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RESUMO

Esta tese reune uma série de trabalhos com o sistema HLA. Inicia
COm « caracterizacasv ae 8z antlicorpos de ciasse i e 11 no soro
de 2600 placentas humanas, possibilitando reasgentes para a
organizacao de um Laboratdrio de Histocompatibilidade. A
aplicagcao clinica da imunogenética HLA na 1investigacdo de
paternidade e nos transplantes renais vem a seduir. Estudou-se
66 casos de pericia médica, sendo que a duvida da paternidade foi
solucionada pelo estudo HLA em 42 ocasides (64%). Em 10 casos foi
necessdrio acrescentar a pesquisa de grupos sangiiineos ABO, Rh
(C,cy,D,E,e) e MNSs. O numero de exclusdes de paternidade foi de

14 casos (21%). Os 250 transplantes renais analisados foram
realizados com doador vivo (158) e doador cadaver (92). Os
enxertos entre individuos relacionados HLA idénticos ({30)

apresentaram sobrevida de 96% para o 12 ano e 75.4% para o 29,
Os com um haplétipo de diferenca (128) alcancaram 78.2% e 65.9%,
respectivamente. Quando o doador foi caddver, observou-se 62% e
43.9% de sobrevida actuarial. A anadlise dos resultados dos
transplantes entre relacionados, HLA parcialmente idénticos,
demonstrou um pior resultado para os que usaram a Ciclosporina
A, ao contriario do esperado. Observou-se uma diferenga na
sobrevida entre os centros transplantadores, assim como uma

Eendéncia para melhores resultados, apds a organizagao da
cogrdenadoria de transplantes"na cidade de Porto Alegre. Os
pacientes de raga branca, aparentemente, tiveram melhores

resultados do que os de raga negra, entretanto estes Ultimos s&o
em numero pequeno. Nao foi observado o efeito da transfusao
sangiiinea especifica do doador na sobrevida dos enxertos. Os
resul?adog, quando os pais foram os doadores, nao foram
superiores quando as maes foram as escolhidas. A pesquisa da
rgla¢ao entre HLA e doencas foi realizada em relagdo a Leucemia
Linfdtica Crdnica (LLC) e Diabetes Mellitus Insulino-Dependente.
No Pr}meiro estudo, observou-se que a LLC ndo esta associada
posit}vaTente ao sistema HLA, apds tipagem de 120 pacientes. A
assoclacao negativa, relacionada com a protecdo a doenga, foi
observada para o alelo HLA-A9 e HLA-Cw4. Paralelamente, foram
observados raros pacientes com CLL que ndo apresentavam moléculas
de HLA-DQ na membrana celular, tanto da forma homozigota como
heterozigota. Estudaram-se estes casos com sondas moleculares,
observando-se a presenga dos genes ao nivel do DNA, embora
fal?assem sua expressdo ao nivel de membrana. A tipagem HLA de
bpacientes diabéticos envolveu os locos HLA-A, B, DR, DQA e DQR.
Estes pacientes foram provenientes do Estado do Colorado no
Estados Unidos da América do Norte, tendo sido previamente
observado, pelo Departamento de Epidemiologia da Universidade do
COlOPédo, existir menos diabetes nos descendentes dos
quonlzadores de lingua hispanica do que nos descendentes de
lingua inglesa. A remessa das células de pacientes e controles
para o Laboratdério de Genética da Diabetes na Univesidade de
Oxford possibilitou esse estudo. Entre os diversos dados
observados, deve-se destacar que nao existem diferengas na



2enética HLA entre os diabéticos hispanicos e os anglo-saxodes,
entretanto o mesmo nao ocorre entre os controles, ©pois nos
hispanicos ndo se observou a presenca do hapldtipo caucasdide e
diabetogénico HLA-A1,B8,DR3. Nestes uUltimos encontrou-se
freqiéncia aumentada do HLA-AZ24, B35 e Bl6, fato somente
encontrado entre orientais e Indios Americanos. Conclui-se que
a populagdo de hispanicos normais apresenta genes HLA de origem
oriental, obtidos pelo seu entrecruzamento com os indios. A falta
dos genes caucasdides que predispde a doenca, como DR3., DOW8 e
v alero AL de DQAL protegem estes 1ndlividuos de aaqulrirem &
diabetes, entretanto quando recebem estes genes pela mistura com
o branco, ficam predispostos a mesma. As populagdes diabéticas

estudadas apresentam os alelos DR3 , DQW8 e A3 (DQAl) em
assoclacao significantemente positiva com a doenga, confirmando
O encontrado em outras populagdes. Assocliagdes negativas

aconteceram com DR5 e DQW7 nos hispanicos e DQW6 nos anglos.
Todos os pacientes hispanicos e 96% dos anglos apresentaram um
ou ambos os alelos sem acido aspartico na posigao 57 de DQB,
enquantc nos controles observou-se 80% e 84%, confirmando outras
pPesquisas que demonstraram esta predisposigdo ao nivel molecular.
Os principais métodos utilizados nesta tese foram a tipagem HLA
por sorologia, tipagem HLA por RFLP e também pela amplificacdo
do DNA cem a enzima Taq polimerase, utilizando oligonucleotidios
sinteticos como sondas radioativas.
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INTRODUCAXO

1.1. O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

1.1.1. ISTORIA SIS LA

A ciéncia é fascinante quando praticada da maneira como
desenvolveu-se o estudo da histocompatibilidade humana. O marco
inicial pode ser colocado no ano de 1958, quando Jean Dausset
publicou a descrig@o de um grupo leucocitdrio que chamou de Mac
(Dausset, 1958). Apés esta descoberfa, formou-se um grupo de
cientistas, sendo que alguns ja trabalhavam em torno deste tema
e outros foram atraidos pelo fildo recém encontrado. O fato é que
© entusiasmo destes jovens, associado ao intenso intercambio
cientifico que proporcionaram, contagiou uma geragdo e
revolucionou a Medicina.

Na medida em que a histéria se desenvolve, surgem novos

personagens que representam a Imunologia, a Hematologia, a
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Genética, a Bioquimica, a Medicing Interna e a Cirurgia. O prazer
de participar desta aventura foi dividido por muitos
pesquisadores e , com certeza, quando Jean Dausset recebeu o
Prémio Nobel em 1980, todos sentiram-se homenageados.

A introdugao da histéria do sistema HLA (Human Leucocyte
Antigens) comega pelos estudos de tumores em camundongos, quando
pela primeira vez foi usado o termo,"antigenos de transplante”
(Gorer, 1937). Esse autor deu inicio aos estudos do sistema H-2
do camundongo, considerado como espelho biolégico do HLA. Outros
Pesquisadores seguiram seus passos, entre eles, George Snell,
também agraciado com o Prémio Nobel em 1980.

Os capitulos mais importantes dessa aventura forém escritos
em VArios paises, Jean Dausset (Franca) , Jon van Rood (Holanda),
Rose Payne, Bernard Amos, Roy Walford, Fritz Bach e Paul Terasaki
(USA), Walter Bodmer, Jilia Bodmer e Richard Batchelor
(Inglaterra), Flemming Kissmeyer-Nilsen e Arne Svejgaard

(Dinamarca) e Rugero Ceppellini (Itdlia).

1.1.1.1. A DESCOBERTA DE DAUSSET

Dausset, trabalhando interessédo em leuco-aglutininas,
misturou, em um la&mina, o soro de um paciente leucopénico e
politransfundido com leucécitos isolados de outro individuo
(1952)., Foi observada a agregacdo inesperada das células, com
formagdo de grumos. Tal fato poderia ser devido a autoanticorpos
ou a aloanticorpos. A primeira hipétese foi imediatamente
afastada pela falta de aglutinagdo de seus préprios leucécitos.

Esse soro foi entdo testado contra um painel de diversos
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individuos, aglutinando varias amostras, quando foi observada a
possibilidade de que aloanticorpos possam reconhecer '"grupos de
leucécitos”.

Os experimentos com leuco-aglutinagdo continuaram sem
possibilidades de algume <classificagdo, até que Dausset
transfundiu um paciente anémico por vArias vezes, com sangue do
mesmo doador. Algumas semanas apdés, observou a presenca de um
anticorpo aglutinante que reagia com os leucdécitos do doador,
assim como com parte de um painel de células controle. Esse
anticorpo era inativo contra os leucécitos do préprio paciente
e recebeu o nome de "MAC", em homenagem a trés individuos que
serviram como voluntdrios para os experimentos. Cada letra
corresponde a inicial dessas pessoas. Estava descoberto o
primeiro antigeno leucocitdrio, também denominado MAC e hoje
conhecido como HLA-A2 (Dausset, 1958)

A descoberta dos grupos sanguineos influenciou os
desbravadores no sentido da existéncia de diversos sistemas
leucocitdrios, como acontecia a nivei eritrocitdrio. Nao
imaginavam que os antigenos que comegavam a descrever pertenciam
a um complexo de histocompatibilidade. A seguir, van Loghem
descobriu que as leuco-aglutininaé causavam reagoes nao
hemoliticas durante algumés transfusdes de sangue (van Loghem,
1956). Na mesma época, Dausset descreveu 4 soros de individuos
transfundidos de maneira planejada que reconheciam o mesmo

antigeno MAC num painel de 25 células.
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1.1.1.2. OS ANTICORPOS ANTI-HLA APOS A GESTAGAO

Um importante avango f;;~; descoberta independente em Lei&en
(van Rood, 1958) e Palo Alto (Rose Payne, 1958) de que a gravidez
pode induzir a formagao de leuco-aglutininas. Pelo lado
holandés, o fato aconteceu em 14 de Abril de 1958, quando
observaram uma reagdo transfusional numa mée de quatro filhos que
recebeu sangue para corrigir um sangramento apés o parto de
gémeos. Gracas A descrigdo de van Loghem, foi diagnosticada e
confirmada a presenga de leuco-aglutininas. A partir de entéo,
estudaram outros soros e iniciaram pesquisas em familias. Estes
achados foram apresentados num congresso em Roma (1958), alias
no mesmo em que Dausset mostrou seus dados sobre o MAC.
Posteriormente o estudo das leucoaglutininas foi transf&rmado em
tese (van Rood, 1962-b ). Alguns tiveram dificuldade em entender
estes achados, tanto que num didlogo com o Diretor do Northern
Blood Transfusion Center (Inglaterra), van Rood recebeu a
seguinte observagdo, quando afirmou que a gravidez podia induzir
a formagédo de anticorpos anti-leucocitdrios e que estes podiam
ser absorvidos com plaquetas: "Well, I don’t know but you might
have to eat your hat". Outros, entretanto, esperavam por tais
resultados, visto que, no mesmo dia, van Rood encontrou Dausset
e Colombani discutindo a possibilidade das plaquetas absorverem
os anticorpos leucocitdrios. Quando souberam que van Rood tinha
conseguido a absorgdo, houve a exclamacdo de Dausset: "What did
I say! Are you now convinced?" (van Rood, 1990).

A absorgdo das leuco-~aglutininas ndo representava muito

naquele momento, mas, posteriormente, possibilitou a tipagem dos
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antigenos de classe II (HLA-DR, DQ e DP), expressos em linfécitos
B.

Van Rood continuou seus experimentos com 60 soros de
multiparas que apresentavam leuco-aglutininas, testando-os contra
um painel de leucécitos de 100 doadores. Pela primeira vez
acontecia um procedimento utilizado até hoje em Workshops, a
andlise por computador das reag¢des de todos os goros contra todas
as células (van Rood, 1962-a e 1963). Este foi o inicio da
identificacdo dos anticorpos que possibilitaram as tipagens HLA.

Pelo lado norte-americano, Rose Payne estudava os auto-
anticorpos envolvidos na Anemia Hemolitica Adquirida, quando
Procurou demostrar a afirmagdo de Dausset que as leucoéglutininas
poderiam ser responsidveis por leucopenia. Organizou, ent&o, um
painel com soros de 350 pacientes com diversas doengas
hematolégicas que fez reagir contra leucécitos de 60 individuos
normais. Encontrou os anticorpos em 10¥%¥ dos doentes, mas também
observou que muitos ndo eram leucopénicos e que o Unico fato em
comum era o sangue que recebiam e que freqgiientemente ocasionava
reagéoes pirogénicas. Pretendeu realizar transfusdes com sangue
pobre em leucécitos, mas ndo recebeu permissdo por parte do seu
superior. Dausset visitou seu laboratério no mesmo ano (1956) e,
posteriormente, conduziu o expefimento em Paris, provando correta
a hipétese de Payne sobre a participagao das leuco-aglutininas
nas reagdes pirogénicas. Individuos transfundidos
sSistematicamente com sangue pobre em leucécitos ndo apresentavam

reagoes, enquanto que com a fragdo rica destas células

demonstravam febre e calafrios.
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Rose Payne recebeu finalmente a permissdo para conduzir
experimentos com transfusdes pobres em leucécitos. Em duas
ocasides em que foi necessario transfundir sangue rico em
leucdcitos para pacientes com leuco—aglutininés ‘e que
experimentavam reag¢des prévias, ndo observou febre. Nesse momento
surgiu a idéia de que pudessem existir tipos diferentes de
leucécitos. Posteriormente, constatou gque a frgqﬁéncia de reacgao
pirogénica era maior em mulheres e que metade delas apresentavam
reagdes na primeira ou segunda transfusdo. O mesmo ndo acontecia
com homens que necessitavam de vArios procedimentos para
iniciarem com pirexia. Uma pesquisa na histéria obstétrica das
pacientes concluiu que somente as com gestagdes énteriores
apresentavam reagdes ao primeiro estimulo. A seguir, realizou a
prova entre o soro materno e as células da crianca, assim como
as do pai. Na maioria dos casos, os soros aglutinaram as células
testadas. Ficou definida a participagdo de anticorpos anti-
leucocitdrios nas reagdes febris de casos em que nédo existiam
anticorpos contra eritrécitos, assim como da imunizagdo da mée
contra os leucécitos do filho durante a gestagao (Payne, 1990).

0Os estudos a seguir foram semelhantes aos de van Rood,
procurando reagdées em comum entre soros de multiparas e
leucécitos de um painel. Foram definidos grupos de anticorpos que
definiam antigenos, LAl e LA2 (Payne, 1964) e 4a e 4b (van Rood,

1962). Os Ultimos representam os atuais Bw4 e Bw6.
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1.1.1.3. OS WOKSHOPS INTERNACIONAIS E O DESENVOLVIMENTO DO HLA.

Os encontros de trabalho (workshops) proporcionaram um
rapido desenvolvimento da imunogenética do Sistema HLA. O
primeiro foi realizado na Duke University por Bernard Amos
(1964). No referido encontro, os diversos grupos tentaram tipar
algumas células e confrontar técnicas; entretanto, os resultados
foram decepcionantes (van Rood, 1990).

O segundo encontro foi em Leiden (1965), ocasido em que foi
possivel estudar células pela leuco-aglutinagdao, fixacdo do
complemento e a recente e importante técnica de
microlinfotoxicidade (Terasaki, 1964). Uma das dificuldades
encontradas foi a nomenclatura utilizada. Existiria mais de um
sistema? Dausset denominava HU-1, andlogo ao do camundongo H-2;
Rose Payne e Walter Bodmer LAl, LA2 (idéntico ao MAC); van Rood
4a e 4b., Durante esse workshop demonstrou-se que os antigenos HLA
eram antigenos de transplante, pois foi observado que a
imunizagdo prévia do receptor de transplante de pele com
leucdécitos do doador, acelerava a rejeigcao (van Rood, 1965).
Nesse encontro Walford, demonstrou a produgcdo de soros anti-HLA
apés transplante de pele e Terasakj: descreveu um método de
criopreservacéo dos linf6citos (van Rood, 1990-a).

O teste de cultura mista de 1linfécitos foi descoberto nessa
época por dois estudos independentes (Bach, 1964) e (Bain, 1964).
O teste consistia em misturar "in vitro" as células de duas
pessoas e observar a transformagdo blastica que se seguia. Bach
desenvolveu a técnica ap6és demonstrar sua utilidade em prever a

sobrevida de transplantes de pele e definiu o método como "um



Capitulo 1 8

potente teste de histocompatibilidade" (Bach, 1964). O préximo

passo foi o estudo de uma familia de 17 filhos, no qual ficou

demonstrado que, entre irmaos, 25% n&édo se estimulavam mituamente
"in vitro" (Bach, 1966). A seguir, tornou-se evidente que os
individuos que n&o se estimulavam, apresentavam oS mesmos
antigenos HLA (Bach, 1967) e que o teste da cultura mista de
linfécitos e o teste sorolégico pareciam predizer a sobrevida dos
transplantes. Posteriormente, foi identificada uma familia em que
dois irmdos eram idénticos na sorologia, mas estimulavam-se em
cultura. Isso deu origem & hipdétese de existir uma nova regiéo
(HLA-D) 1ligada, mas nao idéntica aos antigenos observados
sorolégicamente (Amos, 1968) e (Bach, 1969).

Os melhores estudos da utilizagcdo da cultura mista para
caracterizagao HLA foram desenvolvidos em Leiden, alguns anos
depois. Van Rood imaginou um teste que pudesse caracterizar
especificidades pela cultura mista. As células deveriam ser
homozigotas, ou seja, apresentarem o haplétipo HLA em dose dupla.
Os candidatos para homozigose eram os filhos de casamentos entre
Primos e seria muito diffcil encontrar esses individuos,
entretanto, lembraram que a Igreja Catdlica ndo permitia tais
casamentos, a ndo ser com o conseﬁtimento Papal. Van Rood
escreveu para o Papa, solicitando utilizar a informacdo dos
arquivos da Igreja. Passados alguns meses, recebeu uma carta para
entrar em contato com o Bispo de Haarlen, do qual obteve a
permissdo para encontrar as familias. O estudo demonstrou que era
possivel a tipagem pela cultura com células homozigotas (van
Tweel e van Rood, 1973). Posteriormente, foram descobertos os

antigenos HLA-DR, presentes nos linfécitos B e gque segregavan,



Capitulo 1 " 9

quase sempre, com os padrdes da tipagem por cultura com células
homozigotas (van Rood, 1975)

Os transplantes comécaram a ter grande interesse. Uma
importante contribuigdao foi o estudo combinado de familias com
transplantes de pele, possibilitando observar a relagéo de
compatibilidade HLA e rejeigao (van Rood, 1966). Dausset e
Rapaport também demostraram que os grupos sanguineos e o HLA eram
importantes na rejeigcdo de transplantes de pele.

O terceiro workshop foi realizado por Ceppellini em Turin
(1967), quando ficou estabelecido que existia um idnico loco com
dois sub-locos e uma reunido do comité de nomenclatura do WHO
definiu a sigla HL-A (Human Leucocyte Loco A). Treze grupos
participaram do estudo de onze familias e a segregagao em
haplétipos foi bem documentada. Nessa época, 13 antigenos ja
tinham sido descritos por vdrios grupos. Uma apresentagdo de
importancia foi a de Amiel que, pela primeira vez, relacionou o
HLA com uma doenga (Hodgkin). Van Rood apresentou os resultados
de 25 transplantes realizados com avaliagdo do HLA, assim como
Rose Payne. Ambos mostraram que alguns pacientes passavam ben,
embora com a pior compatibilidade, mas, de maneira geral,
existia uma relagdo do HLA com a soSrevida. Nessa reuniéo van
Rood propds a organizacédo do Eurotransplant, entidade cboperativa
para proporcionar tipagens de doadores e receptores e facilitar
o intercambio de 4rgédos entre diversos centros Europeus. Essa
organizacdo comegou a funcionar em 1968, sendo seguida pelo

France-Transplante, UK Transplant Service e pelo Scandia

Transplant (van Rood, 1990).
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Um avango na relagdo do HLAhcom os transplantes aconteceu
quando foi demonstrado que anticorpos linfocitotdxicos eram
produzidos apés a rejeicdo de transplantes de rins (Morris,
1968). A seguir, foi observado por estudo retrospecfivo’que 24
dentre 30 pacientes com prova cruzada positiva apresentavam
rejei¢cdo acelerada (Patel, 1969). Esse achado fez com que os
cirurgides acreditassem definitivamente na prova cruzada preé-
transplante.

Outra importante contribuigao foi a de que o teste HLA podia
selecionar os irmdos idénticos para um transplante, favorecendo
o resultado (Singal, 1969). Nesse momento, os grandes centros
médicos abriam novos laboratérios de HLA. Na mesma época, foi
realizado o primeiro transplante de medula éssea num paciente com
Sindrome de Wiscott-Aldrich, apés teste de cultura mista nao

reativo (Bach, 1968),

O quarto "Workshop" foi organizado por Terasaki em Los
Angeles (1970)., Pela primeira vez foram selecionados 160 soros
de 21 laboratdérios e enviados para os participantes. Tiparam-se
280 familias e cerca de 27 especificidades antigénicas foram
definidas . Nesse encontro, Thorsby e Kissmeyer-Nilsen
apresentaram as primeiras evidéncias.do terceiro loco (HLA-C)
(Terasaki , 1990), assim como introduziram o método de Boyum para
separagdo de linfécitos com Ficoll-Hypaque (Boyum, 1974) .

Dausset organizou o quinto "Workshop'" em Paris (1972), tendo
concebido um estudo antropolégico internacional. A tipagem HLA

de variadas populagdes serviu para mostrar as diferencas entre

0S8 povos, em relagéo as freqiiéncias desses marcadores genéticos

(Dausset, 1990).
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O sexto "Workshop" foi organizado por Kismeyer-Nielsen em
Arhus (1975), tendo sido importante pelos achados de reatividade
de certos soros com linfécitos B, antecedendo a descoberta do
loco HLA-DR. Este foi definitivamente demonstrado no’ sétimo
"YWorshop" organizado por Bodmer, em Oxford (1977). Os primeiros
sete antigenos foram entdo definidos pelos laboratérios
participantes, em nimero de 150 (Bodmer, 1990).

A produgdo de anticorpos monoclonais anti-HLA foi pela
primeira vez conseguida contra o HLA-A2, posteriormente
identificado como sendo anti-HLA-Aw69 (Parhan, 1978).

Terasaki organizou o oitavo "Worshop" em Los Angeles (1980)
quando 37000 células foram estudadas, sendo possivel caracterizar
78 especificidades. O tema oficial foi o estudo de transplantes,
sendo tipados 1113 pacientes transplantados em diversos paises.
A relagcdo do HLA-DR com a sobrevida do dérgdo foi novamente
observada, especialmente em transplantes com doador cadaver
realizados em pacientes nao transfundidos (Terasaki, 1990).

A regido do cromossoma 6, onde se encontram os locos HLA,
passou a chamar~se de Complexo Principal de Histocompatibilidade,
sendo formada pelos locos A, B, C, DR, DQ, DP e DZ. Os primeiros
trés locos apresentam os genes de classe I, enquanto os demais,
os de Classe II (Fig.l.1). O HLA-DQ e DP surgiram por udltimo,
sendo o primeiro descoberto antes de oitavo "Worshop" (
Duquesnoy, 1979) e melhor caracterizado no de Viena (1984).
Nesse, foram conhecidas as especificidades sorolégicas DQwl,
DQw2, DQw3 , enquanto as especificidades DP foram definidas pelo
método do polimorfimo dos fragmentos de restrigcdo do DNA (RFLP).

Os transplantes de rins com doador cadaver e melhor
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compatibilidade HLA-B, DR tiveram desempenho 22% superior aos com

pior compatibilidade (van Rood, 1990).

A reacao em cadeia da polimerase foi introduzida
recentemente e trouxe um importante avango no estudo da

imunogenética do HLA (Saiki, 1985).
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Fig. 1.1. Cromossomo n2 6 humano e a regiao HLA

O décimo "worshop" foi organizado por Bo Dupont em Nova York
(1987), onde foi muito estudada a metodologia do RFLP,
analisando-se diversas enzimas de restrigao e seus respectivos

fragmentos. O encontro teve 1500 participantes e os anais

apresentam 1600 paginas.



Capitulo 1 ' 13

Muitos pontos estdo bem determinados em relagao aos
transplantes e a compatibilidade HLA, enquanto outros ainda
encontram-se obscuros. Os transplantes de rim, com doador vivo
relacionado, sao muito favorecidos pela ‘me Lhor
histocompatibilidade. Os transplantes de medula 6ssea sao os mais
criticos em relagdo a compatibilidade, devendo-se observar uma
cultura mista ndo estimulatéria, entretanto, mesmo com individuos
HLA idénticos, poderemos observar rejeigdes. 05 transplantes de
érgaos de doador cadaver acontecem a despeito da
incompatibilidaq? HLA, sendo que o sucesso dos de coragdo e de
pulméo, sdo independentes do HLA. Nos transplantes de rins com
doador cadaver, ora observa-se relacgdo com a melhor
compatibilidade, ora diz-se que a imunossupressao com
ciclosporina ou as transfusdes tornam desnecessaria a
compatibilidade HLA. A maioria, entretanto acredita que a
compatibilidade DR proporciona melhores resultados.

A relagdo do HLA com doengas é outra Area em que se
observaram inlimeras correlagdes com o HLA, mas ainda n#éo se
entendeu o mecanismo que predispde os portadores de certos
genétipos a adquirirem as doengas relacionadas. A introdugédo da
biologia molecular com seus novos métodos de explorar os genes
humanos, possivelmente trara eséas respostas, dando continuidade
& histéria do Sistema HLA.

Trinta anos apés a descoberta do antigeno MAC, mostrou-se
a imagem cristalogrifica do mesmo (Fig. 2.1.). Trata-se de uma
figura com se fosse um ninho e no seu interior observa-se um

peptidio (Bjorkman e Strominger, 1987). Revelou-se assim, a
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principal fungdo bioldégica do sistema HLA que é a apresentacgéao

de antigenos as células imunocompetentes {(linfécitos T).

1.1.2.GENETICA E_NOMENCLATURA

0 Copplexo Principal de Histocompatibiiidade é hoje uma
regido bem conhecida do brago curto do cromossomo nimero 6
humano, sendo que no camundongo estd localizado no de numero 15.
N§S$8 ?egiﬁqié que se encontram os genes do sistema HLA. O rapido
desenvolvimento da pesquisa desse sistema proporcionou a
identificagcdo de dois tipos diferentes de estruturas na membrana
das células, os antigenos de classe I e os de classe II. Essas
sdo glicoproteinas com forte capacidade imunogénica e representam
a express&o fenotipica dos genes HLA. Ppaticamente todas as
células do organismo apresentam tais antigenos na membrana,
excetuando-se os eritrécitos.

Os antigenos de classe I s&o representantes dos locos HLA-A,
HLA-B e HLA-C, enquanto os de%;lasse II dos loggsﬂHLApr, HLA-DQ, _
HLA—DPj/Foram identificados outros genes na regifio entre os locos
HLA-B e HLA-DR que codificam para os componentes C2, C4 e Bf do
sistema do complemento, para o Fator de Necrose Tumoral e para
8 21-Hidroxilase. Os Gltimos sdo também conhecidos como genes de
classe III (Fig. 1.1).

Os antigenos de <classe I e II apresentam homologia
estrutural com as imunoglobulinas, receptor antigénico de

;infécitos T e com antigenos de diferenciagdo CD4 e CD8. A forma

Pt
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globular dessa familia de "supergenes'" sugere especializagdo em
mecanismos de interag¢do e reconhecimento, como de fato acontece
(Willians, 1987).

Desde os primdrdios do conhecimento cientifico dessa regiao,
%observou—se que seus genes segregavam de forma mendeliana e
3codominante (Payne, 1964). Ca@q igdividuo herdg‘qg“alglgmdgwgggg
loco ?O?_93990539m°‘ Os antigenos no mesmo Cromossomo formamrum
conjunto ou haplétipo. Sendo gqsimrrrecebemqs um haplétipo de
cada genitor. Entre irmdos hd a probabilidade de que 25 % tenham
os dois haplétipos em comum, 25 % de que sejgm totalmente
diferentes e 50 % de apresentarem um dos haplétipos em comum.

s

'1.1.2.1. ANTIGENOS DE CLASSE I

As moléculas de classe I sdo duas cadeias de polipeptideos
‘em associagdo ndo-covalente na superficie da célula. A cadeia
pesada de 44000 daltons é reponsévei pelos determinantes
antigénicos e se insere na superficie celular. A cadeia leve de
.12000 daltons n#o é produto HLA, mas uma B2-microglobulina
codificada no cromossomo 15 humano e, provavelmente, responsavel
‘pela estabilidade estrutural da cadeia pesada (Fig. 3.1).

A cadeia pesada apfésenta trés dominios na sua parte
exterior, cada um com cerca de 90 residuos de aminoacidos. As
regides antigénicas est@o no primeiro (al) e segundo (a2)
dominios e a interagd@o da cadeia leve com a pesada acontece por
influéncia dos trés dominios da dGltima (Gussov, 1987). Existem
trés tipos de cadeia pesada, HLA-A, B, C, com a possibilidade de

diversos alelog (Tab. 1.1).
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Os antigenos de classe I sao expressos na maioria das

células, entretanto, os linfécitos sdo mais adequados para o

estudo do HLA. A presenca dessas proteinas no endotélio vascular
é fator importante nos estudos das rejeigdes, sendo ‘que em
momentos de reagao inflamatdéria, aumenta a densidade das
referidas proteinas.

A estrutura do HLA-A2 foi determinada por cristalografia
(Bjorkman e Strominger, 1987), demonstrando a forma de um ninho
» onde a parte distal da membrana corresponde & regido entre al
e a2. As diferen?gs na reatividade sorolégica desse antigeno sao
traduzidas por modificagdes nas margens do ninho, assim como na
sua base. Os fragmentos antigénicos, possivelmente saoiacoplados

nessa estrutura para posterior estimulo imunolégico (Fig. 2.1)

1.1.2.2. ANTIGENOS DE CLASSE II

As moléculas de classe»?I séo forﬁadas por duagﬂﬁ?d??ﬁ?ﬁﬁe
polipeptidios (gﬁg B), ndo covalentemente ligadas , mas inseridas
na membrana celular pela regido COOH terminal (Fig. 4.1.). Cada
cadeia tem aproximadamente 34000 e 28000 daltons respectivamente,
sendo divididas em dois dominios semelhantes aos das
imunoglobulinas. A expresséao antigénica acontece de maneira
polimérfica nos dominios externos (al e Bl). Os antigenos de
classe II sdo mais limitados em expressdo do que os de classe I.
Encontramos essas proteinas nos linfécitos B, macréfagos,
monécitos,'célﬁias dendriticaé)e linfécitos T ativados. O

endotélio vascular expressa antigenos de classe II, somente

quando apresenta reacdo inflamatéria associada. Tais antigenos
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ndo sdo encontrados nas plaquetas, eritrécitos e linfécitos T em

repouso (Blann, 1988).

Existem trés tipos de moléculas de cla;se I}, mas a situagéao
é diferente das de classe I, pois ambas as cadeias apresentam
codificagdo ao nivel do DNA,. pogepdo cada uma ter ~ seu

polimorfisgo. O HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP sdo sub-regides da regiiao

D e produto de dois genes adjacentes e ligados, um para cadeia
a e outro para B (Fig. 5.1.). Os antigenos HLA-DR gaoufgrmgQQS,
na majoria das vezes, por uma cadeia al nédo polimérfica e por uma
cﬁdeia"%D‘(Dle DR2, DR3, DR4...). Outras vezes, a mesma cadeia
al pode estar associada a uma cadeia 83 (DRw52) ou a B4 (DRw53).

A correlagcdao da sorologia com RFLP é excelente,:quando se
utilizam sondas para DRB1 (Bell, 1987-b ; Cohen, 1984). Pode-se
observar que alguns antigenos apresentam uma especificidade
super-tipica, como o DRwb2 ) e DRw53) A ff?“?ﬁi do primeiro
abrange DR3, DR5, DR6, e"qﬁaﬁt° DR4, DR7 e DRY pertencem ao grupo
_do DRw53?

PR AR

Os antigenos HLA-DQ 859 produtos de uma cadeia a e uma §

- \

polimérficas e associadas. Essas séo identificadas ao nivel do

cromossomo 6, como DQAl e DQBl. Os antigenos HLA-DQ estéo em

forte desequilibrio de ligggao‘ppmﬂosiHQAfDR. Existe uma cadeia
a e uma 3 de pseudo genes nio’expressos na membrana celular,
tanto para HLA-DR como para HLA-DQ (DX), assim como existem
outros pseudo genes com DZ e DO (Fig. 5.1.).

Os antigenos HLA-DQ ndo s@ao facilmente detectados
sorologicamente, sendo helhor analisados por tipagem com

oligonucleotidios sintéticos apés amplificagdo do DNA.
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O polimorfismo do HLA-DP néo é identificado pela sorologia
y sendo dificil sua caracterizacdo pelo RFLP. O primeiros
resultados de sua variacéo alélica aconteceram com a utilizacgdo
do método de tipagem com linfécitos previamente estimulados
(PLT). Essa regiao ndo estid em desequilibrio com o grupo DR-DQ,
podendo-se observar 4 alelos pelo PLT e diversos outros com
tipagem com oligonucleotidios (Bugawan, 1988)

O sequenciamento dos aminoacidos dos antigenos de classe II
trouxe importantes informag¢des ao entendimento do polimorfismo
dessa regiao.. A maioria dos dados foram obtidos a partir de
sequenciamento classico de clones de cDNA derivados de linhagens
celulares com especificidades bem definidas. Recehtemente, foi
possivel obter estas seqiiéncias com produtos de PCR de DNA
gendmico (Saiki, 1986) e de cDNA (Todd, 1987).

Os resultados desse sequenciamento demonstram uma micro-
heterogeneidade nao observada pela sorologia ou pelo RFLP, o que
é mais evidente em relagdo ao polimorfismo DQ, sendo muito mais
extenso do que o esperado (Gregersen, 1986).

A sub-regido DR foi dissecada, observando-se que o DRA néo
apresenta polimorfismo, sendo que este pode ser encontrado no
locus DRB1. A maior parte deste p;limorfismo estd confinado no
dominio distal & membrana celular e é restrito a trés regides de
hipervariabilidade alélica entre os residuos 9-13, 26-37, 67-74
(Bell, 1987-b). Quando os residuos sao comparados em cada um dos
principais haplétipos DR, observa-se gque somente quatro
apresentam mais de cinco substitui¢des de aminodcidos. Na maioria

das posigdes, a variagdo em cada aminodcido estd restrita a duas

ou trés possibilidades.
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O polimorfismo em DQAl e DQBl também é traduzido por
diferengas a nivel de‘seqﬁéncias de aminoacidos como o observado
em DRB1. Existem trés regides de hipervariabilidade alélica em
DQBl localizadas entre os residuos 52-57, 70-77 e 84-90, enquanto
somente uma em DQAl (45-56).

| A determinagcdo da estrutura cristalogrdfica da molécula
do HLA-A2 permite a imaginacdo de que os antigenos de classe II

também apresentem estrutura semelhante (Brown, 1988).
1.1.2.3. ANTIGENOS DE CLASSE III

Os genes de C2, C4a, C4b, Bf, fator de necroée de tumores
e 21-hidroxilase encontram-se na regido do Complexo Principal de
Histocompatibilidade, sendo conhecidos como "antigenos de classe
III". Eles sdo ativamente secretados, sendo que C2 e Fator B sdo
proteases que atuam em associag¢do com os outros componentes do
sistema do complemento (C4 e C3 respectivamente), formando C3
convertase. Desta ativagdo teremos estimulos & fagocitose, assim’
como lise de células antigénicas (Fu, 1974 e Meo, 1976).

O fator de necrose tumoral é uma citoquina produzida por
monécitos e macréfagos, frequeﬁtemente apés estimulo com
antigenos de polissac&ride de bactéria. Esta molécula de 17000
daltons apresenta fungdes "in vitro" e "in vivo" relacionadas a
citotoxicidade. A 21-hidroxilase é uma enzima importante na

biogénese dos esteréides, principalmente do cortisol (Blann,

1988)



Fig. 2.1. Estrutura molecular do HLA-A2

Lstrutura observada por cristalografia de raio X. representando a molécula de HILA de classe 1. com o material
cletrodenso no seu interior (antigeno). (Bjorkman, 1987).

T olnjIden
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Fig. 3.1. Estrutura de um antigeno HLA de classe | (HLA-A, B, C)

sftios antigénicos

membrana plasmaética

e

citoplasma

As cadeias que formam o antigeno HLA apresentam trés dominios globulares (al. a2 e a3). O dominio a3 est:
inimamente associado a um peptidio. ndo codificado pelo complexo principal de Histocompatibilidade (B2
microglobulina). Os determnantes antigénicos estdo localizados nos dominios al e a2.
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Fig. 4.1. Estrutura de um antigeno HLA de classe Il (HLA-DR)
N N

C
A molécula do HLA-DR ¢€ representada por dois peptidios diferentes (a € f3). ndo covalentemente ligados. os quai:
atravessam a membrana pelo C terminal. O polimorfismo antigénico acontece em 1.



Fig. 5.1. Genes e proteinas HLA de classe II
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1.1.2.4. DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO

A associagdao preferencial de alelos HLA no mesmo cromossomo
foi observada precocemente no estudo desse sistema. E .como se
certos genes tivessem a preferéncia para estarem juntos nos
haplétipos HLA. O exemplo pode ser dado com o haplétipo HLA-
Al/HLA-B8. A freqiiéncia esperada da associagdo .Al-B8 seria
qelculada pela multiplicgqapldgﬂfpeqﬁéncia_do alelo Al pela do

EQAQO.IS xid;iaq= 0.015), entretanto, a frequéncia observada é
d?wQCQZ;’Este nuimero é 5 vézes maior do que a freqiiéncia esperada
por combinagdes éos dois alelos ao acaso e representa um dos mais
tipicos desequilibrios de ligagéo da raca branca (caucaséide).
E razodvel a espectativa de que alelos de genes, intimamente
ligados e préximos, sejam passados juntos, em um haplétipo, dos
pals para os filhos.\Nao seria de esperar, entretanto, que em
algumas populagdes, certos haplétipos fossem mantidos mais
freqﬁentes do que outros, especialmente pelo fato de existir uma
freqiiéncia de entre-cruzamento ("crossing over") de 0.8 % entre

o locus A e B (Belvedere, 1975).

Estewmfgp§meno de combinagdes alélicas preferenciais é
chamado de "associacdo gamética" ou "desequilibrio de ligacgéo"

?gédh;rv‘1977>.’0 valor dg.delta (A) simboliza a diferenca entre
a freqiiéncia observada e a esperada. No exemplo anterior, A =
(0.07-0.015) = 0.06.

Os desequilibrios acontecem em poucas combinag¢des de alelos
e envolvem as regides adjacentes do cromossomo. Sendo assim, o

haplétipo anterior completo é HLA-Al, B8, Cw7, DR3, DQW2.
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Outros desequilibrios tipicos de caucasdéides sao: A3, B7, Cw7,
DR2 e A2, Bl12, Cw5, DR4.

O desequilibrio de 1132536 serve para estudar a migracié_de
povos, para avaliar o grau de isolamento ou de mistura de ragas.

Novos desequilibrios podem acontecer apés intensa fusfo de

populagdes, assim como apés forgas de selegdo sobre o sistema HLA

(Blann, 1988).

1.1.2.5. CLASSIFICAGCAO

Atualmente existe um Comité de Nomenclatura da Organizacgéo
Mundial de Saide para Fatores do Sistema HLA. A preocupacgdo dos

seus membros é possibilitar uma classificagdo baseada nos estudos

sorolégicos, nas tipagens celulares e nas seqiiéncias de
nucleotideos ou de aminodcidos, resultado das tipagens
moleculares.

Os critérios para inclusdo de um gene ou alelo s&o de
existam os clones dos quais as seqiiéncias derivaram, as
respectivas linhas celulares e a publicac8o da seqiiéncia de
nucleotideos ou de aminoacidos.

Os trabalhos de sorologia utilizam a classificagdo em
especificidades ou antigenos HLA. As tipagens moleculares ao
nivel de classe II podem usar a mesma classificag¢do, de acordo
com as normas publicadas (Bodmer, 1990) (Tab. 1.1., 2.1., 3.1.).
Deve-se lembrar da importéncia da relagdo das tipagens HLA-D,
definidas por métodos celulares para a caracterizacdo dos alelos
e antigenos HLA. Estas definem melhor os produtos dos genes do

qQue a sorologia. A associa¢@o entre HLA-DR e DQ é de grande
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importfncia para a melhor caracterizacdo dos individuos (Tab.

401‘)
1.1.2.6. HLA E POPULAGOES

A frequéncia dos fenétipos e genétipos HLA sé&o importantes
parametros na caracterizacgdo de grupos populacionais (Tab. 5.1.,
6.1, 7.1 e 8.1) . Os métodos para o cdlculo dessas fregiiéncias
seréo apresentados posteriormente (Material e Métodos).

Existem diferengas importantes entre os haplétipos das
diversas ragas (Hausset, 1985), observando-se que HLA-Al, A3 e
B8, ocorrem mais freqiientemente entre caucasdéides; HLA-A24, B16,
B54(22) e B61(40) entre orientais; HLA-A23, A30, B17 e B42 entre
negros,

O polimorfismo do HLA, associado a raridade de muitos de
seus alelos, possibilitou sua utilizacdo nos estudos de migragoes

de povos, assim como na investigagdo de paternidade.
1.1.2.7. HLA E INVESTIGAGaO DE PATERNIDADE

Existem algumas condig¢des ‘necessArias para que um

sistema possa ser utilizado na investigacdo de paternidade. A

transmissdio genética deve ser bem conhecida, presente desde o

nascimento e permanecendo por toda vida. Os testes devem ser

fiéis e reproduziveis. O sistema HLA preenche todos estes
critérios.

Na investigagfo de paternidade estuda-se a mde, o possivel

pai e a crianga. O sistema HLA é codominante, ou seja, os genes
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transmitidos para o filho estdo presentes no pai e na mée. Sendo
assim, o exame dos antigenos HLA da mde e do filho, possibilita
o conhecimento do haplétipo materno transmitido para o filho,
sendo que o outro haplétipo, presente no dltimo, deQeré ser de
origem paterna (Terasaki, 1978).

Existem duas possibilidades de resultados para uma
investigagcdo. O acusado é excluido da paternidade ou nao. O
sistema HLA, devido ao seu polimorfismo, apresenta um indice
elevado para a probabilidade de exclusdo (97.5%). Esta
probabilidade diminui em sistemas com menor polimorfismo, sendo
de 37% para o da fosfatase acida (3 alelos) e 19% para o MN
(Wiener, 1968).

A verificagdo da probabilidade de excluséo de 252 trios de
raga branca e negra, onde o "possivel" pai era sabido ndo ser o
pai biolégico, foi realizada com os testes do ABO, Rh, MNS e HLA.
0Os resultados demonstraram que 244 dos 252 (96.8%) foram
excluidos, sendq que 97 dos 100 trios de ragca negra (97%) e 147
dos 152 de raca branca (Silver, 1987).

O sistema HLA mostrou a possibilidade de identificagéo das
paternidades de dois gémeos ndo idénticos, oy seja, gémeos com
pais diferentes (Terasaki, 1978).

A pericia de 866 casos de investigag¢do de paternidade
realizada com HLA e grupos sangiiineos (Davey, 1984), demonstrou
194 casos de exclusdo (22%). O sistema HLA possibilitou sozinho
a exclusdo de 92% destes casos, enquanto os grupos sangiiineos sem
HLA proporcionaram 8%. Quando somente o HLA era testado, 43% dos
casos apresentavam probabilidade de paternidade acima de 95%,

enquanto com a combinagdo HLA e grupos sanguineos chegavam a 69%
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Uma andlise critica da determinacgéo Ae paternidade dos casos
realizados na Carolina do Norte (EUA) demostrou que a excluséo
chegou a 40% em negros e a 30% nos brancos, assim como sémente
10% dos casos analisados ficaram sem conclusao (Heise, 1983).

