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RESUMEN

Las técnicas de biologia molecular han tenido un profundo impacto en el campo de la
inmunologia. Han permitido dilucidar varias interrogantes sobre el funcionamiento del
sistema inmune y han aumentado nuestra habilidad para entender, diagnosticar y
tratar una gran variedad de enfermedades inmunoldgicas. Se realizé una revision de la
literatura sobre aspectos generales de la importancia de las técnicas de biologia
molecular en el estudio de la respuesta inmune, que incluye conceptos generales y
clasificacién de las metodologias mas empleadas, asi como la referencia de algunas
aplicaciones en el estudio de la inmunologia y la inmunopatologia. Se muestra
informacién actualizada con enfoque analitico que permite ilustrar las caracteristicas de
los principales métodos empleados en biologia molecular y su aplicacion en el estudio
de la respuesta inmune. La utilidad de las técnicas de biologia molecular en el estudio
de la respuesta inmune, ha constituido un poderoso instrumento para sus aplicaciones
en el desarrollo de mejores alternativas diagnédsticas y terapéuticas.
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ABSTRACT

Molecular biology technical methods have caused a high impact in the field of
immunology. They have made it possible to know the answer to many questions
regarding the immune system function and have increased our ability to understand,



diagnose and treat a great deal of immunological diseases. A review of the literature
about the importance of molecular biology in the study of immune response was made,
including general concepts, classification of the most used technologies, as well as
some applications in the study of immunology and immunopathology. Update
information with analytic view about the main methods used in molecular biology and
its application in the evaluation of immune response is shown. Usefulness of molecular
biology techniques are a powerfull instrument to develop new and better alternatives
for diagnoses and treatment.
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INTRODUCCION

La genética y la inmunologia como ciencias han evolucionado vertiginosamente en los
ultimos 50 afios. Un sinnimero de investigaciones basicas y aplicadas utilizan sus
principios y aportan un nuevo caudal de conocimientos en diferentes areas de la
ciencia.

En particular, la biologia molecular ha desarrollado una armazén tecnoldgica que
permite su aplicacion en diferentes disciplinas médicas; en especial, para la
inmunologia ha constituido un poderoso instrumento.

El profundo impacto que han tenido las técnicas de genética y biologia molecular en el
campo de la inmunologia ha permitido dilucidar varias interrogantes sobre el
funcionamiento del sistema inmune y, ademas, ha aumentado enormemente nuestra
habilidad para entender, diagnosticar y tratar una gran variedad de enfermedades
inmunoldgicas.!

Se denominan técnicas de biologia molecular a todas los procederes de laboratorio que
se usan para aislar acidos nucleicos o extraerlos con alta pureza, visualizarlos,
cortarlos, pegarlos, amplificar una regiéon en una enorme cantidad de moléculas, cortar
una determinada region con enzimas de restriccion para ver si por una mutacion se
gana o se pierde un sitio de restriccidn, entre otras multiples variantes. Poseen
diversas aplicaciones, generalmente en el diagndstico de enfermedades hereditarias,
busqueda de alelos 0 marcadores moleculares asociados a caracteristicas de interés,
diagndstico microbioldgico.?

La identificacidén, clonaje y secuenciacién de un gran nimero de genes relacionados
con las enfermedades inmunoldgicas se ha constituido en una herramienta
extraordinaria para precisar los eventos genéticos y moleculares subyacentes a estas
enfermedades. Inicialmente, la aplicacion de estas técnicas en el ambito de la
inmunologia basica permitid caracterizar, estructural y funcionalmente, una serie de
complejos moleculares como las inmunoglobulinas (1g), el receptor del linfocito T
(RCT), las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), las citocinas,



los co-receptores celulares y las proteinas del complemento. Esta informacion
posibilita, a la vez, un conocimiento mucho mas profundo y completo de una serie de
procesos inmunoldgicos fundamentales tales como tolerancia, autoinmunidad,
seleccion timica, muerte celular y mecanismos efectores de la respuesta inmune. Este
conocimiento mas preciso y acabado del sistema inmune y sus trastornos, en conjunto
con el desarrollo de modernas técnicas diagndsticas, permite la apertura de un nuevo
panorama diagnodstico y terapéutico prometedor. !

