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Estrutura e funcionamento do sistema HLA

Inés Alvarez

Introducao

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CMH) é uma regiao genética encontrada
em todos os mamiferos, com modificacoes que variam de uma espécie para outra. No
rato, é conhecido como sistema H2 e, no humano, como Sistema HLA.

Prof. Jean Dausset descobriu, na década de 50, no soro de mulheres multiparas ou nos
pacientes politransfundidos, a presenca de anticorpos antileucocitarios, dirigidos
contra as moléculas presentes na membrana celular dos leucocitos humanos (Human

Leukocyte Antigens). E ai que apareceu o nome HLA.

O CHM codifica a sintese das moléculas de Histocompatibilidade Maiores e Menores,
também conhecidas como Antigenos de Transplante por serem as responsaveis pela
rejeicao de tecidos e orgaos transplantados entre individuos de uma mesma espécie,

geneticamente diferentes.
O papel essencial das moléculas CHM/HLA ¢ a inducao e regulacao da resposta imune,
bem como a diferenciacdao entre o proprio e o alheio. A enorme diversidade

(polimorfismo) destas moléculas contribui a diversidade biologica da espécie humana.

A funcao fisioldgica das moléculas CMH, com mais de 500 milhdes de anos de evolucao,

€ sua capacidade de unir-se aos peptideos.
Foi s6 em 1974 que Zinkernagel e Doherty descreveram o fendmeno de restricao do
CMH, localizando o verdadeiro papel das moléculas CMH na apresentacao de peptideos

antigénicos e no reconhecimento pelo Linfocito T.

Sera vista sua estrutura, organizacao genética e funcionamento.
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Estrutura genética do CMH-HLA

O complexo CMH reside no braco curto do cromossomo 6, com tamanho de 3,5 milhdes
de pares de base.

E um complexo muito poligénico, com mais de 250 genes e pseudogenes, 30 dos quais

codificam proteinas, com mais de 8.794 alternativas, chamados Alelos HLA.
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Figura 1. Complexo principal de histocompatibilidade

Locus é a posicao de uma classe de gene no cromossomo, e Alelo é uma das multiplas
alternativas que tem um gene, em determinados locus.
O complexo génico CMH codifica as cadeias de 3 classes de moléculas CMH (ou

Antigenos HLA), classicas e nao classicas: Classe I, Classe Il e Classe llI.

Human Histocompatibility (HLA) Complex
Encoded on Chromosome 6
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Figura 2. Complexo principal de histocompatibilidade - Classes de HLA
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1) Os Genes Classe |, localizados nos Locus A, B e C, codificam as moléculas
classicas HLA A, B e C e as nao classicas HLA E, F, G, CD1.

2) Os Genes Classe I, localizados em trés locus principais: DP, DQ e DR, codificam
as moléculas HLA, Classe Il, DP, DQ e DR, e as moléculas nao classicas TAP, LMP
e DM, que sao transportadores intercelulares das moléculas classicas HLA, Classe
lell

3) Os Genes Classe Ill, geralmente conhecidos como Genes da regiao do
complemento, estao localizados entre as regides génicas CMH, Classe | e Il.
Codificam varias proteinas secretantes, que tém funcdes imunes ou de

inflamacao, caso C2, C4, Fator B, TNF e Proteinas de choque térmico.

Nomenclatura do sistema HLA

As especificidades HLA estao identificadas por:
Locus, representados por letras que determinam a posicao do gene no cromossomo 6.
Existem 3 locus de moléculas classicas ou antigenos Classe | (A, B, C) e 3 locus Classe Il

(DP, DQ e DR).

Alelos, representam uma das multiplas formas alternativas de um gene, em

determinado locus. Os alelos sdao representados por nimeros.
Exemplo de especificidade HLA: A1, B5 etc.

O HAPLOTIPO é a informacdo completa do sistema HLA, codificado no braco curto de

cada cromossomo 6, materno e paterno.
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Fig. Hapiotipo HLA: Representacion grafca de un
haploipo HLA y los diferentes antigenos que se
expresarian en la célula normal.

Figura 3. Haplotipo HLA: representacao grafica

Por exemplo: Haplotipo materno - A1, B5, Cw4, DP5, DQ10, DR8
Haplétipo paterno - A2, B7, Cw4, DP5, DQ12, DR3

A complexidade da nomenclatura deriva do método diagnostico utilizado:
a) Se diagnosticado sobre as moléculas HLA, na superficie das membranas
celulares, identificam-se pelo LOCUS + o numero do ALELO.