A Biologia Molecular trouxe, recentemente, avangos no estudo
de paternidades duvidosas, como a utilizag¢ao de sondas para as
regides de hipervariabilidade conhecidas como "minisgtélites",
apés a clivagem do DNA por enzimas de restricao. Este método
também utiliza o RFLP e é conhecido como "impresséo digital do

DNA" ("DNA fingerprint") , entretanto ndo serd motivo de

apreciagao neste trabalho.
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TABELA 1.1. LISTA DE ESPECIFICIDADES HLA-A, B, C, D, P.
HLA-A HLA-B HLA-B HLA-C q&&rD HLA-P
Al B5S B55 (22) CW1 DW1 DPW1
A2 B7 B56 (22) CWw2 DW2 DPW2
A9 B8 B57 (17) CW3 DW3 DPW3
Al0 B12 B58 (17) CW4 Dw4 DPW4
All B13 B59 CW5 DW5 DPW5
AW19 Bl4 BW60(40) CW6 DW6 DPW6
A23 (9) B15 BW61(40) CW7 DW7
A24 (9) B16 _BW62(15) CWws8 DW8
A25 (10) B17 BW63(15) CW9(W3) DW9
A26 (10) B18 BW64(14) CW10(W3) DW10
A28 B21 BW65(14) CWl1l1l DW11(W7)
A29 (19) Bw22 BW67 DW12
A30 (19) B27 BW70 DW13
A31 (19) B35 BW71(70) DW14
A32 (19) B37 BW72(7C) DW15
AW33(19) B38 (16) BW73 DW16
AW34(10) B39 (16) BW75(15) DW17(W7)
AW36 B40 BW76(15) DW18(W6)
AW43 BW41 BW77(15) DW19(W6)
AW66(10) BW42 DW20
AW68(28) B44 (12) BW4 Dw21
AW69(28) B45 (12) BW6 .DW22
AW74(19) B46 DW23

B47 DW24

B48 DW25

B49 (21) DW26

B50 (21)

B51 (5)

B52 (5)

BW53

Bw54(225



Capitulo 1

30

TAB. 2.1. LISTA DE ALELOS E ESPECIFICIDADES HLA-DR
ALELO HLA ANTIGENO HLA  HLA-D LINHA CELULAR
DRB1 0101 DR1 DW1 LG2

DRB1 0102 DR1 DW20 NASC

DRB1 0103 DR’BR’ DW’BON’ RAI,BG
DRB1 1501 DRW15(2) DW2 PGF

DRB1 1502 DRW15(2) DW12 BGE , DHO
DRB1 1601 DRW16(2) DW21 AZH,MN-2
DRB1 1602 DRW16(2) DW22 REM, (RML)
DRB1 0301 DRW17(3) DW3 RAJI,WT49,AVL
DRB1 0302 DRW18(3) DW’RSH’ 2041

DRB1 0401 DR4 DW4 WT51,GM3103
DRB1 0402 DR4 DW10 FS

DRB1 0403 DR4 DW13 SSTO

DRB1 0404 DR4 DW14 LS40,BIN40
DRB1 0405 DR4 DW15 KT3

DRB1 0406 DR4 DW’KT2’ KT2

DRB1 0407 DR4 DW13 JHF

DRB1 0408 DR4 DW14 M36,RA1
DRB1 1101 DRW11(5) DW5 SWEIG

DRB1 1102 DRW11(5) DW; JVM’ JVM

DRB1 1103 DRW11(5) - UA-S2

DRB1 1104 DRW11(5) DW'FS’ FPA(FPF)
DRB1 1201 DRW12(5) DW’ DB6’ HERLUFF
DRB1 1301 DRW13(W6) DW18 HHKB, APD
DRB1 1302 DRW13 (W6) DW19 WT46

DRB1 1303 DRW13(W6) DW ' HAG’ HAG

DRB1 1401 DRW14 (W6 ) DW9 4/W6,TEM
DRB1 1402 DRW14(W6) DW16 AMALA

DRB1 0701 DR7 DW17 BURKHADT
DRB1 0702 DR7 DW’DB1’ LBF

DRB1 0801 DRWS DW8.1 MADURA
DRB1 0802 DRWS DW8.2 SLP
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TAB. 2.1. LISTA DE ALELOS E ESPECIFICIDADES HLA-DR (Cont.)
ALELO HLA ANTIGENO HLA HLA-D LINHAGEM CELULAR
DRB1 0803 DRWS8 DW8.3 TAB089

DRB1 0901 DR9 DW23 ISK,DKB

DRB1 1001 DRW10 - RAJI

DRB3 0101 DRW52a DW24 AVL,HHKB

DRB3 0201 DRW52B DW25 4/W6,WT49

DRB3 0202 DRW52B DW25 SWEIG

DRB3 0301 DRW52C DW26 WT46

DRB4 0101 DRW53 DW4,DW10... LBF,DKB. ..

DRB5 0101 DRW15(2) DW2 PGF

DRB5 0102 DRW15(2) DW12 BGE, DHO

DRB5 0201 DRW16(2) DW21 BGE, DHO

DRB5 0202 DRW16(2) DW22 REM( RML)
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TAB. ALELOS E

3.1. LISTA DE ESPECIFICIDADES HLA-DQ
ALELO HLA ANTIGENO HLA HLA-D LINHAGEM CELULAR
DQAl 0101 - DW1,W9 LG2,BML
DQAl1 0102 - DW2,W21,W19 PGF,LB,WT46..
DQAl 0103 - DW18,W12,,W8 APD,TAB, FPF
DQA1 0201 - DW7,W11 LG10,BEI
DQA1l 0301 - DW4,W10,W13.. JY, DKB,ISK..
DQA1l 0401 - DW8,DW’RSH’ MADURA, ARC
DQA1l 0501 - DW3,W5,W22 RAJI,SWEIG
DQA1 0601 - . DW8 LUY
DQB1 0501 DQW5(W1) DW1 LG2,BML,MLV
DQB1 0502 DQW5(W1) DW21 AZH
DQB1 0503 DQW5(wl) DW9 WT52,HU129
DQB1 0601 DQW6(W1) DW12,W8 DQBS4,BGE, TAB
DQB1 0602 DQW6(W1) DW2 PGF,DQBS5
DQB1 0603 DQW6(W1) DW18,DW’FS’ WVB, APD, FPF
DQB1 0604 DQW6(W1) DW19’ DAUDI,CMCC
DQB1 0201 DQW2 DW3,W7 QBL,WT49,CMCC
DQB1 0301 DQW7(W3) DW4,W5,W8,W13 LUY,SWEIG,NIN
DQB1 0302 DQW8 (W3) DW4,W10,W13 PE117,BIN40
DQB1 0303 DQWI9(W3) DW23,W11 DBB, FS,BIN40
DQB1 0401 DQW4 DW15 KT3
DQB1 0402 DQW4 DWB,DW’ng’ ARC,OLN, 2041
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TAB. 4.1. ASSOCIACOES HLA DE CLASSE II
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HLA-DR HLA-DQ HLA-D _
DR1 DQW5 (W1) DW1, DW20
DRW15(2) DQW6 (W1) DW2, DW12
DRW16(2) DQW5 (W1) DW21

DRW16(2) DQW7 (W3) DW22

DRW17(3) DQW2 DW3

DRW18(3) DQW4 RSH

DR4 DQW7(W3), DQW8(W3)  DW4, DW10, DW13
DR4 DQW4 DW15

DRW11(5) DQW7 (W3) DW5

DRW12(5) DQW7 (W3) DB6, HERL
DRW13 (W6 ) DQW6 (W1) DW18(W6),DW19
DRW13(W6) DQWT (W3 ) HAG

DRW14 (W6 ) DQWS5 (W1) DW9

DRW14 (W6 ) DQW7 (W3) DW16

DR7 DQW2 DW17 (W7)

DR7 DQWI(W3) DW11(W7)

DRWS DQW4, DQW7(W3) DW8

DR9 DQWI(W3) DW23

DRW10 DQWS5 (W1) SHY

BR DQW5 (W1) BON
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1.1.3. OS_ANTIGENOS HLA E A RESPOSTA IMUNE

A fungdo mais importante do Complexo Principal de
Histocompatibilidade é a de participar na apresentacéo de
antigenos aos receptores dos linfécitos T . Estes sémente
reconhecem um antigeno no contexto do seu préprio HLA (self) e
nao independentemente (Boilston, 1989; Haskins, 1984; Reinherz,
1983). Foi observado que os linfécitos T citotdéxicos reconhecem
um virus, desde que ;ste seja apresentado por intermédio de uma
célula com os mesmos antigenos de classe I (self) na membrana.
Esse fendmeno é conhecido como "restricao" ("HLA restricted") e
ysendo assim, a citotoxicidade estad restrita ao reconhecimento
do antigeno viral associado ao antigeno de classe I do préprio
individuo (Zinkernagel, 1977). Posteriormente foi observado
fendmeno similar, em relagdo a resposta proliferativa priméria
ou secunddria, sendo necessdria a identidade entre os antigenos
de classe II do linfécito T auxiliar (helper) e da célula
apresentadora do antigeno (Blann, 1988).

As moléculas CD4 estdo presentes .nos linfécitos T que
reconhecem antigenos em associagd@o com o HLA de classe II (locos
DR, DQ e DP), enquanto as CD8 estdo presentes nos linfécitos T
citotéxicos. Existem fortes evidéncias de que estas moléculas
sdo responsdveis por funcgdes de fortalecimento da ligagdo do
receptor da célula T ao complexo HLA-antigeno {(Auffray, 1986).

Os antigenos externos, quando penetram no organismo s&o
fagocitados por monécitos, células dendriticas ou por outras

células "apresentadoras de antigenos". Esse processo culmina pelo
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aparecimento de um epitopo antigéniéo na membrana celular,
localizado no "ninho" formado pela molécula do HLA, quando entéo,
acontece a apresentagdo do antigeno que, de acordo com a sua
natureza e respectiva molécula HLA, ira estimular oé linfécitos
auxiliares ("helper") ou citotéxicos. Estes tlltimos serdo CD4+
ou CD8+ e apresentam o receptor de célula T associado, de forma
ndo covalente, ao complexo trimolecular conhecido como CD3 (T3).
O conjunto T3-Ti, como é conhecida a unidade de reconhecimento
do linfécito T, reconhece o antigeno em associagao. A seguir, a
cadeia y do CD3 transmite o sinal para a ativagéo celular que
Proporcionara diversos eventos enzimdticos a nivel do citoplasma
e do nucleo, culminando com a blastogénese e divisdo celular
(Boilston, 1988).

Anticorpos anti-CD3 (OKT3) sao utilizados nas crises de
rejeigdes para destruir ou bloquear a imunidade celular no seu
Ponto de reconhecimento do antigeno.

As células apresentadoras do antigeno, excetuando-se as
células dendriticas, produzem a interleucina-1 (IL-1) em resposta
a esse reconhecimento. Essa citoquina liga-se a receptores para
IL-1 existentes na membrana dos linfécitos reconhecedores,
estimulando a sintese de receptores para interleucina-2 (IL-2)
e posteriormente a produgdo da molécula IL-2. Essa tultima
citoquina é outro potente estimulo & proliferagdo de linfécitos
Citotéxicos, possibilitando também a produgéo de gama-interferon
e fatores de ativagdo de linfécito B (interleucina 4 e 5) pela
célula T sensibilizada. Desta maneira acontece a ativacgdo de
linfécitos citotéxicos, produtores de citolisinas, assim como

Pode haver estimulo aos linfécitos B, produtores de anticorpos.
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Entre as citolisinas destaca-se a perforina, capaz de ocasionar
poros na membrana da célula alvo de maneira semelhante ao
complemento sérico (Bloiston, 1988).

Durante a sensibilizacg&o, diversas células sdo ativadas,
especialmente os linfécitos e macréfagos, havendo a produgao de
diversos fatores que culminam pela eliminagdo do antigeno. Nesse
processo, devemos levar em considerag@o, que células normais
podem também ser destruidas pela simples presenga no local
(expectadoras inocentes), ou por.apresentarem o antigeno em sua
membrana. Todos os féios citados acontecem apés a reconhecimento
do antigeno e dos produtos de classe I ou 1I, apresentado pelos

macréfagos as células T.
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TABELA 5.1. FREQUENCIAS DE FENOTIPOS E GENOTIPOS HLA-A
ALELOS CAUCASOIDE ORIENTAL NEGROIDE
HLA FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT.
Al 26.4 14.2 2.0 1.0 15.5 8.2
A2 49.4 28.9 48.3 28.1 31.9 17.5
A3 24.7 13.2 3.0 1.5 13.0 6.7
All 12.2 6.3 22.0 11.7 3.8 1.9
A23 2.8 1.4 0.2 0.1 15.4 8.0
A24 19.5 10.3 52.9 31.4 9.4 4.8
A25 4.7 2.4 0.0 0.0 0.0 0.0
A26 6.3 3.2 13.9 7.2 8.8 4.5
A28 9.2 4.7 4.2 2.1 18.8 9.9
A29 5.7 2.9 0.8 0.4 9.6 4.9
A30 6.9 3.5 4.5 2.3 20.8 11.0
A31 5.7 2.9 10.1 5.2 3.2 1.6
A32 7.6 3.9 0.8 0.4 4.5 .
AW33 2.8 1.4 11.6 6.0 7.6 3.9
AW34 . 0.1 0.3 9.9 5.1
AW43 0.0 0.0 . 0.0 2.6 1.3
AW66 . 0.2 . 0.5 0.6 0.3
e e ——_—— s ——————— e el —————

* Fonte:

Dausset,

J.

& Pla, M.

(1985).

HLA -

Complexe Majeur
D’Histocompatibilité de L’'Homme. Flammarion Medecine-Science.
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TAB. 6.1. FREQUENCIAS DE FENOTIPOS E GENOTIPOS HLA-B
ALELOS CAUCASOIDE ORIENTAL NEGROIDE
HLA FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT.
B7 21.7 11.5 9.2 4.7 22.7 12.1
B8 18.3 9.6 0.4 0.2 10.7 5.5
B13 5.7 2.9 7.5 3.8 3.2 1.6
B18 10.7 5.5 0.6 0.3 8.2 4.2
B27 6.7 3.4 3.2 1.6 3.8 1.9
B35 19.9 10.5 19.4 10.2 13.7 7.1
B37 3.2 1.6 1.2 0.6 2.6 1.3
B38 4.9 .2.5 . 0.7 3.2 1.6
B39 1.0 2.0 0.8 0.4 0.0 0.0
BW41 1.8 0.9 . 0.1 4.5 2.3
BW42 0.4 0.2 1.0 0.5 11.3 5.8
B44 23.1 12.3 11.6 6.0 14.8 7.7
B45 0.8 0.4 0.2 0.1 4.5 2.3
BW46 0.2 0.1 . 3.6 0.0 0.0
BW4 7 0.4 0.2 0.8 0.4 0.0 0.0
BW48 0.0 0.0 . 1.6 0.0 0.0
B49 3.6 1.8 0.6 0.3 4.5 2.3
BW50 2.2 1.1 0.6 0.3 1.2 0.6
B51 12.0 6.2 15.0 7.8 3.8 1.9
BW52 4.0 2.0 14.1 7.3 1.2 0.6
BW53 1.0 0.5 0.6 0.3 13.0 6.7
BW54 0.2 0.1 13.0 6.7 0.0 0.0
BW565 3.2 1.6 4,2 2.1 0.0 0.0
BW56 2.2 1.1 3.0 1.5 0.6 0.3
BW57 5.7 2.9 1.4 0.7 5.7 2.9
2BW58 3. 1.8 4.9 2.5 20.6 10.9
BW59 0.0 0.0 2.4 1.2 0.0 0.0
BW60 7. 3.8 12.6 6.5 4.5 2.3
BW61 4.2 2.1 22.0 11.7 3.0 1.5
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TAB. 6.1. FREQUENCIA DE FENOTIPOS E GENOTIPOS HLA-B (CONT.)
ALELOS CAUCASOIDES ORIENTAIS NEGROIDES
HLA FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT.
BW62 11.8 6.1 18.3 9.6 5.1 2.6
BW63 1.4 0.7 0.0 0.0 3.8 1.9
BW6 4 2.2 1.1 0.0 0.0 2.6 1.3
BW65 5.1 2.6 0.4 0.2 3.2 1.6
BW6 7 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0 0.0
BW71 0.2 0.1 0.8 0.4 1.6 0.8
BW72 0.6 0.3 1.0 0.5 13.7 7.1
BW73 0.2 ..0.1 0.4 0.2 0.0 0.0
TAB. 7.1. FREQUENCIA DE FENOTIPOS E GENOTIPOS HLA-C.

ALELOS CAUCASOIDES ORIENTAIS NEGROIDES
ALELOS | FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT.
CW1 6.5 3.3 29.9 16.3 2.0 1.0
CW2 8.0 4.1 2.0 0.10 22.4 11.9
CW3 23.6 12.6 47.1 27.3 15.9 8.3
CW4 21.9 11.6 10.3 5.3 26.0 14.0
CW5 13.3 6.9 1.2 0.6 5.9 3.0
CW6 16.5 8.6 7.5 3.8 24.1 12.9
CW7 42.7 24.3 22.7 12.1 42.4 24.1
CW8 7.3 3.7 0.6 0.3 6.9 3.5
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TAB. 8.1. FREQUENCIA DE FENOTIPOS E GENOTIPOS HLA-DR.

ALELOS CAUCASOIDES ORIENTAIS NEGROIDES
ALELOS | FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT. | FENOT. | GENOT.
DR1 18.1 9.5 9.8 5.0 9.9 5.1
DR2 29.1 15.8 27.9 15.1 27.9 15.1
DR3 22.6 12.0 3.6 1.8 27.6 14.9
DR4 23.8 12.7 38.8 21.8 14.6 7.6
DR7 22.6 12.0 5.7 2.9 24.7 13.2
DRWS 5.9 3.0 14.1 7.3 1.6 0.8
DR9 1.6 0.8 21.7 11.5 3.0 1.5
DRW10 1.6 ..0.8 1.0 0.5 4.5 2.3
DRW11 23.1 12.3 7.8 4.0 30.3 16.9
DRW12 4.0 2.0 13.9 7.2 6.7 3.4
DRW13 10.5 . 5.7 2.9 7.5 3.8
DRW14 11.3 5.8 13.1 6.8 20.3 10.7
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1.2 AVALIAQAO LABORATORIAL DA HISTOCOMPATIBILIDADE

1.2.1. SOROLOGIA HLA

Os antigenos HLA foram inicialmente detectados por métodos
sorolégicos; depois.ﬁor testes celulares; e, recentemente, pela
andlise molecular do DNA. Os primeiros testes sorolégicos. foram
os de leucoaglutinacdo (Dausset,1954), entretanto n&o eram
Praticos por utilizarem grandes volumes de. reagentes e por
proporcionarem freqgiientes reagoes falso-positivas por agregagaao
espontdnea dos leucécitos. O teste de linfocitotoxicidade
(Terasaki & McClelland, 1964 ) possibilitou rdpido
desenvolvimento da tipagem tecidual, com a descoberta de diversas
especificidades HLA. Este método tornou-se universalmente usado
devido a sua simplicidade e reprodutibilidade. Trata-se de um
micro-teste, realizado em placa com diversas escavacaes , onde
os linfécitos analisados reagem com anticorpos anti-HLA
especificos previamente colocados nos locais de reag@o . Apés a
incubag¢do inical, adiciona-se soro de coelho como fonte de
complemento e, depois de uma hora, o corante eosina amarela e
formalina. Nos locais em que os anticorpos reagiram com os
antigenos HLA observa-se, por microscopia com contraste de fase,

as células coradas devido a perfuragcdo dos linfécitos pelo

complemento. Nos locais onde a reagao é negativa, as células
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apresentam-se brilhantes, pequenas e nao coradas. Pela andlise
de vAarias reagdoes chega-se a conhecer as especificidades
antigénicas das células testadas.

Diversas modificagdoes desse teste aconteceram, algumas com
recente aceitacgéo pela maioria dos laboratérios. A
imunofluorescéncia é de grande valor na identificag¢do dos
antigenos de Classe II (DR'e DQ) . O fato deve-se ao reforgo
oferecido pela nova técnica de separacdo de linfécitos B com
Pérolas magnéticas revestidas de anticorpos monoclonais
(Dynabeads) que reagéﬁ com as referidas células, possibilitando
rapida e eficiente separacdo magnética dos linfécitos B e T . O
método de imunofluorescéncia é uma modificag¢éao da citotoxicidade
complemento dependente ((Blann, 1988).

O teste de 1linfocitotoxicidade pode ser realizado com
linfécitos totais ou com linfécitos B. No primeiro podem-se
identificar antigenos de Classe I (HLA-A, B, C), sendo que no
segundo é possivel a classificagdo dos de Classe II (HLA-DR, DQ,
e alguns DP). O testes sdo realizados em linfécitos do sangue
periférico, do bago ou de linfonodos, dependendo da
disponibilidade do material. A separacdo das células é necessdria
desde que se necessite linfécitos B em bom grau de pureza para
a tipagem HLA-DR, DQ. Neste ponto, encontram-se os primeiros
Problemas, como a contaminag&o com outras células, principalmente
monécitos e 1linfécitos T, acarretando falsos-negativos em testes
para tipagem DR. A contaminagcdo com plaquetas também pode
Prejudicar o resultado, sendo necessdria sua eliminag¢&@o, quando

em grande quantidade.
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A sorologia para Classe II necessita muitas vezes de
absorgao dos anticorpos (soro de multipara) com concentrado de
plaquetas de no minimo 100 doadores. Isto é importan;e, porgue
muitas vezes, encontram-se anticorpos de Classe I e classe II no
mesmo soro. Como as plaquetas ndo expressam antigenos de Classe
IT na sua membrana, elas retiram os anticorpos de Classe I,
tornando o soro passivel de ser utilizado para tipagens HLA-DR
e DQ. Deve-se ressaltar que algumas vezes é dificil a absorgéo
dos anticorpos HLA-B8, HLA-B12 e os do loco C, pois s&o expressos
fracamente nas plaqu;tas ( Bender, 1984).

Desde o inicio do estudo da histocompatibilidade, foi
observada a necessidade de trabalhos cooperativos, pois os
diversos laboratérios estavam identificando antigenos e
anticorpos com nomenclatura diferente. Intercambios de soros
possibilitaram que os laboratérios pudessem contar com painel de
anticorpos anti-HLA que anteriormente né&o possufiam. O soro de
mulheres apés gestagdo continua a ser a principal fonte de
reativos para os laboratérios dedicados ao estudo do sistema HLA,
havendo necessidade crescente de bons volumes de soros para
atender a demanda crescente de testes para transplante e para

Pesquisa clinica da relagdo de HLA com doengas.
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1.2.1.1 IDENTIFICAGAO DE ANTICORPOS ANTI-HLA

As fontes mais comuns desses anticorpos s&o: a sua pesquisa
no soro de mulheres apdés a primeira gestagao, a identifica¢éo em
individuos que receberam transfusdao sangliinea, a imunizagédo de
voluntdrios com leucécitos autélogos ou a produgao de
monoclonais.

Nas trés primeiras modalidades, os anticorpos sé&o formados
como o resultado da transfusdo de linfécitos e de plaquetas. O
soro de individuog' politransfundidos freqiientemente contém
diversos anticorpos anti-HLA, impossibilitando a utilizag¢déo dos
mesmos como reagentes. A imunizagédo planejada, em que se escolhem
os antigenos adequados para estimular o receptor, é talvez o
método de maior sucesso na obtengdo de bons anticorpos (Thorsby
& Kissmeyer-Nielsen, 1968 ; Legrand, 1971) , entretanto pode
acarretar algum risco para o individuo, especialmente apés o
advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. Este método
utiliza voluntdrios que s@o imunizados com pequenas transfusdes
sanguineas de doadores escolhidos por apresentarem antigenos
raros. .

Na imunizagéo das gestantés, as células fetais devem entrar
em contato com a circgiaqio sanguinea da mée pafa que os
anticorpos anti-HLA sejam formados contra os antigenos HLA de
origem paterna, existentes nessas células. Existem diversas
publicagdes que demontram a passagem de linfécitos fetais para
circulagdo materna (Schroeder, 1974 ; Schroeder, 1972), fato
inclusive utilizado para a identificagdo do sexo dos bebes

(Siebers, 1975).
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A freqiiéncia e a especificidade dos anticorpos citotéxicos

no soro de multiparas foram estudados por diversos autores

(Ahrons,1971 ; Nyman, 1971 ; Kissmeyer-Nielsen , 1970) . .De
acordo com esses autores, 10 a 15 % das mulheres apresentam
anticorpos anti-HLA apés as gestagdes. O numero de gestagdes
parece ser importante, sendo a sensibilizag¢&o maior entre as
multiparas com maior nimero de filhos (Nymand, 1971). O mesmo
autor encontrou , como outros , que o anticorpo mais freqiiente
é o HLA-A2 e que , excetuando-se este caso, néo existe correlagéo
com a fregqgiiéncia do;kfenétipos. Anticorpos anti-Classe II sé&o
mais facilmente encontrados do que os de Classe I (Tovey, 1973.)
De acordo com este autor o HLA-A10 é "o mais" e o HLA-A3 "o
menos" imunogénico no loco A. No loco B os antigenos B13, B27 e
B35 induzem anticorpos mais freqiientes do que esperados e B12 e
Bl5 muito raramente. Anticorpos monoespecificos s&o menos comuns
do que os coh vaArias especificidades. A presenca de anticorpos
com reagdo cruzada é freqiiente e estes ndo podem ser separados
Por absorg8o com células que contenham um dos repectivos
antigenos, pois normalmente removem os demais anticorpos (Mayr,
1971)., O mesmo autor observou que algumas especificidades sa&o
encontradas frequentemente em combinagdo no soro de multiparas:
HLA-A1+A3+A11; HLA-A1+A10+A11; HLA-AlO+complexo 19; HLA-A2+A28;
HLA-A2+A9; HLA-B5+B35+B17+B15+B18+B53; HLA-B7+B22+B40+B27; HLA-~
B13+B40+B47; HLA-B8+Bl14; HLA-B27+B47.

Os anticorpos contra antigenos HLA-DR e HLA-DQ s&o mais
dificeis de pesquisar no soro de multiparas , pois é necessédria
& prévia absorgdo com plaquetas para eliminar os anticorpos

contra antigenos HLA-A,B e C. Além disso, ¢é importante a
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utilizagdo de um painel de linfécitos de pacientes de leucemia
linfd4tica crénica . Tais células sdo, na maioria, linfécitos B
e expressam muito bem os antigenos DR e DQ na membrana, assim
como HLA-A,B e C, motivo para a absorgdo dos soros com plaquetas
(Baricordi, 1977 ; Vassali, 1979 ; Decary, 1979 ; Stern &
Rittner, 1981). Os trés ultimos autores observaram que os
anticorpos anti-DR sd@o encontrados com maior freqiiencia em
associagao com anticorpos anti-HLA-A,B e C. Vassali observou 2.25
% de anti-DR em soros que ndo apresentavam HLA-A,B e C ("DR
puros"), enquanto éue 7.31 % de soros DR em associagdo com
especificidades HLA-A,B e C. Decary encontrou 4.8 %. e 16%
respectivamente, enquanto Stern & Rittner acharam 18.49 % de
anti-DR em soros que igualmente continham anticorpos anti-HLA-A,B
e C.

A pesquisa de especificidade HLA nos soros de multiparas é
realizada por citotoxicidade, fazendo-se reagir os diversos soros
com painéis de linfécitos com fenétipos conhecidos. Os painéis
de linfécitos de pacientes de leucemia linfAtica crénica servem
para testar os possiveis soros anti- HLA-DR e DQ, apés adsorgao
com plaquetas. Os painéis de linfécitos totais servem para
identificar os HLA-A,B e C. Diversas andlises estatisticas podem
ser feitas para qualificacdo adequada dos anticorpos encontrados.
A maioria pode utilizar programas especificos de computagdo que
facilitam muito os resultados.

Apés a identificagdo dos anticorpos, os laboratérios
Procuram coletar mais sangue das mulheres identificadas. Nesse
ronto pode-se encontrar dificuldades, pois é frequente a recusa

da doagdo, especialmente enquanto os filhos s&@o pequenos. Apés
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o parto, os anticorpos costumam diminuir de titulo ou desaparecer
completamente, entretanto alguns podem permanecer por muitos
meses e até por anos em circulagdo.

A producédo de anticorpos monoclonais anti~HLA foi iniciada
apés a descoberta dessa tecnologia (Kohler & Milstein, 1975).
Segundo o método, é possivel produzir grande quantidade de
anticorpos homogéneos, provenientes de um sé clone de célula de
mieloma, apés a fusdo com célula produtora de anticorpos anti-
HLA. Essa técnica costuma ser muito trabalhosa, com resultados
comumente desapontaaores devido aos anticorpos conseguidos,
muitas vezes, ndo serem fixadores de complemento ou apresentarem
miltiplas reagdes cruzadas, especialmente por ndo ser anticorpo
humano, mas sim de camundongo. As dificuldades sdo compensadas,
quando identificado um anticorpo de qualidade, pois o reagente
pode ser produzido indefinidamente em cultura. Recentemente foi
possivel a obtengdo de monoclonais humanos pela transformagéo de
células humanas (multiparas) produtoras de anticorpos anti-HLA

pelo virus Epstein-Bahr (Ferrara, 1989.)
1.2.1.2. REAGAO CRUZADA DOS ANTICORPOS ANTI-HLA.

Uma das caracteristicas do sistema HLA é a reagdo cruzada
que acontece com alguns soros (Svejgaard, 1968), néo importando
ser monoclonal ou proveniente de multipara. O fato acontece por
existirem grupos de antigenos com determinantes antigénicos
comuns, conhecidos como determinantes '"piblicos". Alguns
anticorpos sao formados contra esses alvos, provocando reagodes

Positivas com diversos antigenos do mesmo loco, razao porque
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podemos encontrar soros de multipara com anticorpos contra
antigenos ausentes nas células do pai (Fig. 6.1 e 7.1). S&o raras
as reacgoes entre os diferentes locos, porém algumas excegdes
existem, como a reatividade entre HLA-A2 e HLA-B17. As reagodes
cruzadas sdo responsaveis por inumeros problemas na sorologia HLA
e motivo para utilizagdo de mais de um anticorpo para cada

especificidade a ser conhecida.
1.2.1.3. PROVA CRUZADA

Os mesmos testes sorolégicos de linfocitotoxicidade
utilizados para tipagem HLA servem para a pesquisa de anticorpos
anti-HLA existentes no sangue de alguns candidatos a transplante
de o6rgdao. Os ©pacientes adquirem esses anticorpos, apés
transfusdes sanguineas, prejudicando a futura escolha de um
doador.

A prova cruzada é realizada entre o soro do receptor e os
linfécitos do doador. Esse teste é obrigatorio na véspera ou no
mesmo dia do transplante, sendo sua positividade para anticorpos
IgG anti-HLA-A,B e C considerada contra-indicagdao para a
cirurgia. Os testes podem também identificar anticorpos IgM anti-
linfocitérios, considerad;; atualmente como autoanticorpos (Ting
& Morris, 1978), nado prejudicando a sobrevida do enxerto (Ting
& Morris, 1983).

Utiliza-se o Dithiothritol (DTT) na reacgéo de
linfocitotoxicidade. Esse produto destréi a IgM existente no soro

do doador e, portanto, deve-se manter um controle com teste sem

DTT. Reagdes positivas nos testes com DTT e sem DTT demonstram
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presenga de IgG anti-HLA, sendo, por conseguinte, contra-
indicagdo ao transplante. Reagdes negativas nos testes com DTT
e positivas nos sem DTT indicam a presenca de auto-anticorpos IgM
(Taylor, 1987)

A prova cruzada pode ser realizada com linfécitos T ou com
linfécitos B. Reagdes positivas com T e B denotam a presenga de
anticorpos anti-HLA-A,B e C, enquanto que a positividade somente
com células B indicam anticorpos anti-HLA-DR. Muitos centros
realizam transplantes com prova cruzada anti-célula B positiva,
pois nao a considera; indicativa de rejeigdo , entretanto outros
Procuram ndo realizar o procedimento (Carpenter, 1978; Taylor,
1987).

A prova cruzada deve ser procedimento de rotina nos
Pacientes em lista de espera para transplante renal. A maioria
dos centros pesquisa a reatividade do soro dos pacientes apés
duas semanasAde cada transfusdo sanguinea e também a cada 3 a 5
meses, Os testes s&@o realizados contra um painel de linfécitos
de no minimo 40 individuos, permitindo observar a reatividade de
cada paciente. Muitos permanecem negativos contra o painel,
portanto, ndo apresentando anticorpos anti-HLA. Outros demonstram
sensibilizagédo moderada, e poucos ficam fortemente
sensibilizados. Esses iltimos permanecem nas listas de espera por
muito tempo e sdo transplantados com doadores praticamente HLA
idénticos e com prova cruzada negativa.

Os transplantes realizados entre individuos com prova
cruzada IgG-positiva s8o candidatos & rejeigcdo hiper-aguda e de
dificil prognéstico (Kissmeyer-Nielsen,1966) . Outra prova de

importancia no pré-transplante é a tipagem de grupo sangiiineo,
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devendo-se respeitar a compatibilidade como se fosse uma
transfusao de sangue.

Pacientes com atual prova cruzada negativa, porém com te(,s-zte
anterior positivo ndo eram transplantados no passado. Hoje
admite-se esta hipétese, embora prefira-se o contrdrio (Ting,
1988).

Raros laboratérios realizam a prova cruzada anti-monécito,
utilizando soro do receptor contra monécitos do doador. Nem todos
oS centros acreditam na possibilidade de sensibilizacao dos
pacientes com antigénos do sistema endotélio-monécito e, por

isso, tal prova n&o é muito popular.

1.2.2. CULTURA MISTA DE LINFOCITOS

A observagao de que a cultura da suspenséo de linfécitos de
dois individuos ndo relacionados promove a transformagédo blastica
das células (Hirschhorn e Bach, 1963; Bain, 1964) conduziu ao
estudo de que o fato estava relacionado com o sistema HLA (Bach
& Amos, 1967). Esses autores demonstraram que a cultura entre
pessoas HLA idénticas ndo era seguida de transformagao
linfocitdria, ou seja, de duplicagdo de DNA e posteriores
mitoses. A metodologia recebeu incentivo com a possibilidade de
medida do grau de sintese de DNA, incorporando um precursor
radioativo do mesmo (timidina marcada com tritio) e observando
O nimero de contagens por minuto num contador de radiagao Beta.
Outro passo importante foi a possibilidade de inativar uma das
células em cultura pelo tratamento com Mitomicina C (Bach &

Voynow,1966) ou pela irradiagéo. O teste é conduzido de maneira
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que a populagdo linfocitdria inativada serve como estimulatdéria
da outra que prolifera ou responde, desde que existam diferengas
entre a regido HLA-D dos dois individuos. A populagao de células
estimulatdérias é formada de linfdécitos B e mondcitos, enquanto
a que responde é formada de linfécitos T.

A possibilidade de tipar a regido HLA-D por cultura mista
de linfécitos aconteceu com o uso de células homozigotas para os
antigenos HLA, identificadas em casamentos consangiiineos. Dessa
maneira, cultivam-se linfécitos de um individuo com células de
tipagem homozigotas“que tratadas servem como estimulatérias
(Mempel, 1973). Um padrdo de reagdes é observado apés a cultura
com diversas células homozigotas. Cada reacéo positiva, traduzida
Por nimero importante de contagens por minuto, é decorrente de
incompatibilidade entre as duas popula¢des celulares. Uma reacgéao
negativa é sinal de compatibilidade, ou seja, que a célula
estimuladora tem as mesmas caracteristicas da célula
respondedora. As especificidades HLA-D sdo 23 e estédo intimamente
associadas & combinagdo de antigenos HLA-DR/ HLA-DQ e n&o séo
consideradas um produto de um loco, mas sim o resultado da reacéo
dos linfécitos respondedores contra a combinag¢édo de locos DR-DQ
(Tab. 4.1.)

A cultura mista é utilizada especialmente na avaliagédo de
candidatos a transplante de medula déssea e raramente para
transplante de rins com doador vivo relacionado. O teste é
considerado uni-direcional, quando uma das células é tratada com

Mitomicina ou irradiada e bi-direcional, quando ambas as

populagdes celulares respondem e estimulam ao mesmo tempo.
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Outra possibilidade de avaliacdo da regido HLA-D é pelo
método dos linfécitos T previamente estimulados (primed
lymphocyte typing, PLT). Nesse teste, estimula-se os linfécitos
em cultura, durante 9 a 14 dias, contra outra célula que difere
em um haplétipo, quase sempre a célula de um individuo contra a
célula de um dos pais. Os linfécitos respondedores s&o entao
congelados para formar um painel de células para tipagens futuras
(Sheehy & Bach, 1976). Desejando-se realizar um teste para a
regido HLA-D, cultivam-se os linfécitos pré-sensibilizados com
os do paciente, obteﬁao-se uma resposta proliferativa rapida,
em 24 horas, caso essas células contenham determinantes HLA-D
idénticos & célula estimuladora da cultura original. Uma das
vantagens do método é que o resultado que identifica uma
especificidade é observado por uma reagdo positiva, ao contrario

da cultura mista tradicional.
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Fig. 7.1. Reag¢des cruzadas entre os antigenos HLA-B (Bender,
1984, com modificagdes)

Obs. Os antigenos com mais forte, média e fraca reagdo cruzada
estdo unidos por tragos grossos, fracos e tracejados respectivam-
ente., (Bender, 1984, com modificagdes).
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1.2.3. DNA-RFLP DNA STRICTION FRAGMENT POLYMORPHISM

A Biologia Molecular determinou avangos surpreendentes no
conhecimento dos antigenos HLA na ultima década. As dificuldades
encontradas, especialmente na identificacdo dos antigenos de
classe II, foram neutralizadas por métodos moleculares.

O polimorfismo dos antigenos de classe II (HLA-DR,DQ,DP e
Dw) pode ser reconhecido fenotipicamente pela sorologia, pela
cultura mista de linfécitos ou PLT. Tais métodos formam a base
para a avaliagdo de um paciente para transplante. A novidade com
os testes moleculares é que o polimorfismo passa a ser avaliado
por reconhecimento genotipico (Hui, 1985). |

O primeiro trabalho reportado (Wake, 1982) foi a
investigagcdo do polimorfismo da regido HLA-DR, utilizando um
clone de <DNA para DRBl1 e anélise em "Southern biot". Os
resultados sugeriram a possibilidade de tipar os antigenos desse
loco por essa técnica que ficou conhecida por "DNA Restriction
Fragment Lenght Polymorphism”" (RFLP). O titulo da técnica em
Inglés é muito descritivo, mas poderia ser traduzido por
"Polimorfismo dos Fragmentos de Restrigdo do DNA".

O seqiienciamento dos antigenos HLA-Dk,DQ e DP revela que a
variagdo alélica observada pela sorologia, cultura mista e PLT
€ o resultado de seqiiéncias hipervaridveis de nucleotidios em
exons de DRB, DB , DPB e DQA localizados distalmente a
membrana. A clonagem e seqiienciamento permitiram a identificacgdo
de seqiiéncias de nucleotidios que codificam ou estdo em
desequilibrio de ligagdo com os epitopos definidos pelos

anticorpos ou células T reativas (Bidwel,1988a).
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O principio do método esta baseado na extracdao do DNA das
células em estudo e tratamento com enzimas de restrigdo (veja
material e métodos) . Essas clivam o DNA sempre em lugares
determinados e conhecidos, determinando milhares de pedagos:de
DNA de diversos tamanhos. Realiza-se com esse produto uma
eletroforese em agarose, dispersando os fragmentos ao longo do
gel. A seguir o DNA é desnaturado quimicamente, abrindo sua fita
dupla para permitir a hibridizacdo; entretanto, antes do udltimo
passo o DNA é transferido para uma membrana de nitrocelulose ou
de nylon por intermédio da técnica de Southern (Southern, 1975).
Dessa maneira o DNA encontra-se na membrana como estava no gel,
somente que em fita uGnica. A seguir, utiliza-se a sonda
radioativa de c¢cDNA que hibridiza no DNA para a qual foi
concebida. O sinal radioativo (Fésforo 32) serad observado apéds
auto-radiografia, demonstrando diversas bandas que correspondem
aos fragmentos de DNA (Fig. 8.1). Existem sondas de cDNA
derivadas dos genes de classe II ( DRB, DQB e DQA) , que detectam
sinais loco-especificos e, sendo assim, quando utilizadas
possibilitam definir os fragmentos que correspondem aos alelos
correspondentes.

Pode-se usar diversas enzimas de restrigédo, observando-se
muitos padrdes de resultados. As enzimas mais usadas sdo a Taql
e Mspl, pois geralmente revelam extenso polimorfismo e maior
facilidade de interpretagdo. Na realidade, o polimorfismo
observado néo é devido as seqiiéncias de DNA do DRB, DQB ou DQA
yresponsaveis pelos epitopos na membrana das células , mas sim
ao polimorfismo de lugares de restrigédo enzimdtica em forte

desequilibrio de ligagdo com os genes anteriores (Bell, 1987).
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1.2.3.1. RFLP E SOROLOGIA HLA-DR

Os melhores sinais tém sido observados usando-se probes
curtos como o pPRTV1 e digestdo do DNA com a enzima Taql (So,
1984; Bidwell 1988a). Pode-se upilizar, para estudo comparativo
com a sorologia, células homozigotas para os antigenos HLA, pois
os sinais sdo mais féceis de interpretar, observando-se véarios
padrdes alelo-especificos (Tab. 9.1). Durante tipagens de rotina,
pode-se incluir o DNA destas células, junto a alguma amostra
duvidosa. Existem problemas em discriminar alguns alelos entre
DRB17 (DR3) e DRB13 (DRw13-DQw5 e DQw6), entre DRB7 (DR7-DQw3)
e DRBY9 (DR9-DQW9). Essas reagdes de dificil interpretacgao
poderiam ser esperadas devido a estreita homologia entre a
seqiiéncia de nucleotideos entre DR3 e DRw6, Estes alelos sao
discriminados de acordo com a especificidade HLA-DQ, pois existe
um forte desequilibrio de ligagdo entre DR e DQ, demonstravel
tanto pela sorologia como pelo RFLP (Bidwell, 1988-a).

Os RFLP de células com antigenos sorologicamente nao
identificados ("blank”) demonstram que a maioria sdao homozigotas
ou ndo definidas por dificuldade sorolégica, particularmente em
antigenos como DRw6, DRw8 e DRwl0. Uma excessdo é DQwl associado
com DR negativo, pois o RFLP identifica neste caso o DR’Br’,
indistinguivel do HLA-DRB1 (DR1).

O probe DRB identifica alguns ’splits’ de HLA-DR. DR3 é
caracterizado por dois RFLP: DRB17 associado com o haplétipo HLA-
B8 e DRB17a com HLA-B18. O DRw6 que normalmente é mal definido

Pela sorologia estd caracterizado por sete RFLP: DRB13a*,
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DRB13a** e DRB13a*** (associados com DRwl3-DQwS e DQw6-Dwl8),
DRB13b (associado com DRwl3-DQw7), DRBl4a (associado com DRwl4-
DQw5-Dw9) e DRB14b (associado com DRw14-DQw7-DW16). Finalmente,
DRB7 é caracterizado por dois RFLP: DRB7 (associado com DR7—DQ;2—
Dw7) e DRB7a (associado tanto com DR7-DQw2-Dw7 e HLA-B13 ou HLA-
B50 como com DR7-DQw3-Dwll e HLA-B57). Identificacédo dos ’'splits’
de RFLP de DRw6 e DR7 é possivel devido ao desequilibrio com DQB
e DQA (Bidwel, 1988b).

Um fato de interesse sdo os sinais que se correlacionam com
as especificidades supertipicas DRw52 e-DRw53. Observa-se que o
sinal de 14.8 kb representa o DRwS63 e este é associado com DR4,
DR7 e DR9. O mesmo sinal também é encontrado no DR2 curto (DﬁZs).
Os sinais de 11.1 e 13.0 kb correlacionam-se com DRw62a e DRw52b.
Os grupos que apresentam reagao cruzada na sorologia, também
fornecem zinais ccmuns no RFLP (isogenotopos). DR1, DR10 e Dr’Br’
tém um mesmo sinal de 4.4 kb, enquanto DR4, DR7 e DRY9 apresentam
combinag¢des de 14.8, 6.1, 4.1, 2.7 e 2.6 kb, DRw6 e DR3 tém em
comum 13.0, 11.1, 7.8, 4.3, 4.2 e 4.1 kb, enquanto DR5 e DRwb6-
DQw3 com 6.5 kb,

Os sinais que representam alelos especificos (fragmentos
especificos ou alogenotopos), sdo: DR2 (12.5, 1.6 e 1.3 kb), DR2s
(1.5 e 1.45 kb), DR4 (5.4 kb), DR7’(2.6 kb), DRw8 (9.6 kb) e
DRw10 (13.9 kb) (Bidwell, 1988).

A tipagem genotipica por RFLP do HLAfDR baseia-se nos sinais
alelo-especificos de hibridizacéo. Sendo assim, a andlise de
células heterozigotas pode apresentar alguma dificuldade devido
a4 existéncia de mais de um sinal. A discriminagdo de dois alelos

que apresentam o mesmo isogenotopo é feita por intermédio das
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especificidades HLA-DQ em desequilibrio de ligag¢do com HLA-DR.
1.2.3.2. RFLP E SOROLOGIA HLA-DQ

Os padrdes de sinais de hibridizag¢do revelados por sondas
de cDNA para DQB e DQA correlacionam-se bem com as
especificidades HLA-DQ definidas pela sorologia e com as
especificidades definidas pela cultura mista. A analise de
haplétipos caucaséides demonstra que é ©possivel definir pelo
RFLP as especificidades DQwl, DQw2 e DQw3, assim como subdividi-
las de acordo com o desequilibrio de ligag¢do com DR e Dw (Bidwel,
1988-b). |

A série alélica definida por RFLP para DQA ©parece
independente das especificidades sorolégicas, todavia apresenta
forte desequilibrio de ligag8o0 com DRB e DQB visto pelo RFLP
({Bidwel, 1988-a). Desta maneira é possivel definir quase todas
especificidades ao nivel de genétipo, combinando-se os RFLP de
DRB, DQB e DQA, incluindo os splits sorolégicos de DR5 (DRwll e
DRw12) e DRw6 (DRwl3 e DRwl4) (Tab. 10.1. e 11.1.).

