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El papel de la genética de poblaciones en la inmunologia
del trasplante en México
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Resumen

El presente trabajo abarca seis aspectos trascendentes de la inmunologia del trasplante en México: en un primer
término, se abordan algunos aspectos de interés a nivel inmunolégico que ponen en riesgo el éxito del trasplante;
después, se sefialan algunas caracteristicas de la variabilidad que exhiben las poblaciones de México en torno a su
historia adaptativa y sociopolitica, para dar paso a la discusion sobre la diversidad génica dentro del complejo principal
de histocompatibilidad (major histocompatibility complex [MHC]) y la importancia de elegir adecuadamente el tipo de
resolucion en la tipificacion del genotipo en el sistema de antigenos leucocitarios humanos (human leukocyte antigen
[HLA]), y otros relacionados, que la genética de poblaciones exige para determinar la compatibilidad en un trasplante.
Posteriormente, se revisan algunos puntos criticos en la interpretacion de la reactividad serolégica de anticuerpos
anti-HLA en funcién de la frecuencia, entendida como la probabilidad de encontrar un alelo en una poblacion finita.
Por Ultimo, se expone evidencia desde otros sistemas génicos cuya variabilidad presenta repercusion en la relacion
organismo receptor-injerto.
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Abstract

This review focuses on six transcendental aspects that affect transplant immunology in Mexico: in first place, several
immune factors which may lead to graft loss are highlighted; then, some features of the biological variability present in
Mexican populations are pointed out in the context of their adaptive and sociopolitical history, leading to the discussion
on the genetic diversity within the major histocompatibility complex (MHC) and the importance of resolution in genotypic
characterization of the human leukocyte antigen (HLA) and related systems on the basis of human intra-population
variability. Critical points on the interpretation of serological reactivity of anti-HLA antibodies are discussed in function of
allelic frequency as a probability of finding a variant in a finite population. Finally, evidence of influence of other genetic
systems on the recipient-graft relationship is emphasized.

KEY WORDS: Transplants. Population genetics. Immunogenetics. Histocompatibility.

«cambiar una planta de lugar», con uso referente a
procedimientos médicos por primera vez en 1951) ha
representado una opcién —no siempre viable- en el
manejo de ciertas afecciones y condiciones clinicas
en las cuales la Unica manera de recuperar una fun-
cién perdida es el cambio fisico de la unidad funcional
anatomofisiologica. Se entiende por trasplante la im-
CorEspaneraE plantacion de células, como las células troncales he-
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|ntroduccién

Desde sus comienzos en la primera mitad del siglo XX,
el trasplante (del latin tréns: «mas alla de», y plantare:
«hundir en tierra con la planta del pie»; transplantére:
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higado, pulmén, corazén) de un individuo a otro genéti-
camente iguales (trasplante singénico) o diferentes en
cierto grado (trasplante alogénico), o de un individuo a
si mismo, previo cultivo o coleccion de los mismos (au-
totrasplante). Ademas, existe la practica poco comun
del xenotrasplante, en el que las células, tejidos u oOr-
ganos pertenecen a un individuo de distinta especie.

En México, la historia de los trasplantes comienza
en 1963 con la realizacion de los primeros tres tras-
plantes renales a partir de donador vivo relacionado®.
En el afio 2000 se crea el Centro Nacional de Trasplantes
(CENATRA), en respuesta a la demanda de profesiona-
les especializados en el area de trasplantes, con la fina-
lidad de desarrollar un sistema que facilite la donacion
y trasplante de drganos y tejidos en el pais, y queda
a cargo del Registro Nacional de Trasplantes?.

En lo tocante al trasplante de HSC, es a partir de
1995 cuando esta actividad deja de ser anecdoética y
comienza a tener un papel importante en la terapéuti-
ca en los programas de salud en México, y alcanza
uno de sus puntos mas altos cuando se genera un
esquema terapéutico con acondicionamiento no mie-
loablativo producto de la investigacion de grupos
mexicanos®. El Registro de Donadores No Relaciona-
dos de Médula Osea (DONORMO) nace en 1998 pro-
ducto de la necesidad de generar un banco de células
para los mas de 8,000 pacientes anuales que requieren
de un trasplante de médula ésea o HSC en nuestro pais*.
La Dra. Gorodezky, titular de este programa, afirmo
que el registro contaba con méas de 13.000 donadores
en noviembre de 2009°. Tanto DONORMO como el
Banco Altruista de Células Progenitoras de Cordon
Umbilical (BACECU) cuentan con el apoyo de la Fun-
dacion Comparte Vida, A.C. para sus actividades, en-
lazados a una red mundial de bisqueda de parejas do-
nador/receptor compatibles para el trasplante de HSCS.
En el afio 2005 existian 406 programas activos de
trasplantes de o6rganos y tejidos en México, tanto en
instituciones publicas como en el sector privado?.

Sin embargo, dada la elevada demanda de tejidos y
6rganos prevalente, las listas en nuestro pais contem-
plan 18,000 donadores en espera y una tendencia de
donacion post mortem de 6rganos de cerca de 10 perso-
nas por cada millén de habitantes’, es decir, tan sélo
unos 1,000 donadores teéricos en la nacién, lo que
nos ubica como uno de los paises con menor participa-
cion de la sociedad en la problemética de la donacién de
organos, con un promedio de espera de cinco a diez
afos por paciente; no obstante, estos datos podrian ser
mas crudos aun. A pesar de ser catalogada como la
mejor opcion terapéutica (un paciente trasplantado

gana de 2.1 a 16.1 afios de vida dependiendo del
oérgano trasplantado®), social y econdmica (se afirma que
la donacion representa un ahorro economico del 40%
con respecto a otras alternativas terapéuticas y es
hasta cinco veces mas econdmica que la practica de
la hemodidlisis en comparacion con el trasplante re-
nal), la falta de personal capacitado*, la carencia de
una cultura de la donacion de dérganos, producto prin-
cipalmente de la ignorancia y los temores infundados®,
y la ausencia del marco legal adecuado (aun cuando
existe voluntad expresa por parte del donante) dificul-
tan enormemente el panorama®.

La falta de érganos cada vez mas critica ha llevado
a buscar otras alternativas, algunas de ellas hasta
hace poco impensables, como el trasplante de drga-
nos de donadores marginales'?, también llamados de
criterio extenso, grupo que incluye individuos de edad
avanzada o con padecimientos como diabetes melli-
tus, hipertension, insuficiencia renal o incluso enferme-
dades infecciosas en casos especiales, tales como
parejas donador/receptor VIH+!. Otro ejemplo de
lo que la politica de salud publica puede llevar a cabo
para despejar el panorama en este rubro se tiene en
Reino Unido, donde se ha realizado un programa de
asignacioén de rifiones de donadores con corazén la-
tiente, lo que ha permitido solucionar inequidades en
el acceso a un trasplante oportuno en base a una
puntuacién que incluye variables como el tiempo que
lleva el individuo en lista de espera, la compatibilidad
en el sistema HLA y la edad del paciente®?.