A “w” significa que ainda esta sendo estudado em oficina (workshop).

b) Caso sejam definidos por estudos de Biologia Molecular sobre os genes HLA,
os locus o serao por letras e os Alelos (especificidades), por um nimero de
quatro digitos, devido a enorme diversidade e polimorfismo deste sistema ao

nivel genomico.

Por exemplo: A0O101, BO701, C0401 etc.

Heranca

Os genes de histocompatibilidade sao herdados de pais para filhos, seguindo as leis

mendelianas da heranca.
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Fig. Herencia haplotipos: Forma en la que se
heredanlos haplotipos de padres a hijos

Figura 4. Heranca de haplétipos

Cada filho herda em bloco a combinacao de genes HLA, no haplotipo materno e
paterno. Cada célula do organismo, exceto as células germinativas, possui um
haplétipo herdado da mae e outro do pai.

Os genes CMH-HLA tém uma expressao CO-DOMINANTE, portanto, dos dois haplétipos,
materno e paterno. Em outras palavras: por cada locus HLA, o filho vai herdar um alelo
da mae e outro do pai. Apesar da informacao dos haplotipos paternos herdar-se em
bloco, existe 2 a 3% de probabilidade de entrecruzamento entre dois cromossomos

parentais, resultando haplétipos recombinantes.

Quando os ALELOS de um LOCUS sao diferentes, estamos em presenca de
HETEROZIGOSE de um determinado locus; por exemplo: A2 - A9.
Quando os ALELOS de um mesmo LOCUS sao idénticos, existe HOMOZIGOSE de um

determinado locus, por exemplo: A2 - A2.

A heranca intrafamiliar determina que os pais, em relacao aos filhos, sejam
HAPLOIDENTICOS e que o filho compartilhe, com cada um dos pais, apenas metade da
informacao genética, quando aqueles apresentem haplotipos diferentes. Numa familia
determinada, o pai tem, por sua vez, dois haplétipos: a e b e, a mae, dois haplotipos:
¢ e d. Por conseguinte, cada um dos filhos podera herdar 4 combinacdes diferentes

desses haplatipos: (a, ¢); (a, d); (b, ¢); (b, d).
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Os irmaos, entre eles, apresentam 25% de probabilidades de serem idénticos por
compartilhar os 2 haplétipos paternos, 25% de probabilidades de nao compartilhar

nenhum e 50% de serem semi-idénticos por compartilhar 1 haplotipo.

Polimorfismo

Cada individuo pode codificar diferentes moléculas, por cada um dos dois alelos de que

dispoe. O numero de combinacdes tedricas, consideradas em conjunto, € muito alto.

CRECIENTE POLIMORFISMO HLA
Recombinacion alélica y
Desequilibrio de ligamento
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Figura 5. Polimorfismo de HLA

Além disso, os genes do CMH integram o sistema mais polimorfico e poligénico do
organismo humano, com mais de 8.000 alelos descobertos até o momento. Cada

individuo expressa 12 especificidades HLA diferentes e isso determina um numero de
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combinacoes tedricas que chega a milhares de milhdes, gerando, dessa maneira,
diferencas genéticas entre individuos de uma mesma espécie.
Por isso é tao dificil, entre individuos geneticamente nao relacionados, encontrar

alguém idéntico, salvo os gémeos univitelinos.

Este enorme polimorfismo no sistema HLA resulta numa grande diversidade de
moléculas de histocompatilibilidade que poderao, entao, apresentar maior quantidade

de diferentes peptideos.

Polymorphism of HLA Class I and Class IT
Molecules

The MHC region is one of the most polymorphic
regions of the human genome

polymorphismis focused around
the peptide binding region

Polymorphisms help to ensure survival of the
species againstmajor pathogen epidemics

Figura 6. Polimorfismo das moléculas HLA, Classe | e I

O polimorfismo HLA nao se explica, apenas, pela combinacao ao acaso de seus genes,
mas pela existéncia de alguns hapldtipos, encontrados com mais frequéncia do
esperado. Este fenomeno, conhecido como “desequilibrio de ligamento”, deve-se a
existéncia de haplotipos ancestrais, de uma determinada comunidade, que tém uma
representacao maior na populacao e a novos haplétipos terem aparecido no processo

evolutivo como consequéncia de uma resisténcia a certas doencas.