Uma excegdo acontece na diferenciacdo entre os DQw3-Dw
"splits" do DR4 (Dwé, DwlO, Dwl3 e Dwld), onde RFLP ndo é
convincente. De algum interesse é 6 fato demonstrado de que a
associag@8o DRW8-DQw3 nem sempre é revelada pela sorologia, pois
muitos fenétipos DRw8 e DQ "blank" s3o na realidade DRw8-DQw3

pelo RFLP (Bidwell, 1988).



Tab. 9.1. Sinais de hibridizagao observados com Taq1/DRB

DRB RFLP: 1 15 16 17" 172 4 I 12 13a' 13a* 13a* 13 7' 77 8 9 10 d4x X3 172
Br 14b 14a 18
tamanho(kb)
Banda n° local' XWS?
1 14.8* 13.81 [ ] a [ ] [ ] [}
2 13.9 _ : [ ]
3 13.0¢ 11.48 [ ] A n [ ]
4 12.5 11.11 [ ] {1
S 11.1¢ 9.79 N | A BN ] []
6 9.6 8.66 [ ]
7 79 7.23 (] [}
8 7.8 7.00 | B | A B B
9 6.5 6.08 n [ ]
10 6.1 5.80 [ ] [ ] [ ] [ ] I
11 54 5.22 [ ] (1
12 44 440 N [ ]
13 43 4.12 [ ] |
14 4.2 4.12 n N | I | ] ' [}
15 4.1 4.12 m n HE B B [ ] an
16 2.7 2.69 [ ] (] (]
17 2.6 2.60 ] [
18 1.6 1.72 [ ]
19 1.5 1.72 (]
20 1.45 1.69 [ ]
21 1.3 1.42 [ ] (]

Os sinais de hibridizagao gerados pelo probe curto de cDNA para identificagdo de DRB1 (pRTV 1) estdo representa-
dos em negro ¢ correlacionam-se com as especificidades sorolégicas DR (1 com DR1 ¢ DR’BR’; 15 com DR2
(Drw1S); 16 com DR2 (DRw16); 17! ¢ 17> com DR3 (DRw!7); 18 com DR3 (DRw18); 4 com DR4; 11 com
DRS(DRw11); 12 com DRw12; 13a', 134’ e 13a* com DRw6 (DRw13). DQw1 (DQwS e DQw6); 13b com DRw6
(DRw13). DQw3 (DQw?7); 14a com DRw6 (DRw14). DQw1 (DQwS5); 14b com DRw6 (DRw 14). DQw3 (DQw7); 7!
¢ 72com DR7; 8 com DRw8; 9 com DRw9; 10 com DRw10). RFL.Ps novos em quadrados brancos, ()= sinal fraco.
Banda 1 correlaciona-se com DRw53. Banda 3 com DRw32b-Dw25. Banda 5 com DRw32a ¢ DRw32¢c-Dw26.

T ornjidep
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Tab. 10.1. Principais sinais de hibridizagdo observados com Tagl/DQA

Gel de corrida longa

Gel de corrida curta

DQuRFLP 1a 1b Ic 2 3 4 3b
tamanho (kb)
Banda n° local XWS?
1 7.4 6.99 | |
2a 6.7 6.19 m
(2b 6.4) _ [ ]
3 58 5.53 . [ ]
(4a 4.9) _ n
4b 4.8 4.56 ]
5 27 278 m
6 2.1 2.45 [ ] [ ] [ | [ ] ] [ ] [ | —_—
7 2.0 2.09 n [ ] [ | n | [ ] n S

Asonda DQAI1, pDCH1. identifica S DQa-RFLP especificos (DQala, 1b, 1c, 2 € 3) em eletroforeses de curta duragio
(18h € 55V). As bandas 2a e 2b, assim como 4a ¢ 4b, ndo podem ser resolvidas nestas condigdes. Eletroforcse de 52h
e 30V ¢ necesséria para tanto. Além destas bandas especificas para DQA 1, pode-se observar dois RFLP que definem
alclos db gene de reagiio cruzada DQA2 (DQA2U e DQAZ2L).

DQA2U
DQA2I.

1 ornirden
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Tab. 11.1. Sinais de hibridizagdo observados com Taql/DQ B

DQp RFLP: la Ib X 2a 2b 3a 3b 2¢
tamanho (kb)

Banda n° local! XWS?
1 12 6.69
2 5.5 5.34 | | : [ ]
3 4.6 4.62 . [ ] |
4 4.55 4.50 [ |

DOB2— 5 4.5 4.44 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] Ll

6 40 [
7 2.8 2.87 [ ]
8 2.7 _ [ ] [ | [ ] Li
9 25 2.46
10 24 2.35 [ ]
11 1.9 1.90 [ ]
12 1.6 1.58 [ ] | I

A sonda DQB p11-p-1 identifica 7 RFLPs que se correlacionam com as especificidades sorolégicas DQ (DQf 1acom
DQw1 (DQwS); DQP1b e DQPx com DQw1 (DQw6); DQP2a e 2b com DQw2; DQR3a com DQw3 (DQw8 ¢ DQw9I)
e DQ’wa’ (DQw4); DQP3b com DQw3 (DQw7)). A banda 5 representa o sinal da hibridizac¢do cruzada do gene nio
polimérfico DQB2. Os quadrados brancos representam novos RFLP, observados cm negro. O peso molecular: local
(Bidwell, 1988) e XWS, 10> Workshop Internacional de Histocompatibilidade.

T otn3ide)
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1.2.4., TIPAGEM HLA COM OLIGONUCLEOTiDEOS SINTETICOS AP6$
AMPLIFICAGAO DO _DNA.

A Biologia Molecular trouxe diversas possibilidades de
avaliarmos nossos genes, influenciando profundamente a pesquisa
médica e a sua aplicagdo clinica imediata. O recente
desenvolvimento da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (Saiki,
1985; Scharf, 1986; Saiki, 1986; Mullis, 1987; Saiki, 1988;
Erlich, 1988) possibilitou a imediata utilizag¢do na &rea do
estudo dos genes do sistema HLA, especialmente dos de classe II
devido a sua importédncia nos transplantes, na sua relagao com
doengas e pela dificuldade de reagentes sorolégicos. Este ﬁétodo
tem sido também muito utilizado no diagnéstico de defeitos
genéticos, na identificac¢édo forense de individuos, assim como na
caracterizagdo de virus e bactérias.

Utiliza-se a reagdo em cadeia da polimerase para
amplificagdo de segmentos especificos do DNA que contém genes HLA
de interesse, para depois identificd~los com oligonucleotideos
sintéticos desenhados para hibridizar cada alelo especifico. Esse
método foi desenvolvido por um grupo de cientistas da empresa
Cetus e é baseado na repetigédo ciclica de trés reagdoes simples,
onde a uUnica variante é 'a temperaﬁura. Todas as trés reagoes
ocorrem no mesmo pequeno tubo de ensaio e utilizam reagentes
estdveis para as diversas temperaturas. Os ciclos repetitivos sao
automatizados por intermédio de aparelhos que alternam a
temperatura de acordo com programacdo prévia (termociclos). O PCR
€ um método para sintetizar seqiiéncias especificas de DNA

}

utilizando duas fitas simples de oligonucleotideos "primers",
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sintetizados para serem complementares as sequéncias conhecidas
do DNA a ser analisado e uma enzima termo-estavel, a Taq
polimerase. Esta enzima fol engenhosamente isolada da bactéria
termofilica, Thermus aquaticus. J

A primeira etapa do procedimento é a desnaturagdo térmica
do DNA nativo de dupla hélice a ser analisado. O DNA rompe as
pontes de hidrogénio a 959C, tornando-se de hélice simples e
possibilitando um posterior re-anelamento com outro DNA de fita
simples, que possua seqiiéncia complementar. Uma grande vantagem
desse método ¢é necessitar de quantidades minimas de DNA.
Experiéncias demonstram que é suficiente poucas moléculas de DNA
(Saiki, 1988), qualificando a técnica como a reagdo mais sengivel
para a andlise de sequéncias especificas do DNA (Fig.9.1 e 10.1).

A segunda etapa do ciclo é realizada em temperatura
inferior, auando os dois primers s&o anelados Aas segqiiéncias
complementares e opostas da amostra de DNA desnaturado. Esses
primers vado identificar o segmento de DNA desejado, que servira
como um molde e para o qual foram desenhados de maneira
complementar, definindo os dois pontos finais de cada segmento.
Os dois primers nado podem anelar-se entre si e seus locais de
inicio de reagdo devem ser relativamente distantes para permitir
a sintese éubseqﬁente de novos proautos. A especificidade da
reagéo é devida 4 precisdo da rea¢do de anelamento DNA-DNA, mesmo
com primers curtos,

A terceira etapa é a sintese da nova fita complementar do
DNA com a ajuda da Taq polimerase, ocdsionando a extensdo de cada

Primer anelado em presenga de excesso de desoxiribonucleosideos

trifosfato. Uma nova fita dUnica de DNA serd sintetizada para cada
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primer anelado e cada uma consiste do primer no seu final 5’
atrelado a um colar de nucleotideos complementares aos
correspondentes do molde. No PCR cada produto sintetizado servira
como molde para novas reagdes de extensdao do primer, a éada
ciclo. O resultado sera uma rgaqao em cadeia de amplificacgao
geométrica de segmentos de DNA especificos. Os primers s&éo as
sementes de todas fitas novas de DNA , assim como os quatro
desoxiribonucleosideos trifosfato agem como tijolos na contrugao
dessas novas fitas e, sendo assim, devem estar presentes em
excesso relativo a quantidade do substrato (DNA). A interessante
especificidade da reagéo de anelamento e a geométrica
amplificag¢do dos produtos pela reacédo em cadeia da polimerase
conferem juntas uma extraordindria sensibilidade na detecgdo do
DNA desejado.

Apés a extensdo do primer, o ciclo é repetidc, primeiramente
por elevagao da temperatura e consequente conversao das fitas
duplas em fitas simples. Nesse momento, todo trabalho de
polimeriza¢do que vinha sendo feito é paralisado. A seguir, a
temperatura diminui, favorecendo a etapa de anelamento e, apés,
a de extensdo. Devido ao fato de que cada produto sintetizado
serve como molde para dois novos produtos a cada ciclo, faz com
que o numero de cépias de DNA duplique a cada vez. Apés 20 ciclos
teremos a amplificagcdo de milhdes de vezes o segmento de DNA
inicial, entretanto os primers e desoxiribonucleosideos sd&o
Progressivamente depletados, nao sendo aconselhado ultrapassar
de 32 ciclos por cada reacéo.

As primeiras cépias do segmento de DNA desejado S&o mais

longas, porém o produto alcanga o tamanho exato do segmento alvo



Capitulo 1 67

apés o terceiro ciclo. A partir deste momento, a amplificagdo é
geométrica, chegando no final com o produto, praticamente puro
de cépias curtas. Como se pode observar, esse método é de grande
utilidade na sintese de fragmentos especificos de DNA iem
quantidades ilimitadas, propriedade comparada com a clonagem de
genes, entretanto necessita de conhecimento prévio da sequéncia
dos genes para a fabricagdo dos primers sintéticos.

As aplicagédoes da reagdo em cadeia da polimerase estdo se
multiplicando, mas podemos citar: a tipagem de doadores e
receptores para transplante com doador vivo, pois o método é
demorado para a utilizagdo com doador cadaver; a pesquisa da
relagdo de HLA com doengas, como a identificagdo de alelos
associados com Diabete mellitus e Penfigus vulgaris (Tood, 1987;
Rogers, 1989; Horn, 1988; Sinha, 1988; Scharf, 1988); a
determinagdo de agentes infecciosos, por amplificacdo do DNA do
patégeno, existindo a possibilidade da detecgdo do DNA do virus
HIV precocemente, quando os métodos convencionais ainda n&o séo
positivos , como em criangcas nascidas de médes HIV positivas
(Rogers, 1989); diagnéstico pré-natal de doengas genéticas
(Saiki, 1985; Kogan, 1987; DiLella, 1988; Saiki, 1988; Willians,
1988; Rogers, 1989). |

Uma das grande virtudes da reagdo em cadeia da polimerase
estd em ser extremamente sensivel, podendo qualquer contaminagéao
com outro DNA trazer problemas de interpretagdo. Os maiores
cuidados devem ser tomados para evitar a presenga de contaminagéo
com DNA de amplificagdes prévias ou até do préprio pesquisador
(Paabo, 1988; Lo Y-M, 1988; Krawézak, 1989). Pode-se imaginar o

Problema de contaminacdo com DNA de HIV amplificado no mesmo
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laboratério em que esta sendo realizado um teste diagnéstico para
esta infeccdo. Os laboratérios devem preocupar-se em manter uma
rotina enérgica, utilizando material descartadvel e separagdo dos
locais de processamento e de amplificagdo do DNA (White, 1959;
Kwok, 1989).

O polimorfismo dos genes de classe II do sistema HLA esta
localizado no segundo exon do dominio externo (NH2 terminal).
Usando primers para as regides conservadas, conseguiu-se
amplificar o segundo exon dos locos de classe II de diversos
individuos e observar por clonagem e seqiienciamento o grau de
diversidade alélica (Erlich, 1989).

A identificagdo do DNA amplificado para tipagem HLA é feita
com auxilio de sondas de oligonucletideos sintéticos desenhadas
e construidas de acordo com as seqiiéncias que permitem
diferenciar um alelo de outro ao nivel do DNA. Cada sonda é
alelo-especifica e, portanto, devem ser utilizadas
individualmente. Sendo assim, é necessidrio usar o procedimento
de fixar o material amplificado em membrana de nitrocelulose ou
de nylon apés a transferéncia (dot blot). Hibridiza-se com cada
sonda alelo-especifica marcada com Fésforo 32 e apés a lavagem
para retirar os sinais ndo especificos (cada sonda tem uma
temperatura étima para lavagem) reaiiza—se a auto-radiografia,
Possibilitando observar as reagoes negativas e as positivas (veja
material e métodos). Pode-se também utilizar outros marcadores
ndo radioativos como biotina ou digoxigenina. As membranas com
© DNA amplificado podem ser wutilizadas diversas veszes,
simplesmente retirando a sonda radioativa anterior por lavagem

especial e hibridizando com a préxima. Este método é interessante
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para amostras numerosas, quando se coloca na membrana diversos
produtos de individuos diferentes; entretanto, para poucas
amostras é um tanto trabalhoso. Um método reverso pode ser
utilizado, imobilizando-se um painel de sondas na membrana péra
posterior hibridizagdo com o produto marcado durante a
amplificagao com primers biotinilados (Ochman,1989). Este podera

ser pratico, para utilizacdao com poucas amostras.
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as barras negras denotam o acimulo de DNA sintetizado e as setas a diregao da polimerase. Os produtos sintetizados
Serao a maioria a

nos ciclos prévios scrvem como molde para os préximos ciclos e o nimero de produlos curtos aumenta geom-
etricamente a cada ciclo (os trés primeiros sdo mostrados). Apés o término de 30 ou mais ciclos, os produtos curlos

O clemento chave desta reagéio € a repetigao dos ciclos iérmicos de desnaturacao, anelamento ¢ extengao. A cada ciclo



Fig. 10.1. Produtos tinais no inicio dos ciclos da reagcao em cadeia da polimerase
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em temperatura baixa, a enzima Taq polimcerase cxtende os primers covalentemente na presenga de cxcesso de
deoxiribonucicosidios trifosfato, “os tijolos da sintese do novo DNA™. As seqiiéncias alvo de DNA nativo, as quais
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1.3. IMUNOBIOLOGIA DA ASSOCIACAO ENTRE HLA E DOENCAS '

O Complexo Principal de Histocompatibilidade tem sido
extensivamente estudado, procurando-se relagdes entre HLA e
doengas. O motivo certamente estd relacionado com a descoberta
no camundongo dos genes de resposta imune na regiéo cromossomica
correpondente ao CPH humano (McDevitt, 1968). A existéncia de
genes que predispdem uma boa resposta contra determinado
antigeno, assim como genes que ndo proporcionam resposta, ja foi
observada no homem. Entre eles estdo os que determinam a resposta
imunolégica contra pélens (cedar) e contra antigenos
estreptocécicos (Sasazuki, 1983). O entusiasmo com a pesquisa
nessa regifdo, proporcionou a descoberta de mais de 40 doengas
associadas aos alelos HLA, especialmente de natureza auto-imune
(Stastny, 1983).

Recentemente, muitos objetivos estdo sendo alcangados com
O conhecimento da organizacéo e polimorfismo dos genes HLA. A
introdugdo das técnicas de bioldgia molecular, o conhecimento da
estrutura tri-dimencional dos antigenos de classe I e de como
estas moléculas apresentam antigenos aos linfécitos ocasionaram
uma nova concepgao a essa matéria.

Os mecanismos de reconhecimento do antigeno pelo linfécito
T ndo estdo completamente definidos. A relagdo do peptidio

antigénico com o HLA parece ser de grande importancia no
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reconhecimento pela célula T e, talvez, fundamental para o
entendimento da relagao HLA com doencas. E importante lembrar que
as moléculas HLA nao somente participam da apresentagao de
antigenos as células T, mas também de peptidios autélogos. Estes
nédo estimulam resposta imunolégica em situag¢des normais, porque
pertencem ao préprio organismo ("self"). Nado sabemos, entretanto,
como acontece o reconhecimento dos auto-antigenos nas doengas por

auto-imunidade.

1.3.1._CLASSIFICACAO E METODOLOGIA

As doencgas estudadas em relagdo ao sistema HLA podem ser
divididas em quatro grupos (Tivary, 1985). O maior é o das
doengas auto-imunes, onde a lesdo tecidual é mediada pela
resposta imune celular ou humoral e onde a inflamagao ocorre de
Raneira sistémica. Os auto-anticorpos, imunecomplexos e
infiltragcdo mononuclear sd@o a regra. Essas doencas afetam
diversos érgaos e sistemas como o endécrino (aiabete insulino-
dependente e tireoidites), o figado (hepatite crénica ativa), os
ring (sindrome de Good Pasture e lupus sistémico), as
artijculagdes (artrite reumatdéide e lupus), o sistema nervoso
(miastenia gravis e esclerose miltipla) (Tab. 12.1)

Outro grupo sao doengas com nenhuma associag&o com auto-
imunidade, acreditando-se que sejam decorrentes de alteragdes em

Outros genes dentro do CPH. A hemocromatose e a deficiéncia de
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21-hidroxilase sdo exemplos de doengas com possiveis defeitos
genéticos em genes nao HLA.

O grupo das doencas infecciosas é pequeno, devendo*se
ressaltar a lepra lepromatosa em estudos de segregacgao de
haplétipos em familias (Serjeantson, 1983). E de estranhar que
os alelos HLA ndo definam susceptibilidade a vArios patdégenos,
especialmente quando se sugere que fagcam parte de genes de
resposta imune. Este fato pode ser explicado pela necessidade de
se pesquisar a reducdo da freqiiéncia de um alelo em individuos
afetados, o que deve ser feito com grande numero de individuos.
A maioria dos estudos néo realiza tantos testes e muitos procuram
uma associagdo positiva.

O grupo das doengas malignas inclui o carcinoma de naso-
faringe, leucemias e a doenca de Hodgkin, sendo que muitos
estudos foram feitos com outros tumores sem que se observassem
associagdes.

A metodologia para a pesquisa da}?qrrelaqao de,HLA,fEm
doencas esta bagggda gm“estudééwde,associaqao e de ligacdo. Os
Primeiros acontecem na pesquisa em populagdes de doentes sem
relacgéao de parehteécb. 6uéégundéwgégwégtddés’dé‘famjliés com mais
de um filho afetado, procurandq-se haplétipos mais freqiientes nos
doentes do que o esperad?’ao acaso. Neste uUltimo caso, os mesmos
antigenos HLA nao necessitam estar presentes nas diversas
familias, pois servem como dm siﬁéles marcador de um gene'de
susceptibilidade. Quando a distanciakentre o gene marcador e o
gene de susceptibilidade é minima, como pédéria ser o caso da

espondilite anquilozante, encontrariamos todos (ou quase todos)
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Os pacientes com o mesmo marcador, pois seria muito dificil
acontecer entrecruzamento (crossing over). Quando a dis;ancia ém
méior, o entrecruzamento faria que em’estudos pPopulacionais n&o
Se observassem o mesmo marcador, sendo somente encontrados entre
membros afetados de cada familia.

A origem étnica do grupo em estudo é de fundamental
importancia devido a4 heterogeneidade das doengcas e das
freqiiéncias HLA nas diversas populagdes. Uﬁilizg—se o calculo
do risco relativo para conhecimento do risco de desenvolvimento
de determinada doenga, quando se é portador do marcadorrﬁPA,
comparando-se com o risco dos que néo possuem este mgr9g§or,ruﬁ
risco suﬁerior a 1 demonstra uma susceptibilidade; igual a 1
denota neutralidade; enquanto abaixo de 1, qualificamos como
resisténcia. A comparagao entre controles e doentes é feitg pélo

teste do X* (Tiwari, 1985).
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Tab. 12.1. Associacoes Entre HLA e Doencgas

Estudos Pacientes Controles
Doencas Raga no no %+ %+ RR

Artrite Reumatdide
B27 C 17 861 16

DR4 C 17 1127 68
BW54 0] 3 221 24
DR4 o) 5 348 66
DR4 N 3 109 40
Artrite Reumatdéide Juvenil
B27 C 15 1146 25
DR5 C 5 422 34
Espondilite Anquilozante
B217 C 40 2130 89
B27 0] 7 211 85
B27 N 2 33 58

Uveite Anterior Aguda
B27 C 10 520 47

Doenca de Reiter
B27 C 25 906 80

Diabete Juvenil

B8 C 39 4322 40
B15 C 36 4052 22
DR3 C 13 1174 46
DR4 o 12 1051 51
BW54 o) 8 453 39
DR3 o) 4 139 38
DR4 o) 4 139 49
DR3 N 3 135 57
DR4 N 3 135 46
DOenca de Grave's

B8 C 18 1445 43
DR3 C 4 333 56
B35 o) 3 162 42
Doenca Celiaca

B8 C 16 696 68
DR3 C 5 194 79
DR7 c 4 137 60

T ————

9 2.0
25 3.8
11 2.5
39 2.8
10 5.4

9 3.3
15 3.3

9 69.1
15 207.9

4 54.4
10 8.2

9 37.1
21 2.5
14 2.1
22 3.3
25 3.6
11 5.6
14 4.8
25 2.6
28 3.2
11 6.7
23 2.5
25 3.7
14 4.4
22 7.6
22 11.6
15 7.6

C= caucaséide O= oriental
N= negro J= judeu

RR= risco relativo
%+= percento positivo
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Tab. 12.1. Associac¢oes Entre HLA e Doencas (cont.)

Estudos Pacientes Controles

Doengas Raga no n? %X+ %+ RR
Narcolepsia
DR2 (o} 2 45 100 22 129
DR2 0 1 92 100 34 358
Dermatite Herpertiforme
B8 C 14 498 175 22 9.8
DR3 C 4 126 82 20 17.8
Pénfigo Vulgar
A26 J 5 117 60 20 4.8
B38 J 5 117 59 21 4.6
DR4 J 3 62 91 32 14.6
Psoriase Vulgar
B13 C 36 2579 19 5 4.1
B17 C 35 2515 19 7 5.3
B37 C 15 804 7 2 3.9
Cweé C 7 353 56 15 7.5
DR7 C 5 296 48 23 3.2
B13 o 5 336 24 8 3.3
B17 0] 4 224 12 9 1.9
B37 0 3 206 20 2 8.4
CW6 o] 4 262 27 4 8.5
DR7 o 2 148 10 1 7.6
Doenca de Behcet
BS C 6 150 31 12 3.8
BS 0 6 199 68 33 4.5
Hemocromatose Idiopética
A3 C 11 493 172 28 6.7
B7 C 11 493 48 26 2.9
Bl4 C 10 481 19 6 2.7
Lupus Eritematoso Sistémico
B8 C 17 855 40 20 2.7
DR3 C 9 316 42 21 2.6
Sindrome de Goodpasture
DR2 C 2 25 88 27 13.8
y
/ Esclerose Midltipla
Y BT C 38 4964 37 24 1.8
{ DR2 C 13 1051 51 217 2.7
Miastenia Gravis
B8 C 12 747 44 19 3.3

——

Fonte: HLA and Diseases Associations (Tiwari, 1985).
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1.3.2. MECANISMOS DE ASSOCIAGAO DE HLA COM DOENCAS

Existem diversas propostas para explicacédo dessa associagdo.
Sendo assim, antecipa-se a falta de conhecimento e a dificuldade
da matéria.

Uma das primeiras hipéteses foi que as moléculas HLA serviam
Como receptores para agentes infecciosos (Tiwari, 1985).
Procurava-se explicar assjm, que a molécula do HLA-B27 servia
como receptor para um agente que ocasionava a Espondilite
Anquilosante e a Sindrome de Reiter. Reforgou este argumento, o
achado de que as proteinas codificadas pelos locos HLA no homem
€ H-2K e H-2D no camundongo agiam como receptores para o virus
Semliki (arbovirus) (Helenius, 1978). Diversos outros
eXperimentos com virus nao chegaram a reforgar essa hipétese.

O mimetismo molecular defende a possibilidade de que algumas
Moléculas HLA possam apresentar estrutura semelhante a um agente
infeccioso e, sendo assim, quando o organismo é infectado com o
Mesmo, ndo consegue responder imunologicamente. Esse fato conduz
@ uma infecgdo crdonica e a sintomatologia. A teéria do mimetismo
aproveita a situagdo de que se desconhece o agente etiolégico da’
Maioria das doencas em enfoque. A Espondilite Anquilosante é uma
doenca que também se ajusta a esse mecanismo, devido aos achados
de reagdes cruzadas entre o HLA-B27 e a bactéria Klebsiela
(Ebringer, 1980; Welsh, 1980).

\&,Outra hipétese muito considerada é a que confere ao HLA o

Papel de marcador de um gene de susceptibilidade & determinada
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doenca e que se encontra muito préximo do mesmo. As associagoes
ao nivel de estudos populacionais estariam refletindo
desequilibrios de ligagdo entre os genes marcadores e os de
susceptibilidade (Dausset, 1985). A esclerose miltipla poderia
Ser um exemplo dessa teoria, onde um gene de susceptibilidade}
estaria muito préximo do loco DR e o gene marcador seria o HLA- (
DR2. A presenga de doengca em somente uma minima fragao de
individuos portadores do gene marcador pode ser explicada. (1)
A doenga pode ser heterogénea e possuir mais de uma etiologia
o dgente etiolégico possuir mais de um peptidio imunodominante.
(2) A exposicdo a fatores ambientais, como a infecgdo com
determinado virus, é necessédria para que os individuos com genes
de susceptibilidade possam desenvolver a doenga. (3) Fatores
genéticos nao ligados ao HLA podem também contribuir para a
Susceptibilidade (doengas poligénicas).

Os genes de resposta imune devem ser importantes na protecgéao
Oou susceptibilidade a vArias doengas. Estes genes estariam muito
Préximos do complexo HLA e em desequilibrio de ligacdo com
determinados alelos. Esses genes foram localizados na regidio I
do cromossoma 15 do camundongo (Shreffler, 1975; Benacerraf,
1975; Benacerraf, 1978; Winchester, 1979). Por essa hipétese os
individuos apresentariam genes de susceptibilidade ou de
resisténcia a determinados agentes infecciosos, produzindo ou nao
@nticorpos contra os mesmos.

Um argumento favoravel a essa hipétese no homem é o de que

doencas com associacdo fraca com antigenos do loco HLA-B sdo mais

intensamente associadas com o loco HLA-DR, DQ. Na diabete
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insulino-dependente encontrou-se associag¢do com HLA-B8 e B15,
sendo que posteriormente observou-se forte associagdao com HLA-DR4
e DR3 e talvez mais ainda com DQw8 e DQw2. Desta maneira o gene
de susceptibilidade estaria mais préximo do loco DQ e a
associagdo com o loco B seria secunddria. Outro fato favoravel
a esses genes é que existem ligagdes com alelos diferentes do
mesmo loco, o que pode ser observado na doenga de 'Gra.ves,
encontrando-se associagcdao com HLA-B8 em caucaséides e com HLA-B35
em japoneses (Bodmer, 1977).

A tendéncia atual é de procurar definir melhor o
Polimorfismo HLA com o auxilio de métodos desenvolvidos pela
Biologia Molecular e tentar definir associagdes com regides da
molécula HLA que podem inclusive participar de mais de um alelo
(regides de hipervariabilidade alélica). Essas regides podem
explicar a associacdao de certas doencas (artrite reumatdide e

diabete juvenil) com mais de um antigeno HLA.
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1.3.3. ASSOCIACOES DE INTERESSE

1.3.3.1. ESPONDILITE ANQUILOSANTE E SINDROME DE REITER

A descoberta da associagdo aconteceu simultaneamente
(Schlosstein, 1973; Brewerton, 1973). A média da freqﬁéncia do
HLA-B27 nos doentes varia entre 88% a 96%, enquanto nos controles
fica entre 4% a 8%. Ess§s resultados foram confirmados entre
pacientes de diversas ragas.

Os pacientes negros americanos apresentam a freqiiéncia do
B27 (58%) inferior a dos brancos (Ruderman, 1977), enquanto que
nos japoneses ela é de 81%.

Estudos epidemiolégicos demonstram que a prevaléncia da
doenca é de 10 a 15 por 1000 individuos (Calin, 1976). A
comparagdao entre pacientes B27 ©positivos e B27 negativos
demonstra que nao existem diferencas em relagdo & radiologia, a
duracdo da doenga, ao inicio dos sintomas, & severidade da
doenca, ao sexo e ao progndstico. A uveite anterior é encontrada
somente nos pacientes B27 positivos (Nahir, 1979; Khan, 1980).

A reacgéao cruzada entre anticofpos anti-Klebsiela e
linfécitos de pacientes com espondilite anquilosante trouxe
esperangas quanto a etiologia (Ebringer, 1980; Welsh, 1980). Um
fato de muito interesse é que os anticorpos anti-Klebsiela reagem
com linfécitos de pacientes B27 positivos, enquanto nao reagem
Com os de pacientes B27 negativos, sugerindo a identificacao de

um antigeno B27 "modificado" (Seager, 1979).
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A doenca de Reiter esta também associada com o HLA-B27,
sendo que 80% dos doentes apresentam este marcador, contra 8% nos
controles normais. Esse é a média de diversos trabalhos em varios
Paises, ndo havendo diferencas significantes. A uveite anterior
aguda, febre alta e perda de peso s&o mais fregiiente nos

pacientes com B27 do que nos que ndo apresentam este antigeno.

1.3.3.2. NARCOLEPSIA

Narcolepsia é uma rara doenca caracterizada por cochilos
diurnos recorrentes, durante pelo menos seis meses, associados
& crise comprovada de cataplexia. Esta tiltima caracterigza-se por
Perda subita e bilateral do tonus muscular, apés forte emogao.
Essa doenca apresenta completa associagdo com o HLA-DR2-DQwl, ou
Seja 100% dos pacientes apresentam este hapldédtipo contra 33,5%
de controles (Honda, 1986; Matsuki, 1989). O dltimo autor estudou
206 pacientes japoneses, sendo todos positivos para DR2-DQW1.

Foi também encontrada associacdo significante para a
hipersonia essencial, doenca caracterizada por excessiva
Sonoléncia diurna, sem cataplexia, ocorrendo diariamente por, no
minimo, seis meses. Foram tipados 46 pacientes, encontrando-se

DR2-DQW1 em 57% (Matsuki, 1989).
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1.3.3.3. ESCLEROSE MULTIPLA

Muitos trabalhos foram publicados sobre a relagéao entre a
esclerose multipla e o sistema HLA, sendo que a maioria
apresentou resultados contraditdrios. Os achados mais
significantes foram os da associagdo com HLA-A3, HLA-B7 e com
HLA-DR2-DW2. As primeiras duas associagdes foram encéntradas
entre caucasdéides da Europa e América do Norte, enquanto que a
Ultima foi observada na maioria das populacdes estudadas, com
eXxcegdo de judeus israelenses e japoneses (Sachs 1977).

A média da freqiiéncia do HLA-A3 é de 34% nos pacientes e 27%
nos controles, com um risco relativo de 1.46. A média para o HLA-
B7 6 de 44% nos pacientes e 26% nos controles, com um risco
relativo de 2.26, enquanto para HLA-DR2 é de 51%, 27% e 2.78
respectivamente (Tiwari, 1985).

A relagdo do prognéstico da doenga com as associagdes
mostraram resultados contraditérios, assim como com relagdo a

titulos de anticorpos para sarampo, caxumba e rubéola (Walker,

1982).
1.3.3.4. ARTRITE REUMATOIDE

Os antigenos HLA de classe Il sédo os candidatos mais fortes
& representantes de genes associados &s doengas auto-imunes. O
alelo HLA-DR4 apresenta-se associado & doenga na maioria das
ragas (Stasty, 1978; Christiansen, 1984), ndao tendo sido

Observadas associagdes com antigenos de classe I.
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O HLA-DR4 pode ser subdividido por tipagens celulares
(tipagem com células homozigotas ou PLT) em DW4, DW14 e DW10. A
associagao acontece somente com os dois primeiros haplétipos
(DR4-DW4 e DR4-DW14). Estudos populacionais mostraram que o HLA-
DR1 e DRW10 também est@o associado a doenca (Duquesnoy, 1984;
Goronzi, 1986).

O antigeno HLA-DR4 encontra-se presente em 67% dos
Pacientes, contra 33% de controles normais (RR=4.1), enquanto o
HLA-DR1 participa em 32% e 18% respectivamente (RR=2.1). Os
pacientes DR4 negativos apresentam 53% de positividade para o
DR1. A relacdo com DR4 estid associada a positividade para o fator
reumatéide, pois pacientes com a prova do latex negativa néo
apresentam risco significante (Stastny, 1989).

A artrite reumatéide apresenta-se em 25% dos casos com
manifestagdes extrarticulares. Na sindrome de Felty,
caracterizada por esplenomegalia e neutropenia, o DR4 é positivo
em 100% dos casos, assim como o fator reumatéide. Nos pacientes
com vasculites, o DR4 estd presente em 85% (Stastny, 1989).

O polimorfismo dos genes DR4 pode ser estudado, utilizando-
Se sondas de oligonucleotideos que identificam DW4 e DW14. Os
resultados obtidos demonstram que 93% dos pacientes hibridizam
com um ou outro probe (Nepon, 1989).

O polimorfismo dos alelos HLA pode ser definido pelo estudo
das sequéncias de aminodcidos de DRB, DQa e DQB. Em todos os
haplétipos associados a doencga, observa-se que a terceira regido
de hipervariabilidade alélica de DRB é idéntica, com excecédo da

Simples troca de arginina por lisina no residuo 71 e glicina por
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arginina no 70. Essa distribuigdo é completamente diferente para
os demais alelos de DR (Todd, 1988; Bell, 1989). A possibilidade
de que as préprias moléculas DR apresentem um peptidio da prépria
Sinévia ou de outro tecido a clones de linfécitos T deve ser
cogitada. Estes liltimos passariam a estimular a produgdo de auto-

anticorpos, dando inicio a artrite reumatdide.

1.3.3.5. DIABETES MELLITUS INSULINO-DEPENDENTE

A diabete juvenil ou insulino-dependente afeta 0.5% da
Populagdo caucaséide e atinge os individuos antes dos 20 anos del
idade. A destruigdo seletiva das células beta pancreaticas por
auto-anticorpos leva a4 hiperglicemia, acidose e coma. Associado
a egses fatos, acontece a infiltragado pancreatica por linfécitos
T e B, fortalecendo o cardter de doenga auto-imune (Rossini,
1985),

A diabete insulino-dependendente é uma doenga complexa do
Ponto de vista genético, sendo encontrada em familias, em que a
freqiiéncia de irmdos afetados é de somente 6%. Os gémeos
idénticos apresentam uma concorddncia de 36%, eﬁquanto os irmaos
HLA idénticos alcangam 12%. Estes dados indicam que o
desenvolvimento da doenga depende de fatores dependentes do meio
ambiente, assim como da agdao de diversos genes independentes ou
ndo (Todd, 1990).

As ragas de camundongos NOD (nonobese diabetic mouse) e BB
(Bio-Breeding) sao 6timos modelos para a doengca humana. Esses

nimais desenvolvem precocemente (dez semanas de idade),
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hiperglicemia e cetose, associadas & insuficiéncia de insulina
Pela destruigcao auto-imune das ilhotas (Einsenbarth, 1986). Os
estudos com os modelos animais, também indicam o carater
Poligénico dessa doenga.

O primeiro estudo da associagdo do HLA com diabete nao
obteve resultados relevantes (Finkelstein, 1972). A associagdo
com HLA-B15 foi demonstrada um ano apés, encontrando-se a
frequéncia de 36% nos pacientes, contra 10% dos controles
(Singal, 1974). Posteriorpente inimeros trabalhos apresentaram
diversas associag¢des com a doenga.

As associag¢des mais frequentes em caucaséides sao: B8, B15,‘
B18, cw3, DR3, DR4, DW3 e DW4 (Tiwari, 1985). A andlise combinada
de diversos trabalhos demonstra que os alelos mais significantes
sdo B8, Bl15, DR3, DR4, DQW2, DQW3. A associagdo com B8 e Bl5 ¢é
devida ao desequilibrio de ligacdo existente com DR3 e DR4
respectivamente, tendo ficado esclarecido que a associagéo
Primdria é com os antigenos de classe II (Farid, 1979; Solow,
1979). A freqiiéncia de DW3-DW4 heterozigotos é mais alta nos
Pacientes do que nos controles (50% e 5%), assim como também foi
reportado para DR3-DR4 (25% e 3.8%) e com o risco relativo de
7.62 (Sachs, 1980; Farid, 1979). Poucas doencas apresentam uma
associagdo tdo forte com os alelos de classe II, sendo que foi
Observado que 95% dos pacientes apresentam HLA-DR3 ou HLA-DR4,
Contra 45% a 54% dos controles (Johnston, 1983; Svejgaard, 1980).

A relagcdao HLA-DQB1l com a diabete foi posteriormente
€ncontrada por intermédio de métodos moleculares (Kim, 1985; Tood

1987), existindo forte associacdao com os genes DQW2 e DQW8. Os
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haplétipos DR3-DQW2 e DR4-DQW8 sdo muito encontrados nos
Pacientes, devido ao extremo desequilibrio de ligag¢do, sendo esse
O motivo para a observagédo anterior da alta freqiiéncia dos alelos
DR. O d4ltimo autor encontrou os seguintes resultados em 39
pacientes e controles: DR4 (72% e 32%), DR3 (64% e 22%), DR3-DR4
(44% e 3%), DR2 (0% e 26%), DR4-DQW8 (93% e 76%), DR4-DQW7 (7%
e 24%). Outro estudo demonstrou que o haplétipo DR4-DQW8
aconteceu em 100% dos pacientes e que dos 23 pacientes, 17 (74%)
apresentaram o DW4 e 6 eram DW14 (Nepon, 1989). Resultados
Semelhantes foram encontrados em outro trabalho , sendo
observado DR4-DQW8 em todos os pacientes contra 60% noS
controles, assim como ndo foi identificado nenhum paciente com
DR4-DQW7, contra 40% nos controles (Semana, 1989).

Os genes DQB1 foram considerados pela maioria dos autores
como possiveis genes na predisposicdo ao diabete tanto na racga
branca, quanto na negra, existindo trés categorias de associagéo:
positiva, neutra e negativa (Tabela 13.1).

Nos japoneses diabéticos ndo foi encontrada a freqiiéncia
aumentada do alelo DQW8 (22% contra 19%). Os alelos mais
freqiientes nessa raga, estudados por sorologia; foram DR4 e DRY
com os riscos relativos de 4.62 e 2.22 respectivamente. A tipagem
molecular apresentou DQW4 positivamente associado com a diabete,
com 3.95 de risco relativo. A amplificacdo de DQAl foi realizada
€ a tipagem com os probes especificos demonstrou que o alelo A3
est4a associado com a doenca (45% contra 16%, RR= 19.7) ( Todd,

1990).
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Os resultados da tipagem de DQAl nas populagdes caucasdide
e negra também apontam o alelo A3 em associagdo positiva, sendo
qQue o haplétipo DR4-DQW8 quase sempre apresenta A3. Na raga
negra, o alelo A3 ocorre em conjunto com DQW2 em dois haplétipos
DR7 e DR9 em associagéo positiva. Neste ponto, o autor sugere que
os alelos A3 e DQW2 s@ao os principais determinantes de
susceptibilidade ao diabete (Todd, 1990), aventando que o risco
aumentado nos caucasdides heterozigotos DR3-DR4 ocorre por
transcomplementagao, sendo, que, na realidade, o importante é a
Presenga de A3-DQW2 (A3 do haplétipo DR4 e DQW2 do DR3). Nos
negros diabéticos, a associaqao_DQWZ-A3 representa 50% doé
Pacientes contra 9% dos controles, com um risco relativo de 10.4.
O alelo DQW2 estd positivamente associado a susceptibilidade no
haplétipo DR3, entretanto néo apresenta a mesma qualidade com DR7
ou somente quando em associacdo com A3 em negros.

O sequenciamento do primeiro dominio das cadeias DQS
isolados de pacientes diabéticos e controles demonstra que existe
algo em comum na sequéncia de aminodcidos. O exame dessa
Seqiiéncia nos antigenos DQW8 (associagdao positiva) e DQW7
(associagdo negativa) de diabéticos encontra‘ diferengas nos
residuos 13, 26, 45 e 57. A conclusdo de que a posicéo 57 estéd
associada a doenga veio da comparagdo com os demais alelos de
importancia. Todos os alelos DQBl associados positivamente a
diabete (DR4-DQW8, DR3-DQW2, DR1-DQW5, DR2-DQW5) apresentaram
Ala, val ou Ser na posicdo 57. O 4cido aspartico (Asp) foi
€ncontrado no residuo 57 em quase todos os alelos considerados

Neutros ou negativos em relagdo a associagdo (Todd, 1987).
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Recentemente, outro trabalho demonstrou que entre 87 pacientes
diabéticos noruegueses, 82% apresentavam alelos DQBl que néao
codificam para Asp na posicdo 57, comparados com 27% dos
controles. Outro dado interessante é que somente 2% dos pacientes
eram aparentemente Asp 57 homozigotos, contra 22% dos controles
(Ronningnen, 1989)

Na raga negra, observa-se que DR3 esta associado aos alelos
DQW2 e DQW4. A freqiiéncia desses haplétipos sdo parecidas entre
O0s controles, mas entre os doentes sé encontramos o haplétipo
DR3-DQW2 (Ala na posigdo 57). O haplétipo DR3- DQW4 apresenta Asp
na referida posigao. |

Nos camundongos NOD a situacgdo é semelhante, pois apresentanm
0 residuo Ser na posicdao 57 do primeiro dominio da cadeia AB,
homéloga a DQB1 humana, sendo que as demais ragas de camundongos
nédo susceptiveis apresentam Asp nesta posigao (Todd, 1987). Uma
tentativa de esclarecimento poderia surgir com a introdugao de
um transgene ASP positivo no camundongo NOD, o que teoricamente
deveria prevenir a doencga.

Esses resultados sugerem que, na maioria dos casos, a
Presenca de Asp na posigdo 57 da cadeia beta da'molécula de HLA-
DQ confere protegéo contra a doenga, enquanto outro aminodcido
Predispde para a mesma. Como a estrutura, fungao e expressao das
cadeias alfa e beta das moléculas de <classe II sao
interdependentes, o produto de um gene com maior possibilidade

de influenciar a funcdo da cadeia DQ beta é a a prépria cadeia

DQ alfa.
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Os achados desses trabalhos sugerem que tanto o loco DQB1,
quanto o DQAl, contribuem para a susceptibilidade para a diabete.
A andlise combinada de familias com no minimo dois locos de
susceptibilidade sugere que o determinante associado com DR4 é
o mais diabetogénico e é herdado de forma dominante. O alelo A3
do loco DQA1 é o mais forte candidato a determinante a;sociado
ao DR4, e os alelos que fornecem cadeias beta Asp negativas séo
Permissivos para a doenga. Os alelos que conferem cadeias beta
Asp positivas correlacionam-se comdiminuigao da susceptibilidade
€ nao com protecdo dominante, excetuando-se os haplétipos com
DQW6-DR3 e DQW6-DRW13 que parecem conferir protegao dominante:
A susceptibilidade associada com DR3 na auséncia de DR4 parece
Ser recessiva, sugerindo-se que o DQW2 é um dos alelos
determinantes. Isto é reforgado pelo fato de somente 5-10% dos
Pacientes caucaséides apresentarem-se DR3-DR3 homozigotos e que
Podem apresentar uma forma mais amena da doengca do que os
racientes DR4 positivos (Todd, 1990).

