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- RESUMEN

Los antigenos de histocompatibilidad o sistema HLA, son moléculas proteicas loca-
Ilzadas en las membranas de células nucleados. El sistema se localiza en el brazo
corto del cromosoma 6, en donde se codifican tres tipos de moléculas, llnmadaos
clase |, Il y lil. Los genes clase | codlfican para los antigenos HLA-A-B-C-E-F y G. Es-
tan compuestos de una glicoproteina polimérfica de cadena pesada y una livia-
na, la beta 2 microglobulina. Los genes clase li son heterodimeros compuestos de
una cadena comin alfa y una polimérfica beta, Cinco subregliones han sido bien
definidas: el HLA-DR, DQ, DP, DO y DN. Los productos *no HLA' o clase |l Incluyen
componentes del complemento, C2, Bf, C4A, C4B, 21 Hidroxllasa A y B, RD (dipép-
tido repetitivo), el HSP70 (Proteina Shock Térmico) BAT (coplas asocladas a B) y el
FNT aifa y beta (Factor de Necrosis Tumoral).

Dada la Importancia del sistema, se describen las técnicas usadas en el laborato-
rlo para su estudio asi como los métodos de blologia molecular, reacciéon en co-
dena de la polimerasa (PCR) y fragmentos largos de restriccién (RFLP).
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SUMMARY

The histocompatibliity antigens or HLA system, are protelc moleculas which are lo-
calized on the nucleated cell membranes. The system Is located on the short arm
or chromosome é where types of moleculas called class |, Il and Il molecules are
coded. Class | genes code for antigens HLA-A-B-C-E-F and G. These genes are ma-
de up of one polymorphic glycoprotein heavy chain and one iight beta 2 micro-
globulin chain. Class || genes are heterodimers composed of a common alpha
chain and a polymorphic beta chain. Five well defined subregions have been des-
cribed: HLA-DR, DQ, DP, DO and DN. The class lll or "non-HLA® products Include
complement components C2, Bf, C4A and C4B, 21 hidroxylase A and B, the dipep-
tide repeat RD gene, the magjor heat shock protein HSP70, the B-assoclated trans-
cripts BAT and the alpha and beta TNF (Tumor Necrosls Factor).

Because of the systern importance, the laboratory techniques and the molecular
blology methods used lts study are descrlbed: Polimerase Chain Reaction (PCR)
and restriction fragment lenght polymorphism (RFLP).

Key words: HLA, DNA, Histocompatibllity, PCR
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COMPLEJO MAYOR DE
HISTOCOMPATIBILIDAD (C.M.H.)

Los antigenos de histocompatiblildad
son moiéculas protelcas localizadas en
la superficle de las membranas de las
células nucleadas. Difieren genética-
mente de Individuo a individuo y se he-
redan seglin las leyes mendelianas en
forma aqiélica. Estas proteinas cuando
llegan a otfro individuo, estimulan una
respuesta inmune y por lo tanto son los
responsables de los rechazos a los
aloinjertos. El sistema estd conformado
por un grupo de genes que determina
la formacién de otro numeroso grupo
de proteinas polimdorficas que estén en
las membranas celulares, El primer anti-
geno del sisterma HLA fue Identificado
por Dausset en el ano de 1957 ().

Los genes que determinan los antige-
nos del CMH estan localizados en el
brazo corto del cromosoma 6 del hu-

mano. En un segmento de este cromo-
soma se agrupan en tres clases: |, lly 1.
Estos genes determinan la formacién
de los antigenos que difleren entre si
en cuanto a su composicién quimica,
su funclén y la forma de deteccion (Fi-
gura No. 1). Las dos primeras clases
conforman lo que clasicamente se de-
nomina sistema HLA (Antigenos de los
Leucocltos Humanos).

