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RESUMO 

Esta tese reGne uma série de trabalhos com o sistema HLA. Inicin 
com ct caracteL!Zacàu ue 8� anticorpos ue c1asse � e Il no soro 
de 2600 placentas humanas, possibilitando reagentes para a 

organização de um Laboratório de Histocompatibilidade. A 

aplicação clínica da imunogenética HLA na investigação de 
paternidade e nos transplantes renais vem a seguir. Estudou-se 
66 casos de perícia médica, sendo que a ddvida da paternidade foi 
solucionada pelo estudo HLA em 42 ocasi5es 164%). Em 10 casos foi 
necessário acrescentar a pesquisa de grupos sangüíneos ABO, Rh 
IC,c,D,E,e) e MNSs. O número de exclusões de paternidade foi de 
14 casos ( 21% l. Os 2 5O transplantes renais analisados foram 
realizados com doador vivo ( 158) e doador cadáver ( 92). Os 
enxertos entre indivíduos relacionados HLA idênticos 130) 
apresentaram sobrevida de 96% para o lQ ano e 75.4% para o 2Q. 
Os com um hapl Ótipo de diferença (128) alcancaram 78.2% e 65.9%, 
respectivamente. Quando o doador foi cadáver, observou-se 62% e 

43 • 9% de sobrevida actuarial. A análise dos resultados dos 
transplantes entre relacionados, HLA parcialmente idênticos, 
demonstrou um pior resultado para os que usaram a Ciclosporina 
A, ao contrário do esperado. Observou-se uma diferença na 
sobrevida entre os centros transplantadores, assim como uma 
tendência para melhores resultados, após a organização da 
"coordenadoria de transplantes" na c idade de Porto Alegre. Os 
pacientes de raça branca, aparentemente, tiveram melhores 
resultados do que os de raça negra, entretanto estes últimos são 
em número pequeno. Não foi observado o efeito da transfusão 
sangüínea específica do doador na sobrevi da dos enxertos. Os 
resultados, quando os pais foram os doadores, não foram 
superiores quando as mães foram as escolhidas. A pesquisa da 
relação entre HLA e doenças foi realizada em relação à Leucemia 
Linfática Crônica ILLC) e Diabetes Mellitus Insulina-Dependente. 
No primeiro estudo, observou-se que a LLC não está associada 
positivamente ao sistema HLA, após tipagem de 120 pacientes. A 

associação negativa, relacionada com a proteção à doença, foi 
observada para o alelo HLA-A9 e HLA-Cw4. Paralelamente, foram 
observados raros pacientes com CLL que não apresentavam moléculas 
de HLA-DQ na membrana celular, tanto da forma homozigota como 
heterozigota. Estudaram-se estes casos com sondas moleculares, 
observando-se a presença dos genes ao nível do DNA, embora 
faltassem sua expressão ao nível de membrana. A tipagem HLA de 
pacientes diabéticos envolveu os locas HLA-A, B, DR, DQA e DQ�. 
Estes pacientes foram provenientes do Estado do Celerado no 
Estados Unidos da América do Norte, tendo sido previamente 
observado, pelo Departamento de Epidemiologia da Universidade do 
Celerado, existir menos diabetes nos descendentes dos 
colonizadores de língua hispânica do que nos descendentes de 
lingua in�lesa. A remessa das células de pacientes e controles 
para o Laboratório de Genética da Diabetes na L;nivesidade de 
Oxford possibilitou esse estudo. Entre os diversos dados 
observados, deve-se destacar que não existem diferenças na 



genética HLA entre os diabéticos hispânicos e os anglo-saxões, 
entretanto o mesmo não ocorre entre os controles, pois nos 
hispânicos não se observou a presença do haplótipo caucasóide e 

diabeto�ênico HLA-Al,B8,DR3. Sestes dltimos encontrou-se 
freqUência aumen�ada do HLA;A24, B35 e B16, fato somente 
encontrado entre orientais e Indios Americanos. Concluí-se que 

a população de hispânicos �mais apresenta genes HLA de or�gem 
oriental, obtidos pelo seu entrecruzamento com os índios. A falta 
dos genes caucasóides que predispõe à doença, como DR3. DQWB e 

u aleJ..o . .:. ;:; uo:: DG.�l ];Jrot.egern est.es 1nai\·iauos ae aaqtilr1rem c. 

diabetes, entretanto quando recebem estes genes pela mistura com 
o branco, ficam predispostos a mesma, As populações diabéticas 
estudadas apresentam os alelos DR3 DQW8 e A3 (DQAl l em 
associação significantemente positiva com a doença, confirmando 
o encontrado em outras populações. Associações negativas 
aconteceram com DR5 e DQW7 nos hispânicos e DQW6 nos anglos. 
Todos os pacientes hispânicos e 96% dos anglós apresentaram um 

ou ambos os alelos sem ácido aspártico na posição 57 d� DQf.), 
enquanto nos controles observou-se 80% e 84%, confirmando outras 
pesquisas que demonstraram esta predisposição ao nível molecular. 
Os principais métodos utilizados nesta tese foram a tipagem HLA 
por sorologid, tipagern HLA por RFLP e também pela amplificação 
do DNA cem a enz ima Taq polirnerase, utilizando oligonucleotídios 
sintéticos como sondas radioativas. 
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INTRODUC.AO 

1.1. O COHPLBXO PRINCIPAL DB BISTOCOHPATIBILIDADB 
,, 

1.1.1. A HISTORIADO SISTEMA HLA 

A ciência 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 descrição de um grupo leucocitário que chamou de Mac 

( Dausset, 1958) . Após esta descoberta, formou-se um grupo de 

cientistas, sendo que alguns já trabalhavam em torno deste tema 

e outros foram atraídos pelo filão recém encontrado. O fato é que 

o entusiasmo destes jovens, associado ao intenso intercâmbio 

científico que proporcionaram, 

revolucionou a Medicina. 

contagiou uma geração e 

Na medida em que a história se desenvolve, surgem novos 

personagens que representam a Imunologia, a Hematologia, a 
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Genética, a Bioquímica, a Medicina Interna e a Cirurgia. O prazer 

de participar desta aventura foi dividido por muitos 

pesquisadores e com certeza, quando Jean Dausset recebeu o 

Prêmio Nobel em 1980, todos sentiram-se homenageados. 

A introdução da história do sistema HLA (Human Leucocyte 

Antigens) começa pelos estudos de tumores em camundongos, quando 

pela primeira vez foi usado o termo,"antígenos de transplante" 

(Gorer, 1937). Esse autor deu início aos estudos do sistema H-2 

do camundongo, considerado como espelho biológico do HLA. Outros 

pesquisadores s�guiram seus passos, entre eles, George Snell, 

também agraciado com o Prêmio Nobel em 1980. 

Os capítulos mais importantes dessa aventura foram escritos 

em vários países, Jean Dausset (França) , Jon van Rood (Holanda), 

Rose Payne, Bernard Amos, Roy Wal ford, Fri tz Bach e Paul Terasaki 

(USA), Walter Bodmer, Júlia Bodmer e Richard Batchelor 

(Inglaterra), Flemming Kissmeyer-Nilsen 

(Dinamarca) e Rugero Ceppellini (Itália). 

1.1.1.1. A DESCOBERTA DE DAUSSET 

e Arne Svejgaard 

Dausset, trabalhando interessado em leuco-aglutininas, 

misturou, em um lâmina, o soro de um paciente leucopênico e 

politransfundido com leucócitos isolados de outro individuo 

(1952). Foi observada a agregação inesperada das células, com 

formação de grumos. Tal fato poderia ser devido a autoanticorpos 

ou a aloanticorpos. A primeira hipótese foi imediatamente 

afastada pela falta de aglutinação de seus próprios leucócitos. 

Esse soro foi então testado contra um painel de diversos 
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indivíduos, aglutinando várias amostras, quando foi observada a 

possibilidade de que aloanticorpos possam reconhecer "grupos de 

leucócitos". 

Os experimentos com leuco-aglutinação continuaram sem 

possibilidades de algume classificação, até que Dausset 

transfundiu um paciente anêmico por várias vezes, com sangue do 

mesmo doador. Algumas semanas após, observou a presença de um 

anticorpo aglutinante que reagia com os leucócitos do doador, 

assim como com parte de um painel de células controle. Esse 

anticorpo era inativo contra os leucócitos do próprio paciente 
.. 

e recebeu o nome de "MAC", em homenagem a três indivíduos que 

serviram como voluntários para os experimentos. Cada letra 

corresponde a ini c i al dessas pessoas. Estava descoberto o 

primeiro antígeno leucoci tário, também denominado MAC e hoje 

conhecido como HLA-A2 (Dausset, 1958) 

A descoberta dos grupos sanguíneos in f l uenciou os 

desbravadores no sentido da existênc ia de di versos sistemas 

leuc ocitários, como acontec ia a nível eritrocitário. Não 

imaginavam que os antígenos que começavam a descrever pertenciam 

a um compl exo de histocompatibilidade. A seguir , van Logbem 

descobriu que as 
. 

leuco-aglutininas causavam reações não 

-

hemolíticas durante algumas transfusões de sangue (van Logbem, 

1956). Na mesma época, Dausset desc reveu 4 soros de indivíduos 

transfundidos de maneira plane jada que rec onheciam o mesmo 

antígeno MAC num painel de 25 células. 
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1.1.1.2. OS ANTICORPOS ANTI-HLA APÓS A GESTAÇÃO 

Um importante avanço foi a descoberta independente em Leiden 

(van Rood, 1958) e Palo Alto (Rose Payne, 1958) de que a gravidez 

pode induzir a formação de leuco-aglutininas. Pelo lado 

holandês, o fato aconteceu em 14 de Abril de 1958, quando 

observaram uma reação transfusional numa mãe de quatro filhos que 

recebeu sangue para corrigir um sangramento após o parto de 

gêmeos. Graças à descrição de van Loghem, foi diagnosticada e 

confirmada a presença de leuco-aglutininas. A partir de então, 
.. 

estudaram outros soros e iniciaram pesquisas em famílias. Estes 

achados foram apresentados num congresso em Roma (1958), aliás 

no mesmo em que Dausset mostrou seus dados sobre o MAC. 

Posteriormente o estudo das leucoaglutininas foi transformado em 

tese (van Rood, 1962-b ), Alguns tiveram dificuldade em entender 

estes achados, tanto que num diálogo com o Diretor do Northern 

Blood Transfusion Center (Inglaterra), van Rood recebeu a 

seguinte observação, quando afirmou que a gravidez podia induzir 

a formação de anticorpos anti-leucocitários e que estes podiam 

ser absorvidos com plaquetas: "Well, I don't know but you might 

have to eat your hat". Outros, entr�tanto, esperavam por tais 

resultados, visto que, no mesmo dia, van Rood encontrou Dausset 

e Colombani discutindo a possibilidade das plaquetas absorverem 

os anticorpos leucocitários. Quando souberam que van Rood tinha 

conseguido a absorção, houve a exclamação de Dausset: "What did 

I say! Are you now convinced?" (van Rood, 1990). 

A absorção das leuco-aglutininas não representava mui to 

naquele momento, mas, posteriormente, possibilitou a tipagem dos 
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antígenos de classe I I ( HLA-DR, DQ e DP), expressos em linfócitos 

B. 

Van Rood continuou seus experimentos com 60 soros de 

mul típaras que apresentavam leuco-aglutininas, testanào-os contra 

um painel de leucócitos de 100 doadores. Pela primeira vez 

acontecia um procedimento utilizado até hoje em Workshops, a 

análise por computador das reações de todos os soros contra todas 

as células ( van Rood, 1962-a e 1963). Este foi o início da 

identificação dos anticorpos que possibilitaram as tipagens HLA. 

Pelo lado �orte-americano, Rose Payne estudava os auto­

anticorpos envolvidos na Anemia Hemolítica Adquirida, quando 

procurou demostrar a afirmação de Dausset que as leucoaglutininas 

poderiam ser responsáveis por leucopenia. Organizou, então, um 

painel com soros de 350 pacientes com diversas doenças 

hematológicas que fez reagir contra leucócitos de 60 indivíduos 

normais. Encontrou os anticorpos em 10% dos doentes, mas também 

observou que muitos não eram leucopênicos e que o único fato em 

comum era o sangue que recebiam e que freqüentemente ocasionava 

reaçãoes pirogênicas. Pretendeu realizar transfusões com sangue 

pobre em leucócitos, mas não recebeu permissão por parte do seu 

superior. Dausset visitou seu laboratÓrio no mesmo ano (1956) e, 

posteriormente, conduziu o experimento em Paris, provando correta 

a hipótese de Payne sobre a participação das leuco-aglutininas 

nas r eações pirogênicas. Indivíd uos transf und idos 

sistematicamente com sangue pobre em leucócitos não apresentavam 

reações, enquanto que com a fração rica destas células 

demonstravam febre e calafrios. 
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Rose Payne recebeu finalmente a permissão para conduzir 

experimentos com transfusões pobres em leucócitos. Em duas 

ocasiões em que foi necessário trans fundir sangue rico em 

leucócitos para pacientes com leuco-aglutininas e que 

experimentavam reações prévias, não observou febre. Nesse momento 

surgiu a idéia de que pudessem existir tipos diferentes de 

leucócitos. Posteriormente, constatou que a freqüência de reação 

pirogênica era maior em mulheres e que metade delas apresentavam 

reações na primeira ou segunda transfusão. O mesmo não acontecia 

com homens que necess i tavam de v ários procedimentos para 

iniciarem com pirexia. Uma pesquisa na história obstétrica das 

pacientes concluiu que somente as com gestações anteriores 

apresentavam reações ao primeiro estimulo. A seguir , realizou a 

prova entre o soro materno e as células da criança, assim como 

as do pai. Na maioria dos casos, os soros aglutinaram as células 

testadas. Ficou de finida a participação de anticorpos anti­

leucocitários nas reações febris de casos em que não existiam 

anticorpos contra eritrócitos, assim como da imunização da mãe 

contra os leucócitos do filho durante a gestação (Payne, 1990). 

Os estudos a seguir foram semelhantes aos de van Rood, 

procurando reações em comum entre soros de multiparas e 

leucócitos de um painel. Foram definidos grupos de anticorpos que 

definiam antígenos, LAl e LA2 (Payne, 1964) e 4a e 4b (van Rood, 

1962). Os últimos 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 

rápido 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), ocasião em que foi 

possível estudar células pela leuco-aglutinação, fixação do 

complemento e a recente e importante técnica de 

mícrolinfotoxicidade (Terasaki, 1964). Uma das dificuldades 

encontradas foi a nomenclatura utilizada. Existiria mais de um 

sistema? Dausset denominava HU-1, análogo ao do camundongo H-2; 

Rose Payne e Walter Bodmer LA 1 ,  LA2 (idêntico ao MAC); van Rood 

4a e 4b • Durante esse workshop demonstrou-se que os antígenos HLA 

eram antígenos de transplante, pois foi observado que a 

imunização prévia do receptor de transplante de pele com 

leucócitos do doador, acelerava a rejeição ( van Rood, 1965). 

Nesse encontro Walford, demonstrou a produção de soros anti-HLA 

após transplante de pele e TerasakÍ descreveu um método de 

criopreservação dos linfócitos (van Rood, 1990-a). 

O teste de cultura mista de linfócitos foi descoberto nessa 

época por dois estudos independentes ( Bach, 1964) e ( Bain, 1964). 

O teste consistia em misturar "in vi tro" as células de duas 

pessoas e observar a transformação blástica que se seguia. Bach 

desenvolveu a técnica após demonstrar sua utilidade em prever a 

sobrevída de transplantes de pele e definiu o método como "um 
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potente teste de histocompatibilidade" (Bach, 1964). O próximo 

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

demonstrado que, entre irmãos, 25% não se estimulavam mútuamente 

''in vi tro" ( Bach, 1966), A seguir, tornou-se evidente que os 

indivíduos que não se estimulavam, apresentavam os mesmos 

antígenos HLA ( Bach, 1967) e que o teste da cultura mista de 

1 infóci tos e o teste sorológico pareciam predizer a sobrevida dos 

transplantes. Posteriormente, foi identificada uma família em que 

dois irmãos eram idênticos na sorologia, mas estimulavam-se em 

cultura. Isso d�� origem à hipótese de existir uma nova região 

(HLA-D) ligada, mas não idêntica aos antígenos observados 

sorológicamente (Amos, 1968) e (Bach, 1969). 

