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RESUMEN

La prueba de amplificacién de &cidos nucleicos (NAT) esuna nueva
técnica en el laboratorio, capaz de detectar virus infecciosos, a fin
de evitar posibles contagios a través de la transfusion sanguinea,
paragarantizar laseguridad enlatransfusion. El descubrimiento de
las técnicas de amplificacion del DNA, ha revolucionado la tipifi-
caciondeantigenosleucocitariosdehumanos(HLA), conlaposibilidad
de detectar €l polimorfismo a nivel de alelo, constituyéndose en una
delas principales herramientas para el trasplante de médula 6sea,
Organossolidosy sangredecordon umbilical. Se pueden determinar
alelos de susceptibilidad de la region HLA (por gjemplo, HLA-B27
relacionado a espondilitis anquilosante). El uso de secuencias de
nucledtidos repetidas a lo largo de todo el genoma (VNTR), en el
seguimiento del injerto, es otra contribucion importante de las
técnicas moleculares que asegura el éxito del trasplante. El
conocimiento de lastécnicas moleculares, ha abierto la puerta para
suaplicacionenlageno-tipificacionendiversasareasdelamedicina
transfusional. En la actualidad, ya es posible resolver problemas
clinicos relevantes que antes con las técnicas seroldgicas no era
posible, como por ejemplolasdiscrepanciasenladetermina-ciénde
ungrupodel sistema ABOYy deotrossistemasdeantigenossanguineos.
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SUMMARY

The nucleic acid amplification test (NAT) is a new laboratory
technology with the potential to detect viremia, better than current
screening methods. It avoids inoculating infectious agents into
transfusion recipients and improves the safety of the blood supply.
The discovery of DNA amplification techniques has brought about a
revolution in Human Leukocyte Antigens (HLA) typing by detecting
polymorphisms at the allele level. NAT is an important tool for bone
marrow, solid organ and umbilical cord blood transplantation. It can
also detect susceptibility alleles associated with HLA (e.g. HLA-B27
related to ankylosing spondylitis). The use of Variable Number of
Tandem Repeats (VNTR's) following a graft is another contribution
of the molecular techniques that guarantees the success of the
transplantation. Molecular knowledge has widened the possibilities
toapplymolecular genotypinginseveral areasof transfusionmedicine.
Wearecurrently ableto solve clinically relevant problemsthat were
not feasible before the advent of this technology as were the
discrepancies between ABO typing and other blood groups.
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La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), una herramienta indispensable
en la biologia molecular

rece muy lejano, cuando en 1953 Watson y Crick publi-

caron en la revista Nature, el modelo tridimensional del
acido desoxirribunucleico (DNA), pero gracias a este descu-
brimiento y al desarrollo en 1985 por parte del Dr. Kary Mullis
(Premio Nobel) de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR- del inglés Polymerase Chain Reaction), este método
pronto se convirti6 en "un procedimiento de rutina" en los

laboratorios de biologia molecular. En un corto periodo esta
tecnologia ha modificado radicalmente el diagndstico clinico.
El desarrollo de la PCR ha revolucionado el campo de la
biologia molecular, pues hoy dia se siguen incrementando sus
aplicaciones. Muchas de éstas son presentadas aqui e
involucran tanto procedimientos de novel (amplificacion de
algan gen a partir de nanogramos del DNA genémico) como
modificaciones de métodos existentes (sitios especificos de
mutaciones).

La PCR, es un proceso enzimatico en el que una regién
especifica del DNA se replica para producir muchas copias de
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La biologia molecular y el Banco de Sangre

Cuadro I. Periodos de ventana comparativos de las diferentes técnicas parael escrutinio de virus trasmisibles por transfusion

sanguinea

Virus Serologia Convencional NAT por PCR (Minipool) NAT por PCR Individual
VIH (Incluye p24) 16 dias 10 dias 7 dias

