de su capacidad para
despertar una respuesta inmune (inmunogenicidad) o de su reaccion con el producto de
dicha respuesta (antigenicidad). Cuando pertenecen al mismo individuo respondedor se
denominan autoantigenos. En cambio, si la respuesta es contra estructuras presentes en

otros individuos de la misma especie se estd en presencia de un aloantigeno.

Las plaquetas humanas, al igual que el resto de los elementos formes sanguineos,
presentan en la superficie externa de su membrana estructuras polimorficas e
inmunogénicas. Estas estructuras genéticamente determinadas y localizadas en las
proteinas, glicoproteinas y glicolipidos, pueden causar aloinmunizacién durante el

embarazo, la transfusion sanguinea o el transplante.

El interés del estudio de los antigenos y anticuerpos antiplaquetarios, radica en su
importancia diagnoéstica, pronostica y terapéutica en los cuadros clinicos asociados a la
aloinmunizacion. Estos son, la trombocitopenia feto-neonatal aloinmune (TFNA), la
purpura trombocitopénica postransfusional (PTP), la trombocitopenia pasiva

postransfusional (TPP) y la refractariedad a la transfusion de plaquetas (RTP).

Resulta 1til diferenciar entre aquellos aloantigenos presentes en la plaqueta pero
expresados en muchas otras células, conocidos como “antigenos plaquetarios no
especificos”, de aquellos con una expresion relativamente restringida a la membrana
plaquetaria y a sus precursores, llamados “antigenos plaquetarios especificos”. Los
primeros, son causales de la mayoria de los cuadros de refractariedad a la transfusion de
plaquetas de causa inmunoldgica, y los ultimos, foco de este trabajo de tesis, son

responsables casi excluyentes del resto de los cuadros.
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C. Aloantigenos plaquetarios no especificos.

Entre los antigenos no especificos de la plaqueta se encuentran los

glicoconjugados de los sistemas de grupo sanguineo ABH, P, I, Lewis y HLA de clase

I. A continuacidon se describen con cierto detalle los antigenos ABH y HLA por su

importancia transfusional:

a. Antigenos ABH.

b.

Los antigenos del grupo sanguineo ABH estan presentes en practicamente
todas las células del organismo adulto. En las plaquetas se encuentran formando
parte de la porcion glucidica de las glicoproteinas plaquetarias intrinsecas y
adsorbidos pasivamente de la fraccion glicolipidica del plasma. Estas proteinas
intrinsecas son, GPIb, GPIla, GPIIb, GPIV, GPV, molécula de adhesion
endotelial PECAM-1 y el CD109. Se asume generalmente que la expresion de los
antigenos ABH en las plaquetas es insuficiente para que las isoaglutininas anti-A
o anti-B puedan afectar significativamente la supervivencia de las plaquetas ABH
incompatibles transfundidas. Sin embargo, se han descrito reacciones febriles e
incrementos postransfusionales inversamente proporcionales al titulo de
isoaglutininaslo'12 de hasta un 20% menor al esperado para pacientes que
presentan titulos de tipo IgG mayores a 64. Algunos trabajos indican casos donde
se han obtenidos recuentos postransfusional satisfactorios sélo después de la

transfusion de plaquetas ABH compatibles.
Antigenos HLA de Clase I.

Los antigenos descritos como HLA de clase I son glicoproteinas presentes
en la superficie de las plaquetas y de la mayoria de las células nucleadas. Son
determinados por genes localizados en el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en el brazo corto del cromosoma 6, incluyendo varias

regiones conocidas como: HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G, -Hy -J.

Los antigenos y anticuerpos del sistema HLA desempefian un importante

papel en varios acontecimientos relacionados con las transfusiones. Estos
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comprenden: aloinmunizacion, refractariedad a la transfusion de plaquetas,
reacciones febriles no hemoliticas, la lesion pulmonar aguda relacionada con la

transfusion (TRALI) y la enfermedad injerto contra huésped postransfusional.

Estos antigenos son altamente polimorficos. En la membrana plaquetaria se
encuentran co-expresados los antigenos HLA-A, HLA-B y HLA-C. La expresion
de los antigenos HLA-A y HLA-B es al menos 10 veces mayor que los antigenos
HLA-C"", haciendo innecesario el estudio de estos Gltimos en la bisqueda de

plaquetas compatibles, salvo muy contadas excepciones.'”
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D. Aloantigenos plaquetarios especificos.

A pesar del gran numero de glicoproteinas en la superficie plaquetaria, los
aloantigenos descritos se encuentran localizados principalmente en los complejos
glicoprotéicos GPIIb/Illa, GPIb/IX/V, GPIla/lla y en la proteina anclada por grupos
glicosil-fosfatidil-inositol, CD109.'° Estos antigenos acompafian la herencia de estas

glicoproteinas y se heredan de manera autosémica co-dominante.

Actualmente se conocen 24 aloantigenos plaquetarios especificos definidos por
sus correspondiente anticuerpos humanos, de los cuales 12 se hallan agrupados en seis
sistemas compuestos por pares de antigenos, el tético y su correspondiente antitético.
Para los 12 antigenos restantes, se cuenta Unicamente con los aloanticuerpos que los
definen pero no para su correspondiente antitético.'” Una razén por la que anticuerpos
contra la estructura antitética ain no han sido descritos es que €stas se presentan en tan
baja frecuencia que los individuos homocigotos y por lo tanto susceptibles a

inmunizarse, no existen o son extremadamente raros.

Pese a su denominacion, muchos aloantigenos plaquetarios previamente
considerados como especificos han sido encontrados también en otras células y tejidos.
Muchos de estos antigenos son portados por las integrinas, miembros de receptores de
adhesion celular, moléculas conocidas por estar involucradas en las interacciones
célula-célula o célula-matriz. Los aloantigenos localizados inicialmente en la subunidad
B3 (GPIlIa) plaquetaria han sido detectados en células endoteliales, células del musculo
liso y en los fibroblastos.'® Los antigenos asociados con la subunidad o2 integrina
(GPIa) han sido encontrados en linfocitos T activados y en células endoteliales.'*
Aquellos antigenos asociados al CD109 se encuentran también en los linfocitos T
activados, en células endoteliales y en varias lineas celulares tumorales.
Contrariamente, los aloantigenos localizados en la subunidad allb y en la subunidad

GPIb (miembros de la familia de Glicoproteinas ricas en leucina), parecen ser

especificos del linaje megacariocitico.
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E. Nomenclatura HPA

Historicamente los antigenos plaquetarios especificos fueron llamados con el
nombre de los pacientes sensibilizados de quienes se obtuvieron los antisueros

especificos que los definian.

Esta nomenclatura se torné confusa debido al descubrimiento independiente de un
mismo antigeno por diferentes grupos de investigadores, sumado a cierto grado de
controversia con respecto a la prioridad en la asignacion de los nombres.

- - 21,22
Para solucionar este dilema, Von Dem Borne y Decary””

propusieron en 1990
un sistema simplificado, al que llamaron HPA, acronimo del inglés Human Platelet
Antigens (antigenos plaquetarios humanos), el cual fue revisado en 1998 por Santoso y
Kiefel” y recientemente por Metcalfe et al.'” Segin esta nomenclatura vigente, un
antigeno plaquetario especifico es denominado un antigeno humano plaquetario (HPA)
cuando sus bases moleculares son conocidas. Los antigenos plaquetarios humanos son
agrupados en sistemas basados en la existencia de aloanticuerpos que definen tanto al
antigeno tético como al antitético. Los HPAs y sus sistemas son designados
cronologicamente (HPA-1, HPA-2, HPA-3, etc.) siguiendo el orden de la fecha de su
descubrimiento, y se designan alfabéticamente en orden segun su frecuencia (de alta a
baja) en la poblacion estudiada, designando al de mayor frecuencia como “a” y al de
baja frecuencia como “b”. Una designacion “w” es agregada después del nombre del

’ s . , e 17
antigeno si alin no se conoce un aloanticuerpo contra el aloantigeno antitético.
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F. Bases moleculares HPA

Se conocen las bases moleculares de 22 de los 24 antigenos definidos

seroldgicamente (Tabla 1, pagina 35).

La diferencia entre lo propio y lo no propio viene dada por la sustitucion de un
unico aminoacido, causado por un polimorfismo de un tnico nucledtido (SNP) en el

124,25 ,
=" La unica

gen que codifica la correspondiente glicoproteina de membrana.
excepcion a esta regla es el antigeno Oe” (HPA-14bw), definido por una delecion de
tres nucledtidos que se traduce en un unico aminoacido faltante en la glicoproteina

portadora.

A continuacién se describen con cierto detalle los glicoproteinas polimoérficas y

aloinmunogénicas de la membrana plaquetaria, portadoras de los aloantigenos HPA.

a. GPIIb/Illa (CD41/CD61)

Esta integrina juega un papel muy importante en la agregacion plaquetaria.
Después de la activacion, pasa por un cambio conformacional que le permite
unirse al fibrinégeno y al Factor de Von Willebrand (VWf). El fibrin6geno se une
a la GPIIblIIa en dos plaquetas adyacentes, haciendo la vez de puente y mediando
la agregacion plaquetaria. Por ser esta una via final, comin y unica, la deficiencia
de este complejo, tiene pronunciados efectos en la funcionalidad plaquetaria,

como sucede en la Trombastenia de Glanzmann.

Hay aproximadamente 50-80.000 copias de este complejo heterodimérico y
requiere Ca>" para su funcion. Este consiste en la asociacién no covalente de una
subunidad ollb y otra B3. Los genes que codifican dichas subunidades se

encuentran en el brazo largo del cromosoma 17 (q21-23) muy cerca entre si.

La GPIlla (CD61, B3) es una proteina glicosilada de 90 kDa que contiene
tres dominios, uno grande extracelular con 28 puentes disulfuro, un dominio

transmembrana y un segmento citoplasmatico corto C-terminal.
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La GPIIb (CD41, allb) tiene una cadena extracelular pesada de 116 kDa
asociada covalentemente por un puente disulfuro a una cadena liviana de

transmembrana de 22 k-Da.

La capacidad para unirse al Factor de Von Willebrand (VWIf), a la
fibronectina y a la vitronectina estd dada por una secuencia repetitiva del

tripéptido Arg-Gly-ASP (RGD).

Sin duda este complejo porta el mayor numero de antigenos y sistemas (ver
Tabla 1, pagina 35): En la cadena B3 se hallan los sistemas HPA-1 (residuo 33),
HPA-4 (residuo 143), HPA-6 (residuo 489), HPA-7 (residuo 407), HPA-8
(residuo 636), HPA-10 (residuo 62), HPA-11 (residuo 633), HPA-14 (611del) y
HPA-16 (residuo 140). En la cadena allb se encuentran los sistemas HPA-3
(residuo 843) y HPA-9 (residuo 837).

GPllla GPliba

GPlIb/llla Lugar de unién
op B3 al Fibrindgeno
CD61/ CD41 — Iﬁt&ar de unién

HPA-7 _—
Pro/Ala®’?

HPA - 6
Arg/GIn*®

HPA - 9
Oe* Val/Met®”
LysS't
deletion
GPlibp HPA- 3
lle/Ser+®

Figura 1. Complejo glicoproteico plaquetario GPIIblIla. Los antigenos
plaquetarios especificos (HPA) estan indicados con una flecha. (Modificado
de http://www.nibsc.ac.uk/Haem, publicado con permiso del Dr. Paul
Metcalfe)
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b. GPIb/IX/V (CD42)

Este complejo glicoproteico esta involucrado en las etapas iniciales de la
adhesion plaquetaria a la matriz subendotelial de los vasos dafiados mediado por

el factor de Von Willebrand (VWH).

El receptor del factor de Von Willebrand estd constituido por cuatro
componentes transmembranales, todos miembros de la familia de proteinas ricas
en repeticiones de leucina: La GPlba (CD42b, 143 kDa) estd unida
covalentemente a la GPIbp (CD42c, 22 kDa) por un unico puente disulfuro, y
asociada no covalentemente con la GPIX (CD42a, 20 kDa) y GPV (CD42d, 83
kDa).

Hay aproximadamente 25.000 copias del complejo GPIb/IX y 12.000 de la
GPV por plaqueta y el complejo esta asociado funcionalmente al Receptor FcyRII

(CD32).

El sitio primario de unién del complejo glicoprotéico al factor de Von
Willebrand estd localizado en la cadena GPIba, pero el resto del complejo es
necesario para dicha union. La localizacion de los genes es conocida. El gen que
codifica para la GPIba esta en el cromosoma 17, el gen de la GPIb B gene estd en
el cromosoma 22 y los genes que codifican para la GPIX y la GPV estan en el

cromosoma 3.

La similitud estructural de todos estos genes sugiere que podrian haber

evolucionado de un gen tnico ancestral.

En este complejo glicoprotéico se han descrito dos sistemas aloantigénicos
hasta el momento (ver Tabla 1 pagina 35): El polimorfismo HPA-2, situado en la
GPIba (residuo 142) y el HPA-12 en la GPIbB. Se han descritos varias
mutaciones silenciosas de la GPIb o pero sin capacidad de inducir una

aloinmunizacion.
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C.

Lugar de unién para el factor de von

GPlba HPA - 2 Willebrand y la trombina

GPIb/IX/V O‘/ Thriet' o BN polimorfismo de peso molecular (VNTR)
CD42 GPV -

I
Gly/Glu'®

/ Actin-binding protein

Figura 2 Complejo glicoproteico plaquetario GPIbIXV. Los antigenos
plaquetarios especificos (HPA) estan indicados con una flecha. (Modificado
de http://www.nibsc.ac.uk/Haem, publicado con permiso del Dr. Paul
Metcalfe)

GPla/lla  (CD49/CD29)

Se trata de una integrina, constituida por la asociacion no-covalente de una
subunidad a2 (165 kDa) y otra B1 (145 kDa). Hay aproximadamente 800-2.800
copias del heterodimero por plaqueta y también estd presente en linfocitos T

activados y otras células.

Su ligando (molécula con la que interacciona especificamente) principal es

el colageno subendotelial expuesto.

Se conocen las bases genéticas para los dos sistemas aloantigénicos
presentes en el complejo GPIa/lla (ver Tabla 1, pagina 35). Tanto el sistema
HPA-5 (residuo 505) como el HPA-13w (residuo 799) se hallan en la GPla y son

el resultado de la substitucidon de un tnico nucleétido.
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Sitio de unio6n al
Colageno
GPla/lla HPAS

’ 505
VLA -2 : / Glu/Lys

a, By
CD49b / CD29

Sit?

_— Thr/Met™®

Figura 3 Complejo glicoproteico plaquetario GPlalla. Los antigenos
plaquetarios especificos (HPA) estan indicados con una flecha. (Modificado
de http://www.nibsc.ac.uk/Haem, publicado con permiso del Dr. Paul
Metcalfe)

d. CD109

Se trata de una glicoproteina de 175 kDa anclada a la membrana plaquetaria
por un grupo glicosil-fosfatidil-inositol. Esta también presente en monocitos,
granulocitos, células T estimuladas y células progenitoras mieloides CD34".
Aunque la funcion de la molécula CD109 no se conoce, se cree que puede estar
involucrada en interacciones célula-célula. La base genética de los antigenos Gov
(sistema HPA-15) en el CD109 ha sido determinada recientemente (ver Tabla 1,

pagina 35).

e. Otras

La glicoproteina GPIV (CD36, GPIIIb) se encuentra en la membrana de
plaquetas y monocitos. Consiste en una cadena simple de aminoacidos. Existen
alrededor de 12.000 a 14.000 copias y tiene funciéon de receptor para la

trombospondina actuando en la estabilizacion del agregado plaquetario.

Su deficiencia no se asocia a patologias y es muy frecuente en individuos de
origen japonés, los cuales a veces desarrollan isoanticuerpos con la estructura
faltante. La estructura contra la cual estaban dirigidos los anticuerpos fue

confundida inicialmente con un aloantigeno y llamado antigeno Nak®.
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Tabla 1. Antigenos Plaquetarios Humanos (HPA)

Sistema Antigeno Sinénimos Glicoproteina HGNC* CD* Cambio de Cambio de Ref.
nucledtido aminoacido
HPA-1 HPA-I* Zw*, P! GPllla ITGB3 CD61 T Leucina® 26-28
HPA-1b Zw® , P12 chs Prolina®
HPA-2 HPA-2* Ko® GPlIba GPIBA ~ CD42b ™ Treonina'¥®  29-31
HPA-2b Ko®, Sib* ™ Metionina'*
HPA-3 HPA-3* Bak®, Lek® GPIIb ITGA2B  CD41 2622 Isoleucina®™  32-34
HPA-3b Bak® G*% Serina®*
HPA-4 HPA-4* Yuk®, Pen® GPllla ITGB3 CD61 G Arginina'?  35-37
HPA-4b Yuk®, Pen® A Glutamina'*
HPA-5 HPA-5 Acido
Br’, Zav GPla ITGA2 CD49b G'*® 38-42
Glutamico®®
HPA-5b Br®, Zav?, A Lisina®™
Hc*
GPIlla ITGB3 CD61 G"* Arginina*®’ 43-45
HPA-6bw Ca*, Tu® AP Glutamina*®
GPllla ITGB3 CD61 che Prolina*”’ 46
HPA-7bw Mo* G Alanina*”’
GPIlla ITGB3 CD61 c2 Arginina®® 47,48
HPA-8bw St 200 Cisteina®*
GPIIb ITGA2B CD41 G*% Valina®’ 49
HPA-9bw Max® A% Metionina®®’
GPIlla ITGB3 CD61 G*® Arginina® 50,51
HPA-10bw La* A Glutamina®
GPIlla ITGB3 CD61 G Arginina®® 52,53
HPA-11bw Gro® AP Histidina®?
GPIb p GPIBB CD42¢ G' Glicina" 54,55
HPA-12bw Iy A Acido
glutamico'®
GPla ITGA2 CD49b c» Treonina™ 56,57
HPA-13bw Sit* 2! Metionina””
GPIlla ITGB3 CD61 AAG" P! Lisina®"! 58
HPA-14bw Oe a delecion A Lisina®!!
HPA-15 HPA-15a Gov b CD109 CcDI109  CD109 cos Serina’ 24,59,60
HPA-15b Gov a A8 Tirosina’®
GPIIla ITGB3 CD61 v Treonina'’ 61
HPA-16bw Duva ™" Isoleucina'®

*HGNC: El comité en nomenclatura génica de la organizacion genoma humano *CD: agrupacion de diferenciacion
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Tabla 2. Antigenos plaquetarios especificos no-HPA

Antigeno Glicoproteina Ref.
Va* GPIIb/I1Ia 62
Mou® desconocida 63
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G. Tipificacion HPA.

a. Fenotipificacion serologica.