A sugestdo de que o o heterodimero A3-DQW2 pode apresentar
um auto-antigeno, ou um virus, aos linfécitos T deve ser levada
em consideragao, tanto no homem quanto no camunéongo. Individuos
heterozigotos Asp 57 positivos / Asp 57 negativos apresentah
redugdo do risco de doenga. Deve-se enfatizar que os alelos
diabetogénicos ndo séo suficientes para causarem a doenga,
devendo-se levar em conta a presenca de outros genes que talvez
Previnam normalmente contra a auto-imunidade, assim como outros
fatores ainda n&o conhecidos, entre eles a possibilidade de um

Virus que inicie todo o processo de auto-imunidade.
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A resisténcia a diabete pode ser dbservada em relagao aos
haplétipos DR2(DRW15)-DQW6, sendo que a protegdo encontrada no
haplétipo DRW13-DQW6, sugere novamente que o determinante
pProtetor corresponde mais ao DQ do que ao DRB1. O DR2(DRW16)-
DQW5(AZH) é encontrado mais freqiientemente entre os pacientes do
que nos controles, sendo o uUnico haplétipo com DR2 que apresenta
um alelo DQB1 que ndo possui uma cadeia beta com Asp‘na posigéao

57 (Todd, 1989; Todd, 1990).
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Tab. 13.1. Haplétipos HLA-DR, DQ e Residuo 57. Associagoes com
a Diabete Juvenil.

DRB1 DQB1 DQA1l Residuo 57 Racga
Cadeia DQB Caucasdéide Negra
DR1 DQWS (W1) Al VAL + +
DRW15 (DR2) DQW6 (W1l) Al ASP - -
DRW16 (DR2) DQW5(W1.AZH) Al SER + -
DR4 DQW7 (wW3.1) A3 ASP —’ -
DR4 DQW8 (wW3.2) A3 ALA + +
DRW13 (DRW6) DQW6 (1.1%) Al ASP - -
DRW14 (DRW6) DQW5 (1.9) Al ASP N
DRW13 (DRW6) DQW6 (1.19) Al VAL +
DRW17 (DR3) DQW2 A4 ALA + +
DRW18 (DR3) DQW4 A4 ASP N
DRS DQW7 A4 ASP N N
DR7 DQW2 A2 ALA | N N
DR7 DQW2 A3 ALA +
DR8 DQW4 A4 ASP N
DR9 DQW9 (3.3) A3 ASP N
DR9 DQW2 A3 ALA N
Associacdes positivas +, negativas -, neutras N. A antiga

nomenclatura para os alelos DRB1 e DQBl encontra-se entre
parénteses. Espagos em branco em lugar de associagdes denotam
insuficiéncia de dados disponiveis (Todd, 1990a, Todd, 1990b).
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1.3.3.6. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

A leucemia linfatica crodnica (LLC) apresenta diversas
alteragcdes imunolégicas e cromossomicas, associadas a fantédstica
producdo de linfécitos B ndo funcionantes ou de atuagdo precaria.
A caracteristica linfocitose B acontece em cerca de 95% dos
doentes, podendo existir remissdes temporarias, sendo que outro
grupo de pacientes (5%) produzem linfécitos T exageradamente.
Outra caracteristica“ é a deficiéncia na producgéo de
imunoglobulinas, acarretando eventuais infecg¢des importantes
(Jobim, 1975).

O fato de que a linfocitose destes pacientes é acentuada faz
com que muitos laboratdérios de histocompatibilidade mantenham um
banco de linfécitos destes pacientes para auxiliar na
identificagdo de anticorpos anti-HLA de classé II. Os linfécitos
congelados sdo praticamente células B puras, com pouca
contaminagdo, servindo perfeitamente para a caracterizagao de
anticorpos anti-HLA-DR e DQ.

Estudos recentes demonstram que 53% dos pacientes apresentam
cariétipos anormais, sendo que a trissomia 12 é a alteracdo mais
comum neste pacientes (Bird, 1989; Juliusson, 1988).

A associagdo HLA com LLC tem sido estudada , produzindo
resultados conflitantes. Os resultados combinados das freqiéncias
de 48 pacientes Suigos (Jeannet, 1976), 83 Norte Americanos
(Pollack, 1977), 44 Franceses (Fingold, 1971) e 70 Russos
(Tananov, 1981) ndo demonstraram diferencas significantes entre

Pacientes e controles (Tiwari, 1985).
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O estudo de 38 pacientes germénicés demonstrou um aumento
significativo do HLA-B18 nos pacientes (15.8%) contra 600
controles normais (1.5%)(Richter, 1973).

O loco HLA-DR foi pela primeira vez testado em pacientes
franceses, sem observarem associa¢&o significante (De Mousson,
1977). Posteriormente, foi encontrado 62% de DR5 nos pacientes
Norte-Americanos com LLC, contra 21% nos controles.

Recentemente, foi realizado uma pesquisa com 88 pacientes
caucaséides e 14 negros. Os resultados apontaram o antigeno HLA-

CW6 como fortemente associado com a doenga em brancos (Linet,

1988).
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1.4. IMUNOLOGIA DO TRANSPLANTE RENAL

1.4.1. INTRODUCAO

O transplante renal é o melhor tratamento para a maioria dos
pacientes com insuficiéncia renal cronica terminal, sendo,
atualmente, uma rotina em muitos hospitais. O sucesso desse
Procedimento estd relacionado a diversos avangos da Medicina,
entretanto, muitos pontos ainda sdo obscuros, necessitando de
continuado esforg¢o de pesquisa.

O transplante do tecido de um doador.para um receptor
costuma despertar uma reagao imunoldégica. Os antigenos de
histocompatibilidade do doador s&o apresentados para oOs
linfécitos do receptor e estes desencadeiam ou ndo uma reagao que
procura destruir o novo érgédo, como se fosse um agente infeccioso
indesejavel.

O desejo de que o drgdo permanega no receptor leva-nos a
procurar diminuir a incompatibilidade entre o doador e o receptor
e também enfraquecer a resposta imunolégica do udltimo. Isso é
conseguido pela compatibilizag¢do dos antigenos HLA e ABO dos
participantes e pela imunossupressao do receptor.

Os transplantes podem ser realizados com doador vivo

relacionado ou com. doador cadaver. Entre os primeiros, os



Capitulo 1. 96

individuos HLA idénticos (2 haplétipos iguais) e ABO compativeis,
possibilitam os melhores resultados possivelis nessa modalidade
de transplante. Os resultados observados nos transplantes com um
haplétipo em comum sdo intermediarios entre os primeiros e os
totalmente diferentes (2 haplétipos diferentes). Estes ultimos
apresentam a mesma sobrevida daqueles com doador caddver, nédo
havendo razdao para esta escolha, desde que exista disﬁonibilidade
relativa de doadores.

Os transplantes com érgdos de cadaver s&do estimulados na
maioria dos paises , ;btendo—se resultados muito razoaveis ,
gragas a 1imunossupressdo cada vez mais adequada, melhor
conservagao dos drgdos e esforg¢o na procura do melhor receptor
Para o érgédo disponivel. Ainda existem dividas da necessidade de
Procurar-se uma melhor compatibilidade para os transplantes com
érgdos de cadaver, pois é um esforgo dispendioso que envolve
diversas equipes de cirugia e de laboratério, sendo que o
resultado pode, ou nado ser evidente, ou ndo ultrapassar os 15%
ha sobrevida dos enxertos com melhor compatibilidade, comparados
aos com nenhuma (Matas, 1988). Além disso, devemos levar em
conta, que os érgédos viajam para encontrar' o melhor receptor,
fato ndo muito aconselhado e que seria desejavel evitar.

Diversos centros cooperativos como o Eurotransplante, o
France Transplant, o Scandiatransplant e o United Kingdon
Transplant Service procuram alcangar a melhor compatibilidade
Para seus receptores, dando importadncia para o ABO e, por ordem

de preferéncia, HLA-DR, HLA-B, HLA-A.
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O polimorfismo do sistema HLA (? muito maior do que se
imaginava e isto est4 sendo demonstrado pelos métodos moleculares
como a tipagem com RFLP e com oligonucleotideos sintéticos, apés
amplificagdo do DNA pelo método do PCR. Caso compararmos a
diferenca entre um individuo HLA-B7 e um HLA- B51/ B52, diriamos,
no passado, que existia somente uma incompatibilidade, pois
B51/52 eram divisdes ("splits") do HLA-B5. Hoje pode-ée dizer que
existem 25 incompatibilidades em relagdo a seqiiéncia dos
aminodcidos. Algumas dessas incompatibilidades serdo ineficientes
em estimular uma reagao por parte do receptor, pois sé&o
inacessiveis ao reconhecimento das células T por estarem dentro
do "ninho" da molécula HLA. Resta a duvida de quantas poderao
agir como um epitopo alogénico, e se o extremo polimorfismo
observado atualmente tem importadncia <clinica, pois esse
Polimorfismo ainda ndo é 1levado em consideraqéo para os
transplantes (Terasaki, 1990).

Além dessas dividas referentes a selegao dos receptores,
Podemos apontar outros pontos, intimamente relacionados a elas,
como o fato de selecionarmos pacientes por intermédio da tipagem
com anticorpos anti-HLA que ir8o reconliecer os antigenos
respectivos na membrana celular das células do doador. No
entanto, a rejeigdo quase sempre acontece por intermédio de
reagao de linfécitos T com as células do doador e, certamente,
esta reagdo é diferente da primeira. O que wuma célula T
identifica ndo ¢é necessariamente o mesmo que um anticorpo

reconhece.
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1.4,2, IMUNOBIOLOGIA DAS REJEICOES DOS ENXERTOS

As rejeigdes sdo ainda o obstaculo maior ao transplante
renal, entretanto o numero de episédios agudos irreversiveis,
apés a primeira semana ndo sdo usuais, como no passado. Este fato
deve-se ao tratamento imunossupressor com a ciclospofina, droga
que revolucionou o transplante renal e permitiu o transplante
cardiaco, hepatico, entre outros. Mesmo com o atual tratamento,
observa-se resposta imunolégica contra o enxerto na maioria dos
casos, sendo necessario, vez por outra, aumentar a
imunossupresao.

Os antigenos HLA de classe I e II do doador despertam o
Sistema imunoldgico do receptor para a fase efetora da rejeigéo
do enxerto. Esses antigenos s&ao apresentados.aos linfécitos T
auxiliares (helper), necessarios para o estimulo secundario aos
linfécitos B e aos linfdécitos T citotdxicos, assim como aos
macréfagos. Os primeiros produzem os anticorpos que podem
destruir o enxerto com a ajuda do sistema do complemento ou por
intermédio da atividade da célula K, também conhecida como
Citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). Os
linfécitos T citotdxicos e os macréfagos desenvolvem reagao
direta contra as células do enxerto, causando citélise. A maioria
dos linfécitos T auxiliares apresentam o fendtipo CD4 que
interage com os antigenos de classe II, entretanto os citotéxicos

apresentam CD8 que reagem com os de classe I (Dallman, 1988).
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Os linfécitos T reagem com os antiéenos do enxerto apdés a
degradagao e processamento dos Ultimos por células dendriticas
ou macréfagos do receptor. Os peptidios imunogénicos do doador
sdo apresentados pelas células anteriores aos linfécitos do
receptor,junto com as moléculas do HLA, localizando-se no
interior de uma fenda ou "ninho" na extrutura da molécula (Fig.
2.1.,). O estudo cristalografico do HLA-A2, com<>material eletro-
denso em seu interior, proporcionou o entendimento desse
mecanismo (Bjorkman, 1?87). A Fig. 11.1. demonstra como deve
acontecer a apresentacgao para o receptor, do peptidio proveniente
do doador. Observando-se este esquema, podemos imaginar que:se
pode tentar impedir a agao da célula T, agindo diretamente sobre
ela (drogas, globulina antilinfocitdria) ou por intermédio de
anticorpos anti-CD4 (Pearson, 1990).

A estimulagdo dos linfécitos B pode ocorfer por intermédio
do T auxiliar ou diretamente pela interagdo com os antigenos do
doador, via imunoglobulinas de superficie. As linfocinas como a
IL4 , derivadas do T auxiliar, estimulam a proliferagdo e
diferenciacdao das células B em plasmécitos, produtores dos
anticorpos anti-HLA.

O polimorfismo do sistema HLA dificulta a possibilidade de
encontrar-se receptores idénticos aos doadores cadAaveres. Sendo
assim, a imunossupressdo €é sempre necessaria, podendo ocorrer
rejeigcdo devido a esses antigenos, aos antigenos do sistema
endotélio-monécito e a outros menos importantes (antigenos

"minor") (Dallman, 1988).
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O estimulo & resposta imunolégica“pode ocorrer de maneira
central, dentro do rim transplantado, pela apresentagdo dos
antigenos HLA do doador para os linfécitos T do receptor, por
intermédio de células dendriticas {leucdécitos passageiros). Essas
células do receptor sdo muito ricas em antigenos HLA e podem
estimular o processo de rejeigéo. A outra maneira de
sensibilizagdo acontece na periferia, quando antigénos HLA do
doador saem do rim, sdo fagocitados e apresentados aos linfécitos

do receptor no tecido 1linfdéide periférico.

1.4.3. CLASSIFICACAQO DAS REJEICOES

As rejeigdes aos transplantes renais podém ocorrer de seis
diferentes maneiras. (1) A rejeig¢ao hiperaguda é dominada por um
quadro de coagulagdao intra-renal, acontecendo imediatamente apés
ou durante a cirurgia. Essa modalidade é mediada por anticorpos
Pré-formados devido a gestagdes, transfusdes ou transplantes
Prévios. Estes sdo anticorpos IgG anti-HLA ou ABO °'que estimulam
o complemento, causando destruigdo endotelial e coagulagéo
intravascular (Kissmeyer-Nielsen, 1966; Starzl, 1968). A rejeigao
Pode ser evitada pela realizagao da prova cruzada pré-transplante
com linfécitos T ou com linfécitos totais, entretanto muitas
outras causas podem mimetizar essa reagdao, como enxertos
Primariamente ndo funcionantes associados a4 nefrocitotoxicidade

da ciclosporina , anticorpos anti-membrana basal dos glomérulos,
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agregagdo de eritrécitos por aglutininés séricas a frio ou por
coagulagdo intravascular disseminada no doador.

A rejeicdo pos-DST acontece em menos de 4 dias apds o
transplante. Sdo reagdes celulares agressivas que acontecem em
Pacientes submetidos & imunossupressao convencional. Recentemente
foi observado que existe nestes casos um aumento dos indices da
cultura mista de linfécitos como se houvesse' uma preé-
sensibilizagdo celular (Burlingham, 1987). Reagdes desse tipo
pPodem também ocorrer por sensibilizac¢do prévia humoral por baixo
nivel de anticorpos anti-HLA , nao detectdveis pela prova cruzada
(Braun, 1985).

A rejeicéo hiperaguda retardada surge em média ao redor dos
12 dias pés-transplante de um O6rgdo que acusou boa funcgéo
inicial. As lesdes apresentam-se como uma reagao hiperaguda
atenuada com necrose fibrindide, hemorragia intersticial,
agregacao plaquetaria e deposigdo de fibrina que eventualmente,
leva a trombose, necrose cortical e perda do _enxerto. Essa
rejeigao acontece especialmente em individuos HLA idénticos e com
cultura mista nédo estimulatéria (Montoliu, 1979). Foram
encontrados anticorpos anti-endoteliais, <que com frequencia
reagem cruzadamente com os mondécitos, em cerca de 75% dos casos
(Cerilli, 1985).

A rejeigdo acelerada ocorre entre os 30 e os 90 dias apés
a cirurgia, apresentando progressivo deterioramento da fungao
renal , associado a4 severa lesdo permanente ou perda do enxerto
de 1 a 6 meses. A patologia desta reagdao é de lesdao vascular,

acreditando-se que é devida a anticorpos anti-HLA pré-formados
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e ndo observados pelos testes usuais de prova cruzada. Poucos
autores aceitam que individuos com prova cruzada positiva anti-
linfécito B, possam desencadear com maior frequéncia essa
rejeigdo (Braun, 1983).

A rejeigéo celular aguda é a forma mais comum de rejeigéo,
manifestando-se como uma '"crise", na qual as evidéncias
sistémicas de inflamag&o coincidem com as mudancas funcionais no
enxerto. Clinicamente, esta rejeicg¢do inicia com febre, mal-estar,
aumento do peso por retencdo de sédio e 4agua e aumento da
creatinina. Cerca de 90% dessas crises respondem aos esterdides
€ aos anticorpos anti-linfocitarios.

A rejeigao aguda é ocasionada, predominantemente, por uma
reacao de hipersensibilidade retardada, em que os linfécitos T
auxiliares estimulam os 1linfécitos T de hipersensibilidade,
responsaveis pelo estimulo & produgdo de 1linfocinas e aos
macréfagos. A destruigdo do tecido renal acontece mediada por
enzimas lisossdémicas e por linfocinas (Willians, 1986).

A maioria dos patologistas concorda gque a vasculite é o
achado mais importante nos rins biopsiados durante episdédios de
rejeigdo e que a inflamagdo intersticial costuma ser intensa, mas
Pode também ocorrer de forma suave na auséncia de rejeigéao.

O tratamento precoce com pulso de esterdides e anticorpos
antilinfocitarios consegue, na maioria das vezes, reverter o
quadro de rejeigdo aguda.

A rejeicgdo crdnica apresenta caracteristicas imunolédgicas,
diferentes mediadores imunolégicos e talvez mecanismos ndo imunes

ho deterioramento continuo da fung¢do renal.
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Clinicamente, é caracterizada pelo'inicio tardio (meses ou
anos apdés o transplante) e pela progressiva deterioracdo da
funciao renal que se correlaciona com as mudancgas histolégicas.

A patologia envolve os quatro componentes principais do rim.
O intersticio apresenta fibrose e infiltrados esparsos de
Pequenos linfécitos e células plasmdticas. Os tubulos sao
diminuidos pela expansdo da fibrose intersticial. Os vasos
apresentam a intima espessada, com comprometimento do lumen. Os
glomérulos podem apresentar-se desde normais até completamente
hialinizados e esclero;ados, ou com espessamento da membrana
basal, aumento da matrix mesangial e fibrose peri-glomerular.

Os mecanismos imunolégicos da rejeigao cronica ndédo séo
totalmente entendidos. Os anticorpos parecem ter um papel
significante, existindo uma correlagdo estreita entre a arterite
obliterante caracteristica e a presenga de anticorpos antidoador
(Jeannet, 1970). Esses anticorpos parecem atuar via ADCC (Bush,
1979). Outro achado nessa rejeicao sdo os monécitos e macréfagos,
infiltrando os vasos, intersticio e ocasionando a deposigao de
fibrina.

Ndo seria surpreendente que esse tipo de rejeigao fosse
irreversivel, mas é possivel, algﬁmas vezes, ser estabilizada com
0 aumento da dose de ciclosporina ou de azatioprina, ou pelo uso

combinado das duas drogas em doses modestas (Williams, 1986).
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Fig. 11.1. Apresentacao do antigeno para linfécito T
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1.4.4. RESULTADOS DO TRANSPLANTE RENAL

O transplante com doador relacionado acontece com maior
freqiiéncia nos paises em desenvolvimento, sendo que os com doador

caddaver sdo mais realizados nos paises desenvolvidos.

1.4.4.1., DOADOR VIVO RELACIONADO

O transplante entre gémeos idénticos é o que apresenta
melhores resultados; entretanto, podem ocorrer insucessos devido
a problemas técnicos ou recorréncia da glomerulonefrite. A
casuistica do Peter Bent Brigham Hospital em seus 30 transplantes
entre gémeos mostra que 8 dos insucessos foram devido a
recorreéncia da glomerulonefrite e que a sobrevida do enxerto apés
25 anos foi de 55%, enquanto a do paciente alcangou 65%

Dentro de familias, os irmdos HLA idénticos s&o os pares
ideais para o procedimento. No registro da Universidade da
Califérnia (UCLA) existem 1514 transplantgs entre esses irmaos,
sendo a sobrevida do enxerto em 1 e 5 anos de 91 e 78%
respectivamente (Terasaki, 1986). Resultados de 95% apdés o
primeiro ano foram encontrados independente do uso de
ciclosporina (Cats, 1985)., O fato é que mesmo sendo HLA
idénticos, podem apresentar rejeig¢des por sensibilizagdo a

antigenos "menores". A imunossupressdo é feita nos transplantes

ot N e S
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HLA idénticos com azatioprina e doses pequenas de esterdides.
(Morris, 1988).

Os resultados dos transplantes com um haplétipo idéntico,
entre os pais e os filhos ou entre irmdos, melhoraram de forma
dramatica nos ultimos 10 anos. Os motivos foram primeiramente o
uso das transfusdes sangliineas especificas do doador e o
tratamento com a cliclosporina; entretanto, os numeros sao
diversos. A sobrevida do enxerto em 1 ano alcanca 80% a 95%
quando é wutilizada a ciclosporina (triplice terapia) ou a
transfusdo especifica do doador (Flechner, 1984; Glass, 1985;
Salvatierra, 1985). Nos centros onde nao sdo tipados os doadores
para o sistema HLA, a sobrevida varia de 70 a 90% (Anderson,

1984; Bentley, 1984; Najarian, 1978).

1.4.4.2., DOADOR VIVO NAO RELACIONADO

Os transplantes com doador vivo nao relacionado acontecem
especialmente entre casais ou entre pessoas com fortes lacos A-r
amizade. Os resultados sdo semelhantes aos feitos com o1
cadaver sem nenhuma compatibilidade. Na Inglaterra, os cuidados
para que nao acontegam casos de transplantes com doador vivo nao
relacionados (comércio de d&érgaos), tornaram obrigatérios os
testes de RFLP com sondas para DRB1, a fim de confirmar a relagao
familiar entre doador e receptor. Os casos entre casais e amigos

sdo avaliados por uma comissdo de ética.
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1.4.4.3. DOADOR CADAVER

Os transplantes com doador cadaver foram muito realizados
nos ultimos 10 anos, sendo que na Europa alcancam 85% do total
dos transplantes (Morris, 1988).

Transplantes realizados apds transfuséo sangiiinea e tratados
com triplice terapia apresentam uma sobrevida do enxerto de 75%
no primeiro ano (Spees, 1985; Terasaki, 1985). Valores mais altos
sdo conseguidos com compatibilidade HLA para o locos DR ou B/DR.
Em Oxford, a sobrevida do enxerto em 1 ano é 80%, 66% e 59% para
0, 1 e 2 incompatibilidades HLA-DR, respectivamente. A sobrevida
do paciente também obteve um bom resultado, alcangando 95% no
primeiro ano e 80% no final do quinto ano (Ting, 1988).

Recentemente, o Collaborative Transplant Study (CTS)
publicou a estimativa de sobrevida dos enxertos a longo prazo.
Apés 10 anos, o grupo que ndo usou a ciclosporina apresentou os
seguintes resultados: 69% dos transplantes entre irmaos HLA
idénticos estariam funcionando, assim como 46% dos com doador
vivo relacionado (1 haplétipo em comum) e 31% dos com doador
cadaver. No grupo que usou a ciclosporina encontrariam 73%, 52%
e 40%, respectivamente, entretanto, analisando os que receberam
rins de caddver (com ciclosporina) sem incompatibilidades HLA-
A+B+DR chega-se a 50% de sobrevida do enxerto em 10 anos,
enquanto os com 4 incompatibilidades apresentariam 38%. (Opelz,

1990).

A N AT B S s o et Tk g i
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1.4.5. FATORES QUE INFUENCIAM A SOBREVIDA DO TRANSPLANTE

Muitos sdo os fatores que infuenciam favoravelmente os
transplantes, enquanto outros agem negativamente. A combinagao
dos primeiros é sempre tentada em cada tipo de transplante, assim
como em diferentes grupos de pacientes. As drogas sdo as
principais aliadas dos transplantadores e, felizmente, existe na

atualidade um bom desenvolvimento terapéutico.

1.4.5.1. IMUNOSSUPRESSAOQ.

Os transplantes ficariam restritos entre gémeos idénticos
se ndo existisse a imunossupressdo. A azatioprina e os esterdides
foram o suporte dos transplantes nos ultimos 20 anos. No inicio,
as doses eram excessivas e os pacientes morriam de infecg¢ao, mas,
com o tempo, as doses terapeéuticas ideais foram determinadas para
o beneficio de milhares de pacientes.

A globulina antilinfocitaria foi a primeira modalidade de
terapéutica biolégica a ser utilizada profilaticamente ou para
reverter as rejeigdes agudas. A seguir, os anticorpos monoclonais
anti-CD3 (OKT3) substituiram a ultima com grande eficdcia.

A ciclosporina tornou-se a droga de escolha nos transplantes
renais, entretanto ndo é livre de efeitos secundidrios importantes
como a nefrotoxicidade, hipertensdo, neurotoxicidade e hirsutismo
(Borel, 1986). Recentemente uma nova droga o FK 506 comegou a ser
usada como imunossupressor. As duas drogas sao metabdlitos

distintos de fungos, eXxercendo importante agdo 1inibidora na
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ativacao dos linfécitos T auxiliares CD4+, assim como na secregao
de IL2 e outras linfocinas, incluindo fatores de crescimento
celular e y-interferon. Ambas inibem a expressdo dos receptores
de IL2 nas células T, assim como a geragao e proliferacdo de
linfécitos T citotéxicos, quando administradas para os pacientes
(Thompson, 1989). O FK 506 tem demonstrado ser importante na
substituigcdo da ciclosporina, quando esta apresenta efeitos
indesejaveis significativos, revertendo rejeigdes incontroldveis

nos transplantes de figado (Fung, 1991).

1.4.5.2. HISTOCOMPATIBILIDADE

A compatibilidade HLA ja foi discutida anteriormente , mas
seria interessante reforgar que a melhor compatibilidade é para
os antigenos DR seguida de HLA-B e HLA-A e que para HLA-DQ
parece ndao influenciar os resultados (Bushell, 1989). A anédlise
de sobrevida apresenta melhores resultados quando os numeros sao
expressivos, assim como os 7000 transplantes analisados por Opelz
e Terasaki em 1979. Esses autores encontraram (na fase pré-
ciclosporina e transfusdes) sobrevida em um ano de 54% para os
transplantes com érgaos de caddaver com compatibilidade HLA’e 42%
para os sem nenhuma compatibilidade. O Eurotransplante demonstrou
em 1982 que a sobrevida em 5 anos de 2000 transplantados com rins
de cadaver era de 51% para os "compativeis", contra 32% para os
sem nenhuma compatibilidade (Ting, 1988).

A compatibilidade para os locos HLA-A e B é significante em

relacdo & sobrevida nos transplantes com 6rgaos de caddver, mas
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isso nao €& observado em todos os grupods, entretanto, a diferenga
entre os '"compativeis" e os sem compatibilidade ndao alcanga 10%
em 5 anos. Os resultados com compatibilidade HLA-A,B e DR foram
analisados pelo Eurotransplant em 1985, observando-se sobrevidas
do enxerto de 73% com compatibilidade DR e de 82% com a
compatibilidade "total" (Ting, 1988)

Apbés a introdugdo da ciclosporina, muitos grupos deixaram
de observar o efeito da compatibilidade HLA. No estudo do grupo
escandinavo, a sobrevida de 1 ano para transplante com doador
cadaver foi de 74%, 78% e 79% para 0, 1 e 2 incompatibilides. No
CTS foili observado que a compatibilidade HLA-DR possibilita 10%
a mais de sobrevida em 1 ano, tanto nos receptores que usam
ciclosporina como nos que nao a utilizam (Opelz, 1987).

A prova cruzada é um teste de fundamental importancia no
trasplante renal, mas seu significado tem mudado apés o dogma dos
anos 60 de que "uma prova cruzada positiva é contra-indicacédo
para o transplante"”". Esse dogma baseia-se no quadro de rejeicgao
hiperaguda observado nos pacientes que realizaram a cirurgia apés
um teste positivo. Depois de 12 anos de pesquisas, sabe-se que
é possivel existir uma prova cruzada positiva sem prejuizo para
o transplante.

Os auto-anticorpos antilinfocitdrios nao sdao prejudicias ao
transplante e para esta observagdo é necessario realizar a prova
cruzada contra as células do doador e também contra as do préprio
receptor. A positividade para ambos é a favor da presenga desses
anticorpos, sendo comum que reajam contra todo um painel de

células alogénicas.
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O sucesso dos transplantes com prova cruzada positiva com
linfécito B e negativa com linfécitos T foi observado em 1976 por
Patel e Terazaki. Esses anticorpos costumam ser da classe IgM e
podem ser auto-anticorpos, entretanto existem vadrias publicacgdes
que mostram o efeito deletério desses anticorpos. Em Oxford, a
observagcdo de prova cruzada positiva contra células B foi
dividida para analise em dois grupos. O primeiro, com melhor
sobrevida, foi o de prova cruzada anti-B (auto-anticorpos), sendo
que o segundo grupo (ndo auto-anticorpos) apresentou sobrevida
inferior (Ting, 19894).

Os anticorpos anti-HLA classe I reagem na prova cruzado com
linfécitos T e B, os anticorpos anti-classe II reagem contra
linfécitos B e os auto-anticorpos reagem com ambas as células ou
somente com as células B. O fato é que os auto-anticorpos nao sao
prejudiciais, o que parece ser ignorado por muitos centros. As
caracteristicas desses anticorpos sao de reagirem com células
autélogas e com células B de painel, assim como reagem
fracamente com linfécitos de pacientes com leucemia linfatica
cronica e sdo IgM (Ting, 1989b).

Existem dados que sugerem que uma prova cruzada positiva
por anticorpo anti-classe II ndo é prejudicial, entretanto esse
é um ponto onde nao existe um conceito firme, devendo-se evitar
tais resultados. Outro fato, confirmado por muitos, é que os
pacientes com prova cruzada positiva no passado e negativa na
eépoca do transplante apresentam uma boa sobrevida, apesar de que
alguns apresentem rejeig¢do irreversivel, devendo-se, portanto,

ter muito cuidado nestas indicagdes. A classe de imunoglobulina
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parece ser importante, pois os com prova cruzada prévia com IgM

parecem ter melhores resultados (Ting, 198%a).

1.4.5.3. TRANSFUSOES SANGUINEAS

A transfusdao sangiinea foi um dos marcos na histéria do
transplante renal. A principio ndo era aconselhdado o uso de
transfusdes com o receio da sensibilizagcdo HLA. Posteriormente
foi descoberto o efeito benéfico das transfusdes e, a partir
desse momento, todos os pacientes foram transfundidos pelo menos
uma vez. Os resultados chegaram a 15% de melhora na sobrevida do
enxerto , considerando-se transplantes de drgdos de cadaver
(Opelz, 1988). Um fato extremamente curioso aconteceu a partir
de 1984, quando o CTS ndo conseguiu mais demonstrar o efeito
positivo das transfusdes deliberadas (Opelz, 1987). Esse fato ndo
foi demonstrado nos registros da UCLA (Terasaki, 1986),
entretanto outros autores confirmaram o CTS. Nao se conhece a
razao desse fato, mas a sugestdo de se deva ao uso da
ciclosporina deve ser lembrada.

A transfusdo especifica do doador foi muito utilizada nesses
iltimos 10 anos, com aparente aumento significativo da sobrevida
do enxerto nos transplantes com doador vivo relacionado com um
ou dois haplétipos de incompatibilidade (Salvatierra, 1983).
Esses resultados também declinaram apdés 1984, mas ainda se
utiliza tal tipo de tratamento preventivo. O inconveniente deste
tipo de procedimento é a possivel sensibilizagdo HLA de

receptores.
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O efeito da compatibilidade HLA é mais influente nos
pacientes que ndo receberam transfusdes antes da cirurgia (Cecka,
1989).

Existem evidéncias recentes de que é importante existir uma
disparidade nos antigenos de classe II (HLA-DR) para que seja
observado o efeito benéfico da transfusao especifica do doador
nos transplantes entre relacionados. Os pacientes com uma
incompatibilidade DR tiveram 40% menos rejeigdes do que os
compativeis para este loco (Lazda, 1990). E possivel que a
importancia dessa disparidade, seja o motivo do desaparecimento
do efeito da transfusdo, tanto nos com transfusdo especifica do
doador, quanto naqueles com transfusdes aleatdérias para

transplante com érgao de cadaver.

1.4.5.4. "NIMAS E NIPAS"

Os antigenos HLA nao herdados da mde e que possivelmente
tiveram contato com o organismo do feto (NIMA, "non inherited
maternal HLA antigens'"), teoricamente podem n&o ser imunogénicos
devido a tolerancia despertada "in utero". Isto ‘talvez
contribuisse para que os individuos fossem tolerantes aos
haplétipos maternos n&o recebidos das maes. Os primeiros
resultados oriundos dessa hipétese demonstram que metade dos
pacientes hiperimunizados em lista de espera n&o apresentam

anticorpos contra os NIMA, enquanto este ndo é o caso para oS

"NIPAS" ("non inherited paternal HLA antigens'") (Van Rood, 1990),
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o que podera ser uma oportunidade para que muitos pacientes

recebam o érgdo desejado.

1.4.5.5 IDADE DO DOADOR E RECEPTOR

A sobrevida dos transplantes renais tem relagao com a idade
do doador e do receptor, procurando-se evitar os transplantes com
doadores acima de 55 e menores de 3 anos. A idade do receptor
também tem influéncia, especialmente se tem menos de 10 ou mais

de 60 anos (Morris, 1988).

1.4.5.6. DOENGCAS ASSOCIADAS

E natural que outras doengas que nao as renais possam
diminuir a sobrevida, assim como a doenga sistémica original que
determinou a insuficiéncia renal. A nefropatia diabética
invariavelmente diminui a sobrevida do enxerto, em relacdao a
outras nefropatias como pielonefrites e glomerulonefrites,
devendo-se avaliar a situacdo cardiovascular dos pacientes,
inclusive realizando angiografia, procurando prevenir as mortes
por infarto do miocardio. O lupus eritematoso sistémico também
ocasiona diminuigdo da sobrevida dos drgados transplantados

(Morris, 1988).
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1.4.5.7. O EFEITO DO CENTRO TRANSPLANTADOR

O centro transplantador é um dos principais fatores que
influenciam a sobrevida dos transplantes. Até hoje ndo se conhece
as razoes pelas quais existem diferencas marcantes entre um
centro e outro. Acredita-se que essas diferengcas nao sao
relacionadas a fatores que reconhecidamente afetem a sobrevida,
mas, talvez, ao atendimento clinico. O eficiencia do centro
transplantador pode variar em até 40%, entre a sobrevida do
melhor e do pior ‘centro. O uso da ciclosporina parece
influenciar no sucesso do centro, pois na Inglaterra o percentual
de sobrevida do enxerto que variava de 60% a 78% entre os
diversos centros passou a ser de 75% a 82% apés a introducgao
dessa droga (Morris, 1988).

As diferengas entre os resultados da tipagem HLA de um unico
centro (que realiza grande numero de transplantes por ano) em
relagdo aos de multicentros (CTs, UCLA) parecem estar
relacionadas especialmente com os protocolos de imunossupresséo.
Nos centros com mais forte indugdo da imunossupressao, os
resultados da tipagem HLA nao s&8o observados, enquanto nos
resultados de multiplos centros, onde diversos protocolos de
imussupressdo sdao utilizados, a tipagem HLA é demostrada ser de
importancia. O fato de iniciar-se com uma dose sub-6tima de
imunossupressao faz com que as diferengas aloantigénicas sejam

notadas (Burdick, 1991).
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1.4.5.8. O EFEITO DA RACA

A raga negra parece ter uma sobrevida dos enxertos pior do
que as demais ragas, assim como os enxertos de drgdos de doadores
negros tém sobrevida diminuida quando transplantados em
receptores brancos. N&o s#o conhecidas as razdes para essas
diferengas, mas especula-se que possam estar relacionadas a
incidéncia cinco vezes maior de hipertengdo maligna em negros,
assim como existe maior facilidade na tipagem HLA na raga branca.

Outros acreditam que exista a influéncia do centro transplantador

(Kerman, 1989).
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OBJETIVOS

2.1. IDENTIFICACAO E CARACTERIZAGAO DE ANTICORPOS HLA EXTRAIDOS
DE PLACENTAS HUMANAS.

Os anticorpos anti-HLA podem ser identificados no sangue de
multiparas, de politransfundidos, de individuos imunizados
premeditadamente com linfécitos ou enxerto de pele e de
individuos que rejeitaram transplantes renais.

A necessidade de reagentes para desenvolver nosso
laboratdério clinico para tipagem de doadores e receptores para
transplante de é6rgdos no Rio Grande do Sul (RS), determinou o
inicio desta pesquisa na Unidade de Imunologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. A identificac&o destes anticorpos no
soro de placentas est4a relacionada, exclusivamente, ao volume de
reagente obtido, pois a doagdo de sangue por parte de mulheres
apés o parto é sempre dificil.

A tipagem dos primeiros transplantes e dos primeiros painéis
de individuos para o sistema HLA no RS foi realizada com soros

do National Institute of Health (NIH-USA), entretanto esta ajuda
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terminou apdés dois anos do 1inicio de nossas atividades. A
identificagdo de anticorpos anti-HLA no soro de placentas
possibilitou a continuidade do trabalho de tipagem de doadores
e receptores para mais de 1300 transplantes renais em nossa
regido.

Os soros de placentas foram inicialmente analisados para a
identificacdo de anticorpos anti-HLA de classe I, realizando-se
a prova cruzada desses soros contra um painel de células de
individuos com as especificidades HLA-A e B conhecidas.
Posteriormente, os sorosucom reatividade antilinfocitaria, foram
utilizados para a pesquisa de anticorpos anti-DR e DQ,
utilizando-se um painel de células de pacientes com leucemia
linfdtica crdnica. Esta ultima etapa foi realizada no Laboratério
de Tipagem Tecidual do Nuffield Department of Surgery,

Universidade de Oxford.

2.2. A INVESTIGAGAO DE PATERNIDADE NO RIO GRANDE DO SUL:
RESULTADOS DA UTILIZACAO DA IMNUNOGENRTICA HLA.

Os problemas relativos & aceitagao da paternidade é um
capitulo importante da Medicina Legal, assim como um dos casos
mais frequentes nas varas de familia dos tribunais estaduais
brasileiros. Muitos desses casos ficavam insolidveis no passado,
acarretando uma grande injustiga, quase sempre para as maes

pobres, que ficavam desamparadas apés o parto. A situagdo
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continua a mesma, onde a imunogenética n&@o esti estabelecida.

O marco do desenvolvimento cientifico na resolucdo deste
problema foi a descoberta dos grupos sangliineos por Landsteiner
em 1900. A utilidade dos testes de paternidade aumentou com a
identificagdo de novos sistemas de grupos sangiiineos. Os avangos -
maiores aconteceram entre 1940‘e 1970, devido & descoberta do
sistema Rh e 4 aplicagdo dos testes HLA.

A exclusdo de um possivel pai, falsamente acusado, é o
principal objetivo de uma pericia médica, entretanto a analise
estatistica tem proporé&onado importantes resultados quando o
acusado ndo é afastado da paternidade. A inclusido de paternidade
niao é possivel ser afirmada, porém a estimativa matemdtica tem
sido aceita pelos tribunais. O polimorfismo do sistema HLA e a
raridade de muitos de seus alelos faz com que seja um dos
Principais testes na investigacdo de paternidade.

A tipagem HLA, como teste de paternidade, foi utilizada por
nés pela primeira vez em 1986, quando aconteceu um caso de troca
de criancas num hospital de Porto Alegre. A seguir os Jjuizes
iniciaram a solicitar pericias em diversos casos, possibilitando
0 estudo da aplicagdo da imunogenética HLA em Medicina Legal. O
objetivo principal dessa pesquisa c¢linica é demonstrar a
importancia desse sistema genético na solugdo de casos de
Paternidade duvidosa em nossa comunidade, analisando os

resultados obtidos até 1990.
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2.3. RESULTADOS DOS TRANSPLANTES RENAIS NO RIO GRANDE DO SUL.

O transplante renal é realizado na cidade de Porto
Alegre desde o inicio dos anos 70. Muitos hospitais executaram
transplantes durante esses 20 anos, entre eles o Hospital de
Clinicas, a Santa Casa de Misericérdia, o Hospital Conceigdo, o
Hospital Lazaroto, o Hospitél Maia FQ, o Hospital da PUC, o
Hospital Divina Providéncia e o Hospital Ernesto Dornelles. O
transplante renal tem msido também realizado no interior do
Estado, nas cidades de Pelotas, Passo Fundo, Cruz Alta, Caxias
e Canoas.

Mais de 1300 transplantes foram efetuados por diversas
equipes clinico-ciruigicas nesses hospitais. A maioria foram
transplantes com doador vivo relacionado, sendo que os
transplantes com doador caddver tiveram incentivo apdés a criagao
de um escritério de procura de dérgdos em 1988,

Os primeiros testes de histocompatibilidade foram executados
em 1976. A partir desta data, a Unidade de Imunologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, passou a .avaliar todos os
transplantes acontecidos.

Os dados da maioria dos transplantes realizados no Rio
Grande do Sul foram perdidos e nunca analisados em conjunto. O
objetivo desse estudo é avaliar a sobrevida dos transplantes
realizados nos uUltimos anos, procurando esclarecer fatos que

Possibilitem melhores resultados futuros.
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2.4. AVALIACXO DO SISTEMA HLA EM PACIENTES COM LEUCEMIA LINFATICA
CRONICA.

A leucemia linfAdtica crdénica (LLC) é uma doenga de
interesse imunolégico, tanto pelo seu aspecto de doenga
proliferativa linféide quanto pela imunodeficiécia secundaria
associada.

O quadro clinico é bem definido, o diagnéstico é
relativamente simples, ;ntretanto a etiologia ndo é conhecida.
Alterag¢des cromossdmicas foram descritas por varios autores, mas
associagoes genéticas com o sistema HLA ndo sdo constantes nos
diversos grupos estudados.

A tipagem HLA de pacientes com LLC e respectivos controles
normais foli realizada, procurando-se diferengas genéticas entre
os alelos desse sistema que viessem a conferir um risco aumentado
de alguns individuos adquirirem a doenga.

Durante este estudo foi também possivel detectar alguns
Pacientes que aparentemente ndo apresentavam moléculas de HLA-DQ
na membrana celular. Uma avaliagdo desses individuos com o método
de RFLP foi realizada.

O estudo de 114 pacientes com LLC foi desenvolvido nédo sé
com a intencdo da pesquisa da relagdo HLA e doenga, mas também
da organizacdo de um painel de linfécitos B. Este tGltimo tem
utilidade para a identificagdo e caracterizacdo de anticorpos

anti-HLA-DR no soro de placentas humanas.
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2.5. ESTUDO DO SISTEMA HLA NA DIABETES MELLITUS INSULINO-
DEPENDENTE: AVALIAGAO DA FREQUENCIA DOS ANTIGENOS E DOS GENES HLA
NA POPULAGAO NORTE-AMERICANA DE ORIGEM HISPANICA E ANGLO-
SAXONICA.

A incidéncia da Diabetes Mellitus Insulino-Dependente (DMID)
estd relacionada a variabilidade geografica e s recentemente
este fato tem sido reconhecido. Os registros internacionais
demonstram que uma crian;a na Finlandia tem 60 vezes mais chance
de vir a ter DMID do que uma crianga da Coréia (Rewers, 1988).
Este fato é peculiar nesta patologia e parece nao ocorrer de
forma marcante em outras doengas cronicas como a doenga
coronariana ou o cancer (Keys, 1970; Doll, 1980). A distribuigéo
geografica parece ser , até o momento, um dos mais importantes
fatores de risco para a diabete.

O estudo da etiologia da DMID passa certamente pela
avaliagdo das razdes dessa variabilidade. A especulagéo
cientifica tem sido dirigida para a agcdo dos fatores genéticos
e ambientais como de grande importancia no desencadear da doenga;
entretanto, estudos populacionais adequados necessitam ser
realizados (LaPorte, 1985).

Os estudos de migrag¢des indicam que os migrantes estdo
Sujeitos aos riscos do novo ambiente (Siemiatycki, 1988),
existindo uma necessidade de identificar-se populagdes em
diversas partes do mundo gque apresentem os mesmos ancestrais, mas

com diverso grau de mistura com os habitantes nativos e adaptagao
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aos costumes regionais. Esses grupos podeﬁ ser muito informativos
no entendimento dos determinantes genéticos e ambientais da DMID
(Moy, 1989).

As populacdoes de origem espanhola e portuguesa podem ser
ideais para o estudo da relagcao descrita, pois estdo dispersas
na América, ambientadas e misturadas com o sangue indigena. Uma
variabilidade entre a populagdo de origem espanhola jé pode ser
demonstrada em relagdo a diabete, existindo uma diferenca de no
minimo 10 vezes no risco da doengca entre individuos de origem
espanhola da cidade do géxico e do Colorado.

O registro do estado do Colorado (EUA) aponta uma incidéncia
de 15.2/100.000 habitantes, entretanto no vale de Sdo Luis, onde
existe um grande numero de descendentes de espanhdis, a
incidéncia é de 6.8/100.000 (Hamman, 1990). Outros estudos
demonstram que as populagdes de origem espanhola apresentam menos
diabetes do que a populagdo norte-americana (Hamman, 1985;
Lorenzi 1985, Gay, 1989). A diabete apresenta uma incidéncia
elevada nos europeus do norte e é praticamente inexistente entre
os indios Pima (Knowler, 1979).