VHC 70 dias 9 dias 7 dias

VHB 59 dias 49 dias 38 dias

VIH = Virus de Inmunodeficiencia Humana, VHC = Virus de Hepatitis C, VHB = Virus de Hepatitis
B, NAT = prueba de amplificacion de acidos nucleicos, PCR = Reaccion en Cadena de la Polimerasa

una secuencia particular. Utiliza ciclos repetidos, cada uno de
los cuales consiste de tres pasos:

1. Desnaturalizacion: ruptura de puentes de hidrégeno.

2. Hibridacién o alineacion: unién de los iniciadores al DNA
molde.

3.  Extensiodn: sintesis de la nueva cadena de DNA.

Los ciclos son el nUmero de veces que se repiten las
etapas para obtener un determinado nimero de copias de la
secuencia de DNA elegida.

Las caracteristicas principales, que hacen de esta técnica
una herramienta Util y confiable, son:

m  Su especificidad: el producto de amplificaciéon corres-
ponde sélo a la secuencia blanco.

m  Sufidelidad:la secuenciade la nueva cadena correspon-
de a la de la cadena molde.

m  Su eficiencia: mayor cantidad de producto con menor
cantidad de ciclos.

La PCR se ha convertido, en combinacién con otros
métodos, en una herramienta versatil y en la base de una
revolucion tecnolégica en la genética molecular. El método de
PCR se ha utilizado para detectar la presencia de mutaciones,
producir mutaciones in vitro, diagnosticar enfermedades
genéticas, preparar DNA para su secuenciacion, identificar
virus y bacterias en enfermedades infecciosas, amplificar
DNA de fésiles, analizar defectos genéticos en gametos y en
células aisladas de embriones humanos, entre muchas otras
aplicaciones.*?

En este articulo se describen las aplicaciones de amplifi-
cacion de DNA que son utiles en medicina transfusional y
algunas de las se han implementado en el Banco Central de
Sangre de Centro Médico Nacional Siglo XXI.

La biologia molecular permitira
la deteccion de todos los virus
gue son transmisibles

Uno de los factores clave para que una transfusion sanguinea
sea segura, es llevar a cabo una buena seleccién de los
donantes. En esta linea, las técnicas de biologia molecular
han supuesto una buena herramienta para reducir los perio-
dos de ventana habituales en virus® (cuadro I). De esta forma
se podran identificar, sin grandes complicaciones, los virus
transmisibles elevando con ello la seguridad transfusional. La
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biologia molecular ha permitido desarrollar técnicas diagnos-
ticas para el escrutinio de virus conocidos y que son de
especial relevancia en la transfusion sanguinea, de manera
especial cuando las técnicas de deteccion de anticuerpos no
son Utiles. El desarrollo reciente de técnicas de amplificacion
de acidos nucleicos (NAT-delinglés Nucleic Acid Amplification
Test) susceptibles de ser aplicadas de forma rutinaria posibi-
lita la identificacion de los virus en el plasma de donantes de
sangre, que acaba con el riesgo de contaminacion de agentes
potencialmente infecciosos.

El principal problema que se tiene en el escrutinio de los
donadores, es que el tamizaje de agentes etiolégicos se
realiza mediante la deteccién de anticuerpos 1gG, por medio
de métodos enzimaticos, o por inmunoensayo
quimioluminiscente, por lo que el periodo de ventana seroldgico
es aproximadamente de 16 dias después de la infeccion para
el caso de VIH-1, de 70 dias para VHC, y para VHB es de 59
dias (Cuadro 1).2

Las pruebas de acidos nucleicos han sido las que han
aumentado principalmente la seguridad de los productos
sanguineos. Los genomas virales (DNA/RNA) son actual-
mente demostrables, incluso antes de la deteccion de los
antigenos virales o de los anticuerpos antivirales en la sangre
de los donadores, de tal manera que el riesgo de transmisién
de los virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), de la
hepatitis B (VHB) y de la hepatitis C (VHC) ha disminuido
considerablemente en los paises industrializados y México
(Cuadro II). La principal razén para implementar esta técnica
en los bancos de sangre, es la disminucién del periodo de
ventana virémico con la consecuente reduccién del riesgo
residual (Cuadro Il). Sin embargo, a pesar de lo anterior,
existen riesgos restantes en la transfusion sanguinea. En
términos generales, 2% de todos los donadores de sangre no
refiere factores de riesgo de infecciones virales previas. Los
donadores de sangre infectados que se presentan a donar en
el periodo entre el inicio de la infeccién y la posible deteccién