Os melhores estudos da utilização da cultura mista para 

caracterização 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 haplótipo HLA em dose dupla. 

Os candidatos para homozigose eram os filhos de casamentos entre 

primos e seria muito difícil encontrar esses indivíduos, 

entretanto, lembraram que a Igreja Católica não permitia tais 

casamentos, a não ser com o consentimento Papal. Van Rood 

escreveu para o Papa, solicitando utilizar a informação dos 

arquivos da Igreja. Passados alguns meses, recebeu uma carta para 

entrar em contato com o Bispo de Haarlen, do qual obteve a 

permissão para encontrar as famílias. O estudo demonstrou que era 

possível a ti pagem pela cultura com células homozigotas ( van 

Tweel e van Rood, 1973). Posteriormente, foram descobertos os 

antígenos HLA-DR, presentes nos linfócitos B e que segregavam, 
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quas e  sempre , com os padrões da t ipagem por cultura com células 

homozigotas (van Rood, 1 975) 

Os t ransplant e s c omeçaram a ter grande inte resse, Uma 

importante contribuição f oi o estudo combinado de famílias com 

transplantes de pe l e, po s sibiL i t ando o bservar a rel ação de 

compatibilidade HLA e rejeição ( van Rood, 1966) . Dausset e 

Rapaport também demo straram que o s  g rupo s s anguíneos e o HLA eram 

importantes na rej ei ção de transplantes de pele. 

O terce i ro workshop foi realiz ado por Ceppellin i em Turin 

(1967), quando ��cou estabeleci do que existia um único loc o  c om 

dois sub-locas e uma reun ião do comitê de nomenclatura do WHO 

def i n i u  a sigla HL-A ( Human Leu c o cyte Loco A). Treze grupos 

part i c i param do estudo de onze famílias e a s egregação em 

hapl6tipos foi bem doc umen tada. Nes s a  époc a, 1 3  antígeno s já 

t i nham s i d o  de s c r i  tos por vários grupos . Uma apre sent aç ão de 

importânc i a  fo i a de Amiel que, pela primeira vez, r e l ac i onou o 

HLA c o m  uma doença (Hodgkin). Van Rood ap re s ent ou os re s u l tados 

de 25 transpl antes realizados com avaliação do HLA, as sim como 

Rose Payne. Ambo s  mo straram que alguns pacient e s passavam bem, 

embo ra com a pio r compatibilidade, mas , de maneira ge ral, 
. 

existia uma rel ação d o  HLA com a sobrevida. Nessa reunião van 

Ro od pro pôs a o rganização do Eurotransplant, entidade c o ope rat iva 

para proporcio nar t ipag e n s  de doadores e receptores e f aci litar 

o intercâmb io de órg ão s entre div e r s o s  centros Europeu s . Essa 

organi zação começou a f uncio nar em 1968, s endo s e gu i d a  pel o  

France-Transplante, UK Trans pl ant Service e pe lo S candia 

Transpl ant (van Rood, 1 9 9 0 ) . 
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Um avanço na rel ação do H LA com o s  transpl ante s  ac ont eceu 

quando foi demonstrado que ant i corpos linfoci totóxic o s  eram 

produz i dos apó s a reje i ção de transpl ante s de rins ( Horris , 

1 9 6 8 }. A seguir, foi observado por estudo retrospectivo que 24 

dent re 30 pacient e s  c o m  prova cru z ada pos i t i va apre sentavam 

rejeição acelerada ( Pate l , 1969). Ess e  ac hado fez com que o s  

c irurgiõe s  acredit a s  sem d e  f i n  i t i  vament e n a  prova c ruzada pré­

transpl ant e. 

Outra impo rtant e  contribuição fo i a d e  que o tes t e  HLA podia 

selec iona r  os ir�ãos idêntic o s  para um t ransplante,  f avorecendo 

o resu ltado ( S i ngal , 196 9 ) .  Nes s e  momento , os grandes centros 

médico s abriam novo s laborató r�os d e  HLA . Na me sma época, fo i 

real i z ado o p r imeiro t ransp l ante de medu l a  ó s s e a  num pac iente com 

S índrome de Wiscot t-A l d ric h , apó s t e s t e  de cu! tura m i s t a  não 

reativo ( Bach , 1968), 

O quart o "Workshop" foi organ i z ado po r Te rasaki em Los 

Angele s  (1970). Pe l a  p r i meira ve z foram s e lecionados 160 soro s 

de 21 laboratór i os e env i ado s para o s  part i cipante s. Tiparam-s e  

280 famílias e ce rca de 27 espec ifi c i dade s ant i gêni c as fo ram 

de fin idas Ne s s e  e ncontro , Thors by e Kissmeyer-Nilsen 

apresenta ram as primeiras ev idênc i as do t e rc e i ro loco (HLA-C) 
( Terasak i ,  1990), as s im c omo int roduz i ram o método de Boyum para 

separação d e l infóc i tos c om F i c o l l -Hypaque (Boyum , 1974 ) • 

Dau s s e t  organizou o qu i nto "Workshop" em Par is ( 1972), tendo 

conc ebido um e s tudo ant ropo lóg i co internac i onal. A tipagem HLA 

de vari adas populaçõe s serviu para mo s trar as d iferenças entre 

os povo s ,  em rel ação às freqüênc i as d e s ses marcado r e s  genético s  

( Dausse t, 1990). 
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O sexto "Workshop" foi organizado por Kismeyer-Nielsen em 

Arhus (1975), tendo sido importante pelos achados de reativ idade 

de certos soros com l i nf ócitos B , antecedendo a descoberta do 

loco HLA-DR. Este foi definitivamente demonstrado no sétimo 

"�orshop" organizado por Bodmer, em Oxford ( 1 9 77). Os primeiros 

sete antígenos foram então definidos pelos laboratórios 

partic ipantes, em número de 1 50 (Bodmer, 1990). 

A produção de anticorpos monoclona i s 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 possível caracterizar 

78 especificidades. O tema oficial foi o e s t udo de transplantes , 

sendo tipados 1113 pacientes transplantados em diversos países. 

A relação do HLA-DR com a sobrevida do órgão foi novamente 

observada, espec ialmente em transplantes com doador cadáver 

realizados em pacientes não transfundidos (Terasaki, 1 9 90). 

A região do cromossoma 6, onde se e nc ontram 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 primei ros 

três locos apresentam os gene s  de classe I, enquanto os demais, 

os de Classe II (Fig.1.1). o HLA- DQ e DP surgiram pór último, 

sendo o primeiro descoberto antes de oitavo "Worshop" 
Duquesnoy , 1 97 9) e melhor caracterizado no de Viena ( 1984). 

Nesse, foram conhecidas as e spec i f icid ade s sorológicas DQw 1 , 
DQw2, DQw3 , enquanto as especificidades DP foram definidas pelo 
método do pol imorfimo dos fragmentos de restrição do DNA (RFLP). 

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

pior compatibilidade (van Rood, 1990). 

A reação em cadeia da pol imerase foi introduzida 

recentemente e trouxe um importante avanço no estudo da 

imunogenética do HLA (Saiki, 1985). 

Cromosso�o hu�ano 6 

Fig. 1. 1. Cromossomo nQ 6 humano e a região HLA 

O déc imo "worshop" foi organizado por Bo Dupont em Nova York 

(1987), onde foi muito e studada a me todologia do RFLP, 

analisando-se diversas enzimas de r e s t rição e seus respec tivo s 

fragmentos. O encontro teve 1 500 participantes e os anais 

apresentam 1600 páginas. 
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Mu i t o s  pontos e s tão bem de t e rm i nado s em relação aos 

tran s p l an t e s  e a compat ibilidade HLA , enquanto outr o s  a i nda 

encont ram- s e  o b s curos. Os  t rans plantes de rim, c om doado r vivo 

relacionado, são m u i t o f avo rec i dos p ela melhor 

his to c ompat i b ilidade. O s  transplante s de medula ó s s e a  são os ma i s  

c ríti c o s  em re l ação à c ompat ibili dade, devendo-s e o b s e rva r  uma 

c u l tura m i sta não e s t i mulatór i a , ent retanto ,  mesmo com i nd i v í duo s 

HLA idênt i c o s, pode remo s obse rvar r e j e içõe s. O s  t ranspl ant e s  de 

órgão s  de doador c adáver acontecem a de s pe i to da 

incompat i bilidade HLA, s e ndo que o suc e s s o  d o s de c o ração e de 

pulmão, são i ndependen t e s  do HLA. N o s  t ransp l ante s  de rins com 

doador cadáver, o ra o b s e rva- s e  relação com a melhor 

compat i b i l i dade, ora d i z-s e que a imuno s supres s ão com 

c i clo spo rina ou as transfusõe s t ornam desne c e s sária a 

compatibili dade HLA . A maioria, ent retanto acred i ta que a 

c ompat ibili dade DR p roporc i on a  melhores re sult ado s . 

A relação do HLA c om doenças é outra área em que se 

o bs e rvaram i núme ras c o rrelaç õ e s  com o HLA , mas ainda não s e  

ent endeu o mecanismo que p redispõe o s  po rtadore s de certos 

g enót ipo s  a adquir i rem as doenças r e l acionadas .  A int ro dução da 

b i olog i a molecular com seus novos méiodo s de explo rar os g enes 

humano s , po s s ivelmente t rará e s s as re spos tas , d ando c ontinu idade 

à h istór i a  d o  Sis t ema HLA .  

Tr i nta ano s  após a desc o be rt a  do ant í g eno MAC, mo s t rou-s e  

a imagem c r i s tal o g ráfic a  d o  me smo (Fi g. 2.1.). Trata- s e  de uma 

figura com se fo s s e  um n i nho e no seu int e r i or obse rva- s e  um 

peptíd io ( B j orkman e Stroming e r, 1987). Reve l ou - s e  as sim, a 
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principal função biológica do sistema HLA que é a apresentação 

de antígenos às células imunocompetentes (linfócitos T). 

1. 1.2.GENiTICA E NOMENCLATURA 

O Complexo Principal de Histocompatibilidade é hoje uma 

região bem conhecida do braço curto do cromossomo número 6 

humano, sendo que no camundongo está localizado no de número 15. 
··-

N�ssa região
_ 

é que se encontram os genes�o _sistema HLA. O rápido 

desenvolvimento da pesquisa desse sistema proporcionou a 

identificação de dois tipos diferentes de estruturas na membrana 

das células, os antígenos de classe I e os de classe II. Essas 

são glicoproteinas com forte capacidade imunogênica e rep_resentam 

a expressão fenotípica dos genes HLA, Praticamente todas as 

células do organismo apresentam tais antígenos na membrana, 

excetuando-se os eritrócitos, 

Os antígenos de �la_Sf3ELl_ são representantes dos !ocos HLA -A, 

HLA-B e HLA -C, enquanto os de:fclasse II dos !ocos HLA-DR, HLA�D�·

, __ _ 
. 

- - -·�--- ·--- -· - ·- - - - ·-· . �- -··· - - ------

HLA-DP /Foram identificados outros genes na região entre os !ocos 

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 

a 21-Hidroxilase. Os últimos são também conhecidos como genes de 

classe III (Fig, 1.1). 

Os antígenos de classe I e I I  apresentam homologia 

estrutural com as imunoglobulinas, receptor antigj�_i_çQ _ ___ _!ie 

linfócitos T e com antígenos de diferenciação CD4 e CDS. A forma 
- · - - · ----
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g l o bu l a r  dessa família de "supergenes'' sugere especialização em 

mecanismos de interação e reconhecimento, como de fato acontece 

(Willians, 1987). 

Desde os primórdios do conhecimento científico dessa região, 

!Observou-se que seus genes segregavam de forma mendeliana e 

codominante ( Payne, 1964). Cada individuo herda��. alelo de cada 

loco por cromossomo. Os antígenos no mesmo cromossomo formam um 

conjunto ou haplótipo. Sendo assim, recebemos um haplótipo de 

cada gen itor. Entre irmãos há a probabilidade de que 25 % tenham 

os dois haplótipos em comum, 25 % de que sejam totalmente 

diferentes e 50 % de apresentarem um dos haplótipos em comu�. 
/ 

,1. 1.2.1. ANTÍGENOS DE CLASSE I 

As moléculas de classe I são duas cadeias de polipeptideos 

em associação nio-covalente na superfície da célula. A cadeia 

pesada de 44000 daltons é reponsável pelos determinantes 

antigênicos e se insere na superfície celular. A cadeia leve de 

12000 dal tons não é produto HLA, mas uma f32-microglobulina 

codificada no cromossomo 15 humano e, provavelmente, responsável 

pela estabilidade estrutural da cadeia'pesada (Fig. 3. 1). 

A cadeia pesada apresenta três domínios na sua parte 

exterior, cada um com cerca de 90 resíduos de aminoácidos. As 

regiões antigênicas estio no primeiro (al) e segundo (a2) 
domínios e a interação da cadeia leve com a pesada acontece por 

influência dos três domínios da última (Gussov, 1 9 8 7 ) .  Existem 

três tipos de cadeia pesada, HLA -A , B ,  C, com a possibilidade de 

diversos alelo� (Tab. 1. 1). 
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Os antíge no s de clas se I são expre s s o s  na maio r i a  das 

células, entretanto, os linfócitos são ma i s  adequado s para o 

e s tudo d o  HLA . A pre s e n ç a  de s s a s  pro t eínas no e ndotél i o  vas cular 

é fator importante nos e s tudos das reje i ções, sendo que em 

momen t o s  de reação inflamatória , aumenta a den s i dade das 

referi das proteínas. 

A estrutura do HLA-A2 foi dete rminad a  por c r i stalo g ra f i a  

(Bjo rkman e Strominge r, 1987), demo n s t rando a fo rma de um ninho 

' onde a parte dis t a l  da membrana c o rresponde à reg ião entre al 

e a2. As diferenç as na reatividade s o rológ i c a  d e s s e  ant í g e no são 

traduzida s po r  modificações nas marg ens do ninho, ass im como na 

sua bas e. Os fragmentos ant i gên i c o s, pos s i v e l mente são acoplado s 

nessa e strutura para po s t e r ior e s timul o  imunológ i c o  ( F i g . 2.1) 

1.1.2.2. ANTÍGENOS DE CLASSE II 

As molécul as d e  cl as s e  I I  são fo rmadas po r duas cad e i as de 

polipeptídios (a e�), não c oval entemente l i gadas , mas inse r i das 

na membrana celular pel a reg i ão COOH t e rm i nal ( F ig. 4 .1.). Cada 

cadeia tem aprox i madamente 34000 e 28000 dal tons respect ivamente, 

sendo di v i d i das em do i s  domín i os seme lhante s ao s das 

imunoglobulinas, A expre s s ão ant i gê n i ca aconte c e  dé mane i ra 

polimórfica nos domín i o s  ext ern o s  ( a1 e �1) . O s. antígeno s de 

cl as s e I I  são mais limitados em expre ssão d o  que o s  d e  clas s e  I .  

Encontramos essas pro t e ínas no s l i nfóc i to s  B, macrófagos, 

monócitos, células dendr í t i c as )e l i n fóc i to s  T at i vll,�o s. O 

endotélio vascul a r expre s s a  antígeno s de classe II, some nte 

quando apre s ent a  reação i n f l amatória as s o c i ad a. Tai s  antígeno s 
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não são enc o ntrado s nas plaquetas ,  e ritróc itos e l i nfócito s T em 

repous o ( B l ann , 1988). 

Ex i s t em t rês tipos de moléculas de classe II, mas a s i tu ação 

é dif ere n t e  das de clas s e  I ,  pois ambas as c adeias apresentam 

codi f icaç ã o  ao ni vel do DNA ,_ podendo c ada uma ter seu 

polimo r f i smo . O HLA-DR, H��:J2� e H_
L�::PP são sub - regiõe s da reg i ão 

D e produto de do i s  genes adjace n t e s  e l�!J�ci_?�' um para cadeia 

a e outro para� (Fig . 5.1. ) . Os antíg enos HLA-DR são f o rmado s, 

na ma i o r i a  das ve z e s , po r uma cati_�ia a,l nã� pol imc)r fi c a  e :po r _\1.�!1 
.. .. 'l c ade ia �
.:.-
� (DRl, pR2 , DR3, DR4 . . .  ) .  Out ra s  ve z e s, a mesma cade i a  

al pode e s ta r  as s o c i ada a uma cad e i a  J3 3  ( DRw52 ) o u  a J34 (DRw5 3 ). 