Existem fatores indutores do polimorfismo; a espécie humana apresenta enorme
biodiversidade e isso tem permitido a alguns individuos sobrepujar adversidades ao
longo da evolucao. Atualmente, por exemplo, existe 2% da populacao que é resistente
a contrair a infeccao do HIV e, por conseguinte, esses individuos deixarao maior

descendéncia nas zonas endémicas de AIDS.
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Além disso, sabe-se que os embrides com maior disparidade dos genes HLA, em relacao

a mae, tém mais probabilidade de implantacao e, os fetos, de crescer.

Este polimorfismo € o responsavel pela biodiversidade humana. As moléculas HLA
atuam como uma carteira de identidade bioldgica, fazendo com que cada individuo

seja Unico e irrepetivel.

Moléculas CMH ou moléculas HLA

As moléculas HLA estao formadas por 2 glicoproteinas unidas por ligacbes nao
covalentes, se organizam tridimensionalmente em dominios, como a familia das
imunoglobulinas e sao encontradas nas membranas celulares. Existem 2 tipos de
moléculas HLA (Classe | e Classe 2), com diferente distribuicao celular e diferentes
funcoes. A expressao das moléculas HLA, Classe | e Il, aumenta, nas membrana

celulares, pelo interferon gama (IFN—y).
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Figura 7.

a) Moléculas CMH, Classe | (HLA Antigenos) - Estas moléculas sdao conhecidas
como Ag de Transplante ou Ags de Histocompatibilidade, por serem os
principais antigenos reconhecidos pelas células imunocompetentes do

receptor, durante a rejeicao do enxerto.
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las células nucleadas.

> Presentan péptidos
intracelulares alos

linfocitos T CDB+,
getillando la
respuesta citotoxica.

Figura 8. Molécula HLA, Classe |

Estas moléculas se expressam na MEMBRANA de todas as células nucleadas do
organismo, com excecao dos GR e dos espermatozodides.

Possuem 2 cadeias polipeptidicas: a “cadeia pesada” a, com peso molecular de 44-47
KDa, codificada em cromossomo 6 e onde radica a maior variabilidade ou
polimorfismo, e a “cadeia leve” B2, microglobulina, com 12KDa, codificada no

cromossomo 16, que é invariavel e igual para todos os individuos.

A cadeia pesada das moléculas Classe | contém 3 dominios extras celulares (a1, a2 e
a3), regido transmembrana e uma cauda citoplasmatica, representada pelo carboxi-

terminal da cadeia d.

Os dominios a1 e a2 da cadeia pesada das moléculas Classe | formam a fenda donde

acontecera a uniao dos peptideos Antigénicos, com 8-10 aminoacidos de comprimento.
Esta fenda tem uma enorme variabilidade de aminoacidos (POLIMORFISMO), os quais
conformam a parede e o piso dos “locais de unidao” onde os peptideos se fixam,

permitindo, entao, que multiplas moléculas peptidicas se unam as moléculas Classe .

O dominio a3 é constante e tem uma associacdo nao covalente com a cadeia leve B2

microglobulina.
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A B2, também constante, é requerida para as moléculas Classe | se expressarem nas
membranas celulares. Individuos com deficiéncia genética de B2, microglobulina, nao
expressam nenhum Ag Classe | e, portanto, tém uma deficiéncia nos linfocitos T

citotoxicos.

b) Moléculas CMH, Classe Il (HLA, Classe Il)

Sao glicoproteinas inseridas na membrana das células apresentadoras de antigenos
(APC), como mondcitos, macrofagos, células dendriticas, de Langerhans, epiteliais e
nos linfocitos B e nas células T Ativadas.

Estao formadas por 2 cadeias muito polimérficas, codificadas ambas no complexo CMH

do cromossomo 6, uma cadeia d, com peso molecular de 34KDa e uma cadeia B, com

peso molecular de 28KDa.

- Presentesencéulas
especidizadas dela

respuestainmune (CPA).

» Presentan péptidos
extracelulares alos
linfocitos CDA4+,
gatillando larespuesta
tipo Th1o Th2.