Aunado a lo anterior, un trasplante representa la
entrada de antigenos no propios en un contexto inmu-
nolégico distinto al de procedencia, lo que puede oca-
sionar la activacion de la respuesta inmune, con la
concomitante destruccion del tejido no reconocido. En
el caso de trasplante de médula 6sea y HSC, lo que
se introduce es un nuevo repertorio de células de
respuesta inmune, con especificidades reconocidas
COmo propias 0 no propias, Yy, por tanto, con el poten-
cial de atacar todo epitope ajeno a su acervo de mo-
léculas toleradas, con la aparicién de la llamada en-
fermedad de injerto contra hospedero (graft-versus-host
disease [GVHD]). Con el objetivo de discutir el papel
de la genética de poblaciones en la biologia del tras-
plante y con el entendimiento de su importancia en la
mejora de la sobrevida del 6rgano trasplantado y su
receptor, se presenta el siguiente trabajo, que aborda

*Cabe sefialar que no soélo se trata de cirujanos especializados en el
area, sino también de analistas, responsables de area y directores de
laboratorio.
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cuestiones como: ¢cudl es el papel de la genética de
poblaciones en la sobrevida de un trasplante?, ¢por
qué es necesario el estudio de la variabilidad bioldgica
humana para mejorar el pronéstico clinico de un pa-
ciente trasplantado?, ;como se relaciona la frecuencia
alélica con la probabilidad de éxito en un trasplante
entre donadores no relacionados?, ¢como impacta el
conocimiento de la inmunologia molecular en la elabo-
racion de programas de busqueda de parejas dona-
dor/receptor adecuadas?, ¢qué resolucién representa
la mejor opcion en funcion del tipo de trasplante que
se va a realizar?

La principal barrera para un trasplante
sin rechazo es la respuesta inmune

Ademas del sistema ABO y del llamado factor Rh,
existen dos grandes grupos de moléculas cuya varia-
bilidad biologica es la responsable del rechazo de un
organo trasplantado: los antigenos del MHC y los de-
nominados antigenos menores de histocompatibilidad
(minor histocompatibility antigens [mHA]). Dentro del
MHC, los genes del sistema de HLA se encuentran
localizados en Chr 6p21.3 dentro de una region géni-
ca densamente ocupada (cerca de 200 genes) y son los
gue exhiben mayor polimorfismo y, por tanto, son res-
ponsables de las mayores diferencias inmunogenéti-
cas entre individuos de una poblacién y entre pobla-
ciones; de hecho, el polimorfismo es tan grande que
el nimero tedrico de fenotipos posibles que resultan
de todas las combinaciones de alelos HLA es més
grande que la poblacién humana en la Tierra!3. Cada
uno de estos polimorfismos se conoce como alelo y se
heredan en haplotipos. Un haplotipo es un segmento
cromosdmico que involucra a varios alelos y que se
hereda en bloque en un gran porcentaje de las oca-
siones. Estos blogues se conservan, por lo general, de
generacion en generacion de manera bastante cons-
tante, hasta que en una meiosis determinada los alelos
de un haplotipo pueden intercambiarse por los del
cromosoma homologo. A la fuerza con que se mantie-
nen juntos estos alelos en un blogue se la conoce
como desequilibrio de ligamiento (linkage disequili-
brium [LD]) y a la distancia cromosomica dentro de la
cual la probabilidad de que un alelo en un locus se
separe de otro por entrecruzamiento meiético (se rom-
pe el LD) es igual a 0.01 se la conoce como centiMor-
gan (cM). El sistema HLA se extiende a lo largo de cuatro
millones de bases dentro del cromosoma 6 con una pro-
babilidad de recombinacion dentro de la regién de 0.04,
es decir, posee una medida de recombinacion de 4 cM.

Los productos de expresion génica de este sistema son
glicoproteinas de superficie cuya funcion consiste en
presentar antigenos endégenos (clase I, con las mo-
léculas A, B, C, E, G, codificadas por los genes con
el mismo nombre; en esta regién genémica también
se localizan los pseudogenes -H, -J, -K 'y -L) o0 exdge-
nos (clase Il, representada por los antigenos heterodi-
meros DM, DP, DQ y DR, y codificada por los genes
DMA, DMB, DPA1, DPB1, DQAL, DQB1, DRA, DRB1
a DRB9). Las variantes en la secuencia gendmica, a
nivel de ADN, y su repercusion en la secuencia de
aminodacidos en cada uno de estos genes se denotan
en la nomenclatura del sistema. En resumen, las pri-
meras letras designan al sistema genético; después
del guién se encuentran la letra o letras y nimeros que
nombran al gen; delante del asterisco se encuentran
los digitos que indican el grupo seroldgico al que
pertenece el alelo, seguido por dos puntos, tras los
cuales se colocan los digitos que sefialan la especifi-
cidad dentro del grupo, generalmente distinguida de
otras por variaciones en al menos un aminoacido de la
secuencia; tras otros dos puntos se ubican los digitos
que indican la presencia de variaciones sindnimas en
la secuencia de ADN de la regién codificante del ale-
lo y, después de los ultimos dos puntos, los digitos
que identifican variaciones en los intrones o en las
regiones 3'y 5’ no traducidas que flanquean los intro-
nes o exones del alelo'*. Asi, tenemos que la secuen-
cia del alelo HLA-A*02:01:01:03 corresponde a la ter-
cera variante en la region no codificante de la primera
variante sinénima del alelo 01 de la determinante se-
rolégica 02 del gen A del sistema HLA. Cuando al final
de la designacién se afiade una letra N (null), se re-
fiere a que el alelo contiene un cambio en la secuencia
gue impide la expresion de la molécula (generalmente
un codon de paro), por lo que el alelo no contribuye
al fenotipo de la célula. Si se trata de una L (low),
significa que contiene cambios que disminuyen la ex-
presion de la variante en la superficie de la célula. Y
una S (secreted) implica que la molécula se secreta y
no se encuentra en la superficie celular.

Cualquier designacién que involucre los primeros
cuartos digitos después de la letra o letras que indican
el nombre del gen se considera como tipificacién de
alta resolucién, mientras que la deteccion de los dos
primeros digitos sin ambigiedades se denomina baja
resolucién o equivalente alélico. Cuando la metodolo-
gla analitica lo permite, es posible contemplar un par
de alelos de alta resolucién como posibles antige-
nos, lo cual se indica colocando los primeros dos
digitos (la determinante serolégica) y después, en
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Figura 1. Representacion de los sitios polimérficos en las moléculas HLA y su correspondiente organizacion genémica (sélo se muestran
los exones). A: representacion de una molécula HLA-B (a partir del archivo PDB 2RFX para el alelo HLA-B*57:01). B: representacion de
una molécula HLA-DR (a partir del archivo PDB 1AQD para el alelo HLA-DRB1*01:01). Guia de colores: en distintos tonos de verde se
sefialan las posiciones conservadas (un solo residuo de aminoacido); I ex6n correspondiente al péptido sefial (no presente en la
molécula presentadora madura); = posicién con dos posibles aminoacidos; M posicién con tres posibles aminoacidos; M posicién con
cuatro 0 mas posibles aminoacidos. A: M sefiala la region que distingue a los grupos Bw4/Bw6, M sefiala la cadena al, M sefiala la cadena
02 y M sefiala la cadena 3. B: M sefiala el residuo 72, parte del denominado epitope reumatoide, M sefiala la cadena 1, M sefiala la
cadena B2, " cadena DRA (no polimérfica). Se analizaron las secuencias de aminoacidos de 50 alelos de HLA-B (HLA-B*07:02, -B*08:01,
-B*13:01, -B*14:01, -B*14:02, -B*15:01, -B*15:02, -B*15:03, -B*15:04, -B*18:01, -B*27:01, -B*27:05, -B*35:01, -B*35:02, -B*37:01, -B*38:01,
-B*39:01, -B*39:02, -B*39:06, -B*40:01, -B*40:02, -B*40:05, -B*07:02, -B*41:01, -B*42:01, -B*44:02, -B*45:01, -B*46:01, -B*47:01, -B*48:01,
-B*49:01, -B*50:01, -B*51:01, -B*51:02, -B*52:01, -B*52:02, -B*53:01, -B*54:01, -B*55:01, -B*56:01, -B*57:01, -B*57:05, -B*58:01, -B*59:01,
-B*67:01, -B*73:01, -B*78:01, -B*81:01, -B*82:01, -B*83:01) y 22 alelos de HLA-DRB1 (HLA-DRB1*01:01, -DRB1*03:01, -DRB1*03:02,
-DRB1*04:01, -DRB1*04:05, -DRB1*04:07, -DRB1*07:01, -DRB1*08:01, -DRB1*08:02, -DRB1*09:01, -DRB1*10:01, -DRB1*11:01,
-DRB1*11:02, -DRB1*12:01, -DRB1*13:01, -DRB1*13:02, -DRB1*14:01, -DRB1*14:02, -DRB1*14:06, -DRB1*15:01, -DRB1*16:01,

-DRB1*16:02)*°. Las moléculas fueron editadas con el programa PyMOL. Los sitios genémicos no estan representados a escala.

orden ascendente, los nimeros de los alelos posibles
separados por una diagonal. Esta interpretacion se
conoce como resolucion intermedia.