Estas razones hacen imprescindible ampliar el acervo de conocimiento y la
actualizacion sobre estas tematicas, de los profesionales vinculados de una forma u
otra al apasionante mundo del estudio de la respuesta inmune.

DESARROLLO

El area de trabajo de la biologia molecular es amplia, pero puede agruparse en varias
metodologias, entre las que se incluyen los métodos de hibridacién, clonaje y
secuenciacion. Haremos un bosquejo general de cada grupo con énfasis en el clonaje
acelular (la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR) y comentaremos algunas de las
aplicaciones mas importantes para la inmunologia.

HIBRIDACION MOLECULAR

La hibridacion molecular es uno de los pilares de la mayor parte de las metodologias
que se utilizan en el laboratorio de biologia molecular. Un grupo de estas técnicas se
ha disefiado para identificar determinadas secuencias en los acidos nucleicos.?

Los métodos de hibridacion se basan en el proceso de renaturalizacion de dos cadenas
sencillas de acido nucleico, muestra o diana, con una sonda marcada de secuencia
conocida, que bajo condiciones experimentales permiten el apareamiento entre bases
complementarias. El método de deteccién de los hibridos formados depende del
marcaje empleado en la sonda.

El apareamiento por puentes de hidrogeno entre bases complementarias da lugar a
estructuras de doble hebra de gran estabilidad. Estas pueden ser hibridos de acidos
desoxirribonucleicos (ADN), de acidos ribonucleicos (RNA) (ambos considerados
homoduplex) o hibrido ADN-ARN (heteroduplex). Las hebras apareadas tienen distinto
origen (distinta especie, en general distinto acido nucleico).? El hecho de que cadenas
diferentes de acidos nucleico hibriden entre si, indica que los organismos de donde
proceden comparten un cierto grado de herencia evolutiva comin y que sus ARN y
proteinas tienen estructuras y funciones similares. A mayor grado de hibridacion,
mayor grado de conexidn evolutiva entre especies.

Los ensayos de hibridacion pueden clasificarse en hibridacién en fase liquida, soporte
solido o in situ.? La hibridacion en soporte sdlido incluye diferentes procedimientos, en
los que la variacién estd dada por el tipo de acido nucleico utilizado, el soporte en que
se lleva a cabo la hibridacion y la forma de colocar los acidos en la membrana o
soporte. Dentro de estos ensayos se encuentran estudios como Southern blot,
Northern blot, Dotblot, Slotblot y la hibridacidn in situ.? A continuacion se detallan
diferentes procedimientos y su aplicacion:



CLONAJE MOLECULAR

El proceso de clonacién consiste en la obtencion de un clon, entendido como un
conjunto de elementos genéticamente idénticos entre si, y a su precursor. Su interés
radica en su caracter biotecnoldgico como proceso de multiplicacion de moléculas de
ADN, ARN, células, tejidos u organismos complejos, mediante mecanismos de
manipulacién genética.3

En particular la clonacidén de moléculas, sean éstas genes o fragmentos de ADN o ARN,
puede dividirse segun el proceso experimental en celular y acelular.?

Clonacién Celular

El método clasico de clonacién de acidos nucleicos es el que aprovecha la capacidad de
las células para replicar el ADN, relativo a la tecnologia del ADN recombinante. Para
ello, el fragmento de ADN o ADNCc a clonar (inserto) se une a otro ADN (vector de
clonacion) y la molécula de ADN recombinante formada se incorpora a la célula
anfitriona en cultivo donde tiene lugar la amplificacién por replicacion. Este proceso se
conoce como transfeccion de genes y sus objetivos centrales son la amplificacidon y la
expresion de los productos génicos.