A c o rr e l ação da so ro l o g i a  c om RFLP é excelen t e , quando s e  

ut ilizam sond as para DRB1 (Bell , 1987 - b; Cohe n , 1984). Pode - s e  

observar que alguns ant ígeno s apr e s entam uma e spe c i f i c idade 

supe r-tí p i c a, c omo o DRw52 ) e DRw53_J A fam í l i a
_ 

do p r i me i ro 

abrang e DR3 , _ _ _!)�5.2_ D��, enqu anto 1?1?:.�--'--��-�-? e ºª"� Pt!Z:t.�!l_Ç�_qa_ ªQ--�.1"-���­
d o  DRw53. 

Os ant í g eno s HLA-DQ s ão produ t o s  de uma c ade i a  a. e UJ'Jl2i.. J3 

po limórf i c as e associadas . Es s a s  são ident i f i c adas ao nível do 

c romo s s omo 6, c�Dl�
---���-!. e DQBl. Os ant í g e no s  HLA-DQ e st ão em 

----- -·--•--�--�···-W'•'•-' 

fQrt e d e s e quil í b r i o  de ligação com o s
.

HLA-DR .  Existe uma c ade i a 

a e uma J3 d e  pseudo genes não expre s s o s  na membran• c e l u l ar, 

tant o  para HLA-DR como para HLA-DQ ( DX), as s im como ex i s tem 

o u t r o s  p s eudo gene s com DZ e DO (Fig. 5.1. ). 

O s  ant�geno s HLA-DQ não são f ac ilmente det e c t ado s 

sorolo g i c amente, s endo me lhor anal i s ados p o r  tipagem com 

oligonucleotídi o s  s intéti c o s  após ampl i ficação do DNA. 
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O polimorfi smo do HLA-DP não é identi f i cado pela s o rologia 

sendo difícil sua c a racterizaç ão pelo RFLP. O p r i me i ros 

re s ult ado s de sua var i ação alé l ic a  aco ntece ram com a utilização 

do método de ti pagem c om linfóc i tos prev i amente estimulados 

(PLT). Es sa re gião não es tá em des e qu ilíbr i o  com o g rupo DR- DQ ,  

podendo -se o b s e rvar 4 ale l o s  pelo PLT e d i  ve r s o s  o u t ros c om 

tipag em com oligonucle o tíd i o s  ( Bug awan, 1988) 

O sequenciamento do s ami n oác ido s d o s ant í ge no s  de clas se I I  

trouxe impo rtantes info rmaç ões ao ent e nd i me nto do po l imorfismo 

de s s a  região ... A maio r i a  do s dados fo ram obt ido s a partir de 

s equenciamen t o  clás s i c o  de cl o n e s d e  c DNA de rivad o s  de linhagens 

celulares c om e speci f ic id ad e s bem defin i das. Rec e nteme nte , foi 

po s sível obter e s tas s e qüênc i a s  com p rodu t o s  de PCR de DNA 

genômic o ( Sa i ki ,  1986 ) e d e  cDNA (Todd , 1987). 

Os re su ltados desse s e quenciamento demonstram uma mic ro­

het e rogene i dade não obse rvada pela s o ro l o g i a  ou pel o RFLP , o que 

é ma i s evident e  em relação ao pol i mo r f i smo DQ, s endo mu ito ma i s  

extens o  do que o e spe rado ( Gre g e r sen , 1986). 

A s u b-re g ião DR f o i  d i s se c ad a , obse rvand o-se que o DRA não 

apre senta pol imo r f i smo, s e nd o  que este pode s e r  encont rado no 

loc u s  DRB1 . A maio r parte d es t e  pol i mo rfi smo e s tá c o n f i nado no 

domín i o  d i s t al à membrana ce l ul ar e é rest r i to a t rªs reg i õ e s  de 

hipe rvariabilidade al élica e n t re os re síduo s 9-13, 26-37, 67-74 

( Bell, 1987-b). Quando o s  resíduos são c ompa r ad o s  em cada um dos 

princ i pais haplót i po s DR, obse rva- s e  que s omente quatro 

apre sentam mais de c i nco subs t ituiçõ e s  de ami noácido s. Na maioria 

das po s i ções, a variação em c ada am i noác ido e s tá restrit a a duas 

ou trê s po s s i b ilidade s, 
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O pol imorfismo e m  DQAl e DQB1 também é traduz ido po r 

dife rença s  a nível de s eqüênc i as d e  am i n oác idos como o o b servado 

em DRB1. Ex i stem t rês r egiões de hi perva r i ab il idade alé l i c a  em 

DQB1 loc al i zadas e ntre os  re síduo s 52-57, 70-77 e 84-90, enquanto 

somente uma e m  DQA1 ( 4 5-56). 

A de t erm i nação da e s t rutura cri s ta l o gráfic a da mo léc ula 

do HLA-A2 p e rm i t e a i mag i nação de que o s  antígeno s de clas s e  li 

também ap re s ent e m  e s trutura semelhant e (Brown , 1988). 

, 

1.1.2.3. ANTIGENOS DE CLASSE I II 

Os gene s de C2, C4a , C4b,  Bf , f ato r de ne c ro s e  de tumore s 

e 21-h idroxilas e encont ram-se na r e g ião do Complexo Pri ncipal d e  

Hi stocompati bilidade , sendo conhec ido s  como "antígenos d e  classe 

III". E l e s  são at i vamente secre tados,  sendo que C2 e Fator B são 

pro t ea s e s  qu e  atuam em a s s ociação c om o s  outros componente s do 

s i stema d o  c ompl emento (C4 e C3 re spec tivamente) , formando C3 

conve rtas e . Des t a  at i vação te remo s e s t ímu l o s  à fagoci tose, a s s im· 

c omo l i s e  de c é l u l as ant i gên i cas (Fu, 19 7 4  e Heo, 19 76). 

O f at o r  d e  nec rose tumo ral é uma ci toquina produz ida por 

monócito s e macrófagos , frequentemen t e  após estimul o  c om 

ant í g e n o s  de poli s s acár i de de bactér i a . E s t a  mol écula de 1 7 000 

daltons ap r e s ent a funçõe s " i n vi t ro" e "in v ivo" relac i onadas à 

c i to toxi c i d ade. A 21-hi drox i las e  é uma enzima important e  na 

bio gêne s e  dos e st e róide s ,  princ ipalmente do c o rt i sol ( Bl ann , 

1988) 



Fig. 2.1. Estrutura molecular do HLA-A2 
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I 

Fig. 3 . 1. Estrutura de um antígeno HLA de classe I (HLA-A, B, C) 

sftios antigênicos 

membrana plasmática 

citoplasma 

21 

As cadei�s que fonn�m o antígeno HLA apresentam rrês domínios globul�res (al. a2 e a3). O domínio a3 está 
inumameme associado a um peptídio. não codificado pelo complexo pnnctpal de Histocompaubilidade (�2-
mtcroglobulimll. Os deterrmnantes antigêmcos estão localizados nos domímos ai e a2. 
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F i g . 4 • 1 • Estruturo de um ontigeno HLA de classe 11 (HLA ·DR) 
N N 

I 

22 

membrana plasmática I 

A molécula do HLA-DR é representada por dois peptídtos diferentes (a. e�). não covalentememe hgados. os quais 
atravessam a membrana pelo C terminal. O polimorfismo antigênico acontece em p 1. 



Fig .  5.1. Genes e proteínas HLA de classe II 

DP 

DPa OZa 

a . -+----J 

PD 

Genes Hl.A de Classe 11 

DQ DR 

oap DOa OAB p IIIJIV DA a 

a. -+----' a 

PD P CJ 
a • -t---_____J 

PD 

ProteDls HLA de Classe 11 
Os !ocos para cadeias alfa estão representados em negro. os beta em branco e os locos nfto expressos na membrana 
celular em listados. Na figura. a nova nomenclatura encontra-se entre parênteses. 

(") 
f» 
u 
.... , 

C"t c 
..... 
o 
..-

N 
� 



Capítulo 1 24 

1.1.2.4. DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO 

A associação pre f e rencial de alelos HLA no me smo cromossomo 

foi obs ervada pre c oc eme nte n o  estudo desse sistema . t �omo se 

ce rtos genes tive s s e m  a pre f erênc ia para e s t arem juntos nos 

haplótipo s HLA. O exemp l o  pode ser d ado c o m  o hapló t i po HLA­

Al/HLA-BS. A freqüênc i a  espe rada _d� __ a§.So.ci.agÃ.o Al.:-:S.� .. . -��,r-� a 
,.. ... . .. . . .  , . . .... - ... . ' ' ' . , 

calculada pe l a mu l tip l i c ação da f re qüênc i a  d o  al e l o  Al P.�ta Ao 
-... . .,. ' . � ·- . •-'· 

BS (O • 15 x O. 1 O = O. O 15 ) , entre t anto , a . frequênc i a  o bse_z:yaçi�--. é 
......... ••• J ---.��---·-- ·-

de 0.0 7. Es t e  ntimero é 5 vêzes maior do que a freqüência esperada 
. �. :;. 

por combinaçõ e s dos d ois al elos ao ac aso e repre senta um dos mais 

típ ico s  d e sequilíbr i os de ligação da raça b ranc a ( caucasóide). 

� razoáve l  a e spec t a t i va de que ale los de genes, intimamente 

ligados e próx i mos, se j am pas s ados juntos, em um hapl ót ipo, dos 

pais para os filho s. Não se ria de e sperar, entretanto, que em 

al gumas popul aç õe s , c e rt o s  hapl ó t i po s  f o s sem mantidos mai s  

freqüente s do que ou t ro s, e specialment e' pelo fato d e  existir uma 

freqüênc i a de ent re-c ruzamento ( "crossing over .. ) de 0.8% entre 

o locus A e B ( Belvede re, 1975). 

� ..... fenômeno de comb i naçõ e s  alél i c as pre fer�nc iais é 
chamado de ''as so ciação gamét i can ou �desequil í b r i o  de ligação" 

(Bodmer, 1977). O val o r  de delta (4) simbol i z a  a dife rença entre 

a f reqüência o b s e rvada e a e spe rada . No exemplo ante rior, A = 

(0.07-0.015) = 0.06. 

Os desequ i líbr ios acontecem em poucas c omb i nações de al elos 

e e nvo lvem as re g iões adjac ente s  do c romossomo. Sendo ass im, o 

haplótipo ant er i o r  c omp l e to é HLA-A1, BS, Cw7, DR3, DQW2. 
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Outros desequilíbrios típicos de caucasóides são: A3, B7, Cw7, 

DR2 e A2, Bl2, Cw5 , DR4. 

O desequilíbrio de ligação serve para estudar a migração de 

povos, para avaliar o grau de isolamento ou de mistura de raças. 

Novos desequ ilíbrios podem acontecer após intensa fusão de 

populações, assim como após forças de seleção sobre o sistema HLA 

(Blann, 1988). 

1.1.2.5. CLASSIFICAÇAO 

Atualmente existe um Comitê de Nomenclatura da Organização 

Mundial de Saúde para Fatores do Sistema H LA .  A preocupação dos 

seus membros é possibilitar uma classificação baseada nos estudos 

sorológicos, nas tipagens celulares e nas seqüências de 

nucleotídeos ou 

moleculares. 

de aminoácidos, resultado das ti pagens 

Os· critérios para inclusão de um gene ou alelo são de 

existam os clones dos quais as seqüências derivaram, as 

respectivas linhas celulares e a publicação da seqüência de 

nucleotídeos ou de aminoácidos. 

Os trabalhos de sorologia utilizam a classificação em 

especificidades ou antígenos HLA. As tipagens moleculares ao 

nível de classe II podem usar a mesma classificação, de acordo 

com as normas publicadas (Bodmer, 1990) (Tab. 1.1., 2.1., 3.1. ) . 

Deve-se lembrar da importância da relação das tipagens H LA-D ,  

definidas por métodos celulares para a caracterização dos alelos 

e antígenos HLA. Estas definem melhor os produtos QOs genes do 

que a sorologia. A associação entre HLA-DR e DQ é de grande 
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importância para a mel hor caracterização dos indivíduos (Tab. 

4. 1 . ) 

1. 1.2.6. HLA E POPULAÇOES 

A frequência dos fenótipos e genótipos HLA são importantes 

parâmetros na caracterização de grupos populacionais (Tab. 5.1., 

6. 1, 7.1 e 8.1) . Os métodos para o cálculo dessas freqüências 

serão apresentados posteriormente (Material e Métodos ) .  

Existem diferenças importantes entre os haplótipos das 

diversas raças (Dausset, 1985), observando-se que HLA-Al, A3 e 

B8, ocorrem mais freqüentemente entre caucasóides; HLA-A24, Bl6, 

B54(22) e B61(40) entre orientais; HLA-A23, A30, B17 e B42 entre 

negros. 

O polimorfismo do HLA, associado à raridade de muitos de 

seus ale los, pos sibilitou sua utilização nos estudos de migrações 

de povos, assim como na investigação de' paternidade. 

1 . 1 .2 . 7 .  HLA E INVESTIGAçãO DE PATERNIDADE 

Existem algumas condições ·necessárias para que um 

sistema possa ser util izado na investigação de paternidade . A 

transmissão genética deve ser bem conhecida, presente desde o 
nascimento e permanecendo por toda vida. Os testes devem ser 

fiéis e reproduzíveis. O sistema HLA preenche todos estes 

critérios. 

Na investigação de paternidade estuda-se a mãe, o possível 

pai e a criança. O sistema HLA é codominante , ou seja, os genes 
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t ransmitidos para o filho estão presente�no pai e na mãe. Sendo 

assim, o exame dos antígenos HLA da mãe e do filho, possibilita 

o conhecimento do haplótipo materno transmitido para o filho, 

sendo que o outro haplótipo, presente no último, deverá ser de 

origem paterna (Terasaki, 1978). 

Existem duas possibilidades de resultados para uma 

investigação. O acusado é excluído da paternidade ou não. O 

sistema HLA, devido ao seu polimorfismo, apresenta um índice 

elevado para a probabilidade de exclusão (97 . 5%) . Esta 

probabilidade diminui e�'
sistemas com menor polimor fismo, sendo 

de 3 7% para o da fosfatase ácida ( 3 alelos) e 19% para o �N 

( Wiener, 1968) . 

A verificação da probabilidade de exclusão de 252 trios de 

raça branca e negra, onde o "possível" pai era sabido não ser o 

pai biológico, foi realizada com os testes do ABO, Rh, MNS e HLA. 

Os resultados demonstraram que 244 dos 252 {96.8%) foram 

excluídos, sendo que 97 dos 1 0 0  trios de raça negra (97%) e 147 
I 

dos 152 de raça branca (Silver, 1987). 

O sistema HLA mostrou a possibilidade de identificação das 

paternidades de dois gêmeos não idênticos, 04 seja, gêmeos com 

pais di ferentes (Terasaki, 1978). 

A pe rícia de 866 casos de investigação de paternidade 

realizada com HLA e grupos sangüíneos (Davey, 1984), demonstrou 

194 casos de exclusão (22%). O sistema HLA possibilitou sozinho 

a exclusão de 92% destes casos, enquanto os grupos sangüíneos sem 

HLA proporcionaram 8%. Quando somente o HLA era testado, 43% dos 

casos apresentavam probabilidade de paternidade acima de 95% , 

enquanto com a combinação HLA e grupos sanguíneos chegavam a 69% 
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Uma análise crítica d a  determinação de paternidade dos casos 

realizados na Carolina do Norte (EUA) demostrou que a exclusão 

chegou a 40% em negros e a 30% nos brancos, assim como sómente 

10% dos casos analisados ficaram sem conclusão (Heise, 1983). 

A Biologia Molecular trouxe, recentement e, avanços no estudo 

de paternidades duvidosas, como a utilização de sondas para as 

regi5es de hipervariabilidade conhecidas como ''minisatélites", 

após a clivagem do DNA por enzimas de restrição. Este método 

também utiliza o RFLP e é conhecido como "impressão digital do 

DNA" ( "DNA fingerprint") entretanto não será motivo de 

apreciação neste trabalho. 
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TABELA 1.1 . LI STA DE ESPECI FICIDADES HLA-A, B, C, D, P. 