La molécula presentadora de clase | se compone
de tres dominios codificados por cada uno de los
genes de HLA de clase | y de una molécula adicional:
la ,-microglobulina (B2M, Chr 15¢g21-22). En cambio,
las moléculas presentadoras de clase Il son heterodi-
meros formados por una cadena o y una cadena f; la
primera de ellas practicamente no presenta polimorfis-
mo dentro de la especie, mientras que la segunda

concentra gran parte de sus variaciones en la region
de unién al péptido (Fig. 1). En ambos casos, las dos
moléculas requieren ensamblarse (entre ellas y con su
péptido a presentar cargado en la hendidura de pre-
sentacién) dentro del reticulo endoplasmico (razén por
la que el exon 1 codifica para un péptido sefial alta-
mente conservado) antes de expresarse en la super-
ficie; de lo contrario, no pueden mantener su estructu-
ra tridimensional estable.

Dentro del espectro de péptidos que se pueden
presentar a traves de la clase | se encuentran péptidos
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virales y fragmentos de proteinas que son generadas
dentro de las células, mientras que los previamente
fagocitados y procesados son exhibidos por la clase II.
La funcién de ambas clases se pone de manifiesto en
la distribucién de sus moléculas: la clase | es ubicua,
mientras que la distribucion de las pertenecientes a la
clase Il se encuentra restringida a aquellas células
especializadas en fagocitar y presentar antigenos en
su superficie: células dendriticas (dendritic cell [DC]),
macréfagos y linfocitos B. Ambas clases son recono-
cidas por los linfocitos T: los complejos HLA de clase
I/[péptido, por los linfocitos T CD8+ circulantes y los
complejos HLA de clase ll/péptido, por los linfocitos T
CD4+ en los ganglios linfaticos preferentemente. Den-
tro de la clase |, dos grandes familias se distinguen
de cada uno de sus dos genes principales: los alelos
del gen HLA-B pertenecen a una de dos familias de-
nominadas Bw4 o Bw6, de acuerdo con la secuencia
de residuos de aminoacidos entre las posiciones 77 y
83 de estas proteinas (Fig. 1), y los grupos Cly C2,
en los que se clasifican los alelos del gen HLA-C, en
base a dos posiciones especificas: el residuo 77 (S o N)
y el residuo 80 (N o K).

El mecanismo de rechazo puede llevarse a cabo de
cuatro formas distintas: rechazo hiperagudo (mediado
por anticuerpos, Fig. 2), rechazo agudo directo o indi-
recto (relacionado con las moléculas de histocompa-
tibilidad, Fig. 3), rechazo crénico y vasculopatia cronica

X

Figura 2. Rechazo mediado por anticuerpos. A: un aloantigeno
(cuyo origen puede ser a partir de muy diversas fuentes) es fago-
citado y procesado para su presentacion por HLA de clase I, reco-
nocido por un linfocito T CD4+. B: del reconocimiento por el linfo-
cito T cooperador puede desencadenarse el estimulo de un
linfocito B especifico para el péptido presentado con la concomi-
tante produccion de anticuerpos. C: al momento de la reperfusion
del érgano trasplantado, los anticuerpos viajan al interior del injerto.
D: comienzan a unirse a los mHA o a los alelos de HLA que porten
epitopes con la secuencia de aminoacidos contra la cual esta sen-
sibilizado el paciente, provocando dafo contra el injerto, que puede
desembocar en la pérdida del érgano trasplantado.

B

del injerto (primera causa de muerte tardia en pacientes
con trasplante cardiaco?).

Dentro de los mHA se encuentran ciertos aloantigenos
tales como los antigenos HY (KDM5D, UTY y USP9Y

Figura 3. Rechazo agudo relacionado con incompatibilidad en moléculas HLA. A: presentacion clasica de un

por una molécula

de HLA de clase | al TCR de un linfocito T CD8+. Si no es reconocido como no propio, el antigeno no generara una respuesta inmune;

en caso contrario, el linfocito T CD8+ desencadenara una respuesta citolitica. B: presentacion de un

por una molécula de HLA

de clase | de una célula del donador al TCR de un linfocito T CD8+ del receptor. Aun cuando el antigeno sea reconocido como propio,
el TCR no reconoce a la molécula presentadora como propia y puede atacar a la célula. C: presentacion clasica de un aloantigeno (del
donador) por una molécula de HLA de clase Il de una célula presentadora de antigenos del receptor al TCR de un linfocito T CD4+ del
receptor. En este momento el antigeno presentado se convierte en un detonante de respuesta inmune contra su secuencia de amino&cidos.
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en Chr Yq11), responsables de la supervivencia redu-
cida de injertos provenientes de un individuo mascu-
lino en receptores femeninos’, HA-1 (HMHAL, Chr
19p13.3), HA-2 (MYO1G, Chr 7p13-12), HA-3 (AKAP13,
Chr 15924-25), HA-4, HA-6, HA-7, HA-8, los genes A
y B parecidos a cadenas de MHC de clase | (MICA y
MICB, Chr 6p21.3) y moléculas especificas de tejido
como el colageno V (COL5A1, COL5A2 y COL5A3; Chr
9q34.2-34.3, Chr 2931 y Chr 19p13.2, respectivamen-
te), receptores vasculares (receptor de tipo 1 de an-
giotensina Il J[AGTR1, Chr 3qg21-25]), moléculas de
adhesion (agrina [AGRN, Chr 1pter-p32]) y filamentos
intermedios (vimentina [VIM, Chr 10p13], miosina car-
diaca [al menos 10 genes en varios cromosomas])&2.
A ellos se atribuye el rechazo a largo plazo de érganos
sélidos y la aparicion de GVHD vy el efecto de injerto
contra leucemia (graft-versus-leukemia effect [GVLE])
en individuos receptores de HSC con donador HLA-
idéntico?2%. HA-1 y HA-2 solo se presentan en células
derivadas de tejido hematopoyético, incluyendo las
células leucémicas?*, mientras que el resto aparecen
también en otros tejidos?. La presencia de HA-1, asi
como de HA-2, ha demostrado ser de alta importancia
en el trasplante de médula Osea, pues existen dos
variantes de esta molécula: HA-1(H) (con la secuencia
de aminoacidos VLHDDLLEA) y HA-1(R) (cuya se-
cuencia es VLRDDLLEA y se considera un alelo nulo).
Dada la antigenicidad del nonapéptido, basta su pre-
sencia para disparar una respuesta de injerto contra
hospedero cuando el fenotipo del donador de las HSC
es HA-1(R/R) y el receptor presenta el fenotipo HA-1
(H/R) o HA-1 (H/H)?. Estudios sobre la presentacion
de estos antigenos muestran restriccion a determina-
dos alelos de HLA de clase I: HLA-A*01 (HA-3), HLA-
A*02 (HA-1, HA-2, HA-4, HA-5, HY) y HLA-B*07 (HA-6,
HA-7, HY), y se observa correlacion entre la presencia
de los mHA y alelos de HLA: de los individuos que ex-
presan HLA-A*02, el 69% presentan el antigeno HA-1;
el 95%, el antigeno HA-2; el 16%, el antigeno HA-4, y el
7%, el antigeno HA-5, mientras que el 88% de los indi-
viduos HLA-A*01 portan el antigeno HA-3?>%, Recien-
temente, se han identificado otros mHA por su presen-
tacion restringida a moléculas de HLA de clase 1177,
Una de las contrapartes fisiolégicas del sistema HLA
se encuentra expresada en las células natural killer
(NK) y se conoce como receptor tipo inmunoglobulina
de células NK (killer immunoglobulin-like receptors
[KIR], Chr 19913.4); la evidencia apunta a que parte
de la diversidad exhibida en este sistema correlaciona
con la seleccion alélica y haplotipica sufrida por el HLA
y, por tanto, esta relacion HLA/KIR influye en el curso

de diferentes condiciones clinicas?®. El sistema HLA
funciona como regulador de activacion o inhibicion de
la actividad citotoxica de las células NK mediante la
variacion en la expresion de proteinas HLA de clase |
en la superficie celular, particularmente en células in-
fectadas, tumorales y alogénicas®.