La amplificacion permite el estudio de la secuencia y la estructura de acidos nucleicos,
asi como la deteccién de mutaciones asociadas a enfermedad. Por su parte, la
expresion de los productos génicos permite el estudio de los procesos de transcripcion,
traduccién y regulacion. La produccién de proteinas o ARN para su estudio y aplicacién
en el diagnéstico, la terapéutica, asi como la ingenieria de proteinas con manipulaciéon
de sus propiedades para uso en la industria, son utilidades practicas de la evaluacién
de los productos de expresion génica.3

Los genes tienden a estar desmetilados en los tejidos donde se expresan y metilados
donde no se expresan, especialmente en regiones de ADN llamadas "islotes Cpg".
Multiples factores ambientales pueden modificar este proceso y constituyen elementos
reguladores de la expresion genética (Regulacién Epigenética).

Para su evaluacién en los productos génicos, encontramos técnicas avanzadas para la
deteccion de metilaciones en los genes, como el MALDITOF MS (Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry), la HPLC (High-performance
liquid chromatography) y la MSP-R CP (Methylation-Specific PCR).Esta ultima
metodologia precisa de un tratamiento especial de la muestra con bisulfito sédico para
diferenciar las bases metiladas de las no metiladas. La Nested-MSP (MN-MSP) aparece
como método alternativo a laMSP en aquellos casos en que se analicen muestras con
baja cantidad o calidad de ADN inicial, como puede ocurrir con las conservadas en
parafina. 4

Clonacion Acelular

Cuando la clonacién no requiere la intervencion de célula alguna e implica la
clonacién in vitro de moléculas de acidos nucleicos mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa, estamos refiriéndonos a la clonacion acelular.>: ¢



La PCR es el ejemplo clasico de los ensayos de amplificaciéon de acidos nucleicos,
considerada hoy como una herramienta imprescindible en el laboratorio de biologia
molecular e ingenieria genética.

Esta técnica estad basada en el uso de cebadores y una enzima, ADN polimerasa
termoestable (Taq polimerasa), que permite amplificar el segmento sefialado por los
cebadores (oligonucledtidos). Es un proceso ciclico de aproximadamente unas 40
repeticiones de tres pasos que suceden a diferentes temperaturas: desnaturalizacion,
alineamiento o fijacién de los cebadores y extensién. Esta progresion es controlada en
el tiempo y por los cambios de temperatura.> ©

Se han desarrollado variantes de la PCR que amplian su versatilidad dentro de las que
se encuentran: PCR multiple, RT-PCR, PCR anidada, PCR de extension solapada
(mutagénesis), PCR in situ, PCR hot start, amplificacion mediante activacion progresiva
de la polimerasa, amplificacion con rampa decreciente de temperaturas, amplificacion
asimétrica, amplificacién cuantitativa (PCR en tiempo real), amplificacion en chips.

La Taq polimerasa usa ADN como molde; cuando se parte del aislamiento de ARN se
requiere de un paso previo denominado reverso transcripcion (RT) conducido por
enzimas. Hoy existen sistemas capaces de realizar ambas funciones, tanto la RT como
la polimerizacion del ADN, y entonces el proceso se denomina RT-PCR. Después de la
amplificacion el producto de la PCR puede ser detectado por medios, como la
electroforesis en gel de agarosa o la electroforesis capilar.