La nomenclatura del sstema HLA es
asignada por un comité de expertos
en los Talleres intemacionales de Histo-
compatibilidad (2,3.,4). El sitio donde
estd localizado un gen que se encuen-
tra dentro del sistemna HLA se flama lo-
cus y s& designa con una letra mayuds-
cula: por egjemplo: HLA-A, HLA-B. Cada
antigeno que se encuentra en la
membrana de las células se designa
con la misma letra del locus seguido
de un nimero, el cual no se replte en
los locus HLA-A y HLA-B, asi por sjerm-

FIGURA 1: REGIONES DEL CROMOSOMA 6 DEL HUMANO DONDE ESTAN LOCALIZADOS LOS
GENES DEL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD
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plo: HLA-A1, HLA-BS (no existe HLA-AS
ni HLA-B1). El comité de nomenciatura
de 1987 modificé la designacion de es-
tos anfigenos o especificidades, colo-
cando después de la letra maylscula
comespondiente al locus, cuatro digi-
tos; los dos primeros ndmeros Iindican la
especificidad y los otros dos definen la
secuencla de nucledtidos para esta
especificldad, por ejemplo: HLA-
A*0204, lo cual dice gque es un HLA-A2
y el 04 comesponde a una de ias nue-
vas varantes encontradas en el HLA-
A2, La letra "W" que significa "Works-
hop" y que precede al nhimero en los
locus diferentes al HLA-CW, Indican
que todavia no se le ha asignado to-
taimente su especificidad; Ia "W" desa-
parece cuando se deflne su identifica-
clén. El locus C estd seguido de la letra
W para distinguiro de las distintas frac-
clones del complemento que se codifl-
can dentro del mismo complejo, por
elemplo: CW1, CW2 y asi sucesivamen-
te.

La clase | comprende ios locus que co-
difican los antigenos HLA, A, B, C. Se
expresan en todas las células nucleo-
das y en las plaguetas. La estructura
de cada molécula de los antigenos
clase | esté compuesta por dos cade-
nas pollpeptidicas Independientes,
una de 43.000 de peso molecular o ca-
dena pesada y otra cadena liviona de
12.000. Las diferenclas entre los antige-
nos estdn a nivel de la secuencla de
aminodécidos encontrados en los domi-
nlos alfa 1 y alfa 2. La cadena Iiviana
os ldéntica a la beta 2 microglobulina
que es una proteina del suero y sus ge-
nes estan iocalizados en el cromosoma
16. Tres genes se han adicionado a ia
clase |, el HLAE, F, G y H los cuales han
sido blen Identiflcados (6,6.7). Todos los
locus de ia clase | son altamente poll-
mérflcos. Los antigenos BW4 y BW6 es-
tan locallzados en un epitope de la
molécula HLA-B y es diferente de los
apitopes que expresan las otras espe-

cificldades del HLA-B, por eso llevan la
"W Cada uno de ios antigenos del fo-
cus B pueden expresar bien sea el BW4
6 el BW6 y se denominan antigenos
publicos.

La denominacién de los locus de la
clase ll, llevan slempre la letra D, segul
daporiaietraR, P, Q, Oy N, que co-
rresponden a la subregién, por elem-
plo: HLA-DR; los genes de las cadenas
polipepfidicas alfa o beta se Identlifi-
can con las mismas letras alfa o beta
seguidas de un numero, mds los cuatro
digitos, por eJemplo: HLA-DQB1*0604 6
HLA-DQA1-0301 y otros. En el locus DW
definidos celularmente se Incluye la W
para ldentificaros de los otros locus
clase ll, Identiflcados sercldgicamente.
Los antigenos clase Il se encuentran en
los linfocitos B, monocitos, macréfagos,
células dendritlcas, células de Langer-
hans y en los linfocitos T activados. Las
moléculas de la clase Il son heterodt
meros compuestos por una cadena
comun alfa y una polimérfica beta. Las
especificidades del HLA-DR son defini-
das por un gen alfa gque es constante y
un gen beta polimobrfico (8). Los pro-
ductos del HLA-DQ resultan de dos ge-
nes alfa conocidos como HLA-DQAT vy
HLA-DQA2, ademds dos genes betaq, el
HLA-DQB1 y HLA-DQB2. En cuanto al
HLA-DP las especificidades son defini-
das por dos genes alfa y dos beta, asi:
HLA-DPA1, DPA2, DPB1 y DPB2. En la
clase I, recientemente se han logrado
clarificar los locus HLA-DO y DN.

