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HLA-G y su funcion en trasplantes de 6rganos sélidos

HLA-G and its role in solid organ transplants

Jorge Andrés Becerra Romero

RESUMEN

El trasplante de érganos sélidos se ha
considerado el fin dltimo para algu-
nas enfermedades crénicas en estadio
terminal, sin embargo, las incompati-
bilidades del HLA entre el donante y
el receptor pueden permitir que la alo-
respuesta se convierta en nociva para
el 6rgano trasplantado, respuesta que
puede ser tanto innata como adaptativa.
Se ha identificado el HLA-G como una
molécula natural inductora de toleran-
cia® principalmente en el embarazo y
se considera una molécula del HLA cla-
se I no cldsico, sin embargo, comparte
algunas caracteristicas estructurales con
el HLA clasico. Los genes HLA-G se
caracterizan por tener un limitado po-
limorfismo y una distribucién celular y
tisular restringida al trofoblasto fetal y
células del epitelio timico entre otras.La
busqueda persistente de la tolerancia en
los trasplantes de érganos ha permitido
un estudio especifico del HLA-G, como
posibilidad terapéutica para aumentar
la sobrevida tanto de los injertos como
de los pacientes trasplantados, es por tal
motivo que se realiza una revisién en di-
cha molécula para estimular la investiga-
ci6n y entendimiento de sus funciones.

PALABRAS CLAVE: antigeno
leucocitario humano G; trasplante de
6rganos; sobrevida

ABSTRACT

Solid organ transplantation has been
considered the ultimate goal for some
end-stage chronic diseases, however,
HLA incompatibilities between the
donor and the recipient may allow the
alloresponse to become deleterious
for the transplanted organ, a response
that can be both innate and adaptive.

HLA-G has been identified as a
natural tolerance-inducing molecule
(28) mainly in pregnancy and is
considered a non-classical HLA class
I molecule; however, it shares some
structural characteristics with classic
HLA. HLA-G genes are characterized
by having a limited polymorphism
and a cellular and tissue distribution
restricted to the fetal trophoblast and
thymic epithelial cells, among others.
The persistent search for tolerance in
organ transplants has allowed a specific
study of HLA-G, as a therapeutic
possibility to increase grafts and
transplant patient’s survival; for this
reason we carried out a review of this
molecule to stimulate research and
understanding of its functions.

KEYWORDS: human leukocyte
antigen G; organ transplant; survival

INTRODUCCION

El HLA-G estd relacionado con
la induccién de tolerancia materno-
fetal. Se localiza en el trofoblasto
extravelloso favorecido por la IL-10,
que participa en la produccién de
citoquinas por parte de los macréfagos
de la interfase. ®¥ Es capaz de inhibir
la actividad de las células NK de los
leucocitos de la decidua y disminuir
los linfocitos T citotéxicos durante la
respuesta de proliferacién de células T
en la reaccién primaria alogénica."?

El locus del HLA-G fue descrito
inicialmente en el citotrofoblasto
extravelloso de la interfase materno

fetal por Geraghty en 1987,
denominado como HLA-6.0. El
HLA-G inicialmente se localizé

en la regiéon 6p21, muy cerca del
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HLA-A (Figura 1). Este se identific6 durante una
investigacién de genes similares de la clase Ia. Para
ello, clonaron el DNA genémico que codificaba
para un gen clase I (que no codificaba para HLA-A,
-By C) localizado en el fragmento de restricciéon de
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6.0 kb, generado por la enzima Hind-III. Este gen,
tenfa homologia con el HLA-A y B, excepto en la
ausencia del exén 7, con un coddén de terminacién
en la regién citoplasmdtica en el exén 6.1
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Un locus similar denominado CMH-G, La secuencia y estructura del gen HLA-G muestra

también se ha identificado en primates no
humanos, tanto en esta era como en épocas
pasadas,” sin embargo, no se ha encontrado una
estructura similar por fuera de los primates.

El HLA-G es una molécula clase I no cldsica
(Ib) que adopta 7 isoformas, 4 se encuentran
ligadas con la membrana (HLA G1,-G2,-G3,-G4)
y otras 3 formas son solubles (HLA-GS5, -G6,-G7)

y tienen en comun el dominio extracelular alfa 1.

Figura 2. Locus del HLA-G y

sus isoformas

-
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gran homologia con la de los genes HLA clase I

cldsicos con 3 dominios alfa, a, a,y a, asociados

covalentemente con la 82 microglobulina. Tiene
8 exones, 7 intrones y la regién 3’UTR, pero a
diferencia de los genes anteriores, presenta un
codén de parada en el exén 6, lo que genera una
proteina mds corta comparada con las moléculas

cldsicas del HLA clase . (Figura 2)
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Las principales caracteristicas que diferencian

HLA-G1
HLA-G2
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Carosella, Rouas-Freiss, Tronik-Le Roux, et 4/., 2015V
- Colas citoplasmadticas cortas
-Modulacién a la  respuesta inmunoldgica

al HLA- G de los genes del HLA cldsicos son:®

- Variabilidad proteica limitada

- Splicing alternativo que genera varias isoformas
solubles
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HLA-G y trasplante de érganos

Perspectiva histdrica

El suefio de los trasplantes es uno de los mds
antiguos de la humanidad, evidenciados a través
de la historia como parte de la mitologia en cada
una de las civilizaciones existentes,“? sin embargo,
no es hasta principios del siglo pasado, con el
perfeccionamiento en la técnica de anastomosis
vascular lograda por el Dr. Carrel, ademds del
uso de nuevos materiales de sutura, lo que le
valié un nobel de Medicina en el afio 1912, y el
desarrollo de mecanismos supresores del sistema
inmunoldgico en trasplantes de érganos y células
hematopoyéticas entre sistemas inmunes no
idénticos®” lo que permitié el advenimiento de la
era de los trasplantes con la efectividad que estos
requerian.