Entre las ventajas actuales de la PCR se encuentran un menor tiempo de obtencién de
resultados y una mayor sensibilidad. Entre las desventajas resalta que es un proceder
costoso, laborioso y requiere personal altamente entrenado para su ejecucion.> ©

Esta técnica se ha utilizado en la evaluacién cualitativa de mediadores de la respuesta
inmune en sistemas de deteccidon/no deteccién. Este método es eficiente evaluando el
polimorfismo genético de mediadores solubles y receptores involucrados en la
respuesta inmunitaria. Su uso se amplia al rastreo de mutaciones, tipado de ADN para
trasplante, deteccién de microorganismos infecciosos, deteccion de enfermedades
inmunoldgicas de origen genético, entre otras aplicaciones.3

El principio de la PCR a punto final se ha utilizado en sistemas de semicuantificacion de
mediadores del sistema inmune, como las citocinas, en las que el producto amplificado
en diferentes diluciones se comprueba hasta su no deteccion, y se multiplica por el
coeficiente de dilucion.

Otro de los métodos empleados en la evaluaciéon de mediadores inmunitarios utilizando
PCR a punto final, es la cuantificacion de la densidad de banda resultado de
electroforesis segun los niveles de fluorescencia emitida durante la fase de meseta del
proceso de amplificacién, con la limitante de estar evaluando el producto de una
relacion que no es lineal con la concentracion inicial. En todos los casos se establecen
genes que sirven de control interno en la eficiencia de la reaccion.”

RT-PCR en tiempo real

La RT-PCR ha demostrado ser un método eficiente para la cuantificacion de la
expresion de genes. La tecnologia de la RT-PCR en tiempo real ha sido adaptada para
realizar cuantificaciones. Existen dos métodos fundamentales para analizar los datos



de la PCR en tiempo real: la cuantificacion absoluta y la cuantificacion relativa. La
cuantificacion absoluta determina el aporte del nimero de copias del transcripto de
interés, usualmente relacionando la sefial de la PCR con una curva estandar. La
cuantificacion relativa describe los cambios en la expresion del gen diana en
comparacion con algun grupo de referencia, tal como un control sin tratar o una
muestras en el tiempo 0 durante el periodo de estudio.®

La cuantificacion absoluta debe ser realizada en situaciones donde es necesaria la
determinacion absoluta del nimero de copias del transcripto. En algunas situaciones,
es innecesaria, siendo suficiente el reporte del cambio relativo en la expresién de un
gen. Por ejemplo, determinar que un tratamiento incremento la expresion de un gen X
en 2.5 érdenes puede ser mas relevante que determinar que el tratamiento incrementé
la expresion del gen X de 1 000 copias a 2 500 copias por célula.®

La cuantificacion de los cambios relativos en la expresién génica utilizando RT-PCR en
tiempo real requiere de ciertas ecuaciones, asunciones y su prueba para analizar los
datos adecuadamente. El método de Livako 2-22Ces el mas utilizado para calcular los
cambios en la expresion génica en este tipo de experimentos.®

Para aplicar este método es necesaria la selecciéon de un control interno y un
calibrador. El propésito de un gen como control interno es normalizar las PCRs para la
cantidad de ARN adicionado a las reacciones de reverso transcripcion. Se ha visto que
los genes "housekeeping" (del inglés) estandares son usualmente suficientes como
genes de control interno. Entre los controles internos apropiados para la PCR
cuantitativa en tiempo real se encuentran el GADPH, la B-actina, la B2-microglobulina y
el ARN ribosomal (ARNr). Estos genes se expresan en los tejidos con diferente
intensidad y esta informacién debe ser aprovechada para escoger el control interno
mas apropiado segun el tejido en estudio. °

Los instrumentos utilizados para la PCR en tiempo real tienen un sistema de ciclos
térmicos y de deteccidn de fluorescencia controlados por un programa informatico, y
pueden monitorear la acumulacién de productos en tiempo real midiendo el incremento
en la fluorescencia durante cada ciclo de la reaccién para generar resultados
cuantitativos. En la actualidad existen varios tipos de reactivos para detectar los
productos amplificados con sensibilidad similar. Se clasifican de forma general en dos
grupos: las sondas fluorogénicas y las moléculas fluorescentes, que se unen al ADN.8