El estudio de esta relacion dentro del sistema inmu-
ne ha adquirido relevancia al observarse mayor inciden-
cia de GVHD en individuos receptores de trasplante de
médula dsea de donadores HLA-idénticos de los que
difieren en el genotipo KIR, en particular entre los
genes KIR3DL1 y KIR3DS1. La combinacion KIR3DL1/
Bw4 se ha asociado a menor mortalidad y la presen-
cia de KIR2DS3 es factor de proteccion en el desa-
rrollo de GVHD. Por otro lado, cuando KIR2DS5 se
encuentra en el receptor o en ambos integrantes de la
pareja, existe mayor riesgo de recaida. Es evidente
que un mayor conocimiento en la genética y biologia
de este sistema aportara mayores beneficios al pa-
ciente, pues se arrojara luz sobre el papel de las cé-
lulas NK en la biologia del trasplante, asi como posi-
bles usos terapéuticos de la alorreactividad controlada,
en el trasplante de HSC y en el entendimiento de los
procesos de tolerancia en el embarazo?®-%,

Un breve panorama de la diversidad
genética de las poblaciones mexicanas

Aunque se mantiene la conviccion -errénea— de que
la coleccion de variantes genéticas de los grupos hu-
manos que habitan nuestro pais resulta de la unién de
unas decenas de grupos indigenas con espafioles®,
la mezcla génica que exhiben las poblaciones mexi-
canas es por demas compleja, al igual que su historia
demografica, como demuestran, por ejemplo, estudios
en el ADN mitocondrial (mtADN)®2. A principios del
siglo XVI, cerca de 20 millones de pobladores forma-
ban parte de cientos de pueblos pertenecientes a
distintos troncos lingtiisticos®. Al parecer, estos pobla-
dores descendian de una migracion desde Beringia
hace 15,000-18,000 afios, y poblaban extensas regio-
nes del actual territorio mexicano®*, al momento en que
se encontraron con conquistadores, primero, y con
colonizadores, después, venidos de varias regiones
del Viejo Mundo: Andalucia, Ledn, Extremadura y las
Castillas fueron las regiones de donde mas del 70%
del ejército de Cortés provenia, asi como Portugal y
Génova®®. Aproximadamente 130,000 esclavos africa-
nos, procedentes de Cabo Verde, Guinea, Angola,
Congo y otras regiones aledafias a la costa atlantica
centroafricana, llegaron a la Nueva Espafia entre el
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comienzo de la época colonial de Américay 1817, afio
en que las coronas inglesa y espafiola abolieron el
trafico de esclavos desde Africa®. Tras este encuen-
tro, las guerras de conquista y las enfermedades,
como la denominada Huey cocoliztli (del ndhuatl «gran
enfermedad, epidemia»), presuntamente una epide-
mia ocasionada por fiebre hemorragica viral, entre
otros factores, acabaron con el 90% de la poblacion
originaria, que fue sustituida por europeos y criollos®’,
o africanos, mulatos y otros grupos humanos descen-
dientes de aquellos primeros esclavos procedentes de
Africa®. El reflejo de este mestizaje queda patente en
el genoma de los habitantes descendientes de los
actores de tales eventos: diversas estimaciones de
mestizaje arrojan contribuciones desiguales por todo
el territorio nacional, con una tendencia a presentar
mayor componente africano hacia las costas del su-
reste y algunas regiones del centro del pais, y una
proporcion mas elevada de alelos de ancestria euro-
pea hacia el norte del territorio, con gradientes de
contribucion nativa americana desde el centro hacia
las regiones antes citadas, lo que arroja porcentajes
de contribucién estimados en rangos que van del
25.6 al 94.5% (nativa americana), del 4.2 al 70.8%
(europea) y del 0.9 al 40.5% (africana)38-42,

El monto poblacional, las actividades econdmicas,
la transicién de los modos de produccién originarios
a los impuestos, la introduccién de nuevos cultivos, la
creacion de ciudades, el abandono del campo, la des-
truccion de los ecosistemas y el acceso desigual a los
servicios basicos, entre otras razones, han provocado
la migracion del campo a la ciudad, del campo a otros
campos y del campo y las ciudades al extranjero:
actualmente un tercio de la poblacion indigena de los
paises latinoamericanos vive en areas urbanas*-,
Estos fendmenos sociales también han impactado en
la composicién genética de las poblaciones mediante la
introduccion (el 2.8% de la poblacion inmigrante por
entidad en el pais es de origen no mexicano*®) y pér-
dida de alelos en una poblacion «finita», lo que modi-
fica el equilibrio de Hardy-Weinberg en algunos de sus
preceptos y, por consecuencia, nos indica que la fre-
cuencia de un alelo en particular (0 un conjunto de
ellos) variard de una generacion a otra; esto hace del
acervo genético de la poblacién mexicana un mosaico
dinamico, un video, mas que una fotografia. Si bien no
existen esquemas generales que resuman de manera
consistente la historia poblacional y demogréfica de
México, el estudio de los eventos demogréaficos y
epidemioldgicos del pasado y su repercusion en la
genética de poblaciones actualmente presentada en

nuestro pais debe comenzar a desplegar todo su pro-
tagonismo no soélo en el ambito académico, sino tam-
bién como parte del disefio de nuevas politicas de
salud que respondan al panorama biosociocultural
de nuestras poblaciones.

Variabilidad inmunogenética
en las poblaciones mexicanas

En México, la heterogeneidad del acervo genético
poblacional, como ya hemos visto, es un asunto bas-
tante complejo. No s6lo se debe tomar en cuenta la
contribucion de al menos tres fuentes principales de
alelos (América, Europa y Africa), sino también el fac-
tor Unico del mestizaje, que, ademéas de modificar las
frecuencias alélicas de generacién en generacion,
puede generar nuevos haplotipos y modificar las aso-
ciaciones entre alelos de HLA. Dentro de este peculiar
acervo genético, se han encontrado representantes de
practicamente todos los grupos de alelos principales
de este sistema*?. Se debe entender que entre los ale-
los presentes en nuestra poblacion, hay algunos que
son especificos de determinados grupos humanos (na-
tivos americanos, africanos, norafricanos, europeos,
asiaticos de Oriente Medio y Lejano Oriente o habitan-
tes nativos de Australia e islas del Océano Pacifico) y
otros que son practicamente ubicuos, es decir, que
han conservado su presencia en muchas de las po-
blaciones humanas desde su dispersion a partir de
los primeros grupos que salieron de Africa hace unos
50,000 o 60,000 afios*’, descendientes de poblaciones
de Homo sapiens anatomicamente modernos que vivie-
ron en Africa hace cerca de 100,000-150,000 afios323448;
dentro del sistema HLA*, destacan los alelos HLA-
A*02, -A*24, -A*68 y -B*35 como ejemplo de variantes
que han viajado con la humanidad desde que dej6 su
cuna geografica en el Este de Africa. Otros se encuen-
tran presentes en los grupos humanos nativos que
habitaban grandes extensiones geograficas desde an-
tes de las expansiones coloniales de los siglos XVI a
XIX: el alelo HLA-DRB1*04 se encuentra en grupos
europeos, asiaticos y nativos americanos; el alelo
-B*39, en asiaticos y nativos americanos; alelos del
grupo -B*14, distribuidos por el llamado Viejo Mundo,
y las variantes del alelo -DRB1*03, en grupos africanos
subsaharianos o norafricanos, europeos y mediorien-
tales. Pero también hay algunos alelos restringidos a
determinadas poblaciones o grupos humanos, como el
HLA-B*47 encontrado en grupos judios, el alelo -B*46
de los grupos del Este Asiatico (japoneses, chinos,
etc.) o el subtipo DRB1*14:02 encontrado en grupos
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América