Hoy, el trasplante de 6rganos, incluido el
trasplante de rindn, es considerado un estdndar
de tratamiento para los pacientes con enfermedad
renal crénica.®®

El primer trasplante en humanos conocido
fue el realizado por el Dr. Yurii Voronoy en
1933, para lo que uso un érgano de un donante
cadavérico con grupo sanguineo B y el receptor
era una mujer con falla renal por intoxicacién con
mercurio con grupo sanguineo O;%¢ el rindn de
manera inicial produjo orina y luego de manera
riapida y progresiva se torné negro y perdié su
funcién lo que se presume fue ocasionado por un
rechazo temprano,”” sin embargo, no fue sino
hasta 1954, en Boston en el Peter Bent Brigham
Hospital, que un equipo liderado por el Dr. Joseph
Murray realizé el primer trasplante alogénico
exitoso entre hermanos gemelos. Se realizé con la
ayuda de la radiacién corporal total mds el uso de
corticosteroides bloqueando de manera completa
la respuesta inmunoldgica, con una excelente
sobrevida, lo que proporcioné un dnimo adicional
al grupo permitiéndoles en los meses posteriores
trasplantar 11 individuos usando donantes tanto
vivos como cadavéricos y reportando sobrevidas
hasta de 5 meses con el injerto funcionante.

Desde la década de 1940 a la de 1950 la
inmunologfa tuvo avances muy importantes, bajo la
tutela de Owen con la caracterizacién de la memoria
inmunolégica y el descubrimiento de que en
terneros gemelos no monocigotos que compartian
la misma placenta, se permitia, durante la fase
fetal, el intercambio de células hematopoyéticas,
desarrollando tolerancia antigénica, evidenciada
mediante tolerancia en injertos de piel trasplantados
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entre ellos,®”" mientras que el Dr. Peter Medawar,
profesor de zoologia en Glasgow, quien ganaria
también el Premio Nobel de Medicina en 1960,
fue capaz de permitir la tolerancia inmunoldgica
en ratones que eran expuestos a antigenos extrafos
in dtero, ingresando en el estudio también del
rechazo y generando las bases para el estudio de los
inmunosupresores.®?

En 1958, un aloantigeno presente en los
leucocitos humanos fue identificado y descripto de
manera inicial como “MAC”, luego denominado
HLA A2 por Jean Dausset y Jon Van Rood,
identificado mediante anticuerpos de mujeres
multiparas o pacientes politransfundidos, que eran
capaces de desarrollar una respuesta inmunoldgica
en la mayoria, pero no en todos los casos, a los
antigenos que eran expuestos, determinando asi
un sistema polimérfico de antigenos sobre los
leucocitos humanos, lo quelevalié un premio Nobel
en 1980, junto con Snell and Baruch Benacerraf,
predecesores en su trabajo de investigacién.“”

La importancia del componente humoral
en el rechazo hiperagudo (el cual se produce
en los minutos siguientes al declampeo del
6rgano trasplantado, secundario a la presencia de
anticuerpos preformados en el paciente receptor
frente aantigenos HLA del donante® fue enfatizada
por Kissmeyer-Nielsen en 1966, quien describié los
efectos deletéreos de los anticuerpos preformados
en el injerto®y en 1975 Lafferty y Cunningham
describen la  “hipétesis de las dos sefales”
demostrando la relacién fisiopatolégica entre las
subclases de los linfocitos T: una primera sefal
humoral generada por la presentacién antigénica
a las células T Helper (CD4+) y una segunda
sefial humoral, las citoquinas (interleuquina 2,
interferdn, factor de necrosis tumoral alfa y beta)
de estas células a las células T y B efectoras.®

A través de la vida, nuestro sistema inmune se
encuentra expuesto a un sinndmero de segmentos
de patdgenos que permiten el desarrollo de un
gran repertorio de células T de memoria especifica,
que pueden reclutar de manera rdpida elementos
del sistema inmunoldégico para eliminar el
organismo identificado como cuerpo extrano. Esta
organizacién en la reactividad celular mediada por
células T depende de una interaccién exquisita
entre el receptor de células T (TCR) y el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) detectando
los péptidos derivados de patégenos bajo las
directrices del principio restrictivo del CMH,*? sin
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embargo, dicho principio es eliminado por células
T especializadas que son capaces de reaccionar
directamente contra moléculas del CMH extranas de
un individuo no relacionado (alogénico) mediante
la via de la reactividad cruzada del TCR.“®

En los trasplantes de 6rganos sdlidos
en humanos, se requiere de una adecuada
compatibilidad entre el sistema de antigenos
leucocitarios humanos (HLA) entre el donante
y el receptor, ademds de un adecuado régimen
inmunosupresor, con el fin de disminuir al
méximo los efectos destructores del sistema
inmunoldgico sobre el érgano recién trasplantado.
De manera simultdnea, existe una activacién del
sistema inmune adaptativo mediado por células T,
quienes de manera directa o indirecta, son capaces
de reconocer el HLA extrano, generando asi una
respuesta al estimulo antigénico, logrando ser
cinéticamente rdpida, fuerte y suficientemente
eficiente, y capaz de amplificar de manera
potencial el dafo al injerto alogénico,” lo
que se conoce como aloreconocimiento; sin
embargo existen pocos estudios respecto de la
compatibilidad entre donante/receptor en el
HLA-G, a pesar de que este sea reconocido como
una molécula presentadora de péptidos, como lo
hacen moléculas cldsicas del HLA.“9
Complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH)

El complejo mayor de Histocompatibilidad
se describi6 en trasplantes de tejidos mucho antes
de aclarar su estructura y las funciones de sus
moléculas. En el humano se descubrié buscando
moléculas de la superficie celular de los sujetos que
fueran reconocidas como extrafias por otros sujetos,
especificamente por anticuerpos definidos, estas
moléculas se denominaron antigenos leucociticos
humanos (HLA).