HLA-A HLA-B HLA-B H LA-C HLA-D 
_.. ............. 

BLA-P 

A1 B5 B55 (22 ) CWl DW1 DPWl 

A2 B7 B56 (22) CW2 DW2 DPW2 

A9 B8 B57 { 17) CW3 DW3 DPW3 

AlO B1 2 B5 8 ( 17) CW4 DW4 DPW4 

All B1 3 B59 CW5 DW5 DPW5 

AW19 B14 BW60(4 0 ) CW6 DW6 DPW6 

A2 3 ( 9 ) B1 5 B W61(40 ) CW7 DW7 

A2 4 ( 9) B16 BW62( 1 5 )  CW8 DW8 .. 
A25 (10) B17 B W63(15 ) CW9(W3) DW9 

A26 ( 1 o) B1 8  B W64 (14) CW10(W3) DWl O 

A28 B2 1 BW65( 14) CW11 DW11(W7) 

A2 9 ( 1 9 ) BW2 2 BW67 DW12 

A30 (19) B27 B W7 0  DW1 3 

A31 ( 1 9 ) B3 5 B W7 1(7 0) DW1 4 

A32 ( 19) B3 7 BW72(70) DW15 

AW33(19) B 3 8 ( 16) BW73 D�l6 

AW34( 10) B3 9 (16 ) BW75(1 5) DW17(W7) 

AW36 B4 0 BW76(15) DW1 8(W6) 

AW4 3 B W41 BW7 7(1 5 )  DW1 9(W6) 

AW66(10) BW4 2 DW20 

AW68(2 8) B4 4 ( 1 2) BW4 DW2 1 

AW69(28 ) B45 ( 12) B W6 DW22 

AW7 4 ( 1 9 ) B4 6 DW2 3 

B4 7 DW24 

B4 8 DW25 

B49 (21) DW26 

B50 (21) 

B51 ( 5 ) 
B52 ( 5 ) 

BW53 

BW54(22) 
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TAB. 2.1. 

ALELO HLA 

DRB1 0101 

DRB1 0102 

DRBl 0103 

DRB1 1501 

DRB1 1502 

DRB1 1601 

DRB1 1602 

DRB1 0301 

DRB1 0302 

DRB1 0401 

DRBl 0402 

DRB1 0403 

DRBl 0404 

DRB1 0405 

DRBl 0406 

DRBl 0407 

DRBl 0408 

DRBl 1101 

DRB1 1102 

DRBl 1103 

DRB1 1104 

DRB1 1201 

DRB1 1301 

DRBl 1302 

DRBl 1303 

DRB1 1401 
DRBl 1402 

DRB1 0701 

DRB1 0702 

DRB1 0801 

DRB1 0802 

LISTA DE ALELOS E ESPECIFICIDADES 

ANTIGENO BLA HLA-D 

DR1 DW1 

DR1 DW20 

DR'BR' DW'BON' 

DRW15(2) DW2 

DRW15(2) DW12 

DRW16(2) DW21 

DRW16(2) DW22 

DRW1·7 ( 3) DW3 

DRW18(3) DW'RSH' 

DR4 DW4 

DR4 DW10 

DR4 DW13 

DR4 DW14 

DR4 DW15 

DR4 DW'KT2' 

DR4 DW13 

DR4 DW14 

DRW11(5) DW5 

DRW11(5) DW;JVM' 

DRW11(5 )  

DRW11(5) DW'FS' 

DRW12(5) DW'DB6' 

DRW13(W6) DW18 

DRW13(W6) DW19 

DRW13(W6) DW'HAG' 

DRW14(W6) DW9 

DRW14(W6) DW16 

DR7 DW17 

DR7 DW'DB1' 

DRW8 DW8.1 

DRW8 DW8.2 

30 

HLA-DR 

LINHA CELULAR 

LG2 

NASC 

RAI,BG 

PGF 

BGE,DHO 

AZH,MN- 2 

REM, ( RML) 

RAJI,WT49,AVL 

2041 

WT51,GM3103 

FS 
SSTO 

LS40,BIN40 

KT3 
KT2 

JHF 
M36,RA1 

SWEIG 

JVM 

UA-52 

FPA(FPF) 
HERLUFF 
HHKB,APD 
WT46 

HAG 
4/W6,TEM 

AMA LA 

BURKHADT 

LBF 

MADURA 

SLP 
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. .  

TAB. 2.1. LISTA DE ALELOS E ESPECIFICIDADES HLA-DR ( Cont . ) 

ALELO HLA ANTIGENO BLA HLA-D LINHAGEM CELULAR 

DRB1 0803 DRW8 DW8.3 TAB08 9 

DRBl 0901 D.R9 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 DRW5;i 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 REH(RHL) 
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TAB. 3 .  1 . LI STA DE ALELOS E ESPEC I FICIDADES HLA-DQ 

ALELO HLA 

DQAl 010 1 
DQAl 0102 

DQA1 0103 

DQA1 0201 

DQA1 0301 

DQA1 0401 

DQA1 0501 

DQAl 0601 

DQB1 0501 

DQB1 0502 

DQB1 0503 

DQB1 06 01 

DQB1 06 02 

DQB1 06 0 3  

DQB1 06 04 

DQB1 02 01 

DQB1 03 01 

DQB1 03 02 

DQB1 03 03 

DQB1 0401 

DQB1 0402 

ANTIGENO HLA 

DQW5(Wl) 

DQW5 (Wl ) 

DQW5(wl) 

DQW6 (Wl ) 

DQW6(Wl ) 

DQWS(Wl ) 

DQW6(W l )  

DQW2 

DQW7(W3 ) 

DQW8(W3 ) 

DQW9(W3 ) 

DQW4 

DQW4 

HLA-D 

DW1,W9 
DW2 , W21 , Wl9 

DW1 8 ,  W1 2 , , W8 

DW7,Wl l 

DW4 ,W1 0 , Wl3 • • 

DW8,DW'RSH '  

DW3 ,W5 , W2 2  

DW8 

DWl 

DW2 1 

DW9 

DW1 2 ,W8 

DW2 

DW1 8,DW' FS' 

DW1 9 

DW3 ,W7 

DW4 , W5 , W8,Wl 3 

DW4 , Wl O ,Wl 3 

DW2 3 ,Wll 

DW1 5 

DW8,DW'RSH' 
. 

LINHAGEM CELULAR 

LG2,BML 

PGF, LB , WT4 6 • .  

APD,TAB,FPF 
LGl O , BEI 

JY� DKB, ISK • .  

MADURA,ARC 

RAJ I,SWEIG 

LUY 

LG2 ,B ML,MLV 

AZH 
WT52 ,HU1 2 9  

DQBS4,BGE,TAB 

PGF,DQBS5 

WVB,APD,FPF 
DAUDI , CMCC 

QBL,WT49, CMCC 

LUY,SWEIG,NIN 

PE1 1 7 , BIN4 0 

DBB,FS,BIN4 0 

KT3 

ARC,OLN,2041 
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TAB. 4 . 1. ASSOCIAÇOES HLA DE CLASSE II 

HLA-DR HLA-DQ HLA-D 

DRl DQW5(Wl) DWl I DW20 

DRW15(2) DQW6(Wl) DW2, DW1 2 

DRW1 6(2) DQW5 (Wl) DW21 

DRW16(2) DQW7(W3) DW22 

DRW17(3) DQW2 DW3 

DRW18(3) DQW4 RSH 

. ' 

DR4 DQW7(W3) I DQW8(W3) DW4, DWlO, DW1 3 

DR4 DQW4 DW15 

DRW1 1(5) DQW7(W3) DW5 

DRW12(5) DQW7(W3) DB6, HERL 

DRW13(W6) DQW6(Wl) DW18 ( W6 ) I DW19 

DRW13(W6) DQW7(W3) HAG 

DRW1 4(W6) DQW5(Wl) DWS 

DRW1 4(W6) DQW7(W3) DW16 

DR7 DQW2 DW17(W7) 

DR7 DQW9(W3) DWll(W7) 

DRW8 DQW4, DQW7(W3) DW8 

DR9 DQW9(W3) DW23 

DRWlO DQW6(Wl) SHY 

BR DQW6(Wl) BON 
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1. 1.3. OS ANTÍGENOS HLA E A RESPOSTA IMUNE 

A função mais i mport ante do Complexo Pr inc ipal de 

Histocompatibilidade é a de participar na apresentação de 

antígenos aos receptores dos linfócitos T Estes sómente 

reconhecem um antígeno no contexto do seu próprio
'

HLA ( self )  e 

não independentemente ( Boilston , 1989; Haskins, 1984; Reinherz, 

1983). Foi observado que os l infóci tos T citotóxicos reconhecem 

um vírus, desde que este seja apresentado por intermédio de uma 

célula com os mesmos antígenos de c lasse I ( self ) na membrana. 

Esse fenômeno é conhecido como " restrição " ("HLA restricted " ) e 

,sendo assim, a citotoxicidade está restrita ao reconhecimento 

do antígeno viral associado ao antígeno de classe I do próprio 

indivíduo ( Zinkernagel , 1977). Posteriormente foi observado 

fenômeno similar , em relação à resposta proliferativa primária 

ou secundária, sendo necessária a identidade entre os antígenos 

de c l asse II do linfócito T auxiliar ( helper) e da célula 

apresentadora do antígeno (Blann, 1988). 

As mo léculas CD4 estão presentes .nos linfócitos T que 

reconhecem antígenos em associação com o HLA de classe II (locos 

DR, DQ e DP), enquanto as CD8 estão pre s ente s nos l in fóc i tos T 

ci totóxicos . Existem fortes evidências de que estas moléculas 

são responsáve i s por funções de fortalecimento da ligação do 

receptor da célula T ao complexo HLA-antígeno (Auffray, 1986). 

Os ant ígenos externos, quando penetram no organismo são 

fagoci tados por monóci tos, células dendríticas ou por outras 

células "apresentadoras de antígenos". Esse processo culmina pelo 
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aparecimento de um epítopo antigênico na membrana celular, 

localizado no " ninho" formado pela molécula do HLA, quando então, 

acontece a apresentação do antígeno que, de acordo com a sua 

natureza e respectiva molécula HLA, irá estimular os linfócitos 

auxiliares ("helper") ou citotóxicos. Estes últimos serão CD4+ 

ou CD8+ e apresentam o receptor de célula T associado, de forma 

não covalente, ao complexo trimolecular conhecido c
'
omo CD3 ( T3). 

O conjunto T3-Ti, como é conhecida a unidade de reconhecimento 

do linfócito T ,  reconhece o antígeno em associação. A seguir, a 

cadeia y do CD3 transmite o sinal para a ativação celular que 

proporcionará diversos eventos enzimáticos a nível do citoplasma 

e do núcleo, culminando com a blastogênese e divisão celular 

(Boilston, 1988). 

Anticorpos anti-CD3 (OKT3) são utilizados nas crises de 

rejeições para destruir ou bloquear a imunidade celular no seu 

Ponto de reconhecimento do antígeno. 

As células apresentadoras do antígeno, 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 linfócitos .reconhecedores, 

estimulando a síntese de receptores para interleucina-2 (:IL-2) 

e posteriormente a produção da molécula IL-2. Essa última 

citoquina é outro potente estimulo à proliferação de linfócitos 

citotóxicos, possibilitando também a produção de gama-interferon 

e fatores de ativação de linfócito B (interleucina 4 e 5) pela 

célula T sensibilizada. Desta maneira acontece a ativação de 

lin fócitos citotóxicos, produtores de citolisinas, assim como 

Pode haver estímulo aos linfócitos B, produtores de anticorpos. 
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Ent re as c i t o l i s i na s  d e s taca- se a pe r f o r i n a , c apaz de ocas i onar 

poro s na membrana d a  c é lu l a  alvo de mane i ra s emelhant e ao 

c ompl ement o s é r i c o  ( Bl o i s t o n , 1 988 ) . 

Duran t e  a s e ns i b i l i z ação , d i v e r s a s  c é l u l a s  sao a t i vadas , 

e s pec i almente o s  l in fóc i t o s e macr6 f agos ,  havendo a produção d e  

d i ve r s o s  f at o r e s  q u e  culmi nam pe l a  e l i m i nação d o  ant í g eno . Ne s s e  

pro c e s s o , devemo s l evar e m  c ons i de ração , q u e  c é l u l a s  norma i s  

podem t ambém s e r  d e s t ru í das pe l a  s impl e s  p re sença no l ocal 

( expe c t ado ras i no c e nt e s ) ,  o u  por apre sentarem o ant í g eno em sua 
. .  

membrana . T o d o s  o s  f a t o s  c i tad o s  acont e c e m  apó s a r e c onhec i mento 

do ant í g eno e d o s  produto s de c l as s e  I ou I I , apre s e nt ado ,pe l o s  

mac ró fagos às c é l u l as T . 
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TABELA 5 . 1 .  FREQUÊNC IAS DE FENÓTI POS E GENÓTIPOS HLA-A 

ALE LOS CAUCASOIDE ORIENTAL NEGRO IDE 

BLA FENOT . GENOT . FENOT . GENOT . FENOT . GENOT . 
A l  2 6 . 4  1 4 . 2  2 . 0  L O  1 5 . 5 8 . 2 
A2 4 9 . 4 2 8. 9  48.3 28 . 1  3 1 . 9  1 7 . 5  

A 3 24 . 7  13 . 2  3 . 0  1 . 5  1 3 . 0  6 . 7 

A l 1 1 2 . 2  6 . 3 22 . 0  1 1 . 7 3 . 8  1 . 9 

A23 2 . 8  1 . 4 0 . 2  0 . 1 1 5 . 4 8 . 0  

A24 1 9 . 5  10.3 52 . 9  3 1 . 4  9 . 4  4 . 8 

A25 4 . 7  2 . 4  0 . 0  o . o  o . o  o . o  

. .  

A2 6 6 . 3 3 . 2 1 3 . 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 

A 30 6 . 9  3 . 5 4 . 5 2 . 3 20 . 8  11 . 0 

A 3 1 5 . 7  2 . 9  1 0 . 1  5 . 2  3 . 2  1 . 6 

A 3 2  7 . 6  3 . 9 0 . 8  0 . 4  4 . 5 2 . 3  

AW3 3  2 . 8  1 . 4  1 1 . 6  6 . 0  7 . 6  3 . 9 

AW3 4  0 . 2 0 . 1  0 . 6  o .  3 . 9 . 9  5 . 1 

AW4 3 o . o  o . o  o . o  o . o  2 . 6  1 . 3  

AW6 6 0 . 4  0 . 2  1 . 0  0 . 5 0 . 6  0 . 3 

* Fonte : Daus s e t , J .  & P l a , M .  ( 1 985) . HLA - Compl exe Maj eur 
D ' H i stoc ompat i b i l i t é  de L ' Homme . Fl amma r i on Mede c ine-Sc i ence . 
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TAB .  6 . 1 .  FREQUÊNCIAS DE FENÓTIPOS E GENÓTIPOS HLA�B 

ALELOS CAUCASOIDE ORIENTAL NEGRO IDE 
, , , , ,. , BLA FENOT . GENOT . FENOT . GENOT . FENOT . GENOT . 