El valor de la fenotipificacion seroldgica de los antigenos plaquetarios
especificos es limitado debido a que a menudo no es posible obtener suficientes
plaquetas en pacientes trombocitopénicos y los reactivos para su determinacion no
resultan fiables, con excepcion de anti-HPA-la y de anti-HPA-5b.** Hasta hace
poco, la fenotipificacion HPA dependia de la disponibilidad de suero humano de
individuos sensibilizados contra los aloantigenos plaquetarios especificos. Estos
sueros anti-HPA contenian con frecuencia anticuerpos dirigidos contra los
antigenos HLA de clase I, limitando asi su uso a los andlisis “glicoproteina-
especificos” tales como el MAIPA (inmovilizacion del antigeno plaquetario
usando un anticuerpo monoclonal). Si bien los anticuerpos monoclonales (AcMo)
se utilizan rutinariamente para fenotipar los gldbulos rojos, a excepcion de HPA-
la ninglin AcMo se ha utilizado para tipificar los HPA. Recientemente se han
publicado varios métodos para el fenotipado rapido usando anticuerpos
policlonales anti-HPA-la de origen recombinante® o producidos por tecnologia

» 66,67

“Phage display”. Estos analisis pueden complementar los andlisis de

genotipificacion, acelerando la disponibilidad de paneles HPA-seleccionados.

b. Genotipificacion

En cambio, la genotipificacion HPA puede realizarse con ADN geondmico
obtenido de cualquier material celular, utilizando reactivos disponibles
comercialmente. Esto es posible a partir de la caracterizaciéon molecular de estos
antigenos. Muchas técnicas se han descrito para caracterizar los SNPs: Reaccion
en Cadena de la Polimerasa - cebador secuencia especifica (PCR-SSP),
Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP),
polimorfismo de conformacion de cadena individual de ADN (SSCP), hibridacién
con oligonucleotidos secuencia especifica (SSO), reaccion en cadena de la ligasa
(LCR), mini-secuenciacion, etc. Muchas de ellas se han aplicado a la

genotipificacion de los sistemas HPA, aunque solamente la técnica de PCR-SSP
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sola 0 combinada con RFLP se utilizan extensamente en los estudios

. . , . . g 68
poblacionales y en la practica clinica especializada.

A pesar de las grandes ventajas que presentan las técnicas de
genotipificacion es improbable que reemplacen totalmente a la fenotipificacion
serologica. Esto se debe a casos excepcionales, donde la presencia del SNP puede

69,70 .
" Recientemente se

no resultar exactamente en la expresion del antigeno.
describid un tercer alelo de muy baja frecuencia para el sistema HPA-I. En este se
describio la pérdida de algunos de los epitopos del antigeno HPA-la y cuya
caracterizacion a través del polimorfismo de un tnico nucle6tido (SNP) induciria
a un error.”' Se han descrito alelos silentes para el HPA-1b y HPA-3a que dan
resultados discordantes en individuos portadores de la Tromboastenia de

2
Glanzmann.*’>"3

A continuacion se detalla el fundamento de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y seguidamente, la variante cebador-secuencia-especifica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-SSP), utilizada en este proyecto para la
genotipificacion HPA. Esta es la metodologia de eleccion para estudios

poblacionales.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un método de sintesis de acidos nucleicos (ADN) in vitro y
constituye la técnica més importante para amplificar acidos nucleicos. Ambas
hebras del ADN blanco son duplicadas o replicadas mediante la sintesis
enzimatica dirigida por una ADN polimerasa termoestable obtenida de la

: . . : 74
bacteria Thermus aquaticus, denominada Taq polimerasa.

La polimerasa requiere pequeias secuencias de ADN sintético que actuan
como cebadores o iniciadores (primers), complementarios de las regiones
flanqueantes de la zona de interés y desoxirribonucleotidos trifosfato (dANTPs)
en un medio amortiguador adecuado. Esta sintesis es repetida en forma ciclica
varias veces (generalmente de 25 a 35) logrando asi una amplificacion

exponencial del ADN comprendido entre el sitio de union de ambos cebadores
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(cada ciclo duplica, tedricamente, la cantidad de ADN, por lo que permite
obtener hasta mil millones de copias a partir de un solo fragmento en pocas

horas).

Cada ciclo consta usualmente de tres pasos, efectuados mediante cambios

de temperatura:

1 paso Desnaturalizacion:
Ruptura de los puentes de hidrogeno,

queda el ADN como simple cadena.

d N ., .
2% paso Reasociacion o annealing:
Los cebadores se reasocian a las zonas

complementarias.

3 paso Extension:

Se sintetiza ADN, con los nucleétidos
y una ADN polimerasa que se hallan
en la mezcla de reaccion, generandose
al final del proceso millones de copias

de la region de interés.

Con esta técnica se logra amplificar fragmentos de ADN que comprenden

una longitud variable entre 100 pb y 10000 pb.

PCR - Cebador secuencia especifica (SSP)

La reaccion en cadena de la polimerasa cebador secuencia especifica
(PCR-SSP) es actualmente la técnica mas utilizada para la genotipificacion de
los HPA. Esta se basa en la incapacidad de la Tag ADN polimerasa de reparar
una no-complementariedad (mismatch) de una unica base en el extremos 3’ del
cebador de ADN. Cuando el nucledtido del extremo 3° del cebador es
complementario a la secuencia en el lugar de la variacion alélica, tendra lugar la
amplificacion. Sin embargo, cuando el nucleotido del extremo 3’ del cebador no

se aparee, la amplificacion no ocurrirda o lo hard con una eficiencia muy baja.
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Para la deteccion de cada alelo, dos pares de cebadores son disenados

conteniendo un cebador secuencia especifica y uno comin no polimorfico.

Luego de la electroforesis del producto de la PCR, la presencia de ADN se
revela con transiluminacion ultravioleta en presencia de bromuro de etidio. El

genotipo es determinado por la presencia o ausencia de bandas de ADN.

El uso diagnostico de la PCR-SSP requiere una validacion de la
especificidad de cada par de cebadores frente a controles positivos y negativos,
asi como la presencia de un control interno realizado con la amplificacion
simultdnea de un segmento del gen de la proteina C reactiva u otra porcion

monomorfica para controlar la eficiencia de la PCR.
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H. Aloinmunizacién HPA.

La aloinmunizacion plaquetaria ocurre en respuesta a la exposicion de antigenos
que no posee el individuo respondedor. Por lo tanto, de no existir diferencias
antigénicas entre el donante y el receptor o la gestante y su pareja, la inmunizacién no
puede ocurrir. Esta incompatibilidad potencial, es necesaria pero no suficiente, ya que

solo una proporcion de estos individuos se inmuniza.

Se analizaran a continuacion los factores aceptados como condicionantes de la

aloinmunizacion HPA:
a. Mecanismos

Hay dos mecanismos descritos que resultan en la formacion de
aloanticuerpos antiplaquetarios especificos’: el primero es la “via directa”, que
ocurre cuando los receptores de las células T (TCR) en los linfocitos CD4"
interaccionan directamente con el aloepitopo extrafio HPA presentado en el
contexto de las moléculas de MHC de clase II de las células presentadoras de

antigenos (CPAs) del donante.

El segundo mecanismo es la “via indirecta” que involucra el procesamiento
de los antigenos extrafios del donante (p. ej. la GP extrafia que contiene en su
estructura los antigenos HPA) por las células presentadoras de antigenos del
individuo receptor seguido por la presentaciéon de los pépticos alogénicos del
donante en el contexto de las moléculas MHC de clase II del receptor a los

linfocitos T CD4" del receptor.

En ambas vias se requiere una coestimulacién para activar los linfocitos
+ . .
CD4" y para que secreten citoquinas como IL-2 y IFN-gamma, que van a
estimular a aquellos linfocitos B que tuvieron contacto con su antigeno para que

se diferencien a células plasméticas y secreten anticuerpos.

La respuesta por la via directa es intensa, pudiendo activarse hasta el 5% del

repertorio de los TCR del receptor. En la via indirecta, la activaciéon de los
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linfocitos CD4" es 100 veces menor, pero suficiente para generar anticuerpos con

idénticos titulos a aquellos inducidos por la via directa.
Incompatibilidad antigénica

A continuacion se modeliza el efecto de la frecuencia de los alelos HPA
sobre la incompatibilidad antigénica a nivel poblacional asociada a la transfusion,

transplante y gestacion.

Transfusion y transplante

Para todo sistema antigénico bialélico con herencia autosémica
codominante, tal como son los sistemas plaquetario humano (HPA), la
probabilidad de que ocurra para una exposicion Unica (transfusion o transplante)
una incompatibilidad potencial en una poblacion dada para el antigeno “a” con
una frecuencia alélica p, es igual al producto de las probabilidades de que el
individuo receptor sea negativo para el antigeno en cuestion (q2)=(1-p)* y que el

componente que recibe sea antigeno positivo (p*+2pq)=(1-q°), es decir, es igual

a (q)x(1-q).

Como se observa en el Figura 4 (pagina 43), la probabilidad de que ocurra
una incompatibilidad potencial es muy baja para frecuencias alélicas cercanas a
0 y a 1. Para frecuencias alélicas bajas, predominan en la poblacién los
individuos negativos (susceptibles a la inmunizacion) y la probabilidad de
incompatibilidad crece paralelamente a la frecuencia fenotipica. A medida que
la frecuencia alélica aumenta y se acerca a 0,3 (y la fenotipica a 0,51), la
incompatibilidad alcanza su maximo (0,25). A altas frecuencias del alelo, el
factor limitante de una incompatibilidad potencial resulta la proporcion de

individuos susceptibles a inmunizarse, es decir que no portan el antigeno.
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Figura 4. Probabilidad de Incompatibilidad potencial (asociada a la
transfusiéon y transplante) para un antigeno dado en la poblacion en
funcién de su frecuencia alélica y fenotipica
Embarazo

€C_.9

De manera similar, dado un antigeno a con una frecuencia alélica “p” en
una poblacion dada, la probabilidad tedrica de que una gestante negativa para
dicho antigeno (q°)=(1-p)* tenga un embarazo con un feto positivo
(p*+2pxqax(1/2)y=(p*+pxq=px(p+q)=(p)) es igual al producto entre ambas
probabilidades, es decir, (1-p)* x (p)

Como se observa en la Figura 5 (pagina 44), la probabilidad de
incompatibilidad fetomaterna para un antigeno en particular tiene un maximo
teorico de 0,148 correspondiente a una frecuencia alélica de 0,333. Esta es
menor que la asociada a la transfusion (0,250), debido a que la probabilidad de
que el feto de una mujer negativa sea negativo para el antigeno en cuestion es
mayor que en un individuo al azar de la poblacion como ocurre con la
transfusion. Una mujer negativa tiene una probabilidad de 1 de transmitir un
alelo negativo a su hijo, por lo que, el fenotipo positivo del feto s6lo dependera

de la cigosidad paterna. Para un padre homocigoto para el alelo, la probabilidad
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de un feto portador es de 1. En caso de heterocigosis, la probabilidad se reduce a

0,5.

En dicha imagen se observa claramente como varia la probabilidad de
incompatibilidad cuando el fenotipo es muy prevalente en la poblacion (ej.

HPA-1a) de cuando se encuentra con una frecuencia menor (ej. HPA-5b).
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Frecuenua Fenotipica

Figura 5. Probabilidad de Incompatibilidad potencial feto-materna en una
poblaciéon para un antigeno dado en funcion de su frecuencia alélica y

fenotipica

La incompatibilidad es una condicion necesaria pero no suficiente para
que ocurra la aloinmunizacioén. Existen factores propios del antigeno y del

paciente, que condicionan dicha respuesta y pueden describirse de la siguiente

mancra:
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C.

Factores del antigeno (inmunogenicidad)

En presencia de una incompatibilidad potencial, los distintos antigenos
plaquetarios varian entre si en su capacidad de generar una reacciéon inmune. Si
bien no es sencillo discriminar los factores puramente atribuibles al antigeno de
aquellos dependientes del individuo respondedor, pueden citarse: la densidad
antigénica sobre la superficie plaquetaria, la hidrofobicidad de los residuos

aminoacidicos que lo conforman y la accesibilidad del epitopo.

Factores del individuo respondedor

Poco se conoce sobre los factores individuales que condicionan la respuesta
inmune contra los antigenos plaquetarios especificos. Actualmente resulta
imposible identificar con certeza los individuos susceptibles a inmunizarse o
predecir el numero de exposiciones antigénicas necesarias para estimular

efectivamente la produccion de anticuerpos anti-HPA.

La asociacion mas fuerte entre un factor genético y el riesgo aumentado de
aloinmunizacion se ha descrito para dos de los antigenos plaquetarios especificos

clinicamente mas importantes, el HPA-1a y el HPA-5b.

Dicha respuesta contra el HPA-1a es la mejor caracterizada. Si bien el 5-
10% de las mujeres HPA-1a negativas con fetos HPA-1a positivos producen anti-
HPA-la, la presencia del alelo DRB3*0101 incrementa el riesgo de
aloinmunizacién por un factor 140.” En cambio, la respuesta contra el alelo HPA-

1.7° Esto indicaria

1b no parece estar condicionada por el fenotipo HLA de clase I
que las células presentadoras de antigenos requieren la molécula HLA-
DRB3*0101 para presentar los péptidos derivados del HPA-1a y que la leucina en
posicion 33 (que define al antigeno HPA-1a) esta involucrada en la unién del
péptido al nicho de la molécula HLA de clase II. Esto ha sido corroborado por
ensayos in vitro donde se ha demostrado que la leucina se une de hecho a la
molécula de HLA-DRB3*0101.”" La forma con prolina 33 no se une a la

molécula de HLA II y demostraria la rareza de la aloinmunizacion contra este

antigeno.
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A nivel poblacional este factor y la probabilidad de incompatibilidad feto-
materna condicionarian sinérgicamente la frecuencia de aloinmunizacion. Esto se
observa en la poblacion japonesa, donde la baja frecuencia del alelo HLA-
DRB3*0101 (3.8%) y las altas frecuencias del alelo HPA-la, tornan la

aloinmunizacion contra el antigeno HPA-1a excepcional.

Hay menor evidencia, que la respuesta contra el HPA-5b, esta también bajo
control genético.”*® Existen trabajos que relacionan una mayor tasa de
aloinmunizacién HPA-1a® y HPA-5b” a ciertos alelos TAP1 y TAP2. Hasta el

momento, la informacién disponible es escasa y sugiere una asociacion débil.
Factores dependientes de la via de inmunizacion

En Caucasicos, el anti-HPA-la es la especificidad de anticuerpos mas
frecuentemente asociada a TFNA, mientras que el anti-HPA-1b y anti-HPA-5b
prevalecen entre los pacientes politransfundidos.*> No se ha aclarado hasta el

momento las causas de esta diferencia.
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L.

Implicaciones clinicas de los polimorfismos HPA

a.

i

Asociadas a la aloinmunizacion

Las glicoproteinas plaquetarias humanas son el blanco frecuente del sistema
inmune. Sus polimorfismos son reconocidos por linfocitos B y T alogénicos, para
despertar una respuesta efectora esencialmente humoral. Los anticuerpos
generados se unen a sus correspondientes antigenos en la superficie plaquetaria y
conducen al secuestro de las plaquetas por los macréfagos, a través de la
interaccidén con receptores para la porcion Fc de las inmunoglobulinas.*® Este
proceso ocurre generalmente en el bazo y resulta en trombocitopenia. Estos
anticuerpos estan usualmente dirigidos contra las moléculas HLA de clase I y
contra los aloepitopos en las glicoproteinas GPIIb/Illa, GPIb/IX/V, GPla/lla y
CD109.

Los citados aloanticuerpos pueden causar los cuadros clinicos que se
describen a continuacion: refractariedad a la transfusion de plaquetas (PTR),
trombocitopenia feto-neonatal aloinmune (TFNA), purpura posttransfusional

(PTP) y la trombocitopenia aloinmune pasiva postransfusional.

Refractariedad a la transfusion de plaquetas

Las transfusiones de plaquetas son efectivas para disminuir las
complicaciones hemorragicas de la trombocitopenia grave. Pueden
suministrarse  terapéuticamente a pacientes con sangrado activo o
profilacticamente a pacientes con trombocitopenia secundaria a fallo medular.
Una hemorragia grave espontanea es dificil que ocurra con recuentos mayores a
10000/ul y este valor ha sido generalmente adoptado como nivel para pacientes

estables sin sangrado.

La refractariedad a la transfusion de plaquetas, definida como un escaso
incremento tras de dos transfusiones plaquetarias consecutivas, puede resultar
de mecanismos inmunes y/o no inmunes. La causa inmune mas frecuente es la

aloinmunizacion contra los antigenos HLA y en una proporcion mucho menor
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(5-10%) a los antigenos plaquetarios especificos. Mas frecuente y menos
dramatica es la reduccion del incremento postransfusional en el caso de
transfusiones de plaquetas ABH incompatibles, dependiente de la expresion de
los antigenos en las plaquetas del donante y el titulo de las isoaglutininas en el

receptor.

Trombocitopenia feto-neonatal aloinmune

La trombocitopenia feto-neonatal aloinmune es considerada en la
actualidad la causa mas comun de trombocitopenia en el recién nacido con una
frecuencia aproximada de 1 caso cada 800-1200 recién nacidos.”** Es definida
por recuentos plaquetarios en el feto/neonato menores a 150 X 10°/L, causados
por anticuerpos maternos dirigidos contra antigenos plaquetarios especificos
fetales heredados del padre. Es la contrapartida plaquetaria de la enfermedad
hemolitica feto-neonatal pero, a diferencia de ella, alrededor de un tercio de los

85,86 ’ . .
> Esto podria explicarse por pasajes

casos ocurre durante la primera gestacion.
de glicoproteina Illa fetal a la circulacion materna de manera muy temprana en
la gestacion (14 semanas) y su expresion en el sinciotrofoblasto del borde en
cepillo (Brush border) placentario.®” A pesar de que la GPIIla es una proteina
transmembrana de tipo I, su aparicion en la circulacion puede ocurrir cuando las

células entran en apoptosis, quizas durante la invasion del endometrio.