Los loci del CMH contienen tres tipos de
genes polimérficos del complejo, los genes de la
clase I y de la clase II, que codifican dos grupos
de proteinas homoélogas, pero con estructuras
diferentes, estos genes son los mds polimérficos
presentes en el genoma de cualquier mamifero. Los
locus de la clase III del CMH se refieren a los genes
que codifican moléculas diferentes a las moléculas
que presentan péptidos; este término no se usa de
manera habitual, por lo que en esta monografia nos
referiremos exclusivamente a los genes de la clase I
y clase II.
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Estas variaciones en las moléculas del complejo,
que son responsables del polimorfismo, se deben a
la herencia de diferentes secuencias de ADN, as{
los aminodcidos polimérficos de las moléculas del
CMH determinan la especificidad de la unién
al péptido y del reconocimiento del antigeno
por el linfocito T; de manera filogenética se ha
considerado que dicho polimorfismo pudo haber
evolucionado porque asi se asegura que existan
individuos capaces de enfrentarse a la diversidad
de microbios, protegiendo a las poblaciones de
las infecciones emergentes. Los genes del CMH
se expresan de forma co-dominante en cada
individuo, es decir, cada individuo expresa los
alelos que hereda de cada uno de los progenitores,
maximizando asi, el nimero de moléculas del
CMH disponibles para unirse a péptidos que
puedan presentar a los linfocitos T.%

En los seres humanos, el CMH se localiza
en el brazo corto del cromosoma 6 y ocupa un
gran segmento de ADN, que se extienden unas
3500 kilobases. Existen tres genes de la clase I del
CMH denominados HLA-A, HLA-B, HLA-C
que codifican tres tipos de moléculas del HLA
con los mismos nombres, y existen tres loci de la
clase II del CMH denominados HLA-DP, HLA-
DQ, HLA-DR, los cuales son considerados como
cldsicos, sin embargo, existen otros no cldsicos a los
cuales no me referiré. Cada molécula de la clase II
del complejo estd compuesta por un heterodimero
de polipéptidos a y b y cada locus del DP, DQ y
DR contiene genes separados designados A o B,
que codifican las cadenas a y b respectivamente en
cada copia del cromosoma 6.

Las moléculas de clase I se expresan en casi todas
las células nucleadas, mientras que las moléculas de
clase II se expresan sélo en las células presentadoras
de antigeno como son células dendriticas, linfocitos
B, macréfagos y células endoteliales.

Estructura genética del HLA-G

El gen del HLA-G presenta una estructura
que se asemeja a los genes del HLA cldsico, con
el desarrollo de proteinas de membrana y con los
mismos dominios extracelulares del HLA clase I
incluida su asociacién con la -2 microglobulina,
sin embargo, su principal funcién no es la
presentacion antigénica.

Su estructura a nivel de exones e intrones no se
encuentra adecuadamente definida, y por ende no
existe un acuerdo de la localizacién exacta donde
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inicia la transcripcién del HLA-G, se presume
que esta inicia 866 nucledtidos corriente arriba
del ATG inicial, sin embargo dada la informacién
contradictoria que se encuentra en la literatura es
posible que se encuentren mualtiples sitios de inicio
de la transcripcién dependiendo de la presencia de
factores especificos.®

Expresiéon del HLA-G

El HLA G es expresado como una proteina
soluble unida a membrana, esta expresién estd
especialmente restringidaala interfase materno fetal
en el citotrofloblasto materno-fetal, en la placenta
y en el amnios, sin embargo, se ha encontrado en
adultos sanos en timo, cérnea, células epiteliales
bronquiales, pdncreas y diferentes tipos de células
como las progenitoras mesenquimales, precursores
endoteliales y eritroides. Dicha proteina también
se ha identificado en liquidos corporales como
plasma, liquido cefalorraquideo, liquido pleural y
esperma.®

Sin embargo, el gen del HLA-G no se
encuentra activo en todos los tejidos; su expresion
se encuentra inducida por ciertas moléculas como
progesterona,’ y depende de la combinacién de
diferentes factores entre los que se cuentan factores
de transcripcién, miRNAs y factores ambientales.

Algunos factores secretados localmente en la
placenta y por algunos tumores pueden modular
la transcripcién y la expresién de las proteinas
del HLA-G en los trofoblastos yen las células
sanguineas mononucleares, de esta manera
algunos factores de crecimiento y citoquinas pro
o antiinflamatorias como IL-1f, IL-10, IFN-
o,-B,-Y, IFN-y son capaces de regular de manera
positiva la expresién génica de HLA-G, al igual
que los glucocorticoides, B-estradiol, progesterona
y prolactina, y se ha encontrado un efecto de
regulacion negativa en condiciones de hipoxia.®

En cuanto al miRNAs, se ha demostrado que
sobre la familia compuesta por los miRNAs- 148a
(miR-148a), miR-148b y miR-152, al modificar
la regién 3’ se permite una regulacién negativa
con consecuencias funcionales evidenciadas en la
Colestasis del embarazo, pre-eclampsia, al igual
que en tumores renales, gdstricos, pulmonares, de
seno y colorrectales.®

Polimorfismo del HLA-G
El polimorfismo de la molécula HLA es

el resultado de un largo proceso de evolucién
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a lo largo de miles de millones de anos como
consecuencia de la presién evolutiva ejercida por
agentes infecciosos. Para generar este elevado
polimorfismo, la molécula HLA ha utilizado
diferentes mecanismos que contribuyen a formar
nuevos alelos.