B 7  2 1 . 7  1 1 . 5  9 . 2  4 . 7  2 2 . 7  1 2 . 1  

B8 1 8 . 3  9 . 6  0 . 4 0 . 2 1 0 . 7  5 . 5  

Bl3 5 . 7 2 . 9  7 : 5 3 . 8  3 . 2 1 . 6 

Bl 8 1 0 . 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 1 9 . 9  1 0 . 5  1 9 . 4  1 0 . 2 1 3 . 7  7 . 1  

B37 3 . 2  1 . 6  1 . 2 0 . 6  2 . 6  1 . 3  

B3 8 4 . 9  . .2 .  5 1 . 4 0 . 7  3 . 2 1 . 6 

B3 9 1 . 0 2 . 0  0 . 8  0 . 4  o . o  o . o  

BW41 1 . 8 0 . 9  0 . 1  0 . 1  4 . 5  2' . 3 

BW4 2 0 . 4  0 . 2  1 . 0  0 . 5 1 1 . 3  5 . 8 

B44 2 3 . 1  1 2 . 3  1 1 . 6  6 . 0  1 4 . 8  7 . 7  

B45 0 . 8  0 . 4  0 . 2  0 . 1 4 . 5 2 . 3  

BW4 6 0 . 2 0 . 1  7 . 1 3 . 6  o . o  o . o  

BW4 7 0 . 4  0 . 2  0 . 8  0 . 4  o . o  o . o  

BW48 o . o  o . o  3 . 2  1 . 6  o . o  o . o  

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  1 5 . 0 7 .8 3 . 8  1 . 9 

BW5 2 4 . 0  2 . 0  1 4 . 1 7 . 3  1 . 2  0 . 6 
. ' 

BW5 3 1 . 0 0 . 5  0 . 6 0 . 3 1 3 . 0  6 . 7  

BW54 0 . 2 0 . 1  1 3 . 0  6 . 7  0 . 0  o .  o 
BW5 5 3 . 2  1 . 6 4 . 2  2 . 1  o . o  o . o  

BW5 6  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 

2BW5 8 3 . 6  1 . 8 4 . 9  2 . 5 2 0 . 6  10 . 9  

BW5 9 o . o  o . o  2 . 4 1 . 2  o . o  o . o  

BW6 0 7 . 5  3 . 8  1 2 . 6  6 . 5  4 . 5 2 . 3 

BW61 4 . 2  2 . 1 2 2 . 0  1 1 . 7 3 . 0 1 . 5 
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TAB . 6 . 1 .  FREQUÊNCIA DE FENÓTIPOS E GENÓTIPOS HLA-B ( CONT . ) 

ALE LOS CAUCASOIDES ORIENTAIS NEGRO IDES 
, , , ,. 

FENÓT . 
,. HLA FENOT . GENOT . FENOT . GENOT . GENOT . 

BW6 2 1 1 . 8  6 .  1 1 8 . 3  9 . 6 5 . 1 2 . 6  
BW6 3 1 . 4  0 . 7 o . o  0 . 0  3 . 8 1 . 9 

BW64 2 . 2 1 . 1  o . o  0 . 0 2 . 6  1 . 3 

BW6 5 5 . 1  2 . 6  0 . 4  0 . 2  3 . 2 1 . 6 

BW6 7 o . o 0 . 0  0 . 2  0 . 1  0 . 0  o . o  

BW 7 1 0 . 2  0 . 1 0 . 8 0 . 4  1 . 6  0 . 8  

BW7 2  0 . 6 0 . 3  1 . 0 0 . 5 1 3 . 7 7 . 1  

BW 7 3  0 . 2  . .  o .  1 0 . 4  0 . 2  0 . 0 o . o  

TAB .  7 . 1 .  FREQUÊNCIA DE FENÓTIPOS E GENÓTIPOS HLA-C . 

ALE LOS CAUCASOIDES ORIENTAIS NEGRO IDES 
,. , , ,.. , ,.. 

ALE LOS FENOT . GENOT . FENOT . GENOT .. FENOT . GENOT . 

CW1 6 . 5  3 . 3  2 9 . 9  1 6 . 3  2 . 0  1 . 0  

CW2 8 . 0 4 . 1  2 . 0 0 . 10 2 2 . 4 1 1 . 9  

CW3 2 3 . 6 1 2 . 6  4 7 . 1  2 7 . 3  1 5 . 9  8 . 3  

CW4 2 1 . 9  1 1 . 6  1 0 . 3  5 . 3  26 . 0  1 4 . 0  

CW5 13 . 3  6 . 9  1 . 2 o • .s 5 . 9  3 . 0  
CW6 1 6 . 5  8 . 6  7 . 5  3 . 8  24 . 1  1 2 . 9  

CW 7 4 2 . 7  2 4 . 3  2 2 . 7  1 2 . 1  4 2 . 4  2 4 . 1  

CW8 7 . 3  3 . 7  0 . 6 0 . 3 6 . 9  3 . 5  
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TAB . 8 . 1 .  FREQüÊNCIA DE FENÓTIPOS E GENÓTIPOS HLA-DR . 

ALE LOS CAUCASOIDES ORIENTAI S NEGRO IDES 

, , ,. ,. ,. , 

ALE LOS FENOT . GENOT . FENOT . GENOT . FENOT . GENOT . 

DR l 1 8 . 1  9 . 5  9 . 8  5 . 0 9 . 9  5 . 1  

DR2 2 9 . 1  1 5 . 8  2 7 . 9  15 . 1 2 7 . 9  1 5 . 1 

DR3 2 2 . 6  1 2 . 0  3 . 6  1 . 8 2 7 . 6  1 4 . 9 

DR4 2 3 . 8  12 . 7  3 8 . 8  21 . 8  1 4 . 6  7 . 6  

DR7 2 2 . 6  1 2 . 0  5 . 7  2 . 9  24 � 1  1 3 . 2  

DRW8 5 . 9  3 . 0  14 . 1 7 . 3  1 . 6  0 . 8  

DR 9 1 . 6 0 . 8  2 1 . 7 1 1 . 5  3 . 0  1 . 5  

DRW1 0 1 . 6 . .  o . 8 1 . 0 0 . 5  4 . 5 2 . 3  

DRW11 2 3 . 1 12 . 3  7.8 4 . 0  3 0 . 3 16. 9 

DRW1 2 4 . 0  2 . 0  1 3 . 9  7 . 2  6 . 7  3 . 4  

DRW1 3 1 0 . 5  5 . 4  5 . 7  2 . 9  7 . 5  3 . 8  

DRW1 4 1 1 . 3  5 . 8  1 3 . 1  6 . 8  2 0 . 3  1 0 . 7 
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1 • 2 AVALIAQ.I.O LABORATORIAL DA BI8'fOCOijpATIBILIDADB 

1 . 2 . 1 .  SORQLQGIA HLA 

Os antígeno s HLA f o ram i n i c i almente detectado s por mé todos 

sorol 6 g i c o s ; depo i s  por t e s t e s  celulare s ; e , re c e ntemente , pel a 

anál i s e  mo l ecul ar d o  DNA . O s  prime i ro s  t e ste s sorol 6 g i c o s .  foram 

o s  de l eucoaglut i nação ( Daus s e t , 1 9 5 4 ) , entretanto não eram 

prát i c o s  por util i zarem grande s  volume s de . reagentes e por 

proporc i onarem f reqüente s reaçõe s fal s o - pos itivas po r agregaçãao 

e spontânea dos l eucóc itos.  O t este de l in foc i totox icidade 

( Te rasak i & McC l e l land , 1 9 6 4  ) pos s i b i litou ráp ido 

de s envolv imento da t i pagem tec i dual , c om a de s co b e r t a  de diversas 

e spec i f i c i dade s HLA . Este mét odo t o rnou- s e  universal mente usado 

dev ido a sua s impl i c i dade e reprodut i b i l idade. Trata-se de um 

m i c ro-teste , real i zado em pl ac a  com d i veTsas e s c avaç õ e s  , onde 

os l in fóc i t o s  anal i sados reagem com ant i c o rpos anti -HLA 

e spec ífi c o s  previament e c o l ocados nos loc a i s d e  reação • Após a 

incubação i n i c al , ad i c i ona- s e  soro de coe lho como f onte de 

c ompl ement o e ,  depo i s de uma hora , o corante eos i na amarel a e 

f o rmal i na . Nos loc a i s em que o s  ant i c o rpo s reag i ram com os 

antí geno s HLA o b s e rv a-se , por m i c ro sc op i a  com c o ntraste d e  fase , 

as c élul as c oradas devido à pe rfuração dos l i nf 6 c i tos pel o  

c omplemento . No s l ocais o nde a reação é negat iva , a s  c é l u las 
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apresentam- s e  b r i l hante s ,  pequenas e não c o radas . Pel a  anál i se 

d e  vár i as reações chega- s e  a conhec e r  as e spec i f i c i dade s  

ant i gên i cas d a s  c é l u l as t e s tadas . 

D i ve r s a s  mo d i ficaç õ e s  de s s e  t e s t e  acont e c e ram , al gumas com 

re c ente ace i t ação pe l a  ma i o r i a  do s l abo rató r i o s . A 

imuno f l u o r e s c ê nc i a  é de g rande val o r  na i dent i f i c ação d o s  

ant í geno s d e  C l asse I I  ( DR e DQ ) . O fato deve - s e  ao r e f o rç o  

o fe re c i d o  pe l a  nova téc n i c a  de s eparação de l in fó c i to s  B c om 

pé r o l as magné t i c a s  reve s t i da s  de ant i corpo s mono c l o na i s  

( Dynabead s ) que reagem com a s  r e f e r i das c é l u l as , pos s i b i l i tando 

ráp i da e e f i c iente s eparação magné t i c a  dos l infóc i t o s  B e T • O 

mé t odo de imuno fluoresc ênc i a  é uma mod i f i cação da c i to t ox i c i dade 

c ompl emen t o  dependente ( ( Bl ann , 1 9 8 8 ) . 

O t e s t e  de l infoc i t o t ox i c i dade pode s e r  real i z ado c om 

l infóc i t o s  t o t a i s ou c om l in f ó c i t o s  B .  No prime i ro podem- s e  

i dent i f i c a r  ant í geno s de C l a s s e  I ( HLA-A , B ,  C ) , sendo q u e  n o  

segundo é po s s í ve l  a c l ass i f i c ação d o s  d e  C l as s e  I I  ( HLA-DR , DQ , 

e al guns DP ) .  O t e s t e s  s ão real i z ado s em l infóc i t o s  do sangue 

pe r i f é r i c o , do baço ou d e  l in f onodos , dependendo da 

d i s poni b i l idade do mate r i al . A separação das c élu,l. as é necessári a  

desde que se  nec e s s i te l in f ó c i t o s  B em bom g rau d e  pure z a  para 

a t i pagem HLA-DR , DQ . Ne s t e  ponto , e nc ont ram-se os prime i ro s  

Pro bl emas ,  como a c ontam i nação c om o u t ras c élul as , pr i nc ipalmente 

monóc i t o s  e l i nfóc ito s  T ,  acarretando fal s o s - ne g at ivo s em t e s t e s  

para t i pagem DR . A contami nação com pl aquetas t ambém pode 

pre j ud i c ar o re s u l t ado , s e ndo nec e s sá r i a  sua e l iminação , quando 

em g rande quant i d ade .  
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A s o ro l ogi a para C l as s e  I I  n e c e s s i t a mu i ta s  ve z e s  de 

abso rção d o s  ant i c o rpo s ( s o ro d e  mul t ípara ) c om concent rado de 

p l aque t a s  de no m í ni mo 1 0 0 d o ado re s . I s to é i mpo rtante , po rque 

mu i tas v e z e s , e nc o nt ram- s e  ant i c o rpo s de C l as s e  I e c l as s e  I I  no 

me smo s o ro . Como a s  p l aque tas não expre s sam ant ígenos de C l a s s e  

I I  n a  sua membrana , e l as ret i ram o s  ant i c o rpos de C l as s e  I ,  

to rnando o s o ro pas s í ve l de s e r  u t i l i z ado para t ipagens HLA - DR 

e DQ .  Deve - s e  re s sal tar que a l g umas ve z e s  é d i f í c i l  a abso rção 

do s ant i co rpo s  HLA- B8, HLA-B1 2 e os do l oc o  C ,  po i s  são expre s s o s  

f racame n t e  nas pl aquetas ( Bende r , 1 98 4 ) ,  

De s d e  o i ní c i o  do e s tudo da h i stocompat i b i l idade ; fo i 

obse rvada a nec e s s i dade de t rabalhos cooperat ivo s , po i s  o s  

d i ve rs o s l aborat ó r i o s  e s t avam i dent i f i cando ant í genos e 

ant i c o rpo s c om nomenc l atura d i fe rente . I ntercâmb ios de soros 

po s s i b i l i t aram que o s  l abo rató r i o s  pud e s s em c ontar com painel de 

ant i c o rp o s  ant i -HLA que ante r i o rmente não ' po s s u í am .  O soro de 

mul he re s após g e s t ação cont i nu a  a s e r a princ i pal fonte de 

reat ivo s  para os l aborató r i o s  ded i c ad o s  ao e s tudo do s i stema H LA , 

havendo n e ce s s i dade c re scente d e  bons vo lume s de s oro s  para 

atender à demanda c re scente de t e s t e s  para t r�nspl ante e para 

Pe squ i s a  c l í n i c a  da rel ação de HLA c o m  doenças . 
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1 . 2 . 1 . 1  IDENTIFICAÇAO DE ANTICORPOS ANTI -HLA 

As font e s  mai s  c omuns d e s s e s  ant i c o rp o s s ão : a sua pesqui s a  

n o  s o r o d e  mul h e re s  apó s a prime i ra g e s t a ção , a i d e n t i f i c aç ão em 

i nd i v í duos que receberam t rans fusão s angü í n e a , a imun i z ação de 

vo luntár i o s com l eucóc i to s  aut ó l o g o s  ou a p rodução de 

mono c l onai s . 

Nas t rê s  p r i me i ras modal i dade s , o s  ant i c o rpo s s ão fo rmado s  

c omo o re sul t ado d a  t rans fusão de l in f ó c i to s  e d e  p l aque tas . O 

s o ro de ind i v í duo s  po l i t rans fund i d o s  f reqüentemente contém 

d i verso s ant i c o rpo s ant i -HLA , impos s i b i l i tando a ut i l i zação dos  

me smo s c omo r e agent e s . A i mun i z ação pl ane j ad a , e m  que s e  e scolhem 

os ant í geno s adequad o s  para e s t imular o recepto r ,  é tal vez o 

mé t odo de mai o r  suc e s s o  na o b t e nção d e  bons ant i co rpos ( Thorsby 

&. K i s smeyer-N i e l sen , 1 9 6 8  ; Legrand , 1 9 7 1 ) entretanto pode 

acarretar al gum r i s c o  para o ind i v i duo , e s pe c i almente apó s o 

advento da S í nd rome da I munod e f i c i ênc i a  Adq u i r i d a . E s t e  método 

u t i l i za vo lunt ár i o s  que s ão imuni zado s  c om pequenas t rans fusões 

s angu íneas de doado res e sc o lhidos po r apr e sentarem ant í geno s  

raro s . 

Na i mun i z ação das ge s t ante s , as c é l u l as f eta i s devem ent rar 

em contato com a c i rculação sangu í nea da mãe para que o s  

ant icorpo s ant i -HLA s e j am fo rmado s cont ra o s  ant í genos HLA de 

o ri gem pate rna , ex i s tente s nes sas c é l u l as . Ex i s tem d i versas 

publ i caçõe s  que demont ram a pas s agem d e  l in f ó c i t o s  f e tai s para 

c i rcul ação mate rna ( Schroede r ,  1 9 7 4  S chroede r , 1 9 7 2 ) , fato 

i nc lus ive u t i l i zado para a ident i f i c ação do s exo dos bebes 

( S i ebe rs ,  1 9 7 5 ) .  
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A f reqüênc i a  e a e spec i f i c i d ad e do s ant i c o rpo s c i to tóx i c o s  

n o  s o r o  de mu l t i paras 

( Ahrons , 1 9 7 1  ; Nyman , 

f o ram e s tudad o s  po r d i v e r s o s  aut o re s  

1 9 7 1  K i s smeye r-N i e l s e n  , 1 9 70 ) . De 

acordo com e s s e s  au t o re s , 1 O a 1 5  % das mu l h e r e s  apre sentam 

ant icorpo s ant i -HLA apó s as g e s t aç5e s . O nóme ro d e  g e s t aç5e s  

parece s e r  i mpo rtante 1 s e nd o  a sens i b i l i zaç ã o  ma i o r  entre a s  

mul t íparas c om ma i o r  nóme ro d e  f i lhos ( Nymand , 1 9 7 1 ) .  O mesmo 

autor encont rou , c omo o u t ro s  , que o ant i c o rp o  mai s  f reqüente 

é o HLA-A2 e que 1 ex c e t uando - s e  e s te c a s o , não e x i s te corre lação 

com a f reqüênc i a  d o s  f enó t i po s . Ant i c o rp o s  ant i -Cl asse II são 

ma i s  fac i l ment e encont rado s do que o s  d e  C l as s e  I ( Tovey , 1 9 7 3 . ) 

De aco rdo c o m  e st e  auto r  o HLA-A l O  é " o mai s "  e o HLA-A3 " o  

meno s " i munogên i c o  no l o c o  A .  No l oc o  B o s  ant í g enos Bl 3 ,  B2 7  e 

B3 5  indu z em ant i c o rp o s mai s  freqüente s  do que e sperado s  e B1 2  e 

B 1 5 mu i t o  raramente .  Ant i c orpo s monoe spec í f i c o s  s ão meno s c omuns 

do que os com vári a s  e spec i f i c i dade s . A pre s e nça de ant icorpos 

c om reação c ru z ada é f reqüente e e s t e s  não podem s e r  separados 

Por abso rção com c é l u l as que c ontenham um dos repect ivos 

ant í genos , po i s  n o rmalmente removem o s  dema i s ant i c o rpos ( Mayr , 

1 9 7 1 ) .  O mesmo auto r  o b s e rvou que al gumas e sp�c i f i c i dade s são 

encont radas frequentement e em comb i nação no s o r o  d e  mul t íparas : 

HLA-A l +A 3 +A l l ;  HLA-A l + A l O +A l l ;  HLA-A l O + comp l exo 1 9 ; HLA-A2 +A2 8 ;  

HLA-A 2 +A9 ; HLA- B 5 + B 3 5 + B 1 7 + B 1 5 + B 1 8 +B 5 3 ; HLA-B 7 + B2 2 + B4 0 + B2 7 ; HLA­

B 1 3 + B4 0 + B4 7 ; HLA-B8 + B 1 4 ; HLA-B2 7 + B4 7 . 