O registro da cidade do México aponta para uma das menores
incidéncias da doenga, 0.58/100.000 habitantes (Robles, 1987).
Os registros sobre populagdes de origem portuguesa sdo escassos,
entretanto um recente estudo de Sdao Paulo indica uma incidéncia
de 3.0/100.000 habitantes (Franco, 1988). Ndo existem dados de
Portugal para comparacdo, mas se a incidéncia for semelhante a
da Espanha, a doenca terd uma incidéncia em Portugal 3 vezes a

do Brasil. A incidéncia de DMID na Espanha foi de 10.6/100.000
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habitantes (Milan Guasch, 1988).

A DMID é considerada doenca auto-imune e sua predisposicgao
genética ¢é determinada, em parte, por um ou mais genes
codificados no complexo principal de histocompatibilidade.
Estudos de populagdes e de familias com mais de um individuo
afetado, indicam que pelo menos um gene estd intimamente
associado aos genes HLA de classe II.

A DMID é uma doenga com forte relacdao com o sistema HLA
(capitulo 1.3.3.5.), devendo-se salientar as associagdes com HLA-
B15, B8, DR3, DR4, 5§W2, DQW8, A3 (DQAl) (Singal, 1974;
Svejgaard, 1980; Sachs, 1980; Johnston, 1983; Farid, 1979; Kim,
1985; Tiwari, 1985; Todd, 1987; Nepon, 1989; Semana, 1989). Os
haplétipos DR3-DQW2 e DR4-DQW8 sdo mais freqiientes entre os
doentes nas ragas branca e negra. O alelo DQW8 ndao é
positivamente associado em japoneses, assim como DQW2. A
associacdo maior nesta Ultima raga é com o alelo A3 de DQAl. O
HLA-DR3 é raro entre os Jjaponeses e indios americanos (Todd,
1990).

Recentemente, ficou estabelecida a existéncia de treés
categorias de associagdes com a DMID. A associagdo positiva estéa
relacionada com uma frequéncia eétatisticamente mais elevada de
certos alelos ou haplétipos nos pacientes, em comparagdo com os
controles (risco relativo acima de 1 e X? significante) . A
associagdo negativa relaciona-se com o oposto (RR abaixo de 1),
enquanto a neutra nado demonstra associagdo (Todd, 1987).

0O seqienciamento do primeiro dominio das cadeias de DQB dos

alelos de pacientes com a DMID e controles possibilitou a
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demonstracdo de que o aminoacido da posigdo 57 é um 4cido
aspartico (Asp), quando os alelos sao de associagao negativa e
Ala, Val ou Ser, quando a associagdo é positiva (Tab.13.1.). Isto
equivale a dizer que a presenga do acido aspartico na molécula
de DQ correlaciona-se com protegdo a doenga, enquanto a presenga
de outro aminodcido predispde para a mesma (Todd, 1987; Todd,
1988). Os resultados encontrados na literatura demonstram que 90%
dos pacientes caucasdéides apresentam-se homozigotos para DQB Asp
negativo, enquanto nenhum foi encontrado homozigoto para Asp

positivo (Todd, 1987) Outro estudo apresentou resultados

semelhantes, como 96% dos pacientes homozigotos para Asp negativo
(Morel, 1988)

Diversos grupos tém investigado o sistema HLA entre os
descendentes de espanhdéis com DMID. Foi encontrado um excesso de
fenétipos HLA-DR3 e DR4 em mexicanos e negros norte-americanos
(Zeidler, 1980). Outro trabalho demonstrou a esperada associagéo
com o HLA-DR3 e DR4 entre mexicanos diabéticos; entretanto,
também foi encontrada forte associagdao com HLA-DQW3 (Rodrigues,
1987). Os resultados da tipagem de diabéticos na Espanha
demonstrou a freqiiéncia elevada de HLA-B1.8, HLA-DR3 e DR4
(Arnaiz-Villena, 1984). Um estudo realizado entre descendentes
de espanhdéis na cidade de Nova York demostrou também existir
excesso de HLA-DR3 e DR4 entre os doentes, assim como foi
encontrada uma freqiiéencia de somente 9% de DR3 entre os controles
(Rubinstein, 1990). No Brasil foi encontrada uma freqiiéncia
elevada de HLA-DR3 e DR4 entre os pacientes com DMID (Eizirick,

1987).
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O objetivo destg estudo esta em produrar conhecer as causas
da baixa incidéncia de DMID nos individuos de descendéncia
hispanica, habitantes do Estado do Colorado. A cooperacgio
cientifica entre o Laboratério de Genética Molecular da Diabete
(Departamento de Cirurgia da Universidade de Oxford) e o
Departamento de Epidemiologia da Universidade do Colorado (EUA)
€ que possibilitou o estudo do polimorfismo HLA nos pacientes e

controles.
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MATERIAL E METODOS

3.1.MATERIAL

3.1.1. AMOSTRAS : INDIViDUOS, PACIENTES E CONTROLES

3.1.1.1. IDENTIFICAGAO E CARACTERIZAGCAO DE ANTICORPOS ANTI-HLA

EXTRAIDOS DE PLACENTAS HUMANAS.

Um total de 2600 placentas foram coletadas na maternidade
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e da Santa Casa de
Misericdérdia, assim como em hospitais -de Curitiba e Belo
Horizonte.

As placentas foram obtidas no momento do parto e
imediatamente colocadas em sacos pldsticos duplos e refrigeradas.
Antes de decorridas 24 horas, foram cortadas em pedagos grandes
(dentro do prdprio saco) e colocadas num funil de vidro, drenando
o soro para dentro de um Becker. As placentas foram delicadamente

espremidas apés 2 horas, esperando-se mais 30 minutos para
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coletar o soro. Esse foi separado, apés duas centrifugagdes, por
10 minutos a 2500 rpm. O volume final variou de 35 a 120 ml de
soro, sendo descartadas as amostras com volume inferior. As
placentas maiores sd3o as que produzem mais soro, sendo
preferentemente aproveitadas e o soro congelado a -202C. Um ponto
de maxima importédncia é a centrifugacdo de todos os soros de
placenta imediatamente antes do uso nas placas de Terasaki, pois
sempre precipita alguma proteina que pode prejudicar a leitura.

A pesquisa de anticorpos de classe I foi realizada pelo
método de linfocitotoxicidade de acordo com o descrito no
capitulo 3.2.1.2., utilizando-se placas de 60 orificios com 1 ul
de cada soro por lugar. A cada 360 placentas (6 placas),
realizamos uma prova cruzada contra células de um painel de 50
individuos normais com o HLA bem caracterizado.

Todas as placentas positivas foram separadas para posterior
Pesquisa de anticorpos anti-classe II, realizada apés a absorcao
dos anticorpos de classe I com plaquetas . humanas (capitulo
3.2.1.4.2.)., Utilizou-se concentrado de paquetas de pelo menos
100 doadores. A encubacdo dos soros com as plaquetas, proporciona
a retirada dos anticorpos anti-HLA-A,B e C que aderem aos
respectivos antigenos presentes nas plaquetas. Como essas células
sdo desprovidas de antigenos de classe II, os anticorpos anti-DR
e DQ permanecem no soro a ser testado contra um painel de 30
Células de pacientes portadores de leucemia linfdtica cronica
(LLC). Essas células sdo linfécitos B e foram caracterizadas
Previamente para seus antigenos HLA, permanecendo congeladas em
N liquido até o uso (capitulo 3.2.1.4.3.). O mesmo método de

linfocitotoxicidade foi utilizado para a prova cruzada entre os
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soros de placenta absorvidos com plaquetas e as células de LLC.
A Unica diferenca foi a encubacdo com o complemento de coelho,
utilizando-se 2 horas nqﬂggsquisa de anticorpos anti-classe II,
contra 1 hora na de classe I. A necessidade da utilizacao de
células B deve-se ao fato de que os antigenos de classe II ndo

sdo expressos em linfécitos T, pelo menos em condigdes normais.

3.1.1.2. INVESTIGAGAO DE PATERNIDADE NO RIO GRANDE DO SUL:

RESULTADOS DA UTILIZAGAO DA IMUNOGENETICA DO HLA.

A utilizaqéﬁ do sistema HLA nos casos de investigagao
de paternidade foi introduzida no RS em 1986, tendo: sido
avaliados somente 4 casos neste ano. A seguir foram realizadas
15 avaliagdes em 1987, 11 em 1988 e 36 em 89-90, totalizando 66
casos.

Os testes utilizados foram a tipagem HLA-A e B para a
maioria dos casos, sendo que a tipagem dos grupos sanguineos ABO,
Rh (CcDEe) e MNSs foi também associada em casos especiais. A
referida tipagem foi necessaria para alcangar a significancia
desejada, ou para resolver problemas relativos ao teste HLA.
Utilizou~se o método de linfocitotoxicidade descrito no capitulo

3.2.1.2. e a aglutinagdo em tubo para os grupos sangiiinios.
3.1.1.3. RESULTADOS DOS TRANSPLANTES RENAIS NO RIO GRANDE DO SUL.
O estudo foi realizado a partir de 250 transplantes, sendo

158 com doadores vivos relacionados e 92 com doadores cadéveres.

Esses transplantes foram realizados em diversos hospitais de
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Porto Alegre.

Os pacientes renais cronicos, candidatos a transplante com
doador vivo-relacionado, foram tipados junto com seus possiveis
doadores para o sistema HLA-A e B, assim como realizaram a prova
cruzada. O método utilizado foi o de linfocitotoxicidade descrito
no capitulo 3.2.1.2,

Os pacientes candidatos a transplante com rins de caddver
foram colocados em lista de espera, sendo avaliados para a
presencga de anticorpos anti-HLA a cada 5 meses, utilizando-se um
painel de células de, no minimo, 40 individuos normais. A
avaliacdo pré-transplante foi a prova cruzada simples com soro
dos receptores contra os linfécitos do doador. A compatibilidade
com o grupo sangliineo ABO foi sempre realizada e os pacientes
foram agrupados de acordo com esse sistema. Quando o doador era
identificado, o seu grupo sanguineo era classificado e os soros
dos receptores compativeis eram testados contra os linfécitos
retirados dos linfonodos do doador (capitulo 3.2.1.1.3.). Os
transplantes foram realizados sem avaliacdo da compatibilidade
HLA entre o doador e o receptor.

Alguns pacientes transplantados com rins de doador vivo-
relacionado, realizaram transfusdo especifica do doador (DST),
utilizando o método de Salvatierra (capitulo 1.4.5.3.).

A partir de 1988, foi organizado um escritdério para a
procura de doadores caddveres. Este foi um marco para uma melhor
captagédo de rins e cérneas, estimulando também os transplantes

de coracidao, pancreas e pulmdo em Porto Alegre.
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3.1.1.4. AVALIAGCAO DO SISTEMA HLA EM PACIENTES COM LEUCEMIA

LINFATICA CRONICA.

Os pacientes (120) foram diagnosticados no Departamento de
Hematologia do Hospital John Radcliffe, em Oxford. A avaliacgao
inicial constou de exame fisico, provas laboratoriais e
medulograma. Amostras de sangue (10 ml) foram coletadas durante
os exames de rotina mensal. Os linfécitos foram separados por
gradiente de Ficoll-Hypaque e congelados em nitrogénio liquido
(capitulo 3.2.1.4.3.). As amostras congeladas foram as que
continham grande predominancia linfocitdria B, tendo :sido
possivel estocar regular numero delas.

A tipagem HLA foi realizada na primeira amostra de cada
paciente, possibilitando organizar um painel de células bem
caracterizadas para os antigenos HLA-A, B, C, DR, DQ. Devido ao
grande numero de linfécitos B no sangue dos pacigntes, ndo foi
necessario separar as sub-populagdes. As tipagens foram
realizadas pelo método de linfocitotoxicidade, inicialmente pelo
contraste de fase (Terasaki, 1964) e posteriormente por
imunofluorescéncia com Dynabeads (cap. '3.2.1.2.) com 120
anticorpos para os antigenos de classe I e 120 para os de classe
II. A diferenca maior entre as tipagens foi a utilizagdo de
complemento de coelho puro para classe I (60 min de encubacgio)
e com 5% de soro humano AB para classe II (120 min. de
encubagdo).

Os controles para este estudo foram 367 1individuos
saudaveis pertencentes ao painel do Laboratério de Tipagem de

Tecidos do Nuffield Department of Surgery, Universidade de
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Oxford. Os linfdécitos desses pacientes ja tinham suas
caracteristicas HLA conhecidas, nao tendo sido selecionados, mas
simplesmente utilizados todos os pertencentes ao painel. Ambas
as amostras sao provenientes de individuos ingleses de raga
branca, oriundos da mesma regido da Inglaterra.

O estudo constou de tipagem do painel de LLC, procurando
definir o maior numero de antigenos, calculo da freqiiéncia de
fenétipos e gendétipos de ambas as amostras, assim como o risco
relativo e testes de significéncia (capitulo 3.2.5.).

A tipagem HLA de classe II por RFLP esta descrita com
detalhes no capitulo 3.2.3. (Bidwell, 1990), mas, em resumo,
procedeu-se a extragdao do DNA pelo método de Miller (salting-éut)
(capitulo 3.2.2.) para apés digerir o DNA com a enzima Taql. A
eletroforese foi realizada, seguida da transferéncia de Southern
dos fragmentos de DNA para uma membrana de nylon. A hibridizacgdo
foi feita com as sondas pRTV1 e pll- B-1, para a identificacgédo
de alelos de DRB1 e DQBl. A auto-radiografia possibilitou a
andlise das bandas caracteristicas do polimorfismo HLA de classe

II.

3.1.1.5. ESTUDO DO SISTEMA HLA NA DIABETES INSULINO-DEPENDENTE:
AVALIAGAO DA FREQUENCIA DOS ANTIGENOS E DOS GENES NA POPULACAO

NORTE-AMERICANA DE ORIGEM HISPANICA E ANGLO-SAXONICA.

O estudo do sistema HLA na Diabetes Mellitus Insulino-
Dependente foi realizado em pacientes e controles provenientes

do Estado do Colorado (EUA). Todos os pacientes pertencem ao
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Registro de DMID daquele Estado e foram. diagnosticados antes dos
18 anos de 1idade. Os controles foram individuos normais,
selecionados para apresegﬁgrem as mesmas condig¢des de idade, sexo
e etnicidade. A pesquisa envolveu 53 diabéticos descendentes de
espanhéis (hispanicos), 48 controles hispanicos, 64 diabéticos
caucasdéides ndo hispanicos (anglos) e 67 controles anglos. A
coleta do sangue dos individuos foi realizada pela equipe de
epidemiologia da Universidade do Colorado. Os 1linfécitos do
sangue periférico foram separados por gradiente de densidade com
Ficoll-Hypaque, congelados em nitrogénio liquido e enviados para
o estudo do polimorfismo HLA na Universidade de Oxford.

Os testes sorolégicos foram realizados com o método de
linfocitotoxicidade (Terasaki, 1964) descrito no Capitulo 3.2.1.1
a 3.2.1.3., utilizando-se uma bateria de anti-soros que
permitiram a tipagem HLA-A, B, DR e DQ. Os resultados de DQ nao
foram levados em consideragéo por serem limitados, por este loco
ndo ser "bem definido pela sorologia e por dispormos dos
resultados da tipagem por DNA, considerados superiores.

A tipagem molecular utilizou 1leucécitos do sangue
periférico que foram separados apés centrifugacdo e congelados
a -800C até o momento da extragdo do DNA (Miller 1988), descrito
minuciosamente no capitulo 3.2.2.

A amplificagdo do DNA foi realizada pelo método da reacgao
em cadeia da polimerase (PCR), com o auxilio da enzima Taq
polimerase e com o termociclo da Perkin Elmers-Cetus (Saiki,
1985; Horn, 1988; Morel, 1987; Saiki, 1986; Todd, 1987). O
protocolo utilizou duas reagdes de amplificagdo com 32 ciclos

cada uma e com volumes de 25 ul e 50 ul respectivamente. DQAl1l foi
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amplificado com os primers 26a e 27a na primeira reagdao e 1 ul
deste produto foi amplificado novamente com os primers 26a e 27b
na segunda reagdo. DQBl1 foi amplificado com os primers GAMPDQXB2
e GLPDQB3 na primeira reagdao, sendo que 1 ul deste produto foi
amplificado na segunda reagdo com os primers GAMPDQXB2 e GLPDQB2
(Todd, 1990).

A hibridizagdo com as sondas de oligonucleotidios sintéticos

marcados com i

P e a posterior auto-radiografia possibilitou a
identificacdao dos alelos de DQB1 (DQW4, DQW5, DQW6, DQW7, DQWS8
e DQWI9) e dos de DQAl "(Al, A2, A3, A4). Os alelos de DQAl estdo
associados com especificidades HLA:bR e tem sido classifiqados
em 4 familias (Scharf, 1986; Todd, 1990): Al associado com DRI1.
DR2 e DRW6; A2 com DR7; A3 com DR4 e DR9; A4 com DR3, DR5 e DRWS8.
Cada alelo foi determinado por sua sonda complementar especifica
em hibridizacdao em membranas de nitrocelulose e lavadas de acordo
com a temperatura especifica de cada sonda (Tab. 2.3). Os
resultados positivos sdo observados como manchas negras na auto-
radiografia e os negativos como espagos em branco entre os
positivos (Fig. 2.3.). O DNA de células homozigotas,
imortalizadas pelo virus de Epstein Bar,. foi utilizado como
controle das hibridizag¢des. As seguintes amostras homozigot--
provenientes do United Kingdom Transplant Service, t
amplificadas e adicionadas em cada membrana: DBB 38 (DR7, DWll,
DQW9), HOM (DR1, DW1l, DQW5), PGF (DR2, DQW6), QBL (DR3, DQW2),
LUYA (DRW8, DQW4), MADURA (DRW8, DQW4), PE 117 (DR4, DQW8, A3).
Os detalhes da reacdo do PCR podem ser encontrados no capitulo

3.2‘4.

A analise estatistica utilizou o teste do risco relativo de
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Wolf-Aldane , o cdlculo da variancia, o cdlculo do X® e o valor
da probabilidade (p). O Gltimo valor foi multiplicado pelo numero
de alelos estudados, sendo de 22 para os de classe II e 50 para
os de classe I , considerando-se "significante" valores acima de
p=0.05. Os detalhes e exemplos podem ser encontrados no capitulo

3.2.5.

3.1.2. REAGENTES

3.1.2.1. Citrato Trissédico (CTS-anticoagulante)

Dissolver 76 gm CTS em 2 litros de H20 deionizada (solugao de CTS
a 3.8%). Esterilizar com filtro de 22 micron e guardar na

temperatura ambiente. Usar 2.5 ml para cada 20 ml de sangue.

3.1.2.2. Eritrécitos de Carneiro Tratados com Neuraminidase

Dissolver Neuraminidase (Tipo V, Sigma) em agua destilada para
dar a concentracao de 1 unidade/ml. Guardar congelada a =-40 9C,
em aliquotas de 150 ul, prontas para uso.

1. Lavar os eritrdécitos 3 x com salina, centrifugando por 7

min/1800 rpm. Retirar a camada rica em leucdcitos (buffy coat)
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antes de cada centrifugacgao.

2. Para 10 ml de PBS adicionar 0.6 ml de sedimento de eritrdécitos
e 300 ul de neuraminidase.

3. Misturar e encubar 30 min a 37 ©C, com agitag¢do intermitente.
4, Lavar os eritrécitos tratados por 2 vezes com PBS e
ressuspender em 50 ml de PBS.

5. Guardar a solugdao a 4 oC por 1 semana. Se .as células
apresentarem um pouco de hemélise, lavar novamente com PBS ou

descartar.

.1.2.3. Polybrene (Sigma Comp.)

(3]

Preparar uma solugdo estoque de 5% em agua destilada. Guardar a
4 oC e para o uso, diluir 1:30 em PBS. Deve ser preparada fresca

a cada dia.

3.1.2.4., Tampdo Gideon Goldstein

Misturar 8.29 g de NH4CL, 37 mg de EDTA dissdédico e 1 gr de KHCOJ
em 1 litro de agua destilada. Ajustar o pH para 7.3 (notar que
o pH deste tampdo ndo é estdvel quando deixado aberto o

recipiente, sendo melhor aliquotd-lo em tubos com cerca de 10

ml).

3.1.2.5. Eosina Y (Sigma Comp.)

Preparar solucg¢dao a 5% em agua destilada e filtrar. Guardar a

temperatura ambiente. Filtrar uma vez por semana.
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3.1.2.6, Formalina (37-40% w/v Formaldeido, BDH)

Para uso o formaldeido é diluido- 4 partes de formaldeigo e 6
partes de salina normal. Adicione vermelho de fenol, ajuste o pH
para 7 com 0.1 N NaOH e filtre. O pH deve ser medido regularmente

e a formalina filtrada 3 x por semana.

3.1.2.7. Corante para Fluorescéncia (M. de Manchester

100 g Hemoglobina bovina (15% w/v)
140 mg Brometo de Etidio (0.2 mg/ml)
70 mg Acridine Orange (0.1 mg/ml)
16.5 g NaEDTA ( 2.5 % w/v)
667 ml PBS

Esta solugdo é utilizada no método de Manchester e pode ser

congelada em aliquotas de 4 ml.

3.1.2.8. Corante para Fluorescéncia (M. de Glasgow)

Solucio Estoque

Acridine Orange - 20 mg dissolvidas em 1 ml‘de etanol absoluto,
completar para 20 ml com PBS.

Brometo de Etidio - 40 mg dissolvidas em 1 ml de etanol
absoluto, completar para 20 ml com PBS.

Diluente do Corante

PBS + 0.5% EDTA dissdédico

Solucdao Cocktail

300 ul Acridine Orange (estoque)

300 ul Brometo de Etidio (estoque)
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300 ul Tinta (Higgins item nQ 144011 Faeber-Castell)

4 ml Diluente.

3.1.2.9. Tampao de Lise de Eritrécitos

0.144 M NH4Cl
1 mM NaHCO3

Guardar na temperatura ambiente.

3.1.2.10a. Tampao de Lise Nuclear

10 mM Tris HCl1l pH 8.2
0.4 M NaCl

2 mM Na2EDTA pH 8.0 ( da sol. estoque, reag..10b)

3.1.2.10b. 0.5 M EDTA pH 8.0

Adicionar 186,1 g de Na2EDTA.2H20 a 800ml de H20 bidestilada.
Agitacdo magnética vigorosa, ajustando o pH para 8.0 com pérolas
de NaOH (aprox. 20 g). O EDTA ndo dissolverd até que o pH chegue

a 8.0, Adicione H20 dest até 1 1. e autoclavar 1002C 30 min.

3.1.2.11. Solucdo de Protease K ronta para uso

2 mg/ml de protease K diluida no tampao estoque (- 209C).

Nota: Pode-se preparar uma sol. 5x concentrada (10 mg/ml)
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para ser usada em encubagdao de 3 horas/55QC.

Solucdo Tampdo Estogque

SDS 1% w/v
2 mM Na2EDTA pH 8 (diluir reagente 10b)

Guardar na temperatura ambiente.

3.1.2.12. Tampao TE 10.1. pH 7.5 (para sol. de DNA) .

2 ml 1 M Tris-HC1 pH 7.5
0.4 ml 0.5 M Na2EDTA pH 8 (reagente 10b)

Completar para 200 ml. com H20 bidest.

3.1.2.13. Azul de Bromofenol

0.05% de azul de bromofenol em TEA com 30% de glicerol para

gel de 20 x 25 cm.

0.05% de azul de bromofenol em TBE com 30% de glicerol para

minigel.
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0.05 Azul de Xyanol para gel LMP com o tampdo de preferéncia.

3.1.2.14, 2 x TBE

21.8 Tris base
11.12 g borato
1.86 g Na2 EDTA

Completar par 1 1, acertar pH para 8.3
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3.1.2.15. Solucao Estoque de Brometo de Etidio (10mg/ml)

CUIDADO !! Este reagente é cancerigeno ! Usar luvas e mascara!
0.1 g2 de brometo de etidio em 10 ml de H20 bidest..Este reasgente

pode ser comprado ja nesta concentracao (Sigma).

3.1.2.16. _Reagente QOmega.

1 vol. 6 x reagente de parar a reagéo '"stop mix" (reag. 17)
3 vol. TE (reagente 12)
Adicionar 2 vol. de Omega para 1 vol. do DNA digerido (4

ul+2ul) para correr o minigel.

3.1.2.17. Solugao 6 x "Stop Mix"

w

g Ficoll 400

2 ml 0.2% w/v de azul de bromofenol

N

ml 0.3% de w/v de xylene cyanole FF
2.4 ml 50 x TAE (reag. 18)

Completar para 20 ml com H20 bidest.

3.1.2.18. Tampdo 50 x TAE

121 ¢ de Tris base
28.5 ml ac. acético glacial
50 ml 0.5 M NA2 EDTA pH 8.0 (reag. 10b)

Completar para 500 ml com H20 bidest.
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3.1.2.19a. 0.15 M HC1

6.6 ml HCl conc. em 500ml H20 bidest.

Adicionar o acido aos poucos na H20.

3.1.2.19b. 0.25 M HC1

11ml HCl conc. em 500 ml H2P bidest.

Adicionar o 4cido aos poucos na H20.

3.1.2,20a. 0.2 M NaOH/0.6 M NaCl

4 g NaOH
17.5 g NaCl

Completar para 500 ml com H20. Preparar nova sol. cada vez.

3.1.2.20b., 0.4 M NaOH
8 g NaOH

Completar para 500 ml com H20 bidest. Preparar nova sol. cada

vez.

3.1.2.21, 0.5 M Tris pH 7.6/ 1.5 M NaCl

121 g Tris-base em 1600 ml H20 bidest. Ajustar o pH para 7.6 com

HCl conc..Adicionar 175,2 g NaCl e completar para 2 1 com H20

bidest.
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3.1.2.22. Tampao de Transferéncia

7.8 g NaH2P0O4.2H20
7.1 g Na2HPO4

Completar para 2 1 com H20O bidest.

3.1.2.23. Formamida Deionisada
Adicionar 50 g de resina de troca de ions (BDH Amberlite MB-1,
cédigo 55007) em 1 1" de formamida e agitar por 30 min/temp.

ambiente. Filtrar 3 vezes em papel de filtro e aliquotar a -209C.

3.1.2.24. Solucdao Denharts

(1) Preparar 100ml de BSA 2%
Adicionar 2 g BSA a 80 ml H20 bidest.

Ajustar o pH para 3.0 com 2N HC1l (2N HC1l prepara-se com 17.5 ml
HCl conc., completando-se para 100ml com H20 bidest).

Colocar em agua fervendo por 15 min.

Colocar no gelo por 10 min. Ajustar para pH 7.5 com 2N NaOH no

gelo. Completar com H20 para 100ml e verificar se o pH é 7.5.

(2) Preparar 100 ml de 2% w/v polivinilpirrolidona (PVP)/2% w/v

Ficoll 400

Autoclavar por 30 min a 1009C. Esfriar para temp. ambiente.

({3) Misturar os 100 ml BSA e os 100 ml PVP/Ficoll resfriado

Guardar em aliquotas a -200C. Deixar descongelar na temperatura

ambiente no momento de usar. Ndo descongelar com agua quente.
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3.1.2.25. 30 _x_ SSPE

Adicione num Becker:

316 g NaCl

46.8 g NaH2P0O4.2H20

11.2 g Na2EDTA

Completar para 800 ml com H20 bidest.. Aquecer com agitacgdo para
dissolver e alcangar o pH de 8.0 com 10N NaOH. Completar para 1
1l com H20 bidest.. Um precipitado sera formado. Utilizar o

sobrenadante.

3.1.2.26. Sulfato de Dextran a 50%

Adicionar 100 g de sulfato de dextran num Becker e completar com
H20 bidest. para 200 ml. Agitar com espatula até esta~

completamente dissolvido. Guardar em aliquotas de 20 ml a -20¢2C.

3.1.2.27. DNA de Esperma de Salmao

Adicionar 1 g de esperma de salmdo a 100 ml de H20 bidest. e
deixar num aro de rotagao até dissolver completamente. Transferir
aliquotas de 20 ml para frascos de vidro e sonicar no alto da
corrente por 2 a 3 min. Colocar os frascos em agua fervendo por

10 min. Resfriar no gelo por 5 min. e guardar a -209QC.
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3.1.2.28. Tampdo OLB (Feinberg, 1984)

(1) Solucdo Estoque O

1.25 M Tris-HC1l pH 8.0/0.125 M MgCl2
Guardar a 49C

(2) Solucio estoque A

1 ml solugdo O

18 ul 2-mercaptoetanol REAGENTE PERIGOSO! USAR CAPELA.

5 ul dATP, 0.1 M * (PM= 589.2 dissolver 10 mg em 169 ul)

5 ul dGTP, 0.1 M * (PM= 551.2 dissolver 10 mg em 181 ul)

5 ul dTTP, 0.1 M * (PM= 570.2 dissolver 10 mg em 175 ul)

* Cada ANTP é dissolvido em 3 mM Tris-HCl pH 7.0/0.2 mM Na2EDTA.
Guardar a -20¢9C.

(3) Solugdo Estoque B

2 M Hepes (pH 6.0 com 4N NaOH)

Guardar a 49C.

(4) Solucdo Estoque C.

Hexadeoxyribonucleotides (Pharmacia cod. 27-2166-01). O conteudo
tem 50 U. Dissolver em 550 ul do tampdao TE (reag.12). Guardar
a -200C.

(5) Soluc@o de Trabalho

0.1 ml sol. A

0.25 ml sol. B

0.15 ml sol. C

Misturar e guardar a -200C.
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3.1.2.29. _Soro Albumina Bovina (BSA) -

10 mg/ml BSA em H20 bidest. .

Usar BSA sem DNA-ase se possivel. Guardar a 49C e trocar com

frequencia.

3.1,2.30. Solugdo para Interromper a Hibridizacao

40 ul 5 M NaCl

0.2 ml 1 M Tris-HC1 pH 7.5

40 ul 0.5 M Na2EDTA pH 8.0 (reagente 10b)

0.25 ml 10% w/v SDS

Completar para 10 ml com agua bidest.. Guardar a 49C e aquecer

a 379C antes do uso para redissolver o SDS.

3.1.2.31. 20 x SSPE

174 g NaCl

31.2 g NaH2PO4.2H20

7.4 g Na2EDTA

Completar para 800 ml com H20 bidest.. Aquecer para dissolver,

PH 7.4 com 10N NaOH, completar para 1 1 com H20.

3.1.2.32. Diluigdo do_DNA

Usar diluido em TE (10/0.1, pH7.5)
P.ex: a conc. do DNA é 25 ng/ul (=ug/ml). Caso necessitar 40 ul

com a conc. de 5 ng/ul, conc./ 5 = x, 40 / x = vy (vol. DNA),

40 - v = vol, TE. Logo: 8 ul de DNA + 32 ul TE.
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3.1.2.33. Tween 20 a 2 %

20 ul em 1 ml de H20

3.1.2.34 Tampdo Tris pH 8.4 0.2M (1ml)

Observar valores na tabela de tampao Tris.

Usar solugdes a 2M. Dividir por 2 para ter a IM. Dividir por 1000
porque a tabela é para 1 1 e queremos 1 ml. Dividir por 5, porque
estamos em 1M e deseja-se 0.2M.

0.0649 ml 64.9 ul

Tris base 2M: 649/10.000

35.1 ul

Tris HC1 2M: 351/10.000 0.0351 ml

H20 bidest.= 900 ul

3.1.2.35. Solugac para "Dot-Blot"

DNA em 100 ul de TE (10/0.1) p. ex. 10 ul+ 90 ul TE. Adicionar
6 ul de 0.5 M EDTA (con. final de 0.026 M) + 8 ul de 6M NaOH
(conc. final de 0.42M).

250 x 12 ul 0.5 M EDTA 3 ml

250 x 16 ul 6.0 M NaOH 4 ml

250 x 180 ul TE (10/0.1)= 45 ml

Obs. Sol. DNA para 2 amostras de DNA /membrana (dose dupla).

3.1.2.36. _20 x SSC

Dissolver 174 g de NaCl, 27.6 g de citrato de séddio (ac. citrico

= trisodium dihidrate) em 800 ml de H20 bidest. Ajustar o pH para
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7.4 com NaOH (= 6.5 ml de sol. 10N). Ajustar vol para 1 1,

autoclavar e dispensar em aliquotas.

3.1.2.37. 10 x Tampdo Kinase (Mg-Tris)

0.5 M Tris HCl, 0.1 M MgCl2, 50 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM

spermidine, 1 mM EDTA.

3.1.2.38. TE 10/1 pH 8.0

250 ul 2 M Tris pH 8.0
100 ul 0.5 M EDTA pH 8.0

Completar para 50 ml

3.1,2.39. TE 0.2M NaCl

50 + 250 ml = 0.25 = 250 ul.....2M Tris pH 8.0 259C
50 + 500 m1 = 0.1 = 100 ul.....0.5 M EDTA pH 8.0
2 ml ® e & s 0 5 M Nacl

Completar até........ 50 ml.....H20 bidest.

3.1.2.40. TE _0.5M NaCl

250 ul..... 2 M Tris pH 8.0
100 ul..... 0.5 M EDTA pH 8.0
5ml....... 5 M NaCl

Completar para 50 ml com H20 bidest.
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3.1.2.41. Tampao "Stripper"

1 litro

10 g NaOH
100ml 5 M NaCl
4 ml 0.5 M EDTA

Completar 1 1

3.1.2.42. Tampao Neutralizante 1M Tris

2 litros

20 g NaOH
200 ml 5 M NaCl
8 ml 0.5 M EDTA

Completar 2 1

1 1 (5xconc.)

50 g NaOH
146.1 g NaCl
20 ml 0.5 M EDTA

Completar 1 1

pH8/ 1.5M NaCl

148

A) 2M Tris pH 8.0 (224 ml 2M Tris-base + 276 ml 2M Tris-HCl)

B) 3M NaCl (400 ml 5M NaCl + 264 ml H20 bidest.)

Misturar 500 ml de A com 500 ml de B.
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3.2. MBTODOS

3.2.1. SOROLOGIA HLA

3.2.1.1. PREPARAGAO DOS LINFOCITOS.
3.2.1.1.1. Isolamento dos Linfécitos Totais do Sangue Periférico
Método Comum
1. Coletar 20-40 ml de sangue com heparina sem conservante
(Liquemine, Roche), solug¢do de citrato TSC (reagente 1 ) ou
alternativamente usar sangue desfibrinado, adicionando 4 pérolas

de vidro por cada 20 ml e agitar por 10 minutos.

2. Diluir o sangue 1:2 em salina normal ou Hank’s e colocar

~1

ml. em diversos tubos de 10 ml.

3. Colocar pipetas Pasteur com ponta longa em cada tubo e
adicionar Ficoll-Hypaque, de maneira que esta solugdo levante a

coluna de sangue presente nos tubos. Alternativamente, pode-se
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colocar 2.5 ml de Ficoll-Hypaque em cada tubo e, delicadamente
adicionar o sangue até completar os 10 ml. A densidade do Ficoll-
Hipaque deverad ser de 1077 g/ml e testada a cada nova preparagao

com densimetro.

4, Centrifugar por 20 min/2000 rpm a 18 ©C.

5. Transferir todas as células da interfase para um ou mais
tubos plasticos de 10"ml. A importancia do plastico esta em que

os linfécitos B aderem vigorosamente ao vidro e se quisermos

tipar DR é necessario usar o primeiro.

6. Lavar as células em Hank’s por duas vezes durante 8 min.

a 1300 rpm.

7. Desprezar o sobrenadante e ajustar as células com MacCoy
ou Hanks e acertar a concentragdo para 2-3 xlOG/ ml para tipagem
com linfécitos totais, alternativamente acertar para 2—6x1&/ml

em caso de separagcao de T e B.

8. Quando contar o nQ2 de células observar se existe
contaminagdo com plaquetas. Caso positivo, lavar mais 2 vezes por

5 min a 1300 rpm.
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Método para obter suspensdes puras.

1. Colocar num Erlenmeyer 10 ou mais ml de sangue e
adicionar uma pitada de pé de ferro para retirar mondcitos.

Agitar e encubar por 10 min a 37 eC.

2. O sangue é transferido para um tubo de 15x170 mm e
misturado com 2.5 ml de Dextran a 5% em PBS (PM >180.000). O tubo

é encubado a 37 9C dutrante 60 min, com uma inclinacdo de 450,

3. 5 ml do sobrenadante é adicionado em 2.5 ml de Ficoll-
Hypaque e centrifugado por 25 min 700 g. Coletar a interfase e

lavar em Hanks, PBS ou McCoy por 10 min/700g. (retirar plaquetas)

4, A suspensdao das células em HANK’S ou RPMI é feita para

conter 3x1&/ml.

3.2.1.1.2., Separagéo de Linfécitos T e B por Rosetas.

1. Adicionar em tubo de 50 ml com fundo redondo, volumes
iguais da suspengdo de linfécitos e eritrécitos de carneiro,
tratados com neuraminidase (reagente 2). Adicionar 0.1 ml da
solugao de polibrene ( diluir 1:30 da sol. estoque com PBS, ou

seja, 100ul+3ml de PBS) (reagente 3).
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2. Misturar e centrifugar 5 min/800 rpm a 49C. Manter de 09C

a 49C por 15 min para as rosetas serem formadas.

3. Ressuspender as células por intermédio de movimentos
rotatérios muito delicados, podendo-se adicionar a espuma do meio
de McCoy para ajudar a retirar o sedimento. Este é um dos pontos
mais importantes deste método, pois as rosetas podem romper-se
com a agitagdo, trazendo contaminag¢do de linfécitos T no final.

4, Colocar esta solugdo em gradiente de Ficol-Hypaque para
separar os linfécitos T e B, durante 15 min/1500 rpm e 18 ©C. A
temperatura de uso do gradiente deve ser ao redor da temperatura
de preparo do mesmo, pois, caso contrario, a densidade fica

alterada.

5. Na interfase encontram-se os linfdécitos B e no sedimento
os T. Transferir os B para um tubo plastico de 5 ml e completar
com meio de cultura. O mesmo serda feito com o sedimento que
contém os linfécitos T. Centrifugar e desprezar o sobrenadante,
para entdo adicionar 2 ml de tampdo de lise Gideon Goldstein em
ambos os tubos (reagente 4). Deixar a temperatura ambienté por
3 min, no maximo. Completar com meio McCoy e centrifugar por 5
min/2000 rpm.

5. Lavar outra vez as células e ajustar os T para 3x106/ml.
Os B deverao passar pela fase de retirada dos monécitos e

neutréfilos.,
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Remocdo dos Monécitos da Suspenc¢ao de Linfécitos B.

1. Ressuspender as células B em 1-3 ml de McCoy e pipetar
em uma placa de Petry (pldstico) com 6 cm de diametro e encubar

por 30 min a 37 oC.

2. Transferir as células ndo aderentes para um tubo plastico
de 5 ml. As células nao aderentes sdo removidas da superficie da
placa por intermédio de jatos de meio de cultura, utilizando-se
uma pipeta Pasteur. Verificar no microscdépio a relagéao de células
aderentes para linfécitos. As primeiras sao tipicas por sere:

mais escuras e maiores. Retirar os linfdécitos ao maximo.

3. Centrifugar as células B por 5 min/1500 rpm, ressuspender

e ajustar para 2 a 3x106/ml.
3.2.1.1.3. Separagio de Linfécitos de Linfomodos.

Os linfonodos devem ser dissecados dg gordura e cortados,
dentro de uma placa de Petry, contendo Hanks ou outro meio.
Utilizar uma seringa para injetar meio de cultura nos linfonédos
e assim liberar os linfdécitos junto com eritrécitos.

Repetir o processo até utilizar 10 ml de meio. Lavar 2x em
PBS e encubar a suspeng¢do por, no minimo, 15 min/37 ©2C, pois

assim as células expressam melhor os antigenos.
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3.2.1.2. TESTES DE LINFOCITOTOXICIDADE.
Método Usual (Terasaki, 1964).

1. A técnica é realizada em placas de Terasaki, contendo
6leo mineral (Nujol). E importante que o 6leo seja suficiente
para encher os orificios e nao mais do que isto.

2, Os anticorpos anti-HLA, os soros para prova cruzada ou
os soros de multipara® (de acordo com a utiliza¢do do método) sao
colocados nos orificios que contém d6leo (1 ul em cada lugar).
Estas placas podem ser congeladas a - 20 9C até o momento do
teste, que inicia com o passo a seguir.

3. Adicionar 1 ul da suspengao de linfécitos (3000/ ul
células) nas placas de Terasaki e encubar a 22 9C por 30 min. As
células devem ser dispensadas com a técnica do "nado me toque",
evitando carregar amostras de um orificio para outro.

4, Adicionar 5 ul de complemento de coelho e encubar por 60
min. a 22 9C (tipagem de antigenos de classe I) ou encubar com
5 ul de complemento de coelho com 5% de soro humano AB, durante
120 min a 22 oC (tipagem classe II).

5. Adicionar 3 ul de eosina Y filtrada (reagente 5) e apds
2 min adicionar 3 ul de formalina {(reagente 6). Caso as placas
necessitem ser lidas imediatamente, sera importante o uso do
método da "gota suave", ou seja, aspirar primeiro um pouco de ar
na microseringa Hamilton, ou similar, e apés a eosina ou

formalina. Isto fara com que a gota nao seja impulsionada {jato)

no orificio (quando acionada a microseringa), mas simplesmente
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(61}
(9]

aparega na ponta da agulha que sera entao tocada na superficie
do 1liquido existente nos orificios. A mistura acontecera
automaticamente, mas as células depositadas ‘no fundo dos
orificios ndo serao ressuspensas.

6. Nado colocar a laminula imediatamente, mas somente no
momento da leitura. Isto evitara o aparecimento de bolhas, quando
a leitura acontecer mais tarde. Utilizar um microscdépio invertido
com contraste de fase, equipado com objetivas 10X, 12.5X ou 16X

e com oculares 10X.

Leitura dos Resultados.

As reagdes sdo avaliadas pela contagem (percentual) de
linfécitos mortos, comparados com a percentagem de células mortas
observadas no controle negativo. Este ultimo é representado por
células do mesmo individuo, encubadas com soro de uma pessoa
normal do grupo sangiiineo AB e complemento de coelho. Caso a
percentagem de células mortas seja igual ou até 10% acima do
controle, o resultado é negativo. Caso o resultado seja acima de

10 % o seguinte escore é utilizado:

% de células mortas (acima do controle) Reacgdo
10-20 Negativa duvidosa
20-40 Positiva duvidosa
40-80 Positiva
80-100 Positiva forte

A melhor distingao entre positivo e negativo é conseguida

com a eosina Y, pois penetra nas células positivas que ficam de
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cor escura e aumentadas de tamanho. As negativas ficam pequenas

e brilhantes pela agdo do contraste de fase.

Observacdes:

A sensibilidade da reacdao depende de varios parametros, mas
principalmente do tempo de encubagiao, da temperatura e do
complemento.

A encubacidao prolongada permite que anticorpos com baixa
afinidade fixem-se nas células, assim como a agao do complemento
pode ser mais enérgica. Normalmente utiliza-se 60 min para:HLA—
ABC e 120 min para HLA-DR, D@.

A temperatura acima de 25 9C faz com que o complemento seja
ativado pela via alternada, enquanto que encubagdes abaixo de
20 oC possibilitam que auto-anticorpos (anticorpos a frio)

positivem o teste.
Método da Fluorescéncia com Dynabeds (Manchester)

Este método pode ser usado para célulqs frescas ou células
guardadas com meio de Terasaki-Park (Gibco) ou RPMI (Gibco).

1. Isolar linféq}tos (Ficoll-Hypaque) e ressuspenderlnum
maximo de 1Ox106 celulas por 2 ml.

2. Remover o minimo de células para a tipagem de classe 1I.

3. Adicionar as demais células num tubo de criopreservacao
com fundo redondo Nunk (cat. n2 3-63452A, 5 ml). Adicione 30 ul

de Dvnabeads HLA class Il (resuspender antes de usar). Misturar
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gentilmente. (As dyneabeads podem ser guardadas em aliquotas de
30 ul a -20 2C.) L .

4, Colocar o tubo em gelo moido por no maximo 5 min.
Misturar por rotagao ocasional.

13

5. Colocar o tubo no magneto concentrador de particulas"
por 3 min.

6. Remover o sobrenadante usando pipeta plastica, enquanto
o tubo esta em contato com o magneto. As células do sobrenadante
podem ser congeladas “(depletadas de B).

7. Remover o tubo do magneto e ressuspender as célu;as B

(rosetas) em 2 ml de PBS. Misturar gentilmente.

8. Usar o magneto por 45 segundos para concentrar as células

9. Pipetar o sobrenadante antes de remover o magneto.

10. Ressuspender as células B (rosetas) em 70 ul de PBS para
tipagem de uma placa de 60 orificios.

11. Encubar por 30 min a 22 oC com os antisoros. Adicionar
complemento e encubar por 30 min a 229C, antes de corar com 1 ul
de solugdao corante, brometo de etidio/acrigine orange (reagente
7).