Figura 9. Molécula HLA, Classe I

Cada uma das cadeias tem 2 dominios extracelulares al- a2 e B1- B2,

respectivamente, uma regiao transmembrana e a cauda terminal citoplasmatica.

A fenda de uniao das moléculas MHC-Classe Il aos peptideos antigénicos exogenos esta

formada pelos dominios a1 e B1.
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Os peptideos associados as CMH-Classe Il tém 13-25 AA de comprimento e o local de

fixacdao, com 1 ou mais aminoacidos, se acha também na fenda dessas moléculas.

Funcdes das moléculas CMH ou Ags HLA

Ambas as moléculas Classe | e Il sao importantes no controle da resposta imune, por

um processo conhecido como “Restricao CMH”.

FUNCIONES:

Funciones del sistema del HLA en el mantenimiento
de la salud y resistencia a la enfermedad

Funci de las moléculas HLA

Presentadores ags (receptores TCR}).
Identificadores propio y protegen individuo.
Luchafrente a lo extrafio

. Presentacién de ags (receptores TCR). Lucha
frente a lo extrafio

Controlar la integridad de células normales.
Reconocidas porreceptores de NK.

Se desconoce mucho deella

Funcién inductora de tolerancia. Protegen feto y
especie. Reconocidas porreceptores de NK

Educacion timica de los linfocitos T.

Figura 10. Funcdes do HLA

As CMH-Classe | (Ags HLA-Classe | A, B e C) intervém na defesa frente a organismos o
substancias estranhas. Sao, além disso, “marcadores do proprio” e o identificam,
diferenciando-o do estranho. Esta funcao bioldgica relevante a cumprem apresentando
peptideos enddgenos aos linfocitos T citotoxicos. Quando células do organismo alteram
ou perdem as moléculas HLA, Classe |, o sistema imune as reconhece como estranhas e

as destroi.
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Figura 11. Func&do de apresentacao antigénica

As moléculas HLA, Classe | nao classicas (G, E, F e CD1), sao pouco polimorficas. HLA-
G: sao encontradas so6 no trofoblasto fetal protegendo o feto, durante a gravidez, do
sistema imune materno, desde que o feto contém a informacao genética do haplotipo
paterno.

HLA-E: sao encontradas nas células do organismo e inibem as células NK (natural
killer); NK nao destroem as células, quando estas expressam as moléculas HLA-E.
HLA-F: sao encontradas em varias células e seu papel é, ainda, desconhecido.

As moléculas CD1 sdao apresentadoras de antigenos nao peptidicos a certos tipos de

células T. Sao conhecidas como educadoras do timo.

As moléculas HLA, Classe Il (DR, DQ y DP), especializam-se na uniao aos peptideos
antigénicos exdgenos (fragmentos de bactérias, virus etc). Sao apresentadoras de
peptideos exdgenos aos TCR (receptor das células T) dos linfocitos colaboradores,
ativando a resposta imune mediante sinais intracelulares e ativacao de fatores de

transcricao, que produzem citocinas nos linfocitos Th (T helper).

Para o reconhecimento dos peptideos endogenos-moléculas CMH-1 e dos peptideos
exogenos-CMH-II, pelo TCR das células T citotoxicas ou T Helper, sao necessarias,
ainda, 2 sinalizacées diferentes, por meio dos receptores CD8 e CD4 e da co-

estimulacao da familia B7-CD28.
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Biossintese das moléculas HLA e processamento de antigenos

A biossintese das moléculas HLA, Classe |, é feita no reticulo endoplasmatico de todas

as células nucleadas do organismo.

Via de presentacion de péptidos

infracelulares: moléculas HLA clase I
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Figura 13. Apresentacao de peptideos intracelulares
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A cadeia pesada e a B 2 microglobulina formam um heterodimero instavel, que vai
necessitar de “facilitadoras HLA, Classe I” como Calmexina, Clareticulina e Tapacina.
Por outra parte, os antigenos provenientes de proteinas enddégenas (virais ou tumorais,
entre outras) também sao degradados nos proteassomas celulares, até chegarem a
“peptideos”. Esses peptideos sdao transportados para o interior do reticulo endotelial
pelos TAP (Transportador Associado de Peptideos).