Cuadro Il. Riesgo residual en paisesindustrializados y México

Pais VIH VHC VHB
Francia 1:3,070,000 1:2,050,000 1:640,000
Alemania 1:5,540,000 1:4,400,000 1:620,000
Suiza 1:1,900,000 1:2,200,000 1:115,000
Reino Unido 1:7,142,000 1:1,250,000 1:602,000
México 1:19,939 1:9,915 1:8,170
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Cuadro lll. Procedimientos realizados de 2003 a junio de 2007

Martinez-Alvarez y cols.

Afio
2003 2004 2005 2006 Hasta junio de 2007
Procedimientos por afio 760 4090 9001 14470 7798
Total de procedimientos 36119

del agente infeccioso en sangre (ventana diagnostica), no
pueden ser detectados.>®

La biologia molecular y su aplicacion en
trasplantes

Dentro de los mltiples avances cientificos en el campo de la
medicina, registrados en el siglo XX, el trasplante de un
organo o tejido ha sido una meta afanosamente perseguida
por diversos profesionales de las ciencias médicas, debido a
que la sustitucion de un érgano o tejido enfermo por uno sano,
representa una accién curativa que otorga al paciente que
cursa con unadisfuncién terminal, la oportunidad de recuperar
un estado de calidad de vida saludable. Desde el inicio de la
realizacién de trasplantes en el mundo, se ha registrado un
incremento constante e importante de la necesidad de este
tipo de procedimientos. Los padecimientos como la insuficien-
cia renal cronica (IRC) o los padecimientos hematoldgicos
tales como las leucemias, han cambiado y generado un
incremento de los grupos de mayor edad y grupos vulnerables
como las edades preescolares y escolares, respectivamente,
en los que, en la mayoria de los casos, el tratamiento ideal es
eltrasplante. Lasinfeccionesviralesy los rechazos sonlos dos
grandes problemas de los trasplantes de médula 6sea. Estas
dos complicaciones dependen, en gran parte, de la compati-
bilidad entre receptor y donante, asi como el grado de recons-
titucion inmune.”

La histocompatibilidad la determinan principalmente los
genes del MHC (MHC -del inglés Major Histocompatibility
Complex-Complejo Principal de Histocompatibilidad), conoci-
do como sistema HLA (Human Leucocyte Antigen-Antigenos
Leucocitarios Humanos) en el humano, y que se localizan en
un segmento de 4 mega bases del brazo corto del cromosoma
6. La region HLA comprende 6 principales loci que codifican
para proteinas estructuralmente homélogas que son clasifica-
das en Antigenos HLA clase | (HLA-A, -By Cw) y clase Il (HLA-
DR, -DQy -DP), de acuerdo a la funcion, distribucion tisular y
caracteristicas en la presentacion de péptidos a las células T.

Los antigenos HLA son glicoproteinas de la superficie
celular que se caracterizan por un alto grado de polimorfismo
alélico dentro de las poblaciones humanas; la funcion biolégica
de las moléculas HLA es presentar péptidos derivados de
patégenos a los linfocitos T citotoxicos CD8+ y linfocitos T
cooperadores CD4+, a este proceso se le conoce como presen-
tacion antigénica dependiente del MHC. Los complejos péptido-
HLA sonreconocidos porreceptores de células T distribuidos en
clonas. Los receptores de células T (TCR del inglés T-Cell
Receptor) son capaces también de reconocer moléculas HLA
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alogénicas, de tal forma que 1-10 % de los linfocitos de sangre
periférica de un donador puede responder a un alo-antigeno.®

La respuesta inmune contra antigenos HLA compatibles
representa la principal barrera al trasplante de 6rganos y de
células progenitoras hematopoyéticas (CPH). Estas respues-
tas pueden ser extremas, como en el caso de la enfermedad
injerto contra hospedero (EICH) mediada por linfocitos T-
citotoxicos alorreactivos después de un trasplante alogénico
de células progenitoras hematopoyéticas, o en el caso de un
rechazo agudo mediado por anticuerpos especificos anti-HLA
preformados después de un trasplante de érgano.

