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Articulo de revision
Inmunologia

Los métodos seroldgicos y moleculares en la tipificacion
de los antigenos de leucocitos humanos
Mini-revision

Lizette Bonet-Rosell6,* Zuzet Martinez-Cérdova*

RESUMEN

ABSTRACT

Diferentes estudios han confirmado la influencia de la compa-
tibilidad de los antigenos de leucocitos humanos (HLA) en la
supervivencia del injerto, asi como la fuerte asociacién de es-
tas moléculas con ciertas enfermedades. En los ultimos afos,
se han desarrollado nuevos métodos de tipificaciéon HLA basa-
dos en técnicas moleculares, las que ofrecen flexibilidad de re-
solucién, reproducibilidad y exactitud superiores, al ser com-
paradas con los métodos seroldgicos tradicionales. El objetivo
de esta revisién es comparar las técnicas serolégicas y molecu-
lares mostrando sus principios, ventajas y los resultados expe-
rimentales.

Different studies have confirmed the influence of the human
leukocyte antigens (HLA) matching on graft survival and the
strong association of these molecules with certain diseases.
Over the last few years, new HLA typing methods have been de-
veloped based on molecular techniques, which offer flexibility
of resolution, improved reproducibility and greater accuracy
compared to traditional serological methods. The aim of this
review is to compare the serological and molecular methods,
showing their basis, advantages and experimental results.

Palabras clave: HLA, tipificacién HLA, técnica serolégica,
técnica molecular.

INTRODUCCION

El complejo mayor de histocompatibilidad es conocido
en el hombre como antigenos de leucocitos humanos
(HLA). Los genes que codifican estas proteinas de
membranas se sittian en el brazo corto del cromoso-
ma seis, y conforman el complejo genético mas poli-
moérfico que existe.

Los antigenos HLA por su estructura, funcién y
distribucion tisular se dividen en clase I y II. Los an-
tigenos de clase I son codificados por los loci A, By C,
y se expresan en la mayoria de las células nucleadas y
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plaquetas. Su funcién es presentar péptidos intrace-
lulares procesados a los linfocitos T CD8*. Por su par-
te, los de clase I, son codificados por los loci DP, DQ
y DR, y aunque se localizan en las células presentado-
ras de antigenos profesionales (macréfagos, células
dendpriticas y linfocitos B), pueden encontrarse tras la
estimulacion con interferén y, en las células endote-
liales, epiteliales y linfocitos T. Los mismos presen-
tan a las células T CD**, péptidos procedentes de an-
tigenos exdégenos que penetran en la célula por
endocitosis.

La estructura de las moléculas HLA A, By C es de
dos cadenas. La cadena pesada o @ con un peso mole-
cular de 45 kD esta unida de forma no covalente a
una proteina no polimérfica, la 8, microglobulina, con
un peso molecular de 12 kD, determinada por un gen
en el cromosoma 15. Toda la molécula esta anclada en
la membrana celular por la cadena «, la cual se puede
dividir en tres regiones: una extracelular hidrofilica,
una regién transmembranal hidrofébica y una regién
intracelular hidrofilica. La regién extracelular se di-
vide en los dominios a, a, y @, con un predominio de
los determinantes antigénicos en los dos primeros.
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En lo referente a la molécula HLA clase II, se debe
senalar que es un heterodimero constituido por dos
cadenas de glicoproteinas, una a y una g, de 31-34 kD
y de 26-29 kD, respectivamente, en asociacién no co-
valente. Al igual que las cadenas pesadas clase I, las
cadenas « y f tienen tres regiones: la extracelular,
una transmembrana y la intracelular. La regiéon ex-
tracelular hidrofilica de la cadena « contiene dos do-
minios denominados a, y a,, mientras que en la cade-
na 3 estos dominios se denominan g, y ,.*

La tipificacion HLA ha sido de vital importancia en
la medicina de los trasplantes y en la evaluacién de la
asociacion HLA-enfermedad.** Entre los mecanis-
mos que explican esta relacién se encuentran el reco-
nocimiento directo o indirecto que hace el receptor de
las moléculas HLA no compatibles del donante con la
consiguiente estimulacién de su respuesta inmune,? y
el papel que pueden desempenar determinadas espe-
cificidades HLA en la presentaciéon de péptidos endé-
genos como etiologia de enfermedades autoinmunes.?

