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Resumen

En este articulo describimos el impacto clinico del sistema
de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) en el tras-
plante de células progenitoras hematopoyéticas (CPH), ya
que las moléculas de este sistema proveen las bases
moleculares del reconocimiento inmunolégico. El trasplan-
te de CPH representa una opcién como ferapia curativa de
ciertas enfermedades hematolégicas malignas, entre ofras.
Desafortunadamente, sélo el 25 al 30% de los pacientes
tendrdn un donador HLA-idéntico, por lo que existe la al-
ternativa de considerar donadores no relacionados HLA-
compadtibles. La determinacién HLA juega un importante
papel en la seleccién de donadores de médula 6sea en el
trasplante. Recientemente se utilizan las técnicas que
involucran el andlisis del dcido desoxirribonucleico), tales
como la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando
Iniciadores de secuencia especifica y con sondas de
oligonucledtidos de secuencia especifica, entre ofras. Estas
técnicas permiten proporcionar una correcta tipificacién HLA.

Palabras clave: Complejo principal de histocompatibilidad,
antigenos leucocitarios humanos, polimorfismo, trasplante.

Abstract

In this article, we describe the clinical impact of HLA system
in hematopoietic stem cell transplantation, because HLA
molecules provide molecular basis for immunologic re-
sponse. Hematopoietic stem cell transplantation can pro-
vide curative therapy for patients with hematologic malig-
nancies, marrow failure states, severe immunodeficiences.
Unfortunately, only 25 to 30% of patients will have a suit-
able HLA genotypically identical sibling donor available to
facilitate transplant therapy thus they have to consider un-
related HLA-matching donors. Histocompatibility testing
plays an important role in the selection of bone marrow
donors for transplantation. Recently, the techniques involv-
ing DNA analysis are used, such as PCR-SSP and PCR-SSOP
and others. This techniques give a correct assignment of
HLA alleles.

Key words: The major histocompatibility complex, human,
leukocyte antigen polymorphism, transplant.
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Introduccion

Un hombre muere a causa del rechazo a un trasplan-
te de corazén; una mujer sufre de incapacidad por
artritis reumatoide; un nifio muere a causa de alguna
inmunodeficiencia; ofro nifio muere a causa de algu-
na neoplasia o desorden hematopoyético. Estos cuatro
escenarios clinicos tienen algo en comun: la causa de
todas ellas involucra de una u otra forma al sistema
de antigenos leucocitarios humanos (HLA de Human
Leukocyte Antigen), la version humana del complejo
principal de histocompatibilidad (MCH de Major Histo-
compatibility Complex). El mal funcionamiento del sis-
tema HLA, el cual estd involucrado en éstos y muchos
otros desérdenes clinicos, es debido al papel del siste-
ma en la respuesta adaptativa, pero también debido a
su complejidad genética.’

El sistema HLA

El sistema HLA se encuentra en el cromosoma 6,
constituido por mds de 200 genes, de los cuales mds
de 40 codifican para antigenos leucocitarios (Figura
1).%74 El resto de los genes no estd relacionado direc-
tamente al sistema HLA; no obstante, si lo estd a su
funcionalidad. Este sistema se divide en tres regiones
(Clase I, 'y lll); muchos de estos genes no estdn in-
volucrados en la respuesta inmune. Los genes HLA
involucrados en la respuesta inmune corresponden a
la regidon |y I, los cuales son estructural y funcional-

Chromosome 6 9 Centromere P
r i 1
Telomere e - "-._H‘Ie‘lomere
Regions B e N e
e 3 .
Class Il | Class | |
HLA class Il gz
regiolg_loci 23
= Qo= <« <o 38 Az 5 3
om om o
B 22 © == ggg&% oo 22 2 =2
HLA class IlI
region loci
HLA class |
region loci
o O w <O
85« < r 22 w
SN 3 = g
==L i ARAEAE i,

Figura 1. Localizacion del sistema HLA en el cromosoma 6.

mente diferentes. Los genes de Clase | estdn consti-
tuidos por dos cadenas polipeptidicas, una alfa o ca-
dena pesada y la cadena beta, la beta 2-microglo-
bulina (B2m), es codificada en el cromosoma 15. La
cadena alfa o pesada estd constituida por cinco do-
minios: dos dominios de unién al péptido (a1 y a2),
otro de estructura de la superfamilia de las inmuno-
globulinas (03), la regién transmembranal (a4) y por
Gltimo la citoplasmdtica (a5) (Figura 2). De los 20
genes de Clase |, tres de ellos, HLA-A, By C, tam-
bién llamados genes clésicos, son los actores princi-
pales de despertar respuesta inmune.