En caucésicos el 95% de los casos son debidos a aloinmunizacion contra
los antigenos HPA-la y HPA-5b.*> Esta respuesta generalmente involucra la
producciéon de anticuerpos IgG1.°* En orientales es menos prevalente® vy
ocurre principalmente asociado a HPA-4b> y HPA-5b. El feto/neonato puede
sufrir complicaciones hemorrdgicas, la méas grave es la hemorragia
intracraneal.*” Los antigenos HLA parecen no participar en la patogenia. La
terapia efectiva en TFNA consiste en la transfusiéon de plaquetas maternas

lavadas u otras plaquetas antigeno-negativas.
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1ii. Purpura trombocitopénica post-transfusional

La purpura post-transfusional es un cuadro infrecuente pero grave. Afecta
fundamentalmente a mujeres (cociente mujer / hombre > 20:1) de alrededor de
50 afios que han sido alo-inmunizadas contra un antigeno plaquetario especifico
en embarazos previos o por transfusion. Se caracteriza por desarrollar
trombocitopenia grave y aislada, aproximadamente una semana después de
haber recibido una transfusion conteniendo plaquetas. Los pacientes sintetizan
anticuerpos que dan reaccion cruzada con sus propias plaquetas en la primera

fase de la respuesta anamnésica.

iv. Trombocitopenia aloinmune postransfusional pasiva

Los donantes de sangre mujeres pueden desarrollar anticuerpos
antiplaquetarios después de un embarazo (o también al igual que los hombres
luego de una transfusion). Estudios retrospectivos realizados en donantes
mujeres con antecedentes obstétricos han encontrado una prevalencia entre 2,5-
4.2%"™% de anticuerpos contra antigenos plaquetarios especificos. Estos
anticuerpos pueden persistir ain muchos afnos después del embarazo y provocar

91-93
Es una rara

una trombocitopenia pasiva al receptor del hemocomponente.
pero grave complicacion de la transfusion de plasma, gldobulos rojos y sangre
entera. Cuando los anticuerpos son absorbidos por las plaquetas del receptor

puede producirse un cuadro grave de trombocitopenia que remite con rapidez.

b. Asociada a cambios en la funcionalidad

Debido al papel preponderante de las glicoproteinas (GP) plaquetarias en la
funcionalidad de las plaquetas, no es extrafio, que polimorfismos que afectan la
expresion o la actividad de estas, puedan influenciar el curso y pronostico de

enfermedades que involucran a la hemostasia.

Existen numerosos estudios epidemiologicos que relacionan varios
polimorfismos en las GP plaquetarias, entre ellos, algunos HPAs, con el riesgo

aumentado de enfermedad coronaria arterial e infarto de miocardio en individuos
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jovenes. Al igual que los estudios de agregometria in vitro, muchos resultados son

conflictivos.

Si bien esta nueva area de la gendmica humana debe ser evaluada muy
detenidamente, ya existe evidencia substancial de que el alelo HPA-1b, los alelos
GPIb Metuss (VNTR A o B) y especialmente el alelo 807T de la integrina o,
contribuyen al riesgo de infarto agudo de miocardio en individuos jovenes (< 60
afos) y al desarrollo de la retinopatia diabética.” Se espera para los futuros afios
una evaluacion del riesgo acumulativo o efecto sinérgico de estos factores de
riesgo plaquetario junto con otros bien definidos en un gran numero de patologias

muy prevalentes.
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J. Frecuencias poblacionales de los polimorfismos HPA.

Como ya se comento, las frecuencias fenotipicas y génicas de los aloantigenos
plaquetarios humanos han sido determinadas en diversas poblaciones y se han
observado diferencias claras en la prevalencia de algunos antigenos entre ellas,

fundamentalmente entre caucasicos, orientales, africanos y amerindios.

Hay consenso en que las poblaciones estudiadas pueden agruparse por similitudes
en sus frecuencias alélicas HPA en dos grandes “clusters”. En uno de ellos se

encuentran a las poblaciones caucasicas y en el otro a las orientales y amerindias.

El grupo caucésico se caracteriza por poseer frecuencias relativamente altas del
alelo “b” de los sistemas HPA-1.-2.-3, y -5. En cambio, para los sistemas HPA-4 y

HPA-6, la frecuencia del alelo “b” es muy baja o inexistente.

El grupo oriental presenta un patron antigénico muy distinto, con frecuencias
alélicas “b” significativamente menores que en caucdsicos para los sistemas HPA-1,-3
y -5 y frecuencias significativamente mayores del alelo “b” para los sistemas HPA-4 y

HPA-6.

Estas diferencias tienen una buena correlacion con la epidemiologia de la
trombocitopenia feto-neonatal aloinmune, en lo que respecta a la prevalencia y las

P ., . . 89
especificidades antigénicas involucradas.

Conocer las frecuencias alélicas HPA en una poblacion dada, es esencial para’:

a. El diagnostico de las trombocitopenias aloinmunes.

b. Disefiar programas de cribaje de mujeres embarazadas con riesgo elevado de
TFNA.

c. Dar consejo genético.

d. La busqueda de hemocomponentes compatibles para pacientes con

anticuerpos anti-HPA.
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K. Demografia Argentina

a. Poblacion general

La Republica Argentina es un pais ubicado en el extremo sur de América
organizado como una republica representativa y federal. Por su extension, es el
segundo estado de América del Sur y el octavo en todo el planeta. Su superficie
continental es de 2.780.400 Km?. Limita al norte con Bolivia y Paraguay, al
nordeste con Brasil, al este con Uruguay y el Océano Atlantico y al sur y al oeste
con Chile. Segun el censo poblacional, en 2001, la Republica Argentina contaba
con 36.260.130 habitantes. En la Tabla 3 se desglosa el nimero de habitantes por

provincia.

Hasta la llegada del conquistador espaiol, la actual region de la Argentina
estaba habitada por grupos amerindios. Debido al reducido ntmero de
conquistadores, adelantados y tropas que llegaron a estas regiones hasta inicios de

1700, el impacto poblacional inicial de los europeos fue limitado.

A partir del siglo XIX y hasta mediados del siglo XX, la Argentina recibe
masivamente a inmigrantes europeos, en su mayoria provenientes de Italia y
Espana. La primera gran oleada de inmigrantes tuvo lugar entre 1870 y 1930.
Durante esos afos llegaron casi 4 millones de personas, pero s6lo permaneci6 en
el pais el 54%. El 46 % de los inmigrantes eran italianos y el 34 % espafioles
pertenecientes a los estratos sociales mas pobres de su pais de origen. El segundo
gran ingreso de inmigrantes fue entre 1947 y 1954: el pais recibio 770.000
inmigrantes, de los que se radicaron el 74%, siendo el 58 % de origen italiano y el

25% espaiol.

Desde 1955 hasta la fecha cambia la magnitud y la composicién de las
migraciones, incrementandose la migracion de paises limitrofes. A partir de los
censos de poblacion se puede obtener informacion sobre la nacionalidad y la
ascendencia de la poblacion (entendida como la nacionalidad de los padres). Entre
1895 y 1914 los extranjeros representaban entre el 25% y 30% de la poblacion
total. En 1914 el 30% de los pobladores era inmigrante y el 35% hijo de



inmigrantes. En 1936 el 64% de los jefes de familia residentes en la ciudad de
Buenos Aires era extranjero y el 36% nativos de la Argentina (el 11,4% tenia
ambos padres nativos, el 7% tenia padres mixtos y el 18% tenia padres
extranjeros). La consecuencia mas impactante del ciclo cerrado en 1930 fue la
notable disminucion relativa del tipo étnico preponderante en la poblacion
argentina antes del impacto inmigratorio y su reemplazo por otra poblacion
relativamente homogénea desde ese punto de vista (dado que en su mayoria era de
origen italiano). Para el afio 1991 el porcentaje de extranjeros en la poblacion total
es del 6,8%, con un tercio de ellos provenientes de los paises limitrofes. Estas

cifras destacan la importancia de la ascendencia extranjera entre la poblacion.

Puede aceptarse que en 1990, después de un prolongado lapso sin recepcion
migratoria transoceanica, al menos 2/3 de la poblacion de las grandes ciudades
argentinas debia ser de ascendencia europea (es decir, tenia al menos un abuelo de

ese origen).’

La idea que el componente aborigen es actualmente muy pequefio, sustentd
la autoproclamacion de la Argentina como el pais europeo de Latinoamérica.
Varios estudios moleculares recientes han cuestionado esto ultimo. El mas
impactante e importante por disefio y extension, fue el dirigido por el Dr. Corach
del Servicio de Huellas Digitales Genéticas de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. En el se analizaron marcadores
uniparenterales en 12.000 individuos en 11 provincias Argentinas y se concluyo
que el 56% de la poblacion Argentina tiene antepasados indigenas (el 10% es
indigena puro sin ningiin componente europeo y el 46% mestizos). Segin este

estudio, el 44% restante seria de origen mayoritariamente europeo.

Similares resultados fueron descritos para la ciudad de La Plata por el
equipo del Departamento de Genética Molecular Poblacional de La Plata’, donde
también utilizando marcadores uniparentales, estimaron el componente materno
amerindio en 45,6%, mientras que el paterno fue mucho mas bajo, s6lo un 10,6%.
Sobre la misma muestra, pero utilizando marcadores autosémicos biparentales,

como los HPA pero mas polimorficos, encontraron una contribucion estimada al
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pool génico de la ciudad de La Plata de 67,6% de genes europeos, 25,9% de genes

amerindios, y 6,5% de genes africanos.

Para la ciudad de Buenos Aires se obtuvieron resultados equivalentes sobre
una muestra de 218 individuos no relacionados”: un 15.8% de los individuos
tiene marcadores biparentales amerindios y 4,3 % de los habitantes de Buenos

Aires y del cono urbano tiene marcadores genéticos africanos.

Como se desprende de estas cifras, el aporte amerindio al pool genético de

la poblacion mayoritaria argentina es incuestionable.

Tabla 3. Poblacion argentina total y segin provincia

Total Pais segun provincia. Poblacion total, poblacién en hogares y poblacién en instituciones colectivas. Afio 2001

Poblacién
Provincia
Total En hogares (1) En instituciones colectivas

Total 36.260.130 35.927.409 332.721
Ciudad de Buenos Aires 2.776.138 2.725.488 50.650
Buenos Aires 13.827.203 13.708.902 118.301

24 Partidos del Gran Buenos Aires 8.684.437 8.639.451 44.986

Resto de la Provincia de Buenos Aires 5.142.766 5.069.451 73.315
Catamarca 334.568 331.635 2.933
Chaco 984.446 978.882 5.564
Chubut 413.237 405.594 7.643
Cérdoba 3.066.801 3.028.943 37.858
Corrientes 930.991 925.924 5.067
Entre Rios 1.158.147 1.149.418 8.729
Formosa 486.559 484.261 2.298
Jujuy 611.888 608.402 3.486
La Pampa 299.294 296.110 3.184
La Rioja 289.983 288.407 1.576
Mendoza 1.579.651 1.566.902 12.749
Misiones 965.522 960.002 5.520
Neuquén 474155 467.857 6.298
Rio Negro 552.822 545.687 7.135
Salta 1.079.051 1.070.527 8.524
San Juan 620.023 616.484 3.539
San Luis 367.933 365.255 2.678
Santa Cruz 196.958 192.851 4.107
Santa Fe 3.000.701 2.976.384 24317
Santiago del Estero 804.457 800.591 3.866
Tierra del Fuego, Antartida e Islas del Atlantico Sur 101.079 99.356 1.723
Tucuman 1.338.523 1.333.547 4.976

(1) Se incluye la poblacién censada en la calle.

Fuente: INDEC. Censo Nacional de Poblacién, Hogares y Viviendas 2001.

Los amerindios

Una buena parte de los antropologos actuales apoya la hipdtesis de que los
ancestros de los indigenas americanos llegaron a América desde Asia a través del

estrecho de Bering entre 30.000 y 12.000 afios atrds en varias oleadas migratorias.

96,97

Tanto Siberia como Mongolia™"" son los lugares mas probables de su origen en

Asia. Esta afirmacion se basa en semejanzas culturales, morfologicas y genéticas

. . c, . 98
entre poblaciones americanas y asiaticas.
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C.

Los parecidos genéticos, lingiiisticos y culturales a ambos lados del estrecho
de Bering han sido explicados por un modelo en los que los esquimales son los
ultimos inmigrantes, mientras que los Dené representan la pentiltima inmigracion.
El resto de los amerindios, quienes viven mas al sur, son genéticamente y
lingliisticamente mas distantes de los asidticos del noreste, de manera que son
considerados descendiente de los primeros inmigrantes que atravesaron
presumiblemente el estrecho de Bering congelado al final de la ultima era de

hielo.”*1%

Menos importante es la ruta transpacifica desde Asia o la Polinesia, sugerida
por la presencia de cepas del virus HTLV-1 de idéntica secuencia en Japon y en el
norte de las costas de Sudamérica'® y también por algunos alelos HLA que
pudieron ser introducidos por la misma ruta transpacifica.'”” Finalmente,
evidencias genéticas'® y arqueoldgicas'® sugieren que la ruta de dos vias

transatlantica ocurrié antes de que Colon descubriese América.
Los grupos étnicos en la Argentina

Desde la década del 50 ha quedado clara la imposibilidad de dividir al
mundo en sociedades discretas a las cuales les corresponderian culturas discretas,
y menos aun poblaciones discretas. Se utiliza el término “grupo étnico” para
referirse a una minoria cuya herencia cultural se reconoce como diferente de la
mayoritaria en formas que la separan de la cultura dominante nacional. El tinico
criterio para la caracterizaciéon actual de los grupos étnicos es el de la
identificacion, es decir, pertenecen a cada grupo los que se auto identifican como

tales.

En América Latina se reconocen 409 grupos aborigenes, algunos de ellos

con escasos representantes y otros que superan el cuarto de millon.

En la Argentina, menos del 1% de la poblacion se reconoce perteneciente a

.. . 1 . c 4,
los pueblos originarios.'”” La encuesta complementaria de pueblos indigenas que
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realizd el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INDEC) entre los afios

2004 y 2005, sefial6 la presencia de 318.683 aborigenes en el territorio argentino.

Son diversos los grupos étnicos que conforman nuestros pueblos originarios
(ver Tabla 4, pagina 57). En la actualidad, algunos de ellos estan extintos a causa
de acciones genocidas y de los procesos de aculturacion, como es el caso de los
grupos que habitaban el extremo sur del continente: alacalufes, yaganes y
tehuelches. Otros, como los mapuches, hoy reducidos a la provincia de Neuquén,
extendian su territorio en el siglo pasado desde el océano Pacifico al Atlantico. En
las provincias de Tucuman y Catamarca se ubica al grupo diaguito-calchaqui. Los
grupos de habla aymara y quechua del area andina (Bolivia, Pert y Ecuador) en
nuestro pais se encuentran en las provincias de Jujuy, Salta y Santiago del Estero.
Pertenecientes a este grupo, los kollas constituyen uno de las etnias mas
numerosas. El extremo occidental de las provincias de Salta y Jujuy esta habitado
por dos grupos amazonicos fusionados, uno de origen guarani (los chiriguano) y
otro arawak (los chané). El complejo toba-mataco-chiriguano corresponde a los
grupos mas numerosos de la zona del Gran Chaco argentino. Existen otros grupos
étnicos pertenecientes a la misma familia lingiiistica cuyos componentes apenas
superan el millar. La familia Guaycurt se halla representada por tobas, pilagas y
mocovies. Los guarani-caingua habitan la provincia de Misiones. A la familia
mataco-mataguayo pertenecen los grupos mataco, chorote y chulupi, habitantes

del oeste de las provincias de Chaco y Formosa y del este de la provincia de Salta.
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Tabla 4. Poblacion indigena por pueblos de pertenencia

Poblacion indigena por pueblos de pertenencia

Pueblos y provincias de residencia Poblacién
TOTAL 318.683
Mapuche en Chubut, Neuguén, Rio Negro,

Santa Cruz y Tierra del Fuego 76423
Kolla en Jujuy y Salta 53.019
Toba en Chaco, Formosa y Santa Fe 47 591
Wichi en Chaco, Formosa y Salta 36.135
Guarani en Jujuy vy Salta 29703
Diaguita calchaqui en Jujuy, Salta y Tucuman 13773
Huarpe en Mendoza, San Juan y San Luis 12.704
Mocovi en Chaco y Santa Fe 12.145

Diaguita/diaguita calchaqui en Catamarca,
Cordoba, La Rioja, Santa Fe y Santiago del Estero 5.967

Comechingén en Cérdoba 5119
Rankulche en La Pampa 4573
Tehuelche en Chubut y Santa Cruz 4300
Mbya guarani en Misiones 4.083
Pilaga en Formosa 3.948
Guarani en Corrientes, Entre Rios, Misiones y Santa Fe  2.965
Chorote en Salta 2147
Chane en Salta 2.097
Charrda en Entre Rios 676
Tapiete en Salta 484
Chulupi en Formosa vy Salta 440
Ona en Tierra del Fuego 391

Fuente: INDEC. Encuesta Complementaria de Pueblos Indigenas 2004-2005.

d. La etnia toba (Qom)

Los tobas son un grupo de la rama lingiiistica Guaycurti que vive en el area
chaquefia (provincias de Chaco, Formosa y Santa Fe, ver la Figura 6 en la pagina
58). Antiguamente eran cazadores-recolectores, y se organizaban en bandas
nomades y exo6gamas. Hoy en dia, una gran parte de ellos se halla establecida en
comunidades sedentarias agricolas. También existen en la actualidad
asentamientos tobas en los centros urbanos de Resistencia, Formosa, Rosario, La
Plata y Buenos Aires. Desde los afios sesenta una gran cantidad de aborigenes
comenzaron a migrar a dichas ciudades principalmente en busca de mejores

condiciones de vida.
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Figura 6. Izquierda: Argentina, sombreadas las provincias de Santa Fe, Chaco y

Formosa. Derecha: Provincia de Santa Fe y sombreada la ciudad de Rosario.

e. Los tobas en Rosario (Provincia de Santa Fe)

Rosario, es una ciudad del centro-este de Argentina, cabecera del
departamento homénimo. Con 1.118.905 de habitantes (censo 2001) es la mas
populosa de la provincia de Santa Fe. Constituye un relevante puerto, sobre la
margen occidental del caudaloso rio Parana, a 305 Km. al noroeste de Buenos
Aires, la capital argentina, y es uno de los principales centros urbanos de la

nacion. Junto a otras localidades, forman el area metropolitana del Gran Rosario,

la tercera aglomeracion del pais.

El 71% de sus residentes nacieron en la ciudad de Rosario, el 16%
provienen de otras provincias del pais y el 9% de otras localidades de la

provincia. El resto son extranjeros (de Pert, Bolivia, Paraguay, Uruguay, Brasil,

Corea y China).

La mayoria son descendientes de italianos y espafioles existiendo también
de otras nacionalidades. Ademads, desde hace afios Rosario recibe un importante
flujo de migracion interna, principalmente de la provincia de Chaco (noreste del

pais) y de la etnia aborigen toba. En la actualidad la presencia de aborigenes tobas
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en la ciudad de Rosario supera ampliamente las mil familias, distribuidas en
varios asentamientos periféricos. Los mas importantes son los de Empalme
Graneros (Avda. de la Travesia), Los Pumitas en la zona noroeste y el Barrio
Municipal en la zona sudoeste, Villa Banana y Bella Vista, en el oeste y en la

vecina localidad de Granadero Baigorria.

Estos asentamientos estan conformados por grupos estables, con varios afios
de permanencia y por familias o individuos recién llegados. Las migraciones entre
su lugar de origen y su asentamiento actual son constantes. Cada individuo-
familia se reconoce como perteneciente a alguna de las distintas parcialidades
(hablantes de distintas variedades de la lengua toba: rapigemlek, lafaGasik,
no’olGanaq, etc.). En general provienen de zonas rurales y de asentamientos
urbanos de la provincia de Chaco, especialmente de las zonas de Castelli y Roque

Saenz Pena.

