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L atecnologia conocida como de “ Biologia Molecular” ha penetrado aspectos tan
importantes del trasplante de organos sdlidos en las Ultimas décadas que en la actudidad
forma parte de los métodos de uso habitua en &reas clave como es d estudio de
histocompeatibilidad, la monitorizacion del injerto y d diagndstico de complicaciones,
particularmente lasinfecciones viraes.

El gran potencid de estatecnologia, capaz de analizar DNA, RNA 'y proteinas, las
macromoléculas de mayor contenido informeativo de nuestras cdlulas, ha favorecido €

que se intente aplicar atodos los aspectos relacionados con € trasplante: desde la
seleccion del érgano donante, hasta la orientacion de lainmunosupresion en un &ea
conocida como farmacogendmica, pasando por laimportante monitorizacion del injerto,
queincluye e diagndstico precoz de rechazo y complicaciones infecciosas, y més
raramente neoplésicas.

Evidentemente, en muchas de estas areas |0s trabgj os realizados hasta la fecha son de tipo
experimental, con € objetivo de evduar mecanismos de enfermedad, y son una minoria
los que se traducen en resultados incorporables ala practicamédica. Al ritmo que ha
evolucionado la tecnologia molecular, se hace muy dificil aventurarse a pronogticar qué
aplicaciones seran incorporadas d mang o de los pacientes trasplantados. Estamos en
unafase expansiva de acopio de informacidn sobre los fendmenas biol 6gicos subyacentes
a trasplante de érganos, y es previsible que muchos de estos detal les moleculares acaben
sendo relevantes ala préctica médica, una vez que pasen a una fase de amplificacion,
con integracion de datos criticos.

L atecnologia molecular la solemos clasificar segiin la macromol écula estudiada:

- d andidgsdd DNA, moléculaestable y facilmente asequible, con técnicas no invasivas,
ha encontrado una aplicacion fundamenta en histocompatibilidad. Unavez conocidaslas
secuencias de |os genes codificantes de |os antigenos de histocompatibilidad, se ha
impuesto @ genotipado de donante y receptor con procedimientos basados en la
amplificacion de DNA por reaccion en cadena de lapolimerasa (PCR). Ademas, las
técnicas moleculares han permitido extender € andiss de la competibilidad donante
receptor mas ala de los antigenos principales, y se ha podido investigar € pepd de otras
proteinas, como las moléculas de adhesidn, por gemplo, en larespuestainmune a 6rgano
tragplantado. También e diagndstico de complicaciones infecciosas en @ paciente
inmunosuprimido se ha beneficiado muchismo de laimplantacion de técnicas
moleculares. De hecho, una de |as pruebas moleculares més demandada en € paciente
trasplantado es e diagndstico precoz de infecciones por virus conocidos patdgenos en
este grupo de pacientes, como e CMV y & HCV, y otros de més reciente interés como
EBV, virus BK, y herpesvirus 6 y 8. En su mayoria, se trata de virus DNA, que pueden
ser detectados por PCR directamente en suero y oring; dgunos, como HCV, son virus
RNA que precisan lasintesis de cDNA previaalaamplificacion por PCR.

Dado que & genoma humano es bastante variable entre individuos, lariquezade
polimorfismos de DNA ha sido una fuente importante de estudios sobre € trasplante de
organos sdlidos, en busqueda de asociaciones de interés prondgtico. En la Ultima década
han prodigado estudios de asociacion en los que se ha descubierto agun delo deriesgo




relevante paralafuncion dd injerto. Desgraciadamente, no todos |os estudios son
reproducibles, y las conclusiones en muchos casos no pueden generalizarse a otras
poblaciones ni estén cerca de incorporarse en latoma de decisiones en lapréctica. A
medida que la tecnologia ha posibilitado andizar miltiples polimorfismosalavez, se

esta empezando a gplicar un rastreo en paralelo de muchas regiones del genoma, en
blUsqueda de asociaciones de mltiples polimorfismos y haplotipos con la funcién de
injerto.

- d andissdd RNA, molécula representativa de la actividad de los genes, requiere la
obtencion de muestras con células que expresen dicho gen. Aunque laevauacion dela
expresion genica en sangre periférica o cdulas del sedimiento urinario puede ser
informativa sobre dgunos eventos en curso en € injerto, lamayoria de los trabgos de
estudio dd RNA se centran en d andisis de células dd trasplante, bien obtenidas por
puncion aspiracion con agujafing o mediante biopsiade injerto.

También en este campo, en un principio se estudiaban genes concretos, de uno en uno,
con métodos sensibles adecuados ala escasez del materia de partida, general mente por
transcripcidn reversa seguida de PCR (RT-PCR). Mas recientemente, se ha desarrollado
e andiss globd de laexpreson génica, con € uso de micromatrices de DNA (DNA
arrays o chips), que facilita unamedicion del nivel de actividad de cientos, mileso
decenas de miles de genes, en busgqueda de perfiles de expresidn que se correlacionen con
lafuncidn del injertoy € prondstico.

Un desarrollo importante en la cuantificacion de la expreson génicahasdo la
incorporacion de fluorocromos que permiten detectar la dbundancia de lasefid d mismo
tiempo que esta ocurriendo la amplificacion por PCR, modalidad conocida como PCRen
tiempo red. Edtavariante de cuantificacion del RNA (previamente convertido en cDNA)
es mucho més sencilla de implementar que € andisstipo Northern o ensayo de
proteccion de RNasg, y € procesado informético de la sefid hace que se puedan derivar
parametros cinéticos de la amplificacion que se correracionan bien con la cantidad de
moléculas de partida.

- @ andiss de proteinas, moléculas responsables de gecutar lafuncion génica, que estan
sometidas a sofisticados procesos de regulacion post-transcripciona. Uno de los
resultados sorprendentes de la secuenciacion del genoma humano fue constatar que no
existen en nuestro genoma tantos genes como se podria predecir basandose en la
complgidad de funciones de nuestro organismo. La variabilidad introducida anivel de
splicing dd mRNA y modificaciones postraduciona es resulta en miltiples variantes

protei cas codificadas por un mismo gen, 1o que explica en gran medida que no haya que
invocar tantos genes independientes como se habia caculado previamente. El western
blot y lainmunohistoquimia han gportado muchismo d trasplante de 6rganos, tanto en
conocimiento de los fendmenos bésicos implicados, como en gplicaciones diagndsticas.
Ambas técnicas dependen de la existencia de anticuerpos Utiles para el propésito del
estudio. Las técnicas moleculares han facilitado enormemente @ desarrollo de
anticuerpos, ya que no se hace necesario purificar un antigeno que puede ser muy escaso
en tglidos, Sno que se puede producir la proteina recombinante a partir del conocimiento
del DNA quelacodifica. Con €lo, disponemos en la actudidad de unagran gamade
anticuerpos contra proteinas predecibles a partir del conocimiento del genoma.
Recientemente, se ha empezado a explorar d set completo de proteinasdelacdula
(proteoma), y se espera que laidentificacion de proteinas concretas por espectrometria de




masas contribuya mucho a desarrollar conocimientos practicos importantes del trasplante
de 6rgano sdlido.