En el octavo reporte del comité de No-
menclatura se definleron: 24 especificl-
dades HLA-A, 50 HLA-B, 11 HLA-C, 20
HLA-DR, ¢ HLA-DQ, 26 HLA-D, 6 HLA-DP.
La regién "'no HLA' localizada entre la
clase | y Il, estd codificada para los
productos clase lll, la cual Incluye
componentes del complemento C2,
Bf, C4A y C4B, 21 Hidroxilasa A, 21 Hi
droxllasa B (9), el factor de necrosis tu-
moral (FNT) (10) aifa y beta, el RD (di-
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péptido Repetitivo), el HSP70 (Proteina
del Shock Térmico) (11) y el BAT (co-
plas asocladas a B) (12). Estos produc-
tos no tienen secuencias similares al
HLA, sin embargo algunos genes guar-
dan estrecha relaclén con el comple-
jo: 1o gue si esté demostrado es su par-
ticlpaciéon en la funcidn inmunolbgica.
Las funciones de algunos productos
clase lll no estén esclarecidas aln; por
sjemplo: HSP70, BAT y el RD,

DETERMINACION
POR EL LABORATORIO

Los métodos de estudio para los genes
y antigenos del sisterma HLA son:

q) Deteccién serolégica de los anti
genos en la membrana celular de
los linfocitos T para la clase | y en los lin-
focitos B para la clase |l. Para detectar
estos antigenos de la clase | y Il se ufili-
Zan sueros de mujeres multiparas que
contengan anticuerpos contra ellos.
Estos anticuerpos se forman durante
embarazos repetidos por sensibilizoa-
cién a los antigenos paternos presen-
tes en el feto. También se pueden ob-
tener de sueros de personas multitrans-
fundidas, trasplantadas o sometidas a
sensibilizacién con antigenos especifi-
cos de HLA. Ultimamente se han pro-
duclido en el laboratorio por el método
de anticuerpos monoclonales (13,14).

La técnica de microchtotoxicidad que
se emplea para definlr serolégicamen-
te la claslficacién, fue disedada por
Paul Terasakl (15,16,17). Estd basada
en la deteccién de los antigenos en las
membranas de los linfocitos. Un antige-
no ahi localizado reacciona con el an-
ticuerpo especifico. Al agregarle com-
plemento sérico, se activa la via clést
ca y dafa los linfocitos en donde ocu-
mMd la reaccidén antigeno-anticuerpo.
La mejor fuente de complemento para
esta reaccidn es el suero de conejo, Ii-
bre de sustancias cltotdxicas. El dafo

de los linfocitos se visualiza por medio
de colorantes vitales, que tifen las cé-
lulas muertas danadas por el comple-
mento, Los linfocitos que no poseen el
antigeno estudiade permanecsen vivos
y no son tefidos por el colorante.

b) Para analizar algunos de los anti-

genos del locus HLA-D también se
emplea el cultivo mixto de linfochos.
Para ello se cultivan las células tanto
del donante como del receptor; una
de ellas corresponde a las responde-
doras y las otras bloquean la capaci-
dad mitdtica. Se determina lka activi-
dad de la transformacion bldstica al
cuantificar la incorporacion de sustan-
clas radioactivas (18,19,20,21).

¢) Las técnicas bloguimicas o de bio-

logia molecular son importantes
para definir lo variabilidad alélica de
los anfigenos o especificidades. Por
gjernplo, se debe recurrir a estos méto-
dos para definir las 9 varlantes alélicas
que tienen el HLA-A2 y las 7 del HLA-B7.
Tamblén es la forma de estudiar el
HLA-DP, DQ, etc. (22,23,24.25).

d) Los antigenos de la clase Il se defi-
nen seroldégicamente por medio
de Iinmunofijacién con antlcuerpos ©
sistemas hemoliticos con erttrocitos sen-
sibilizados, luego de esperar las frac-
ciones por electroforesis (26,27.,28).

Como los métodos de blologia mole-
cular se aplican cada vez més en las
células humanas y en todos los otros
sares vivos, es importante revisar los as-
pectos basicos del ADN vy las técnicas
que se aplican.

ESTRUCTURA DEL ADN

Se tiene conocimiento de la existencia
del acido desoxirbonucleico (ADN)
desde 1866 cuando Miescher (29) lo
alsté por primera vez. En 1944 Avery
(30) comprusba que esta proteina lle-
va la infarmactidén genética durante la
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transformacién bacterdana. Watson y
Crick (31), en 1953 propusieron el mo-
delo de doble hélice para representar
la estructura del ADN; desde entonces,
gran numero de investigadores se han
dado a la tareqa de desamollar y dise-
far diferentes técnicas de clonacion
en el laboratorio, como tamblén la se-
cuenclaciéon del ADN (32,33,34), En
1983, Mullis (35) describid la técnica de
ia reaccién en cadena de ia polimera-
sa (PCR).