Las comunidades tobas de la ciudad viven en condiciones de extrema
pobreza (la mayoria habita en zonas marginales y carece de empleos estables),
agravada por las distancias lingiiisticas, culturales y sociales presentes entre la
sociedad nacional y esta minoria. Entre las razones que explican la permanente
afluencia de aborigenes a la ciudad de Rosario estdn el acceso a la asistencia
médica en los hospitales publicos y una comida diaria para sus hijos en los
comedores escolares. Esto es mucho més de lo que estaban acostumbrados a
recibir en Chaco, de forma tal que el acceso a estos "bienes" favorece su
instalacion permanente en el lugar. Otro recurso de subsistencia es la venta de
artesanias: ceramica, cesteria y algunos textiles. En Rosario, la comunidad tiene
para estos productos un mercado mucho mayor que en Chaco. En el largo plazo,
el recurso fundamental terminé siendo el procesamiento de la basura. Por un lado,
en los desechos domiciliarios los tobas van a encontrar sobras y restos de
alimentos que a veces se convierten en su principal comida diaria. Por otro lado,
los provee de vestimenta, calzado y de un ingreso monetario regular. En efecto,
los cartones y envases de vidrio y aluminio, recolectados pacientemente y
vendidos a precio irrisorio para su reciclado, posibilitan un aporte econdémico que

reemplaza al que antiguamente proveia la cosecha de algodén en el Chaco.'*
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Es importante destacar que la comunidad estudiada posee caracteristicas
endogdmicas —término aplicado a ciertas costumbres que se practican en algunas
sociedades, en las que un miembro de una comunidad, tribu, clan o unidad social
contrae matrimonio con otra persona del mismo grupo étnico-social,
produciéndose un muy escaso acercamiento con la comunidad no toba, hecho que
se evidencia en los que viven en Rosario, asi como también en los que lo hacen en

sus lugares de origen.
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II. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es estimar, en la poblacion mayoritaria y en el
grupo minoritario aborigen toba de la ciudad de Rosario, Argentina, las frecuencias de los
antigenos plaquetarios especificos (HPA) con relevancia clinica y analizar el riesgo de

aloinmunizacién a los mismos asociado al embarazo y a la transfusion.

Los objetivos especificos son:

A. Estimar las frecuencias génicas y genotipicas de los sistemas de antigenos plaquetarios
humanos HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6 y -15 en la poblaciéon mayoritaria de la ciudad de

Rosario.

B. Estimar las frecuencias génicas y genotipicas de los sistemas de antigenos plaquetarios
humanos HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6 y -15 en la poblacion de amerindios tobas

provenientes del norte de la Argentina.

C. Comparar las frecuencias estimadas de ambas poblaciones entre si y con las publicadas

para otras poblaciones y ubicarlas con respecto a las cercanias genéticas.

D. Analizar las implicaciones transfusionales y obstétricas de los resultados obtenidos para

ambas poblaciones caracterizadas.
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III. MATERIALES Y METODOS

A. Aspectos éticos

Antes de comenzar el trabajo de campo, se obtuvo la aprobacién del plan de

trabajo por el comité de bioética de la Asociacion Medica Argentina (AMA).

. Disefio y célculo de la muestra

Se resolvido medir las frecuencias génicas de los Sistemas HPA en una poblacion

donde se ha dado un complejo flujo migratorio, continuo y sistematico.

En el presente estudio hemos analizado muestras de sangre obtenidas de individuos
adultos nacidos en territorio argentino y residentes en la ciudad de Rosario de tres

fuentes:

= Donantes de Sangre.
= Personal hospitalario.

= Poblacién aborigen toba.

Los donantes y el personal hospitalario caracterizados pertenecen a una misma
poblacion, la mayoritaria de la ciudad de Rosario, descendiente de italianos y

espafioles.

La poblacion caracterizada de aborigenes tobas representa a los descendientes de

los pobladores originales previos a la conquista espafiola.

El numero minimo de individuos necesario para estimar las frecuencias alélicas
para los sistemas HPA clinicamente mas significativos (HPA-1, -3 y -5) fue establecido
en base al numero de individuos caracterizados en estudios similares realizados en otras
poblaciones, la recomendacion de expertos y el calculo a priori con una confianza del
95% y un error aceptado del 5% utilizando el programa EPIDAT 3,1* bajo la hipotesis

del parecido con poblaciones ya caracterizadas.

a. Poblacion mayoritaria:
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b.

Por ser su poblacion la que mas aporto con su inmigracion a la argentina y
poseer frecuencias esperadas para la “media europea” en los sistemas HPA, se
postuld para la poblacion de Rosario frecuencias alélicas similares a las descritas

en Italia'" para los sistemas HPA-1, -3, y -5.

Se elige para el calculo las condiciones mas exigentes, es decir aquellas que
requieren una mayor cantidad de individuos caracterizados. En este caso, se da

para la determinacion de las frecuencias alélicas para el sistema HPA-3.

Tamafio poblacional: 2000000
Proporcidén esperada: 61,0% o 39,0%
Nivel de confianza: 95,0%

Efecto de disefio: 1,0

Precisidén (%) Tamafio de muestra

Estadisticamente se requiere evaluar 366 cromosomas (183 individuos). Este
valor es practicamente el doble al nimero de individuos caracterizados en la

mayor parte de las descripciones poblacionales.

Aborigenes tobas:

Debido a la conservacion de los caracteres HPA en todas las poblaciones
amerindias descritas y a resultados recientes que describen en el pool genético de
este grupo étnico un aporte europeo de solo 4% '°®, se postulé en la poblacion de
aborigenes toba frecuencias para los sistemas HPA-1, -3 y HPA-5 similares a las

descritas en otras poblaciones amerindias caracterizadas del amazonas.*'”

Se elige para el calculo las condiciones mas exigentes, es decir aquellas que
requieren una mayor cantidad de individuos caracterizados. También en este caso,

se da para la determinacion de las frecuencias alélicas para el sistema HPA-3.

Tamafio poblacional: 140000
Proporcidén esperada: 75,7% o 24,3%
Nivel de confianza: 95,0%

Efecto de disefio: 1,0

Precisidén (%) Tamafio de muestra



Estadisticamente se requiere evaluar 282 cromosomas (141 individuos) para
lograr una precision del 5% en la estimacion de las frecuencias alélicas del

sistema HPA-3 en la poblacion amerindia.

Debido a su cuasi-monomorfismo, el nimero de individuos aborigenes
necesarios para caracterizar las frecuencias alélicas en los sistemas HPA-1,-2,-4,-

5y -6 es marcadamente menor que para los sistemas HPA-3 y -15.
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C. Individuos estudiados
a. Donantes de Sangre
El primer grupo consistié en 149 individuos adultos sanos (100 hombres y 49
mujeres), no emparentados, donantes de sangre del Servicio de Medicina Transfusional
del Hospital Italiano Garibaldi (HIG) de la ciudad de Rosario, Argentina. Para

preservar el anonimato, las muestras fueron codificadas.

Criterios de inclusion

e (Gozar de buena salud y haber realizado una donacion de sangre.
e Vivir en la ciudad de Rosario o dentro de un radio de 50 kilémetros.
e Aceptar expresamente su participacion firmando el consentimiento

informado.

Criterios de exclusion

Debido a que los donantes de los Bancos de Sangre de la ciudad de
Rosario son, en su mayor parte, intrafamiliares o del entorno del

110,111
b

enfermo es frecuente que individuos emparentados concurran

simultaneamente. Para minimizar este sesgo, se excluyeron:

e Donantes que refirieron consanguinidad con un donante ya reclutado
para el estudio (es decir, que ambos hubieran donado para el mismo
paciente).

e Donantes que quince dias antes y después de la donacion compartiesen
apellidos, direccion y/o teléfono (para lo que se cruzé la informacion de

la base de datos).
b. Personal Hospitalario
El segundo grupo consistido en 43 individuos adultos sanos (13 hombres y 30
mujeres) no relacionados, seleccionados entre el personal médico, enfermero y

administrativo del Hospital Italiano Garibaldi. Para preservar el anonimato de los

individuos estudiados las muestras fueron codificadas.
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C.

Criterios de inclusion

e Gozar de buena salud y estar dispuesto a donar Sangre.
e Vivir en la ciudad de Rosario o dentro de un radio de 50 kilémetros.
e Aceptar expresamente su participacion firmando el consentimiento

informado.

Criterios de exclusion

e Referir consanguinidad con un individuo ya reclutado para el estudio.

En concordancia con los datos censales, solo 2 de los 192 individuos (1%)

incluidos en el estudio refirieron tener un pariente sanguineo aborigen.
Aborigenes tobas

El tercer grupo estuvo compuesto por 27 aborigenes tobas, sanos y no
relacionados entre si. En el momento del estudio todos vivian en los barrios “Los
Pumitas” y “la Travesia” de la ciudad de Rosario. Todos ellos habian nacido en la
Provincia de Chaco, siendo sus cuatro abuelos tobas, hablan la lengua toba y no
encontraron la presencia de ningun caucasico en la genealogia familiar. También
en ellos, para preservar el anonimato de los individuos estudiados se codificaron

sus muestras.

Para lograr este numero se entrevistaron a 72 individuos, de los cuales,
muchos se negaron a participar luego de la entrevista por aprehension a la
flebotomia y otros fueron excluidos fundamentalmente por consanguinidad. Este
trabajo demando la presencia durante las entrevistas de la antropologa que trabajo

con el grupo aborigen durante varios afios.

Criterios de inclusion:

e Autodefinirse como aborigen toba.
e Gozar de buena salud.

e Vivir en la ciudad de Rosario.
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e Aceptar expresamente su participacion firmando el consentimiento
informado.

e Ser mayor de 18 afios.

Criterios de exclusion:

e (Consanguinidad con individuos anteriormente reclutados.
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D. Métodos

a. Obtencion de la muestra de sangre entera

En el caso de los donantes, la muestra de sangre entera fue obtenida luego de:

o la entrevista explicativa de los estudios a realizar
. la obtencion del consentimiento informado
. los resultados de la analitica de rutina.

Para ello se transfirieron 1350 pl de sangre periférica del tubo anti-
coagulado con EDTA-Na, extraido de rutina a tres tubos eppendorf y se

congelaron a —70°C.

En el caso del personal del hospital y de los aborigenes tobas, se procedio de
igual forma, excepto en la realizacion de una flebotomia de 2 ml de sangre entera,

innecesario en el caso de los donantes.

b. Extraccion del ADN gendmico

El ADN fue obtenido de 450 pl de sangre recogida con EDTA utilizando
para su extraccion indistintamente el método clasico de Fenol-cloroformo''?, y
dos kits de extraccion disponibles comercialmente, el “QIAamp DNA Blood Mini
Kit” (Qiagen, Hilden, Germany) y el “Genomic DNA Purification System”
(Wizard, Promega, Madison). El ADN extraido fue disuelto en una cantidad
apropiada de agua. Posteriormente fue analizado por espectrofotometria para

comprobar su concentracion y calidad, y almacenado a -20C° hasta su empleo.

c. Cuantificacion del ADN

Se determiné la absorcion ultravioleta (UV) a 260 nm del ADN extraido y
se calcul6 el contenido de ADN asumiendo que una unidad de absorbancia a 260
nm equivale a 50 ug/ml de ADN doble cadena. El contenido de ADN también se
evaluo en gel de agarosa al 0.8% en tampdén TBE 0.5X con solucion de bromuro

de etidio. La separacion se realizd durante 5 minutos a 10 V y se observo al



transiluminador UV, comparando la intensidad de la fluorescencia con la emitida

por testigos de concentracion conocida.

Evaluacion de la calidad del ADN

Se determino, también la absorcion de la luz UV a las longitudes de onda de
230 y 280 nm. La relacion abs260/Abs230 permiti6 evaluar la presencia de
proteinas en la muestra y la relacion Abs260/Abs230 determinar la existencia de

sales en la solucion.

ADN de referencia

Para la validacion de la PCR-SSP utilizadas para genotipar los sistemas
HPA -1, -2, -3, -4, -5, -6 y —15 se trabajo con un panel de muestras de ADN de
individuos homo y heterocigotos para los alelos de cada sistema, a excepcion del
alelo HPA-6b. La imposibilidad de disponer de ADN de individuos con el
excepcional genotipo HPA-6b/6b se soluciond con la utilizacion de un plasmido

artificial como control positivo.

Protocolos de amplificacion PCR-SSP

Todas las amplificaciones se realizaron con un volumen final de reaccion de
25 pl. Se amplificaron regiones monomorficas de los genes que codifican para la
proteina C reactiva (CRP) y para la hormona de crecimiento humana (HGH)
como controles internos en cada tipajes HPA-1,-2,-3,-5 y -15, y HPA-4 y -6

respectivamente.

La tipificacion de los sistemas HPA-1,-2 y -3 se efectud con una técnica
PCR-SSP “multiplex”, con ligeras modificaciones de la descrita originariamente
por Kliiter et al. en 1996. El mezcla se prepard de la siguiente manera: 2,5 pul de
tampon Tag 10X (Ecotaq, Ecogen, Barcelona, Espafia), 1 pl de cada dNTPs
(40mM), 0,75 pl de MgCl, (50 mM), 0,5 pl de los dos cebadores internos control
(CRP-I y CRP-II), 0,75 ul de los dos cebadores para HPA-1, 0,5 de los HPA-2 y
0,5 de los HPA-3 y 15,3 ul de H2O. Seguidamente, 1 pg de ADN y 1U de Taq
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polimerasa (Ecotaq). En un termociclador programable y después de un unico
paso de desnaturalizacion a 94°C de 10 minutos, se realizaron 10 ciclos de
desnaturalizacion (95°C, 30 segundos), annealing (65°C, 1 minuto) y extension
(72°C, 30 segundos). Seguidamente se realizaron 22 ciclos de desnaturalizacion
(95°C, 1 minuto), annealing (58°C, 1 minuto) y extension (72°C, 30 segundos).

Para finalizar se realizé una extension a 72°C por 4 minutos.

Para el sistema HPA-5 las volumenes de las soluciones de trabajo de los
cebadores control (0,1 pl) y de los cebadores HPA-5 (0,44 ul) fueron diferentes a
los usados en la multiplex usada para genotipar los sistemas HPA-1,-2-3, pero el
resto de las condiciones de ciclado fueron idénticas. La unica razon por la que se

realizd por separado fue para evitar el solapamiento de las bandas especificas.

Las condiciones de la PCR-SSP para el sistemas HPA-4, presento ligeras
modificaciones de la descrita por Skogen et al. en 1994. Brevemente: Una mezcla
de 25 ul de volumen final, se prepard de la siguiente manera: 2,5 pl de tampon
Taq 10X (Ecotaq, Ecogen, Barcelona, Espafia), 0,25 pl de cada dANTPs (40mM),
0,50 ul de MgCI2 50 mM, 0,06 ul de los dos cebadores internos control, 0,50 pl
de los dos cebadores para HPA-4 y 18,4 ul de H20. Seguidamente, 1 pg de ADN
y 0,4U de Taq polimerasa (Ecotaq). Despué¢s de un tnico paso de
desnaturalizacion a 94°C de 5 minutos, se realizaron 30 ciclos de
desnaturalizacion (94°C, 30 segundos), annealing (65°C, 1 minuto) y extension
(72°C, 30 segundos) en un termociclador programable. Una extension final a

modo de terminacion a 72°C se realizé por 10 minutos.

Para el sistema HPA-6, se prepard la mezcla (25 pl de volumen final) de la
siguiente manera: 2,5 pl de tampén Taq 10X (Ecotaq, Ecogen, Barcelona,
Espafia), 0,50 pl de cada dNTPs (40mM), 0,75 pl de MgCl2 (50 mM), 0,12 pl de
los dos cebadores internos control (HGH-1s y HGH-2as), 0,50 pl de los dos
cebadores para HPA-6 y 18,9 ul de H20. Seguidamente, 1 ng de ADN y 0,4U de
Taq polimerasa (Ecotaq). Después de un tnico paso de desnaturalizacion a 94°C
de 5 minutos, se realizaron 30 ciclos de desnaturalizacién (94°C, 30 segundos),

annealing (65°C, 1 minuto) y extension (72°C, 30 segundos) en un termociclador
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programable. Una extension final a modo de terminacion a 72°C se realiz6 por 10

minutos.

Las condiciones de la amplificacion para el sistema HPA-15, presentaron
ligeras modificaciones de la descrita por Schuh et al. (2002). Una mezcla de 25 pl
de volumen final, se prepar6 de la siguiente manera: 2,5 pul de tampén Taq 10X
(Ecotaq, Ecogen, Barcelona, Espafia), 1 pl de cada dNTPs (40mM), 0,75 pl de
MgCl12 50 mM, 0,18 pul de los dos cebadores internos control, 0,62 pl de los dos
cebadores para HPA-15 y 16,85 ul de H20. Seguidamente, 1 ug de ADN y 1U de
Taq polimerasa (Ecotaq). Después de un tinico paso de desnaturalizacion a 94°C
de 10 minutos, se realizaron 10 ciclos de desnaturalizacion (98°C, 1 minuto),
annealing (57°C, 2 minutos) y extension (71°C, 1 minuto) en un termociclador
programable. Una extension final a modo de terminacion a 71°C se realiz6 por 5

minutos.

Todas las soluciones de trabajo de los cebadores utilizados para la
amplificacion alelo especifica tenian una concentracion de 10 pmol/ul, excepto

para los HPA-4 y -6 que tenian 20 pmol/ul.
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Tabla 5. Secuencia de los cebadores y tamanio del producto amplificado por PCR-SSP para cada alelo

HPA
Alelo Cebador Secuencia del cebador Tamafio Ref.
producto (bp)
HPA-la HPA-la-I 5’ACT TAC AGG CCC TGC CTC T 3’ 189 13
HPA-1b HPA-Ib-1I 5’ACT TAC AGG CCC TGC CTC C 3’
HPA-1-IT common 5’ GTG CAA TCC TCT GGG GAG T 3’
HPA-2a HPA-2a-1 5’ CCC CCA GG CTC CTG AC 3’ 241 13
HPA-3a HPA-2b-1 5’ CCC CCA GGG CTC CTG AT 3’
HPA-2-1T common 5’ GCC AGC GAC GAA AAT AGA GG 3’
HPA-3a HPA-3a-II 5’ GGG GGA GGG GCT GGG GA 3’ 293 13
HPA-3b HPA-3b-11 5’ GGG GGA GGG GCT GGG GC 3’
HPA-3-I common 5’ GGC CCT GGG ACT GTG AAT G 3’
HPA-4a HPA-4a-I 5’ GTG GCC ACCC CAG ATG G3’ 252 1
HPA-4b HPA-4b-1 5’ CTG GCC ACC CAG ATG A3’
HPA-4-1 common 5’ GGT AGA AAG GAG CTA TAG TTT GGC3’
HPA-5a HPA-5a-I 5> AGG AAG AGT CTA CCT GTT TAC TAT CAA AG 3’ 255 13
HPA-5b HPA-5b-1 5 AGG AAG AGT CTA CCT GTT TAC TAT CAA AA 3’
HPA-5-1I common 5’ CTC TCA TGG AAA ATG GCA GTA 3’
HPA-6a HPA-6a-1 5> GAC GAG TGC AGC CCC CG 3’ 250 14
HPA-6b HPA-6b-1 5’ GGA CGA GTG CAG CCC CCA 3’
HPA-6-1 common 5°CCT ATG TTT CCC AGT GGT TGC A 3’
HPA-15a Govb sense 5> TTCAAATTCTTGGTAAATCCTGG 3' 225 24
HPA-15b Gova sense 5' TTCAAATTCTTGGTAAATCCTGT 3'
GOV COM 5' ATGACCTTATGATGACCTATTC 3'
HGH HGH-1s 5’ TGC CTT CCC AAC CAT TCC CTT A 3’ 434 14
HGH-2as 5’ CCA CTC ACG GAT TTC TGT TGT GTT TC 3’
CRP CRP-1 5’ CCA GCC TCT CTC ATG CTT TTG GCC AGA CAG 3’ 440 13
CRP-II 5’ GGG TCG AGG ACA GTT CCG TGT AGA AGT GGA 3’
HGH HGH I sense 5' GCCTTCCCAACCATTCCCTTA 3' 429 24

HGH II antisense

5' TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC 3'

Electroforesis de los productos de PCR en geles de agarosa

Al final de la amplificacién, los productos fueron sometidos a una

electroforesis en geles de agarosa. 10 pl de producto de PCR fueron mezclados

con 1 pl del tampdén de separacion y sometidos a una electroforesis en geles de

agarosa al 2%. Un marcador del peso molecular del ADN fue cargado en un carril

como referencia.