La correcta y exacta tipificacion HLA y el criterio de com-
patibilidad son los principales factores para el éxito de un
trasplante. La aplicacion de la biologia molecular es funda-
mental para este tipo de determinaciones, toda vez que es
indispensable en el trasplante de 6rganos solidos: rifion e
higado, o bien en el trasplante de CPH: provenientes de
sangre periférica, de médula 6sea o de sangre de cordén
umbilical ( SCU).

La metodologia utilizada se basa en la PCR, donde son
utilizados iniciadores de secuencia especifica (SSP- del inglés
Secuence Specific Primers) y sondas de oligonucléotidos de
secuencia especifica (SSOP- del inglés Sequence Specific
Oligonucleotide Probes). En el laboratorio de Histocompatibilidad
y HLA del Banco Central de Sangre, del CMN SXXI del IMSS se
realizan las tipificaciones HLA para trasplante, utilizando la
técnica de PCR-SSP para la determinacion HLA en el trasplan-
te de CPH, y PCR-SSOP para trasplante de érganos sélidos.
En el cuadro Il se muestran los procedimientos realizados en
el laboratorio de Histocompatibilidad y HLA, de octubre de
2003 ajunio de 2007. Estos procedimientos incluyen desde la
extraccion del DNA, su cuantificacion, hasta la etapa final de
la tipificacion HLA. Asi mismo, en esta misma fecha, se ha
tipificado por biologia molecular para diferentes trasplantes,
un total de 1766 muestras, entre donadores y receptores, que
conforma una DNA-teca importante (Cuadro 1V).°

La biologia molecular aplicada a la
determinacion de la susceptibilidad a
enfermedades

En 1997 se marcé el 30 aniversario del primer caso descrito
de una enfermedad asociada al sistema HLA que fue la
enfermedad de Hodgkin. Las enfermedades asociadas a los
alelos HLA (alelos de susceptibilidad), pueden ser causadas
por una interrelacién de un gran nimero de diferentes genes
y factores ambientales, donde los genes HLA confieren una
fuerte predisposicion genética a padecer la enfermedad.
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Cuadro IV. Numero de tipificaciones HLA por trasplante

TMO CCuU TR Otros
Receptores 162 572 6
Donadores 411 180 429 6

Cuadro V. Algunas enfermedades asociadas con el
sistema HLA

TMO = Trasplante de médula 6sea

CCU = Células de cordén umbilical, estudiados a mediana y alta
resolucion

R = Trasplante renal y programa de donador cadaver

Otros = Trasplante hepatico, de manos, intestino, renopancreatico

Las enfermedades asociadas a HLA comparten ciertas
caracteristicas:

Patogenia mayoritariamente desconocida.

Asociadas con alteraciones inmunolégicas.

Son por lo general de naturaleza autoinmune.

Frecuente incidencia familiar.

Gen de susceptibilidad puede ser de alta o débil pene-
trancia.®

A la fecha se han propuesto varias hipétesis que intentan
explicar los mecanismos de asociacion entre HLA y enferme-
dad:

1. Mimetismo molecular entre antigenos HLA y antigenos
de agentes infecciosos.

Modificacion de la estructura de los antigenos HLA.
Antigenos HLA como receptores.

Deficiencias en la respuesta inmune.

Deficiencias de los antigenos HLA clase llI.