12. O teste pode ser lido imediatamente. A melhor leitura
serda até 2 horas da coloragao.

As células positivas devem ficar escuras e as células

negativas fluorescem.
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Método de fluorescéncia com Dyneabeads (Glasgow)

Este método permite tipar HLA de classe I, usando células
T e HLA classe II, usando células B tratadas com Dynabeads . Além
disso é possivel separar e tipar células congeladas em N liquido.

1. Separar linfécitos com Ficoll-Hypaque, lavar com meio
RPMI e ressuspender em 1 ml (PBS + 0.2% Na2 EDTA + 1% FCS). A
concentracgdo celular ndo deve ser maior do que 10x10ﬁ

2. Colocar este 1 ml em um tubo cénico e adicionar 20 ul
de Dyvnabeads. Misturar muito gentilﬁente e encubar por 5 min a
temperatura ambiente.

3. Encher o tubo até a metade com PBS+0.2% Na2 EDTA e
colocar no magneto por 2 min.

4, Remover o sobrenadante (linfécitos), enquanto o tut:
permanece no magneto (o sobrenadante pode ser usado para tipage..
de cleasse I).

5. Ressuspender os linfécitos B (rosetas) em PBS+0.2% Na2
EDTA, enchendo o tubo até a metade. Colocar no magneto por 2 min.

6. Repetir 4 e 5, entretanto usar PBS. sem aditivos.

7. Remover o sobrenadante e ressuspender as células B em 130
ul de meio RPMI.

8. Testar a viabilidade e concentracdao (5 ul FCS + 1 ul de
células + 1 ul da solugdo "cocktail" (reagente 8).

9. Ajustar a concentragao e adicionar as células nas placas,
com os antisoros.

10. Encubar por 30 min a 22 9C e entdao adicionar 5 ul de

complemento de coelho e encubar mais 30 min.
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11. Adicionar 3 ul do cocktail e deixar a placa na geladeira
a 4 9C por 15 min , antes da leitura.

12. Os resultados sdo observados no microscépio invertido,
fluorescente. As células positivas serdo vistas em vermelho

escuro e as células negativas fluorescentes.

3.2.1.3. IDENTIFICAGAO DE ANTICORPOS ANTI-HLA.

A prova cruzada para identificagcdao de anticorpos anti-HLA
no soro de pacientes da lista de espera para transplante foi
realizada contra um painel de linfécitos de 50 indiva..
tipados para os antigenos de classe I. Essas células sao
provenientes da rotina do laboratério, tendo seu HLA conhecido
e o método é o de linfocitotoxicidade. Os resultados séao
expressos em % de positividade e as especificidades sdo referidas
quando identificadas, devendo a amostra do soro ser congelada
para posterior prova cruzada com provdvel doador cadaver. A
pesquisa de anticorpos contra painel foi realizada a cada 4
meses. A prova cruzada contra as células de doador cadaver foi
sempre realizada com os soros testados contra painel e com as
amostras coletadas por motivo dos pacientes terem recebido
transfusdes.

A pesquisa de anticorpos em soro de placentas foi realizada
contra um painel de linfécitos semelhante ao anterior. Os soros
positivos sao posteriormente testados contra um novo painel de

linfécitos totais, assim com painel (congelado) de linfécitos B,
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proveniente de pacientes com leucemia linfatica crdénica (LLC).
Antes de testar os soros positivos foil realizada a absorg¢iao dos
anticorpos de classe I com plaquetas (100 doadores).

Os resultados foram analisados manualmente e posteriormente
com o auxilio de um computador VIG II-AT e de programas

especificos.
3.2.1.4. METODOS AUXILIARES EM SOROLOGIA HLA.

3.2.1.4.1. Complemento de Coelho.

O complemento de coelho utilizado para a maior parte do
trabalho foi coletado durante o abate para consumo da carne -
aproveitamento da pele. O sangue de ndo menos de 100 animais/vez
foi coletado em frascos de 700 ml, esterilizados e sem
anticoagulante. As amostras foram deixadas por 15 min na
temperatura ambiente e apds colocadas em um isopor com gelo
{49C). Os frascos foram centrifugados apdés 3 horas da coleta e
o sobrenadante novamente centrifugado, sempre na temperatura de
40C. Os sobrenadantes foram misturados e congelados a menos 80QC
em bolsas de sangue. Para uso, cada bolsa foi posteriormente
descongelada e o soro dividido em aliquotas e congelados a -800C,

O teste do complemento foi realizado, pois estes
animais podem ter anticorpos naturais contra os eritrdcitos e
linfécitos humanos (IgM).

1. Individuos heterozigotos para o sistema HLA foram

identificados como doadores de células para o teste.



Capitulo 3 161

2. Anticorpos especificos para os antigenos do doador foram
identificados. Na maioria das vezes utilizou-se um monoclonal
anti-HLA-A3, preparando-se diluig¢des de puro até 1:16, em McCoy
com 20% de FCS ou equivalente.

3. Diluig¢des do complemento foram realizadas com o mesmo
meio e mantidas geladas até o uso.

4, Placas de Terasaki foram preparadas com 1 ul do antisoro
por orificio de acordo com o protocolo da Tabela 1.3.

5. Em cada orificio, colocou-se 1 ul de células com o
antigeno correspondente e encubou-se por 30 min/20¢9C.

6. Adicionou-se 5 ul das diluigdes do complemento e encubou-
se por 60 min/209C

7. A coloragdo foi realizada com eosina e a fixagdo com
formalina. A viabilidade e o escore foram observados.

8. O complemento serd utilizado numa diluigdo abaixo do
melhor resultado, onde houver reagdo 8+ com a maior diluigdo do
anticorpo e do complemento. Dificilmente consegue-se usar o

complemento acima de 1:2 para tipagens de classe I.
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Tab. 1.3. Protocolo para titulacf8o do complemento

Diluigdes do Anticorpo

MEIO

1:1 2:3 1:2 1:4 1:6 1:8 1:10 1:12 1:14 1:16

Diluig¢des do Complemento

3.2.1.4.2. Absorgfo com Plaquetas

1. Centrifugar 500 ml de sangue citratado por 15 min a 700g,
utilizando-se bolsa plastica. Transferir o sobrenadante rico em
plaquetas para outra bolsa. As plaquetas ficam logo acima da
camada de leucécitos ("buffy coat").

2. Centrifugar por 30 min/2000 rpm. Ressuspender o sedimento
em 8 ml de plasma e adicionar 10% de citrato.

3. Centrifugar novamente num tubo de vidro por 15 min/800
rpm (70 g).

4. Remover o sobrenadante rico em plaquetas para outro tubo
e encher com PBS + 10% ACD. Centrifugar novamente na mesma

velocidade.
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5. Repetir este procedimento outras 3 vezes para remover os
eritrécitos e linfdécitos.

6. Finalmente as plaquetas s&o sedimentadas e lavadas 3
vezes em PBS contendo 0.1% de Azida Sédica.

7. Guardar a suspensao de plaquetas em PBS+0.1% de azida até

1 ano a 49C. Lavar as plaquetas antes doc uso 5 x em PBS+0.1%

Procedimento para absorcio:

As plaquetas ap}esentam antigenos HLA-A,B e C, mas nao
possuem DR, podendo ser utilizadas para absorgao dos anticorpos
anti-classe I em soros que devem ser testados para DR. Um numero
elevado de doadores de plaquetas deve ser utilizado para que a
maioria das especificidades HLA estejam presentes, mas devendo-se
lembrar que os antigenos HLA-B8 e B12 ndo sdo bem expressos em
plaquetas, podendo ser de dificil absorgao.

O seguinte procedimento pode ser usado para soros com titulo
de anti-HLA-A,B e C até 1:8:

1. Lavar as plaquetas 5 x em PBS + 0.1% Na-azida.

2. Centrifugar as plaquetas num tubo Ependorf por 5
min/17000 g (49C). Preparar um sedimento sem PBS, para evitar a
dilugdo do soro. Remover o excesso de liquido com papel de
filtro.

3. Misturar 1 volume de soro com 1 volume de plaquetas,
utilizando-se uma pipeta Pasteur. Encubar...

4, A absorcdo poderd ser repetida caso necessdrio. Antes de

testar o soro, centrifugar 5 min/4000g/4c¢eC.
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3.2.1.4.3. Conmgeslamento & Descongelamento de Linfécitos.

Solucdo para congelamento

Preparar individualmente para cada célula a ser congelada
uma mistura contendo 10% DMSO (Sigma nQ d-5879) e 90% soro
autédlogo inativado pelo calor (ou soro AB).

Notas:

1. As células devem ser frescas, evitando-se guarda-las no
refrigerador para usar no outro dia. Caso seja muito necessario,
ndo separe as células, guarde o sangue total na geladeira até o
outro dia.

2. Identificar os tubos antes de iniciar o procedimento
(nome e data). Retirar a tampa dos tubos Beckman de 400 ul, pois
elas costumam explodir no descongelamento.

3. Todo trabalho deve ser conduzido no gelo.

Procedimento de Congelamento

1. Preparar os linfécitos de acordo com o método
convencional, centrifugar e ressuspender o  sedimento na solugao
de congelamento (gelada). Usar uma concentragao de 5—15x1&/ml.

2. Dispensar 350 ul em tubos Beckman e 1 a 1.5 ml em tubos
Nunc com rosca.

3. Colocar os tubos numa caixa de isopor com algoddo no
interior e esta ira para o freezer a -800C. No préximo dia os

tubos estdo prontos para irem rapidamente para o N liquido.
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Procedimento para Descongelamento.

E importante que as células sejam descongeladas rapidamente
e transferidas de imediato para um volume adequado de meio de
cultura gelado.

1. Retirar os tubos do N liquido e coloca-los num Becker
contendo N liquido. Descongelar as amostras individualmente por
aquecimento na palma da mao.

2, Transferir as células para um tubo rotulado com 2ml de
McCoy e coloque sobre 1 ml de solugao de Ficoll-Hipaque.
Centrifugar por 12 min/2000 rpm.

3. Transferir as células da interfase para outro tubo,
completar com meio e centrifugar por 5 min a 2000 rpm. Remover
o sobrenadante e acertar o nuimero de células para a concentragao

dese jada. Verificar a viabilidade.

3.2.2. EXTRACXO DE DNA GENOMICO.

Método de Miller (salting-out), (Miller, 1988)

1. Centrifugar 10 ml de sangue com EDTA. Coletar o creme
leucocitdrio (buffy coat) em tubo de 50 ml de volume e adicionar
40 ml do tampao de lise de eritrécitos (reagente 9) e deixar por

20 min/temperatura ambiente.
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2. Centrifugar por 10 min/3000 rpm, retirar o sobrenadante
e repetir a lavagem com tampdao de lise apds ressuspender o
sedimento. O sedimento devera ficar sem eritrécitos.

3. Resuspender o sedimento que agora contém somente
leucdécitos em 3 ml da solugdo de lise nuclear (Reagente 10a).
Adicione 600 ul de sol. de Protease K (Reagente 11 ) e 200 ul de
10 % (w/v) SDS (sodium dodecylsulfato). Misturar bem. Neste ponto
a solugcao pode ser guardada a -209C.

4., Agitar por 18 horas a 429C.

5. Adicionar 1 ml de NaCl 6 M a cada 4 ml da solugao, agitar
e deixar por 20 min/49C para completar a precipitacdo das
proteinas.

6. Centrifugar por 25 min/800g (3000 rpm). Transferir o
sobrenadante que contém o DNA para um tubo de 50 ml e adicionar
volume igual de isopropanol para precipitar o DNA. Desprezar o
sedimento que contém as proteinas.

7. Remover o DNA que precipitara com cautela, talvez com a
ajuda de uma Pasteur com ponta selada pelo calor, e colocar em
tubo Ependorf. Lavar 3 x com etanol .a 70 %, wusando a
microcentrifuga.

8. Secar o DNA e redissolver apdés em 0.5-1 ml de tampao TE
(reagente 12).

9., Guardar o DNA no refrigerador por 18 horas para que entre

em solucdo. Algumas vezes é necessdrio diluir mais com TE para

que entre em solugdo.
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3.2.3. TIPAGEM HLA POR RFLP

O método de RFLP utilizado para tipagem de HLA-DR e DQ
difere em alguns pontos do empregado no XX Workshop Internacional
de Histocompatibilidade, tendo sido apresentado na IV Conferéncia
Européia de Histocompatibilidade (Bidwell, 1990). A andlise esta
baseada no uso de Taql , Hind III e Mspl como enzimas de
restricdo para cortar as moléculas de DNA a serem posteriormente
hibridizadas com sondas curtas de cDNA para DRB1, DQBl, DQAl

(Fig. 8.1.).

3.2.3.1. DIGESTAO DO DNA COM ENDONUCLEASES.

Concentragdo de DNA:

Preparar uma diluigdo do DNA 1:50 (15 ul DNA + 750 ul TE).
Medir a densidade éptica no espectrofotdmetro em 260 (DNA) e 280
(proteina). A relagéo DNA/proteina é 2:1.

Na faixa de 260 uma DO de 1= 40 ug/ml, entdo:

DO260 x 40 x 50 x vol. DNA em ml = ug (DNA total).

Dividir DNA pelo volume em ul da amostra = ug/ul

Correr um gel de agarose para observar a quantidade e
qualidade do DNA, para tanto, acertar uma diluigcdo do DNA para
50 ng/ul e entdo usar 10 ul em cada lugar do gel. O controle sera
500 ng de DNA Lambda. Para calcular a diluicdo que deve ser
feita:

ug/ul x 1000 = ng/ul

ng/ul + 50 = fator de diluigdo (FD)
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FD x 10 (vol) - 10 = volume de azul de bromofenol (reag 13)

Vol. de DNA = 10 ul

Por exemplo: concentragcdo do DNA lambda = 500ug/867ul

500/867 = 0.576 ug/ul x 1000 = 576 ng/ul

576ng/ul + 50 = 11.52 ng/ul

11.52 ng/ul x 10 (vol.) - 10 = 105 ul de azul de bromofenol

Volume de DNA = 10 ul Concentragao final = 50 ng/ul

E importante o DNA estar em solugdao, talvez seja necessdario
aquecé-lo a 500C por 10 min. para entdo correr o gel.

Minigel:

Preparar 30 ml de agarose 0.8% em 1x TBE (reagente 14)
(0.24 g em 30 ml TBE), aquecendo em microonda ou no fogo do
Bunsen. Deixar esfriar até 60 9C , quando sera incorporado 4.5
ul de brometo de etidio (10 mg/ml). Este iGltimo reagente ¢é
carcinogénico, devendo-se ter todo o cuidado (reagente 15).

O gel é derramado na cuba que estara preparada com o pente,
deixando-se solidificar a 49C ou na temperatura ambiente. Sera
aplicado uma corrente de 70 V por 1 hora. Alguns incorporam o
brometo de etidio também no tampao TBE na concentragao de 0.5

ug/ml. O nivel do TBE devera ser 2 a -3 mm acima do nivel do gel.

Protocolo de digestédo:

1. A reacdao acontece em tubos de centrifugacdo de 0.75 ml.:
¢ 8.25 ug de solucgdao de DNA
¢ 0.1 volume de tampédo de restrigdo 10X (veja fornecedor)
& 42 U de enzima de restrigdo, adicionada em duas ocasides

de 21 U com 90 min de intervalo.
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¢ Agua bidestilada para 20 ul de volume final.

2. Encubar em banho maria por 3 horas na temperatura ideal
para cada enzima. Taql = 65¢0C, Mspl = 379C, HindIII = 379C. No
tubo com Taql é interessante adicionar 2 gotas de 6leo mineral
para evitar a evaporagao.

3. Observar se a reacgdo alcangou seu final, apés 3 horas.
Retirar 2 ul da solugao e adicionar 4 ul da solugéo émega
(reagente 16) e correr‘ﬁm minigel (70V/lhora). O DNA digerido
adequadamente produz uma mancha uniforme. Durante a eletroforese
o tubo de digestdao devera estar no banho maria. No caso do
minigel ser satisfatdrio, adicionar 3.6 ul da solugdo que
interrompe a reacgdo (reagente 17). No caso da Taql, retirar o DNA
digerido do fundo do tubo, evitando o 8leo, para entdao adicionar
os 3.6 ul da solugédo.

4, Realizar a eletroforese das amostras em gel de 20x 25 cm.
3.2.3.2. ELETROFORESE EM AGAROSE (GEL DE 20 X 25 CM.)

Preparar agarose a 0.7% (Sigma tipo V) (2.1 g de agarose +
300ml TAE + 15 ul de brometo de etidio). Caso desejar-se dividir
a membrana usar um pente de 40 lugares (2 x 20)

Correr a eletroforese a 55-60 V, por 16-20 hor;s em tampao
TAE (reagente 18), contendo 0.5 ug/ml de brometo de etidio. Usar
o fago Lambda, digerido com HindIII, como marcador do peso
molecular. Terminar avcorrida quando o marcador de 2 KB percorreu

16 cm.
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3.2.3.3. DESNATURAGCAO DO DNA E TRANSFERENCIA ( SOUTHERNBLOT )
Método : Pré-desnaturacao, Hybond N (RPN 203 N)

Desnaturacao:

1. Remover o gel do tanque, visualizar os marcadores de peso
molecular no transiluminador de ultra-violeta (302 nm) e anotar
as distancias percorridas. Ndo expor demasiadamente o gel com DNA
genémico a ultravioleta.

2. Colocar o gel em prato com 500 ml de 0.15 M HC1l (reagente
19a). Agitar gentilmente por 10 min. numa plataforma rotatéria.

3. Lavar por 30 seg. em dgua bidestilada.

4, Imergir o gel em prato com 500 ml de 0.2 M NAOH/0.6 M
NaCl (reagente 20a).

5. Lavar por 30 seg. em agua bidestilada.

6. Imergir o gel em 500 ml de 0.5 M Tris-HCl pH 7.6/1.5 M
NaCl (reagente 21). Agitar gentilmente por 30 min.

7. Trocar para 500 ml de tampao de transferéncia (reagente

22) e agitar por 5 min. Proceder a transferéncia Southern.
Transferéncia de Southern.
1. Utilizar um sistema com um tanque de plastico com

anteparo de vidro central (ou camara de eletroforese invertida)

onde ficard o gel, deitado numa superficie plana, antes porém
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coloca-se 2 folhas de papel 3 MM, molhados no tampdao de
transferéencia. Retirar bolhas de ar rolando uma pipeta (Fig.
1.3.)

2. Colocar uma folha de papel 3 MM (molhado no tampdo de
transferéncia) 2 cm maior em comprimento e largura do que o gel.

3. Colocar o gel com todo cuidado para ndo quebrar no centro
do anteparo. Selar as bordas com parafilme.

4, Depositar em cima do gel uma folha de membrana Hybond N
(Amersham), 1 cm maiorvdo que o gel (ndo é necessario molhar
préviamente). Retirar bolhas.

5. Depositar mais duas folhas de papel 3 MM molhadas e 2 cm
maiores do que o gel. Retirar bolhas.

6. Colocar 10 cm de papel adsorvente em cima deste sistema
de transfereéencia.

7. Colocar um prato invertido e um peso de 2 KG por ultimo.

8. Encher o recipiente (tanque plastico) com 1 litro de
tampdo de transferéncia e deixar por 18 horas.

9, Apés a transferencia, deitar o "sandwich" (membrana-gel)
com a membrana na parte de baixo, numa folha:- de papel Whatman 3
MM, Marcar a posigdo dos orificios do gel com uma caneta e entédo
desprezar o gel.

10, Lavar rapidamente a membrana em 500 ml de tampdo de
transferencia por 10 min e secar ao ar.

11, Irradiar a membrana com o transiluminador de
ultravioleta por 3-5 min (face do DNA para baixo). A dose dtima
talvez tenha que ser testada para cada transiluminador, veja as

intrucdes incluidas com as membranas Hvbond N.
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12. Guardar a membrana em superficie plana a 4 QC em
envelope de politeno selado pelo calor, contendo 60 ml de tampéao
TE (reagente 12). Verifique que exista pelo menos 2 cm de espago
em um dos lados, tornando possivel cortar e fechar o envelope

numa segunda etapa.
3.2.3.4., PRE-HIBRIDIZAGZXO.

1. Para cada memb;ana de 20 x 25 cm, preparar a seguinte
solugéao:

¢ 25 ml de formamida deionisada (reagente 23)

¢ 5 ml de solugdo de Denharts (reagente 24)

¢ 8.3 ml 30X SSPE (reagente 25)

¢ 5 ml de 10% w/v SDS

¢ 5 ml de 50% w/v sulfato de dextran (reagente 26)

2. Remover 20 ml e colocar num frasco esterilizado, para ser
usado na hibridizacd&o. Aos restantes 28.3 ml, adicionar 1.2 ml
de DNA de salmdo sonicado e fervido {(reagente 27)

3. Esvaziar o envelope que contém & membrana em TE,
susbstituindo-o por 29.5 ml de solucdo de pre-hibridizagéao.
Remover o ar e selar com calor. Realizar uma massagem na membrana
para ter certeza de que o fluido estd tendo contato com a mesma.
Preparar um outro envelope para colocar o anterior. Selar com
calor.

4, Encubar em banho maria a 429C de 4-18 horas. O envelope

devera ficar plano (nao pressionado) e mergulhado na &gua.
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3.2.3.5. MARCAGAO DA SONDA E HIBRIDIZAGAO.

Os probes de DNA devem ser guardados em aliquotas de 40 ul
a -209C em tubos de microcentrifuga¢do de 1.5 ml.

1. Descongelar uma aliquota da sonda e colocar em Aagua
fervendo por 4 min. Gua;dar a 379C até o uso.

2. Num tubo de microcentrifugadora de 1.5 ml, iniciar a
seguinte reacao de 50 ul:

¢ 10 ul de tampdo OLB (reagente 28)

€ 2 ul de BSA (10 mg/ml) (reagente 29)

¢ 30 ul da sonda de DNA

¢ 5 ul de [a *P] dCTP (3000 Ci/mmol; Amersham PB10205)

¢ 3 ul de DNA polimerase (6 unidades) - fragmento Klenow

3. Vortex e centrifugar momentaneamente na
microcentrifugadora. Encubar a 372C por 3 horas (ou durante a
noite, na temperatura ambiente).

4, Adicionar 0.2 ml da solugdo para interromper a reagao
(reagente 30) e 0.5 ml DNA sonicado de esperma de salmédo, fervido
(reagente 27). Vortex e centrifugar momentaneamente. Fazer um
furo na tampa do tubo (para sair ar) e colocda-lo em dgua fervendo
por 10 min e entdo em banho de gélo por 5 min.

5. Remover a mistura para uma seringa de 10 ml com agulha
grossa. Na mesma seringa aspirar 5 ml da solugdo de hibridisacgéao

previamente preparada e 4 ml de ar. Misturar gentilmente o
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contetudo e filtrar em membrana de 0.45 mu para dentro dos 15 ml
restantes de solucdo de hibridizacdo. Usar o ar no interior da
seringa para forgar a passagem do residuo de liquido original
pela membrana. Misturar.

6. Cortar o canto do envelope de pré-hibridizagdao e espremer
a solugdo. Usar uma seringa nova para adicionar a éolucéo de
hibridizacdo (20 ml). Remover bolhas e selar. Massagear o
envelope, coloca-lo em outro envelope e selar. Retornar para o

banho maria a 429C de 18-40 horas.
3.2.3.6. LAVAGEM DAS MEMBRANAS E AUTORADIOGRAFIA.

1. Remover a membrana de hibridizacdo do envelope e colocar
em caixa de politeno com tampa.

2. Lavar da seguinte maneira, usando uma plataforma
rotatdéria (para lavagens na temperatura ambiente) e um banho
maria, com agitacgdo, para as lavagens a 65 QC:

'y 2 X 5 min em 500 ml 2X SSPE (diluir reagente 31)-

temperatura ambiente.

¢ 2 X 15 min em 500 ml 2 X SSPE/0.5%SDS - 65¢9C.

¢ 1 X 15 min em 500 ml 0.2 X SSPE/0.5%SDS - 65¢2C.

3. Secar a membrana no ar e embrulhar em papel "clinfilm".
Colocar no casete intensificador e expor ao filme de raio X
(Kodak X-Omat AR5 ou equivalente) durante a noite a -802C. Re-

expor entre 3 e 6 dias de acordo com a intensidade do sinal.
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3.2.3.7. RETIRADA DA SONDA (DESIBRIDIZACZO).

As membranas podem ser re-hibridizadas seqiencialmente com
outras sondas como DRB, DQB e DQA, apdés a retirada da sonda
anterior.

1. Lavar as membranas em 500 ml O.1N NAOH, 15 min na
temperatura ambiente.

2. Lavar duas veze; em 500 ml 2X SSPE, 5 min a temperatura
ambiente.

3. Secar no ar, colocar em envelope de politeno e guardar

com tampao TE. Usar quando necessario.
3.2.3.8. INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS.

Os resultados dependem da experiéncia do técnico em
interpretar os sinais de hibridizagdo que se referem a cada alelo
HLA de classe II. Para tanto é aconselhado o estudo em DNA de
células homozigotas, procurando identificar primeiramente os
sinais referentes a cada antigeno, assim como é de interesse
interpretar os resultados de posse de tabelas que mostrem os

locais das bandas para cada alelo (Tab. 9.1, 10.1, e 11.1.).
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3.2.4. TIPAGEM HLA COM OLIGONUCLEOTiDIOS SINTETICOS-PCR.

3.2.4.1. INTRODUCAO.

A identificagdo dos alelos HLA-DQAl e DQB1 por hibridizagao
com oligonucleotidios sintéticos, apés amplificacdo com o método
de PCR, foi realizada de acordo com a literatura (Saiki, 1985;
Horn, 1988; Morel, 1988; Saiki, 1986; Todd,1987). As sequéncias
de 7 DQB1 e 4 DQAl oligghucleotidios especificos foram descritas
(Morel, 1988; Todd, 1987; Todd, 1990) e encontram-se na tabela
2.3.

O protocolo para a amplificagdo do DNA com TAQ polimerase
{Perkin Elmers-Cetus, Norwalk, CT) utilizou duas reag¢des de PCR,
com 32 ciclos cada uma e com volumes de 25 ul para a primeira e
50 ul para a segunda. DQAl foi amplificado com os primers 26a e
27a na primeira reagdo e 1 ul deste produto foi amplificado
novamente com os primers 26a e 27b ("nested primers") na segunda
reacdoc (seqiiéncias dos primers na tabela 2.3.). DBl foi
amplificado com os primers GAMPDQXB2 e GLPDQB3 na primeira
reagdo, sendo que 1 ul deste produto foi amplificado na segunda
reagiao com os primers GAMPDQXB2 e GLPDQB2 ('"nested primer").

Essa conduta de amplificagdo, Jja descrita anteriormente
(Todd, 1989), possibilita sinais mais fortes e reduz
ambigiliidades. Os alelos de DQAl tém sido classificados em 4
familias (Scharf, 1986; Todd, 1990): Al associado com DR1, DR2
e DR6; A2 com DR7; A3 com DR4 e DR9; A4 com DR3, DR5 e DR8. Esses

grupos podem ser distinguidos por 4 sondas de oligonucleotidios
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(Tab., 2.3.). Os alelos de DQB1 sao: DQW5 (1.1), DQW6 (1.2), DQW2,
DQW7 (3.1-57), DQW7 (3.1-26), DQW8 (3.2), DQW4, DQW9 (3.3) e
podem ser reconhecidos pelos é6ligos descritos na mesma tabela.

A extragao do DNA foi realizada pelo método de "salting out"”
(veja extragcdo de DNA), sendo que, apés a amplificagao, 20% do
DNA foi transferido para um filtro de nitrocelulose ("dot-blot"),
utilizando~-se um multi-dispensador com vacuo (B.R.L. manifold).
O DNA foi fixado na membrana por aquescimento a 80 9C durante 2
horas e apds foi pré-hiﬁridizado a 42 oC e hibridizado durante
a noite na mesma temperatura. No outro dia, as membranas foram
lavadas na temperatura especifica de cada probe de acordo com a

férmula proporcional ao numero de bases: [Td= 4(G+C) + 2(A+T)].

3.2.4.2. AMPLIFICAGAO DO DNA PELA REAGAO EM CADEIA DA

POLIMERASE (PCR).

A reagidao é feita em microtubo de ensaio préprio para o
térmo-ciclo, onde é adicionado em primeiro lugar o DNA e apds a
mistura de amplificagdo (preparada a parte).- No final adicionar

1 gota de éleo para evitar a evaporacao.
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A reacao do PCR
1. DNA 250 ng/reacao (100 ng/ul) usar 2.5 ul.
Veja diluicdo do DNA (reagente 32)

2. Tampao 10 X PCR

dNTP'S (4 mM) 1.25 ul
MgCl 2 (40 mM) 1.25 ul
KCL (1M) 1.25 ul
Tween 20 (2%) 1.25 ul (reagente 33)

Tris/HC1 pH 8.4 (200mM) 1.25 ul (reagente 34)

3. Primers (500 ug/ml)

A. 0.25 ul
B. 0.25 ul
4,Taq polimerase 0.125 ul
5. Agua autoclavada 15.6 ul
TOTAL 25 ul/reacao

Condig¢oes para amplificacao de DQRAl

32 ciclos de:

Desnaturacgéo 940C 1 min
Anelamento 55eC 1 min
Extencao 720C 30 seg

Apds o término, a extensao sera prolongada por 10 min/720C,
finalizando com o resfriamento a 109C até o momento de retirarmos

as amostras da maquina (Termo-ciclo, Perkin Elmer-Cetus, EUA.)
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Condi¢oes para amplificacdo de D@B1

1 ciclo de: 31 ciclos de:
Desnaturacgao 93eC 5 min 932C 2 min
Anelamento 39eC 3 min 392C 2 min
Extensao 642C 3 min 642C 2 min

Apés o término, a extensao sera prolongada por 10 min/722C,
finalizando com o resfriamento a 100C até o momento de retirarmos

as amostras da maquina (Termo-ciclo, Perkin Elmer-Cetus, EUA.)

Obs. E importante trabalhar com os reagentes no gelo. A Taq
vird direto de -20 9C para ser utilizada. A Taq polimerase deve
ser colocado por uUltimo e o DNA por primeiro. Caso deva-se usar
mais DNA, diminuir o volume de &dgua.

Esta é uma receita para 1 amplificacgao, mas normalmente sao
feitas diversas, logo costuma-se misturar o tampao + primers +
agua num mesmo tubo e deixar por 15 min no ultravioleta de 254
a 300 nm (profilaxia da contaminagdo). Apés adiciona-se a Taq e
mistura-se (vortex).

Dispensar 22.5 ul em cada tubo que ja devera conter 2.5 ul
de DNA. Misturar (vortex) e centrifugar. Adicionar 1 gota de éleo
previamente irradiado no ultravioleta por 15 min. E aconselhavel
preparar um tubo controle com ad4gua em lugar do DNA que servira
de controle de possivel contaminacao.

Realizar eletroforese (minigel ) para observar a existéncia
de banda do produto amplificado. Usar agarose a 2% (0.8 g + 40
ml de TBE, tampdo TBE (50 ml 5x TBE + 200 ml de agua), 50 V

durante 1 hora (80 mA).



Tab. 2.3. Primers, sondas e temperaturas de lavagem
DQA1 SEQUENCIA oc DQB1 SEQUENCIA
GH 26a GGTGTAAACCTTGTACCAG GAMPDQXB2 CCACCTCGTAGTTGTGTCTGCA
GH 27a GGTAGCAGCGGTAGAGTTG GLPDQB3 GATTTCGTGTACCAGTTTAAGG
GH 27b GTAGAGTTGGAGCGTTA GLPDQB2 TGCTACTTCACCAACGGGAC
Al TGAGTTCAGCAAATTTG 46 DQS (1.1) GGCGGCECTGTTGCCGAG
A2 TCTAAGTCTGTGGAACA 48 DQ6 (1.2) GGCGGCCTGATGCCGAG
A3 TTCCGCAGATTTAGAAG 48 DQ2 GCTGGGGCTGCCTGCCG
A4 GTTTGCCTGTTCTCAGA 48 DQ4 TGGAGGAGGACCGGGCG

DQ7 (3.1-57) GGCCGCCTAARCGCCGAG

DQ7 (3.1-26) CGTGCGTTATGTGACCA

DQ8 (3.2) GGCCGCCTGCCGCCGAG

DQ9 (3.3) (3.1-57) posit. (3.1-26) neg.
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3.2.4.3. PROTOCOLO PARA FIXACAO DO DNA EM MEMBRANA.

O DNA apés a amplificacdo deve ficar a 49C ou congelado. No
caso de desejarmos sua fixacado em membrana de nitrocelulose,
devemos preparar a solucgdao para "dot-blot" (reagente 35) e seguir
os seguintes passos:

1. Rotular tubos Ependorf com a identificacdo das amostras.

2. Adicionar 10 ou 20 ul de DNA em cada tubo. Em caso de
desejarmos ter 2 cépias do mesmo DNA em filtros iguais
(hibridizagdes com sondas diferentes), utilizamos a reagao:em
dose dupla e dispensamos duplamente na membrana, a qual sera
posteriormente dividida, fornecendo dois pedacos iguais e com a
mesma disposicdo dos produtos DNA.

3. Adicionar 104 ou 208 ul da solucdo "dot-blot"

4, Deixar 10 min no gélo.

5. Adicionar 114 ou 228 ul de 2 M NH4 acetato. Neste momento
pode-se congelar o material para prosseguir no outro dia, ou,

5. Preparar o aparelho para a transferéncia ("manifold
B.R.L.), com 2 membranas de papel 3 MM e o filtro de
nitrocelulose do tamanho correto. Escrever no filtro a sua
identificagdo, pois esta é a melhor oportunidade (filtro séco).
Ndo deixar de escrever o mapa no caderno com a localizagdo de
cada amostra no(s) filtro(s).

6. Lavar inicialmente os orificios com 114 ou 228 ul de 1
M NH4 acetato

7. Colocar 110 ul da solugdo que contém o DNA em cada

orificio e sem demora,
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8.
9.
10.
11,

12.

3.2.4.4.

Os

Lavar com 200 ul de 1 M NH4 acetato.

Lavar os filtros por 5 seg. em 6 X SSC (diluir r.36).
Secar os filtros no ar por 20 min.

Colocar na estufa a 800C por 2 horas.

Guardar entre papel 3 MM até o uso.

MARCACAO DOS OLIGONUCLEOTIDIOS coM %!p.

oligonucleotidios foram sintetizados no aparelho DNA

Svnthesizer 380 B (Applied Biosystem Com.) e marcados pela

técnica

da T4 Polinucleotide Kinase.,

Reacao de kinase:

1 .

10.

11,

Agua bi~-destilada 22.4 ul
0.1 M DTT (Dithiothreitol) 1 ul (sol.2.2M)
10 X tampdo kinase (Mg-Tris) (reag. 37) 3 ul
500 ug/ml oligonucleotidio 0.8 wul
Polinucleotide kinase (5U/ul) 0.8 wul (-202C)
(Pharmacia cat. 27 90734-02) 1000 U
32 P-Gama-ATP . 2 ul (ou 1 ul)
Centrifugar
Encubar 372C/40 min.
Aquecer 709C/10 min.

Rapida centrifugacéo.

Purificacdo em coluna de Sepharose DE 52

a. DE Sepharose 1 ml (produz leito de 0.5 ml)

b. Lavar com 5 ml de TE 10/1 pH8 (Reagente 38)

¢. Adicionar 70 ul TE aos 30 ul da oligo-mistura
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d. Colocar os 100 ul na coluna e a seguir 1 ml TE 10/1

e, Eluir a gama ATP livre com 5 ml TE 10/1 + 0.2 M NaCl

f. Eluir 6ligos ¢/ TE 10/1+0.5 M NaCl (3 vézes/0.5ml)

Coletar 3 amostras de 0.5 ml em Ependorfs. Examinar a
radiotividade e guardar a "mais quente” a -209C (quase sempre é
a segunda). Veja TE 10/1+40.2M NaCl (reagente 39) e TE 10/1+ 0.5

M NaCl (reagente 40),

3.2.4.5. PRE-HIBRIDIZACAO

Lavar as membranas rapidamente com 6 X SSC (diluir reag. 36)
(60 ml de 20 X SSC + 140 ml de a4gua). As solugdes a seguir podem

ser utilizadas para 1 ,2 ou 4 filtros.

Solugao 1 x 5 ml 2 x 5 ml 4 x 5 ml
3 ml H20 5.8 12
0.25 ml 100 x Denhardts 0.5 1
0.25 ml 10% SDS 0.5 1
1.50 ml 20 x SSC -3 6
50 ul tRNA (20 mg/ml) 0.1 0.2

Colocar num envelope de politeno e encubar 42092C/20 min com
movimento suave. Nao esquecer de massagear o envelope com as

membranas antes da encubacgdo.
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3.2.4.6. HIBRIDIZAGAO

A hibridizacdao acontece com a retirada do liquido de pré-
hibridizagcdo e substituigdao pelo de hibridizagao. O trabalho
devera acontecer atrds de escudo de protegiaoc contra a irradiagéo,

assim como deve ter acontecido na marcacdo dos éligos.

Solucdo de 2.5 ml 2.5 x 4 ml 2.5 x 15 ml
25 ul 10% SDS ) 100 ul 375 ul
0.75 ml 20 x SSC 3 ml 11.25 ul
1.75 ml H20 7 ml 26.25 ml
50 ul da sonda 100 ul 130 ul

Encubar em politeno duplo a 422C durante a noite.

3.2.4.7.LAVAGEM DOS FILTROS.

Lavar os filtros na temperatura adequada (TM) para cada
6ligo (Tab. 2.3.) - 2 vézes 30 min. em 6 x SSC/0.1% SDS (180 ml
20 x SSC + 410 ml H20 + 10 ml SDS 10%).

A solucdo deve ser aquecida a 49C acima da TM e colocada na
caixa de vidro ou plastico que devera estar dentro do banho maria
na temperatura TM (usar leve agitagdo). E importante manter a
temperatura correta, mesmo na troca da solugdo.

As membranas nao podem secar. Cobrir com clinfilm
imediatamente! Controlar a radioatividade <com o Geyger,
aproximando-o da membrana. Auto-radiografar durante 1 hora e

observar a necessidade de deixar mais tempo.



Capitulo 3 186

3.2.4.8. INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os controles da reacao sao DNA de células homozigotas para
o sistema HLA. Uma especificidade de cada alelo deve estar
presente para demonstrar o controle positivo com cada éligo. O
controle de contaminagdo sera H20 no lugar de DNA.

As membranas terao funcionado adequadamente, caso
observarmos distintas m;nchas ("dot spots) em alguns locais e
auséncia em outros. O local do DNA controle sera positivo.  As
sondas sdo capazes de revelar o filme de Rx, quando encontram a
respectiva porgao especifica de DNA. Somente o lugar onde estava

fixado este DNA ficard positivo, enquanto nos demais lugares n&o

sera observado o sinal (Fig. 2.3.).
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Fig. 2.3. Resultados da tipagem HLA-DQW8 pela técnica do PCR

As manchas negras correspondem aos produtos da reacao do PCR de
individuos portadores de HLA-DQW8, sendo que os individuos
negativos encontram-se horizontalmente entre os positivos,
correspondendo aos espacos em branco.
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(%)

.2.4.9. RETIRADA DAS SONDAS PARA RE-HIBRIDIZAGXO.

As sondas podem ser retiradas das membranas sem alterar o
DNA fixado, portanto basta seguir o protocolo e apés hibridizar
com outra sonda.

1. Lavar 2 vezes no tampdo "stripper" (reagente 41)

2. Lavar rapidamente no tampao de neutralizacao (reag.42)

3. Lavar 2 x 20 min em 5 x SSPE (200 ml 20xSSPE+600ml H20)

E importante que" os filtros nao sequem. Manter entre

clinfilm ou em 2 x SSC.

3.2.5. ANALISE ESTATISTICA.

3.2.5.1. COEFICIENTE DE CORRELAGAO

As especificidades dos anticorpos anti-HLA no "screening"
de anticorpos em placentas foram identificadas por intermédio de
um programa de computagdo para microcomputador PC que avalia o
grau de associagdao em tabelas 2x2, calculando o valor da
coeficiente de correlagdo (R). R= 4 X2?/N, onde X?=qui quadrado
e N=tamanho da amostra. Somente valores acima de 0.4 foram
considerados para fins de andlise. Os melhores soros terdao R de
1, ou préximo da unidade, entretanto soros muito uteis podem

existir com valores mais abaixo.
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3.2.5.2. AVALIACAO DO RISCO RELATIVO

O método utilizado para comparar doencas em diferentes
populagdes foi o desenvolvido por Woolf e modificado por Aldane
(Woolf, 1955; Aldane, 1956). Nestes estudos s#o necessarios a
frequéncia dos antigenos HLA na populagdo afetada e no grupo
controle. A andlise dos dados inicia com uma tabela 2x2, contendo
o numero de individuos ;ositivos e negativos para o antigeno no

grupo de pacientes e controles.

Nimero de Individuos
Positivos p/ Negativo p/
o Antigeno o Antigeno

Pacientes a c
Controles b d

A incidéncia da doeng¢a nos individuos positivos para o
antigeno sera a/b x alguma constante e para os individuos
negativos, c/d X a mesma constante. A 1incidéncia relativa X

definida por Woolf é:

X:Q-Lh:.a_.q (1)
c/d be

Obs. A constante que estaria presente no numerador e.
denominador foi cancelada.

Na literatura que trata da relagdao HLA com doengas o termo

U

"risco relativo" foi adotado para o valor de X (Simons, 1984:
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Tiwari, 1985). O risco relativo (RR) representa, guantas vezes
a doenca é mailis frequente nos individuos positivos para
determinado antigeno do que nos negativos para o mesmo.

Caso a/c e b/d forem similares, entdo o RR sera prdéximo da
unidade. Caso < 1 , o antigeno é menos frequente nos pacientes
do que nos controles. Quando > 1 , o antigeno é mais frequente
nos pacientes do que nos controles.

A férmula de Haldane ¢é mais utilizada para amostras

pequenas, podendo ser representada por:

- (22 + 1) (2d + 1) (2)
(2b + 1) (2c + 1)

A seguir calcula-se:

y= log, X (3) e apdés a variancia:
ye 1, _1 . _1 ,_1 (4)
a + 1 b + 1 c + 1 d + 1
entdo, o péso de V sera W= 1/V (5)
para finalmente: X* = W x y? (6)

O X?> 3.84 indica que o RR é significantemente superior a
a l, ou seja, o antigeno esta associado a doenga. O nivel de
significancia é analisado em termos de valor;s de probabilidade
(p). Quanto menor o valor de p, maior é a chance de que o valor
do RR nao tenha sido ocasionado por chance ao acaso. Para dados
biolégicos, aceita-se valores de p £ 0.05. O valor de p para um
X%2= 3.84 é o préprio 0.05.

A relacdo do HLA com doengas compara muitos antigenos de
cada locus. Deve-se utilizar a férmula de Bonferoni para eliminar

a possibilidade de uma relacdo irreal de associacdo, devido ao
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numero elevado de comparagdes. Para tanto, multiplica-se o valor
encontrado para "p" pelo numero de antigenos testados.
O valor dos limites de confianca devem ser calculados e para

tanto necessitamos conhecer o desvio padrao (SD):

SD = Jvariancia (7)
v (log, RR) + 2 SD  (8)
v + 2 SD = a

v - 2 8SD = b

. FY ~ X
O valor superior sera: e fungao e

O valor inferior sera: eb " (10)

(9)

Para o calculo do X? com o respectivo valor de p,
existem diversos pacotes de programas de computagao que facilitam
os calculos, assim como oferecem numeros mais aproximados. Este

foi o caso com os cdlculos realizados para os capitulos a seguir.

Exemplo de cdlculo manual:
Associacdo do antigeno HLA-DR4 na populagdo branca com
pénfigo, comparada com controles normais.

Pacientes positivos para DR4: n2 = 89. %+ 44

Controles positivos para DR4: nQ = 128 %+ = 10

a=39,16 c=49,84 b=12,80 d=116,20

RR= 6.854 (2) W= 7.937 (5) e°=2.62 elev.e’=13.80 (9)
v=1.925  (3) X*=229.412 (68) e'=1.22 elev.e’=3.40  (10)

v=0.126 (4) SD=0.35 (7) 95% LC= 3.40 - 13.80
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3.2.5.3. PROBABILIDADE RELATIVA DE PATERNIDADE (PRP)

O teorema de Bayes (1763) é a base para os calculos
utilizados na investigagféo de paternidade, quando utiliza-se o
sistema HLA. Para exemplificar, vamos utilizar um caso ficticio:

Qual a probalilidade de que um pai A1,A2,B7,B8 transmita o
haplétipo A1,B7 ? O fenétipo anterior permite existir dois
genétipos correspondentes: A1,B7/A2,B8 e A1,B8/A2,B7. Vamos supor
que exista a possibilidéde de recombinagdes entre os locos A e
B na freqiiéncia mw (=0.08). A probabilidade de que um individuo
A1,B7/A2,B8 transmita o haplétipo Al1,B7 para seu filho sera:

P1, 0.5 [1-n] 2plp2 + 2n p3pd (1)
2(plp2 + p3p4)

onde, pl,p2,p3,p4 sdo as frequiiéncias respectivas dos
haplétipos A1,B7; A2,B8; Al1,B8; A2,B7. A férmula (1) pode ser
simplificada, anulando-se o 0,5 e o primeiro 2 do numerador,

assim como substituindo nm por 0.08.