04
QB1*03:02
03:02

31%04 B*58-C*06-D|

Europa

A*02-B*44-C*05-DRB
A*02-B*44-DRB1*07-DQB1*02

ORB1*11

1*11-DQB1*03:01
8-DRB1*03:02

A*02-B*41-DRB1*07-DQB1*02

Figura 4. Presencia de algunas asociaciones y haplotipos caracteristicos del sistema HLA en distintas poblaciones humanas. Los colores
indican la ubicacion® de las poblaciones nativas en las que se han reportado estos haplotipos®-:2,

nativos de América, en particular en América del Norte.
Ademas, no debemos olvidar que el sistema continua-
mente arroja nuevos alelos, ya sea por mutaciones
puntuales, recombinacién o conversion génica, lo que
hace mas complicado el panorama genético poblacio-
nal. Al trabajar con HLA, es indispensable recordar
estas caracteristicas del sistema génico.

Ahora bien, no es un mapa de presencia/ausencia
lo que se revela al colocar la distribucion de los alelos
geograficamente. También la frecuencia de los alelos
juega un papel importante en la interpretacion de los
datos. Si bien el mestizaje es un evento de gran mag-
nitud caracteristico de nuestra poblacién, no es priva-
tivo de los grupos humanos latinoamericanos y otros
afectados por la politica colonial de la Europa de los
siglos XVI a XIX, pues siempre ha habido una cierta
cantidad de contacto entre poblaciones, y esta es, de
manera general, inversamente proporcional a la dis-
tancia que las separa. La simple presencia de un
alelo en una regi6n geogréafica no nos dice mucho

sobre su origen y dispersion; sin embargo, la frecuencia
de un alelo nos puede decir un poco mas sobre la
trayectoria que ha seguido e incluso algunas cuestiones
sobre seleccion de esa variante en particular, si esta
en una region codificante.

Asi, el hecho de encontrar alelos en todo el mundo,
pero con mayor frecuencia en ciertas regiones, nos
remonta a un posible grupo humano que portaba la
variante original y como se dispersa alrededor de su
sitio de origen. Pero trazar la historia que cuenta la
genética a partir de alelos y frecuencias es arriesgado.
Las asociaciones entre alelos, caracteristicas del sis-
tema HLA, son una manera mas precisa de estimar el
grado de mestizaje en una poblacién y dibujar los
movimientos poblacionales a través de la geografia del
planeta (Fig. 4). Gracias al conocimiento del LD entre
los alelos y a los estudios realizados en distintas po-
blaciones alrededor del mundo®, podemos decir con
mayor seguridad que el haplotipo HLA-A*33/-B*14/-
DRB1*01/-DQB1*05 tiene un origen mediterraneo con
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Tabla 1. Principales haplotipos del sistema HLA encontrados en México

HLA-A HLA-B HLA-DRB1 HLA-DQB1 Reportado en

A*02 B*39 DRB1*04 DQB1*0302 Mazatecos, mayas, D.F., Ver, Tor, Pue

A*02 B*35 DRB1*04 DQB1*0302 Mazatecos, mayas, nahuas, Mty, D.F., Ver, Tor, Pue, Sin, Son
A*68 B*39 DRB1*04 DQB1*0302 Mayas, D.F., Ver, Tor, Pue, Yuc

A*02 B*35 DRB1*08 DQB1*04 Nahuas, mayas, D.F., Mty, Ver, Tor, Pue, Yuc
A*33 B*1402 DRB1*01 DQB1*05 Mor, Mty, D.F., Tor, Ags, Sin, Son

A*24 B*35 DRB1*04 DQB1*0302 Mazatecos, Yuc, D.F., Ver, Tor

A*02 B*4002 DRB1*04 DQB1*0302 Mayas, D.F., Yuc, Tor

A*68 B*35 DRB1*04 DQB1*0302 Mayas, nahuas, Yuc, Ver, D.F., Oax, Pue
A*68 B*4002 DRB1*04 DQB1*0302 Teenek, Yuc, Ver

A*24 B*35 DRB1*16 DQB1*0301 Zapotecos, mixtecos, Ver, D.F.

A*29 B*44 DRB1*07 DQB1*02 Tor, D.F., Qro, Sin, Son

A*01 B*08 DRB1*0301 DQB1*02 Tor, Ver, D.F., Mty, Sin, Qro

A*24 B*39 DRB1*04 DQB1*0302 Mazatecos, D.F., Ver, Tor, Yuc, Mor

A*02 B*1501 DRB1*04 DQB1*0302 D.F., Tor, Pue, Sin

D.F.: Distrito Federal y Zona Metropolitana del Valle de México; Ver: Veracruz; Tor: Torreon; Pue: Puebla; Mty: Monterrey; Sin: Sinaloa; Yuc: Yucatan; Ags: Aguascalientes;

Son: Sonora; Oax: Oaxaca; Qro: Querétaro; Mor: Morelia.

Adaptado de Barquera, et al.*?, Middleton, et al.?, Arnaiz-Villena, et al.>*, Gémez-Casado, et al.*%, Vargas-Alarcon®®>" y de datos no publicados.

fundamentos en su distribucion reportada (Espafia,
Tanez, Portugal, Marruecos) y las frecuencias en los
lugares donde se encuentran (0.01-0.04), en vez de
adscribir un origen filogeografico a un alelo. Un re-
sumen de algunos de los haplotipos mas frecuente-
mente encontrados en poblaciones de México se
presenta en la tabla 1, y se puede observar como
correlaciona con algunos de los datos de la historia
social, demografica y politica de nuestro pais, discu-
tidos previamente.

En los haplotipos del sistema KIR reportados en
poblaciones mexicanas al momento se puede encon-
trar un efecto adverso de su genética en la inmunolo-
gia del trasplante: El alelo KIR3DL1 se encuentra en
practicamente todos los haplotipos frecuentes en es-
tas poblaciones; sin embargo, la presencia de alelos
HLA-B del grupo Bw4 (con el cual muestra un efecto
benéfico, como ya se revisé) es practicamente nula en
individuos indigenas y generalmente poco representa-
da en integrantes de grupos mestizos. KIR2DS3,
KIR2DS5 y KIR3DSL1 tienen presencia diferencial en
las poblaciones mexicanas, lo que implica diferencias
en la respuesta inmune tanto en el caso de trasplan-
tes como de enfermedades infecciosas virales y can-
cer, donde la relacion HLA-KIR es fundamental para

la fisiopatogenia de dichas entidades clinicas?®%2, El
hecho de que algunos haplotipos presenten mayor
incidencia de rechazo en el sistema HLA es un indi-
cativo de que estas relaciones son de importancia en
la inmunogenética®. La presencia de distintos haplo-
tipos de estos sistemas puede devenir en respuestas
a la terapéutica del trasplante de manera positiva o
negativa en funcion de la etnicidad de las asociacio-
nes; sin embargo, la falta de estudios al respecto en
esta poblacion (ideal como laboratorio de mestizaje
Unico en el mundo) deja la interrogante acerca de
como las variantes provenientes de distintas partes del
mundo y, por tanto, de distintas historias adaptativas
se relacionaran en un contexto mestizo y, mas drasti-
camente, en un mismo ambiente fisioldgico.