Son posibles los analisis de elevados rendimientos de expresion de genes mediante la
utilizacién de tecnologias de microarreglos de ADN complementarios. En este caso, la
expresion de un gran numero de genes puede ser monitoreada de forma simulténea,
comparando sus perfiles en diferentes muestras, combinando técnicas de hibridacion.
Entre las aplicaciones recientes de esta técnica en el campo de la inmunologia
encontramos el monitoreo de cambios en la expresion causada, por ejemplo, en las
citocinas por la inflamacion aguda o crénica de diferente origen, o la comparacion
entre las poblaciones celulares.1®13 Sin embargo, las bajas senales de hibridacion son
dificiles de interpretar; ademas, el costo elevado de los arreglos limita su uso en los
estudios de rutina.

Secuenciacion nucleotidica del ADN



La consecuencia inmediata de clonar un fragmento de ADN es la posibilidad de
secuenciarlo. Conocer la estructura primaria de sus nucledtidos permite una
caracterizacién estructural y funcional de la molécula secuenciada. Basicamente
existen dos métodos para la secuenciacién del ADN, uno quimico y otro enzimatico,
desarrollados desde la década de los 70 del pasado siglo.

En el método quimico de Maxam y Gilbert, el segmento de cadena simple (presente en
multiples copias) se marca radiactivamente en el extremo 5'. La solucién que contiene
al ADN marcado se divide en cuatro porciones, cada una de las cuales se somete a un
tratamiento quimico diferente para romper las moléculas en una sola de las cuatro
bases nitrogenadas.

En la secuenciacion por el método enzimatico, el oligonucleétido iniciador marcado
radiactivamente se aparea con el ADN de simple cadena a secuenciar y se inicia la
sintesis de la cadena complementaria por parte de la ADN polimerasa. La mezcla en la
gue se producird la reaccidn de sintesis se separa en 4 tubos, cada uno de los cuales
contiene, ademas, uno de los nucledtidos terminadores (ddATP, ddCTP, ddGTP o
ddTTP).

Combinando la informacién obtenida con cada una de las cuatro reacciones se puede
inferir la secuencia del segmento completo.

El conocimiento de genes responsables de enfermedades hereditarias hace posible,
mediante secuenciacion, identificar a individuos portadores asintomaticos o en fase
preclinica. La secuenciacion del genoma de determinados agentes biolégicos patdégenos
permite, ademas de comprender los mecanismos de produccién de la enfermedad,
desarrollar nuevos métodos diagndsticos y terapéuticos.?

La denominada "next generation of sequency” o secuenciacion profunda, ha devenido
en tecnologia de avanzada que permitira el genotipaje de alta resolucion de genes con
elevado grado de polimorfismo.1#4/1>

Después de finalizado el Proyecto de Genoma Humano, la alta demanda de
secuenciadores de bajo costo ha elevado el nimero de tecnologias de secuenciacion de
nueva generaciéon con elevado nivel de procesamiento, disponibles en el mercado. Esta
nueva plataforma de secuenciacion tiene un amplio rango de aplicaciones como:
secuenciacion de genoma completo de novo o por resecuenciacion, dianas de
resecuenciacion para deteccion de mutaciones puntuales, perfil de transcriptoma,
investigaciones en microbioma o estudio de regulacién de genes.

El equipamiento puede estar disefiado para aplicaciones orientadas a la clinica con una
capacidad de procesamiento de 10 Mb a 7.5 Gb por corrida hasta 600 Gb por corrida
en los secuenciadores de elevado procesamiento, plataforma atil en el estudio de
secuencias repetidas e incluso de genomas completos

ALGUNAS APLICACIONES DE LA BIOLOGIA MOLECULAR EN EL ESTUDIO DE LA
RESPUESTA INMUNE

Trasplantologia



Se ha utilizado en trasplantologia para optimizar el estudio de la histocompatibilidad de
la pareja donante receptor a través del tipaje HLA por técnicas de oligonucledtidos
especificos de secuencia (PCR-SS0), donde la hibridacién con oligosondas marcadas,
combinado con la utilizacién de anticuerpos contra ese marcaje, permite la
identificacion de las variantes alélicas presentes.'®