Os ant i c o rpo s contra ant í g enos HLA - DR e HLA-DQ são mai s  

d i f í c e i s  de pe s qu i s a r  no s o ro de mul t i paras , po i s  é nec e s sária 

a Prév i a  abso rção c om pl aquetas para e l i m i nar o s ant i co rpos 

cont ra ant í geno s HLA-A , B  e C .  Além di s s o , é importante a 
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ut i l i z aç ã o  d e  um painel de l in f ó c i t o s  d e  pac i ent e s  de l eucemi a  

l i n fát i c a  c rô n i c a  . Ta i s  c é lu l a s  são , n a  mai o r i a , l in fó c i to s  B 

e expre s s am mu i t o  bem o s  ant í ge no s  DR e DQ na membrana , ass i m  

como H LA - A , B  e C , mot i vo para a a b s o rção dos so ros c om p l aque tas 

( Ba r i c o rd i , 1 9 7 7  Vas sal i ,  1 9 7 9  Dec ary , 1 9 7 9  Ste rn & 

R i  t tner , 1 9 8 1 ) .  Os três  ú l t i mo s  aut o re s  obse rvaram que o s  

ant i c o rp o s  ant i - DR são enc ont rad o s  c om mai o r  f reqüenc i a  em 

as s o c i ação c om ant i c o rpos ant i -HLA-A , B  e C .  Vas sal i o bs e rvou 2 . 2 5 

% d e ant i - DR em soros  que não apre sentavam HLA-A , B e C ( " DR 

pu ro s " ) ,  enquanto que 7 .  3 1  % d e  s o ro s  DR em as s o c i ação com 

e s pec i f i c i dade s  HLA-A , B e C .  Decary encont rou 4 .  8 X e 1 6% 

respe c t i vamente , enquanto S t e rn & R i ttne r acharam 1 8 . 4 9 % de 

ant i -DR em soros que i gualmente c ont i nham ant i c o rpo s ant i -HLA-A , B 

e C .  

A pe s qu i sa de e spec i f i c idade H LA no s s o ro s  d e  mul t i paras é 

re a l i zada po r c i t o t o x i c i dade , fazendo- se reàg i r  o s  d i ve rs o s  soros 

c om pa iné i s  de l i n fóc i t o s  c om fenót ipos c onhe c i d o s . O s  painé i s  

de l i n fóc i t o s d e  pac i entes d e  l eucemi a l in f át i c a  c rôn i c a  s e rvem 

para t e s tar o s  po s s íve i s  s o ro s ant i - HLA-DR e DQ ,  apó s adsorção 

c om pl aque tas . Os painé i s  de l infóc i tos totai s s e rvem para 

i dent i f i car os HLA-A , B  e C .  D ive rsas anál i se s  e s tat í st i cas podem 

s e r  f e i tas para qual i f i c ação adequada dos ant i c o rpos encontrado s . 

A mai o ri a pode ut i l i z ar pro g ramas e spec í f i c o s  de c omput ação que 

f ac i l i tam mu i t o  os resultado s . 

Apó s a ident i f i cação dos ant i c o rpos , o s  l aborat ó r i o s  

P ro c uram c o l e t a r  ma i s  sangue das mul heres i d ent i f i cadas . Ne s s e  

Pont o  pode - s e  encont rar d i f i c u l dad e s , po i s  é f re quent e  a recusa 

d a doação , e spec i al mente e nquant o  os f i lho s  s ão pequeno s . Apó s 
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o part o , o s  ant i c o rpo s c o s tumam d im i nu i r  de t i tu l o  ou desapa re c e r  

c ompl e t ament e , entretanto al guns podem pe rmane c e r  p o r  mu i t o s  

me se s  e a t é  p o r  ano s e m  c i rcul ação . 

A produção de ant i c o rp o s  mon o c l ona i s  ant i -HLA f o i  i n i c i ada 

apó s a d e s c o berta d e s s a  tecno l og i a  ( Kohl e r  & M i l s t e i n , 1 9 7 5 ) . 

Segund o o mé todo , é po s s íve l produz i r  g rande quan t i dade d e  

ant i c o rpo s homogêneo s ,  proveni e nt e s  de u m  s ó  c l one de c é l u l a  d e  

m i e l oma , apó s a fusão com c é l u l a  p r o du t o ra de ant i c o rpo s ant i ­

HLA . E s s a  t é c n i c a  c o stuma s e r  mu i t o  t rabalho s a , com resul t ados 

comumen t e  de sapontadores dev i d o  ao s ant i c o rpos cons e g u i do s , 

mu i tas ve z e s , não s e rem f ixadore s  d e  c ompl emento ou apresentarem 

múl t i p l as reaç õ e s  c ruzadas , e spec i almente po r não ser ant i c o rp o  

humano , m a s  s im de c amundongo . A s  d i f i culdade s  s ã o  c ompensadas , 

quando ident i f i cado um ant i c o rpo de qual i dade , po i s  o reagente 

pode s e r  produz ido i nde f in i dament e em c u l tura . Recentemente f o i  

pos s í ve l  a o b t enção d e  mono c l o na i s  humano s pe l a  t rans f o rmação de 

c é l ul a s  humanas ( mul t íparas ) p rodu t o ra s  de ant i c o rpo s ant i -HLA 

pe l o  v í ru s  Eps t e i n-Bahr ( Ferrara , 1 9 8 9 . ) 

1 . 2 . 1 . 2 .  REAQlO CRUZADA DOS ANTICORPOS ANTI -HLA . 

Uma das c arac t e r í s t icas d o  s i s t ema HLA é a reação c ruzada 

que acontece com al guns s o ro s ( Sve j gaard , 1 9 6 8 ) ,  não importando 

se r  mono c l onal ou proveni ente d e  mul t ipara . O f ato acont e c e  por 

ex i s t i rem g rupo s de ant í geno s c om determinante s  ant i g ên i c o s  

c omun s , c o nhec idos como determinant e s  " públ i c o s " .  Alguns 

ant i co rpo s s ão f o rmados c ontra e s s e s  alvos , provocando reações 

Po s i t ivas c om d ive rso s ant í geno s do mesmo l oc o , razão porque 
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podemo s e nc o n t rar s o ro s de mul t i  para c o m  ant i c o rpos c o nt ra 

ant í geno s aus e n t e s  nas c � l u l a s  do pai ( F i g , 6 . 1 e 7 . 1 ) .  Sio raras 

as reações entre os d i f e re nt e s  ! o c o s , po rém al gumas exce ç qe s 

ex i s t em , c omo a r e a t i v i d ade e n t r e  HLA-A2 e H LA - B 1 7 .  As re açõe s 

c ruzadas s ão r e spon sáve i s  po r i núme ro s probl emas na s o ro l o g i a  HLA 

e mo t i vo para u t i l i z aç ão de ma i s d e  um ant i c o �po para cada 

e spec i f i c i dade a s e r  c onhec i da . 

1 . 2 . 1 . 3 .  PROVA CRUZADA 

Os me smo s te s t e s s o ro l 6 g i c o s  de l in f o c i t otoxi ci dade 

ut i l i z ados para t ipagem HLA s e rvem para a pe s qu i sa de ant i c o rpo s 

ant i -HLA ex i s t e n t e s  no s angue de alguns c and idat o s  a t ranspl ante 

de 6rgio . O s  pac i ente s adqu i rem e s s e s  ant i c o rpos , após 

t rans fusõe s sang u í neas , pre j udicando a futu ra e sc o l ha de um 

doado r . 

A prova c ru z ada � real i zada entre o s o ro do recept o r  e os 

l i n fó c i t o s do d o ad o r . Esse teste é obr i ga t o r i o na vé spera ou no 

me smo d i a  do t rans p l ante , sendo sua pos i t i v idade para ant i c o rpo s 

I gG ant i -HLA-A , B  e C c on s ide rada c ont ra- inq i caçio para a 

c i rurg i a . O s  t e s t e s  podem também i dent i fic ar ant i c o rpo s I gM ant i ­

l i n foc i tár i o s , cons iderado s  atualmente c omo aut o ant ic o rpo s ( T ing 

& Mo rr i s , 1 9 7 8 ) ,  nio p re j ud i cando a s obrev i da do e nxe rto ( T ing 

& Mo rri s ,  1 9 83 } .  

Ut i l i z a- s e  o D i th i othr i t o l  ( DTT ) na reaçio de 

l i n f o c i to t ox i c  i dade . E s s e  p roduto de s t ró i a I gM ex i s tent e  no s o ro 

do doado r e ,  po r tant o , deve - s e  mante r  um c ont ro l e  c om t e s t e  sem 

DTT . Reaç õe s po s i t i vas no s t e s t e s  c om DTT e sem DTT demons t ram 
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pre sença d e  I gG ant i - H LA , s endo , po r c o n s e gu i nt e , c ont ra-

i nd i c ação ao t ranspl ant e . Reaçõ e s  negat ivas n o s  t e s t e s  com DTT 

e po s i t i vas no s s em DTT i nd i c am a pre sença de au t o - an t i c o rpo s ! I gM 

( Tayl o r , 1 9 8 7 ) 

A prova c ru z ad a  pode s e r  real i z ada c o m  l in f ó c i to s  T ou c om 

l in f ó c i to s  B .  Reaç õ e s  po s i t i vas com T e B deno t am a presença de 

ant i c o rpos ant i -HLA-A , B  e C ,  enquanto que a po s i t iv i dade s omente 

c o m  c é l u l as B i nd i c am ant i c o rpo s ant i -HLA-DR . Mu i tos c entros 

real i zam t ranspl ant e s  com prova c ruzada ant i - c é lu l a  B po s i t iva , 

po i s  não a cons i d e ram i nd i cat iva de re j e i ç ão , e nt re t anto outro s  

procuram não real i z a r  o proced i mento ( Carpent e r , 1 9 7 8 ; Taylor , 

19 8  7 )  . 

A prova c ruzad a  deve ser proced iment o de rot ina no s 

pac i ent e s  em l i s t a  de e spe ra para transpl ante renal . A mai o r i a  

dos cent ro s pes qu i s a  a reat ividade do s o ro d o s  pac i entes após 
-

duas s emanas de c ad a  t rans fusão s angu í ne a  e t ambém a cada 3 a 5 

me s e s . Os t e s t e s  s ão real i z ado s c ontra um paine l de l infóc i tos 

de no m í n i mo 4 0  i nd i ví duo s , pe rmi t indo observar a reat iv idade de 

cada pac i ente . Mu i tos pe rmanecem nega ti  vo s c ontra o pai ne l , 

po rtanto , não apresentando ant i c o rpos ant i -:-HLA . Out ro s  demonstram 

se ns i b i l i zação mode rada , e pouco s  f ic am fortemente 

sens i b i l i z ados . E s s e s  ú l t imo s  pe rmanecem nas l i s tas de e spera por 

mu i t o  t empo e são t ranspl antados c om doad o r e s  prat i camente HLA 

idênt i c o s  e com prova c ru z ada negat iva . 

Os t ranspl ante s  real i z ados entre i nd iv í du o s  com prova 

c ru z ada I gG-po s i t iva s ã o  c and i dato s à re j e i ç ã o  h i pe r- aguda e de 

d i f í c i l  prognó s t i c o  ( Ki s smeye r- N i e l sen , 1 9 6 6 ) • Outra prova de 

importânc i a  no p ré - t ranspl ante é a t ipagem de g rupo sangü í neo , 
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devendo - s e  re spe i tar a c ompat i b i l i dade c omo s e  f o s se uma 

t rans f usão de sangue . 

Pac i en t e s  c om atual prova c ru z ada negat iva , po rém c om t e�t e 

ante r i o r  p o s i t i v o  não e ram t rans p l an t ad o s  no pas s ado . Hoj e 

admi te- s e  e s t a  hipótese , embo ra pre f i ra- s e  o contrário ( T ing , 

1 9 8 8 ) . 

Raro s l abo rat ó r i o s real i zam a prova c ruzada ant i -monóc i t o , 

u t i l i z ando s o ro do recepto r  c ont ra monóc i to s  do doado r . Nem todos 

o s c ent r o s  a c re d i tam na p o s s i b i l i dade de s e n s i b i l i zação dos 

pac i ente s  c om ant í geno s d o  s i st ema endo t é l i o-monó c i to  e ,  por 

i s s o ,  tal prova não é mu i t o  popul ar . 

, 
1 . 2 . 2 .  CULTURA MISTA DE LINFQCITQª 

A o b s e rvação de que a c u l tura da suspensão de l infóc i to s  de 

do i s  ind i v í duo s não rel ac i onado s promove a t rans f o rmaç ão blás t ica 

das células ( H i r s c hhorn e Bach , 1 9 6 3 ; Bai n , 1 9 6 4 ) c onduz i u  ao 

e s tudo d e  que o fato e s t ava rel ac i onado c o m  o s i s tema H LA ( Bach 

& Amo s , 1 9 6 7 ) .  E s s e s  auto re s demons t raram que a cul tura entre 

pes soas HLA i dênt i cas não e ra segu�da de t rans formação 

l in f oc i t ár i a , ou s e j a , de dup l i c ação de DNA e po ste r i ore s 

mi to s e s . A me tod o l o g i a rece beu i ncent ivo com a pos s i b i l idade de 

med i da d o  g rau d e  s í nt e s e  de DNA , i nc o rpo rando um precurs o r  

rad i oat ivo do me smo ( t im i d i n a  marcada com t ri t i o ) e observando 

o núme ro de c ont agens po r  m i nu t o  num contad o r  de rad i ação Beta . 

Out ro pas s o  impo rtant e f o i  a po s s i b i l i dade de inat i var uma das 

cé l u l as e m c ul tu ra pel o  t rat ament o c om M i t omi c ina C ( Bac h & 

Voynow , l 9 6 6 ) o u  pe l a  i rrad i aç ão . O t e s t e  é c o nduz i do de mane i ra 
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que a popul ação l i n f o c i tár i a  i nat i vada s e rve c omo e s t imul a t ó r i a  

d a  o u t r a  q u e  p ro l i f e ra ou re sponde , d e s d e  que ex i s tam d i ferenças 

entre a r e g i ão H LA - D  do s  do i s  i nd i v í duo s . A popul ação d e  c é l u� a s  

e s t i mu l at ó r i as é f o rmada d e  l i n f ó c i t o s  B e monóc i t o s , enquanto 

a que re sponde é f o rmada d e  l in f ó c i to s  T .  