Al analizar conjuntamente la frecuencia de los ha-
plotipos o asociaciones y el LD entre ellas, y estima-
ciones de mestizaje basadas en estos dos puntos,
es posible emplear la genética de poblaciones como
herramienta clinica para buscar un potencial dona-
dor dentro o fuera del pais. Queda clara la impor-
tancia de generar mayor conocimiento en torno a
las frecuencias de los alelos y haplotipos de los sis-
temas HLA y KIR en distintos grupos humanos, sean
mexicanos 0 no.
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Relevancia de la resolucion
en la genotipificacion en el trasplante

El Unico trasplante que tedricamente no presentaria
reactividad del receptor contra el injerto, ni viceversa,
es el autotrasplante. Fuera de algunos casos de auto-
trasplantes de HSC, y hasta que la ingenieria de 6rga-
nos no sea una realidad®, existe la necesidad de 6r-
ganos alégenos, sean de individuos genéticamente
relacionados o no. Y esta necesidad conlleva la obli-
gacion de conocer el grado de compatibilidad entre
individuos a nivel fenotipico. Ahora bien, aunque el
fenotipo se puede determinar directamente mediante
reacciones antigeno-anticuerpo, esta no es la mejor
aproximacion para abordar el problema: por lo gene-
ral, se infiere el fenotipo a partir del andlisis del ge-
notipo, pues la diversidad que se puede detectar a
nivel de ADN es mayor y mas informativa que la que
permiten detectar las aproximaciones seroldgicas y
celulares.

Existen diversas estrategias metodologicas para lle-
var esto a cabo que difieren en la cantidad de alelos
gue pueden detectar -resolucion-, el nimero de mues-
tras procesables por unidad de tiempo, el costo y el
tipo de trasplante del que se trate’3. La resolucién mas
baja corresponde a la serologia, desarrollada como
una opcion viable en su momento por Paul Terasaki a
finales de la década de 1960 y que actualmente no es
recomendable, pues su resolucién no es suficiente, el
tiempo de analisis es elevado, depende en gran me-
dida de la viabilidad celular y frecuentemente se ob-
tienen resultados ambiguos o inconclusos; sin embar-
go, constituye una opcién muy poco costosa.

La introduccion en la década de 1980 de las
estrategias basadas en la reaccién en cadena de
la polimerasa (polymerase chain reaction [PCR])
permitié incrementar la resoluciéon y disminuir los
errores asociados a reactividad cruzada, aunque
generé ambigiedades en la tipificacion por la pre-
sencia de polimorfismos cis-trans, que consiste en
que estas metodologias por lo general no pueden
discernir la posicién de las variaciones en la se-
cuencia: considere el lector los siguientes dos pares
de secuencias:

AGGGCGAGTGC AGGGCCTGTGC -
AGGGCCTGTGC AGGGCGAGTGC

que pertenecen a dos pares de alelos distintos:
-B*07:02/-B*07:24 y -B*35:03/-B*35:33; es imposible
distinguir si la combinacién de variantes pertenece al
primer par de alelos o al segundo®. Sea cual sea la

estrategia empleada, a menos que se empleen técni-
cas complementarias, la biologia molecular debe lidiar
con estas ambigliedades, que resultan estar presentes
en una gran proporcion de alelos frecuentemente en-
contrados en varias poblaciones del mundo.

El analisis por PCR-primer especifico de secuencia
(PCR-sequence specific primer [PCR-SSP]) permite
generar amplicones a partir de primers que se unen
de manera especifica a las regiones polimérficas de
las regiones variables por medio de su extremo 3, lo
gue permite identificar uno-dos nucleétidos por par de
primers®°, La resolucion que se puede alcanzar
con esta metodologia puede ser de intermedia a
alta, en funcién del niamero de pozos que se anali-
cen por paciente y de los pares de primers emplea-
dos. El algoritmo de interpretacion tras la electrofo-
resis en gel de agarosa -el revelado mas empleado
para esta metodologia— se basa en la ubicacion de
estos pares de primers en la placa y en el peso mole-
cular del amplicén generado. Otra metodologia em-
pleada a nivel de ADN es la hibridacion de los pro-
ductos de PCR con oligonucleotidos especificos de
secuencia (PCR-sequence specific oligonucleotide
probe [PCR-SSOP]) en condiciones de astringencia.
Los amplicones se generan por medio de una PCR
cuyos primers se ubican flanqueando la posicion o
posiciones polimorficas que se alinean con secuencias
conservadas dentro de la region de analisis. El ensayo
puede llevarse a cabo con los amplicones o las son-
das de hibridacion inmovilizadas en una tira de nitro-
celulosa; sea cual sea el caso, las sondas o los am-
plicones deben estar marcados para su revelado, ya
sea por medio de técnicas colorimétricas o de ensayos
basados en enzimas (complejos biotina-estreptavidi-
na-peroxidasa-tetrametilbenzidina). Las condiciones
de astringencia impiden los alineamientos inespecifi-
cos 'y, por tanto, disminuyen la probabilidad de tipificar
erréneamente un alelo. El nimero de sondas a em-
plear depende del nimero de alelos que se quiera
detectar y, por tanto, esta implicado en la resolucion
del analisis.

A pesar de que ambas estrategias pueden llegar a
tipificar un buen ndmero de especificidades en alta
resolucion, la técnica frontera sigue siendo la secuen-
ciacion. Con un juego de primers que permita flan-
guear las regiones polimorficas, esta aproximacion
puede detectar todas las variantes reportadas y aque-
llas recién descubiertas. La secuenciacion depende
de dos PCR: una primera para generar un nimero
importante de copias para el analisis, tras la cual pro-
cede una purificacién enzimatica que degrada tanto
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los primers iniciales (una exonucleasa) como los trifos-
fatos de desoxinucledsidos (dNTP) (fosfatasa alcalina)
presentes en la mezcla; la segunda PCR se lleva a
cabo en dos tubos: uno contiene el primer del extre-
mo 3’ y el otro, la reaccién con el primer 5, lo que
permite al final empalmar ambas secuencias para el
andlisis. En esta segunda reaccion, la posicion de los
nucleétidos se marca por medio de fluorocromos es-
pecificos para cada base nitrogenada que sirve de
marcador. Estos nucleétidos marcados ademas care-
cen del grupo -OH en la posicioén 3, por lo que impi-
de que la reaccion de polimerizacion catalizada por
la ADN polimerasa empleada siga, restringiendo el
fragmento a un tamafio especifico. Tras las reaccio-
nes, se inyectan los amplicones en un polimero que
hace las veces de matriz semisdlida para una electro-
foresis capilar que separa los amplicones por tamafio,
y los fluorocromos terminales de cada amplicén son
detectados por una cdmara especializada en captar
luz de determinadas longitudes de onda tras la exci-
tacion del fluorocromo con un laser; esto permite asig-
nar una posicion a cada sefial -y, por ende, a cada
nucledtido- por medio de un software.

Actualmente, plataformas analiticas novedosas como
los sistemas de pirosecuenciacion ofrecen la posibili-
dad de arrojar resultados de genotipificacion de HLA
sin ambigtiedades alélicas que por otras metodologias
analiticas requeririan resecuenciacion, secuenciacion
de ADN aislado y clonado o PCR-SSP para resolver
polimorfismos cis-trans®®. Otra opcién es recurrir a téc-
nicas conformacionales, como el estudio de polimor-
fismos de conformacion de una sola cadena (single-
strand conformation polymorphisms [SSCP]) y el
andlisis de conformacién mediado por secuencia de
referencia (reference-strand mediated conformation
analysis [RSCA]), que se basan en la formacién de
conférmeros dependientes de la informacion de cada
una de las cadenas por separado, lo que permite al-
canzar alta resolucion sin ambigliedades cis-trans®?,
La resolucion de ambigliedades de resultados tam-
bién puede llevarse a cabo por resecuenciacion o
PCR-SSP con primers especificos de alelo.

