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Complexo principal de histocompatibilidade - processamento e

apresentacao antigénica

O Complexo Principal de Histocompatibilidade, CPH,
ou MHC (“Major Histocompatibility Complex”) tem sido
um dos sistemas genéticos mais amplamente estuda-
dos em mamiferos, devido & sua relevancia em trans-
plantes, controle da resposta imune e associacdo com
doencas. Localizado no brago curto do cromossomo 6
humano (6p21.3), compreende uma regido de aproxima-
damente 4000 Kb, com 224 genes, 128 expressos
(57.1%), sendo 51 genes (39,8%) diretamente envolvi-
dos na resposta imune. Fazem parte deste complexo os
genes do Sistema HLA (“Human Leukocyte Antigens).
Descobertos na superficie de leucocitos por Jean
Dausset, em 1958, os produtos dos genes HLA se tor-
naram conhecidos como antigenos leucocitarios, razao
pela qual o CPH é muitas vezes referido ao Sistema HLA.

Recentemente, como parte do seqlienciamento de
todo o cromossomo 6, a analise do CPH humano foi ex-
pandida cobrindo um total de 7600Kb, resultando naiden-
tificacdo de novos genes e caracterizando assim o CPH
expandido ( xXMHC).
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ORGANIZACAO GENICA DO CPH

O MHC est4, didaticamente, dividido em trés regides:
classe |, classe Il e classe lll. Na regido de classe | (apro-
ximadamente 2000Kb), localizada distalmente em rela-
¢do ao centrdmero, estdo localizados os genes HLA clés-
sicos histocompatibilidade, HLA-A, B e C, bem como de
genes HLA nao classicos, HLA-E, F, G e HFE, MICA e
MICB. Na regido de classe Il, localizada mais ao centro
(1000 a 1200 Kb), estdo os loci HLA-DRA, DRB1-5,
DQA1-3,DQB1-2, DPAL, DPB1, DOA, DOB, DMA e DMB.
Também nesta regido estéo localizados varios pseudo-
genes e o0s genes LMP1, LMP2, TAP1, TAP2. A regido
de classe lll, localizada entre as de classe | e classe I,
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Figura 1 - Representagdo esquematica do CPH, no brago curto do cromossomo 6 humano.
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contém, entre outros, 0s genes que codificam para com-
ponentes do sistema complemento (C2, C4A, C4B), fa-
tor B (Bf) e para a enzima 21-hidroxilase. Os genes que
codificam para as proteinas de choque térmico Hsp70,
fator de necrose tumoral a (TNF-a) e linfotoxinas a (LTA)
e B (LTB), estdo mapeados entre o complemento e as
regides de classe | (Figura 1). Grande parte dos genes
na regido do CPH se localiza préximo uns dos outros,
sendo freqiientemente herdados em bloco, constituindo
hapl6tipos, resultando no fendmeno de desequilibrio de
ligacéo.

MOLECULAS HLA: CLASSE IE Il

As moléculas HLA de classe | séo codificadas pelos
genes HLA-A, B e C. S&o glicoproteinas de 44-49 kDa,
formadas por trés dominios extracelulares, al, a2 e a3,
um dominio transmembranario e um dominio citoplas-
mético. Esta cadeia a pesada se encontra associada a
uma cadeia leve, soltvel, de 12 kDa, denominada {32-
microglobulina, que é codificada fora do MHC, no cro-
mossomo 15. A maior parte do polimorfismo da molécu-
la esta localizada nos dominios ol e a2 que formam uma
estrutura em a-hélice que se apo6ia em uma plataforma
laminar (folheto B), resultando numa fenda no topo da
superficie da molécula que serve de sitio de ligagdo para
peptideos. As moléculas HLA de classe | séo expressas
na quase totalidade das células nucleadas.

As moléculas HLA classe Il sdo heterodimeros com
uma cadeia a (32-34kD) e uma [ (28-29kD), cada uma
com 4 dominios: dominio de ligagcdo ao peptideo (al e
1), dominios imunoglobulina-like (a2 e f2), um dominio
transmembranério e um citoplasmatico. Os genes HLA-
DRBA1, -DQAL e —-DPAL1 codificam para a cadeia a das
moléculas DR, DQ e DP e os genes HLA-DRBL1, -DQB1
e -DPB1 codificam para as suas respectivas cadeias f.
Alguns individuos expressam ainda uma quarta molécu-
la denominada DR52, DR53 ou DR51, na qual a cadeia
DRa (n&o polimérfica) é a mesma presente nas molécu-
las HLA-DR e a cadeia B é codificada pelo gene DRB3,
DRB4 ou DRB5, respectivamente. As moléculas HLA
classe Il apresentam uma expressao tissular mais restri-
ta, sendo expressas em linfocitos B, células dendriticas,
mondcitos e linfocitos T ativados.