A p o s s i b i l i dade d e  t i pa r  a re g i ão H LA- D po r cul tura mi s t a  

de l i n f ó c i t o s  aconteceu c o m  o u s o  de c é l u l as homo z i gotas para o s  

ant í genos H LA , i d e nt i f i c adas em casamento s  consangü íne o s . De s s a  

mane i ra ,  c u l t i vam- s e  l i n fóc i to s  d e  u m  i n d i v íduo com célul as d e  

t ipagem homo z i gotas q u e  t ratadas s e rvem c omo e s t imul ató r i as 

( Mempe l , 1 9 7 3 ) .  Um padrão de reaç 5 e s  é o b s e rvado apó s a cultura 

com di ve r s a s  c é l ulas homo z i gotas . Cada reação pos i t iva , t radu z i da 

po r  número i mpo rtante de c ontagens po r minuto , é deco rrente de 

inc ompat i b i l i d ade entre as duas popu l aç 5 e s  c e l u l are s . Uma reação 

ne gat i v a  é s inal de compat i b i l i dade , ou sej a , que a c é l u l a  

e s t i mu l ad o ra tem as mesmas c arac t e r í s t i c as d a  c é l u l a 

respondedo ra . A s  e spec i f i c i dade s H LA - D  são 2 3  e e s tão i nt imamente 

assoc i adas à c omb inação de ant í geno s H LA-DR/ HLA - DQ e não são 

c ons i d e radas um produ to de um l oc o , mas s im o resu l t ado da reação 

dos l i n f ó c i to s  re spondedo re s c ont ra a c omb inação de ! oc os DR-DQ 

( Tab . 4 .  1 • ) 

A cul tura m i s t a  é ut i l i z ad a  e speci al ment e na aval i ação de 

cand i dat o s  a tran spl ante de medul a  ó s se a  e raramente para 

transp l ante de r i ns com doado r v ivo r e l ac i onado . O teste é 

cons i de rado uni - d i rec i onal , quando uma das c é lulas é t ratada com 

M i tom i c i na ou i rrad i ada e b i - d i rec i onal , quando ambas as 

Popu l aç5e s c e l u l are s respondem e e s t imu l am ao mesmo tempo . 
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Ou t r a po s s i b i l i dade d e  aval i ação d a  re g i ão H LA - D  é pe l o  

m é t o d o  d o s  l i nfóc i t o s  T p re v i amen t e  e s t imu l ad o s ( pr ime d 

l ymphocyt e t yp i ng , PLT ) . Nesse t e s t e , e s t imu l a - s e  o s  l i n f óc i t,o s 

e m  c u l t u ra ,  d u r an t e  9 a 1 4  d i as , c o n t r a  o u t r a  c é l u l a  que d i f e r e  

em um hapl ó t i po , quase s empre a c é l u l a d e  um i nd iv i duo c ontra a 

c é l u l a  d e  um d o s  pa i s . Os l i nfóc i t o s  re s ponded o r e s  s ão então 

c ong e l ad o s para f o rmar um painel de c é l u l as para t i pagens futuras 

( S heehy & Bac h , 1 9 7 6 ) . De s e j ando - se real i z ar um t e s t e  para a 

re g i ão H LA - D , c u l t i v am- s e  o s  l i n fóc i t o s  pré-sens i b i l i z ado s com 

o s d o  pac i ent e , o b tendo - s e  uma respo s t a  p ro l i f e rat i va ráp i d a , 

em 2 4  ho ras , c a s o  e s sas c é l u l as contenham de t e rmi nant e s HLA-D 

i dênt i c o s à c é l u l a  e s t imu l adora da cu l tura o r i g inal . Uma das 

vantagens do mé t odo é que o re su l t ad o que i dent i f i c a  uma 

e spec i f i c i dade é o bs e rvado po r uma reação po s i t i va , ao c ontrár i o  

da cul tura mi s t a  t radi c i onal . 
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F i g . 6 . 1 . Re aç õe s c ruzadas e nt r e o s ant í g eno s HLA-A · 

1 
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31 

Ob s . O s ant í g eno s c o m mai s f o rt e , méd i a e f r ac a r e aç ão c ru zada 

e s t ão unido s p o r t r aç o s g r o s s o s , f r ac o s e t race j ado s 

r e sp e c t i v ame n t e . ( B e nde r , 1 9 8 4 , c o m mo d i f i c aç õ e s ) . 

-
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F i g . 7 . 1 .  Reaç õ e s  c ru z ad a s  e n t re o s  ant í g eno s H LA - B  ( Bende r , 
1 9 8 4 , c o m  mo d i f i c a ç õ e s ) 
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O b s . Os ant í g e n o s  c om ma i s  f o r t e , méd i a  e f r ac a  r e a ç ã o  c ru z ad a  
e s t ão un i d o s  p o r t r aç o s g r o s s o s , f r ac o s  e t ra c e j ad o s  r e s pe c t i  v am­
e n t e . ( B e nd e r , 1 9 8 4 , c o m  mod i f i c aç õ e s ) .  
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1 . 2 . 3 . DNA- RFLP DNA BESTRICTION FBAGMENT POLYMORPHISM 

A B i o l o g i a  M o l e c u l a r  de t e rm i n ou avanço s  surp reenden t e s  no 
- I 

c onhec imen t o  d o s  ant í g enos H LA na ú l t i ma década . As d i f i culdade s  

encont radas , e spec i almente na i dent i f i c ação d o s  ant í g enos de 

c l as s e I I , f o ram neut ral i zadas po r  mé todo s mo l ecul ares . 

O po l imo r f i smo do s ant í geno s d e  c l a s s e  I I  ( HL�-DR , DQ , DP e 

Dw ) pode s e r  rec onhec i d o  fenot i p i c amente pe l a  sorolog i a , pel a  

cul tura m i s t a  d e  l in f6 c i t o s  o u  PLT . Tai s  mét od o s  formam a base 

para a aval i ação de um pac i en t e  para t rans p l ante . A nov i dade c om 

o s t e s te s  mo l e cul are s é que o po l i mo rf i smo pas sa a s e r  aval i ado 

Po r rec onhe c i me nt o  genot í p i c o  ( Hu i , 1 9 8 5 ) .  

O prime i ro t rabalho repo rtado ( Wake , 1 9 8 2 ) f o i  a 

i nve s t i gação do pol i mo r f i smo da reg i ão HLA-DR , ut i l i z ando um 

c l one de c DNA para DRB l e anál i s e  em " Southern b l o t " . Os 

re sul tado s suge r i ram a pos s i b i l i dade d e  t ipar os ant ígeno s  desse 

l oc o  por essa t é c n i c a  que f i c o u  c onhe c i d a  po r " DNA Res t ri c t i on 

F ragment Lenght Pol ymorph i sm "  ( RFLP ) . O t i tu l o  da técn i c a  em 

I ng l ê s  é mu i t o  des c r i t ivo , mas pode r i a  se r t radu z i do po r 

" Po l i mo r f i smo dos  Fragmento s  de Re s t r i ção do DNA " . 

O s e qüenc i amento dos ant í genos HLA-DR , DQ e DP reve l a  que a 

va r i ação a l é l i c a  o b s e rvada pe l a  s o r o l o g i a , c u l tura mi s ta e PLT 

é o re su l t ad o  de s eqüênc i as h i p e rvar i áve i s  de nuc l eo t i d i o s  em 

exons de DRB , DQB DPB e DQA l ocal i z ad o s  d i s talmente à 

membrana . A c l onagem e s e qüenc i ament o permi t i ram a i dent i f i c ação 

d e s e qüênc i as de nuc l e o t í d i o s  que c od i f i c am ou e stão em 

de s e qu i l í b r i o de l i gação c om o s ep í t opos de f in id o s  pe l o s  

an t i c o rpo s  ou c é l u l as T reat i vas ( B i dwe l , l 9 8 8 a ) . 



Cap í tu l o  1 5 6  

O p r i nc í p i o  d o  método e s t á  b a s e ad o  na e x t ração d o  DNA d a s  

c é l u l a s  em e s t u d o  e t ratame n t o  c om e n z i m a s  de re s t r i ção ( ve j a  

m a t e r i a l e mé t o do s ) E s s as c l i vam o DNA s e mpre em l ug are s 
J 

d e t e rm i n ad o s  e c o nhec i d o s , d e t e rm i n ando m i l ha r e s  d e  ped aç o s d e  

DNA de d i ve r s o s  t amanho s .  Real i z a - s e  c om e s s e  p rodu t o  u m a  

e l e t r o f o re s e  em ag aro s e , d i spe r s ando o s  f ragme n t o s  ao l ong o  do 

g e l . A s e g u i r o DNA é de snatu rad o qu i m i c amente , abr � ndo sua f i ta 

dup l a  para p e rm i t i r  a h i b r i d i z a ç ão ; e n t r e t an t o , ant e s  d o  úl t i mo 

p a s s o  o DNA é t rans f e r i do para uma memb rana d e  n i t rocelul o s e  ou 

de nyl o n  por i n t e rmédi o da t é c n i c a  d e  S o u t he rn ( S outhe rn , 1 9 7 5 ) . 

De s s a mane i r a o DNA e n c o n t ra- s e  na memb rana c omo e s t ava no g e l , 

s o me n t e  que em f i t a  ún i ca . A s e gu i r ,  u t i l i z a- s e  a s onda 

rad i o a t i v a  d e  c DNA que h i b r i d i z a  no DNA para a qual f o i  

c o n c e b i d a . O s i n a l  r ad i oat i vo ( Fó s f o r o  3 2 ) s e rá o b s e rvado apó s 

au t o - rad i o g r a f i a , demonst rando d i ve r s as bandas que c o rre spondem 

aos f r agme n t o s  de DNA ( F i g . 8 . 1 ) .  Ex i s tem s ondas de c DNA 

de r i v adas d o s  g e n e s  d e  c l as s e  I I  ( DRB , DQB e DQA ) , que d e t e c t am 

s i na i s  l o c o - e s p e c í f i c o s  e ,  s e nd o  a s s i m , qu ando ut i l i z adas 

po s s i b i l i t am d e f i n i r  o s  f ragme n t o s q u e  c o rr e s pondem a o s  al e l o s  

c o rre spo nd e nt e s . 

Pod e - s e  u s a r  d i ve r sas e nz ima s  de re s t r i ç ão , obse rvando - s e  

mu i t o s  pad rõ e s  d e  r e s u l t ado s . A s  e nz i mas ma i s  u s ad a s  s ão a Taq i 

e M sp i ,  p o i s  g e r a l me n t e  reve l am ex t e n s o po l imo r f i smo e ma i o r  

fac i l i d ade d e  i n te rpretação . N a  r e a l i dade , o pol i mo r f i smo 

o b s e rvado não é d e v i d o  às s e qüê nc i as d e  DNA do DRB , DQB ou DQA 

, re s po n s áv e i s  p e l o s  e p f t o p o s  na membrana das c é l u l as , mas s im 

a o p o l i mo r f i s mo d e  l u g ar e s  de re s t r i ç ão enz imát i c a  em f o rte 

d e s e qu i l í b r i o  d e  l i g aç ã o  c om os  g e ne s ant e r i o re s  ( Be l ! , 1 9 8 7 ) .  
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1 . 2 . 3 . 1 . RFLP E SOROLOGIA HLA-DR 

O s  me l h o r e s  s i na i s  t êm s i d o  o b s e rvad o s  u s and o - s e p r o b e s 

c u rt o s  c omo o pRTV 1 e d i g e s t ão do DNA c o m  a e n z i ma T aq l  ( S o , 

1 9 8 4 ;  B i dwe l l  1 9 8 8a ) . P od e - s e  u t i l i z ar , para e s tudo c omparat i vo 

c om a s o r o l o g i a ,  c é l u l a s  homo z i g o t a s  para o s  ant í g eno s HLA , po i s  

o s  s i na i s  s ão ma i s  fáce i s  d e  i n t e rp r e t a r , o b s e rvand o - s e  vá r i o s  

pad r õ e s  a l e l o - e s pe c i f i c o s  ( Tab . 9 . 1 ) . Du ran t e  t i pag e n s  de ro t i na , 

pod e - s e  i nc l u i r o DNA d e s t as c é l u l a s , j un t o  a al guma amo s t ra 

duv i d o s a . Ex i s t em p�o b l emas em d i s c r i m i nar al guns a l e l o s  ent re 

DRB 1 7 ( DR 3 ) e DRB 1 3 ( DRw 1 3 - DQw 5 e DQw6 ) ,  ent re DRB 7 ( DR 7 - DQw3 ) 

e DRB 9 ( DR9 - DQW9 ) .  E s s as re aç õ e s  de d i f í c i l  int e rpret ação 

po d e r i am ser e spe radas dev i do à e s t re i ta homo l o g i a  entre a 

s e qüênc i a  d e  nuc l e o t í de o s  e n t re DR3 e DRw6 . E s t e s  al e l o s  são 

d i s c r i m i n ad o s  de ac o rd o  c om a e spec i f i c i dade HLA- DQ ,· po i s  ex i s te 

um f o rt e  d e s e qu i l í b r i o  de l i g a ç ão ent re DR e DQ , demons t r áv e l  

tanto pe l a  s o ro l o g i a  c omo pe l o  RFLP ( B i dwe 1 1 , 1 9 8 8 - a ) . 

Os RFLP de c é l u l as c om ant í g eno s s o ro l o g i c ame n t e  não 

i d e n t i f i c ad o s  ( " b l ank " ) demon s t ram que a ma i o r i a  s ão homo z i g o t a s  

o u  n ã o  de f i n i d as po r d i f i c u l d ad e  s o ro l ó g i c a , part i cul armente e m  

ant í g e n o s  c omo DRw6 , DRw8 e DRw l O .  Uma exc e s são é DQw l a s s o c i ado 

com DR n e g a t i v o , po i s  o RFLP i dent i f i c a  ne s t e c a s o  o DR ' Br ' , 

i nd i s t i ng u í ve l  do H LA- DRB l ( DR l ) .  

O p r o be DRB i d e n t i f i c a  al guns ' s pl i t s ' de H LA - DR . DR3 é 

c a rac t e r i z ado po r  d o i s  RFLP : DRB 1 7 a s s o c i ad o  c om o hapl ó t i po H LA ­

B 8  e DRB 1 7 a  c om HLA- B 1 8 . O DRw 6 q u e  no rmal me n t e  é mal de f i n i d o  

Pe l a  s o ro l o g i a  e s t á  c a r ac t e r i z ado po r s e t e  RFLP : DRB 1 3 a* ,  



Cap í tu l o  1 5 9 

DRB 1 3 a * *  e DRB 1 3 a* * *  ( as so c i ad o s  c o m . DRw 1 3 - DQw5 e DQw 6 - Dw 1 8 ) , 

DRB 1 3 b ( as s o c i ad o c o m  DRw 1 3 - DQw 7 } ,  DRB 1 4 a ( a s s o c i ad o  c o m  DRw 1 4 -

DQw 5 - Dw 9 ) e DRB 1 4 b  ( as s oc i ado c o m  DRw 1 4 - DQw 7 - DW 1 6 ) .  F i na lmen t e , 
- ' . 

DRB 7 é c a rac t e r i z ado po r d o i s  RFLP : DRB 7 ( a s s o c i ado c om DR 7 - DQw2 -

Dw 7 )  e DRB 7 a ( as soc i ado t anto c om DR 7 - DQw 2 - Dw 7  e HLA-B 1 3  o u  HLA ­

B 5 0  c omo c om DR 7 - DQw 3 - Dw 1 1 e H LA - B 5 7 ) .  I dent i f i c ac ão dos ' spl i t s ' 

de RFLP de DRw6 e D R 7  é po s s í ve l  dev i do ao desequ i l í b r i o  c om DQB 

e DQA ( B i dwe l , 1 9 8 8 b ) .  

Um f at o  d e  i n t e re s s e s ão o s  s i na i s  que s e  c o rre l ac i onam c om 

a s  e s pec i f i c i d ad e s  supert í p i cas DRw5 2  �-DRw 5 3 .  Obs e rv a- s e que o 

s i na l  de 14 . 8  kb repre s enta o DRw 5 3 e e s t e  é a s s o c i ado com DR4 , 

DR 7 e DR 9 . O m e smo s i nal t ambém é encont rado no DR2 c u r t o  ( DR2 s ) .  

Os s i na i s  d e  1 1 . 1  e 1 3 . 0  kb c o r r e l ac i o nam- s e  c om DRw5 2 a  e DRw5 2 b . 

Os g rupo s qu e  apr e sentam reação c ruzada na s o ro l o g i a , t ambém 

f o rne c e m  ::: i na i s c cmuns n o  RFLP ( i s o g enot opo s ) .  DR l , ORl O e Dr ' Br '  

t ê m  um me smo s i nal de 4 . 4 kb , e nquan t o  DR4 , DR7 e DR9 apresent am 

c omb i naç õ e s  de 1 4 . 8 ,  6 . 1 ,  4 . 1 ,  2 . 7  e 2 . 6  kb . DRw6 e DR3 t êm em 

c omum 1 3 . 0 ,  1 1 . 1 ,  7 . 8 ,  4 . 3 ,  4 . 2  e 4 . 1  kb , enquanto DR5 e DRw 6 -

DQw 3 c o m  6 . 5  kb . 