La técnica de primer especifico de alelos PCR- SSP introducida por Ollerup emplea
iniciadores conocidos como especificos de alelos o grupo de ellos y la asignacion de
especificidad estd dada por la presencia o ausencia del producto amplificado. Es una
técnica simple, reproducible y de gran poder de resolucion y rapidez, especialmente
util en los aseguramientos del trasplante renal y de medula dsea. ©

Estas técnicas permiten ademas detectar alelos que no se tipifican por métodos
seroldgicos como los correspondientes al DQa, y brinda un panorama mas real del
verdadero polimorfismo del sistema. Como resultado de la aplicaciéon de estas técnicas
se dan respuestas a algunas interrogantes que existian relacionadas con las
asociaciones HLA, enfermedad y al trasplante.'® 7 La secuenciacion profunda por
ejemplo ha devenido en tecnologia de avanzada que permitira el genotipaje de alta
resolucién de genes HLA clase I y II, en los que las ambigliiedades alélicas son el
mayor problema en la tipificacion debido a una cobertura genémica incompleta entre
otros factores. 4 1>

HLA y enfermedad

El genotipo HLA puede asociarse a predisposicién o proteccién de padecer ciertas
enfermedades, frecuentemente de origen autoinmune, cuyo debut y severidad pueden
estar relacionados con mecanismos que vinculan la expresién de determinados genes
que codifican antigenos leucocitarios humanos.

Los primeros estudios sobre HLA y enfermedad se realizaron en relacién con la
propension a padecer enfermedades infecciosas. Teniendo en cuenta la funcion de
estas moléculas en la presentacién antigénica es claro su mecanismo. Otro grupo de
enfermedades se fueron asociando crecientemente, agrupadas fundamentalmente en:
alteraciones inmunoldgicas (inmunodeficiencias, autoinmunidad, alérgicas);
enfermedades metabdlicas, tumores malignos sélidos o hematoldgicos, enfermedades
infecciosas y parasitarias.

Las enfermedades autoinmunes son las mas representadas y muestran una gran
diversidad de asociaciones. Es clasica la asociacion HLA B27con la espondilitis
anquilosante. El 60 % de la base genética para la diabetes mellitus esta asociada a
HLA DR3, DR4 y dependiendo de las poblaciones estudiadas DRB1*0401, DRB1*0301
y DQB1*0602. Otras asociaciones bien establecidas incluyen: enfermedad celiaca
(DQ2, DQ4); narcolepsia (DR2, DRB1*1601,DRB1*1502); enfermedad de Behcet
(HLA-B51/B5), entre otras.!7: 18

La asociacién con enfermedad no solo se ha establecido para los genes HLA sino
también con otros genes involucrados en la respuesta inmune. En la propia
enfermedad de Behget (EB), se vincula con el gen ICAM-1 (del inglés, intracelular
adhesion molécule), gen éxido nitrico sintetasa endotelial, gen de TNF (del

inglés, tumor necrosis factor), entre otros genes relacionados con el grupo de
sindromes autoinflamatorios, como la fiebre mediterrdnea familiar. La reaccién en



cadena de la polimerasa y los estudios a partir de microarreglos han sido de gran
utilidad en el desarrollo de esta area. °

Tolerancia inmune

Un ejemplo elocuente de la integracidon de varias técnicas de biologia molecular en la
investigacién en trasplante y tolerancia inmune, son las realizadas por instituciones
especializadas de Londres y Estados Unidos. Desarrollaron una plataforma cruzada de
biomarcadores para distinguir pacientes receptores tolerantes de trasplante, de
pacientes con funcidn renal estable y pacientes receptores con diferentes grados de
inmunosupresion. Los primeros mostraron un perfil de expresion de genes distintivo. 2°