Essas moléculas sdo altamente polimorficas, com
varios alelos nos loci A, B, C, DR, DQ e DP. Sao conside-
rados alelos as formas alternativas de cada gene, indi-
cando a alteragdo de um ou mais nucleotideos na sua
seqliéncia, sem haver, necessariamente, troca de ami-
noéacido. Cada conjunto de alelos encontrados em um
Unico cromossomo é denominado de haplétipo e, herda-
dos um do pai e outro da mae, os alelos HLA sdo ex-
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pressos de forma co-dominante, todos juntos na superfi-
cie de uma Unica célula.

A distribuicéo dos alelos varia em diferentes popula-
¢des, levando & maior frequiéncia de individuos hete-
rozigotos. O extenso polimorfismo das moléculas HLA
parece ter sido selecionado por pressées evolutivas para
proteger o organismo contra estratégias de evaséo de
patégenos, sendo crucial para a especificidade de liga-
¢do e apresentagao de peptideos, interacdo com TCR e
conseqliente funcéo dessas moléculas na resposta imu-
ne. Uma mesma molécula HLA é capaz de se ligar a um
grande nimero de peptideos. Normalmente os peptide-
os diferem em suas sequéncias, mas compartilham dois
ou trés residuos de aminoacidos (sequéncia motivo) que
sdo importantes na ligacdo com residuos “ancoras” na
molécula HLA e que séo definidos pelos alelos individuais
de cada individuo (“bols6es” de ligagdo com o peptideo).

FUNCAO DAS MOLECULAS HLA — PROCESSAMENTO E
APRESENTACAO DE ANTIGENOS

A principal fungdo das moléculas HLA é apresentar
peptideos antigénicos aos linfocitos T, gerando uma res-
posta imune especifica. Para que os linfécitos sejam
ativados € necessario que haja o reconhecimento simul-
taneo, pelo receptor de célula T (RCT), do peptideo
antigénico junto com a molécula de histocompatibilidade
prépria presente na superficie celular, fenémeno este
chamado de restricdo ao MHC. A formacéo do complexo
peptideo-HLA requer gue a proteina seja degradada em
peptideo através de uma seqliéncia de eventos denomi-
nada processamento do antigeno.

Existem duas vias de processamento e apresenta-
¢do antigénica: endogena (ou citosolica) e exdgena (ou
endocitica). A via endbgena é usada para a apresenta-
¢do de moléculas presentes no citoplasma da célula,
sejam elas proteinas celulares normais que sdo continu-
amente degradadas e substituidas por outras, como pro-
teinas tumorais ou, ainda, proteinas virais ou bacteria-
nas produzidas em células infectadas. Grande parte da
degradacgao protéica citoplasmaética é realizada por um
complexo de proteases multicataliticas chamado proteas-
soma. Antes de sofrerem protedlise estas proteinas se
ligam a proteina ubiquitina, facilitando seu reconhecimen-
to pelos sistemas de degradagao. Os peptideos gerados
sdo entdo transportados para o reticulo endoplasmatico
(RE) por uma proteina heterodimérica chamada TAP
(Transportadores Associados com Processamento), co-
dificada pelos genes TAP1 e TAP2, e que esta presente
na membrana do RE. TAP1 e TAP2 transportam eficien-
temente peptideos de 8-13 aminoacidos. O destino final
dos peptideos gerados deve ser a unido com a molécula
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HLA de classe I. Como qualguer outra proteina, a cadeia
o e a cadeia [32-microglobulina da molécula de classe |
sao sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso, sen-
do que sua estabilidade s6 ocorre quando houver a liga-
¢do do peptideo na fenda da molécula. O processo de
“montagem” da molécula envolve varias etapas com par-
ticipacdo de chaperonas (calnexina, calreticulina e
tapasina). Uma vez associada ao peptideo, e agora es-
tavel, a molécula classe | migra, através do Complexo de
Golgi, para a superficie celular, para sua apresentacao
para os linfécitos T CD8 citotdxicos.

