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CARTA AL DIRECTOR

Nuevas estrategias de tipificacion HLA para potenciar
los trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas
en Cuba

New HLA typing strategies to promote the hematopoietic
stem cell transplants in Cuba

AL DIRECTOR:

Cuando alrededor de los afios 70 del siglo pasado se comenzd a determinar la
compatibilidad entre el donante y su receptor mediante la tipificacion del sistema de
antigenos leucocitarios humanos (HLA, del Inglés human leukocyte antigens); se
utilizaron anticuerpos policlonales como reactivos de deteccién. Con el desarrollo de la
biologia molecular se sustituyo paulatinamente la serologia por el analisis del ADN.!?

Los métodos de tipificacion HLA por biologia molecular que brindan una informacion
equivalente a la de los seroldgicos se denominan "de baja resolucion". Por otra parte,
los que ofrecen un mayor nivel de detalles y permiten agrupar los alelos que codifican
solo aquellas moléculas HLA con el mismo sitio de unién al antigeno, se conocen como
"de alta resolucién".?

En el Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI), Unico centro en Cuba donde se
realiza la tipificacion HLA como soporte a la actividad de trasplante, se comenzaron a
aplicar rutinariamente las técnicas de biologia molecular de baja resolucion a partir de
enero del 2013 y desde septiembre del 2015 se introdujeron también las de alta
resolucién.*>

El primer método de biologia molecular que se utilizé en el IHI se conoce como
"reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polimerase chain reaction), con
cebadores especificos de secuencia (SSP, del inglés specific sequence primers)"; y se
basa en la amplificacidon selectiva de los genes HLA, los cuales se verifican en una
etapa pos-PCR mediante una electroforesis de acidos nucleicos.®

La PCR-SSP es (til en las tipificaciones HLA de baja resolucion de los donantes renales
vivos o cadaveres y sus receptores, y en la mayoria de los estudios familiares para el
trasplante relacionado de células progenitoras hematopoyéticas (CPH); sin embargo,
un resultado en alta resolucién para el trasplante no relacionado de CPH puede
demorar varios dias con esta metodologia.®
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En marzo del 2017 se introdujo en el IHI otro sistema basado en oligonucledtidos
especificos de secuencia (SSO, del Inglés sequence-specificoligo nucleotides), los
cuales se hibridan de forma complementaria con el ADN humano previamente
amplificado por PCR.”

Las tipificaciones HLA por PCR-SSO en un citdmetro de flujo multiparamétrico tipo
Luminex son mas rapidas que las que se realizan por PCR-SSP. Cuando los /oci
HLA-A-B-C-DRB1-DQB1/Alse expresan en baja resolucion pueden incluirse hasta
19 pacientes simultdneos en una placa de 96 pozos, a diferencia de la PCR-SSP que
requiere de 96 pozos 0 mas para un solo individuo.®8

La tipificacion HLA por PCR-SSO con Luminex tiene como desventaja que es
dependiente de un equipamiento costoso y de sistemas de procesamiento informatico,
ademas de que frecuentemente arroja resultados ambiguos en alta resoluciéon a nivel
alélico, lo que obliga a estimar la mayor probabilidad o a expresar todas las
posibilidades, lo que se conoce como "resolucidon intermedia".®?

Las tipificaciones mediante la secuenciacién del ADN en sistemas tipo Sanger
(SBT, del inglés Sanger based typing), permiten identificar el orden de las bases
nitrogenadas dentro de la region del genoma en que estan codificados los antigenos
HLA.10

Esta metodologia devuelve los resultados en alta resolucién de forma intrinseca y se
considera el método de referencia en la tipificacion HLA. Aunque la SBT también
puede arrojar resultados ambiguos, estos se resuelven con el empleo de cebadores de
secuenciacion especificos de grupo (GSSPs, del inglés group specific sequencing
primers).°:10

La SBT es costosa, por lo que muchos bancos de sangre de cordén umbilical o
registros de donantes voluntarios de CPH suelen determinar inicialmente los /oci
HLA-A-B por baja resolucién y el locus HLA-DRB1 por baja o alta. En los casos en que
se encuentran individuos compatibles, primero se expanden las tipificaciones
aHLA-C-DQB1 y si también hay coincidencias es que se indica la SBT.10

La verdadera revolucion en el campo de la tipificacion HLA ha llegado en los ultimos
anos con el avance de los sistemas secuenciacion de proxima generacién (NGS, del
inglés Next Generation Sequencing).

Esta metodologia se basa en una secuenciacién masiva y paralela del ADN y en
programas bioinformaticos especializados que determinan el resultado final por
comparacién con las bases de datos de alelos prestablecidas.!!

Aungue los equipos de NGS tienen un precio elevado, el costo por cada determinacion
es minimo. Este sistema también supone un ahorro financiero y de tiempo, porque
devuelve de forma inicial los resultados en alta resolucién y hace innecesario emplear
primero otro método.!%1?

Algunos estuches para NGS permiten tipificar en el mismo pozo de reaccion el HLA de
96 pacientes!!!? e incluso otros alcanzan las 300 muestras simultdneas, mas la
determinacion del sexo y de genes como CCR5, KIR, ABO y RhD, que son de interés
por su impacto en el resultado de los trasplantes de CPH.13

La NGS seria actualmente el sistema de eleccion para desarrollar en Cuba el
trasplante alogénico no relacionado de CPH, porque permitiria crear en poco tiempo
un registro cubano de donantes y brindaria la capacidad de tipificacion que necesita
un banco de sangre de corddn umbilical.?'?
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La introduccién de un secuenciador de tipo NGS también potenciaria el estudio de las
inmunodeficiencias primarias (IDP), de los trastornos de la coagulacién y de las
hemopatias malignas. Con esta tecnologia se podrian secuenciar miles de genes por
paciente y luego analizarlos en el contexto clinico para llegar a un diagnéstico mas
preciso.1/14

Los grandes avances tecnoldgicos en el campo de la biologia molecular ya no ocurren
en décadas, sino en meses; incluso, cuando se publique esta carta, pudieran estar
disponibles otros métodos revolucionarios aplicables también a la tipificacion HLA,
como el sistema basado en nanoporos MinION.1>:16

MinION es un dispositivo portable que pesa solo 90 g y se conecta a una computadora
por un puerto USB 3.0. Puede secuenciar en tiempo real segmentos de acidos
nucleicos de gran longitud sin necesidad de amplificacién previa de la molécula. Su
atractivo radica en la portabilidad, en el bajo costo por base nitrogenada secuenciada
y en la rapidez con que se obtiene el resultado.!>16

Las estrategias de tipificacion HLA para potenciar el trasplante de CPH en Cuba
deberan basarse en la experiencia acumulada en este campo a nivel mundial,
incorporando directamente las tecnologias mas modernas y eficientes, lo que
permitiria a corto plazo alcanzar la meta deseada: salvar la vida de los pacientes.
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