P1, 0.92 x plp2 + 0.16 x p3p4 (2)
2(plp2 + p3p4)

P2 é igual a probabilidade de transmissdo do mesmo haplétipo
ou alelo A1,B7 por um individuo da populagdo ao acaso. Neste caso
o valor é o da freqgiéncia do mesmo Al,BT7.

Existem hipdéteses formuladas para a probabilidade. A
hipétese "a priori"”, relaciona-se com a presungdo de que o pai
biolégico é o acusado. As outras hipdteses sao a de neutralidade

e a de que o acusado é improvavel de ser o verdadeiro pai. Para
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cada uma utiliza-se valores diferentes na férmula do teorema de
Baves . Na pratica, utiliza-se o valor de 0.50 (neutro) na

férmula anterior a referida abaixo (simplificada).

(3)

P3, 1
, B2

1

1

Para o cadlculo, substituir os valores de Pl e P2 em P3. Os
valores das freqiéncias sdo importantes e sempre que possivel
deve-se usar valores loéais e de acordo com a raga.

Internacionalmente, aceita-se os seguintes valores para os
resultados: probabilidade muito forte de paternidade, acima de

95%; probabilidade provavel, entre 80% e 95% e improvavel abaixo

de 80%.

3.2.5.4. CURVAS DE SOBREVIDA

As curvas de sobrevida dos transplantes foram computadas de
acordo com o método de Kaplan-Meier (tabelas de sobrevida
actuarial), sendo empregado o teste estatistico "log rank” na

comparagao entre duas tabelas.
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RESULTADOS

4.1. IDENTIPICACAO E CARACTERIZAGAO DE ANTICORPOS ANTI-HLA
EXTRAIDOS DE PLACENTAS HUMANAS.

Foram identificadas 468 placentas com reatividade anti-
linfocitaria, apés a prova cruzada contra um painel de linfécitos
totais. Este numero corresponde a 16% do total, estando entre a
média de pesquisas anteriores (Thorsby, 1970), entretanto a
reatividade ndo quer dizer presenga de anticorpos utilizaveis
clinicamente. A maioria dos soros foram fracos ou
multiespecificos, ndo sendo possivel caracterizar
especificidades, para uso como reagente HLA. Nas tabelas 1.4.,
2.4, e 3.4. estdo relacionados os soros de valor encontrados
nesta pesquisa.

Foram identificados 24 soros anti-HLA-A e 32 anti-HLA-B.
Estes 56 soros correspondem a 11.96% das placentas com
reatividade anti-linfocitaria. Outros 26 soros anti-DR e DQ foram
caracterizados com o painel de linfécitos B de pacientes com
leucemia linfatica crénica (LLC), alcangcando a frequéncia de

5,55%. O total de anticorpos de qualidade alcangou a 82,
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correspondendo a somente 17.5% dos soros com reatividade e a
3.15% do numero total de placentas.

A freqliiéncia de sensibilizag¢do nas multiparas alcangou
16.41% nas primiparas, 35,82% nas com duas gestacgoes, 22.38% nas
com trés e 25.37% nas com quatro ou mais gestagdes. Este
resultado ja era esperado por observagdes anteriores (Nymand,
1971).

Os anticorpos mais freqiientemente encontrados foram HLA-AZ2,
sendo 9 monoespecifico;, 6 associados com A28 e um com CW6. No
loco B os anticorpos anti-HLA-B5/B35, Bl17 e B7 foram os mais
frequentes, enquanto os anti-HLA-DR7 e DR4 foram os mais

encontrados contra os antigenos de classe II.
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Tab. 1.4. Resultados da Pesquisa de Anticorpos Anti-HLA Classe
I no Soro de Placentas.

SORO No HLA R % REAGOES FORTES
JO 7001 Al 0.74 80
B8 0.60 78
RE 0138 Al 0.74 94
All 0.70 94
RS 2726 A2 0.83 100
PR 2315 A2 0.82 100
PR 2036 A2 0.90 98
RE 1946 A2 0.86 94
CA 7025 A2 0.77 82
PR 850 A2 . 0.76 78
PR 0267 A2 0.82 95
PR 0432 A2 0.80 96
CE 7007 A2 0.78 90
ML 7009 A2 0.77 96
A28 0.60 80
PR 1114 A2 0.79 96
A28 0.56 85
PR 0636 A2 0.60 93
A28 0.55 86
RE 2484 A2 0.80 96
A28 0.75 ' 90
PR 2398 A2 0.82 96
A28 0.78 87
PR 1736 A2 0.71 99
A28 0.70 90
PR 2382 A2 0.78 93
Cw6 0.54 87
RS 2742 A3 0.95 100
MG 0081 A3 0.73 87
IV 7042 A9 0.55 82
CL 7008 A9 0.71 . 60
PR 1136 A9 0.66 85
CE 7002 A30 0.90 90
B13 0.87 90

Obs. R é o valor do coeficiente de correlagdo. A percentagem de
reagdes 6+ e 8+ na leitura do teste de linfocitotoxicidade pode
ser observada na coluna da direita.
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Tab. 2.4. Resultados da Pesquisa de Anticorpos Anti-HLA Classe
I no Soro de Placentas

SORO No HLA R % REACOES FORTES
PR 2433 B5 1 100
RO 7077 B5 0.87 68
B35 0.80 75
PR 1218 B5 0.75 66
B35 0.60 70
RE 0139 B5 0.66 62
B35 0.65 74
PR 2335 B5 (51) 0.75 77
B35 0.66 64
PR 2245 B5 (51) 0.80 50
RE 2113 B35 0.88 80
PR 2364 B35 0.80 85
PR 2439 B7 0.78 92
PR 0594 B7 0.93 90
RO 7000 B7 0.65 75
B27 0.54 70
RS 2277 B7 0.64 82
B62 0.40 82
RE 2141 B8 0.77 66
PR 0578 B8 0.54 78
PR 2490 B12 0.94 91
RE 1888 B12 (44) 0.87 80
PR 0517 B17 0.70 71
PR 2334 B17 0.63 40
RE 2042 B17 0.64 66
B44 0.60 64
PR 2418 B17 0.51 75
B27 0.50 75
LU 7006 B17 0.46 75
B7 0.46 75
PR 0515 B18 0.54. 63
B5 0.51 50
PR 0689 B22 0.47 80
RS 2676 B27 0.55 75
A24 0.60 75
VK 7087 B40 0.90 60
RS 2353 B40 0.75 90
RE 1869 B40 0.66 93
RE 2646 B40 0.40 80
B44 0.60 80
RE 2207 B57 0.64 71
Al1 0.61 75
RE 2196 Bw4 0.57 82
PR 0607 Bw4 0.50 83

RE 2125 Cw7 0.57 76
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Tab. 3.4. Resultados da Pesquisa de Anticorpos Anti-HLA Classe
II no Soro de Placentas.

SORO N© HLA R % REAGOES FORTES
RE 2042 DR2 0.71 75
RS 2714 DR3 0.89 80
RE 2126 DR3 0.62 100
RE 2141 DR3 0.55 90
DR7 0.65 87’
LU 7006 DR4 0.76 77
RE 2147 DR4 0.78 50
PR 1909 DR4 0.70 80
PR 2433 DR5 0.85 90
PR 2418 DR5 ) 0.52 76
RE 2300 DR7 0.76 77
VE KAMP DR7 0.67 85
PR 2335 DR7 0.91 85
PR 2494 DR7 0.91 100
RS 2678 DR7 0.78 50
CA 7025 DR7 0.67 66
RS 2716 DR7 0.67 50
RS 2643 DRS 1.00 70
RE 1869 DR8 0.68 50
RE 2196 DR8 0.64 87
PR 0515 DRS 0.87 100
CL 7008 DR11 1.00 40
RE 2548 DRw52 0.46 100
PR 2811 DQW1 0.94 90
PR 0565 DQ1 0.71 55
RE 2232 DQ2 0.60 40

RE 2169 DQ5 0.79 100
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4.2. INVESTIGAGAO DE PATERNIDADE NO RIO GRANDE DO SUL: RESULTADOS
DA UTILIZAGXO DA IMUNOGENBTICA HLA.

A exclusdo da paternidade é possivel de acordo com duas
regras muito simples:

a) Um individuo é excluido da paternidade quando a crianga
apresentar um alelo ausente, tanto na mée como no proéprio.

b) A crianca deve apresentar um gendétipo compativel com o
fenétipo dos pais biolégicos.

Pode~se observar ser possivel excluir o hipotético pai,
mesmo na auséncia da mde. Para tanto é necessdrio que todos os
alelos da crianga e do acusado sejam expressos. O filho devera
apresentar metade dos alelos paternos, caso contrario havera
exclusao.

A probabilidade relativa de paternidade é o melhor resﬁltado
estatistico que se pode calcular, quando o possivel pai nao é
excluido na pericia. O método mais utilizado é derivado do
teorema de Bayes, considerando-se como indice de forte
probabilidade os resultados acima de 95%, de provavel paternidade
entre 80% a 95% , sendo improvavel a paternidade com numeros
entre 60% a 80% . O cdlculo da probabilidade de paternidade esta
descrito no capitulo 3.2.5.3.. Existem diversos programas de
computagdo que permitem realizar, com facilidade, o cdlculo deste
indice, assim com possibilitam o somatério de resultados de
diversos sistemas genéticos utilizados. Os resultados
apresentados foram analisados pelo programa "Det-Pater" da Oblea

Solutions Company (EUA), alimentado com freqgiiéncias génicas e
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haplotipicas da populagao caucasdéide do RS (dados ndao incluidos).

Os resultados sdo observados na tabela 4.4.. A maioria dos
casos é proveniente do interior do Estado (76%), sendo que 42%
foram casos encaminhados pela Justica. Dos 66 casos investigados,
42 (64%) foram solucionados exclusivamente pelo estudo do sistema
HLA. Em 10 casos, houve a necessidade de acrescentarem-se os
grupos sangiiineos ABO, MNSs e Rh (CcDEe). Os resultados
expressam-se em '"'probabilidade cumulativa de paternidade" (Tab.
5.4.). O nuimero de exclusdes foi de 14 (21%) (Tab. 6.4.).

A média de probabilidade relativa de paternidade nos casos
resolvidos pela tipagem HLA foi de 96.85%. Nos casos em que os
grupos sangiiineos foram associados, a probabilidade cumulativa

média foi de 98.20%, sendo que a maioria foi acima de 99%.
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Tab. 4.4. Resultados da Investigag¢dao de Paternidade pela Tipagem

HLA.
CASO No MAE FILHO POSSIVEL PAI PRP
HLA-A/HLA-B HLA-A/HLA-B HLA-A/HLA-B %
1 1 28 17 35 28 2 356 7 1 2 7 17 97
2 2 11 12 16 3 11 14 16 3 10 5 14 96
3 1 - 8 38 110 8 7 1 10 717 97
4 11 9 5 12 11 2 5 13 2 10 13 - 95 *
5 2 3 38 356 2 11 38 17 11 3 7 35 98
6 2 - 13 35 2 9 7 35 9 2 7 35 97
7 2 28 17 357 2 28 40 35 2 29 40 17 95
8 2 9 12 14 9 29 12 - 9 29 12 7 95 *
9 2 - 5 35 2 9 18 5 9 31 18 16 95
10 9 11 60 12 9 31 60 12 1 31 12 5 95 *
11 29 1 12 37 3 29 35 12 3 30 35 - 95
12 10 11 35 12 9 11 15 35 2 9 156 - 96
13 3 - 22 16 1 3 60 22 1 10 60 15 97
14 2 9 35 - 2 11 35 5 11 1 5 - 96
15 2 - 16 5 2 9 16 12 9 - 12 17 97
16 2 - 60 5 2 9 607 9 11 7 - 97
17 2 5 12 8 2 - 8 15 2 - 10 15 95 *
18 1 - 12 15 1 10 16 15 10 9 16 18 96
19 1 - 17 35 1 29 17 18 28 29 5 18 99
20 2 11 35 7 11 3 35 7 13 712 96 *
21 9 10 6§ 7 10 3 5 15 2 3 5 15 96
22 2 22 5 - 2 29 5 35 9 29 7 35 99
23 2 9 17 21 9 32 5 21 1 32 12 5 98
24 3 30 21 - 2 3 12 21 2 29 12 - 95
25 1 11 8 40 1 11 8 17 129 12 17 97 *
26 1 - 8 42 1 11 8 21 11 - 14 21 99
217 1 30 35 17 30 32 35 18 11 32 5 18 99
28 19 12 17 1 32 17 18 1 32 18 35 99
29 2 3 7 41 2 - 35 41 2 - 35 18 97 *
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Tab. 4.4. Resultados da Investigagdo de Paternidade pela Tipagem

HLA (Cont.)

CASO N9 MAE FILHO POSSIVEL PAI PRP %
30 329 22 12 3 29 13 12 3 32 13 35 95 x*
31 2 3 13 35 1 3 12 35 1 - 812 99
32 2 5 - 2 9 5 17 28 9 16 17 98
33 10 11 5 - 11 28 5 7 28 10 7 - - 98
34 1 - 8 14 9 - 14 16 3 9 16 40 98
35 2 - 14 19 2 - 14 5 2 - 5 17 95 *
36 2 29 12 35 2 10 27 35 10 28 16 27 96
37 2 - 15 35 2 9 15 17 9 28 17 40 99
38 2 - 12 14 2 9 12 18 9 - 18 35 99
39 1 29 12 17 29 11 12 35 10 11 40 35 96
40 3 30 6 - 3 10 5 40 10 31 5 40 98
41 2 9 35 - 9 - 35 12 1 9 35 12 95
42 2 - 12 14 10 2 16 12 10 2 16 35 99

* Casos resolvidos com o estudo de outros membros da familia,
procurando a melhor caracterizagido dos haplétipos.
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Tab. 5.4. Resultados da Investigacdao de Paternidade pela Tipagem

HLA Combinada com Grupos Sanguineos [ABO, MNSs, Rh (CcDEe)]
CASO No MAE FILHO POSSIVEL PAI PCP %
1 3 10 12 17 9 10 12 17 1 9 8 12 99
A MNs CcDe A MNs CcDEe A MNs CcdEe
2 2 10 5 - 2 10 12 - 2 29 12 14 99
O M CcDe O MN CDe O MN CDe
3 9 32 12 14 9 28 12 - 3 28 17 - 99
A M CcDe AB M CcDe B MN CDEe
4 3 - 5 35 3 32 5 -~ 9 32 16 - 99
A Ms cDEe O MNs cDEe O Ns cDE
5 128 27 -« 1 32 27 14 3 32 5 14 99
AB Ns CDe A NSs CDe O MNS CcDe
6 3 32 40 12 32 29 40 16 10 29 16 5 98 -
A MS CcDEe A MSs CcDEe A MNSs CcDe
7 1 9 7 12 1 30 7 18 3 30 7 18 99
O MNs CcDEe B MNSs CcDe B MSs cde
8 9 10 27 - 9 - 14 27 9 28 14 5 99 %
O N cDEe A N CcDe A MN CcDe
9 2 3 5 21 2 30 13 5 1 30 13 17 99
A MNSs CDe O Ms CDe O MNs CDce
10 1 11 35 16 1 11 35 12 1 2 512 92
O MSCDe O MSs CDe O MNSs CcDEe
R — ———
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Tab. 6.4. Resultados da Exclusao da Paternidade pelo Sistema HLA

CASO No MAE FILHO ACUSADO
1 31 10 40 - 31 2 5 40 3 - 727
2 3 32 35 - 3 28 35 40 19 16 -
3 131 5 16 131 5 16 28 - 22 12
4 3 32 17 35 3 31 15 35 910 5 16
5 1 29 12 22 12 5 22 3 - 1735
6 2 - 40 - 2 - 40 5 12 157
7 9 29 14 7 9 11 14 35 2 32 5 35
8 9 3 “12 37 9 - 12 15 23 5 -
9 19 125 19 1214 | 10 33 60 14
10 2 - 18 5 2 30 18 27 23 712
11 1 30 35 17 | 30 32 35 18 10 11 5 -
12 9 11 5 12 11 29 5 12 29 30 7 13
13 falecida 130 8 15 9 10 27 -
14 2 10 16 - 2 11 18 - 2 29 17 -
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4.3. RESULTADOS DOS TRANSPLANTES RENAIS NO RIO GRANDE DO SUL.

4.3.1. PRIMEIRO TRANSPLANTE: HLA IDENTICO x 1 HAPLOTIPO

RELACIONADO x CADAVER.

Os resultados comparativos de transplantes realizados entre
irmd8os HLA idénticos (30), com um haplétipo de diferenca (128)
ou com doador cadéve; (91), apresentaram os seguintes resultados
(Fig. 1.4.): No 19 ano as sobrevidas do enxerto foram 96.7%,
78.2% e 62.5%. No 32 ano 75.4%, 65.9% e 43.9%. A relacgéao
estatistica entre as curvas foi significante entre a primeira e

a terceira (p<0.0009) e entre a 22 e 32 (p<0.009),.

Fig. 1.4. Tipagem HLA em tranplantes com doador HLA idéntico,
parcialmente idéntico (relacionado) e com doador cadaver.
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4.3.2. PRIMEIRO TRANSPLANTE x CICLOSPORINA

A importancia da Ciclosporina nos transplantes motivou esta
observagao entre pacientes transplantados com e sem esta
terapeutica. Na Fig. 2.4. pode-se observar a sobrevida do enxerto
em transplantes com doador HLA idéntico (4); 1 haplétipo
relacionado (47) e cadaver (80). Os resultados no primeiro ano
foram 75%, 76% e 64.5%, sendo que os HLA idénticos ainda nao
completaram o 32 an;, mas continuam com 75% de sobrevida no 29.
No 32 ano observa-se 45.6% para os com 1 haplétipo relacionado
e 52.7% para os com doador cadaver. Estatisticamente, a

significancia ndo foi alcancada entre as curvas.

Fig. 2.4. Transplante renal e uso de Cicldsporina A
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4,3.3. PRIMEIRO TRANSPLANTE x SEM CICLOSPORINA.

A Fig. 3.4. relaciona os transplantes com doadores HLA
idénticos (26), 1 haplétipo em comum (77) , assim como com doador
caddver (11). Os resultados apdés o primeiro ano foram de 100%,
79% e 54.5%. No 32 ano, 77%, 70.7% e 42%. A significancia
estatistica aconteceu entre a 12 e 32 1linha de sobrevida

(p<0.00019) e entre a 22 e a 32 (p<0.00019).

Fig. 3.4. Transplante renal sem Ciclosporina A.
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4.3.4. TRANSPLANTE COM DOADOR CADAVER COM E SEM CICLOSPORINA

As freqiiéncias de sobrevida dos enxertos foram de 64.5% e
54.5% no primeiro anoc, sendo de 60% e 42% em 15 meses . Nao houve

diferenga significante entre as curvas.,

Fig. 4.4. Transplante renal com doador cadaver, com e sem
Ciclosporina..
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4.3.5. EFEITO DO CENTRO NOS TRANSPLANTES COM DOADOR CADA!ER.

O estudo compara os resultados entre os 4 centros que
transplantam em Porto Alegre. O centro B manteve a mesma
sobrevida de 50% no 292 e 32 ano. O centro C apresentou poucos
transplantes e a melhor sobrevida no 12 ano (80%), mas piorou no
30 ano (40%). O centro F foi o que mais transplantou, com
resultados de 55.1%v no 12 ano e 39.4% no 32. O centro D
apresentou resultados de 70.6% no 12 e 32 anos. Os resultados
para o 29 ano s&o similares para as equipes B, F e C, nao
alcangando 50% de sobrevida, enquanto a sobrevida é superior para

os centros D e C no primeiro ano (Fig. 5.4).

Fig. 5.4. O efeito do centro nos transplantes com doador cadAaver.
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4.3.6. TRANSPLANTE COM DOADOR CADAVER ANTES E APOS A

COORDENADORIA DE TRANSPLANTES.

A procura de drgaos em Porto Alegre foi realizada, durante
muitos anos, de maneira descentralizada. Cada equipe procurava
os seus doadores e preservava os Orgaos a sua maneira. A
coordenadoria de transplantes proporcionou uma uniformidade de
procedimentos que provavelmente trouxe beneficios para os
pacientes. Com a ingénqéo de avaliar os primeiros resultados
dessa mudanga, procurou-se observar diferengas entre os
transplantes anteriores a 1989 e apdés 1989, embora a sobrevida
dos Ultimos ndo alcance 2 anos (Fig. 6.4.). Os 54 transplantes
da fase anterior a 1989 apresentaram uma sobrevida do enxerto de
57.4% e 41.3% no final do 12 e 32 anos. Os realizados apés 1989
finalizaram o 12 ano com 66.2%. Ndo houve diferenca estatistica,

mas a tendéncia é de provavel significancia no final do 32 ano.

Fig. 6.4. Transplante com doador caddver antes e apés a
coordenadoria de transplantes.
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4.3.7. TRANSPLANTES COM DOADOR RELACIONADO COM DOIS HAPLOTIPOS

HLA DIFERENTES.

O transplante com doador relacionado (irmaos), mas com
nenhuma compatibilidade HLA, deveria apresentar sobrevida do
enxerto semelhante a observada nos transplantes ' com doador
caddver. Os resultados de Porto Alegre ndo demostram esta
relagdo, pols os 17 casos apresentaram uma sobrevida de 83.3%
durante os primeiros"B anos, significantemente superior aos
resultados com doador cadaver em 3 dos 4 centros transplantadores

(Fig. 7.4.).

Fig. 7.4. Transplante com doador relacionado sem compatibilidade
HLA.

100 .

..........

(V]
o
1

2 HAPLOTIPOS DIFERENTES

70

60

Sobrevida do Enxerto (X)

S0+

40

T T T T s T Y Y T
(o] 12 24 36

Tempo (meses)



Capitulo 4. 212
4.3.8. TRANSPLANTES COM RECEPTOR CAUCASOIDE.

Os transplantes renais em pacientes de raga branca parecem
ter melhor sobrevida que na raga negra (capitulo 1.4.5.8.). Para
observarmos essa relacdo foi necessario o cdlculo da sobrevida
para caucasdéides e nao caucasdéides (Fig. 8.4. ‘e 9.4.). Os
transplantes com identidade HLA foram melhores nos caucasdide do
que nos de outras racgas, tanto no 12 como no 22 ano. O mesmo
aconteceu naqueles com 1 haplétipo em comum (relacionados),
somente no 32 ano apresentaram resultados semelhantes. Os
transplantes com érgdos de cadaver apresentaram melhor sobrevida
apés o 22 ano da cirurgia em relagdo aos caucasdides.

As freqiuéncias de sobrevida foram de 100%, 79.2% e 62.1%
para o 12 ano e de 86.9%, 66.1% para o 394ano. A sobrevida de
2 anos para oJOrgdo de cadaver foi de 45%. A significancia
aconteceu para a comparacgdo entre a 12 e 28 curvas (p<0.019),

entre a 12 e 32 (p>0.00019) e entre a 22 e 32 (p>0.0019).

Fig. 8.4. Transplantes com receptor caucaséide.
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4.3.9. TRANSPLANTES COM RECEPTOR NAO CAUCASOIDE.

" As freqiliéncias observadas no 12 ano foram de 80%, 66.7% e
65.3%. No 22 ano os HLA idénticos alcancaram 53%, ndo completando
ainda o 32 ano. No 392 ano observou-se 66.7% para os com 1

haplétipo de identidade e 65.3% para os com doador cadaver.

(Fig.9.4).

Fig. 9.4. Transplantes com receptor nao caucasdide.
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4.3.10. TRANSFUSAO ESPECIFICA DO DOADOR, 1 HAPLOTIPO EM COMUM

Este tipo de terapéutica ja foi mais popular, sendo que
somente 17 receptores realizaram DST. As freqiéncias de sobrevida
no 12 ano foram de 82.4% para os com e 78.3% paré os sem DST.
No 392 ano observou-se 74.9%, contra 65.1%. Ndo foi encontrada

significancia estatistica (Fig. 10.4.).

Fig. 10.4. Transplantes apés transfusao especifica do doador.
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4.3.11. IDADE DO RECEPTOR: MAIOR DO QUE 40 ANOS

Os receptores com idade superior a 40 anos tiveram a mesma
sobrevida dos mais Jjovens entre 16 e 40 anos. A unica diferencga
pode ser vista na sobrevida de receptores de rim.de cadaver no
10 ano (Fig. 11.4.), quando os receptores mais velhos tém melhor
resultado (75% contra 55.4%). Os transplantes nos receptores
maiores de 40 anos- apresentaram freqiiéncias de sobrevida no
primeiro ano de 100%, 78.3% e 75%, enquanto no 32 ano de 100%,

66.2% e 49.2%. As curvas nao mostraram significancia estatistica.

Fig.11.4. Transplantes com receptores maiores de 40 anos.
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4.3.12. IDADE DO RECEPTOR ENTRE 16 E 40 ANOS

As freqiéncias de sobrevida foram no 12 ano de 95.8%, 80%
e 55.4%, sendo que no 32 ano 73%, 68% e 40.3% (Fig. 12.4.). A

significancia estatistica aconteceu entre a 12 e 32 curva

(p>0.0019) e entre a 22 e 3a (p>0.0019).

Fig.12.4.Transplantes com receptores entre 16 e 40 anos.
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4.,3.13. RETRANSPLANTES

Os retransplantes apresentaram no 19 ano freqiiencias de 100%

e 80% para HLA idénticos e 1 haplétipo de identidade. Os com

doador caddver ndao completaram o 19 ano, mas ja mostram sobrevida

inferior (Fig 13.4.).

Fig.13.4. Retransplantes
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4,3.14. PRIMEIRO TRANSPLANTE, OS PAIS COMO DOADORES.

O efeito do NIMA e PIMA foram discutidos no capitulo
1.4.5.4.. Esse efeito estd relacionado a uma possivel tolerancia
por parte dos doadores a antigenos HLA presentes no haplétipo nao
herdado da mde. Este fato estd relacionado a tolerancia "in
Utero", sendo que na vida adulta néo responderiamos adequadamente
contra antigenos que tivéssemos contato na vida fetal. Os
transplantes com 6rgéos maternos talvez reproduzisse este efeito
descrito por Van Rood (1990). Os resultados obtidos quando os
pais foram doadores (tanto mde como pai) foram de 77.4% e 69.8%
no final do 12 e 39 anos respectivamente (Fig.14.4.). Os
resultados quando a mée foi doadora, ndo sao superiores aqueles
em que o pai foi o doador, como teoricamente seria de esperar.
No primeiro ano a sobrevida é de 75.4% e no 32 de 68.5% (Fig.
15.4.). Quando o pai é o doador as freqiiéncias s8o de 84.4% e

73.9%, respectivamente. Estatisticamente ndo existem diferengas

entre as curvas de sobrevida.
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Fig.14.4. Resultados dos transplantes quando os pais
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Fig 15.4. Resultados dos transplantes quando a mde é doadora.

100 -,
1
ecem————mmmn ,
9041 ,
~ p !
" i H
~ = Loeem " e +
S 8 0 - 4 '
[ T L}
o .
» -
s | e PAl n=14
70 .
° -
° ] . MAE n=46
o
2 504
>
L
o 4
Fel
S S04
40 .2 T T Y T T ' ' 1]
D 12 24 36

Tempo (meses)



Capitulo 4. 220

4.4, AVALIACAO DO SISTEMA HLA EM PACIENTES COM LEUCEMIA LINFATICA
CRONICA.

O risco de um individuo vir a contrair uma determinada
patologia, associada ao sistema HLA, pode ser calculado
estatisticamente. Os resultados do risco relativo indicam quantas
vezes a doenga é mais, ou menos, freqiente nos individuos
portadores do gene mé}cador, do que nos negativos para o mesmo.
Os resultados podem indicar susceptibilidade, neutralidade ou
protecdo. O nivel de neutralidade estd em torno do numero 1,
enquanto acima denota susceptibilidade e abaixo protegéo.

Os resultados das freqiiéncias de fendtipo e gendtipos de
pacientes e controles sdo observados nas tabelas 7.4., 8.4.,
9.4., 10.4,, 11.4. e 12.4.. Nado foram detectadas diferengas
significantes positivamente associadas com a LLC, ou seja, néo
existem alelos HLA mais freqiientes nos pacientes do que nos
controles que permitam dizer que existe uma suceptibilidade
genética a doencga.. Por outro lado, encontrou-se uma relagao
negativa, sugerindo protegdo ao desenvolvimento da mesma.

Os alelos HLA-A23, A24 e CW4 estdo em freqiiéncia diminuida
em relagdo aos controles normais. Os dois primeiros antigenos séo
"splits" do HLA-A9, sendo este um dos mais freqiientes e féaceis
alelos detectaveis na maioria das ragas. O risco relativo do A9
é conseguido somando-se as freqiiéncias de A23 e A24. Sendo assim,
observou-se A9 (RR; 0.12, 95% LC=0.14-0.55, X®= 13.50 p= 0.001).

1" "

O valor de "p" foli multiplicado pelo numero de alelos estudados
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(50 para HLA-A, B) com a intengdo de eliminar a casualidade. O
antigeno HLA-A24 apresentou um risco relativo negativo, com um
X? elevado, mas nao significante, quando multiplicado pelo numero
de alelos (RR= 0.13, 95% LC= 0.16-0.71, X*= 8.94, p= ns.), sendo
que o mesmo aconteceu com o HLA-A23 (RR 0.24, 95% LC= 0.05-1.09,
X?= 3.42, p=ns). O alelo CW4 foi significantemente negativo, com
a freqiéncia inferior ao grupo controle (RR= 0.40, 95% LC= 0.20-
0.78, p= 0.048).

Durante as tipaéens HLA para a constituigcao do painel de
linfécitos B, provenientes de individuos com LLC, foram
selecionados alguns pacientes que nao apresentaram HLA-DQ na sua
membrana celular, embora exaustivamente testados com diversos
anticorpos. Este fato indicava a existéncia de individuos
homozigotos para a deficiéncia deste produto e ocasionou a
procura de outros que seriam heterozigotos. Os ultimos seriam
individuos que apresentassem um antigeno HLA-DQ positivo e
auséncia do outro, embora a tipagem HLA-DR sinalizasse a
necessidade de determinado DQ, devido ao desequilibrio de ligagao
existente entre os dois locos. Nao foram .considerados os casos
em que a falta do HLA-DQ estivesse relacionada com possivel
homozigose para o antigeno, podendo ser observado este fato pela
tipagem HLA-DR.

A tipagem HLA-DRB1 e DQBl1l foi realizada por RFLP. A
auséncia das moléculas HLA na membrana de linfécitos ndo foi
acompanhada por delecdo dos genes HLA-DQ ao nivel do DNA. Os
estudos com o RFLP demonstraram que todos os pacientes

selecionados para a possivel deficiéncia, apresentavam HLA-DQ no
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seu DNA (Figuras 16.4. e 17.4.). Foram encontrados dois pacientes
homozigotos e 3 heterozigotos para a deficiéncia de HLA-DQ. Seis
pacientes com possivel homozigose para a deficiéncia foram
considerados normais, apds novamente estudados sorologicamente

(Tabo 13040)¢
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Tab. 7.4. Antigenos HLA-A e HLA-B em Pacientes com Leucemia
Linfatica Crénica.

ANTIGENOS NUMERO TOTAL FENOTIPO GENOTIPO
Al ‘ 38 114 33.33 18.35
A2 59 114 - 51.75 30.54
A3 28 114 24.56 13.14
All 10 114 8.77 4.49
A23 1 114 0.88 . 0.44
A24 8 114 7.02 5.57
A25 5 114 4.39 2.22
A26 2 114 1.75 0.88
A28 7 114 6.14 3.12
A29 10 114 8.77 4.49
A30 5 . 114 4.39 2.22
A31 8 114 7.02 3.57
A32 12 114 10.53 5.41
A33 4 114 3.51 1.77
B7 31 114 27.19 14.67
B8 33 114 28.95 15.71
B13 9 114 7.89 4,03
Bl4 8 114 7.02 3.57
B15 4 114 3.51 1.77
B16 1 114 0.88 0.44
B17 8 114 7.02 3.57
B18 11 114 9.65 4.95
B22 2 114 1.75 0.88
B27 5 114 4,39 2.22
B35 10 114 8.717 4,49
B37 4 114 3.51 1.77
B38 0 114 0.00 0.00
B39 4 114 3.51 1.77
B40 10 114 8.77 4,49
B41 1 114 0.88 0.44
B42 0 114 0.00 0.00
B44 29 114 25.44 13.65
B45 0 114 0.00 0.00.
B49 2 114 1.75 0.88
B50 2 114 1.75 0.88
B51 6 114 5.26 2.67
B52 2 114 1.75 0.88
B53 0 114 0.00 0.00
B55 3 114 2.63 1.32
B56 0 114 0.00 0.00
B57 8 114 7.02 3.57
B58 0 114 0.00 0.00
B59 0 114 0.00 0.00
B60 6 114 5.25 2.67
B61 0 114 0.00 0.00
B62 11 114 9.65 4,95

Fenétipos e gendétipos em porcentagem.
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Tab. 8.4. Tipagem HLA-C em Pacientes com Leucemia Linfatica
Crdénica

ANTIGENOS NUMERO TOTAL FENOTIPO GENOTIPO
CcW1 1 113 0.88 0.44
CW2 7 113 6.19 3.15
CcwW3 26 113 23.01 12.26
CW4 10 113 8.85 4,53
CW5 21 113 18.58 ‘ 9.77
CW6 25 113 22.12 11.75
CW7 33 113 29.20 | 15.86
CwW8 4 113 3.54 1.79

Tab. 9.4. Tipagem DR/DQ em Pacientes com Leucemia Linfatica
Cronica

ANTIGENOS NUMERO TOTAL FENOTIPO GENOTIPO
DR1 13 114 11.40 5.87
DR2 24 114 21.05 11.15
DR3 29 114 25.44 13.65
DR4 47 114 41.23 23.34
DR5 2 114 1.75 0.88
DRW6 3 114 2.63 1.32
DR7 28 114 24.56 13.14
DRWS 7 114 6.14 3.12
DR9Y 1 114 0.88 0.44
DRW10 4 114 3.51 1.77
DRW11 11 114 9.65 4.95
DRW12 5 114 4.39 2.22
DRW13 18 114 15..79 8.23
DRW14 4 114 3.51 1.77
DRW52 61 98 62.24 38.55
DRW53 57 98 58.16 35.32
DQW1 49 98 50.00 30.54
DQW2 37 98 37.176 21.10
DQW3 60 98 61.22 37.87

Fenétipos e gendétipos em percentagem.
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Tab. 10.4. Tipagem HLA~-A, B em Controles Normais

ANTIGENOS NUMERO TOTAL FENOTIPO GENOTIPO
Al 120 367 32.70 17.96
A2 174 367 47.41 27.48
A3 102 367 27.79 15.03
All 45 367 12.26 6.33
A23 18 367 4.90 2.48
A24 69 367 18.80 . 9.89
A25 9 367 2.42 1.23
A26 8 367 2.18 1.10
A28 21 367 5.71 2.90
A29 25 367 6.81 3.47
A30 8 367 2.18 1.10
A31 19 . 367 5.18 2.62
A32 27 367 7.36 3.175
A33 12 367 3.27 1.65
A34 1 367 0.27 0.14
B7 103 367 28.07 15.19
B8 85 367 23.16 12.34
B13 12 367 3.27 1.65
Bl4 24 367 6.54 3.33
B15 11 367 3.00 1.51
B16 2 367 0.54 0.27
B17 13 367 3.54 1.79
B18 29 367 7.90 4.03
B21 0 367 0.00 0.00
B22 5 367 1.36 0.68
B27 33 367 8.99 4.60
B35 517 367 15.53 8.09
B37 10 367 2.72 1.37
B38 5 367 1.38 0.37
B39 12 367 3.27 1.65
B40 27 367 7.36 3.75
B41 3 367 0.82: 0.41
B42 0 367 0.00 0.00
B44 84 367 22.89 12.19
B45 8 367 2.18 1.10
B49 9 367 2.45 1.23
B50 5 367 1.36 0.68
B51 35 367 9.54 4,89
B52 1 367 2.217 0.14
B53 4 367 1.09 0.55
B54 0 367 0.00 0.00
B55 14 367 3.81 1.93
B56 1 367 0.27 0.14
B57 17 367 4.63 2.34
B58 3 367 0.82 0.41
B59 0 367 0.00 0.00
B60 19 367 5.18 2.62
B61 1 367 0.27 0.14
B62 42 367 11.44 5.90
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Tab. 11.4. Tipagem HLA-C em Controles Normais

ANTIGENOS NUMERO TOTAL FENOTIPO GENOTIPO
CW1l 17 366 4.64 2.35
CW2 24 366 6.56 3.33
CW3 100 366 27.32 14.75
Cw4 73 366 19.95 10.53
CW5 68 366 18.58 9,77
Cw6 47 366 12.84 6.64
CW7 132 366 36.07 20.04
Cw8 11 366 3.01 1.51

Tab. 12.4. Tipagem HLA-DR/DQ em Controles Normais

ANTIGENOS NUMERO TOTAL FENOTIPO GENOTIPO
DR1 68 342 19.88 10.49
DR2 107 342 31.29 17.11
DR3 85 342 24,85 13.31
DR4 115 342 33.63 18.53
DR5 12 342 3.51 1.77
DRW6 44 342 12.87 6.65
DR7 73 342 21.35 11.31
DRW8 12 342 3.51 1.77
DR9Y 5 342 1.46 0.73
DRW10 1 342 0.29 0.15
DRW11 44 342 12.87 6.65
DRW12 8 342 2.34 1.18
DRW13 28 342 8.19 4.18
DRW14 11 342 3.22 1.62
DRW52 130 202 64.36 40.30
DRW53 106 202 52.48 31.06
DQW1 119 197 60.41 37.08
DQW2 77 197 39.09 21.95
DQW3 110 197 55.80 32.89

Fenotipos e genétfpos em porcentagem.
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Tab. 13.4. TIPAGEM HLA DE PACIENTES COM POSSIVEL DEFICIENCIA DQ

SOROLOGIA RFLP

CLL DR DQ DR DQ DEFICIENCIA
DAN 2,3 ? 15,17 6,2 HOMOZIGOTO
PLA 1 ? 1 5 HOMOZIGOTO
HEA 9,13 -,1 9,13 9,6 HETEROZIGOTO
GEL 2,3 1,- 15,17 6,2 HETEROZIGOTO
BRO 7,14 -5 . 7,14 9,5 HETEROZIGOTO
DOD 3,4 -7 17,4 2,17 HETEROZIGOTO
ENE 3,11 2,7 17,11 2,17 NORMAL |
FIS 3,13 2,7 17,13 2,17 NORMAL

JEF 4,7 8,(2) 4,17 8,2 NORMAL

PIC 2,13/11 6,7 15,11 6,7 - NORMAL

REA 4,7 7,8 4, 4 7,8 NORMAL

JON 2,8 6,4 15,8 6,4 NORMAL

Obs. Nesta tabela pode-se observar os individuos homozigotos,

onde a sorologia ndao demonstrou reagdes com anticorpos anti-DQ.
Os heterozigotos apresentam somente um HLA-DQ pela sorologia,
enquantos os "normais" apresentam dois. Pode-se observar que o
teste de RFLP possibilita a identificag¢do dos "splits" de HLA-DR.
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FIG. 16.4. SINAIS DE HIBRIDIZAGAO COM SONDA cDNA pRTV1 (DRB1)
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Obs. As tipagens correspondem aos individuos deficientes na
expressao de HLA-DQ, assim como alguns individuos controles com
dificil tipagem sorolégica. De acordo com a ordem: RAN
(DR4,DRW10); DOD (DRW17,DR4); HEA (DR9,DRW13); ENE (DRW17,DRW11);
marcador A SCA (DRW12,DRW13); FIS (DRW17,DRW13); GEL
(DR15,DR17); JEF (DR4,DR7); PEN (DR15,DR14); PIC (DRW15,DRW11);
REA (DR4,DR4); SHA (DRW17,DRW13); DAN (DRW15,DRW17); JON
(DRW15,DRW8); marcador A; CHI (DR4,DRW8); BRO (DR7,DRW14); PLA
(DR1)fraco, melhor observado no filme de RX; MAS (DR7,DRW12)}.



Capitulo 4. 229

FIG. 17.4. SINAIS DE HIBRIDIZAGCAO COM SONDA cDNA pll-$-1 (DQB1)
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Obs. As tipagens correspondem aos mesmos individuos da figura
anterior. Os sinais com esta sonda sdo mais dificeis de
caracterizar, aparecendo melhor no filme original. RAN
(DQW7,DQW5); DOD (DQW7,DQW2); HEA (DQW9,DQW6); ENE (DQW2,DQW7);
marcador A; SCA (DQW7,DQW6); FIS (DQW2,DQW7); GEL (DQW6,DQW2);
JEF (DQW8,DQW2); PEN (DQWS5,DQW6 ) ; PIC (DQW6 , DQWT ) ; REA
(DQW7,DQW8); SHA (DQW2,DQW6); DAN (DQW6,DQW2); JON (DQW6,DQW4);
MARCADOR A; CHI (DQW8,DQW4); BRO (DQW9,DQW5); PLA (DQW6,DQW2);

MAS (DQW2,DQW7).
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4.5. ESTUDO DO POLIMORFISMO HLA EM PACIENTES COM DIABETES
MELLITUS INSULINO-DEPENDENTE: AVALIAGAO DA POPULAGAO NORTE-

AMERICANA DE ORIGEM HISPANICA E ANGLO-SAXONICA DO ESTADO DO
COLORADO .

A andlise soroldégica demonstrou resultados de interesse no
entendimento da DMID na populagdao hispanica do Colorado (Tab.
14.4., 15.4., 16.4., 17.4, 18.4 e 19.4). O HLA-DR3 foi
significantemente associado com a doenga, tanto nos hispanicos
(RR=22.61, limites de confianga 95% (LC)=4.9-102.5, X?=22.26,
p=0.00005) como nos anglos (RR=3.8, 95% CL= 1.7-8.0, X*=12.37,
p=0.022). O antigeno HLA-DR4 nao foi associado positivamente com
a DMID tanto nos anglos, quanto nos Hispanicos. O antigeno HLA-BS8
estda positivamente associado com a doenca em hispanicos
(RR=11.10, 95% LC= 3.22-37.71, p= 0.04), reforgando a
possibilidade da populagdo controle ndo possuir o haplétipo
caucaséide HLA-A1/B8/DR3. Este fato foi confirmado pelo resultado
de significante presenca deste hapldétipo nos ©pacientes,
comparados aos controles (RR= 26.97, 95% LC=13.2-54.8, p=0.01).
Comparando-se as populagdes controles, observou-se diferencgas nas
frequéncias dos seguintes alelos: HLA-A24 na populagdao hispanica
(31.25%) e Anglo-saxdnica (6.06%) (X®*= 12.70, p= 0.0003); B35
(33.33%) em hispdnicos e (13.63%) em Anglos (X?®= 6.29, P= 0.01);
B16(38) (8.33%) em Hispanicos e ausente nos Anglos (X*= 5.61, P=
0.017); A3 (12.50%) em Hispanicos e (37.87%) em Anglos {(X*= 9.04,
P= 0.002); B8 (2.08%) em Hispénicos e 27.27% em Anglos (X?=

12.70, P= 0.0003); DR3 (2.08%) em Hispanicos e (19.40%) em Anglos
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(X2= 7.84, P=0.005); DQW6 (8.33%) em Hispanicos e (29.85%) em

Anglos (X®=7.84, P= 0.005) (Tab. 22.4, 23.4, 24.4., 25.4 e 26.4).

A tipagem com oligonucleotidios (Tab. 20.4. e 21.4.)
demonstrou uma associagdo positiva com DQW8 (RR=6.63, 95% LC=2.8-
15.3, p=0.0005) e A3 (RR=6.83, 95% LC=2.8-16.1, p=0.0005) nos
pacientes hispanicos e com somente A3 (RR=3.61, 95% LC=1.7-7.3,
p=0.016) nos anglos. Resultados marginais (nado significantes)
foram obtidos com DQ&Z na primeira e com DQW2 e DQW8 na segunda
populacgdo. O haplétipo DR3/DQW2/A4 foi significantemente
associado a4 DMID nos hispanicos (RR= 13.30, 95% LC= 2.8-60.3,
p=0.004) e a importante combinagdao de DR3-A3 foi associada com
a doenga, tanto nos hispanicos (RR= 9.96, 95%, CL= 3.4-28.7, P=
0.001), gquanto nos anglos (RR= 5.52, 95% CL= 7.6-44.6, P= 0.001).