¢Cuantos genes tipificar? Aunque existen autores
gue consideran una compatibilidad de 6/6 alelos con
los genes HLA-A, -B y -DRB1, incluir los genes -C,
-DPB1 y -DQB1 podria incrementar la sobrevida del
injerto a largo plazo en trasplantes de érgano solido.
Estudios recientes declaran que el nuevo estandar de
oro para la compatibilidad entre una pareja donador/
receptor de médula ésea y HSC es 8/8, cuando se
toman en cuenta los genes HLA-A/-B/-C/-DRB162,

El andlisis de anticuerpos antihuman
leukocyte antigen reactivos a panel

La incompatibilidad en el sistema HLA no soélo es
importante en los mecanismos ya revisados de recha-
z0 agudo directo e indirecto, sino que presenta un
reto adicional: la presencia de anticuerpos especifi-
cos anti-HLA desarrollados por distintos eventos de
inmunizacion, a saber, embarazos, transfusiones,
trasplantes previos y, posiblemente, aloinmunizacion
por presencia de antigenos provenientes de microor-
ganismos (microorganism-associated molecular pat-
terns [MAMP]). Se ha encontrado una relacion entre
la presencia de anticuerpos del isotipo inmunoglobu-
lina G (IgG) especificos contra las mencionadas mo-
léculas, ya sea preformados o generados postrasplan-
te, y lafalla e incluso pérdida del 6rgano trasplantado®,
y también se ha demostrado que la presencia de an-
ticuerpos anti-HLA esté relacionada con la falla en el
injerto de HSC®. Todo esto ha motivado el desarrollo
de plataformas para detectar estos anticuerpos me-
diante el uso de paneles de antigenos, denominadas
genéricamente plataformas de analisis de anticuerpos
anti-HLA reactivos a panel (HLA-panel reactive antibo-
dies [HLA-PRA]). En el panel, se emplean perlas cu-
biertas con una seleccion de distintas especificidades
de moléculas HLA a analizar o microarreglos proteicos
que incluyen las especificidades y se basan en un
método de ensayo por inmunoabsorcion ligado a en-
zimas (ELISA) para la deteccion de los anticuerpos
anti-HLA. En un principio se usaba un «panel vivo», es
decir, ensayos de microlinfocitotoxicidad con células
previamente tipificadas, pero, conforme los avances
tecnologicos se fueron adaptando al campo biomédi-
co, aumentaron la especificidad y la sensibilidad de las
pruebas, pasando primero por la citometria de flujo y
ahora por los microarreglos proteicos basados en ELI-
SA. Si bien existen estudios que declaran la similitud
de los resultados para varias plataformas analiticas®®,
el ensayo que ha demostrado ser mas sensible es el
basado en ELISA®® y por su reducido tamafio es capaz
de albergar un panel practicamente universal de es-
pecificidades, en vez de una seleccién de ellas. Estas
caracteristicas lo posicionan como una herramienta (til
en la prediccion de la supervivencia a largo plazo del
injerto y en la determinacion de valor predictivo nega-
tivo para prueba cruzada antes del trasplante®, asi
como en la identificacion de anticuerpos especificos
contra las especificidades de HLA del donador en
ensayos practicados postrasplante; si se encuentran
aloanticuerpos anti-HLA en el suero del receptor
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dirigidos contra variantes presentes en el donador
—por lo general aquellas presentes en el segundo pero
no en el primero-, es probable que el paciente se
encuentre en un proceso de rechazo mediado por
anticuerpos.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que el valor
de HLA-PRA debe ser entendido como el porcentaje
de las especificidades del panel contra las cuales el
individuo analizado presenta anticuerpos reactivos, y
no como un valor con significado clinico, pues este
diferira entre paneles en funcion de la cantidad de
especificidades empleadas, el arreglo utilizado vy el
algoritmo para determinar la reactividad contra un an-
tigeno especifico. Un valor mas Util seria la denomina-
da prueba cruzada virtual (virtual PRA [VPRA]), que es
un porcentaje ponderado que no sélo considera el
valor de PRA contra el arreglo proteico, sino que lo
correlaciona con las frecuencias de los alelos ante los
cuales muestra reactividad en la poblacion a la cual
pertenece el individuo. Asi, un valor de PRA puede ser
elevado (> 50%) en el ensayo, pero poco relevante
poblacionalmente si la frecuencia de los alelos contra
los cuales el paciente posee anticuerpos es relativa-
mente baja -0 incluso estan ausentes- en la poblacion
a la que pertenece. De esta manera, cuando un cada-
ver o donador no relacionado perteneciente a una
poblacion se presente como posibilidad de donacion
de 6rganos, los pacientes con valores de VPRA meno-
res seran los mejores candidatos a recibir dicho tras-
plante, pues la probabilidad de rechazo sera menor
gue en aquellos individuos sensibilizados contra una
gama de antigenos HLA mayor. Este hecho hace ne-
cesario el conocimiento de la frecuencia de cada ale-
lo en las poblaciones a las que pertenecen los pacien-
tes y donadores de un programa de donacion de
6rganos, asi como la tipificacion de HLA del donador
y las especificidades que reconocen los anticuerpos
del receptor, asi como algoritmos matematicos que
permitan elegir de manera eficiente las parejas recep-
tor/donador mas adecuadas®’. Aun queda mucho por
realizar para mejorar el aprovechamiento del potencial
de esta prueba, como algoritmos que permitan hacer
algo mas que buscar especificidades y calcular vPRA
a partir de frecuencias de alelos en poblaciones par-
ticulares: ponderar el resultado en funcion de parame-
tros poblacionales tales como indice de homocigoci-
dad (también llamado coeficiente de endogamia), la
heterocigocidad esperada (ambos valores son rele-
vantes para el andlisis de equilibrio de Hardy-Weim-
berg) y el LD de los alelos de manera especifica para
cada grupo humano estudiado. Estos valores permitiran

ajustar el calculo de la probabilidad de un evento de
rechazo dada la presencia de un anticuerpo contra un
alelo en funcién de su presencia en forma homocigética
o heterocigética o incluso, por su LD, si este alelo
tendra repercusién clinica dado un haplotipo conocido
en el individuo donante, aun cuando este no se tipifi-
gue completamente.

La presencia de ciertos anticuerpos de reactividad
cruzada puede complicar el panorama. Estos anticuer-
pos se generan contra péptidos cuya secuencia se
comparte entre varias especificidades de HLA y pue-
den ser reactivos contra una gran cantidad de alelos.
A los alelos contra los cuales un solo anticuerpo pre-
senta reactividad se les llama grupo de reactividad
cruzada (cross reactivity group [CREG]), y la razén por
la cual comparten epitopes, independientemente de
su reactividad, se puede entender como una reminis-
cencia filogenética que nos habla del origen evolutivo
de dichos alelos (Fig. 5). En estos casos, la presencia de
un solo anticuerpo puede comprometer una gran can-
tidad de drganos potenciales cuyas células alberguen
dichas especificidades. En caso de existir anticuerpos
contra un alelo con reactividad cruzada fuerte con
otros, se debe evitar trasplantar tanto a partir de indi-
viduos positivos para el alelo como con los que pre-
sente reactividad.