La electroforesis fue realizada en 100V por aproximadamente 30 minutos.

Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (2 mg/l), visualizados y

fotografiados con la pelicula polaroid 667 bajo luz ultravioleta.
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Banda contral 440 pb =

HPA3 especifica 293 pb >
HPAZ especifica 241 pb =
HPA1 especifica 189 pb =

| Mia M1b | MZa M2b| M3a M3b | Md4a M4b | M5a WMSb | MBa MBb | M7a M7b | MBa MS8b | M3a MSb |

Figura 7. Genotipificacion de los sistemas HPA-1,-2 y -3 por PCR-SSP. La banda control de
440 pb, muestra que la amplificacion tuvo lugar. La presencia de los fragmentos de ADN de
los correspondientes alelos (a y/o b) son visibles unicamente si los primers especificos son
completamente complementarios a la secuencia blanco y se diferencian por su tamafio: HPA-1
(189 pb), HPA-2 (241 pb) y HPA-3 (293 pb). Interpretacion: M1: la/la, 2a/2a, 3a/3b. M2:
la/a, 2a/2a, 3a/3b. M3: 1a/la, 2a/2a, 3a/3a. M4: 1a/la, 2a/2b, 3a/3b. M5: 1a/la, 2a/2a, 3a/3a.
M6: 1a/la, 2a/2a, 3a/3b. M7: 1a/la, 2a/2a, 3b/3b. M8: 1a/la, 2a/2b, 3a/3b. M9: 1b/1b, 2a/2a,

3b/3b.

Banda control 434 pb >

HPA4 especifica 252 pb >

[ Mia Mib | M2a M2b| M3a M3b | Md4a M4b | M5a MSb | MBa Meb | M7a M7b | M8a MSb | M3a M3b |

Figura 8. Genotipificacion del sistema HPA-4 por PCR-SSP. La banda control de 434 pb,
muestra que la amplificacion tuvo lugar. La presencia del fragmento de ADN de 252 pb de los
correspondientes alelos (a y/o b) son visibles unicamente si los primers especificos son
completamente complementarios a la secuencia blanco. Interpretacion: M1: 4a/4a. M2: 4a/4a.
M3: 4a/4a. M4: 4a/4a. M5: 4a/4a. M6: 4a/4a. M7: 4a/4a. 8M: 4a/4a. M9: 4b/4b.
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Banda contral 440 pb >

HPAS especifica 255 pb >

Banda control 434 pb >

HPAE especifica 250 pb >

Banda control 429 pb =

GOV especifica 225 pb =

| Mia Mib | M2a M2b| M3a M3b | Mda Méb | M5a MSb | MBa MEb | M7a M7b | MBa Mgeb | Mga Mgb |

Figura 9. Genotipificacion del sistema HPA-5 por PCR-SSP. La banda control de 440 pb,
muestra que la amplificacion tuvo lugar. La presencia del fragmento de ADN de 255 pb de los
correspondientes alelos (a y/o b) son visibles unicamente si los primers especificos son
completamente complementarios a la secuencia blanco. Interpretacion: M1: 5b/5b. M2: 5a/5a.
M3: 5a/5b. M4: 5a/5a. M5: 5a/5a. M6: 5a/5b. M7: 5a/5a. 8M: 5a/5b. M9: 5b/5b.
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|M1a M1b | M2a M2b| M3a M3b | M4a Mdb | MSa MSb | Ma M6b | M7a M7b | M8a Msb | Mga Mgb |

Figura 10. Genotipificacion del sistema HPA-6 por PCR-SSP. La banda control de 434 pb,
muestra que la amplificacion tuvo lugar. La presencia del fragmento de ADN de 250 pb de
los correspondientes alelos (a y/o b) son visibles unicamente si los primers especificos son
completamente complementarios a la secuencia blanco. Interpretacion: M1: 6a/6a. M2:
6a/6a. M3: 6a/6a. M4: 6a/6a. M5: 6a/6a. M6: 6a/6a. M7: 6a/6a. 8M: 6a/6a. M9: control 6b+
(Plasmido).

———

| M1a Mib | M2a M2b| M3a M3b | Md4a Mdb | MSa MSb | MBa MEb | M7a M7b | M8a MSb | M3a Mob |

Figura 11. Genotipificacion del sistema HPA-15 por PCR-SSP. La banda control de 429 pb,
muestra que la amplificacion tuvo lugar. La presencia del fragmento de ADN de 225 pb de
los correspondientes alelos (a y/o b) son visibles unicamente si los primers especificos son
completamente complementarios a la secuencia blanco. Interpretacion: M1: 15a/15a. M2:
15a/15b. M3: 15a/15b. M4: 15b/15b. M5: 15a/15b. M6: 15a/15b. M7: 15a/15b. 8M:
15b/15b. M9: control negativo (agua destilada).
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h. Genotipificacion de los individuos

Los individuos fueron genotipados para cada sistema HPA como aa, ab o bb,
en base al patron de bandas observadas después de la electroforesis en agarosa del
producto de las amplificaciones. Todas las reacciones de PCR-SSP realizadas
fueron validadas empleando controles internos. Para que los resultados obtenidos
para cada “run” (conjunto de muestras procesadas juntas) pudieran ser validados
requirieron una perfecta concordancia entre los resultados obtenidos y los esperados
para el ADN testigo procesado en paralelo con las muestras incognitas. Esto
aseguro la especificidad y reproductibilidad necesaria para un estudio poblacional

con las caracteristicas requeridas.
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1.

Formulas y métodos estadisticos utilizados.

a. Calculo de frecuencias genotipicas:

Las frecuencias se definieron por contaje directo
frecuencia=G/n, siendo G el nimero de individuos que presentaban
el genotipo en cuestion y n el nimero total de individuos

genotipados.

b. Calculo de frecuencias alélicas:

Las frecuencias alélicas se definieron por contaje directo
P(A) = [2(AA) + (Aa)]/2n, siendo (AA) el nimero de individuos
homocigotos para el alelo A (aportan dos alelos por persona),
siendo (Aa) el niimero de individuos heterocigotos (aportan un

alelo por persona) y n el nimero total de individuos estudiados.

c. Intervalos de confianza:

Los intervalos de confianza para las frecuencias génicas y
genotipicas fueron estimados con una p < 0,05 (95% de
probabilidad) utilizando el test exacto o el de Ward para

distribucion binomial.

d. Conformidad con la ley de equilibrio Hardy-Weinberg

El principio de Hardy-Weinberg indica que las frecuencias
genotipicas para un gen con dos posibles alelos son una funcion
binomial de las frecuencias alélicas. Asume que la mutacion, la
deriva genética, el flujo génico y la seleccion no estan afectando la
variacion genética. Si la frecuencia del alelo a esta representada
por p, la frecuencia del alelo b esta representada por ¢ y donde n es
el numero total de individuos. De esta forma, la cantidad de

individuos previstos para cada genotipo resulta como sigue:
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Individuos HPAaa=p’n, Individuos HPAab=2pqn e Individuos
HPAbb=q’n. La conformidad al equilibrio de Hardy-Weinberg se

115,116 ,
7% entre los nameros

prueba usando la prueba y2 (Chi-cuadrado)
observados (Obs) y los previstos (Exp) aplicando la ley de Hardy-
Weinberg. En este caso, el numero de grados de libertad es el
nimero de fenotipos menos el de alelos, 03 -2 =1.

%2 = Sum(Obs—Exp) 2 /Exp para 1 grado de libertad

. Incompatibilidad antigénica a priori asociada a la gestacion y a la

transfusioén

El riesgo potencial de aloinmunizacién asociado a la
gestacion™ fue calculado usando la siguiente formula: la
probabilidad de una incompatibilidad materno-fetal para el
antigeno senalado es igual al producto de la frecuencia de madres
negativas para el antigeno y la frecuencia de fetos positivos para el
antigeno = (1-pm)2Xpp, donde py es la frecuencia alélica para la
poblacion a la que pertenece la madre (Gestante) y p, es la

frecuencia alélica de la poblacion a la que pertenece el padre.

El riesgo potencial de aloinmunizacién asociado a Ila
transfusion fue calculado usando la siguiente férmula: la
probabilidad de una transfusion antigeno-incompatible es igual al
producto de la frecuencia de pacientes antigeno-negativos y la
frecuencia de donantes antigeno-positivos = (l-pp)2X(2pd-pd2),
donde p, es la frecuencia alélica de la poblacion a la que pertenece
el paciente y pq es la frecuencia alélica de la poblacion a la que

pertenece el donante.
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f. Diferencias entre poblaciones

La significacion estadistica de las diferencias entre las
distintas poblaciones se calcul6 con el test de 2 (Chi-cuadrado) de

Pearson o el test exacto de Fisher.

El test de 2 es una prueba estadistica que asume la hipotesis
nula de no relacion entre 2 variables dicotomicas. La aplicacion de
la formula correspondiente a su calculo da lugar a un “valor p”.
Este valor indica la probabilidad de equivocarse si se acepta que
las dos variables analizadas estén realmente asociadas. Dicho de
otra manera, la probabilidad de que las dos variables analizadas
tengan una asociacion real (no debida al azar) es de 1-p. El valor
de p considerado limite para afirmar que dos variables estan
asociadas es de p<0,05. El Test exacto de Fisher tiene un
fundamento similar al anterior, aunque utiliza una aproximacion
matematica distinta y mas compleja. Se emplea como alternativa al
test de %2 cuando la frecuencia de las variantes estudiadas es muy
bajo (<5%). La significacion estadistica, andlogamente al caso

anterior, se considera cuando la p<0,05

g. Andlisis del componente principal:

El Analisis de Componentes Principales (PCA) es un método
estadistico de analisis multivariado, que reduce el numero de
variables, a pesar de lo cual sigue describiendo los datos en su
mayor parte. Se analizaran a través del PCA las frecuencias
alélicas de los sistemas HPA para muchas poblaciones y se
realizara un grafico de los primeros componentes, de manera de
obtener una imagen en dos dimensiones de un espacio
pluridimensional (de manera similar a los dendrogramas). Por
supuesto, cuanto mas cercanas se vean la representacion de las
poblaciones, mas parecidas seran entre si en lo que respecta a las

frecuencias alélicas HPA.



h. Software estadistico:

El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el paquete
STATA version 9,1. (College Station, Texas, EUA. Representante
en Espana: Timberlake Consulting S.L. Ciudad Expo C/ La Nifia,
Blq 47, 2°D. 41927 Sevilla) y el programa EPIDAT 3,1,
desarrollado por el Servicio de Informacion sobre Saude Publica
de la Direccion Xeral de Saude Publica de la Conselleria de
Sanidade (Xunta de Galicia) en colaboracion con la Unidad de
Andlisis de Salud y Sistemas de Informaciéon de Salud de la

Organizacién Panamericana de la Salud (OPS-OMS).
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IV. RESULTADOS
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IV.  RESULTADOS

A. Caracterizacion de la poblacion mayoritaria de la ciudad de Rosario para los sistemas

HPA. Similitudes y diferencias con otras poblaciones descritas anteriormente.

Como se esperaba, las muestras obtenidas de los donantes de sangre (149 individuos) y
del personal del hospital (43 individuos) mostraron que se trataba de la misma
poblacion. Esto se basa en los resultados de la prueba de homogeneidad obtenidos
comparando las frecuencias genotipicas para todos los sistemas HPA caracterizados de

ambos grupos de muestras.

Los datos obtenidos para la genotipificacion de los sistemas HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6 y -
15 en los 192 individuos adultos sanos de la ciudad de Rosario estudiados, son

presentados de la siguiente forma:

En la Tabla 6 (pagina 89) se indica el nimero de individuos observados para cada
genotipo y sistema HPA, el nimero de individuos esperado segun la ley de Hardy-
Weinberg y los valores de p asociado (prueba del x2) al ajuste de los datos
experimentales a la ley citada para cada sistema HPA. En esta tabla se observa para
todos los sistemas HPA una proporcion baja de individuos homocigotos para el alelo
“b”, excepto para los sistemas HPA-3 y HPA-15, donde predominan los individuos
heterocigotos. Para los sistemas HPA-4 y HPA-6, no se encontraron individuos
portadores del alelo “b”. No todos los individuos reclutados fueron genotipados para la
totalidad de los sistemas HPA. Como se observa en la Tabla 6, los 192 individuos
reclutados fueron genotipados para los sistemas HPA-1, 2, 3,4 y 5, 191 individuos para

el sistema HPA-15 y 187 individuos para el sistema HPA-6.

En la Tabla 7 (pagina 90) y Tabla 8 (pagina 91), se detallan las frecuencias alélicas,
genotipicas y fenotipicas estimadas en dicha poblacion con intervalos de confianza del
95%. La imprecision en la estimacion de las frecuencias alélicas para todos los sistemas

son iguales o menores al 5%.
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En la Tabla 9 (ver pagina 92) se detallan las frecuencias alélicas para los sistemas HPA-
1,-2,-3,-4,-5,-6 y -15 de la poblacion adulta Argentina* de la ciudad de Rosario junto
con las frecuencias publicadas para muchas otras poblaciones, segiin su frecuencia
alélica HPA-la: Bereberes, tunecinos, eslovenos, espafioles, ingleses, daneses,
alemanes, holandeses, franceses, italianos, austriacos, finlandeses, polacos, irlandeses,

bantlies (Congo), mejicanos, taiwaneses, coreanos, japoneses y amerindios.

En la Tabla 10, (pagina 93) se presentan los resultados de la prueba de homogeneidad
utilizando el test de y2 de Pearson o el test exacto de Fisher para cada sistema HPA y
para todas las poblaciones mencionadas anteriormente con respecto a la poblacion
Argentina. En la tabla se observan poblaciones que difieren con la poblacion
mayoritaria de Rosario en las frecuencias alélicas de uno, dos, tres, cuatro y hasta cinco

sistemas HPA.

En la pagina 95, se presenta un grafico similar a los dendrogramas que facilita la
interpretacion de las similitudes y diferencias en las frecuencias alélicas de los sistemas
HPA-1,-2,-3,-4 y -5 entre las poblaciones (incluyendo a la Argentina) descritas en la
Tabla 9. Este grafico bidimensional obtenido de graficar las primeras dos componentes
de un tipo de analisis multivariado denominado Anélisis del componente principal
retuvo el 91% de la variabilidad en las frecuencias alélicas de estos sistemas: el 61%
para el componente 1 (eje X: sistemas HPA-1 y HPA-5) y el 30% restante para el
componente 2 (eje Y: Sistemas HPA-2,-3 y -4). Al analizar dejando de lado al sistema
HPA-2 que tiene un impacto clinico mas limitado, es decir, considerando las
frecuencias de los sistemas HPA-1,-3,-4 y -5, la distribucion de las poblaciones en el
grafico no se ve modificada notoriamente y la variabilidad retenida por los primeros

dos componentes aumenta al 96 %.
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Tabla 6. Genotipos HPA observados y previstos por la ley
de Hardy-Weinberg para la poblacion caucdsica adulta
sana de Rosario

n 1 Analisis
Sistema | Genotipo Hardy-
observada | esperado Weinberg*
HPA-1 | la/la 147 148 -
1a/1b 43 41 Xz;(? ’54588
1b/1b 2 3 e
HPA-2 | 2al2a 148 147 -
2a/2b 40 42 XZ;(? ’540395
2b/2b 4 3 5
HPA-3 | 3af3a 76 72 -
3a/3b 83 o | LA
3b/3b 33 29 P
HPA-4 4a/da 192
4a/4b 0 NA NA
4b/4b 0
HPA-5 | 5a/5a 166 165 ~
5a/5b 24 26 X2;01§18610
5b/5b 2 1 P~
HPA-6 | 6al6a 187
6a/6b 0 NA NA
6b/6b 0
HPA-15 | 15a/15a 47 50 ~
15a/15b | 101 96 XZ;(?f6279
15b/15b 43 45 5
*y2 (Grados de libertad = 1) para evaluar el ajuste entre lo

observado/esperado. NA, no aplicable. Numero de individuos
estudiados (n)=187-192.
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Tabla 7. Frecuencias alélicas

HPA estimadas para la
poblacion caucasica adulta sana de Rosario.

Alelos sindonimos Frecuencia IC 95%
HPA-la Zw" PIA1 0,878 [0.845-0.910]
HPA-1b Zw°,PIA2 0,122 [0.090-0.155]
HPA-2a Ko’ 0,875 [0.842-0.908]
HPA-2b Ko®,Sib® 0,125 [0.092-0.158]
HPA-3a Bak®,Lek? 0,612 [0.563-0.661]
HPA-3b Bak® 0,388 [0.339-0.437]
HPA-4a Yuk®,Pen® 1,000 [0.992-1.000]
HPA-4b Yuk®,Pen® 0,000 [0.000-0.008]
HPA-5a Br’,Zav’ 0,927 [0.901-0.953]
HPA-5b Br’,Zav® Hc® 0,073 [0.047-0.099]
HPA-6a Ca’,Tu’ 1,000 [0.992-1.000]
HPA-6b Ca*, Tu® 0,000 [0.000-0.008]
HPA-15a Gov"® 0,511 [0.460-0.561]
HPA-15b Gov*® 0,489 [0.439-0.539]

Numero de cromosomas estudiados n=384 para los sistemas HPA-1, 2, 3, 4y
5. n=374 para HPA-6 y n=382 para el sistema HPA-15. NA, no aplicable.
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas y fenotipicas estimadas para la
poblacidn caucdsica adulta sana de Rosario.