Posteriormente, as moléculas HLA, Classe |, unidas aos peptideos, sao transportadas a
membrana celular, onde o complexo HLA |-Péptideo fica exposto, para ser reconhecido

pelos receptores TCR dos linfocitos T citotoxicos.

A biossintese das moléculas HLA, Classe Il, é realizada no reticulo endoplasmatico,

unidas as cadeias invariaveis (li).
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Via presentacion de péptidos

extracelulares: moléculas HLA
clase Il
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Figura 14. Apresentacao de peptideos extracelulares

Este complexo se desloca até o aparelho de Golgi e, no compartimento endocitico
Classe Il (MIIC), inicia a proteolise da cadeia “li”.

Por outro lado, os antigenos exdgenos provenientes do meio exterior, ingressados a
célula mediante fagocitose ou pinocitose, sao degradados a peptideos. Estes se
associam com uma cadeia chamada CLIP. O clip se separa do peptideo, mas se mantém

estavel pela intervencao de outra “facilitadora”: o HLA-DM.

O complexo estavel HLA, Classe Il-Péptido, é transportado por uma vesicula até a
membrana das células apresentadoras de antigenos (APC), para ser reconhecido pelos

linfocitos Th (Helper).

Relevacia da tipificacao HLA

Existem multiplas aplicacdes da tipificacao HLA:

Transplante: HLA joga papel determinante na imunidade do transplante, desde que

existe alorreconhecimento direto ou indireto que desencadeia a resposta imune do

receptor.
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Peptides

Figura 15. Eventos imunologicos no transplante renal

Histocompatibility Match Depends on the
Type of Transplant

Al, A2, B7, B8, DR1, DR3
Kidney Transplant 1 646 match
Al, A2, B7, BE, DR1, DR3

A*0101, A*0201, B*0701, B*0801,
DRB1*0104, DRE1*0301

| 246 match
A*0101, A*0205, B*0701, B*0802,
DRB1#0101, DRB1*0302

Bone Marrow
Transplant

Figura 16. HLA e tipo de transplante

Quanto menor incompatibilidade HLA entre doador e receptor, maior sobrevida do
enxerto.

MHC polyrmorphisme
the basis for dlograft rejection

Graft lasses increase in proportion to the number of HLA mismeatches
(MV) despite inproved overall survival:
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Is this due to overall increased risk for rglection or increased risk to
develop donor specific antibody (DSA)?

Figura 17.
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e Antropologia: o sistema HLA varia largamente entre diferentes
populacoes étnicas e € muito importante para estabelecer ou confirmar a
relacao entre populacoes e seus padroes de migracao.

¢ Identificacdo de Relacdo Filial: conhecido como estudos de Paternidade
nao entendida, o pai putativo divide com o filho um haplétipo HLA.

e Genética forense

e Associacdo com doencas: importante numero de doencas apresentam
certos haplotipos HLA e outros se associam a moléculas HLA, Classe | ou

Classe Il.

Tipificacdo HLA
a) Métodos sorolégicos: No passado, obtinham-se os soros tipificadores do
sistema HLA de mulheres multiparas, expostas aos antigenos paternos de seus
filhos, contra os quais desenvolveram anticorpos. Mais recentemente, esses
soros estao sendo produzidos pela tecnologia dos anticorpos monoclonais.
A técnica microcitotoxicidade se realiza em placas Terasaki, expondo um

linfocito ndao conhecido a uma bateria de anti-soros HLA conhecidos.
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Figura 18.

0 anticorpo reconhecera a especificidade antigénica do linfocito, formando o
complexo antigeno anticorpo que, mediante a cascata do complemento,

culminara na lise desse linfocito. Posteriormente, mediante um corante vital,
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revelam-se as células mortas, que o captam e determinam, entdo, qual

molécula HLA, Classe | ou Classe Il, esse linfocito desconhecido tem.

b) Métodos de Biologia Molecular: as técnicas mais usadas para detectar os

polimorfismos de DNA sao:
e Areacao em cadeia do DNA polimerase (PCR).

e A analise de fragmentos de restricao (RFLP).

e 0O sequenciamento direto do DNA.

As técnicas mais utilizadas para a tipificacao HLA sao: PCR-SSO e PCR-SSP.

I_---—u—-'.
"»4.:------'.
(L)

Figura 19.