A diferencia del HLA clésico, el polimorfismo
del gen del HLA-G es limitado, solamente se
han encontrado 88 alelos que codifican para
s6lo 26 proteinas, y se han encontrado un total
de 33 wvariaciones nucleotidicas, encontrando
que G*01:05N (el cual presenta una delecién de
citosina en el ex6n 3) y G*01:13N (presenta un
coddén de parada en el exén 2) son considerados
como “nulos”.

Algunosson resultados de mutaciones puntuales
y otros proceden de la combinacién de secuencias
completas entre diferentes alelos, bien mediante un
proceso de recombinacién génica o por conversion
génica, segtin el cual una secuencia es reemplazada
por otra semejante de un gen homdlogo. La
recombinaci6n entre alelos del mismo locus parece
ser el mecanismo mds frecuentemente utilizado
para la creacién del polimorfismo y asi, muchos
alelos diferentes pueden proceder de procesos de
recombinacién repetidos a partir de un pequeno
nimero de genes ancestrales. La existencia de este
proceso evolutivo apoya que el polimorfismo es
esencial para los antigenos de histocompatibilidad.

En la regiéon genética del HLA-G pueden
ocurrir variaciones a nivel genético producidas por
sustituciones de bases o SNP (single nucleotide
polymorphism) que pueden dar lugar a cambios en
el tipo de aminodcido que constituye la proteina
HLA-G o incluso deleciones que ocasionan un
desplazamiento en la pauta de lectura.

La regién promotora del HLA-G es tnica entre
el resto de los HLA. Se han encontrado cerca de
30 SNP en esta region, en el extremo 5’UTR. Esta
regién estd localizada 1.5 Kb antes del inicio de la
transcripcién del HLA-G.*”)

La regién promotora del HLA-G contiene
multiples elementos regulatorios cis, por lo
tanto, los polimorfismos de esta regién pueden
afectar la unién de factores nucleares o factores
de transcripcién a la regién regulatoria y al sitio
de inicio de la transcripcién, viéndose afectada
la eficiencia en la regulacién transcripcional
del HLA-G vy afecta los niveles de expresién de
HLA-G soluble.

Existe un fuerte desequilibrio de enlace en
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la zona del promotor del gen HLA-G. Debido a
esto, es posible realizar una asociacién entre un
determinado haplotipo del HLA-G (que contiene
muldples SNP) y los abortos a repeticién, entre
otras patologfas, incluida la mayor tasa de rechazo.”

También, se ha visto un fuerte desequilibrio
de enlace entre los polimorfismos que ocurren en
el promotor 5’"UTR con las variantes de la regién
3" UTR, las cuales se asocian con cambios en la
estabilidad del ARNm.%

Polimorfismos en el exdn 1: el exén 1 codifica
para el péptido lider (secuencia de aminodcidos
implicados en el traslado de las proteinas) el cual
tendrd importancia en la expresién y estabilidad del
HLA-G. Estos cambios en el tipo de aminodcidos
del péptido lider del HLA-G (residuos 3-11),
podrian implicar fallos en el HLA-E.

Polimorfismos en el ex6n 2: el ex6n 2 codifica
para el dominio a1l de la molécula de HLA-G. Se
han detectado un elevado niimero de mutaciones
en este exén. Algunas estdn muy conservadas
evolutivamente y por ende se presume que ese
locus es funcionalmente esencial. El codén 31 es
responsable de formar la hendidura de presentacién
de antigenos y exhibe un mayor grado de variacién
en la secuencia de nucledtidos que el resto de las
regiones, aunque algunas posiciones de esta regién
deben mantenerse conservadas. El polimorfismo
del codén 31 define el alelo HLA-G*0103.

Otras variaciones en el exén 2, dominio a1,
podrian tener repercusién en la funcionalidad de
la proteina HLA-G. Los residuos 76-80 de este
dominio interactian con los receptores inhibidores
KIR2DL4 de las células NK, llevando a cabo la
funcién de inmunosupresién del HLA-G. Debido
a ello, se piensa que esta zona concreta del exén
2 evolucioné hasta ser una regién constante y sin
polimorfismos.

Polimorfismos del ex6n 3: la mayoria de las
mutaciones puntuales de la molécula de HLA-G
en la poblacién sana estdn descritos en el exén 3,
que codifica para el dominio a2. A pesar de la
elevada cantidad de variaciones encontradas, las
que tienen mds importancia en la transcripcidn,
la conformacién de la molécula HLA-G y su
expresion superficial son:

- Codén 93: la sustitucién de la tercera base
(CAC por CAT) origina una sustitucién sinénima
de histidina por histidina.

- Las cisteinas de los codones 101 y 164
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- Codén 107: ocurren varias sustituciones. Una
de ellas es el cambio del codén GGA por CGA o
AGA, con un cambio de glicina por arginina y
afecta la unién del HLA-G al receptor TCR-CD8
de los linfocitos T.

- Codén 110: ocurre un cambio en la primera
base del codén CTC por ATC, que provoca
sustitucién del aminodcido leucina por isoleucina.
Este polimorfismo estd muy conservado y no se
afecta la estructura tridimensional, la polaridad
del HLA-G ni las funciones de interaccién con el
sitio de unién al péptido o los receptores de los
linfocitos T.