Os alelos HLA com associagdo significantemente negativa com
a doenga nos hispanicos foram DR5 e DQW7, enquanto DQW6 aconteceu
nos anglos. Resultados marginais (nao significantes) foram DR2
e Al nos primeiros e DR2, DR5 e DQW7 nos segundos.

Todos os pacientes hispanicos e 96% dos anglos apresentaram
um ou ambos alelos com aminodcido n&o Asp na posigdo 57 de DQRB,
enquanto que nos controles observou-se 80% e 84%, respectivamente
( RR= 24.62, 95% LC=2.45-244.69, p=0.002; RR= 3.55, 95% LC= 0.64-
19.2, p=0.14). Nos hispanicos diabéticos, 90% dos haplétipos nao
apresentaram Asp na posigdo 57, assim como 85% dos anglos. Nos

controles esta freqiiéncia foi de 66% .
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Tab. 14.4.. Freqiéncia dos antigenos HLA-A nos pacientes
Hispanicos portadores de DMID e controles normais.

HLA-A Pacientes Controles RR 95% LC P
(51) (48)

1 23.52 18.75 1.31 - NS
2 50.98 47.91 1.12 - i NS
3 11.76 12.50 0.93 - NS
11 7.84 8.33 0.93 - NS
23 (9) 3.92 4.16 0.93 - NS
24 (9) 31.37 31.25 1.00 - NS
25 (10) 3.92 4,16 0.93 - NS
26 (10) 7.84 .6.25 1.23 - NS
28 11.76 12.50 0.93 - NS
29 (19) 3.92 10.41 0.40 - NS
30 (19) 5.88 2.08 2.28 - NS
31 (19) 15.68 12.50 1.27 - NS
32 (19) 1.96 4.16 0.55 - NS
33 (19) 5.88 2.08 2.28 - NS

NS= nédo significante, RR= risco relativo
95% LC= 95% limites de confianca

Tab. 15.4. Freqiiéncias dos antigenos HLA-A nos pacientes Anglos
portadores de DMID e controles.

HLA-A Pacientes Controles RR 95% LC P
(64) (66)

1 34,37 28.178 1.28 NS
2 60.93 54.54 1.29 . NS
3 21.87 37.87 0.46 NS
11 6.25 12.12 0.59 NS
23 (9) 3.12 4.54 0.72 NS
24 (9) 9.37 6.06 1.54 NS
25 (10) 7.81 6.06 1.28 NS
26 (10) 4.68 3.03 1.46 NS
28 7.81 6.06 1.28 NS
29 (19) 4,68 9.09 0.52 NS
30 (19) 3.12 3.03 1.03 NS
31 (19) 9.37 9.09 1.03 NS
32 (19) 1.56 1.51 1.03 NS
33 (19) 0 0 - -

NS= nao significante, RR= risco relativo
95% LC= 95% limites de confianga
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Tab. 16.4. Freqiiéncias dos antigenos HLA-B nos pacientes
Hispanicos portadores de DMID e controles normais.

HLA-B Pacientes Controles RR 95% LC P
(561) (48)

7 13.72 12.50 1.10 - NS
8 25.49 2.08 11.10 3.22-37.71 0.04
13 3.92 6.25 0.65 - NS
14 7.84 8.33 0.93 - NS
18 7.84 8.33 0.93 - NS
22 0 0 - - -
27 9.80 6.25 1.53 - NS
35 11.76 33..33 0.28 - NS
37 1.96 2.08 0.93 - NS
38 (16) 5.88 8.33 0.71 - NS
39 (16) 7.84 4,16 1.76 - NS
41 3.92 2.08 1.59 - NS
42 0 0 - - -
44 (12) 15.68 25.00 0.57 - NS
45 (12) 1.96 4.16 0.55 - NS
46 0 0 - - -
417 1.96 2.08 0.93 - NS
48 3.92 4.16 0.93 - NS
49 (21) 1.96 2.08 0.93 - NS
50 (21) 17.64 0 22.20 - NS
51 (5) 9.80 4.16 2.20 - NS
52 (5) 3.92 2.08 1.59 - NS
53 0 2.08 0.30 - NS
57 (17) 0 4.16 0.17 - NS
58 (17) 5.88 2.08 2.28 - NS
60 (40) 5.88 2.08 2.28 - NS
61 (40) 3.92 0 4.89 - NS
62 (15) 1.96 6.25 0.38 - NS
75 (15) 1.96 2.08 0.94 - - NS

NS= nao significante, RR= risco felatiVo
96% LC= 95% limites de confianga
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Tab. 17.4. Freqiéncias dos antigenos HLA-B nos pacientes Anglos
portadores de DMID e controles normais.

HLA-B Pacientes Controles RR 95% LC P
(64) (66)

7 14.06 27.217 0.44 NS
8 40.62 27.27 1.80 NS
13 3.12 4.54 0.72 ' NS
14 6.25 6.06 1.03 NS
18 9.37 10.60 0.88 NS
22 0 0 - -

217 3.12 6.06 0.55 NS
35 12.50 .13.63 0.91 NS
37 1.56 1.51 1.03 NS
38 (16) 0 0 - -

39 (16) 4.68 0 7.56 NS
41 1.56 1.51 1.03 NS
42 0 0 - -

44 (12) 18.75 27.217 0.62 NS
45 (12) 0 0 - -

46 0 0 - -

417 3.12 1.51 1.74 NS
48 3.12 0 5.32 NS
49 (21) 1.56 4.54 0.42 ' NS
50 (21) 6.25 1.51 3.24 NS
51 (5) 1.56 6.06 0.32 NS
52 (5) 1.56 4.54 0.42 NS
53 1.56 0 3.14 NS
57 (17) 0 4.54 0.14 NS
58 (17) 6.25 0 3.04 NS
59 0 1.51 0.33 NS
60 (40) 7.81 10.60 0.73 NS
61 (40) 3.12 3.03 1.03 NS
62 (15) 23.43 10.60 2.48 . NS
75 (15) 3.12 1.51 1.74 NS

NS= nao significante, RR= risco relativo
95% LC= 95% limites de confiancga
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Tab. 18.4. Freqiéncias dos antigenos HLA-DR nos pacientes
Hispanicos portadores de DMID e controles normais.

HLA-DR Pacientes Controles RR 95% LC P
(563) (48)

1 15.00 12.50 1.22 NS
2 3.77 16.66 0.23 NS
3 41.50 2.08 22.61 4.9-102.5 0.00005
4 60.37 31.25 3.26 NS
5 5.66 33.39 0.13 0.03-0.42 0.019
6 (13) 0 . 6.25 0.12 NS
6 (14) 3.77 6.25 0.63 NS
7 11.32 22.91 0.44 NS
8 0 2.08 0.29 NS
9 1.88 0 2.717 NS
10 0 2.08 0.29 NS

NS= nao significante, RR= risco relativo
95% LC= 95% limites de confiancga

Tab. 19.4. Frequéncias dos antigenos HLA-DR nos pacientes Anglos
portadores de DMID e controles normais.

HLA-DR Pacientes Controles RR 95% LC P
(64) (67) .

1 7.81 7.46 1.05 NS
2 3.12 17.91 0.16 NS
3 48.43 19.40 3.80 1.7-8.0 0.022
4 60.93 34.32 2.93 NS
5 6.25 17.91 0.70 NS
6 1.56 7.46 0.26 NS
6 3.12 4.47 0.73 NS
7 23.43 19.40 1.26 NS
8 4.68 5.97 0.80 NS
9 1.56 1.49 1.04 NS
10 0 0 - NS

NS= nao significante, RR= risco reiativo
95% L.C= 95% limites de confianca
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Tab. 20.4. Freqiiéncias dos alelos HLA-DQAl e DQBl nos pacient
Hispanicos portadores de DMID e controles normais.

HLA Pacientes Controles RR 95% LC P
(63) (48)
DQA1
Al 20.75 39.58 0.40 ' NS
A2 11.32 22.91 0.44 NS
A3 81.13 37.50 6.83 2.8-16.1 0.00¢C
A4 54.71 54.16 1.02 NS
DQB1
DQW2 58.49 31.25 3.02 NS
DQW4 3.77 4.16 1.00 - NS
DQW5 13.20 22.91 0.52 NS
DQW6 1.88 8.33 0.28 - NS
DQW7 16.98 47.91 0.23 0.09-0.55 0.04
DQW8 69.81 25.00 6.63 2.8-15.3 0.00C
DQWS 7.54 0 8.81 )

NS= nao significante, RR= risco relativo
95% LC= 95% limites de confianca

Tab. 21.4. Freqiiéncias dos alelos HLA-DQAl e DQBl nos pacient
Anglos e controles.

HLA Pacientes Controles RR 95% LC P
(64) (67)

DQA1 :

Al 31.25 56,71 0.35 N
A2 18.75  23.88 0.74 NS
A3 68.75  37.31 3.61 1.7-7.3 0.01
A4 59.37  44.77 1.78 NS

DQB1
DQW2 62.50 43.28 2.15 NS
DQW4 6.25 4.47 1.37 NS
DOW5 25.00  19.40 1.37 NS
DQW6 1.56 29.85 0.05 0.01-0.22 0.00¢
DQW7 15.62 34.32 0.36 NS
DQWS 46.87  23.88 2.75 NS
DQWY 0 1.49 0.34 NS

NS= nao significante, RR= risco relativo
95% LC= 95% limites de confianga
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Tab. 22.4. Freqiiéncias dos antigenos HLA-A na populacdo de
controles Hispanicos e Anglos.

HLA-A Hispanicos Anglos X? P
(48) (66)

1 18.75 28.78 1.51 NS

2 47.91 54 .54 0.48 NS

3 12.50 37.87 9.04 ' 0.002
11 8.33 12.12 0.42 NS

23 (9) 4.16 4.54 0.95 NS

24 (9) 31.25 6.06 12.70 0.0003
25 (10) 4,16 6.06 0.19 NS

26 (10) 6.25 3.03 0.68 NS

28 12.50 : 6.06 1.44 NS

29 (19) 10.41 9.09 0.56 NS

30 (19) 2.08 3.03 0.97 NS .
31 (19) 12.50 9.09 0.34 NS

32 (19) 4,16 1.51 1.38 NS

33 (19) 2.08 0 1.38 NS

NS= nao significante
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Tab. 23.4. Freqiiéncias dos antigenos HLA-B na populagdo de
controles Hispanicos e Anglos.

HLA-B Hispanicos Anglos X2 P
(48) (66)
7 12.5 27.217 3.64 NS
8 2.08 27.217 12.70 . 0.0003
13 6.25 4,54 0.16 NS
14 8.33 6.06 0.22 NS
18 8.33 10.60 0.16 NS
27 6.25 6.06 0.96 NS
35 33.33 13.63 6.29 0.01
37 2.08 . 1.51 0.52 NS
38 (16) 8.33 0 5.61 0.017
39 (16) 4.16 0 2.79 NS
41 2.08 1.51 0.52 NS
44 (12) 25.00 27.217 0.74 NS
45 (12) 4,16 0 2.79 NS
47 2.08 1.561 0.52 NS
48 4,16 0 2.79 NS
49 (21) 2.08 4.54 0.49 NS
50 (21) 0 1.51 0.73 NS
51 (5) 4,16 6.06 0.19 NS
52 (5) 2.08 4.54 0.49 NS
53 2.08 0 1.38 NS
57 (17) 4,16 4.54 0.95 NS
58 (17) 2.08 0 1.38 NS
59 0 1.561 0.73 NS
60 (40) 2.08 10.60 3.09 NS
61 (40) 0 3.03 1.48 NS
62 (15) 6.25 10.60 0.65 NS
63 (15) 2.08 0 1.38 NS
75 (15)

2.08 1.51 0.52 NS

NS= nao significante.
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Tab. 24.4. Freqiiéncias dos antigenos HLA-DR na populag¢éao de

controles Hispanicos e Anglos.

HLA-DR Hispanicos Anglos ). & P
(48) (67)

1 i2.50 7.46 0.82 NS

2 16.66 17.91 0.30 : NS

3 2.08 19.40 7.84 0.005

4 31.25 34.32 0.11 NS

5 33.39 17.91 3.60 NS

6 (13) 6.25 7.46 0.63 NS

6 (14) 6.25 4.47 0.17 NS

7 22.9 ~ 19.40 0.20 NS

8 2.08 5.87 1.01 NS

9 0 1.49 0.72 NS

10 2.08 0 1.40 NS
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Tab. 25.4. Freqiiéncias dos antigenos HLA-DQBl na populagao de

controles Hispanicos e Anglos.
HLA-DQB1 Hispanicos Anglos X2 P
(48) (67)

DQW2 31.25 43.28 1.71 NS

DQW4 4,16 4.47 0.65 . NS

DQW5 22.91 19.40 0.20 NS

DQW6 8.33 29.85 7.84 0.005
DQW7 47.91 34.32 2.15 NS

DQWS8 25.00 23.88 0.19 NS

DQW9 0 1.49 0.72 NS

NS= nao significante

Tab. 26.4. Freqiiéncias dos antigenos HLA-DQAl na populacgédo de

controles Hispanicos e Anglos.

HLA-DQA1 Hispanicos Anglos X2 P
(48) (67)

Al 39.58 56.70 3.28 NS

A2 22.91 23.88 0.14 NS

A3 37.50 37.31 0.41 NS

A4 54.16 44,77 0.98 NS

NS= ndo significante
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DISCUSSAO

5.1. IDENTIPICACAO E CARACTERIZACAO DE ANTICORPOS ANTI-HLA
EXTRAIDOS DE PLACENTAS HUMANAS.

O valor deste trabalho com placentas esta relacionado ao
aspecto pratico da identificagéo dos anticorpos anti-HLA. Os 82
anticorpos anti-HLA identificados proporcionaram a organizacdo
de um banco de reagentes, possibilitando o intercambio
internacional com outros laboratérios e, assim, cobrir as
especificidades ndo conseguidas durante esta pesquisa. Devemos
ressaltar que esta atividade deve ser continua nos laboratérios
que desejam participar nos estudos de transplantes e nos de
relagdo do HLA com doengas. A utilizagdo das placentas como fonte.
de anticorpos foi adequada, pois proporcionou volumes aprecidveis
de reagentes, sendo que muitas vezes foi possivel diluir alguns
desses soros. Essa foi a Unica maneira encontrada de manter o
intercambio, pois no passado utilizdvamos coleta de sangue (20
ml) no pré-parto e, na maioria das vezes, ficavamos somente com
esta amostra. O volume obtido com o soro extraido de placenta

corresponde a pelo menos seis vezes o0 correspondente a coleta
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anterior.

Nossos resultados contrariam parcialmente a publicagdo que
coloca o antigeno HLA-A10 como o "mais" e o A3 com o "menos"
imunogénico (Tovey, 1973), pois nado identificamos nenhum
anticorpo contra o primeiro, assim como caracterizamos dois
excelentes anti-HLA-A3. Foi possivel, entretanto encontrar a
freqiiencia elevada do A2 e B35, confirmando os trabalhos
anteriores (Ahrons, 1971, Bertrans, 1971 e Kissmeyer Nielsen,
1970). A freqiéncia elevada nas mulheres com maior ntmero de
gestagdes era de se esperar, entretanto as primiparas também .

produzem anticorpos e com maior chance de serem monoespecificos.

5.2. INVESTIGACAO DE PATERNIDADE NO RIO GRANDE DO SUL: RESULTADOS
DA UTILIZACAO DA INUNOGENRTICA HLA.

A anédlise de 866 casos de investigagdo de paternidade
(Davey, 1984) é a melhor coletdnea de informagdes sobre os
resultados desta metodologia aplicada a Medicina Legal. Alguns
pontos dos resultados do RS s&o compardveis a .este estudo. A
freqiiéncia da exclusdo de paternidade é a mesma, embora em
populagdes diferentes: 22% e 21%. Esse fato tem interesse, pois
os juizes ficam alertados para o numero de falsas acusagdes que
acontecem em nosso meio. Nossos resultados sdo superiores aos de
Davey, em relagdo & frequéncia com que o HLA possibilitou indices
superiores a 95% de probabilidade relativa de paternidade (64%
contra 42%). Outro fato que chamou a atengcdo, é que combinando

o HLA com grupos sangiiineos tivemos 98% dos casos acima de 95%
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de probabilidade cumulativa de paternidade, contra 69% de Davey.
A explicagdo para essas diferengas talvez seja a de que todos os
nossos investigados eram caucasdéides, enquanto na outra amostra
existiam 40% de individuos de raga negra (sabidamente de mais
dificil tipagem HLA). Estes dados também podem ficar mais
préximos com o aumento de nossa amostra.

Um fato interessante é o tipo de comportamento encontrado
quanto ao nome do filho. Em 30% dos casos de "inclusao" da
paternidade, as maes deréh nomes que, Se nao O mMesmo, sugeriam
o nome do pai, sendo que o mesmo nao foi observado nos casos de
exclusdo, embora em numero reduzido.

A idade média das maes foi de 29 anos (15-42) e a dos pais
de 36 anos (16-70). No grupo de exclusao a idade média das maes
foi a mesma, sendo a dos acusados de 44 anos (diferenga nao
significante).

Ndo foi possivel alcangar o resultado "acima de 95%" (forte
probabilidade), em somente um caso, dentre as 66 avaliagdes, pois
a probabilidade cumulativa de paternidade foi de 92%, sendo
utilizado como "provavel paternidade".

O sistema HLA demonstrou ser de’imenso valor na investigacgao
de paternidade no RS, sendo que a utilizagcao de métodos
moleculares pode ser necessaria numa minoria de casos e, para
tanto, os métodos de RFLP ou de tipagem com oligonucleotidios
sintéticos utilizados nos préximos capitulos, serdao futuramente

associados aos métodos atuais.
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5.3. RESULTADOS DOS TRANSPLANTES RENAIS NO RIO GRANDE DO SUL

Os transplantes com doador relacionado HLA idéntico (30)
apresentaram sobrevida do enxerto de 96.7% para o 12 ano e 75.4%
para o 32. O numero maior de perdas aconteceu apés o 29 ano da
cirurgia. A maioria desses pacientes ndo fizeram ‘uso de
Ciclosporina. Quatro outros pacientes utilizaram esta droga,
observando-se sobrevida de 75% no 12 e 22 ano. A sobrevida dos
primeiros 30 é satisfatéfia para o primeiro ano, sendo que
poderia ter alcangado valores melhores para o 32 ano. A
comparagdo é com o registro da UCLA, onde os mesmos pacientes
obtém 78% no 59 ano de transplante. No registro brasileiro este
tipo de paciente alcanga 97% no 12 ano e 90% no 22 (Sesso, 1990)

Os transplantes com doador relacionado com 1 haplétipo HLA
de diferenga (128) tiveram sobrevida do enxerto de 78.2% no 190
ano e 65.9% no 32 ano. Os resultados sdo referentes aos
transplantes com e sem Ciclosporina, sendo, portanto, dificeis
de comentar. Esse grupo de pacientes, no registro brasileiro,
apresenta resultados de 82% e 75% para o 12 e 22 ano.

Os resultados da sobrevida do enxerto nos transplantes com
doador cadaver (91) foram de 62.5% para o 12 ano e 43.9% para
o 32, Este grupo de pacientes também utilizou diferentes tipos
de imunossupressdao e seus resultados nado sdao dos melhores. Os
resultados do registro brasileiro sé@o de 74% e 65% para o 1Q e
22 ano.

A comparacgédo dos transplantes com e sem ciclosporina (Tab.

4.3.2, e 4.3.3.) demonstra resultados unicos em relagao aos que
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receberam rins de doadores relacionados com um haplétipo de
diferenga (parcialmente idénticos). Esses pacientes tiveram uma
sobrevida do orgdo de 76% no 12 ano e 56% no 29 (grupo com
Ciclosporina), sendo de 79% e 70.7% (grupo sem ciclosporina). A
sobrevida no 22 ano é inferior no grupo que usa a Ciclosporina
(p=0.06), justamente o contrdrio do esperado. Os resultados dos

pacientes sem ciclosporina s&o estatisticamente semelhantes aos
dos registros brasileiros.

Os receptores de rins”de cadaver que usaram a Ciclosporina
(Tab. 4.3.4.) tiveram sobrevidas de 64.5% e 52.7% no 12 e 32 ano’
de transplante, enquanto os que ndo usaram este medicamento,
54.5% e 42% em 12 meses e 15 meses apés o transplante (p=NS). Os
resultados para as sobrevidas com ciclosporina do John Radcliffe
Hospital da Universidade de Oxford , sdo de 61% para o 12 e 29
anos de transplante com doador caddver sem compatibilidade HLA
e de 95% quando com compatibilidade HLA (Ting, 1986). Resultados
superiores sdo encontrados em diversos outros trabalhos, como o
do Montefiori Medical Center em Nova York (Matas, 1988) onde a
sobrevida dos enxertos de individuos transplantados sem
compatibilidade HLA foi de 85% e 75% para o 12 e 32 anos pés-
transplante. Neste mesmo centro de Nova York observa~-se sobrevida
menor, quando ndo é utilizada a Ciclosporina, 48% e 37% para o
1o e 392 ano, respectivamente. Os resultados com uso de
Ciclosporina do Collaborative Transplant Study (CTS) sao de 85%
de sobrevida no 12 ano para os enxertos com identidade HLA-A,B,DR
e 73% para os com nenhuma identidade (Opelz, 1988).

Uma grande polémica existe entre alguns centros como o do
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Montefiori e o CTS em relagdo a necessidade de compatibilidade
para os transplantes com doador cadaver na era da Ciclosporina.
Os primeiros dizem que seus resultados, sem compatibilidade, séo
semelhantes aqueles com compatibilidade dos estudos que envolvem
miltiplos centros. Reforgam seus resultados, as ponderagdes a
respeito de que os antigenos HLA ndo sdao bem definidos noé negros
e outras minorias, e que o numero de doagdes é pequeno nesses
grupos. O fato é que 35% dos pacientes na primeira instituigao
sdo negros e somente 8% déstes sdo transplantados com rins de
doadores da mesma raga.

Recentemente, discute-se a hipdtese de que a imunossupressao
é melhor realizada nos centros mais experientes que realizam
grande numero de transplantes e onde o efeito HLA ndo é
observado. Insuficiente indugdo de imunossupressao, pode fazer
com que as diferengas aloantigénicas fiquem mais evidentes, o que
pode ser o caso dos estudos de multiplos centros (Burdick, 1991).

A opiniao internaciohal predominante, embora a existéncia
de fortes argumentos como os apresentados, é a de que a
compatibilidade HLA-DR proporciona um acréscimo em 10% na
sobrevida de transplantes com ou sem Ciclosporina (Opelz, 1988).

Os transplantes entre irmd8os totalmente diferentes no
sistema HLA (Tab. 4.3.7.) apresentaram uma sobrevida de 83.3% no
10 ano, mantendo esta frequéncia até o final do 32. Este
resultado contrasta com o dos irmdos com identidade parcial,
comentado acima, entretanto o numero de pacientes é muito pequeno
neste Ultimo caso. Estes resultados sugerem que a indugdo da

imunossupressdo Ppode ter sido mais efetiva neste grupo de
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pacientes, devido a serem relacionados, sem compatibilidade HLA.

O efeito do centro transplantador pode ser sugerido existir
entre as 4 equipes de Porto Alegre (Tab. 4.3.5.), em relagdo aos
transplantes com d6rgaos de caddver, visto que uma alcanga a
sobrevida de 70.6% no 12 e 32 ano, enquanto as demais equipes né&o
alcangam 50% no 22 ano. Um fato interessante é que a eqﬁipe com
os melhores resultados teve seus insucessos nos primeiros 4
meses dos transplantes, sendo que a partir desse momento né&o
apresentou nenhuma diminulqéo na sobrevida.

A tentativa de observar os primeiros resultados positivos
da procura de d4érgdos por intermédio da coordenadoria de
transplante (Tab. 4.3.6.) demonstrou que, antes de 1989, a
sobrevida foi de 57.4% e 41.3% para o 12 e 32 ano, enquanto que
apdés 1989, chegou a 66.2% no 12 ano. Esse resultadb, sem validade
estatistica, denota uma tendéncia de melhora da sobrevida nos
transplantes com orgdos de cadaver.

Os receptores HLA idénticos de raga branca tém melhores
resultados do que os de raga negra, embora os Ultimos sejam em
nimero pequeno (5). Outra diferenca acontece em favor dos
receptores de raca negra (13), apresentando uma sobrevida do
enxerto de cadadver de 65.3% apés o 22 ano, contra a de 45% para
o 20 ano de receptores caucaséides (78)(p=NS).

O efeito da transfusdo especifica do doador néo foi
observado com significancia estatistica, favordvel aos que
receberam este tipo de transfusdo deliberada. Os 17 pacientes que
realizaram DST apresentaram uma sobrevida apés 3 anos de 78.3%

contra 65.1% dos 110 pacientes sem DST.
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Os pacientes com idade superior a 40 anos apresentaram
melhor sobrevida com érgédos HLA idénticos, mas este fato pode ser
explicado pelo numero pequeno de individuos (6), contra os de
idade entre 16 e 40 anos (24). Os transplantes com doador cadaver
tiveram maior sucesso entre o grupo mais velho (46), sendo 75%
no 129 ano e 49.2% no 39, enquanto os mais joveﬁs (41)
apresentaram 55.4% e 40.3% (p=NS).

Os retransplantes foram muito poucos (16), néo
possibilitando maiores com;araqaes, entretanto os 2 pacientes HLA
idénticos tiveram uma sobrevida de 100% para o 12 e 22 ano (Tab.
4.3.13.). Os realizados com oérgdos de caddver ainda néo
alcangcaram o 12 ano, mas ja4 mostram sobrevida do érgdo menor de
50%.

Os transplantes que tiveram os pais como doadores foram
razoavelmente bem sucedidos, com sobrevida de 77.4% e 69.8% para
o 12 ano e 32 ano. Os resultados tendo a mde como doadora né&o
foram superiores Aaqueles em que o pai foi o doador. Este fato
teoricamente é desfavoravel a teoria dos "NIMA" ("non inherited
maternal HLA antigens"), pela qual talvez esperdssemos melhores
resultados entre os individuos que receberam um rim materno. Os
resultados favoraveis ao PIMA sé foram observados entre
individuos hipersensibilizados e que reagem com a maioria das
células dos painéis (van Rood, 1990), talvez nédo sendo observados
entre transplantes com doadores vivos nao sensibilizados.

A comparacgdo dos resultados de Porto Alegre com os de outros
grupos coloca os primeiros em desvantagem aos melhores

resultados, especialmente no grupo de transplantes entre



Capitulo 5. 249

relacionados haploidénticos. A questdo dos piores resultados com
o uso de ciclosporina, talvez esteja relacionada a toxicidade da
mesma, associada ao fato de que sé recentemente existe
disponibilidade de sua dosagem no sangue dos pacientes de Porto
Alegre, ou, por outro lado, a indugdo insuficiente da
imunossupressdo. O numero de equipes transplantadoras também é
um fator de desequilibrio, pois enquanto algumas fazem um regular
numero de transplantes, outras transplantam menos, adquirindo
menor experiéncia. A tipag;m HLA para os transplantes com doador

cadaver talvez melhore os resultados para esse grupo.

5.4. AVALIACAO DO SISTEMA HLA EM PACIENTES COM LEUCEMIA LINFATICA
CRONICA.

A LLC nédo se apresenta associada positivamente ao sistema
HLA. Esses achados sdo também encontrados na literatura, embora
alguns estudos mostrem alguma associagao.

A associagdo negativa de uma patologia com o sistema HLA,
tem crescente interesse imunogenético, devido ao fato de que a
maioria dos estudos se relacionam com susceptibilidade e ndao com
resisténcia & determinada doenga. O fato de que 9 individuos com
LLC apresentassem o alelo HLA-A8, comparados com 87 no grupo
controle, possibilita a sugest8o deste alelo estar relacionado
com protegdo ao desenvolvimento da doenga. O mesmo acontecendo
com o alelo HLA-CW4 que foi positivo em 10 pacientes e 73

controles. A identificagdo do loco HLA-C foi realizada com os
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melhores anticorpos possiveis, inclusive com os recentes
monoclonais. O painel HLA-DQ n&o foi o mesmo utilizado para a
tipagem dos pacientes com diabetes no capitulo seguinte.

O método de RFLP possibilitou a identificagdo do genétipo
das células deficientes em HLA-DQ pela sorologia. Nas tipagens
sorolégicas de "possiveis" deficiéncias, o RFLP demonsgrou sua
superioridade em detectar os "splits" de DR2 (DR15 em DAN e GEL),
DR3 (DRwl7 em DAN, GEL e DOD) (Tabela 28.4.).

Os antigenos HLA-DR ;orolégicos ndo permitiam supor (para
todos os antigenos), com precisao, qual o HLA-DQ associado pelo
forte desequilibrio de ligagdo existente entre esses dois locos.
Com os resultados DR-RFLP foi possivel identificar os "splits"
DR, esclarecendo a necessidade de DQW6 para o DRW15 e o DQW2 para
o DR17 (DAN e GEL); o DQW2 para DRW17 (DOD). |

Esse achado de presenga dos genes HLA, mas falta de expresao
na superficie celular pode ter importancia futura. Nao foram
observadas alteragdes clinicas associadas com essa deficiéncia,
embora se possa supor, teoricamente, que talvez esses individuos
estivessem mais sujeitos as infecgdes do que os demais, devido
a falta de uma molécula que seria importante na apresentacgdo de
antigenos aos linfécitos T.

Outros estudos serdo importantes na caracterizagdo dos
antigenos HLA que possam conferir resisténcia a LLC, para
esclarecer a duvida sobre a generalizagdo desses achados para
demais populagdes. O mesmo se aplica para a deficiéncia de
expressao do HLA-DQ, necessitando estudos de freqiiéncia da falta

destas moléculas, assim como estudos clinicos mais profundos.
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5.5. ESTUDO DO SISTEMA HLA NA DIABETES MELLITUS INSULINO-
DEPENDENTE: AVALIAGAO DA FREQUENCIA DOS ANTIGENOS E DOS GENES NA
POPULACAO NORTE-AMERICANA DE ORIGEM HISPANICA E ANGLO-SAXONICA.

A DMID é uma patologia com maior incidéncia em europeus do
norte, praticamente n&o existente em 1indios e marcaaamente
reduzida nos povos orientais (japoneses, coreanos). Na América
Latina, a incidéncia de DMID parece ser também reduzida. Os dados
mais importantes sdao os "de pacientes de origem hispanica,
moradores do Estado do Colorado.

O haplétipo HLA-A1l, B8, DR3 é reconhecidamente um hapldétipo
caucasdide, estando em desequilibrio de 1ligagdo, tanto nos
caucasdides europeus como nos encontrados na América. Este
haplétipo ndo é encontrado em povos orientais e indigenas, em que
observa-se forte desequilibrio de ligagdo com HLA-A24, B5(52),
DR2 e com HLA-A24, B7, DR1. O antigeno HLA-A24 é o aielo mais
comum nestes povos, alcangando freqiiéncias de até 85% (Jobim,
1981).

O alelo DR3 foi encontrado em 42% dos hispanicos diabéticos
e em somente 2% dos controles de mesma raga. O mesmo alelo
apresentou a freqiéncia de 48% nos pacientes anglos e 19% nos
controles. Este fato demonstra que este alelo esta fortemente
associado com a doenga e que os individuos hispanicos que
apresentarem este marcador genético terdo um risco 22.61 vezes
superior de manifestarem a doenga, do que os que nao possuirem
o DR3. Os controles hispanicos, representantes da massa da

populacdo hispanica do Colorado, estardo protegidos da DMID, pelo
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menos parcialmente.

A observacdao de que os pacientes hispadnicos apresentam o
alelo HLA-B8, significantemente mais freqiiente que seus controles
(13 individuos entre os pacientes e somente 1 entre os
controles), demonstra que a falta de DR3 nos controles esta
relacionada com a inexisténcia do haplétipo HLA-Al, B8; DR3. O
fato foi confirmado na andlise do referido haplétipo, observando-
se 11 pacientes hispanicos com este conjunto e nenhum no grupo
controle. )

A presenga do alelo HLA-A24 em 31.25% dos controles
hispéniéos e em 6.06% dos anglos (p=0.003) demonstra mais um fato
sugestivo da presenga de genes indigenas nesta populagdo. Os
alelos HLA-B35 e HLA-B16 (38) que s8o significantemente mais
freqiiéntes nos controles Hispanicos, também isio de alta
freqiiéncia nos indios norte-americanos (Schanfield, 1980).

Os alelos HLA-A3, HLA-B8, HLA-DR3 e DQW6 apresentam-se
significantemente diminuidos na populagdo de controles normais
Hispanicos, comparada com os controles Anglos. Estes alelos sao
praticamente ausentes em indios e outros orientais (Jobim, 1981;
Dausset, 1985; Todd, 1990).

Os resultados mostram 13 pacientes hispanicos com o alelo
HLA-B8 e 11 com o haplétipo HLA-A1l, B8, DR3. Nos anglos observa-
se 25 alelos B8 e 18 haplétipos HLA-A1l, B8, DR3. Desta maneira,
o alelo B8 esta associado intimamente ao haplétipo caucasdéide nos
hispanicos e de forma menos intensa nos anglos.

Entre os hispanicos diabéticos encontra-se 22 individuos com

o alelo DR3 e 11 com o haplétipo HLA-A1l, B8, DR3. Resultado
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semelhante observa-se nos anglos com DMID, 31 DR3 e 18 haplétipos
Al, B8, DR3. O excesso de DR3 em relagcdao ao B8, confirma a
suspeita de que o alelo DR3 é o real responsavel pela
susceptibilidade e B8 apresenta associagcdao somente devido ao
desequilibrio de ligag¢do com DR3.

O alelo DQW8 encontra-se associado com a diabéte nos
hispanicos e de forma quase significante nos anglos. Este achado
confirma diversos outros trabalhos que demonstram esta associacgéo
(capitulo 1.3.3.5.). O al;lo A3, pertencente ao haplétipo DR4
DQW8 A3, apresenta-se positivamente associado com a DMID em ambaé
as populagdes, sugerindo ser o principal responsavel por esta
relagcdo, sendo o DQW8 participante indireto pelo sua forte
associagdo com DR4.

O alelo A3 apresenta-se com freqiiéncia éemelhante nos
controles hispanicos e anglos (36% e 37%, respectivamente), assim
como entre os pacientes (81% e 70%). Desta maneira, pode-se
sugerir que a protecao devida a falta do alelo DR3 na populacgéao
hispanica do Colorado ndao é suficiente para afastar totalmente
a DMID de seu meio, pois existe o risco de desenvolver a doenca
por intermédio da associagdo com A3 que permanece.

Estes achados s&o referentes a populagdao do Estado do
Colorado, havendo necessidade de estudo de outras populacdes
hispanicas para observar a possibilidade de generalizagdo dos
resultados.

As associagdes negativas sdo praticamente as mesmas entre
as duas populagdes, embora o grau de significancia possa variar

discretamente. Os alelos que supostamente protegem da doencga
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seriam DR5, DQW7, DR2 e Al nos hispanicos e DQW6, DR5, DQW7, DR2
e Al nos anglos, entretanto a significancia sé foi alcangada nos
dois primeiros alelos dos hispanicos e sé no primeiro dos anglos.

A observacdo dos alelos com associagdo negativa demonstra
que todos eles estdo relacionados com haplétipos onde o
aminodcido da posicao 57 da molécula de DQR é o acido asﬁértico.
A impdrténcia da posigdo 57 pode ser observada pelo lado das
associagdes positivas, sendo que 100% dos pacientes hispéanicos
e 96% dos anglos apresen;aram alelos que nao possuem o &acido
aspartico nesta localizagdo. Estes achados confirmam a literatura
e sugerem que o entendimento da susceptibilidade & diabete néo
estda relacionada simplesmente com os genes HLA, mas com a
presenca de seus produtos na membrana celular.

Os pacientes hispadnicos e anglos nao apresehtam, entre si,
diferengas genéticas importantes em relagdo ao sistema HLA, mas
demonstram um polimorfismo caracteristico em relagdo aos
controles normais. A presenga de HLA-DR3 e do alelo A3 de DQAl
estd4 associada com a doenga (90% nos hispanicos e 87% nos
anglos), assim como as moléculas de DQB ndo apresentam o &acido
aspartico na posigdo 57.

Estes achados sugerem que os determinantes de risco possam
ser os proprias moléculas HLA referidas e que apresentariam um
antigeno autélogo ou mesmo viral aos linfécitos T. Estas células
iniciariam um processo auto-imune, culminando com a destruigéao
das células beta do pancreas. As moléculas HLA seriam, desta
maneira, os préprios receptores para o possivel antigeno, sendo:

o palco desta apresentagdo a membrana das células apresentadoras
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de antigenos. @uando estas moléculas apresentassem um acido
aspartico na posigao 57, nao seria possivel o acoplamento do
possivel antigeno no "ninho" desta molécula e o individuo néo

estaria susceptivel a doenga.
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CONCLUSOES

Este conjunto de trabalhos caracteriza o desenvolvimento dos
estudos de histocompaﬁ&bilidade na Unidade de Imunologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, assim como demonstra
resultados de pesquisas realizadas no exterior com metodologia
molecular a ser incorporada na referida Unidade.

A identificagdo de 24 anticorpos anti-HLA para o loco HLA-A,
32 para o loco HLA-B e 26 para HLA-DR e DQ no soro extraido de
2600 placentas humanas possibilitou a organizagd8o de um pequeno
"banco de reativos" HLA, que realiza intercambio internacional
com demais laboratérios de histocompatibilidade, sendo
responsavel pela maioria dos reagentes utilizados nas tipagens
de nosso laboratério. A dependéncia externa. sempre existira,
devido a dificuldade de identificacdo de alguns antigenos raros.
Como consequéncia, nosso laboratério nunca necessitou adquirir
anticorpos anti-HLA no comércio internacional, o que trouxe
considerdvel economia a instituicgao.

A andlise dos nossos primeiros 66 casos de investigacdo de
paternidade por intermédio da imunogenética HLA, possibilitou o
conhecimento de que é possivel alcangar indices de probabilidade

relativa de paternidade acima de 95% em 64% dos casos, sendo que
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os demais 15% sao resolvidos pela combinagdo dos resultados HLA
com os dos grupos sangiiineos ABO, Rh (CcDEe) e MNSs. A observacao
de 21% de casos de acusagdoes falsas é semelhante aos resultados
obtidos no exterior.

Os resultados da investigacao de paternidade indicam que a
sorologia HLA e de grupos sangiiineos possibilitam resultados
confiaveis na quase totalidade dos casos. Para os casos mais
dificeis , especialmente quando o acusado é falecido, é possivel
adicionar o teste de RFLP com sondas de loco tnico e que s~
colocado em pratica, apés o aprendizado adquirido no estudos por
RFLP em Leucemia Linfatica Cronica.

Os resultados de 250 transplantes renais no Rio Grande do
Sul foram apurados até 1990, Os enxertos entre individuos
relacionados HLA idénticos demonstraram sobrevida de 97% no 190
ano e 75% no final do 32. A maioria destes pacientes nao usou a
Ciclosporina A como imunossupressor.

Os enxertos entre individuos relacionados com 1 haplétipo
HLA de diferenca, tiveram sobrevida de 78% e 65% no 12 e 32 ano
respectivamente. Quando separamos oS Qque usavam e n&ao usavam
Ciclosporina, observamos que os primeiros apresentaram sobrevida
de 76% e 54% no 12 e 20 ano, sendo que os segundos tinham 79% e
70%. Esse fato merece registro especial, pois seria esperado o
contrario. Deve ser especulado o fato de doses insuficientes de
Ciclosporina terem sido usadas, por médo de intoxicacgao
medicamentosa, devido a falta de dosagem do medicamente no sangue

da maioria dos doentes.
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Os enxertos com rins de doadores cadaver apresentaram
sobrevidas de 64% e 53% para o 120 e 32 ano nos pacientes que
utilizaram a Ciclosporina. Nos que ndo utilizaram esse
medicamento, observamos 54% e 42% no final de 1 ano e 15 meses
respectivamente.

Os resultados entre irmdos HLA incompativeis (2 haplétipos
diferentes) demostraram sobrevidas do enxerto de 83% no 12 e 39
ano. Teoricamente, esses resultados deveriam ser semelhantes aos
com doador cadaver, ° especulando—se' que a indugéo da
imunossupressdao tenha sido mais efetiva neste grupo de pacientes
especialmente por ser transplante com doador viw.
compatibilidade HLA.

O "efeito do centro" parece ter existido entre as equipes
gauchas. Uma delas apresenta resultados de 77% no 12 e 32 ano,
sendo que as demais ndo ultrapassaram os 50% no final do 22 ano.
Existe uma tendéncia a alcangarem melhores resultados nos
transplantes com doador <cadaver, apés a 1inauguracao da
coordenadoria de transplantes em Porto Alegre, embora ainda
estatisticamente ndo significante.

Ndo foi observado o efeito da "transfusdo especifica d-»
doador" na sobrevida dos enxertos. Os retransplantes foram
numero do 17, ndo possibilitando realizar estatistica, entretanto
os 2 realizados com doador relacionado HLA idéntico tiveram
sobrevida de 100% no primeiro ano.

Os transplantes em que tiveram os pais como doadores

apresentaram sobrevidas do enxerto de 77% e 70% para o 12 e 3¢
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ano. Nao se observaram diferengas, quando a mde ou o pai foram
os doadores.

O estudo da relagdo HLA com Leucemia Linfatica Cronica
possibilitou demonstrar nao existir suceptibilidade genética HLA,
ou seja, nao existem marcadores HLA mais frequentes nos doentes
do que nos controles. Este fato contrasta com alguns dos estudos
realizados anteriormente, nos quais, ora encontravam um
determinado alelo em desequilibrio de ligag¢ao com a doenga, ora
descreviam outro. Nossos resultados demonstram existir uma
protegcdo para os 1individuos portadores dos alelos HLA=A9
({RR=0.14, P=0.001) e HLA-CW4 (RR=0.40, P= 0.04), pois esses
marcadores encontram-se estatisticamente diminuidos nos pacientes
em relagdo aos controles.

Foi possivel demonstrar casos de auséncia dos antigenos HLA-
DQ na membrana dos linfécitos de alguns pacienpes com LLC. O
estudo com o método molecular (RFLP) proporcionou o conhecimento
de que os genes HLA-DQ estédo presentes no DNA, nao sendo
caracterizado um caso de delegdo ao nivel molecular. A falta de
expressao do HLA-DQ na membrana celular deverd ser ainda melhor
estudada, procurando-se evidéncias de comemorativos clinicos, nao
detectados nos raros casos estudados. A deficiéncia demonstrada
aconteceu com caracter homozigoto em dois ©pacientes e
heterozigoto em quatro,.

O estudo do sistema HLA na Diabetes Mellitus Insulino-
Dependente confirmou os achados anteriores da predisposigao
existente na poprulagao caucaséide e do risco diminuido em

populagdes de origem oriental. A analise de uma populagdo
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geneticamente mestiga, fruto da mistura de brancos e 1indios
americanos, possibilitou demostrar que a associacgdo dos genes HLA
com a doenga é mais forte nos brancos, entretanto, quando os
hispanicos herdam determinados genes caucasdides, apresentam
risco de desenvolver a doenga. Néo existiu diferencgas
imunogenéticas entre as duas populagdes de diabéticos estudas.

Os alelos estatisticamente associados a diabetes foram HLA-
DR3, DQW8, A3 (DQAl), correspondentes aos haplétipos: HLA-Al, B8,
DR3, DQW2, A4 (DQAl) e DR4, DQW8, A3 (DQAl). Os alelos que
estatisticamente apresentaram-se em associagao negativa foram
DR5, DQW7, DR2, e Al nos hispanicos e DQW6, DR5, DQW7, DR2 e Al
nos anglos.

A falta do haplétipo HLA-Al, B8, DR3, A4 na populacgdo de
controles hispanicos, ndo afasta totalmente o risco da diab-
pois os genes diabetogénicos ligados ao haplétipo DR4, Dunr
estdo presentes igualmente em ambas populagdes controles. Este
tltimo foi evidenciado especialmente pela associagdo positiva com
DQW8 e A3 (DQAl).

As caracteristicas indigenas da populagde hispanica foram
detectadas pelas frequéncias elevadas dos alelos HLA-A24, HLA-B35
e HLA-B16 , assim como pela significante diminuig¢do de HLA-A3,
HLA-BS, HLA-DR3 e DQW6 . Estes achados sao encontrados
especialmente em populagdes indigenas.

A caracteristica molecular da auséncia de acido aspartico
na posicdo 57 da molécula de DQB1l nos pacientes com diabetes

juvenil foi novamente demonstrada, encontrando-se 100% dos
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pacientes hispanicos e 96% dos anglos com alelos que néo
apresentam esse aminodcido nesta posigdo.

A razdo para a diferenga entre a incidéncia da diabetes
entre os habitantes do Estado do Colorado foi esclarecida
imunogeneticamente. Estes resultados podem, provavelmente,
explicar a pouca incidéncia da doenga no México, assim como a
chance 60 vezes maior de uma crianga da Finlandia ter diabetes

em comparagao com uma da Coréia.
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