Na via exdgena (ou endocitica) de processamento e
apresentacdo de antigenos os peptideos sdo apresen-
tados pelas moléculas HLA de classe Il. As células apre-
sentadoras de antigenos (APCs) internalizam o antige-
no por fagocitose e/ou endocitose (mediada por recep-
tores). Uma vez internalizado o antigeno é degradado
em peptideos dentro de uma via de processamento
endocitico. As vesiculas endociticas iniciais (endossomas
iniciais) fusionam-se com vesiculas maiores que vao
acidificando-se e ativando proteases, dando inicio a de-
gradacao dos antigenos em peptideos menores. Poste-
riormente, movem-se para 0os endossomos tardios que,
finalmente, fusionam-se com os lisossomos. Dentro dos
compartimentos endossomais o antigeno é degradado
em peptideos de 13-18 residuos, 0s quais irdo se unir as
moléculas HLA de classe Il que estdo sendo sintetiza-
das no RE rugoso e sao transportadas em vesiculas para
fusionarem-se aos endossomos. Durante a biossintese
da molécula de classe Il o heterodimero de cadeia alfa e
beta se une no sitio de ligagdo com peptideos, a uma
outra cadeia chamada invariante (li), prevenindo a unido
de peptideos endogenos ainda no RE. A li é posterior-
mente clivada, deixando um fragmento peptidico ligado a
fenda da molécula HLA de classe Il, chamado CLIP (class
ll-associated invariant chain peptide), possivelmente pre-
venindo a ligacao prematura do peptideo. A molécula HLA-
DM (classe Il ndo-classica) tem a funcdo de remover o
CLIP da fenda para posterior ligacao do peptideo. As mo-
léculas HLA, agora ja com peptideo ligado e ainda nos
endossomos, séo transportadas para a superficie celular
para serem apresentadas aos linfécitos T CD4+.

HLA E DOENCAS

Analises para suscetibilidade genética a doencas séo
realizadas em familias com individuos afetados (estu-
dos de ligacédo) ou em estudos populacionais (estudos
de associacdo). Estes estudos buscam identificacdo do
alelo(s) de suscetibilidade nos individuos doentes com-
parando com a populacdo sadia. Através desta compa-
racdo pode obter-se o valor do risco relativo (RR), varia-
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vel que mede quantas vezes a suscetibilidade a uma do-
enca aumenta na presenca do alelo HLA. E importante
salientar que o alto desequilibrio de ligacdo na regido
génica do HLA dificulta a identifica¢ao da associacéo pri-
méria a doenca.

As moléculas HLA nao distinguem entre peptideos
derivados de proteinas prdprias e ndo proprias, elas sim-
plesmente ligam peptideos que se “fixam” eficientemen-
te na sua fenda, evitando-se desta forma o desencadea-
mento de respostas auto-imunes. Este reconhecimento
do préprio e ndo proprio deve ocorrer pelo receptor da
célulaT (RCT) que se da durante sua maturacao no timo,
processo denominado de educacgdo timica (tolerancia
central). No timo, os linfécitos T devem interagir com
moléculas HLA de classe | ou de classe Il que apresen-
tam diversos peptideos de origem endégena (préprios).
A falta de ligagdo ou uma ligagdo muito forte levard a
indugdo de morte programada e a delecdo da célula.
Apenas os linfocitos capazes de reconhecer as molécu-
las HLA, juntamente com peptideos proprios, com afini-
dade intermediéria sofrerdo maturagéo (CD4+ ou CD8+)
e serdo liberados para a circulagio, onde sofrerdo ainda
mecanismos de tolerancia periférica. Fatores que que-
brem esses mecanismos de tolerancia podem resultar
na presenca de linfécitos T com afinidade a antigenos
préprios, desencadeando processos de doengas auto-
imunes. Diante do relevante papel das moléculas HLA
na selecdo timica e apresentacdo antigénica, estas mo-
léculas sdo consideradas alvos importantes para o estu-
do de suscetibilidade genética a doencas.