PCR-SSO: amplifica a zona polimoérfica do DNA e hibridiza com oligonucleé6tidos

especificos de sequéncia (550), fixados nas membranas.

PCR-SSP: (Primers Especificos de Sequéncia) s6 amplifica a amostra onde os iniciadores

podem reconhecer o alelo especifico.

PCR-STB: o sequenciamento direto do DNA é feito mediante técnicas que sequenciam

fragmentos de DNA, amplificados mediante PCR. Esta técnica é largamente usada no
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transplante hematopoiético de CPH, entre individuos nao relacionados bem como em

estudos de quimerismo apos transplante.

A tecnologia LUMINEX SSO consegue diagnosticar as moléculas HLA em resolucao média

e, algumas delas, em alta resolucao.

Tecndogia LUMINEX SSO

Figura 20.

c) Métodos Celulares: As culturas linfocitarias mistas sao técnicas que
identificam a reatividade dos linfocitos do receptor, quando cultivados com
linfocitos de um doador nao relacionado, mediante proliferacao ou
citotoxicidade. Esta proliferacao é devida ao reconhecimento, por parte do
linfocito do receptor, da disparidade existente nas moléculas HLA, Classe II,

do doador. Esta técnica tem sido superada pela biologia molecular.
d) Hoje em dia, existe a técnica “Elispot”, que mede em forma indireta essa

reatividade do linfocito T, mediante a objetivacao da secrecao das citocinas,

principalmente, a interleucina (IL2).
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ELISPOT assay t tion of cytokines by T lymphocytes (T cells)
Expert Roviows in Mole

Figura 21.

Estudo de anticorpos anti-HLA

Em mulheres multiparas, em individuos politransfundidos e em pacientes
transplantados podem existir anticorpos pré-formados, contra antigenos HLA
especificos.

E relevante, em pacientes em lista de espera para transplante de érgao sélido,
principalmente, renal, a deteccao, antes de receber o transplante, de anticorpos HLA

pré-formados.

Sabe-se, na atualidade, que uma das causas de perda de enxertos € pela geracao, no
receptor, de anticorpos doador especificos novos, conhecidos como DSA. E de esperar
que os anticorpos o sejam contra as especificidades HLA das células do doador (Fig.
22), porém, a quantidade de anticorpos pré-formados é bem maior, devido aos

epitopos comuns existentes em diferentes moléculas Classe | e Classe Il. (Fig. 23).
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Shructurdl Basis of an HHA-B51 Misnmaich

A2.1E8; A2A24;
B35B44 B7,B8

Msmatched HLA antigens have different
nunbers of mismatched epitopes

Figura 23.

O PRA, que é a quantificacdo de anticorpos HLA em um receptor, mediante analise da
reatividade aos antigenos HLA representantes de uma populacao determinada,
expressa em porcentagem. Os pacientes com PRA acima de 80% sao considerados
hiperimunizados e tem 20% de probabilidade de conseguir um doador, se comparados

aqueles que nao tenham anticorpos pré-formados.
O PRA pode ser estudado mediante a técnica de micro-linfocito toxicidade, colocando

nas placas Terasaki antigenos conhecidos, para depois confronta-los com o soro

problema do receptor.
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Outro método é o estudo em fase solida por ELISA, onde preparacoes purificadas de
antigenos HLA sao absorvidas nas fases solidas de placas de plastico.

A Citometria de Fluxo é uma técnica muito mais sensivel e detecta anticorpos contra
especificidades HLA, Classe | e Classe Il, ligadas a pérolas imunomagnéticas.

A técnica LUMINEX é uma citometria de fluxo mais sofisticada, pois utiliza dois raios

laser, o que permite realizar multiplas analises em um mesmo estudo.

A PROVA CRUZADA (PC) é a procura por anticorpos pré-formados do receptor, contra o
provavel doador. Sempre é estudado antes de realizar um transplante. A existéncia de
anticorpos pré-formados HLA, Classe |, contra o doador, contraindicam o transplante.

Os meétodos de estudo sao por microlinfocitos toxicidade, citometria de fluxo ou

luminex.

PROVA CRUZADA DOADOR ESPECIFICO: utilizada no acompanhamento de um transplante
pela analise do soro do receptor, contra as células ou os antigenos HLA purificados do

doador. Pode realizar-se pelos mesmos métodos de estudo mencionados supra.
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