Sistema Frecuencia 1C 95% Frecuencia

genotipica fenotipica (%)

HPA-1 lala=0,770 [0.711-0.830] 1a=98,5
lalb=0,215 [0.156-0.271] 1b=23,0
1b1b=0,015 [0.000-0.033]

HPA-2 2a2a=0,766 [0.706-0.826] 2a=98.,4
2a2b=0,219 [0.160-0.278] 2b=23,4
2b2b=0,016 [0.000-0.033]

HPA-3 3a3a=0,374 [0.307-0.443] 3a=84,9
3a3b=0,475 [0.403-0.544] 3b=62,5
3b3b=0,151 [0.100-0.202]

HPA-4 4a4a=1,000 4a=100,0
4a4b=0,000 NA 4b=0,000
4b4b=0,000

HPA-5 5a5a=0,860 [0.810-0.909] 5a=99,5
5a5b=0,135 [0.087-0.184] 5b=14,1
5b5b=0,005 [0.000-0.015]

HPA-6 6a6a=1,000 6a=100,0
6a6b=0,000 NA 6b=0,000
6b6b=0,000

HPA-15 15a15a=0,262 [0.199-0.324] 15a=76,0
15a15b=0,497 [0.426-0.568] 15b=73,9

15b15b=0,241

[0.180-0.301]

Numero de individuos estudiados n=192 para los sistemas HPA-1, 2, 3, 4 y 5.
n=187 para HPA-6 y n=191 para el sistema HPA-15. NA, no aplicable.
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Tabla 9. Frecuencias alélicas HPA en varias poblaciones.

H P A - 1|HP A -2|HP A - 3|HPA - 4|/HP A - 5|/HP A - 6|HPA-135
al el o s|lal el o slal el o sfalwel o al e 1 o al e 1 o al e 1l o
Poblacion la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b S5a 5b 6a 6b 15a 15b
Bereberes'"’ 0,748 0,252 0,818 0,182 0,682 0,318 1,000 0,000 0,861 0,139 1,000 0,000 - -
Tunecinos'"® 0,750 0,250 - - 0,694 0,306 - - 0,780 0,220 - - - -
Eslovenos'"” 0,809 0,191 0,891 0,109 0,591 0,407 0,997 0,000 0,934 0,066 - - 0,527 0,483
Espaiioles’ 0,810 0,190 0,900 0,100 0,650 0,350 1,000 0,000 0,380 0,120 1,000 0,000 0,474 0,526
Daneses' >’ 0,831 0,169 0,917 0,083 0,626 0,374 1,000 0,000 0,921 0,078 - - - -
Alemanes'" 0,839 0,161 0,91 0,09 0,586 0,414 - - 0,917 0,083 - - - -
Ingleses'' 0,840 0,161 0,925 0,075 0,627 0,373 1,000 0,000 0,914 0,086 1,000 0,000 0,524 0,476
Holandeses'* 0,846 0,154 0,934 0,066 0,555 0,445 1,000 0,000 0,902 0,098 - - - -
Franceses'” 0,848 0,152 0,920 0,080 0,620 0,380 - - 0,874 0,126 - - - -
Italianos'”’ 0,850 0,150 0,890 0,110 0,610 0,390 1,000 0,000 0,900 0,100 1,000 0,000 - -
Austriacos'** 0,852 0,148 0,918 0,082 0,612 0,388 1,000 0,000 0,892 0,108 1,000 0,000 0,500 0,500
Finlandeses'> 0,860 0,140 0,910 0,090 0,590 0,410 - - 0,950 0,050 - - - -
Polacos'*° 0,874 | 0,126 | 0,898 | 0,102 | 0,592 | 0,408 | 1,000 | 0,000 | 00937 | 0,063 - - 0485 | 0,515
Argentinos* 0,878 0,122 0,875 0,125 0,612 0,388 1,000 0,000 0,927 0,073 1,000 0,000 0,510 0,490
Irlandeses'”’ 0,882 0,118 0,934 0,066 0,624 0,376 1,000 0,000 0,912 0,088 1,000 0,000 0,542 0,458
Banties (Congo)
128 0,904 0,096 0,776 0,224 0,596 0,404 1,000 0,000 0,732 0,268 1,000 0,000 0,701 0,299
Mejicanos'*’ 0,951 0,049 0,841 0,159 0,604 0,396 0,990 0,010 0,938 0,062 1,000 0,000 - -
Coreanos™’ 0,988 0,012 0,923 0,077 0,555 0,445 0,990 0,010 0,978 0,022 0,980 0,020 - -
Taiwaneses"' 0,997 0,003 0,960 0,040 0,575 0,425 0,998 0,002 0,985 0,015 0,963 0,037 0,538 0,462
Japoneses'**' 0,998 0,002 0,900 0,100 0,718 0,282 0,989 0,011 0,973 0,027 0,973 0,027 - -
Amerindios*'"” 1,000 0,000 0,821 0,179 0,757 0,243 1,000 0,000 1,000 0,000 - - 0,780 0,220
Q2

* El presente trabajo




Tabla 10. Test de homogeneidad entre la poblacion argentina y otras poblaciones descritas.

HPA-1 HPA-2 HPA-3 HPA-4 HPA-5 HPA-6©6 HPA-15
Poblacion Test (p) Test (p) Test (p) Test (p) Test (p) Test (p) Test (p)
Bereberes' ' X22=15,97 Exacto de Fisher x2(272,52 NC Exacto de Fisher NC .
p<0.001 p=0,140 p=0,284 p=0,020
119
Tunecinos Re=14,77 1207=3,76 Exacto de Fisher
p=0,001 p=0,153 p<0.001
Eslovenos'’ _ . _ . _
X2(2=6,57 Exacto de Fisher %2(2y=0,26 NC Exacto de Fisher N %2(2y=0,06
p=0,037 p=0,894 p=0,877 p=0,937 p=0,969
Espafioles'”' - 7= 7= - 7=
%22=9,89 pé (2)—1,81 X (2)—1,95 NC X2(2y=6,79 NC X (2)—1,35
p=0,007 p=0,404 p=0,377 p=0,034 p=0,509
173
Daneses X2(2)=4.,64 Exacto de Fisher x2(2=0,14 NC Exacto de Fisher . .
p=0,098 p=0,205 p=0,931 p=0,959
105
Alemanes 120391 1207~ 4,90 1205=0,97 Exacto de Fisher
p=0,142 p=0,086 p=0,615 p=0,857
122
Ingleses Exacto de Fisher | Exacto de Fisher x2(2=0,13 NC Exacto de Fisher NC x2(2=0.13
p=0,429 p=0,138 p=0,937 p=0,821 p=0.936
124
Holandeses X20=1,72 Exacto de Fisher x2(2=2,63 NA Exacto de Fisher . .
p=0,422 p=0,015 p=0,268 p=0,472
125
Franceses 120256 | Exacto de Fisher | 220,10 12(=9,73
p=0,277 p=0,024 p=0,950¢ p=0,008
Italianos'*® i . .
Exacto de Fisher | Exacto de Fisher %2(2y=0,00 NA Exacto de Fisher NA .
p=0,602 p=0,891 p=0,999 p=0,501
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- 127
Austriacos

X2(2)21,72 X2(2)Z7, 15 X2(2):0,00 NA X2(2)Z4,26 NA Xz(z):(), 10
p=0,422 p=0,028 p=0,999 p=0,119 p=0,953
Finlandeses'*® . . _ .
Exacto de Fisher | Exacto de Fisher x22=0,41 . Exacto de Fisher . .
p=0,773 p=0,310 p=0,814 p=0,450
Polacos'” . . _ . _
Exacto de Fisher | Exacto de Fisher x22=0,27 NA Exacto de Fisher . x2(2y=0,60
p=0,962 p=0,594 p=0,874 p=0,876 p=0,740
Irlandeses Exacto de Fisher | Exacto de Fisher x2(2=0,15 NA Exacto de Fisher NA %22=0,88
p=0,972 p=0,006 p=0,930 p=0,792 p=0,644
Banties (congo) | o ot0 de Fisher |  3202=10,20 122=0,15 NA ¥2(2=42,59 NA ¥2(2=22,05
p=0,603 p=0,006 p=0,928 p<0.001 p<0.001
- 131
Mejicanos Exacto de Fisher x202=1,91 x2(2y=0,05 Exacto de Fisher | Exacto de Fisher NA .
p<0.001 p=0,386 p=0,975 p=0,123 p=0,770
133 :
Coreanos Exacto de Fisher | Exacto de Fisher x2(2=2,63 Exacto de Fisher | Exacto de Fisher Exactiodg (}:71 sher .
p<0.001 p=0,055 p=0,268 p=0,123 p=0,002 P~
: 132 B
Tarwaneses Exacto de Fisher | Exacto de Fisher x202=1,33 Exacto de Fisher | Exacto de Fisher Exactgodg (}: llsher x2(2=0,73
p<0.001 p<0.001 p=0,515 p=1,000 p<0.001 p=r p=0,694
134,135 -
Japoneses Exacto de Fisher | Exacto de Fisher 122)=12,67 Exacto de Fisher | Exacto de Fisher Exactgodg (f ;Sher -
p<0.001 p=0,410 p=0,002 p=0,049 p=0,001 p=r.
Amerindios' " . . . . .
Exacto de Fisher | Exacto de Fisher | Exacto de Fisher NA Exacto de Fisher . X22=39,89
p<0.001 p=0,267 p=0,010 p<0.001 p<0.001

El valor estadisticamente significativo para p fue fijado en 0,05, El grado de libertad para el 2 figura entre paréntesis. Las celdas sombreadas (') indican diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la poblacion Argentina. Las celdas vacias (---) significan que los datos no fueron publicados en el trabajo original. NA =

test no aplicable.
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B. Caracterizacion de la poblacion de aborigenes tobas de Rosario para los sistemas HPA.

Los datos obtenidos de la genotipificacion de los sistemas HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6 y -15
en la poblacion de aborigenes tobas de la ciudad de Rosario, son presentados de la siguiente

forma:

En la Tabla 11 (pagina 97) se indica el nimero de individuos observados para cada genotipo
y sistema HPA, el numero de individuos esperado segun la ley de Hardy-Weinberg y los
valores de p asociado (prueba del %2) al ajuste de los datos experimentales a la ley de Hardy-
Weinberg para cada sistema HPA. Se observa para todos los sistemas HPA una proporcion
baja de individuos homocigotos para el alelo “b”, excepto para los sistemas HPA-3 y HPA-
15, donde predominan los individuos heterocigotos “ab” para el primero y homocigotos “bb”
para el segundo. Para los sistemas HPA-1, HPA-4, HPA-5 y HPA-6, no se encontraron

individuos portadores del alelo “b”.

En la Tabla 12 (pagina 98) y Tabla 13 (pagina 99) se detallan las frecuencias alélicas,
genotipicas y fenotipicas estimadas en dicha poblacién con un intervalo de confianza del
95%. La imprecision en la estimacion de las frecuencias alélicas para los sistemas HPA-1,
HPA-2, HPA-4, HPA-5 y HPA-6 son iguales o menores al 6,1%. Para los alelos de los
sistemas HPA-3 y HPA-15 la imprecision es de 13 y 12,5% respectivamente.

En la Tabla 14 (pagina 100) se detallan las frecuencias alélicas para los sistemas HPA-
1, -2, -3, -4, -5, -6 y -15 en la poblacion toba de la ciudad de Rosario junto con las
frecuencias publicadas para todos los grupos amerindios del amazonas caracterizados hasta el
momento: xikrin-kayapo, tupi, wayampi, yanomama, kayapo, arara, wayana-apalai, y

gavioes.

En la Tabla 15 (pagina 101) se presentan los resultados de la prueba de homogeneidad
utilizando el test de x2 de Pearson o el test exacto de Fisher para cada sistema HPA y para

todas las poblaciones mencionadas anteriormente con respecto a la poblacion toba.
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Tabla 11. Genotipos HPA observados y previstos por la ley
de Hardy-Weinberg para la poblacion de aborigenes tobas

de Rosario.
N G ‘ n n /?Inélcilsis
1stema enotipo ardy-
observada | esperado Weinberg*
HPA-1 la/la 27 27
la/1b 0 0 NA
1b/1b 0 0
HPA-2 2a/2a 24 24
2a/2b 3 3 o
2b/2b 0 0 P
HPA-3 3a/3a 5 4
3a/3b 11 13 XZ__(? f5581
3b/3b 11 10 s
HPA-4 4a/4a 25 25
4a/4b 0 0 NA
4b/4b 0 0
HPA-5 S5a/5a 25 25
5a/5b 0 0 NA
5b/5b 0 0
HPA-6 6a/6a 24 24
6a/6b 0 0 NA
6b/6b 0 0
HPA-15 | 15a/15a 3 3
15a/15b 11 1 Xz_‘é)%g;
15b/15b 13 13 il

*Para evaluar el ajuste entre lo observado/esperado se empled la prueba

2 (Grados de libertad

caracterizados.

= 1). NA, no aplicable.

n=Individuos
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Tabla 12. Frecuencias alélicas HPA estimadas para la
poblacion aborigen toba de Rosario.

Alelos
HPA-1a
HPA-1b
HPA-2a
HPA-2b
HPA-3a
HPA-3b
HPA-4a
HPA-4b
HPA-5a
HPA-5b
HPA-6a
HPA-6b
HPA-15a
HPA-15b

sindénimos
Zwa,PI1A1
Zwb,P1A2
Kob
Koa,Siba
Baka,Lek a
Bakb
Yukb,Pena
Yuka,Penb
Brb,Zavb
Bra,Zava,Hca
Cab,Tub
Caa,Tua
Govb

Gov a

Frecuencia

1,000
0,000
0,944
0,056
0,389
0,611
1,000
0,000
1,000
0,000
1,000
0,000
0,685
0,315

IC 95 %

[0.946-1.000]
[0.000-0.054]
[0.883-1.000]
[0.000-0.117]
[0.259-0.519]
[0.481-0.741]
[0.942-1.000]
[0.000-0.059]
[0.942-1.000]
[0.000-0.059]
[0.939-1.000]
[0.000-0.061]
[0.561-0.809]
[0.191-0.439]

Nimero de cromosomas estudiados n=54 para los sistemas HPA-1,
2,3y 15. n=50 para HPA-4 y -5 y n=48 para el sistema HPA-6.
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas y fenotipicas estimadas para la
poblacion aborigen toba de Rosario.

. Frecuencia Frecuencia
Sistema genotipica 1€ 95% fenotipica (%)
lala=1,000 1a=100,0
HPA-1 1alb=0,000 NA 15=0,00
1b1b=0,000
2a2a=0,892 [0.770-1.000] 2a=99,7
HPA-2 2a2b=0,105 [0.000-0.230] 2b=10,8
2b2b=0,003 [0.000-0.108]
3a3a=0,151 [0.014-0.282] 3a=62,6
HPA-3 3a3b=0,475 [0.293-0.670] 3b=84,8
3b3b=0,373 [0.188-0.553]
4a4a=1,000 4a=100,0
HPA-4 4a4b=0,000 NA 4b=0,00
4b4b=0,000
5a5a=1,000 5a=100,0
HPA-5 5a5b=0,000 NA 5b=0,00
5b5b=0,000
6a6a=1,000 6a=100,0
HPA-6 6a6b=0,000 NA 6b=0,00
6b6b=0,000
15a15a=0,469 [0.287-0.680] 15a=90,0
HPA-15 15a15b=0,431 [0.224-0.612] 15b=53,0

15b15b=0,099

[0.024-0.292]

NA: Test no aplicable.
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Tabla 14. Frecuencias alélicas

HPA en amerindios.

N=cromosomas |H P A - H P A - 2HP A 3lJH P A - 4 HP A - 5 HPA-125

1 e 0 I e o al e 0 I e 0 1 e 0 alel o

Poblacion n la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b S5a 5b 15a 15b
Tobas* 54 1,000 | 0,000 | 0,944 | 0,056 | 0,389 | 0,611 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000 0,685 | 0315
Xikrin-Kayapo'*"** 191(;/2 1,000 | 0,000 | 0,963 | 0,037 | 0,708 | 0,292 | 1.000 | 0.000 | 0,963 | 0,037 0,780 | 0,220
Tupi4 140 1,000 | 0,000 | 0,821 | 0,179 | 0,757 | 0,243 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 0,000
Wayampi'*® 44 0,270 | 0,730 1,000 | 0,000 -
Yanomama'* 48 0,460 | 0,540 1,000 | 0,000
Kayapo' 56 0,610 | 0,390 1,000 | 0,000
Arara'? 40 0,700 | 0,300 1,000 | 0,000 --
Wayana-Apalai'* 64 0,750 | 0,250 1,000 | 0,000
Amerindios (Varios)"* 150 1,000 | 0,000 | 0,957 | 0,042
Gavioes'” 62 0,660 | 0,340

Las celdas vacias (---) significan que los datos no fueron descritos en el trabajo original.
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Tabla 15. Test de homogeneidad entre la poblacion toba y otras poblaciones amerindias descritas.

H P A - 1HPA - 2|HPA - 3/HPA - 4/HPA - 5|HUP A 6|/HP A -125
Poblacion Test (p) Test (p) Test (p) Test (p) Test (p) Test (p) Test (p)
Xikrin- NA 12(1=0,39 12(2)=18,20 NA Exacto de Fisher 12(2)=2,550
Kayapo'*'** p=0,532 p<0,001 P=0,346 p=0,278
Tupi® Exacto de Fisher Exacto de Fisher . .
NA p=0,107 p<0,001 NA NA
Wayampi'*® N . Exac};cg (;12 6F6isher . NA L L
Yanomama'*® o — %2(2)=0,681 — NA — —
P=0,711
Kayapo'® N . Exac};cg (;18 9F(isher . NA L L
Arara' . . Exa(;)tg (;1?) 1F 8isher N NA N N
Wayana- . . Exacto de Fisher N NA N N
Apalai'* P=0,001
Amerindios
¥2(1)=0,24 . . . L .
(Varios)"* NA p=0,625
Gavioes'®” . . Exacto de Fisher

P=1,000

El valor estadisticamente significativo de p fue fijado en 0,05. El grado de libertad para el y2 figura entre paréntesis. Las celdas vacias (---) significan que los datos no fueron

publicados en el trabajo original. Las celdas sombreadas () indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a la poblacion toba. NA = test no aplicable.
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C. Analisis comparativo entre la poblacion de Rosario y los aborigenes tobas.

Al comparar ambas poblaciones caracterizadas de la ciudad de Rosario, se observaron
en los aborigenes tobas, frecuencias mayores para el alelo “a” en todos los sistemas HPA
estudiados excepto para el HPA-3, que present6 el caso inverso. Estas diferencias tuvieron
significacion estadistica para los sistemas HPA-1 (p=0,002), HPA-3 (p=0,002), HPA-5
(p=0,036) y HPA-15 (p=0,016) como se observa en la Tabla 16.
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Tabla 16. Comparacion de las frecuencias génicas HPA entre los
donantes de sangre y la poblacion aborigen toba de Rosario.