Falla en la seleccion.

o0k wnN

En el cuadro V se muestra algunas de las asociaciones
HLA y enfermedad, donde la susceptibilidad a padecer este
tipo de enfermedades se da a través del riesgo relativo; el
riesgo relativo (RR) es la fuerza de asociacion de una enferme-
dad con un determinado antigeno o alelo HLA, el RR superior
a 1 indica asociacion positiva, el RR inferior a 1 indica protec-
cion.t

En el laboratorio de histocompatibilidad y HLA del Banco
Central de Sangre del CMN SXXI, se han tipificado 67 pacien-
tes por métodos moleculares con el HLA-B27 como alelo de
susceptibilidad para espondilitis anquilosante y uveitis, en los
servicios de reumatologiay oftalmologia, respectivamente, de
la UMAE Hospital de Especialidades del CMN SXXI, han
resultado positivos a este alelo 28% del total de pacientes
estudiados.

En contraste, con mayor conocimiento que se tiene de la
estructura del HLA-B27 y de los antigenos que presenta, las
bases de su asociacion con las espondiloartropatias son
todavia especulativas. Se han propuesto varias hipétesis para
explicar la participacién del HLA-B27 en el desarrollo de estas
enfermedades. Unade ellas postula que laenfermedad ocurre
a través de una respuesta de tipo autoinmune, en donde la
presentacion de un péptido "artritogénico" restringido por B27
y reconocido especificamente por los linfocitos T de las articu-

46

Enfermedad Molécula Riesgo relativo
HLA (RR)
Enfermedad de Reiter B27 40
Espondilitis Anquilosante B27 106
Tiroiditis de Hashimoto B47/DR5 15-3
Esclerosis multiple DR2 5
Artritis reumatoide DR4 4
Diabetes juvenil DR3/DR4 3-6
Enfermedad celiaca DR3/DR5/DR7 30
Uveitis anterior aguda B27 20
Tiroiditis subaguda B35 14
Psoriasis vulgaris Cw6 7
Narcolepsia DQ6 38
Enfermedad de Grave DR3 4
Miastenia gravis DR3 2
Enfermedad de Addison DR3 5
Artritis reumatoide juvenil DR8 8
Enfermedad de Hodgkin B5/B35/B18 2.8

laciones, mimetizaria a algin componente de la articulacion,
lo que conduciria a la pérdida de la tolerancia inmunolégica y
a una respuesta autoinmune cronica frente al tejido articu-
lar.1213

El papel de la biologia molecular en el
seguimiento del injerto (Quimerismo)

El rechazo de los injertos depende del reconocimiento por el
hospedero del tejido injertado como extrafio, éste es un
proceso complejo que incluye a la inmunidad celular y los
anticuerpos circulantes, siendo los antigenos del sistema HLA
responsables de esa repuesta.**

El propésito del seguimiento del injerto es identificar y
cuantificar la poblacion de células del donador presente en el
receptor, después del trasplante de médula 6sea (TMO)
utilizando un marcador genético informativo. EI marcador
genético permite distinguir las células del donador de las del
receptor y viceversa, es decir, el grado de quimerismo. El
quimerismo es un estado inmunogenético caracterizado por la
supervivencia y colaboracién de poblaciones celulares origi-
nadas de dos individuos diferentes y puede ser espontaneo o
secundario, sinembargo, hay que tomar en cuenta que existen
diferentes factores que determinaran el grado de quimersimo
en el trasplante como se muestra en el cuadro VI.*

Tipos de quimerismo

m  Quimera completa: todas las células hematopoyéticas y
linfoides son derivadas del donador después del TMO.

s  Quimera parcial, incompleta o mezclada: las células
hematopoyéticas y/o linfoides del receptor persisten jun-
to con las del donador después del TMO (2.5 -97.5% de
las células del donador o del receptor).
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Cuadro VI. Factores que determinan el desarrollo y caracteristicas del Quimerismo

Condiciones hematopoyéticas e inmunologicas del huésped
Radio y/o quimioterapia

Dosis de irradiacion total

Fuente de células germinales

Historia clinica del donador

Curso post-trasplante

Transfusiones previas

Caracteristicas mieloablativas y toxicas

Grado de destruccion timica

Dosis, diferenciacion, deplecion total o parcial de linfocitos T
Enfermedades virales, vacunacion, transfusiones

Terapia, complicaciones

= Microquimerismo < 2.5 % de las células son del donador
o del receptor.