Los genes de Clase Il, codifican para las cadenas
polipeptidicas ay p para las moléculas de Clase Il. La
nomenclatura de estas moléculas consiste en tres le-
tras: la primera (D) indica la clase, la segunda (M, O,
O, P Qo R) la familia, y la tercera (A o B) la cadena (o
y B, respectivamente). Cada una de las cadenas que
constituyen las moléculas de Clase Il, tiene cuatro do-
minios: los dominios de unién al péptido (a1 o B1),
dominio de la superfamilia de las inmunoglobulinas
(a2 o B2), la regién transmembranal, y el dominio
citoplasmdtico.®

Los genes de Clase | estdn expresados por la ma-
yoria de las células somdticas; su nivel de expresién
varia dependiendo del tejido.? En contraste, los genes
de Clase Il son normalmente expresados por un
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Figura 2. Estructura de las moléculas Clase |y Clase II.
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subgrupo de células inmunes que incluyen células B,
linfocitos T activados, macréfagos, células dendriticas
y células timicas epiteliales. En presencia de interfe-
rén-a, sin embargo, otro tipo de células pueden ex-
presar moléculas de Clase Il. La funcién de las molé-
culas, tanto Clase | y Il, es la de presentar péptidos
antigénicos a los linfocitos T, un proceso que inicia con
la respuesta inmune adaptativa.?

Trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
(CPH) o trasplante de médula 4sea (TMO) es en la
actualidad el tratamiento de eleccién de diversas en-
fermedades hematoldgicas, oncoldgicas, congénitas e
inmunodeficiencias,® reservado para aquellos pacien-
tes que no tienen otra posibilidad de tratamiento. El
TMO consiste en la infusién endovenosa de células
progenitoras del sistema hematopoyético en un pa-
ciente con una enfermedad de dicho sistema o con un
céncer. La fuente de progenitores hematopoyéticos
puede ser un donante HLA compatible (alogénico) o
bien del mismo paciente (autdlogo) en patologias ma-
lignas que no comprometen la médula ésea.” En el
trasplante alogénico de médula ésea la compatibili-
dad HLA es una barrera biolégica importante. Las fre-
cuencias alélicas y haplotipicas HLA son utilizadas para
determinar la probabilidad de encontrar un donante
con un fenotipo particular HLAy para predecir el efecto
de diversos esquemas de adjudicacién basados en la
compatibilidad en este sistema.® Técnicamente es po-
sible obtener dichas células progenitoras de la médula
misma mediante puncién y aspiracién repetida del
hueso iliaco’ o bien de la sangre periférica mediante
leucoféresis después de tratar al donante con factores
estimulantes hematopoyéticos,'® también pueden ob-
tenerse de las células contenidas en la sangre del cor-
dén umbilical y la placenta donadas por las madres,
inmediatamente después del parto. Los objetivos del
TMO pueden ser: 1) aportar un nuevo sistema hema-
topoyético y linfético para corregir una patologia, y 2)
rescatar a un paciente oncolégico de altas dosis de
quimioterapia y/o radioterapia.’

El papel del sistema HLA en el trasplante de CPH
Conocido el extraordinario polimorfismo del sistema

HLA, la probabilidad de encontrar dos individuos no
relacionados con antigenos idénticos es muy baja.!?