Especificamente en el trasplante renal, fueron Patel
y cols.® los primeros en mostrar los efectos benéficos de
la compatibilidad HLA de la pareja donante-receptor,
aspecto que ha sido corroborado por numerosos inves-
tigadores que senalan que la pareja HLA compatible
tiene un mejor prondstico en la supervivencia del in-
jerto, que aquellas que no lo son. El rechazo de los
injertos no compatibles es inevitable, y sdlo retarda-
do por una potente y constante terapia inmunosu-
presora.>™®

Entre los métodos para la determinacion de los an-
tigenos HLA se destacan los serolégicos y los basados
en las técnicas de genética molecular, los cuales han
cumplido un papel protagénico en su contexto. El ob-
jetivo de esta revisién es mostrar las caracteristicas
de estos métodos, haciendo alusion a los aspectos que
justifican la amplia aplicacién de la biologia molecu-
lar en este campo.

TIPIFICACION HLA POR TECNICAS
SEROLOGICAS

El ensayo de microlinfocitotoxicidad se ha convertido
en la técnica seroldgica estandar para la tipificacion
HLA. El mismo fue desarrollado por Terasaki y Mc-
Clelland en 1964 y ha contado con la ventaja de ser
técnicamente simple y rapido. Su principio estd basa-
do en poner en contacto linfocitos aislados del sujeto
a estudiar con un panel de aloanticuerpos o anticuer-
pos monoclonales anti-HLA capaces de reconocer de-
terminadas especificidades antigénicas. Tras la adi-
cion de suero de conejo como fuente de complemento
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y los periodos de incubacién respectivos en cada eta-
pa, una reaccién positiva es indicadora de que la re-
accion antigeno-anticuerpo ha tenido lugar, y como
consecuencia, la activacion de la via clasica del com-
plemento con la formacién del complejo de ataque a la
membrana que causa la muerte celular, la cual es vi-
sualizada microscépicamente con el uso de fluorocro-
mos como el bromuro de etidio, o de colorantes como
el azul tripan y la eosina. Cada reaccién es evaluada
por el porcentaje de células muertas y los resultados
son registrados de acuerdo a un sistema internacio-
nalmente establecido.!

Es de senalar que se pueden encontrar anticuerpos
contra moléculas HLA en mujeres multiparas y en
pacientes que han recibido transfusiones de sangre y
trasplantes de 6rganos y tejidos. Sin embargo, la
principal fuente de los antisueros HLA es la prove-
niente de mujeres multiparas al exponerse las mis-
mas a los antigenos HLA no compatibles del padre
presentes en el feto.!1:1?

El suero para un tipaje ideal deberia ser monoespe-
cifico, pero los aloanticuerpos observados en un anti-
suero simple son usualmente poliespecificos debido a
la presencia de anticuerpos independientes dirigidos
contra méas de una especificidad HLA o a la reactivi-
dad de un anticuerpo con un determinante antigénico
publico, que es aquél compartido por varios antigenos
para conformar un grupo de reactividad cruzada. Al-
gunos sueros se convierten en monoespecificos al ser
diluidos, mientras que otros pierden la actividad para
todas las especificidades simultdneamente.!!:!?

En el caso de los anticuerpos monoclonales de ori-
gen murino, éstos han presentado el inconveniente de
ser dirigidos contra los epitopos comunes mas que
contra los determinantes polimérficos privados de las
moléculas HLA. Ademas muchos de estos anticuerpos
no fijan el complemento.!?