Os mecanismos para o desencadeamento das do-
encas auto-imunes ndo estdo totalmente esclarecidos.
Sabe-se que tanto fatores genéticos como ambientais
estao envolvidos. A forte associa¢édo observada do HLA-
B27 e espondilite anquilosante, com RR em algumas
populacbes maiores que 150, fazem desta molécula qua-
se que um fator necessério para o desenvolvimento des-
ta doenca. Dentre 0s possiveis mecanismos envolvidos
estdo: 1) a hipétese do peptideo artritogénico (peptide-
0s virais ou bacterianos mimetizando proteinas prdprias
sdo apresentados por HLA-B27 e reconhecidos por lin-
focitos T CD8+); 2) a hipdtese do mimetismo molecular
(mimetismo entre certas regiées da molécula HLA-B27
com epitopos bacterianos); 3) reconhecimento néo clas-
sico da molécula HLA-B27 (homodimeros da cadeia B,
com cisteina (Cys) na posicdo 67, reconhecidos por lin-
focitos T CD4+ ao invés dos linfocitos T CD8+); 4) res-
posta inflamatéria ndo associada a apresentacéo de an-
tigenos em que o acimulo de moléculas HLA-B27 “mal-
formadas” que levariam a uma resposta de estresse com
sinaliza¢&@o para producd@o de citocinas inflamatérias
como TNF-a, IL-1 e IL-6.
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Na artrite reumatodide (AR) estudos populacionais
realizados em diferentes etnias identificaram como prin-
cipais alelos: DRB1*0401, DRB1*0404, DRB1*0405,
DRB1*0101 e DRB1*1402. As moléculas HLA codifica-
das por esses genes compartilham uma sequiéncia con-
servada de aminoacidos nas posi¢cdes 70-74, definida
como “epitopo compartilhado de suscetibilidade”. Alguns
trabalhos monstraram também a presenca de anticor-
pos antiproteina citrunilada abrangendo 50-70% dos
pacientes. Estudo recente descreve que o tabagismo,
associado a presenca dos epitopos compartilhados, fun-
cionaria como fator de risco para pacientes com anticor-
pos anticitrulina, levando a rea¢Ges imunes especificas
a proteinas citruniladas que, ao longo dos anos, poderi-
am causar artrite.

Ainda outro mecanismo proposto para a patogénese
da AR é o do mimetismo molecular. Células T periféricas
ativadas por antigenos exdgenos reconheceriam antigenos
proprios na sindvia. O colageno tipo Il, proteoglicanos e gli-
coproteinas de cartilagem tém sido apontados como os al-
vos enddgenos da reatividade cruzada. Como candidatos
exdgenos, estdo as proteinas retrovirais e as HSP (“heat
shock proteins”), especificamente as HSP-70 de micobac-
térias, com alta homologia com as HSP humanas.

E importante salientar que outros polimorfismos, em
genes ndo-HLA, mas localizados dentro do CPH, tam-
bém tém sido descritos em associacdo com doencas
reumatolégicas, dentre eles o gene Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) e o gene MICA.

IDENTIFICACAO DO POLIVMORFISMO HLA

A tipificagdo dos genes HLA pode ser realizada por
métodos soroldgicos ou moleculares. No método sorold-
gico (citotoxicidade dependente de complemento) sao
utilizados anti-soros anti-HLA especificos frente aos lin-
focitos do individuo, que funcionam como fonte antigéni-
ca. Porém, o método soroldgico vem sendo substituido,
especialmente para tipificacdo de HLA classe Il, por
métodos moleculares. A maioria destes métodos sdo

baseados em reacgado de polimeriza¢do em cadeia (PCR),
utilizando sondas (“primers”) especificas que diferenci-
am alelos ou grupos de alelos. Existem métodos mole-
culares de baixa resolucdo, que apresentam resultados
equivalentes ao soroldgico e que definem grupos de
alelos. Os métodos de alta resolucdo permitem definir
com preciséo os alelos propriamente ditos. Existem ain-
da os métodos de resolucao intermedidria, identificando
alguns alelos e/ou grupos de alelos. A nomenclatura HLA
foi assim estabelecida por um Comité Internacional: os
dois primeiros digitos sereferem as tipificac6es soroldgi-
cas (ou ao grupo de alelos) e os dois digitos seguintes, a
especificidade alélica. Desta forma, a molécula HLA-B27
é codificada pelo gene HLA-B*27 que contém, por exem-
plo, os alelos HLA-B*2701 e B*2705. Para os genes de
classe I, podemos ter, por exemplo, a tipificacdo do gene
HLA-DRB1*04, que contém alelos DRB1*0401, *0402.
Devido a presenca de varios genes para as cadeias 3 (B)
de HLA-DR, cada locus recebera o seu nimero corres-
pondente: HLA- DRB1*0401, DRB3*0101, DRB4*0101 e
DRB5*0101. O seqiienciamento génico, método de alta
resolucdo, também é empregado na identificagdo do
polimorfismo HLA.
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