Para el estudio del quimerismo se utilizan diferentes técni-
cas, tales como la prueba de citogenética molecular (hibrida-
cion in situ marcada fluorescentemente o FISH), citogenética
convencional, técnicas de Southern blotting, o bien, métodos
automatizados que permiten observar diferencias no HLA
entre el donador y el receptor.

El estudio debe realizarse con muestra del donador y el
receptor, antes y después del trasplante, para determinar el
grado de quimerismo. Es importante realizar un monitoreo a
diferentes dias pos-trasplante (38, 45y 60 dias postrasplante),
esto con el fin de comprobar que existe realmente un rechazo,
y poder documentar el injerto. Para la determinacién del grado
de quimerismo es necesario el estudio de los microsatélites,
gue son secuencias de nucleétidos que se encuentran repeti-
das a lo largo de todo el genoma.

Esta determinacion se realiza por métodos moleculares
con la utilizacién de los VNTR’s (VNTR — del inglés Variable
Number Tandem Repeat). Existen microsatélites en la region
HLA (Cuadro VII), que se puede usar en el estudio de
quimerismo, siempre y cuando existan diferencias HLA entre
el donador y el receptor. Dependiendo del tamafio de repeti-
ciones se clasifican en:

n Microsatélites: 2 a 7 nucleétidos
. Minisatélites: 8 a 70 nucleo6tidos.*¢”

Cuadro VII. Algunos microsatélites en laregion HLA

La biologia molecular en transfusiones
(grupos sanguineos)

Aplicando la técnica de PCR-SSP, es posible determinar
diferentes grupos sanguineos en el banco de sangre, con el fin
de obtener una tipificacion exacta del grupo en donadores o
receptores, cuyas pruebas a nivel seroldgico no podrian llegar
a ese grado de determinacion. Un ejemplo de las aplicaciones
moleculares en este rubro es la determinacion de antigenos de
los siguientes sistemas de grupos san-guineos.t°

Sistema Rh-Hr

Variantes del Rh (D)

Sistema ABO

CDE

Sistema MNS

Anticuerpos antiplaquetarios HLA
Sistema Diego

En el caso del sistema Diego los anticuerpos anti-Dia y
anti-Dib son generalmente IgG que causan hemdlisis post
transfusional y enfermedad hemolitica del recién nacido
(EHRN), que puede ser desde leves hasta muy graves. El anti-
Diego-b es un anticuerpo pocas veces encontrado y reporta-
do; no mas de 15 casos en la literatura internacional. En el
Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI
del IMSS se han detectado 4 casos en los uUltimos 10 afios.
Existe el riesgo de confundir como auto anti sistema Rh/Hr los

Microsatélite Localizaciéon

Rango del tamafio (pb),
Nucledtido repetido y nimero de alelo

D6S299 6p22.3-6p21.3
AFM 217xg7 41.3 cM
216986 Tel. (5 cM)/HLA-A
D6S461 6p

AFM 316295 41.3 cM
D6S1554 6p
D6S105 6p22.1-p21.33
MOGb 6p21.3-p22

206-226
223
8
246-268
CA (Alelo 245: CA11)
152-170
116-138
160-190

pb = pares de bases
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Cuadro VIII. Frecuencias alélicas HLA Clase | y Il del programa donador cadaver para trasplante renal