Alelo Frecuencia Frecuencia Analisis
HPA DONANTES TOBAS estadistico
la 0,878 1,000 Exacto de Fisher
1b 0,122 0,000 »=0,002
2a 0,875 0,944 Exacto de Fisher
2b 0,125 0,056 P=0,175
3a 0,612 0,389 x2(1y=9,701
3b 0,388 0,611 »=0,002
4a 1,000 1,000
4b 0,000 0,000 NA
S5a 0,927 1,000 Exacto de Fisher
5b 0,073 0,000 »=0,036
6a 1,000 1,000
6b 0,000 0,000 NA
15a 0,511 0,685 x2(1=5,800
15b 0,489 0,315 p=0,016

El valor estadisticamente significativo fue fijado en 0,05. Las celdas sombreadas ()
indican diferencias estadisticamente significativas entre ambas poblaciones. NA = test
no aplicable.
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D. Analisis de las Implicaciones Transfusionales y obstétricas

Se calcularon a partir de las frecuencias alélicas para todas las poblaciones detalladas
en la Tabla 9 (ver pagina 92), los porcentajes de la incompatibilidad maxima tedrica para
cada sistema HPA para la gestacion (Tabla 17, pagina 105) y la transfusion (Tabla 18, pagina
106).

También se calcularon las probabilidades a priori de incompatibilidad HPA asociada a
la gestacion (Tabla 19, pagina 107) y la transfusion (Tabla 20, pagina 107) para la poblacion

mayoritaria de Rosario, la poblacion toba y entre ambos grupos.
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Tabla 17.

Porcentaje de la

incompatibilidad teérica maxima HPA para la gestacion

HPA-1(HPA-2|/HPA- -3 HPA-4/HPAS-S5HPAS-6|HPA-11S5

alelos|{alelos|alelos|alelos|alelos|{alelos|{alellos
Poblacion la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b Sa 5b 6a 6b 15a 15b
Bereberes 32,095 | 95,267 | 18,308 | 82,284 | 46,599 | 99,939 { 0,000 | 0,000 | 11,240 | 69,624 | 0,000 | 0,000 - -
Tunecinos 31,672 | 95,017 - - 43,908 | 99,581 - - 25,508 | 90,438 - - - -
Eslovenos 19,941 | 84,463 | 7,153 | 58,468 | 66,148 | 96,052 [ 0,000 | 0,000 | 2,749 | 38,902 - - 83,070 | 90,637
Espaiioles 19,757 | 84,229 | 6,081 | 54,730 | 53,801 | 99,916 | 0,000 | 0,000 8,562 | 62,789 | 0,000 [ 0,000 | 88,611 | 79,851
Daneses 16,037 | 78,855 | 4,268 | 47,158 | 59,164 | 99,028 [ 0,000 | 0,000 | 3,786 | 44,705 - - - -
Alemanes 14,694 | 76,575 | 4,980 | 50,357 | 67,864 | 96,058 - - 4,268 | 47,158 - - - -
Ingleses 14,712 | 76,758 | 3,516 | 43,359 | 58,942 | 99,079 | 0,000 | 0,000 | 4,568 | 48,543 | 0,000 [ 0,000 | 80,220 | 88,310
Holandeses 13,557 | 74,473 | 2,749 | 38,902 | 74,259 | 92,616 | 0,000 | 0,000 | 5,853 | 53,874 } } : :
Franceses 13,238 | 73,854 | 3,978 | 45,751 | 60,492 | 98,697 - - 9,375 | 65,033 - - - -
Italianos 12,922 | 73,226 | 7,276 | 58,872 | 62,690 | 98,053 [ 0,000 | 0,000 | 6,081 | 54,730 | 0,000 | 0,000 - -
Austriacos 12,610 | 72,590 | 4,171 | 46,691 | 62,252 | 98,191 | 0,000 | 0,000 | 7,030 | 58,062 | 0,000 [ 0,000 | 84,459 | 84,459
Finlandeses 11,389 | 69,962 | 4,980 | 50,357 | 67,013 | 96,433 } - 1,605 | 30,490 } } : :
Polacos 9,375 | 65,033 | 6,313 | 55,576 | 66,586 | 96,614 | 0,000 | 0,000 | 2,513 | 37,373 } } 86,915 | 81,852
Argentinos* 8,830 | 63,546 | 9,238 | 64,664 | 62,252 | 98,191 | 0,000 | 0,000 | 3,338 | 42,386 | 0,000 | 0,000 | 82,737 | 86,114
Irlandeses 8,298 | 62,024 | 2,749 | 38,902 | 59,607 | 98,923 | 0,000 | 0,000 | 4,772 | 49,455 | 0,000 [ 0,000 | 76,819 | 90,908
Bantues (Congo) | 5,629 | 53,009 | 26,308 | 91,140 | 65,728 | 96,964 | 0,000 | 0,000 | 35,524 | 97,028 | 0,000 | 0,000 | 42,345 | 99,276
Mejicanos 1,543 | 29,943 | 14,366 | 75,985 | 63,998 | 97,613 | 0,067 | 6,622 | 2,436 | 36,858 | 0,000 | 0,000 : :
Coreanos 0,096 | 7,915 3,698 | 44,323 | 74,259 | 92,616 | 0,067 6,622 | 0,320 | 14,218 | 0,265 | 12,978 - -
Taiwaneses 0,006 | 2,015 1,038 | 24,908 | 70,175 | 94,943 | 0,003 1,346 | 0,150 | 9,833 0,891 | 23,184 | 77,590 | 90,353
Japoneses 0,003 1,346 | 6,081 | 54,730 | 38,580 | 98,228 | 0,081 7,270 | 0,479 | 17,271 | 0,479 | 17,271 : :
Amerindios 0,000 | 0,000 | 17,774 | 81,523 | 30,203 | 94,088 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 - - 25,508 | 90,438
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Tabla 18.

Porcentaje de la incompatibilidad tedrica maxima HPA para la transfusion o el transplante

HPA-1|HPAS-2|/HPAS-3HPAS-4/HPAS-S5HPAS-O6|HPA-1S3:5

alelos|{alelos|{alelos|alelos|alelos|alelos|jalel o s
Poblacion la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b Sa 5b 6a 6b 15a 15b
Bereberes 23,788 | 98,584 | 12,811 | 88,559 | 36,359 | 99,513 | 0,000 | 0,000 7,579 | 76,706 | 0,000 0,000 - :
Tunecinos 23,438 | 98,438 - - 33,947 | 99,865 - - 18,423 | 95,300 - } - -
Eslovenos 14,060 | 90,454 | 4,696 | 65,454 | 55,019 | 90,355 [ 0,000 | 0,000 1,735 | 44,540 - - 73,422 | 82,471
Espaiioles 13,919 | 90,253 | 3,960 | 61,560 | 42,998 | 97,598 | 0,000 | 0,000 5,677 | 69,882 | 0,000 0,000 | 80,051 | 69,679
Daneses 11,098 | 85,475 | 2,737 | 53,518 | 48,124 | 95,324 | 0,000 | 0,000 | 2,414 | 50,813 } } - :
Alemanes 10,100 | 83,366 | 3,214 | 56,940 | 56,808 | 90,190 - - 2,737 | 53,518 } - - -
Ingleses 10,120 | 83,656 | 2,237 | 49,412 | 47,909 | 95,431 | 0,000 | 0,000 | 2,937 | 55,004 | 0,000 0,000 | 70,096 | 79,674
Holandeses 9,261 | 81,387 | 1,735 | 44,540 | 63,524 | 85,258 | 0,000 | 0,000 3,805 | 60,661 - - - -
Franceses 9,028 | 80,797 | 2,544 | 52,003 | 49,419 | 94,655 : - 6,250 | 72,148 } } - :
Italianos 8,798 | 80,198 | 4,781 | 65,871 | 51,586 | 93,457 | 0,000 | 0,000 3,960 | 61,560 | 0,000 0,000 - :
Austriacos 8,570 | 79,587 | 2,672 | 53,016 | 51,152 | 93,704 | 0,000 | 0,000 | 4,611 | 65,033 | 0,000 0,000 | 75,000 [ 75,000
Finlandeses 7,686 | 77,037 | 3,214 | 56,940 | 55,937 | 90,771 - - 0,998 | 35,198 - - - -
Polacos 6,250 | 72,148 | 4,118 | 62,447 | 55,501 | 91,056 | 0,000 | 0,000 1,581 | 42,856 - - 77,952 | 71,958
Argentinos* 5,865 | 70,649 | 6,152 | 71,777 | 51,152 | 93,704 | 0,000 | 0,000 | 2,120 | 48,353 | 0,000 0,000 | 72,981 | 76,979
Irlandeses 5,492 | 69,103 | 1,735 | 44,540 | 48,556 | 95,105 | 0,000 | 0,000 3,074 | 55,978 | 0,000 0,000 | 66,305 | 82,987
Bantiies (Congo) 3,652 | 59,750 | 19,063 | 95,824 | 54,631 | 91,615 | 0,000 | 0,000 | 26,666 | 99,487 | 0,000 0,000 | 32,563 | 99,970
Mejicanos 0,958 | 34,584 | 9,857 | 82,814 | 52,890 | 92,690 | 0,040 | 7,802 1,532 | 42,287 | 0,000 0,000 - :
Coreanos 0,058 9,315 2,358 | 50,458 | 63,524 | 85,258 | 0,040 | 7,802 0,194 | 16,649 | 0,160 | 15,213 - :
Taiwaneses 0,004 | 2,382 0,639 | 28,901 | 59,200 | 88,525 | 0,002 1,592 0,090 | 11,555 | 0,547 | 26,942 | 67,154 | 82,266
Japoneses 0,002 1,592 3,960 | 61,560 | 29,280 | 99,904 | 0,048 8,560 0,291 | 20,173 | 0,291 | 20,173 - -
Amerindios 0,000 0,000 | 12,406 | 87,884 | 22,225 | 97,866 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 - - 18,423 | 95,300
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Tabla 19. Probabilidad a priori de incompatibilidad para la gestacion entre los distintos grupos

caracterizados.

ﬁi,e}f Caucasicos—caucasicos tobas — tobas tobas — caucasicos caucasicos — tobas
la 0,013 0,000 0,015 0,000
1b 0,094 0,000 0,000 0,122
2a 0,014 0,003 0,015 0,003
2b 0,096 0,050 0,043 0,111
3a 0,092 0,145 0,059 0,228
3b 0,145 0,092 0,229 0,059
4a 0,000 0,000 0,000 0,000
4b 0,000 0,000 0,000 0,000
S5a 0,005 0,000 0,005 0,000
5b 0,063 0,000 0,000 0,073
6a 0,000 0,000 0,000 0,000
6b 0,000 0,000 0,000 0,000
15a 0,122 0,068 0,164 0,051
15b 0,127 0,148 0,082 0,230

Las celdas sombreadas () indican diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05) entre ambas poblaciones para el

correspondiente sistema HPA.

Tabla 20. Probabilidad a priori de incompatibilidad para la transfusion/transplante entre los distintos
grupos caracterizados.

ﬁi,e}f Caucasicos—caucasicos tobas — tobas tobas — caucasicos caucasicos — tobas
la 0,015 0,000 0,015 0,000
1b 0,177 0,000 0,000 0,229
2a 0,015 0,003 0,016 0,003
2b 0,179 0,097 0,083 0,209
3a 0,128 0,234 0,094 0,317
3b 0,234 0,128 0,318 0,095
4a 0,000 0,000 0,000 0,000
4b 0,000 0,000 0,000 0,000
S5a 0,005 0,000 0,005 0,000
5b 0,121 0,000 0,000 0,141
6a 0,000 0,000 0,000 0,000
6b 0,000 0,000 0,000 0,000
15a 0,182 0,089 0,216 0,075
15b 0,192 0,249 0,138 0,347

Las celdas sombreadas () indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre ambas poblaciones para el

correspondiente sistema HPA.
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V. DISCUSION
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V. DISCUSION

A. Caracterizacion de la poblacion mayoritaria de la ciudad de Rosario para los sistemas HPA.

Similitudes y diferencias con otras poblaciones descritas anteriormente.

La estimacion de las frecuencias alélicas HPA de la poblacion mayoritaria de Rosario, a
través de la caracterizacion de sus donantes de sangre, no posee el sesgo que se observa para
la caracterizacion de los grupos sanguineos eritrocitarios ABO y Rh (sobreestimacion de los
individuos O RhD negativos), por no ser el perfil antigénico plaquetario conocido al
momento de la donacion por el donante, ni solicitada expresamente por los servicios de

medicina transfusional.

Como se observa en la Tabla 6, los valores de 2 obtenidos al comparar entre las
frecuencias de los genotipos observados y los esperados segin la ley de Hardy-Weinberg
para todos los sistemas con un grado de libertad de uno, fueron menores de 3,841. Eso nos
permite establecer con una confianza del 95% que las desviaciones observadas a la ley no

son estadisticamente significativas y que por lo tanto, todos los sistemas HPA caracterizados

tuvieron un buen ajuste a la ley de Hardy-Weinberg. Esto significa que en la poblacion

estudiada los sistemas HPA no estaban afectados por la seleccion o migracion reciente y
también fue una validacion, aunque poco sensible, del muestreo (seleccion de los individuos
a estudiar) y de la metodologia utilizada para la genotipificacion (obtencion de datos

coherentes).

De los resultados de la prueba de homogeneidad para las frecuencias alélicas HPA entre
la poblacion de la ciudad de Rosario y varias poblaciones europeas (Tabla 10, pagina 93) se
observa una gran proximidad de la primera con la poblacién inglesa, danesa, alemana,

italiana, austriaca, finlandesa, polaca e irlandesa;

Si bien existe cierta tendencia hacia frecuencias mayores para los antigenos HPA-lay -
5a en nuestra poblacion cuando se la compara con las europeas, probablemente debido a la
influencia amerindia, esta observacion no fue estadisticamente significativa (Tabla 10, pagina
93) excepto para eslovenos (p=0.037 para HPA-1), espanoles (p=0.007 y 0.034 para HPA-1y
HPA-5 respectivamente) y franceses (p=0,008 para HPA-5). Estas poblaciones presentan

frecuencias extremas para estos alelos y se diferencian de otras poblaciones europeas. La
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poblacién argentina también mostré diferencias estadisticamente significativas para el
sistema HPA-2 con los holandeses (p=0,015), franceses (p=0,024) y austriacos (p=0,028).
Para el sistema HPA-3, -4 y -6 no se encontraron diferencias significativas con ninguna
poblacion europea. Resulta importante la diferencia con respecto al sistema HPA-1 en la
poblacién argentina con la mexicana (p<0.001) y por supuesto, ain mas marcadas, con las

poblaciones amerindias y orientales.

El analisis del componente principal realizado para todas las poblaciones descritas en la
Tabla 9, resume graficamente la variabilidad HPA-1,-2,-3,-4 y -5. Se repite la observacion
previa, la conformacion de un “cluster” o “bloque Europeo”, constituido por las poblaciones
alemana, austriaca, danesa, finlandesa, inglesa, irlandesa, italiana y polaca. Integrada en este
bloque se encuentra a la poblacion argentina. Los espafoles estdn algo alejados del mismo
fundamentalmente por diferencias en las frecuencias del antigeno HPA-1b, debido a cierta
influencia arabe; Junto a los eslovenos, presentan las frecuencias mas altas en Europa. Los
holandeses estdn también alejados del bloque debido a diferencias puntuales en un sistema
clinicamente poco significativo: el HPA-2. Los mejicanos se encuentran muy alejados del
bloque, a medio camino de las poblaciones amerindias y orientales. Estas tltimas con una
importante dispersion en el eje Y, por diferencias principalmente en los sistemas HPA-2 y

HPA-3.

En resumen, en la primer y Uinica caracterizacion de las frecuencias alélicas HPA de la
poblacién de una ciudad argentina, se observd una distribucion similar a las descritas en

poblaciones europeas.
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B. Caracterizacion de la poblacion de aborigenes tobas de Rosario para los sistemas HPA.

Como se observa en la Tabla 11, los valores de 2 obtenidos al comparar entre las
frecuencias de los genotipos observados y los esperados segun la ley de Hardy-Weinberg
para todos los sistemas, con un grado de libertad de 1, fueron menores de 3,841. Eso nos
permite establecer con una confianza del 95% que las desviaciones observadas a la ley no

son estadisticamente significativas y que por lo tanto, todos los sistemas HPA caracterizados

tuvieron un buen ajuste a la ley de Hardy-Weinberg.

La limitacion observada en el nimero de individuos tobas estudiados, es compartida
con muchos de los trabajos realizados con otras poblaciones amerindias, Estos en su mayoria,
fueron realizados sobre muestras poblacionales pequenas, con una media de 40 individuos

estudiados (Tabla 14).

Los primeros amerindios estudiados para los antigenos plaquetarios especificos fueron
los Indios Mapuches en Chile. En 1988, utilizando métodos seroldgicos, Inostroza et al.’¥’
fenotipificaron una muestra de esta poblacion para los aloantigenos plaquetarios especificos
PIA1, Baka, Yuka, Yukb, y Bra (HPA-1la, -3a, -4b,-4a y -5b). Estos primeros hallazgos
fueron ampliados posteriormente a otros sistemas utilizando metodologia moleculares en

135,1
1. 35,136

varias poblaciones amerindias aisladas del amazonas por Covas et a (amerindios

wayampi, yanomama , kayapo, arara, wayana-apalai), Castro et al.* (amerindios parakani),

Chiba et al."** (amerindios xikrin-kayapo) y Cardone et al.'”

Los resultados hallados para los sistemas HPA en la poblacion toba son coherentes con
los estudios realizados sobre otras poblaciones amerindias. La ausencia de los alelos HPA-1b
y HPA-5b es una caracteristica de esta poblacion que probablemente se relacione con las

bajas frecuencias de este alelo encontradas en poblaciones orientales.

El unico sistema que muestra una desviacion significativa con respecto a la descrita
para otras poblaciones amerindias es el HPA-3. La frecuencia para el alelo HPA-3a
encontrada en la poblacién toba fue de 0,389, menor que las reportadas por Chiba et al."** en
los amerindios Xikrin-Kayapo (0,708) y por Castro et al.* en los amerindios de la tribu Tupi
conocidos como Parakana (0,757). Asimismo, esto es coherente con la gran dispersion de

. 1 . 135 . . T .
frecuencias alélicas descritas por Covas et al.””” al estudiar 5 poblaciones amerindias aisladas
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del amazonas (Wayampi, Yanomama, Kayapo, Arara, Wayana-Apalai), probablemente se

deba al aislamiento geografico y al efecto de deriva genética.