Se utilizé un microarreglo disefiado para la investigacién en trasplante, que permitié el
analisis de la expresidn diferencial de 4 607 genes en muestras de sangre periférica.
Los resultados de estos ensayos fueron confirmados por el analisis de RT-PCR
cuantitativa de varios genes altamente asociados, incluida la combinacién de genes
que tenia disminuida o aumentada su expresion normal. 20

Para mayor precision se seleccionaron los genes mas distintivos en su capacidad
diagnéstica y se conformd una firma de expresidon génica que identifica
especificamente a los receptores de trasplante renal tolerantes sin uso de
inmunosupresores por al menos 1 afio, con un patréon comun de 8 genes modificados,
relacionados con las células B

(FCRLA, IGHM, IGKV3, EBI2, CD40, BLNK, CD79A, CD79B). Paralelamente a través de
RT-PCR cuantitativa se estudié la expresién del gen Fox P3, que resulté mayor en los
receptores tolerantes al trasplante, lo que refuerza la idea de una actividad reguladora
activa en estos casos.??

Inmunohematologia

Los genes que codifican a la mayoria de los sistemas de grupos sanguineos han sido
clonados. Todos los sistemas de antigenos plaquetarios humanos conocidos se han
caracterizado y difundido en diversas bases de datos, como por
ejemplo:http://www.iccbba.com/page27.htm, http://www.bioc.aecom.yu.edu/bgmut/i
ndex.htm,http://www.uni-ulm.de/flegel/rh/, http://www.ebi.ac.uk/ipd/hpa/. %!

La mayoria de los grupos sanguineos descritos derivan de mutaciones puntuales. La
evaluacion de la deteccion del polimorfismo simple de nucledtido es el método
molecular empleado. No obstante, la aparicién de estos sistemas de grupos sanguineos
también puede ser explicada por fendmenos de conversién génica, eventos de
delecién, duplicaciéon o entrecruzamiento (unequalcrossingover). 2!

Algunas de las areas en las que el diagnoéstico molecular es determinante en
inmunohematologia se relacionan con:

e pruebas prenatales para el genotipaje fetal en madres con anticuerpos
inmunes;

e evaluacién de la cigocidad en padres antigeno D positivos;?2

e tipaje de pacientes recién transfundidos, con anticuerpos antieritrocitarios que
interfieran con la accesibilidad al antigeno, o con manifiestos problemas para la
deteccién seroldgica por discrepancias en los grupos. 2!



Contar con donantes y receptores de transfusién sanguinea completamente
genotipados permite, al realizar la prediccidén seroldégica, menores
posibilidades de aloinmunizaciones y en consecuencia, de reacciones
postransfusionales. Esta ventaja cobra mayor valor al lograr la deteccion de
donantes raros, que facilitan la transfusiéon profilactica en los casos mas
dificiles. 2122

Se ha desarrollado la plataforma tecnoldgica que permite alcanzar estos objetivos a
través del desarrollo de BioChips que utilizan ADN gendmico extraido a partir de
sangre humana para la tipificacion de variantes alélicas de genes que codifican para los
principales grupos sanguineos y antigenos plaquetarios.?? 23

Inmunologia plaquetaria

Los estudios iniciales usando ARNm derivado de plaquetas en la década del 80 del siglo
pasado, involucraron la construccion de librerias de ADNc que identificaban muchos
transcriptos presentes en las plaquetas. El analisis serial de la expresion de genes
(SAGE del inglés, serial analysis of gene expression) y la tecnologia de microarreglos,
han sido utilizados para la caracterizacion, cada vez mas completa, de los trascriptos
plaquetarios, lo que sugiere que entre el 15 y el 32 % de los genes estudiados estan
presentes en plaquetas, incluidos genes involucrados en la respuesta inmune,
consistente con la funcién de las plaquetas en la inmunidad e inflamacion.?*