HLA Clase | HLA Clase Il

Locus A Locus B Locus DRB1 Locus DOQB1
Alelo E.S* F(%)**| Alelo E.S* F(%)**| Alelo E.S* F(%)** | Alelo E.S* F(%)**
A*010101-04/ Al 37 B*070201-06/ B7 3.7 | DRB1*010101- DR1 14.8 |DQB1*0201- DQ2 9.2
A*02010101-02/ A2 31.5 B*0811/21 B8 9.2 | DRB1*030101/ DR3 55 DQB1*030101/ DQ3 46.3
A*0309 A3 55 B*1401 B14 5.5 | DRB1*040101-11/ DR4 22.2 |DQB1*0401/ DQ4 16.6
A*1106 A1l 3.7 B*1508 B15 7.4 | DRB1*070101/ DR7 3.7 DQB1*050101 DQ5 24.1
A*24020101-06/ A24 20.3 B*2703/0502- B27 3.7 | DRB1*080101- DR8 16.6 | DQB1*060101- DQ6 3.7
A*2601/02/ A26 3.7 B*350101-04/06- B35 22.2 | DRB1*1105/ DR11 7.4
A*310102/02/ A3l 3.7 B*390601/0602 B39 14.8 | DRB1*130101- DR13 5.5
A*3201-03/06/07 A32 3.7 B*4002-04/ B40 5.5 | DRB1*1402/ DR14 16.6
A*3301/0301-07 A33 5.5 B*440301/0302/ B44 1.8 | DRB1*150101- DR15 3.7
A*3401/02/04/05 A34 1.8 B*4801/03/04/ B48 3.7 | DRB1*160101- DR16 3.7
A*680101-04/06- A68 16.6 B*4901 B49 1.8
A*7401-05/07- A74 1.8 B*5001/02/04 B50 3.7

B*510101-03/06/ B51 7.4

B*520102/0104- B52 1.8

B*5501-03/05/ B55 1.8

B*570101-04/ B57 3.7

B*5801/02/ B58 1.8

*Equivalencia Seroldgica;

** Frecuencia en %

Cuadro IX. Frecuencias HLA en 188 unidades de sangre de cordén umbilical

HLA* Locus A % F** HLA* Locus B % F** HLA* Locus DRB1 % F** HLA* Locus DQB1 % F**
Al 6.25 B7 2.25 DR1 3.76 DQ2 6.45
A2 32.95 B8 3.39 DR3 2.69 DQ3 58.60
A3 6.25 B13 0.56 DR4 27.42 DQ4 18.28
All 2.84 B14 2.81 DR7 4.84 DQ5 6.99
A23 2.27 B15 10.11 DR8 19.35 DQ6 9.68
A24 18.18 B18 2.25 DR9 1.08
A25 0.57 B27 1.69 DR10 1.08
A26 1.14 B35 15.17 DR11 4.84
A29 2.27 B37 112 DR13 6.99
A30 0.57 B38 0.56 DR14 17.74
A3l 9.09 B39 16.29 DR15 5.91
A32 0.57 B40 11.24 DR16 4.30
A33 1.14 B42 0.56
A36 114 B44 1.69
AG6 0.57 B45 0.56
A68 14.20 B48 11.24

B49 2.25

B50 1.12

B51 4.49

B52 2.81

B53 2.25

B55 1.69

B56 0.56

B78 2.25

B83 0.56

* Equivalente seroldgico
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** 06 F= Frecuencia reportada en por ciento
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Martinez-Alvarez y cols.

aloanticuerpos en pacientes recientemente transfundidos que
tengan este anticuerpo. La solucién que se presenta con las
nuevas tecnologias, es estudiar a la poblacion por medio de la
biologia molecular, y es de esta manera como en el Banco
Central de Sangre del CMN SXXI se han disefiado sondas de
oligonucléotidos correspondientes a los polimorfismos de Dil
y Di2 de acuerdo a la secuencia publicada para el cromosoma
humano 17 y al reporte hecho por el grupo del Instituto de
Medicina Transfusional Ni.Gang Xi Road de China. Este tipo
de estudios abre una gama de posibilidades de trabajar por
métodos moleculares, otros sistemas que estan implicados en
reacciones transfusionales en pacientes politransfundidos y
con diagnéstico de anemia hemolitica con prueba de Coombs
directo positivo, a los que no es posible realizar los fenotipos
eritrocitarios por lamezcla de células transfundidas y anticuer-
pos pegados a los eritrocitos; en estos pacientes es muy dificil
dilucidar sila hemdlisis es causada por autoanticuerpos, o por