Aunque la serologia ha sido utilizada por méas de
30 anos para identificar los tipos HLA, son precisa-
mente la reactividad cruzada de los antisueros, con su
repercusién en la especificidad del ensayo,'"'? y los
problemas existentes para su adquisicién, como con-
secuencia de su principal fuente y de un mercado
cada dia més escaso debido al desarrollo de la biologia
molecular, sus principales limitaciones.

TIPIFICACION HLA POR BIOLOGIA
MOLECULAR

El alto grado de polimorfismo del sistema HLA no
puede ser completamente analizado por la técnica an-
terior, de ahi que los investigadores han tenido ante
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si el gran reto de desarrollar una técnica que pueda
resolver las multiples diferencias alélicas y sea com-
patible con el uso rutinario en laboratorios que reali-
zan determinaciones de HLA.1%

El genotipaje HLA comenzé a mediados de la déca-
da de 1980 utilizando la técnica de Polimorfismo en la
Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP).
En este método se aprovecha el conocimiento de la
secuencia nucleotidica encontrada en exones e intro-
nes de los genes HLA, para utilizar enzimas de res-
triccion capaces de cortar al acido desoxirribonucleico
(ADN) en puntos especificos, que originaran un pa-
trén de bandas caracteristico del alelo en cuestién.

La amplificacién de fragmentos de ADN mediante
el uso de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
(PCR) anadi6 sensibilidad al genotipaje HLA. Los
métodos mas difundidos que utilizan la PCR incluyen
la amplificacion de ADN con primers de secuencia es-
pecifica (PCR-SSP) y la amplificaciéon de ADN segui-
da de la hibridizacién con sondas de oligonucleétidos
de secuencia especifica (PCR-SSOP).

En el caso de la técnica PCR-SSP se procede al
montaje de diversas reacciones de PCR para cada lo-
cus, utilizandose en cada una de ellas un conjunto de
primers o cebadores, en nimero variable, cuyas se-
cuencias discriminan las diferentes variantes que
puede presentar el locus, de forma tal que sélo se pro-
duce reaccién de amplificacién cuando el ADN contie-
ne el alelo que corresponde al grupo de primers de la
reacciéon particular. En cambio, el método SSOP in-
cluye la amplificacion del ADN de una regién dada, su
unioén a un soporte sélido y desnaturalizacién, y la
adicién de sondas marcadas con biotina, digoxigenina
o P32, entre otros. En el caso del SSOP-inverso, son
las sondas las unidas a este soporte. Las condiciones
especificas de hibridizacién permitiran la formaciéon
de hibridos cuando existan secuencias completamen-
te complementarias. El perfil obtenido sera caracte-
ristico de cada alelo y se detectara por quimioluminis-
cencia o autorradiografia.'?®

Otros métodos como la secuenciacién del ADN y la
formacion de heteroduplex han sido utilizados para
evaluar la histocompatibilidad.®'” El primero ha per-
mitido no s6lo revelar microheterogeneidades dentro
de alelos conocidos, sino identificar nuevos alelos. En
cambio la técnica basada en la formacién de heterodu-
plex, no permite definir alelos, sino diferencias entre
individuos, permitiendo aceptar o eliminar donantes
potenciales en un corto periodo de tiempo.'’

Los métodos de biologia molecular para la tipifica-
ciéon HLA presentan multiples ventajas sobre los sero-
logicos. La biologia molecular provee mas informacién
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sobre las variaciones genéticas debido a que los anti-
cuerpos disponibles en serologia pierden la capacidad
para identificar todos los productos de los alelos HLA,;
el tipo de célula, la viabilidad celular y la expresion del
antigeno sobre su superficie no son generalmente im-
portantes; las sondas y primers utilizados en esta me-
todologia son facilmente regenerados, y cuando nuevos
alelos son identificados, nuevas sondas y primers son
disenados para identificarlos, ofreciendo mayor exacti-
tud y flexibilidad de resolucién comparada con los mé-
todos serolégicos tradicionales.'