- Codén 130: ocurre una delecién de una
citosina en la posicién 1597 que origina el alelo
nulo HLA-G*0105N. La delecién del alelo puede
generar un codén stop en el codén 189 (GTG
por TGA), en el exén 4, de manera que se crean
isoformas incompletas y no hay secrecién de la
isoforma HLA-GI1 o la soluble HLA-G5. Se sabe
que la delecién 1597C no afecta a otras isoformas
unidas a membrana como las HLA-G2 y -G3 ni a
las isoformas solubles HLA-GG6 y -G7 ya que, por
fraccionamiento alternativo, no tienen el exén 3,
dominio 02, y no se ven afectadas por la delecién ni
por el corrimiento de aminodcidos. Estas isoformas
truncadas son funcionales y pueden reemplazar en
determinados aspectos a las isoformas completas
del HLA-G. Pueden proteger del ataque de las
células NK por interaccién del dominio a3 con
el receptor inhibidor ILT2 o por interaccién del
dominio al con el receptor inhibidor KIR2DL4
de las células NK.

Polimorfismos en el exdn 4: el exén 4 codifica
para el dominio a3, el cual es constante debido a las
funciones de interaccién con la 2 microglobulina,
a pesar de ser una zona muy funcional se han
detectado cambios de bases que afectan al
reconocimiento y unién del HLA-G al CD8 de
los linfocitos T, generando nuevos alelos, como el
caso del codén 258, con cambio de treonina por
metionina y origina el alelo HLA-G*0105.

Polimorfismos en el ex6n 8 (regién 3'UTR):
la regién 3'UTR contiene varios elementos
reguladores, incluyendo sefiales de poliadenilacién
que regulan la expresién temporal y espacial de
ARNm. Existen 8 posibles polimorfismos en
esta regién y tienen que ver con la estabilidad
en la transcripcién del HLA-G. Pueden afectar
la unién de determinadas proteinas al ARNm
como el metabolismo, estabilidad, procesamiento,
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localizacién subcelular, control transcripcional y
patrén de fraccionamiento del transcrito.

Ademis, basados en la base de datos del
proyecto 1000 genomas, se determiné la mayor
frecuencia a nivel global de las regiones codificantes
del HLA-G siendo la mds frecuente G*01:01
(60.9% de la poblacién estudiada), seguida por
G*01:04 (17.3%), G*01:05N (3.3%), G*01:06
(2.8%), G*01:03 (1.1%).” Sin embargo, estas
frecuencias también dependen de la distribucién
geogrifica, encontrando por ejemplo, que el alelo
G*01:05 se encuentra mas frecuentemente en Irdn,

Figura 3. Evolucién del HLA-G

. 45 40
en humanos y primates

Castro et al., 200019

Por lo tanto, parece que la evolucién ha
trabajado para conservar la funcién del HLA-G
manteniendo un alto grado de variaciones en
las regiones reguladoras que pueden afectar la
metilacién del ADN y la unién de factores de
transcripcion, asi como la estabilidad del ARNm
del HLA-G y la unién de microARN. De esta
manera, se habrian mantenido diferentes niveles
de expresion de HLA-G de acuerdo con las
necesidades inmunolégicas de cada una de las
especies.!)

Proteinas del HLA-G

La diversidad del HLA-G, no puede ser
descrita basado en el nimero de sus isoformas,
las cuales en muchos casos se parecen entre ellas,
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India e Iraqg, lo que presupone que se expresa en
poblaciones con una alta carga de patégenos, lo que
le permitird una mejor defensa a nivel intrauterino
a las infecciones."”

Evolucién del gen de HLA-G

Dicho andlisis se hace basado en las regiones no
codificantes de los CMH-G entre humanos y otros
primates, hallindose que la regién 3’-UTR no se
encuentra en otros primates, solamente en humanos,
lo que implicarfa que es un evento reciente en la
evolucién de las especies.”? (Figura. 3)
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como es el caso de HLA-G1 y HLA-GS5. Tienen 9
aminodcidos con secuencias de anclaje en posicién
2 (isoleucina o leucina), 3 (prolina) y 9 (leucina),
aunque posiciones 2 y 9 son suficientes para un
anclaje eficiente, sin embargo, no estd claro como
hacen las otras isoformas, HLA-G 2, 3, 6 y 7 para
lograr una adecuada unién al péptido y al surco
de unién.

Otra de las caracteristicas importantes de la
molécula de HLA-G es el dominio citoplasmdtico
corto con un codén de parada prematuro en el
exén 6, el cual puede remover potenciales sehales
de endocitosis, lo que explica una retencién
de moléculas de manera prolongada sobre la
superficie celular, funcionando como un excelente
mecanismo de control de calidad.
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Isoformas del HLA-G

Todas las isoformas del HLA-G, tienen en
comun el dominio extracelular que media por su
interaccién con la molécula CDS8, la proteccién de
la citdlisis por células T y NK.

La molécula HLA-G puede presentarse en 7

Figura 4. Isoformas del HLA-G

Membrane-bound HLA-G

Secreted HLA-G

HLA-G5

Ashwin Ajitha, 2020%%

La isoforma HLA-GI1 presenta los dominios
al, a2 y a3 (asociados con 2 Microglobulina)
que codifica para el dominio extracelular, unidos
al dominio transmembrana y un codén de parada
en el exén 6. Los transcritos HLA-G2, G3 vy
G4 no incluyen el exén 3, exén 3 y 4 o ex6én 4
respectivamente, generando isoformas truncadas.
Los mecanismos para generar las proteinas solubles
alternas del HLA-G incluyen un codén de parada
en el intrén 4 para las isoformas G5 y G6, mientras
que G7 presenta un codén de parada en el intrén 2.
La funcién primaria del HLA-G1 es actuar como
inmunomodulador. Es reconocido por receptores
ILT2, ILT4 y KIR2DL4 expresado en células
mielomonociticas, células Ty dendriticas. Afecta la
produccién de citoquinas de los linfocitos grandes
de la decidua en la respuesta TH1/TH2.