Frecuencia Locus A SSP-PCR
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La biologia molecular y el Banco de Sangre
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aloanticuerposy al transfundir sangre potencialmente compa-
tible in vitropuede ponerse en peligro laintegridad del paciente
por aloanticuerpos no clasificados. Pararesolver estos proble-
mas que muchas veces son muy complicados, se podran
realizar los fenotipos por métodos moleculares de los sistemas
Rh/Hr, Duffy y Kidd, que son los mas peligrosos, cuidando asi
por completo a nuestros pacientes politransfun-didos, como a
los de trasplante de médula 6sea con terapia transfusional
previa y a los que es necesario realizar sus fenotipos para
llevar a cabo trasplante alogénico. Este método resulta ser
econdémico y rapido.202

Impacto de la biologia molecular en el
Programa de transplante renal de
donador de cadaver y trasplante de CPH
de sangre de cordon ubilical. Frecuencias
obtenidas

Trasplante renal. Programa donador cadaver

El trasplante realizado de donador cadaver con una mejor
paridad implica ventajas tanto en la sobrevida del injerto
(Figura 1) como econémicas, para los centros de trasplante.
Los loci HLA-A, -B y -DR son generalmente tipificados para el
trasplante a partir de un donador cadaver. La importancia de
contar con una base de datos que contenga informacion
suficiente sobre la frecuencia de los alelos y haplotipos, provee
una herramienta Util para mantener actualizada la lista de
receptores dentro del programa de donador cadaver, para
poder comparar las paridades tanto del donador cadaver y del
receptor en lista de espera, y con ello evitar rechazo por
anticuerpos preformados a través de los resultados del panel
reactivo de anticuerpos (PRA) de los receptores de acuerdo a
la frecuencia alélica; sobre todo en aquellos receptores que
son sometidos a un segundo trasplante, que se encuentren
dentro del programa de hemodidlisis (politransfundidos), y
mujeres con embarazos previos.

Las frecuencias que se tiene en 150 receptores del progra-
ma donador cadaver, son similares a las reportadas en nues-
tro pais por otros grupos de trabajo (Cuadro VIII) en nuestra
poblacién; existe un alto porcentaje para el locus HLA-A2
siendo de 31.5%, para el locus HLA-B35 de 22.2%, para el
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locus HLA-DR4 22.2% y para HLA-DQ3 de 46.3%. La fre-
cuencia de los haplotipos mas comunes fueron A2 B35 DR4
y A68 B39 DR4, esto permite encontrar con mayor poder de
prediccion un donador compatible con el receptor en HLA-
DR, favoreciendo el tiempo de sobrevida del injerto al no
encontrar diferencias en HLA-DR en comparacion a los loci
HLA-A y HLA-B, dado que juntos presentan mayor polimor-
fismo.

Trasplante de CPH. Sangre de corddn umbilical

El primer trasplante de sangre de cordén umbilical se llevo a
cabo en 1988, en un paciente afectado por anemia de Fanconi.
El uso de sangre de cordén umbilical (SCU) como fuente de
precursores hematopoyéticos para el rescate de terapias inten-
sivas se ha ido imponiendo en los Ultimos afios, sobre todo en
pacientes pediatricos. De hecho, ya al principio, tanto lainciden-
cia como la gravedad de la enfermedad del injerto en contra del
hospedero aguda se evidencié menos que la producida cuando
se utilizaba médula 6ésea como fuente de precursores
hematopoyéticos. De esta forma, se pas6 de utilizar SCU de
donantes no emparentados HLA idénticos a la situacion actual,
en la que se aceptan de uno a tres disparidades HLA.

En el Banco Central de Sangre de CMN Siglo XXI se ha
determinado la frecuencia de 180 unidades de SCU (Cuadro
IX), por medio de PCR-SSP, demostrando con ello que estas
frecuencias son similares a las encontradas en las del progra-
ma de donador cadaver, encontrandose en nuestra poblacion
un alto porcentaje para el locus HLA-A2 siendo de 32.95%
(Figura 2), para el locus HLA-B39 del 16.29% (Figura 3) y para
ellocus HLA-DR4 27.42% (Figura 4).222% Latipificacion de esta
sangre criopreservada permite una rapida respuesta para
aquellos pacientes que no cuentan con otro tipo de donador.
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