La preparacion de un panel de plaquetas para determinar la especificidad realizando
exclusién por reactividad, es complejo, pues algunos de estos antigenos tienen una
frecuencia baja de expresién en la poblacion. El desarrollo de una linea celular capaz
de expresar antigenos plaquetarios humanos especificos ha constituido una
metodologia util que ha mejorado las condiciones de sensibilidad y especificidad de los
ensayos. Esto se ha logrado a través tecnologia recombinante con la transfeccion de
los genes de interés. 2°

Inmunodeficiencias primarias

Sin duda, en el area de las inmunodeficiencias primarias las técnicas de genética y
biologia molecular han tenido gran aplicacion ya que han permitido descifrar las bases
estructurales de mas de 160 enfermedades primarias del sistema inmune. Asi, se han
logrado caracterizar alteraciones moleculares que afectan importantes componentes
del sistema inmune, como por ejemplo: los linfocitos, los fagocitos y el complemento.
En los linfocitos se han encontrado alteraciones a nivel del receptor del linfocito T
(TCR), de las moléculas de clase I y II del MHC, de los co-receptores celulares, de las
enzimas citoplasmaticas y de los receptores de citocinas. En el sistema fagocitico se
han encontrado defectos generalmente a nivel enzimatico, mientras que en el sistema
del complemento se han logrado detectar deficiencias de casi todos sus componentes. !

La secuenciacién profunda o "next generation of sequency" constituye una herramienta
util en la evaluacion de la variabilidad de anticuerpos que permitiria predecir la
combinacion de reordenamientos mas probables en el repertorio desarrollado por un
individuo, frente a determinado reto antigénico. Esta informacién es util para evaluar
deficiencias de anticuerpo antigeno especifico, en vacunologia e ingenieria genética,
entre otras multiples areas.'# 15



LAS BASES DE DATOS

Un resultado de la secuenciacion, estudio de la estructura y funcionamiento de los
elementos del sistema inmune es ponerlo a disposicion de la comunidad cientifica. A
estos efectos se han creado multiples bases de datos que resumen la informacién
recopilada, tanto en humanos como para especies de animales, plantas y organismos
inferiores; que permite su estudio, comparacion y manipulacién de forma dptima.

La base de datos de inmunopolimorfismo (IPD del inglés, Immuno Polymorphism
Database:http://www.ebi.ac.uk/ipd/) es un espacio de bases de datos especializadas
relacionado con el estudio de polimorfismo de genes en el sistema inmune. Creado
hace 10 afios, esta integrado por cuatro bases de datos:IPD-KIR, contiene las
secuencias alélicas de los receptores tipo inmunoglobulinas, de la células asesinas
naturales; IPD-MHC, una base de datos del complejo mayor de histocompatibilidad de
diferentes especies; IPD-HPA, aloantigenos expresados solo en plaquetas; e IPD-
ESTAB, que provee un acceso a la base de datos europea de lineas celulares de tumor;
un banco de lineas celulares de melanomas caracterizados inmunoldogicamente.

La base de datos esta incluida en SRS, BLAST y FASTA, motores de blusqueda del
instituto europeo de bioinformatica. Estas y otras bases de datos interconectadas son
herramientas indispensables, que a través de la bioinformatica proveen la mejor y mas
optimizada informacion relacionada con el polimorfismo de secuencia del sistema
inmune a los diversos grupos de investigacion.

Seria interminable el abordaje en sus diferentes perfiles, de la utilidad de las técnicas
de biologia molecular en el estudio de la respuesta inmune y sus aplicaciones en el
desarrollo de mejores alternativas diagndsticas y terapéuticas, como la
farmacogendmica vy la terapia génica, entre otros, para la creciente lista de entidades
qgue incluyen en su etiopatogenia un mecanismo inmune. Sirva esta revision para la
introduccion a este apasionante tema.
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