Lo anteriormente expuesto, y el desarrollo de va-
riantes capaces de brindar un resultado de forma ra-
pida,'®!® han contribuido a la difusién de las técnicas
de genotipaje HLA.

COMPARACION DE LOS METODOS
SEROLOGICOS Y MOLECULARES
EN EL TIPAJE HLA

La importancia de las técnicas moleculares en el tras-
plante fue mostrada por primera vez por Opelz y cols.
(1991) en el Collaborative Transplant Study.'® Con la
aplicacién del genotipaje (RFLP) fue posible identifi-
car diferencias HLA en la pareja donante-receptor da-
dos como idénticos por serologia. La correlacion de
estos resultados con la supervivencia del injerto mos-
tré una mayor supervivencia del injerto al afio cuan-
do el donante y el receptor eran HLA-DR idénticos
por técnicas seroldogicas y moleculares que cuando
s6lo lo eran por serologia (87 vs 69%, p < 0.02); ob-
servandose que aproximadamente el 25% de los tipa-
jes seroldgicos eran incorrectos.

De forma detallada Opelz publicé las discrepancias
obtenidas en los antigenos HLA-DR asignados por las
técnicas seroldgicas y moleculares. En este estudio
fueron analizadas en 8 laboratorios de biologia mole-
cular, 8,212 muestras con determinaciones serolégi-
cas previas, procedentes de 101 centros de trasplan-
tes (Cuadro I). Esta investigaciéon también mostré
que del 20.9% de los blancos asignados por serologia,
s6lo la mitad fue confirmada como homocigéticos por
RFLP, mientras que en el resto, un segundo antigeno
fue determinado.?

Con la participacion de este investigador se analiz6
en 1997 si la compatibilidad HLA clase I obtenida por
técnicas moleculares mejoraba el efecto de la compa-
tibilidad HLA en el trasplante renal. Para ello se se-
leccionaron 215 parejas donante-receptor HLA A, By
DR compatibles mediante la evaluacién por métodos
serolégicos, y se procedié al analisis retrospectivo del
tipaje HLA clase I mediante el uso de PCR-SSP y
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Cuadro I. Discrepancias obtenidas entre RFLP y la serologia en la determinacién de los antigenos HLA-DR.

Numero de laboratorio Numero de muestras

% de discrepancias en
la asignacién de
amplias especificidades

% de discrepancias en
la asignacién de subtipos

4165
1254
890
761
621
295
139
87
8212

W Utk Wk -

Total

26.0 23.7
29.8 27.5
27.3 25.5
24.6 22.7
29.5 27.9
24.1 21.7
27.3 26.6
37.9 37.9
26.9 24.9

Tomado de: Opelz G, 1992.2°

PCR-SSOP. Se obtuvo que un 10.4% de los donantes
y un 6.5% de los receptores mostraron discrepancias
HLA A o B. Las causas mas comunes de estas diferen-
cias fueron la asignacion errénea de especificidades o
blancos en serologia. Mediante el genotipaje se permi-
ti6 definir los subtipos A y B en 118 casos, en los cuales
s6lo una amplia especificidad se habia determinado.
Un total de 183 trasplantados HLA clase I compati-
bles por biologia molecular tuvieron un 15 % de su-
pervivencia del injerto al ano superior que los 32
pacientes para los cuales el genotipaje revelé incom-
patibilidad HLA clase I.%

En otro estudio, 224 trasplantados renales con do-
nantes cadavéricos fueron retrospectivamente anali-
zados con el uso del RFLP y comparados con los re-
sultados serolégicos. En el 18.8% de los individuos se
obtuvo una diferencia entre ambos métodos para al
menos un antigeno, y se mostré una correlacién entre
la compatibilidad HLA por RFLP y el porcentaje de
individuos con uno o més episodios de rechazo agudo
(18 y 41.8% al ano para 0 incompatibilidades y una
mezcla de 1y 2 incompatibilidades, respectivamente,
p < 0.05). No hubo correlacién entre la compatibili-
dad HLA obtenida por serologia y los parametros in-
dicadores de rechazo agudo.?