El tratamiento con rituximab u otros anticuerpos
anti-CD20 (molécula encontrada en los precursores
linfoides de células B y células B maduras, pero no en
células plasmaticas), asi como la plasmaféresis tera-
péutica y la inmunoadsorcion, pueden ayudar a dismi-
nuir los niveles circulantes de anticuerpos alorreacti-
vos, y de esta manera ayudar a prevenir rechazo
mediado por anticuerpos en individuos con elevados
titulos de anticuerpos anti-HLA y en parejas donador/
receptor incompatibles en el sistema ABO®C, asf
como aquellos individuos sensibilizados contra uno o
varios CREG.

Evidencia de influencia de otros
factores en la relacion receptor-injerto:
la biologia del trasplante

El 6rgano, para ser considerado como potencial in-
jerto en otro organismo, ya ha sufrido diversas situa-
ciones en el cuerpo de su donador o fuera de él que
influirdn en su fisiologia futura una vez trasplantado:
ha entrado en contacto con factores proinflamatorios
como reactantes de fase aguda, interleucinas y cate-
colaminas; ha estado expuesto a la «tormenta de cito-
cinas» que ocurre durante la muerte cerebral, asi
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Figura 5. A: grupos de alelos de HLA de clase | de reactividad cruzada. Las lineas delgadas muestran los alelos que presentan reactivi-
dad cruzada, mientras que las lineas gruesas indican reactividad cruzada fuerte. Los grupos de reactividad cruzada se muestran cada
uno con un color distinto e indican las especificidades contra las cuales un anticuerpo o un grupo de anticuerpos puede reaccionar de
manera inespecifica cuando uno de ellos se dirige contra alguna region o secuencia de aminoacidos compartida por los alelos del grupo.
B: se muestran algunas de las regiones de las moléculas de clase | identificadas como blancos para anticuerpos de reactividad cruzada,
identificadas con el color del CREG al que pertenecen (adaptado de Invitrogen Corporation®®).

como al procedimiento quirdrgico de extraccién, con-
servacion y traslado, con las concomitantes isquemia
y variaciones de temperatura que provocan inflama-
cion; tras la conexion a la vascularizacion, se debe
enfrentar al ambiente sanguineo del receptor, cargado
de farmacos y mediadores inflamatorios presentes en
el nuevo organismo que pueden ocasionar dafio por
reperfusion. Ademas de este panorama, el 6rgano
debe hacer frente a la respuesta inmune del receptor,
mediada principalmente —pero no de manera exclusi-
va- por células T CD4+ y CD8+, asi como NK. Las
células del linaje T CD8+ atacan las células endotelia-
les y las células del endotelio vascular del 6rgano via
liberacion de granzimas (principalmente Ay B) y per-
forina, mientras que las células NK contribuyen por su
habilidad para responder a la ausencia de lo propio,

es decir, la ausencia de sefiales inhibitorias provenientes
de moléculas MHC de clase | con esta propiedad en
la superficie celular’73, Una caracteristica importante
a notar es que, entre las primeras células infiltradas en
el 6rgano trasplantado responsables de mediar los
mecanismos de rechazo, se encuentran las células T
CD8+ de memoria’™.

Ciertos patdgenos oportunistas pueden generar in-
fecciones activas en el receptor, producto de los es-
quemas de inmunosupresion y el estrés celular oca-
sionado por el evento quirGrgico, ya sea por una
activacion tardia de una infeccion latente, por la trans-
mision del patégeno en el érgano o por su presencia
en células de respuesta inmune trasplantadas. Entre
ellos destacan agentes virales como el citomegalovirus
(CMV) y el virus de la hepatitis C, bacterias como
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Mycobacterium tuberculosis y otras especies de mico-
bacterias. EI CMV esta reconocido como uno de los
principales patégenos en receptores de trasplantes,
ya sea directamente como causa de infeccion y desa-
rrollo de cuadro clinico relacionado, o indirectamente
afectando la sobrevida del paciente y el injerto me-
diante la inmunosupresion sistémica, el incremento en
el riesgo de malignidad —en particular, en enfermedad
linfoproliferativa de células B relacionada con el virus
de Epstein-Barr- y su contribucién al dafio del
injerto”78, asi como la disminucion de la expresién de
moléculas de HLA en la superficie, lo que detona la
respuesta de «propio-ausente».

Variaciones de un solo nucleétido (single nucleotide
polymorphism [SNP]) en ciertos genes que codifican
para proteinas de diversos sistemas -no sdlo el inmu-
ne- se han relacionado con el prondstico y respuesta
a terapéutica en el area de trasplantes. Tal es el caso
de NOD2/CARD15 (Chr 16qg12), cuyas variantes se
han asociado con alorreactividad y aumento en recai-
da y consecuentemente en la muerte del receptor’’.
También los polimorfismos en los genes que codifican
para las citocinas son un factor Gtil para el entendi-
miento de la biologia del trasplante®?, y, si bien no son
actualmente tan populares en este d&mbito médico,
pueden llegar a jugar un papel importante en la ela-
boracién de nuevos algoritmos no s6lo de seleccion
de parejas idoneas receptor/donador, sino también en
la terapéutica pre y postrasplante. Algunos estudios’®
demuestran que cambios como G/C en la posicion
-174 (regién promotora) del gen de la interleucina 6
(Chr 7p21) estan asociados a desarrollo de diabetes
postrasplante en pacientes con sobrepeso. La reco-
mendacion en estos casos serfa evitar o limitar la ad-
ministracion de farmacos inductores de diabetes pos-
trasplante a individuos con el genotipo G/G, dado que
se conozca el mismo en el paciente en cuestion.

Conclusiones

Como se puede observar, el andlisis genético pobla-
cional es una parte fundamental del estudio de la
biologia del trasplante y es especifico para cada po-
blacién. De los alelos y sus frecuencias en los distintos
grupos humanos se puede calcular la probabilidad
de rechazo de un donador potencial y se pueden
generar bases de datos y bancos de células que
puedan ayudar a encontrar 6rganos, tejido o células
necesarios en caso de un alotrasplante. El entender
cémo los mecanismos evolutivos y adaptativos han
diversificado este sistema abre la posibilidad de llevar

el conocimiento biomédico a un nuevo nivel con un
punto de vista biolégico que permita comprender ca-
balmente no sélo la presencia diferencial de alelos
dispersos por el mundo, sino también por qué estan
ahi y qué relevancia tendran en la inmunologia del
trasplante. A través de plataformas que involucren el
analisis de pruebas cruzadas virtuales se puede esti-
mar la probabilidad de rechazo de un individuo recep-
tor cuando un 6rgano al azar es introducido, en fun-
cion de los anticuerpos presentes en el suero del
paciente. Conocer la estructura y funcién de las molé-
culas involucradas en el rechazo ayuda a establecer
las necesidades en cuanto a resolucion y nimero de
alelos a tipificar, dependiendo del tipo de trasplante.
Por ultimo, se debe extender el conocimiento de estas
herramientas para optimizar los presupuestos destina-
dos no sélo a la investigacion biomédica tradicional,
sino también a los andlisis en genética poblacional que
realmente aporten resultados Utiles para mejorar la
terapéutica a nivel nacional, con un enfoque local; se
debe mejorar el nivel de los algoritmos matematicos
que permitan elegir adecuadamente las parejas recep-
tor/donador y convendria analizar nuevos sistemas
gue prometen explicar de mejor manera el rechazo de
manera adicional al HLA, tales como los genes KIR,
los mHA y los polimorfismos de citocinas, entre otros,
gue tienen poca o nula representatividad entre los
topicos de trabajos publicados en la genética de po-
blaciones de México. Sin embargo, se debe tener en
mente que la mejor manera de atacar un problema de
salud publica no consiste en encontrar la mejor tera-
péutica, sino en armar los mejores programas de pre-
vencion; es decir, se debe buscar la causa raiz de la
necesidad de tantos dérganos para trasplantes —-me-
nester que no es sencillo- y atacarla para disminuir
dicha demanda.
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