El dcido desoxirrlbonuclelco es la molé-
cula que lleva la informacion genética
tanto en células procarléticas como
eucarldticas. Cada molécula de ADN
estd formada por una cadena de nu-
cledtidos compuesta por tres partes
quimicas diferentes: Azdcares, bases
nitrogenadas y grupos fosfatos. La mo-
lécula de ADN tlene 4 azicares que

son pentosas con un Gomo de 02 en
el vértice superior; a cada una se liga
una base nitrogenada distinta: Adeni-
na(A), Guanina(G), Timina(M) y Citosk
na(C). A la Adenina y a la Guanina se
les denomina Purings; Ia Timina y la Ck
tosina se conocen como Piimidings.
Las bases nitrogenadas se unen cova-
lentemente al carbono 1’ del azicar
para formar el nucledtido y son la de-
soxiadenina, desoxiguanosina, desoxk-
cttosina y desoxitimidina (31, 32, 33, 34,
35, 36).

A cada pentosa se le une un grupo
fosfato que es un polimero del acido
nucleico. Cada grupo fosfato une dos
nucledtidos entre si formando un puen-
te fosfodiéster entre el carbono 5° de
uno de los azicares y el 3° del otro
azdcar. (Fig. No. 2).

FIGURA 2: ESTRUCTURA DE LA CADENA DE DNA COMPUESTA
POR UNA BASE, EL AZUCARY EL FOSFATO
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El ADN completo estd conformado por
dos cadenas helicoldales de polinu-
clebtidos con un orden deteminado y
enrolladas alrededor de un eje. Las ba-
ses de purinas y plimidinas estan en el
interior de la hélice. Las unidades fosfa-
to y desoxinibosa se colocan en el ex-
terlor. £t didmetro de la hélice es de 20
aminodcidos. La sstructura de la héli-

ce se repite en cada cadena después
de 10 residuos, esto ocurre a intervalos
de 34 aminodcidos. Las dos cadencs
estdn unidas por puentes de H entre
los pares de bases A-Ty G-C. La orlen-
tacion y distancla entre los enlaces de
H son Indispensables para que se pro-
duzca ung interacclén entre las bases
(37). (Fig. No. 3).

FIGURA 3: ESTRUCTURA DE LA DOBLE HELICE DEL ADN
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Toda la secuencia de bases fransporta
la Informacldn genética. Cada indlivi-
duo tiene su propla secuencia de aml-
noécidos y ésto hace posibie que se
puedan Identificar en el laboratorio
como una “hueila digttal* propla.

Para detectar y anallzar un segmento
determinado de ADN a partir de una
muestra muy escasa en donde los mé-
todos tradicionales no alcanzan a de-
tectarlo, es necesaric amplificar este
segmento. Esto se obtlene a través de
métodos como la reaccldn en cadena
de la polimerasa (PCR).

REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA

El método consiste en aumentar un
segmento especifico de ADN, (38, 39,
40, 41) usando polimerasa, la cual es
una enzima que se sintetiza en todas
las células y Hlene una actividad espe-
cifica de: sintesls, reparacién y capaci-
dad para extender y acortar el ADN.
También se requierte de otras enzimas
llamadas de restricclon, las cuales se
extraen de bacterlas, estas son capa-
ces de cortar la molécula de ADN en
secuenclas especificas locallzadas en
distintos puntos de la dobie hélice del
ADN; asi por ejempilo, la enzima Eco R1
corta la secuencla de ADN en: la Guo-
nina(@) de las dos cadenas opuestas
G-ATIC

CTAA-G

Las enzimas establecen puntos de
identiflcacién en la molécula de ADN.
Cortan la molécula en distintfos seg-
mentos, cada uno de estos posee de
100-1000 pares de bases. Tamblén se-
paran los fragmentos de acuerdo con
su tamafio ¢ peso molecular, esto se
detecta con andlisis electroforético en
geles de agarosa. Las enzimas de res-
tricclédn hacen ki secuencla completa
de pares de bases que luego se tradu-

cen a secuencias de aminodcidos
{aa).