En la poblacion toba los sistemas HPA-4 y HPA-6 resultaron monomorficos. No se
detectd el antigeno HPA-4b, de gran significacion clinica en poblaciones orientales. Existe
evidencia que este antigeno estd presente en las poblaciones amerindias; Se hall6 al antigeno
HPA-4b en los Mapuches'*’ con una frecuencia fenotipica de 0,9% (1 en 112 individuos) y
se ha descrito una frecuencia fenotipica de 2,07% para este antigeno en una poblacion
mejicana, con un alto grado de mestizaje con amerindios.'*’ El sistema bialélico HPA-4 es
considerado polimorfico s6lo en poblaciones asiaticas y la mayor parte de las inmunizaciones
contra los HPA-4a o HPA-4b han sido descritas en Japon. Debido a la frecuencia
extremadamente baja en caucasicos del alelo HPA-4b (Tabla 9, pagina 92), s6lo se han
informado 2 casos de trombocitopenia neonatal aloinmune producidos por anticuerpos de

especificidad anti-HPA-4b en la poblacion Caucasica, uno de ellos en Espaﬁa.m’139

Por tultimo las frecuencias encontradas para el sistema HPA-15 en los tobas no difiere
significativamente de las descritas para las tnicas dos poblaciones amerindias caracterizadas

hasta el momento, Gavioes y Xikrin-Kayapo.'®”

Las frecuencias de los antigenos HPA encontradas en la poblacion de los aborigenes
tobas de la ciudad de Rosario son muy similares a las encontradas en otras poblaciones
amerindias alejadas geograficamente. Las semejanzas encontradas, son coherentes con lo
descrito recientemente por Goicochea et al.'*, donde estudiando muchos sistemas de grupos
sanguineos eritrocitarios, estimaron un aporte europeo en este grupo aborigen de sélo 4%.

Esto se explica por la altisima endogamia observada en este grupo.

Para aquellos sistemas HPA cuasi-monomorficos en amerindios (HPA-1, -2, 4, -5,y -
6), pese al reducido numero de cromosomas estudiados, la imprecision en la estimacion de
las frecuencias alélicas fue menor o igual a 6,1%. Para los dos sistemas HPA restantes la

imprecision fue mucho mayor e inaceptable (13 % para HPA-3 y 12,5 % para HPA-15).

Pese a la coherencia de los resultados obtenidos con las frecuencias publicadas para
otras poblaciones amerindias (Tabla 14, pagina 100) y el buen ajuste a la ley de Hardy-
Weinberg (Tabla 11, pagina 97), el nimero reducido de individuos estudiados le otorga un
caracter de “base” a la caracterizacion de los sistemas HPA-1, -2, -4, -5, y -6 en los tobas.
Con respecto a los sistemas HPA -3 y -15, un mayor nimero de individuos deben ser

estudiados.
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C. Analisis comparativo entre la poblacion de Rosario y los aborigenes tobas.

Son particularmente importantes las diferencias encontradas para los sistemas HPA-1 y
HPA-5, donde se observo la ausencia de los alelos HPA-1b y HPA-5b en la poblacion toba

frente a frecuencias moderado-bajas en la poblacidon caucéasica mayoritaria.

Para el caso de los sistemas HPA-3 y HPA-15 se observo entre los aborigenes tobas
frecuencias de los alelos HPA-3b y HPA-15a sensiblemente mas altas que en la poblacion
mayoritaria. Como era previsible, los mismos resultados se obtuvieron al comparar la
poblacién mayoritaria con respecto a otros grupos amerindios del Amazonas (Tabla 9, pagina

92).
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D. Analisis de las Implicaciones Transfusionales y obstétricas

Como ya se comento, las frecuencias encontradas para los alelos HPA en la poblacion
mayoritaria de la ciudad de Rosario, no difirieron significativamente de las descritas en

muchas de las poblaciones europeas.

El impacto de las frecuencias sobre el riesgo potencial de aloinmunizacién se observa
mejor al comparar los porcentajes de la incompatibilidad maxima teérica HPA calculados

para la gestacion (Tabla 17, pagina 105) y la transfusion/transplante (Tabla 18, pagina 106).

Como se ha visto, existen factores propios del antigeno y del individuo respondedor
que condicionan la respuesta inmune, de forma que solo una parte de los casos de
incompatibilidad potencial lleva finalmente a la inmunizacion. El ejemplo con mayor
importancia clinica, es para la inmunizacion contra HPA-la asociada a la gestacion.
Practicamente en todas las poblaciones europeas, alrededor del 10 % de las mujeres negativas
para el antigeno se inmunizan y casi siempre estd asociada a la presencia del alelo HLA-
DRB3*0101. Esto explica también el caso de aquellos antigenos como el HPA-1b, que con
un porcentaje mucho mayor de incompatibilidad potencial, no se asocia con TFNA y otros
cuadros secundarios a la aloinmunizacion. Esa limitacion (en términos absolutos) no existe
cuando se comparan estos valores entre poblaciones, siempre que sea posible simplificar el
analisis, asumiendo que el resto de los factores genéticos y ambientales son iguales en ambas

poblaciones.

Hasta el momento, el unico factor genético de peso identificado como condicionante de
la aloinmunizaciéon HPA es el alelo HLA-DRB3*0101. En caucésicos entre el 30 al 50% de
los individuos son negativos para el alelo HLA-DRB3*0101.” Diferencias importantes para
la poblacidn argentina con respecto a las europeas en la frecuencia del alelo DRB3*0101 son
improbables, como ocurre en poblaciones orientales.*! En la poblacién toba se encuentra
una frecuencia alélica DRB1*0101 de 0,289'"* Esto implica que alrededor del 50% de los
aborigenes tobas porta dicho alelo y que por lo tanto no existen diferencias importantes con
las poblaciones caucasicas. Estudios realizados sobre diversas poblaciones amerindias de
Meéxico, Brasil y Argentina han encontrado frecuencias DRB3*0101 similares a las descritas

en la poblacién toba.'*
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La ciudad de Rosario, con una poblacion superior al millon de habitantes, una tasa
bruta de natalidad de 17,01.87 por mil nacimientos vivos anuales y sélo seis casos
confirmados o con sospecha muy alta en los tltimos nueve afios, ostenta una incidencia de
TFNA de aproximadamente 1 en 25.000 nacimientos. Estos datos, no publicados, provienen
del laboratorio de inmunohematologia del Servicio de Medicina Transfusional y Hematologia
del Hospital Italiano, centro de reconocida trayectoria en el campo de la inmunohematologia
y que gracias a convenios con la Municipalidad de Rosario y otros efectores de salud
publicos y privados, centraliza la totalidad de los estudios inmunohematolégicos plaquetarios

de la ciudad.

Es la opinion del grupo que el diagnostico de la TFNA estd limitado a unos pocos
neonatos del total afectado, probablemente por falta de divulgacion y de entrenamiento del

personal sanitario sobre este cuadro.

La situacion de Rosario y en general de la Argentina es similar al informado en el afio
2002 en Irlanda por Davoren et al."*® En ese momento, con una incidencia historica de TENA
de 1 por cada 16.500 nacimientos, su grupo plantea su fuerte sospecha de subdiagnostico que
fue confirmada un afio después por el mismo grupo a través de un estudio prospectivo
sistematico, resultando en una incidencia de 1 en 1.100 embarazos no seleccionados'* como
la mayoria de las poblaciones caucésicas descritas hasta el momento. Por supuesto, que en
este estudio se tipificaron a todas las madres para el antigeno HPA-la, se busco
sistematicamente en todas la presencia de aloanticuerpos y de rutina se realizé un contaje de
plaquetas de corddn en el recién nacido. La diferencia notable entre ambos reportes, como
ocurre con la mayoria de los trabajos sobre prevalencia de este cuadro, se deben a la

metodologia utilizada y a qué tanto énfasis se ponga en la busqueda de la aloinmunizacion.

Es importante destacar que la poblacion de Irlanda tiene practicamente la misma
distribucion para los HPA que la poblacién Argentina y por lo tanto, la epidemiologia de la

TFNA no deberia diferir significativamente ambas poblaciones.

Con respecto a la poblacion aborigen toba de la ciudad de Rosario, el riesgo potencial
de aloinmunizacion es notablemente menor que el estimado para el grupo mayoritario (Tabla

19, pagina 107). La virtual ausencia de los antigenos HPA-1b y HPA-5b condicionaria una
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epidemiologia a priori cercana a la descrita en poblacion oriental o inclusive menos grave

aun.

Es precisamente la ausencia de estos antigenos que produce una caida en el riesgo de
aloinmunizacién para un individuo caucésico, cuando su pareja/donante pertenece a la etnia
toba (Tabla 19, pagina 107), excepto para el antigeno HPA-3b, pero el caracter minoritario

de esta etnia minimiza su impacto a nivel poblacional.

El riesgo potencial de aloinmunizacion para un individuo toba (muy bajo) aumenta
notablemente cuando su pareja/donante es caucasico, fundamentalmente para los antigenos
HPA-1b, HPA-2b, HPA-3a, HPA-5b, HPA-15b. Debido a la fuerte endogamia, actualmente
esto es mas probable en el caso de transfusiones que en el ambito “reproductivo”. Aun asi, el
riesgo resultante continua siendo menor que el estimado para la poblacion general. En otras
palabras, los aborigenes tobas al hacer uso del sistema de salud publico y relacionarse con la

poblacidon mayoritaria, asimilarian parte del riesgo de aloinmunizaciéon HPA de esta tltima.

Existen en la muestra indicios sobre un intercambio alélico marginal entre estas

poblaciones, particularmente sobre el grupo ABO, en correspondencia con lo descrito
. . 14 . .

recientemente por Goicochea et al'*’, quienes estimaron un aporte europeo en este grupo

aborigen de un 4%.

El hecho que las caracteristicas estudiadas no sean estaticas, ya que las poblaciones
tampoco lo son, determina que desde el punto de vista de la seguridad transfusional y
obstétrica, se debe poner toda la energia en la deteccion y caracterizacion de la

aloinmunizacién, independientemente de la etnia a la que pertenece el paciente o gestante.
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VI. CONCLUSIONES
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VI. CONCLUSIONES

Las frecuencias estimadas de los antigenos HPA en la poblacion de la ciudad de Rosario

son similares a las descritas en poblaciones europeas.

Las frecuencias estimadas para los aborigenes tobas son homologables a las encontradas

en grupos amerindios del Amazonas y en menor grado, a poblaciones orientales.

Existen diferencias para los sistemas HPA de importancia clinica entre ambos grupos.
Debido a estas diferencias, el riesgo de aloinmunizacién potencial de la poblacion

mayoritaria de Rosario es superior que el estimado para el grupo aborigen toba.

El hecho que las poblaciones no sean estaticas y se relacionen entre si, determina que
desde el punto de vista de la seguridad transfusional y obstétrica, se deba poner toda la
energia en la deteccion y caracterizacion de la aloinmunizacion independientemente del

grupo étnico del paciente.

Los pocos casos diagnosticados de TFNA, el limitado conocimiento sobre la naturaleza y
la gravedad de este cuadro, sugieren que se halla fuertemente subdiagnosticada en
nuestro medio, al igual que el resto de los cuadros asociados a la aloinmunizaciéon HPA.
La fuerte discrepancia entre los casos observados y los esperados indica la necesidad de
poner mayor ¢énfasis en la educacion continuada del personal médico-sanitario

involucrado.
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APORTES DE LA TESIS AL CONOCIMIENTO

v" La confeccion de tablas poblacionales y analisis del riesgo de aloinmunizacién HPA

en una poblacion Argentina. Primer trabajo de estas caracteristicas realizado en

Argentina.

APORTES DE LA TESIS A LA COMUNIDAD

v’ La puesta en agenda de cuadros patologicos prevalentes y actualmente

subdiagnosticados en Argentina. El primer paso necesario hacia su esclarecimiento.
v La creacion de un panel de donantes de aféresis con genotipos homocigotos "aa" y

"bb" para los sistemas HPA -1, -3 y -5, que nos permite realizar un correcto

diagnostico seroldgico y proveer plaquetas compatibles a los pacientes sensibilizados.
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ANEXO 1

ADN

CD
CRP
EDTA
ELISA
et al
GP
GPI
GRs
HGH
HGNC

HLA
HPA
IC

IFD

IFI
INDEC
ITP

kDa
LCR
MACE
MAIPA
MHC

ml

ABREVIATURAS

Acido desoxiribonucleico

par de bases (base pair)

agrupacion de diferenciacion (cluster of differentiation)

Proteina C reactiva (C Reactive Protein)

Acido etilendiaminotetraacético (ethylenediamine tetra-acetic acid)
Enzimo-inmunoensayo (enzyme-linked immunosorbent assay)

y colaboradores

Glicoproteina

Grupo Fosfadil-Inositol.

Globulos rojos

Hormona de crecimiento humana (Human Growth hormone)

El comité en nomenclatura génica de la organizaciéon genoma
humano (the Human genome organisation Gene Nomenclature
Comité)

Antigenos Leucocitarios Humanos (Human Leukocyte Antigen)
Antigenos Plaquetarios Humanos (Human Platelet Antigen)
Intervalo de confianza

Inmunofluorescencia directa

Inmunofluorescencia indirecta

Instituto Nacional de Estadisticas y Censos

Purpura trombocitopénica idiopatica (Idiopathic
Thrombocytopenic Purpura)

Kilodalton = 1000 Dalton

Reaccion en cadena de la ligasa (Ligase Chain reaction)

(Modified Antigen Capture ELISA)

(monoclonal antibody-specific immobilisation of platelet antigens)
Complejo Principal de Histocompatibilidad (Major
Histocompatibility Complex)

mililitros

microlitro
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nm
PA-IgG
PCR
PCR-SSP

PCR- SSO

PBS

PIFT

pmol
PTP
RFLP
RTP
SNP
SSCP

VNTR

VWf
TCR
TFNA
TPTP

nanometros

Inmunoglobulina G asociada a la plaqueta (platelet-associated 1gG)
Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Reaccion en Cadena de la Polimerasa-cebador secuencia
especifica.

Reaccion en cadena de la polimerasa y posterior Hibridacion del
producto con sondas de oligonucledtidos especificas de secuencia.
Solucion salina tamponada con fosfatos (phosphate-buffered
saline)

Test de inmunofluorescencia plaquetaria (platelet
immunofluorescence test)

picomol (1e-12 moles)

Purpura trombocitopénica Post-Transfusional.

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion.
Refractariedad a la transfusion de plaquetas.

Polimorfismo de un unico nucleétido.

polimorfismo de conformacion de cadena individual de ADN (The
single-strand conformation polymorphism).

numero variable de repeticiones en tdndem (Variable number of
tandem repetition).

factor de Von Willebrand.

Receptor de las celulas T (T Cell Receptor).

Trombocitopenia feto-neonatal aloinmune.

Trombocitopenia pasiva postransfusional.
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: GENOTIPIFICACION DE LOS SISTEMAS DE ANTIiGENOS PLAQUETARIOS
HUMANOS EN DONANTES DE SANGRE Y ABORIGENES TOBAS EN ROSARIO.

Investigador: Bioquimico Carlos Daniel de La Vega Elena.

El objetivo de este trabajo es describir las frecuencias génicas y genotipicas para los sistemas de antigenos
plaquetarios humanos clinicamente mas importantes en dos poblaciones aun no caracterizadas, los donantes de
sangre y los aborigenes Tobas de la ciudad de Rosario, Argentina.

La investigacion de estos polimorfismos tiene gran importancia en el estudio de la trombocitopenia aloinmune feto-
neonatal, la refractariedad a la transfusion de plaquetas, la Parpura trombocitopénica postransfusional y otros
cuadros de mediacion no-inmunolodgica. Su descripcion dard un marco a la busqueda de productos compatibles para
individuos sensibilizados contra dichos antigenos, asi como permitira estimar el riesgo relativo de aloinmunizacion
en los diferentes grupos étnicos, necesario para desarrollar un programa de prevencion para parejas con alto riesgo
de tener hijos afectados de trombocitopenia feto-neonatal aloinmune, el equivalente plaquetario a la enfermedad
hemolitica feto-neonatal.

El analisis comparativo de las frecuencias estimadas de ambas poblaciones con otras ya descritas, fundamentalmente
las Europeas que mas aportaron a la poblacion Argentina con su inmigracion masiva hasta 1930, como asi también
otras poblaciones aborigenes, supondra un aporte de considerable valor antropologico al permitir inferir flujos
génicos entre poblaciones

La metodologia a emplear consistira en la obtenciéon de un volumen pequefio de sangre de la muestra obtenida de
rutina (3 ml), la extraccion del ADN y su posterior caracterizacion a nivel génico usando la reaccion en cadena de la
polimerasa con cebadores secuencia especifica (PCR-SSP).

Se realizaran también determinaciones de otros antigenos de grupos sanguineos correspondientes a los sistemas
ABO, Rh, Diego y otros, con el fin de extender la descripcion a otros polimorfismos de importancia transfusional
y/o obstétrica.

Es importante indicar que:

- En el caso de los Donantes de sangre, estas determinaciones se realizan posteriormente a la analitica de
rutina, no siendo necesario una muestra de sangre adicional. Cuando sea posible se obtendra ademas, una
muestra de saliva de alrededor de 2 ml

- En el caso de los aborigenes Tobas, estas determinaciones se realizaran sobre una muestra extraida para tal
efecto de solo 3 ml de sangre entera y cuando sea posible se obtendra ademas una muestra de saliva de
alrededor de 2 ml

- No se administrara ningtin tipo de tratamiento.
- Aportara informacion sobre aspectos ain no estudiados en estas poblaciones.

- No existe ninglin tipo de incomodidades y riesgos derivados del presente estudio, ni hay posibilidad de
acontecimientos adversos, fuera de los descritos para una flebotomia de muy bajo volumen.

- La participacidn en este proyecto de investigacion tiene caracter voluntario, pudiéndose retirarse del mismo
en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones.

- Los datos del voluntario seran utilizados y manejados de forma confidencial y tan s6lo tendran acceso a los
mismos el personal que participa en el desarrollo del presente proyecto de investigacion.

- El investigador responsable del ensayo y de informar al sujeto y contestar a sus dudas y preguntas sera el
Bioquimico Daniel de La Vega. (Matricula 1913, Colegio de Bioquimicos de Santa Fe - 2* circunscripcion.
Rosario)
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Titulo del ensayo: GENOTIPIFICACION DE LOS SISTEMAS DE ANTIGENOS PLAQUETARIOS
HUMANOS EN DONANTES DE SANGRE Y ABORIGENES TOBAS EN ROSARIO.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.//////////111111[1111111TT111111H00000000000000000TTTT

He recibido suficiente informacion sobre el estudio./////////11111111111TT11HTTTTHTTTE T
T i i

He hablado con el Bioquimico Carlos Daniel de La Vega Elena.///////////////1111111111111177171117177777100111771111]
Comprendo que mi participacion es voluntaria./////////111/1111111HTTT111H11HTTT100000000000 T T
Comprendo que mi participacion no constituye un beneficio para mi persona.//////////!11111111111111111111111111]

Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta

de ninguna forma en mi persona.///////////111TT1HHTHTTTTTTTTTTTTTTTTTTHTTTHTTTTTTTTTTT T

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: Firma del participante

D.N.L
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