Las isoformas cortas de HLA-G2, G3 y G4,
son producidas intracelularmente, retenidas en el
reticulo endopldsmico y no llegan a la superficie de
la célula. Funcionan sélo para apoyar la expresién
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isoformas codificadas por splicing alternativo del
m-RNA precursor, 4 de ellas son proteinas unidas
a la membrana (HLA G1, G2, G3, G4) y otras 3
isoformas son proteinas solubles (HLA G5, G6 y

G7).%9 (Figura 4)
HLA-G3

b

de HLA-E y modulan la interaccién con CD94/
NKG2. La isoforma HLA-G5 se ha descrito en
liquido amnidtico, sueros de gestantes, pacientes
con cdncer y trasplantados. HLA-G6 y G7 se
presenta en sangre materna durante la gestacién.

La presencia de moléculas de tipo soluble
en plasma y liquido amnidtico, en biopsia de
tumores y en suero de pacientes trasplantados
podria implicar que estas isoformas actiian como
mecanismos de tolerancia inmune en el embarazo,
en los trasplantes y en la progresién de tumores.

La mayoria de las células mieloides expresan G1
y G5, mientras que las células plasmdticas expresan
principalmente G1. Esto explica la diferencia de
expresion en la superficie celular e intracelular de
HLA-G, ya que el anticuerpo monoclonal utilizado
reconoce s6lo isoformas G1 en la superficie y G5
intracelular.

Las moléculas solubles del HLA-G son
secretadas por las vellosidades del citotrofloblasto
y se han detectado niveles basales en suero materno

HLA-G4
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y liquido amnidtico. Se le atribuyen funciones
inmunosupresoras, modulando la liberacién
de citoquinas desde las células mononucleares
deciduales, activando a los CD8+ e inhibiendo
la  proliferacién de los CD4+. Regulan la
capacidad invasiva del blastocisto y determinan la
implantacién del huevo.

Rev Nefrol Dial Traspl. 2022; 42(1):83-97

EIHLA-GS5 puede ser blanco de la apoptosis de
las CD8+ activas por la interaccién con la molécula
CDS8. El HLA-G5 se expresa en la placenta, y
tiene otras funciones como la de eliminar CD8
aloreactivos maternos de las células T en la interfase
materno-fetal.®" (Figura 5)

Figura 5. Funciones de las —
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Receptores del HLA-G

Es conocido que los receptores del HLA-G
incluyen receptores inhibidores ILT2 y ILT4,
receptores no inhibidores CD8 y CDI160 y el
receptor KIR2DL4 del cual no se tiene clara su
funcién en el HLA-G.

El ILT2 (Ig-like transcript 2), también
conocido como CD85j y LILRBI, y el ILT4,
también conocido como CD85d y LILRB2, son
los principales receptores del HLA-G sobre células
inmunes periféricas, de esta manera el ILT2 se
expresa sobre monocitos, células dendriticas,
células B y en algunas subclases de NK y células T,
mientras que ILT4 se expresa exclusivamente en
células de linaje mielomonocitico.

Existe una interaccién especificaselectiva porlos
receptores, asi LILRBlinteractia exclusivamente
con las isoformas asociadas-b2m (HLA-GI vy
HLA-GS5), mientras que LILRB2 se asocia con las
moléculas HLA-G no asociadas-b2m.®?

ISSN 0326-3428

Tanto ILT2 como ILT4 contienen motivos
de inhibicién (ITIMs) en sus colas citoplasmdticas
que inhiben la respuesta celular al reclutar fosfatasas
como SHP-1. Estos ademds tienen 4 dominios
similares a los de la inmunoglobulina en la regiéon
extracelular y de estos, dos dominios N-Terminal
son responsables del reconocimiento del complejo
mayor de histocompatibilidad clase I, al reconocer
el dominio alfa 3 y beta 2 microglobulina del
CMH.

Se ha considerado el KIR2DL4 como un
receptor no cldsico inhibitorio, este es expresado por
las células NK en la decidua, pero es indetectable
en las células NK en sangre periférica, por lo que
se considera solamente importante en el contexto
del embarazo."?

Funciones del HLA-G
La primera funcién descrita fue la inhibicién
de las células NK en la decidua inhibiendo la
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citdlisis, protegiendo las células que expresaban
HLA-G, al alterar la secrecién de interferén gama
y al permitir una subregulacién de los receptores
de quimioquinas."” El HLA-G inhibe la citdlisis de
las NK por 2 vias principales: directa e indirecta,
mediante la induccién de senales inhibitorias. La via
directa consiste en la interaccién con los receptores
inhibitorios de las NK, denominados KIRs (killer
inhibitory receptors); incluye a ILTLIRI (presentes
en células NK, células mielomonociticas, linfocitos
T y B), ILT4/LIR2 (selectivamente expresados en
monocitos, macréfagos, y células NK deciduales)
y KIRDL4 (expresado en NK vy linfocitos T), el
mecanismo indirecto consiste en la interaccién con
el receptor CD94\NKG2 (miembro de la stper
familia de las lecitinas C) del HLA-E (expresado en
la superficie de las NK), que contiene un péptido
derivado del HLA-G que inhibe la actividad de las
NK