Por este motivo, se recurre en primera instancia a los
hermanos del paciente. Los genes de un haplotipo HLA
(HLA-A, B, Cw, DR, DQ y DP que se hereda del padre
o de la madre) se transmiten en bloque (los entrecru-
zamientos son muy raros), por lo que el que dos her-
manos sean o no HLA idénticos es una cuestién de
probabilidades (poseen un 25% de probabilidades de
compartir los dos haplotipos y por tanto de ser HLA
idénticos, 50% de compartir un haplotipo y ser HLA
haploidénticos y 25% de no compartir ningtn haploti-
po). Cuando no existe un hermano HLA idéntico, es
necesario recurrir a la poblacién en general; para ello,
existe un registro internacional de donantes tipificados
para Clase | y Clase Il. También es posible realizar
una busqueda familiar ampliada (tios y primos). De
forma prdctica, la estrategia utilizada es la siguiente:
primero se realiza la tipificacién genética de HLA-A, B
y DRB1 de baja resolucién del paciente, sus hermanos
y sus padres. Se considerard que un hermano es HLA
idéntico, y por tanto un donante ideal aquel que com-
parte estos locus. Si no es posible el estudio familiar o
un progenitor es homocigoto, se completa el estudio a
HLA-A, B, Cw y DRB1 de alta resolucién. Se considera
un donante familiar aceptable el que comparte 7 de 8
especificidades.™ Si no tenemos un donante en estas
condiciones es necesaria su bUsqueda en el registro
internacional. Se requieren al menos 7 de 8 compati-
bilidades a nivel de HLA-A, B, Cw y DRB1 a nivel de
alta resolucién (donante aceptable). Si hubiera mds
de 1 donante con las 8 compatibilidades (donante
ideal) se amplia la tipificacién a DRB3, 4, 5, DQB1 e
incluso DPB1. En el caso de biusqueda de unidades de
sangre de cordén umbilical (SCU) tan sélo se tipifica
HLA-A 'y B de baja resolucién y DRB1 de alta resolu-
cién. Un donante ideal comparte 6 de 6 compatibili-
dades aunque se aceptan hasta 4 de 6. Si alguno de
los haplotipos familiares es frecuente (mds del 1%), se
realiza simultdneamente o tras fracasar la busqueda
en el registro internacional una biusqueda familiar
ampliada. Se elige inicialmente la rama de la familia
con el haplotipo menos frecuente ya que la probabili-
dad de encontrarse éste entre los familiares es mayor,
y siempre serd mds posible hallar al azar el ofro que
es mds frecuente en la poblacién general.

Por Gltimo, se estdn tratando de crear las bases que
permitan a los padres tener un hijo HLA idéntico a un
hermano que necesita un TMO. Técnicamente es po-
sible, pero su principal obstdculo es solucionar los pro-
blemas legales y éticos que suscita una eleccién de
este tipo.'*1°
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Figura 3. Comparativo del rendimiento y resolucién de las
técnicas moleculares para tipificacion HLA.

Técnicas para la tipificacion HLA

Es necesaria la correcta tipificacién HLA tanto en el
trasplante de 6rganos sélidos como en el TMO. La
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un
método rdpido y simple para copiar y amplificar se-
cuencias especificas de DNA de hasta 1 kilobase de
longitud. Para utilizar este método es necesario co-
nocer la secuencia de una porcién corta de DNA en
cada extremo de la secuencia grande que se quiere
copiar. Existen varios métodos para una correcta tipi-
ficacién HLA, uno de ellos basado en la utilizacién de
iniciadores de secuencia especifica (PCR-SSP), el cual
maneja una gran flexibilidad en su resolucion (la
determinacioén exacta y precisa del alelo), la especi-
ficidad de los alelos HLA se determina utilizando un
par de iniciadores que puede amplificar uno o varios
alelos. Tiene como ventaja el grado de resoluciéon
pudiendo ser de baja, mediana o alta resolucién, la
desventaja que presenta es que no es un método re-
comendable para grandes volimenes de trabajo por
su tiempo de ejecucién. Otro de los métodos em-
pleados en la tipificacién HLA basado en la utiliza-
cién de sondas de oligonucleétidos de secuencia es-
pecifica (PCR-SSOP), generalmente utiliza iniciadores
especificos de locus para amplificar todas las secuen-
cias alélicas codificadas por un solo locus. Los alelos
especificos o grupos de alelos amplificados son de-
terminados por sondas de oligonucleétidos marca-
das. La ventaja de este método es que pueden ma-
nejarse grandes volUmenes de muestras, por su grado

de automatizacién, recomendado para la tipificacién
HLA en el trasplante de érganos sélidos (Renal), ma-
neja una resolucién mediana, no obstante que pue-
de manejar alta resolucién al utilizar tecnologia de
fluorescencia para su determinacién (Figura 3). Por
Ultimo, otro de los métodos empleados es el que estd
basado en la secuenciacién del ADN; es un método
altamente sensible para la identificacién de alelos Cla-
se |; muchos laboratorios en todo el mundo emplean
este método por su alta resolucién para identificar
alelos para diagndstico e investigacién o bien para la
resolucién de problemas de ambigUedad en la tipifi-
cacién HLA. Existen otros métodos empleados, como
aquellos basados en la utilizacién del polimorfismo
de fragmentos largos de restriccién (PCR-RFLP); sin
embargo, todos estos métodos basados en el uso de
dcidos nucleicos para la tipificacién HLA, suelen ser
répidos, exactos y competitivamente econémicos,
comparados con los métodos serolégicos, tomando
en cuenta el grado de resolucién y precisién en la
determinacién alélica para el trasplante.’®"”
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