La técnica requiere de Cebadores-Ink
cladores ("primers") que son oligonu-
clebtidos que se pegan a la molécula
de ADN previamente separadas e ink
clan la secuencia. El producto de ca-
da clclo sirve como molde para el sk
guiente y cada vez se duplican las co-
plas (ver esquema). Los NTD-didioxinu-
clebtidos (dd) trifosfatos son los que
determinan la secuencia de ADN.,

La Tag Polimerasa: es una enzima que
se obtlene de ia bacteria Thermus
aquaticus cepa YT1, microorganismo
eubacterial que crece de 70-76C, con
esta enzima se aumenta significativa-
mente la especificidad.

Sondas: Son secuenclas de amino&ch-
dos construidos artificiaimente para
Identificar los diferentes genes.

Lo primero que se hace para aplicar la
técnica de la PCR en el estudio de la
HLA., es obtener sangre con anticoagu-
lante EDTA. Luego se realiza la extrac-
clén del ADN. Después de obtener el
ADN puro se hace el procedimiento
de la PCR que estd basado en tres re-
acclones de ciclos repetitivos: lo Gnico
que varia son las temperaturas de In-
cubaclén, los pasos que siguen son:

1. El ADN gue contlene la secuencia

conoclda es desnaturalizado a
Q4C para separar ias 2 cadenas de
ADN (Fig. No. 4).

2. Los "primers" Juntos y los cuatro

deoxynuclebtidos son agregados,
se bagja la temperatura a 50C, lo que
ocurre aqui es que cada ‘primer se
une al molde.

3. Se ggrega la ADN pollimerasa que

extiende la secuencia en 2 ban-
das complementarias usando una sim-
ple cadena como moide. La tempera-
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FIGURA 4: SECUENCIA DE LOS PASOS PARA AMPLIFICAR UN SEGMENTO
DEL ADN POR LA REACCION DE LA PCR.
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tura que se requlere para que esto
ocura es de 72C. Asl obtenemos cua-
tro bandas. La ampiificaclén de nue-
vos productos de ADN es geométrica,
los ciclos son repetidos hasta 30 veces,

Con esta metodologia se consigue au-
mentar la cantidad de ADN. Para vi-
sualzar esta amplificaclén se hace la
técnica de electroforesls.

Después se pasa e ADN con ia se-
cuencla especifica a una membrana
de nylon sigulendo la técnica del Dot-
blot, Se hibrdiza con una sonda mar-
cadaq, blen sea con 32P. con estrepto-
vidina ¢ biotina. Posterormente se ha-
ce una autorradiografia a -70C por to-
da la noche. Luego se revela y se de-
tectan las manchas que identiflcan la
presencila del gen marcado radioacti-
vamente. '

APLICACIONES DE LA TECNICA PCR

La técnico de la PCR en cuanto al sls-
tema HLA tiene varas aplicaciones (42,
43,44, 45);

1. Detecclén de micropolimorflsmo
para DR, DQ vy DP,

2. Permite complementar la tiplfica-

clén serolégica para una mejor
preclisién e Identificacién de subtipos, y
lograr conocer diversas reglones del
genoma humano.

3. Identificar nuevos alelos del siste-

ma HLA clase !| y mejorar la tipifi-
caclén para trasplantes, especialmen-
te el de médula éseaq, con clase | y li
serolégicamente ‘Idénticos para los no
relacionados.

4, Los andilisis de la PCR permiten un

mejor entendimiento de las bases
moleculares en la autoinmunidad. Posl-
biltan Identificar nuevas secuencias
alélicas que pueden ser importantes
en la busqueda de nuevos residuos. Es-

tos podrén conferir susceptibildad o
resistencia a algunas de las mas impor-
tantes enfen‘n@ades autoinmunes,

FRAGMENTOS LARGOS
DE RESTRICCION (RFLP)

Es otro tipo de marcador genético que
permite conocer las posiciones de un
gen. Este método fue desarroilado en
1980 y es una técnica analitica (41, 46,
47).

La digestibn con endonucleasas de
restricclon, producen fragmentos es-
pecificos de ADN que son polimbrficos,
los cuales se hibridizan con sondas ho-
méblogas de ADN gendmico y después
de la separaclén de las bandas por
electroforesls se ftransfleren a una
membrana de nitroceiulosa usando la
técnica de Suthem-biott (48).

Esta técnica es de gran utlidad en el
andlisis del sistema HLA, por la habll-
dad para demostrar varacién alélica
entre especificidades que no muestran
osta variacién a nivel serolégico.
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