A nivel de las células T, Le Gal ez 2/.,*” fueron
los primeros que mostraron que el HLA-G inhibe
los linfocitos T citotdxicos. Se ha demostrado
que puede inhibir la respuesta aloproliferativa de
las células T CD4+ y la funcién citolitica de las
células T CD8+, ademds induce un cambio en los
perfiles de expresion de citoquinas hacia Th2 y la
produccién de TNFA, IFN-y e IL-10, ademds de
producir un bloqueo de la fase G1 del ciclo celular.
(12)

En cuanto a las células B, el HLA-G inhibe
la proliferacién, diferenciacién y secrecién de
anticuerpos, esta inhibicién se produce al bloquear
al paso GO/G1 en un contexto de un medio
enriquecido con IL 10.1¥

A nivel de las células dendriticas, el HLA-G
inhibe la estimulacién de células T en alorespuesta,
este es un hallazgo in vitro,"? sin embargo, in vivo
se ha encontrado una alteracién en la maduracién
de las DC.1¥

Otros estudios han reportado una inhibicién
en la sobrerregulacion del HLA clase II y de
moléculas coestimuladoras como el CD80 y CD86
en respuesta a sefiales de la activacién. Sobre los
neutréfilos, se ha encontrado una inhibicién de la
funcién fagocitica, al igual que la produccién de
radicales de oxigeno, inducido por los receptores
ILT4 y los CD32a.

De esta manera el HLA-G no sélo inhibe
las células efectoras sino también estimula las
células reguladoras, asi las células presentadoras
de antigeno que expresan HLA-G1 en su
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superficie, inducen la diferenciacién de células T
reguladoras "® mientras que el HLA-G5 induce
per se la generacién de células T reguladoras,"” sin
embargo, el mecanismo exacto de dicho estimulo
no es del todo claro.

Uno de los descubrimientos mds importantes
en los tltimos anos, es la identificacién de las
células dendriticas tolerogénicas denominadas
DC-10;"® estas se encuentran presentes en sangre
periférica, 6rganos linfoides secundarios, y la
decidua durante el embarazo y se pueden inducir in
vitro por monocitos en presencia de I1-10, logrando
identificar la expresién de HLA-G en su superficie.
El descubrimiento de DC-10 y de su modo de
accién es de particular importancia en el campo
de la investigaciéon HLA-G porque complementa
varios circuitos inmunomoduladores mediados por
HLA-G y lo posicionan como una molécula clave
en la generacién de microambientes tolerogénicos,
incluso los ya descritos.

HLA-G y trogocitosis

La trogocitosis corresponde a un mecanismo
de transferencia intercelular de fragmentos de
membrana y otras moléculas como mecanismo
de comunicacién intercelular. De esta manera se
ha confirmado la transferencia de moléculas del
HLA-G, haciéndola funcional en la célula receptora
adquiriendo la capacidad inmunoreguladora ya
descrita (Brown, y otros, 2012)

Funciones no inmunolégicas del HLA-G

Entre las funciones no inmunes del HLA-G
también se han descrito:?

- Coadyuvante en la implantacién del
embrién

- Proliferacién
progenitores eritroides

- Diferenciacién de osteoblastos

- Inhibicién de angiogénesis

y diferenciacién  de

HLA-G y trasplante

En el afo 2000 se realiz6 la primera
demostracién de la expresion del HLA-G en
pacientes trasplantados de corazén,?” hasta ahora
mids de 1.500 han sido analizados para la presencia
de HLA-G en el érgano trasplantado, en suero y
en células mononucleares en sangre periférica,” lo
que ha permitido que algunos autores sugieran su
efecto tolerogénico en el trasplante de 6rganos.“”

Clinicamente esta expresién se encuentra
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relacionada con un menor nimero de episodios
de rechazos agudos presentados, y una menor
pérdida de injertos por rechazos crénicos.®?
En estudios de trasplantes renales, se concluyd
que las incompatibilidades en el locus del
HLA-G entre donante y receptor puede generar
un mayor numero de rechazos que cuando no
existen dichas incompatibilidades, al igual que
pacientes heterocigotos para alelos con variaciones
nucleotidicas sinénimo/no sinénimo de HLA-G
tienen una mayor probabilidad de desarrollar
rechazos comparados con aquellos homocigotos
para alelos S/S o NS/NS.60-51

También se considera que la expresién de la
molécula de HLA-G puede ser tiempo y espacio
dependiente, de esta manera se considera que
cuando la expresiéon se presenta de manera
temprana e in situ, es decir, localizada en células
del injerto, el HLA-G puede asumir un rol
protector frente a la alorespuesta, mientras que, si
su expresion es tardia, esta puede ser secundaria a
un proceso de auto regulacién frente a un evento
inflamatorio que en muchos casos puede ser el
rechazo.

En un estudio reciente, Durmanova demostrd,
en 69 receptores de trasplante renal con funcién
estable del aloinjerto, valores significativamente
altos del sHLA-G en carriers homocigotos
+3,010GG, +3,142CC, +3,187GG and +3,196CC
comparados con aquellos receptores con rechazos
agudos“®® lo que demuestra que la expresién de
HLA-G en el tejido y en sangre periférica, deberia
ser considerado un marcador predictivo frente a la
tolerancia del injerto, y deberia ser monitoreado
de manera permanente para evaluar la aceptacién
del 6rgano con el fin de modular el manejo
inmunosupresor; esto permitiria una aplicabilidad
del drea investigativa a la préctica clinica.