Asi mismo, Adam y cols. (1994)? tiparon a 102 in-
dividuos sanos (204 alelos HLA-DR) mediante el mé-
todo de linfocitotoxicidad y de RFLP-Taq I. En este
caso hubo un 69.9% de concordancia entre ambos mé-
todos. Los tipajes DR incorrectos por serologia, se de-
bieron entre otros, a la incapacidad para distinguir
entre dos alelos con un epitopo comun.

La comparacién entre PCR-SSP y serologia en la
tipificacion HLA ha sido realizada en numerosos cen-
tros, donde como regla general se demostré la mejor
resolucién y exactitud de la primera. Uno de ellos ob-
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tuvo del 3-24% de errores en serologia para la deter-
minacién de los antigenos A y B; la mayor fuente de
errores fue en pacientes con desérdenes hematolégi-
cos (24%), mientras que en los pacientes con afeccio-
nes renales en lista de espera existié un 11% de dis-
crepancias.?* Por otro lado, Tan y cols. (1997)%
senalan un 30.2% de discrepancias entre estos méto-
dos (35.6% para los receptores de rinén y 21.3% para
los donantes). Las diferencias consistian fundamen-
talmente en 29 antigenos interpretados incorrecta-
mente por serologia y 20 blancos seroldgicos determi-
nados por genotipaje.

Esta comparacion por otros investigadores reveld
en aproximadamente el 50% de los pacientes tipados
por PCR-SSP, antigenos DR adicionales o sus subuni-
dades,* asi como falsas asignaciones por serologia de
antigenos A (9%), antigenos B (11%) y antigenos C
(839%), como consecuencia de moléculas HLA de baja
expresion, ausencias de reactivos seroldgicos y falsas
asignaciones de antigenos dentro de un grupo de
reactividad cruzada.?”

Ademas de los efectos positivos de la biologia mole-
cular en el trasplante sefalados anteriormente,?-22
ésta también ha brindado un nuevo impetu al estudio
de la asociacién HLA-enfermedad. En la amplia varie-
dad de alelos descubiertos se han encontrado marcado-
res mas sensibles de susceptibilidad a los mismos. Se
puede citar que mientras que algunos alelos HLA-DR4
estan asociados con la susceptibilidad a la artritis reu-
matoide (DRB1*0401, DRB1*0404), otros no lo estan
(DRB1*0402, DRB1*¥0403).2® Por otro lado, de los 20
subtipos de HLA B27 descritos hasta el 2000 por biolo-
gia molecular, dos de ellos no estaban asociados a la
espondilitis anquilosante (B¥*2706 y B¥2709).%

El alto polimorfismo del sistema HLA ha converti-
do a la tipificacion de los antigenos de este sistema en
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un instrumento muy util para campos tan dispares
como la antropologia y la medicina forense. No obs-
tante, en esta revisién se ha hecho mas énfasis en la
asociacién con enfermedades y sobre todo en su papel
en los trasplantes debido a la repercusiéon de la com-
patibilidad HLA en la supervivencia de los 6rganos
trasplantados. Con todo ello, cabe resaltar que el ob-
jetivo central de esta revision es fundamentalmente
metodoldgico y por ello como conclusién se considere
qué estrategias para la tipificacion HLA se deben de-
sarrollar en cada laboratorio con el fin de extender el
uso de la biologia molecular en este campo y asi brin-
dar resultados confiables que repercutan en la mayor
supervivencia del injerto, deteccion de marcadores
sensibles de enfermedades y saltos cualitativos en los
estudios de paternidad, evolutivos, y forenses, entre
otros.
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