Algunos mecanismos cuentan para la
expresién del HLA-G en pacientes trasplantados,
entre estos se pueden incluir factores genéticos,
factores micro ambientales como por ejemplo
citoquinas, factores de crecimiento, hormonas,
lesién isquemia/reperfusion, y el mismo manejo
inmunosupresor en si, tal y como lo demuestra
Bahri, que logra identificar que los pacientes que
recibieron belatacept, una molécula que se une a las
moléculas co-estimuladoras CD80 y cD86 sobre
las células presentadoras de antigeno, inhibiendo
de esta manera la activacidn de linfocitos T, tenfan
niveles mds elevados en plasma del HLA-G, al

ISSN 0326-3428

Rev Nefrol Dial Traspl. 2022; 42(1):83-97

compararlos con los pacientes que recibieron
un esquema usual con anticalcineurinicos,
presentando ademds una menor tasa de rechazos
agudos y cronicos.?? Las células identificadas
como las responsables de la produccién de
HLA-G fueron las células dendriticas. En dicho
estudio también se demuestra que a pesar de que
el HLA-G estd regulado por la progesterona, el
uso de glucocorticoides en dosis bajas, como es
el caso de los esquemas de mantenimiento en
la inmunosupresién, no afecta la expresién del
HLA-G.

También se encontrd una expresién mayor del
HLA-G en pacientes que recibieron manejo con
everolimus, un mTOR, comparados con quienes
recibieron 4cido micofendlico,”? y el manejo
con anticalcineurinicos no pareciera afectar la
expresién del HLA-G.

En cuanto al polimorfismo en las regiones
codificantes, se encontré un mayor riesgo para
desarrollar enfermedad renal crénicay a su vez para
desarrollar rechazos luego del trasplante cuando
se expresaban los alelos HLAG*01:01:01:03,
HLA-G*01:01:02, HLA-G*01:06, y HLA-
G*01:05N, y cuando existia expresién de los alelos
HLA-G*01:01:01:01 y HLA-G*01:04:01existia
un efecto protector (Misra, y otros, 2014). Otro
estudio encontré que al comparar las isoformas
solubles con las unidas a membrana, demostré
que unos niveles bajos de isoformas solubles (G5)
y niveles altos de isoformas unidas a membrana
(G1 y G3) se asocian con episodios més altos de
rechazo agudo en trasplante renal.®”

El rol del HLA-G en la proteccién frente
a los rechazos depende de ILT2 y ILT4, las
consecuencias funcionales de las interacciones
entre HLA-G y sus receptores incluye la inhibicién
de la actividad citotdxica de las células T CD8+ y
las células NK, al igual que la disminucién en la
proliferacién como alorespuesta de las células T
CD4+ y progresion del ciclo celular de células T
en general, y una alteracién en la maduracién de
células presentadoras de antigeno, pero ademds
juega un papel fundamental en la induccién de
tolerancia al estimular la produccién de Células
T y células dendriticas reguladoras (Figura 6).%¥
Ademis, se ha encontrado una asociacién positiva
con la produccién de una alta poblacién de células
T reguladoras CD3+ CD4 bajo FOXP3.69 In
vitro se ha demostrado una produccién adecuada
de células reguladoras.®3?
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Figura 6. Induccién de
tolerancia a corto y largo plazo

por el HLA-G
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En cuanto a las células B, se encuentra un efecto
inhibitorio en la proliferacién y diferenciacién en
la alorespuesta, sumado a una menor secrecién de
IgG, IgA, e IgM.1?

Asi, algunos autores concluyen que el
polimorfismo en el HLA-G del donante es de
vital importancia para la susceptibilidad frente a
rechazos agudos en trasplante renal y sugieren que
los genotipos 14-bp INS/INS y +3,142GG pueden

ser protectores para eventos de alorespuesta.”

Perspectivas

En estudios recientes, se han logrado sintetizar
dos moléculas similares al HLA-G, que presuponen
pueden ayudar en el proceso de tolerogenicidad de
los trasplantes de érganos sélidos. Estas moléculas
pueden ser el dominio alfa 3 del HLA-G, solo o
en combinacién con el dominio alfa 1. Ambos
tipos de péptidos son reconocidos por el receptor
ILT4, pero solo la unién de los dos péptidos, tanto
in vitro como in vivo ha tenido una respuesta
funcional positiva.®”

Otra aproximacién que parece atractiva es la
combinacién del HLA-G con células estromales
mesenquimales pluripotenciales que producen
una accién sinérgica entre los dos mecanismos
tolerogénicos.

Es llamativa la capacidad que tiene el
HLA-G para permitir el desarrollo de tolerancia
durante el embarazo, proceso que ha asegurado
la supervivencia de la especie a través de los anos,
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dadas las caracteristicas inmunolégicas que hasta
ahora se vislumbran, y es muy llamativa la utilidad
que estos mecanismos pudieran aportar al proceso
de aloreconocimiento en los trasplantes, pudiendo
generar tolerancia inmunolégica, asegurando la
sobrevida de los injertos, con unos niveles bajos
de inmunosupresores, limitando al médximo las
complicaciones de estos.

Es por esto, que el HLA-G se ha convertido
en un factor de estudio en la tolerogénesis de
los trasplantes y también puede tener un factor
importante como biomarcador. Esperamos que
se sigan desarrollando métodos que permitan
una mejor identificacién de este proceso, y el
desarrollo de procedimientos aplicables in vivo,
con el fin de mejorar la sobrevida del injerto y a
la vez, la calidad de vida de los trasplantados,
disminuyendo las complicaciones inherentes al
manejo inmunosupresor.
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