O s  s i na i s  que repre s e n t am al e l o s  e spec í f i c o s  ( fr agme nt o s  

e spec í f i c o s  o u  a l o genotopos ) ,  são : DR2 ( 1 2 . 5 ,  1 . 6 e 1 . 3  kb ) ,  DR2 s 

( 1 , 5 e 1 , 4 5 kb ) , DR4 ( 5 .  4 kb ) , DR7 ( 2 .  6 kb ) , DRw8 ( 9 .  6 kb ) e 

DRw l O  { 1 3 . 9  kb ) ( B i dwe l l , 198 8 ) .  

A t i pagem g e no t í p i c a po r RFLP d o  H LA-DR bas e i a- s e  no s s i na i s  

a l e l o - e s p e c í f i c o s  d e  h i b r i d i z ação . Sendo as s im ,  a anál i s e d e  

c é l u l a s  he t e ro z i g o t as pode apre s e n t a r  a l g uma d i f i cul dade d e v i d o  

à ex i s t ênc i a  d e  ma i s  d e  um s i nal . A d i sc r i m i nação d e  do i s  al e l o s  

q u e  apr e s e n t am o me smo i s o g e n o t opo é f e i t a p o r  i n t e rméd i o  d a s 
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e s pec i f i c i d ad e s  HLA- DQ e m  d e s e qu i l í b r i o  d e  l i g a ç ão com H LA - DR . 

1 . 2 . 3 . 2 .  RFLP E SOROLOGIA HLA-DQ 

Os pad r õ e s  de s ina i s  de h i br i d i z ação reve l ad o s  po r sondas 

de c DNA para DQB e DQA c o rre l ac i o nam- s e  bem c om as 

e spec i f i c i d ade s  HLA - DQ de f i n i das p e l a  s o ro l o g i a  e c o m  as 

e s pec i f i c i d ad e s  d e f i n i das pe l a  c u l t u ra m i s t a . A anál i se d e  

hapl ó t i po s  c auc a s ó i d e s  demo ns t ra que é po s s í ve l  de f in i r  pe l o  

RFLP a s  e s pec i f i c i dades DQw l , DQw 2 e DQw 3 ,  as s i m como subd i v i d i ­

l as d e  aco rdo c om o d e s e qu i l í b r i o d e  l i g aç ão c o m  D R  e Dw ( B i dw e l , 

1 988 - b ) .  

A s é r i e  a l é l i c a  d e f i n ida por RFLP para DQA parec e  

i ndepend e n t e  d a s  e spec i f i c i dade s s o ro l ó g i c as , t odav i a  apre s e n t a  

f o r t e  d e s e qu i l í b r i o  de l i g .:::.ção c om DRB e DQB v ü ;t o  pe l o  RFLP 

( B i dwe l , 1 9 8 8 - a ) . De s ta mane i ra é po s s í v e l  de f i n i r  quase t odas 

e spec i f i c i dad e s ao n íve l d e  genó t i p o , c omb i nando - s e  o s  RFLP de 

DRB , DQB e DQA , i nc l u i ndo os spl i t s  s o ro l ó g i c o s  de DR5 ( DRw 1 1  e 

DRw l 2 ) e DRw 6 ( DRw 1 3  e DRw 1 4 )  ( Tab . 1 0 . 1 .  e 1 1 . 1 .  ) , 

Uma exc e ção acont e c e  na d i f e renc i ação e nt re o s  DQw 3 - Dw 

" spl i t s " d o  DR4 ( Dw4 , Dw l O ,  Dw l 3  e Dw 1 4 ) ,  o nde RFLP não é 

c o n v i nc e n t e . De al gum int e re s s e  é o fato demons t rado de que a 

a s s o c i aç ã o  DRW8 - DQw 3 nem sempre é reve l ad a  p e l a  s o ro l o g i a , po i s  

mu i t o s  f e nó t i po s  DRw8 e DQ " b l ank " s ão na real i dade DRw8 - DQw3 

Pe l o  RFLP ( B i dwe l l , 1 988 ) . 



Tab . 9 . 1 . Sinais de hibridização observados com Taq l /DRB  

DRfl RFLP: I 1 5  1 6  1 7 1 J 72 4 l i  1 2  J Ja 1 J Ja \ J.3a 4 1 3h 7 1  72 R 
Br 1 4h 1 4a I R  

tamanho(kb) 
Banda no loca l 1  XWS2 

l 1 4.8• 13 .8 1  • • • • 
2 1 3.9 -
3 1 3.l1' 1 1 .48 • • • • 
4 1 2.5 1 1 . 1 1 • 
5 1 1 . 1 ' 9.79 • •  • • • 
6 9.6 8.66 • 
7 7.9 7.23 • 
8 7.8 7.00 • • • • • 
9 6.5 6.08 • • 

1 0  6. 1 5.80 • • • 
l l  5.4 5.22 • 
1 2  4.4 4.40 • 
1 3  4.3 4. 1 2  • 
1 4  4.2 4. 1 2  • • • • • ' 

1 5  4. 1 4. 1 2  (.) • • • • 
1 6  2 .7 2.69 • • 
1 7  2.6 2.60 • 
1 8  1 .6 1 .72 • 
1 9  1 .5 1 .72 • 
20 1 .45 1 .69 • 
2 1  1 .3 1 .42 • 

Os s ina is de hibridização gerados pelo probe curto de cO NA para identificação de D R B l  (pRTV l )  estão representa-
dos em negro e correlacionam -se com as especificidades sorológicas DR ( I  com DR I e D R ' B R ' ;  1 5  com DR2 
( Orw 1 5); 1 6  com DR2 (DRw l6); 1 7 1  e 1 72 com DR3 (DRw l 7); 18 com D R3 (0Rw l 8);· 4 com D R4; 1 1  com 
DR5(DRw l l ) ;  1 2  com D lhv l 2; 1 3a1 • 1 3aJ e l3a� com DRw6 (0Rw l3). DQw l (DQwS e DQw6); 1 3b com DRw6 
(DRw l 3). DQw3 (DQw 7) ; 1 4a com DRw6 ( D Rw l 4). DQw l (DQwS); l4b com D Rw6 ( D Rw l 4) .  DQw3 (DQw 7); 71  
e 72 com D R7; 8 com D Rw8; 9 com DRw9 ; 1 0  com DRw ! O). R fl.Ps novos em quadrados brancos. ()= sinal  fraco. 
Banda 1 corre laciona-sc com D Rw53. Banda 3 com Drhv -\2b-Dw25. Banda 5 com D Rw52a c D Rw52c- Dw26 .  
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Tab . 1 0  . 1. Principais sinais de hibridização observados com Taqi/ D QA 

DQuRFLP 
tamanho (kb) 

Banda no locaJI XWS2 
l 7.4 6.99 
2a 6.7 6. 1 9  

(2b 6.4) -
3 5.8 5 .53  

(4a 4.9) -
4b 4 .8 4.56 
5 2.7 2.78 

6 2. 1 2 .45 
7 2.0 2.09 

la lb  

• 

• 
• • 
• • 

Gel  de corrida longa 
__ , --
Gel de corrida curta 

lc 2 3 

I 

• 

• 

• • • 
• • • 

4 

• 

• 
• 

·---- - - - - --

3h 

• 

• --
• --

A sonda DQA L pDCH l .  ident i fica 5 DQa- RFLP especificas (DQa l a. 1 b. l c. 2 e 3) em eletro foreses de curta duração 
( 18h e 55V). As bandas 2a e 2b. assim com o 4a e 4b, não podem ser resolvidas nestas condições. Eletroforcse de 52h 
c 30V é necessária para tanto. Além destas bandas específicas para DOA I .  pode -se observar dois RFLP que definem 
alclos db gene de reação cruzada DQA2 (DQA2U c DQA2L). 
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Tab . 1 1  • 1 • Sinais de hibridização observados com Taql/ DQ B 

DOJJ RFLP: l a  l b  X 2a 2h 3a 

tamanho (kh) 
Banda no local '  XWS2 

1 7.2 6.69 
2 5.5 5.34 • • 
3 4.6 4.62 • 
4 4.55 4.50 • 

0082 -- 5 4.5 4.44 • • • • • • 
6 4.0 

-7 2.8 2.87 • 
8 2.7 • • -

9 2.5 2.46 
10 2.4 2.35 • 
1 1  1 .9 1 .90 • 
1 2  1 .6 1 .58 • • 

A sonda DQB p 1 1 -P- 1 identifica 7 RFLPs que se correlacionam com as especificidades soro lógicas DQ (DOI} l a  com 
DQw l (DQwS); DOI3 lb e DQpx com DQw l (DQw6); DQjl2a e 2b com DQw2; DQJJ3a com DQw3 (DQw8 e DQw9) 
e DQ 'wa' (DQw4);  DQp3b com DQw3 (DQw7)). A banda 5 representa o sinal da hibridização cruzada do gene não 
polimórfico DQB2. Os quadrados brancos representam novos RFLP, observados em negro. O peso molecular: local 
(Bidwell , l 988) e XWS. lO"· Work:shop Internacional de Histocompatibilidade. 
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1 . 2 . 4 .  T I PAGEM HLA COM OLIGONUCLEOTÍDBOS SINTtTICOS APÓS 

AMPL I FI CACAO DO DNA . 

6 4  

A B i o l o g i a  M o l e c ul a r  t rouxe d i v e r s a s  po s s i b i l i dade s d e  

aval i a rmo s no s s o s  g e ne s , i n f l uenc i ando pro fundament e  a pe squ i s a 

méd i c a  e a sua apl i cação c l í n i c a  i med i ata . O re c e nt e  

d e senvo l v i me n t o  d a  reaç ão e m  c ade i a  d a  p o l i me rase ( PCR ) ( Sa i k i , 

1 9 8 5 ; S ch a r f , 1 9 8 6 ; S a i k i , 1 9 8 6 ; Mul l i s , 1 9 8 7 ; S a i k i , 1 9 8 8 ; 

E r l i c h , 1 9 8 8 ) po s s i b i l i tou a i med i a t a  u t i l i z ação na área do 

e s tudo dos g e ne s do s i s t ema H LA , e spe c ialmente dos de c l as s e  I I  

dev i d o a s u a  i mpo r t ânc i a  nos t rans p l ant e s , na sua rel ação c om 

doenças e pe l a  d i f i cu l dade de reag e nt e s  s o ro l óg i c o s . E s t e  mé todo 

t em s i do t ambém mu i t o  ut i l i z ado no d i agnó s t i c o  de de fe i to s  

gené t i c o s , na i dent i f i c ação f o r e n s e  de i nd i v í duo s , a s s i m  c omo na 

carac t e r i z aç ão de v í rus e bac t é r i as . 

Ut i l i z a - s e  a reaç ão em c ade i a  da po l i me rase para 

amp l i f i c aç ão d e  s e gment o s  espe c í f i c o s  d o  DNA que contém genes HLA 

de i n t e r e s s e , para d epo i s  i dent i f i c á- l o s  c om o l i gonu c l e o t í d e o s  

s int é t i c o s  d e s e nhad o s  para h i b r i d i zar c ad a  al e l o  e spec í f i c o . E s s e  

método fo i d e s e nvo l v i do p o r  um g rupo d e  c i ent i s tas d a  empre s a  

C e tu s  e é b a s e ado na repet i ção c í c l i c a  d e  t rê s  reaçõe s s impl e s , 

ond e a ún i c a  var i an t e  é a tempe ratura . Todas as t rê s  reaç õ e s  

o c o rrem no me smo pequeno tubo d e  e n s a i o  e u t i l i z am reag e nt e s  

e s t áve i s  para a s  d i  versas tempe raturas . Os c i c l o s  repe t i  t i  v o s  s ão 

au t omat i z ad o s  p o r  i n t e rméd i o  de apare l ho s  que al t e rnam a 

t empe rat u ra d e a c o rdo  com prog ramaç ão prév i a  ( t e rmoc i c l o s ) .  O PCR 

é um mé t odo  para s i ntet i z ar s e qüênc i as e spec í f i c as de DNA 

u t i l i z and o duas f i t a s  s i mpl e s  d e  o l i g onuc l e o t í de o s  " p r ime r s " , 
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s i n t e t i z ad o s  para s e rem c ompl ementare s à s  s e q üênc i as c onhe c i das 

do DNA a ser anal i s ado e uma e n z i ma t e rmo - e s táv e l , a Taq 

po l i me rase . E s t a  e n z i ma f o r-eng enho s ame n t e  i s o l ada da bac t é r i a  

t e rmo f í l i c a , The rmu s aquat i c us . 

A p r i me i ra e t apa do p roced i mento é a d e s natu ração t é rm i c a  

do DNA nat i vo de dupla hé l i c e  a s e r  anal i s ad o . O DNA rompe as 

ponte s de h i d ro g ê n i o  a 9 5 QC , t o rnand o - s e  de hél i c,e s i mpl e s  e 

po s s i b i l i t ando um p o s t e r i o r  r e - ane l amen t o  c o m  o u t ro DNA de f i ta 

s i mpl e s , que p o s s u a  s eqüênc i a  c ompl emen t a r . Uma g r ande vantagem 

d e s s e  mé todo é ne c e s s i t a r  d e  quant i da d e s  m í n imas de  DNA . 

Expe r i ê nc i a s demo n s t ram que é su f i c i ente p o u c a s  mo l é c u l as de DNA 

C S a i k i , 1 9 8 8 ) , q u a l i f i c ando a técn i c a  c omo a reação ma i s  sens í ve l 

para a anál i se d e  s equênc i as e spec í f i c a s  d o  DNA ( F i g . 9 . 1  e 1 0 . 1 ) .  

A s e gunda e tapa do c i c l o  é real i z ad a  em t empe ratura 

i n f e r l. o !' , quando o s  do i s  pr ime rs são ane l ad o s às s e qüênc i a s  

c omp l eme n t a re s  e opo s tas da amo s t ra d e  DNA d e s natu rado . E s s e s  

p r i me r s  vão ident i f i c a r  o segmento de DNA d e s e j ad o , q u e  s e rvi rá 

c omo um mo lde e para o qual f o ram d e s e nhados de mane i ra 

c omp l ementar , d e f i n i ndo o s  do i s  ponto s  f i n a i s d e  c ada s e gment o . 

O s  do i s  p r ime rs não podem ane l ar - s e  ent re s i e s e u s  l oc a i s  de 

i n í c i o  de reação d evem s e r re l at i vament e  d i s t an t e s  para pe rmi t i r  

a s í nte s e  s ub s e q ü e n t e d e  novos produ t o s . A e s pe c i f ic idade da 

reação é dev i d a  à p r e c i s ão da reaç ão de ane l ame n t o  DNA - DNA , me smo 

c om p r i me rs c u r t o s , 

A t e rc e i r a e t apa é a s í n t e s e  da nova f i ta c ompl emen t a r  do 

DNA c om a a j uda d a Taq po l imerase , ocás i onando a e x t e n s ão de c ada 

P r i me r ane l ado em p re s enç a de  exc e s s o de d e s ox i r i bonuc l e o s ídeo s  

t r i f o s f a t o . Uma nova f i t a ún i c a  d e  DNA s e rá s i n t e t i z ada para c ada 
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p r i me r ane l ado e c ada uma c o n s i s te d o  p r ime r n o  s e u  f i nal 5 '  

at r e l ad o a um c o l ar d e  nuc l e o t í d e o s  comp l ementare s  ao s 

c o rre s po ndent e s  do mo l d e . No PCR c ad a  produto s i nt e t i z ado s e rv i rá 

c omo mo l de para novas reaçõ e s  de  exte n s ão do p r i me r ,  a c ada 

c i c l o . O r e s u l t ado s e rá uma reação em c ade i a de amp l i f i c ação 

g e omé t r i c a d e  se gment o s  de DNA e spec í f i c o s . Os p r ime rs s ão as 

s eme n t e s  de todas f i t a s  novas de  DNA as s im c opao o s  quat ro 

d e s ox i r i bonuc l e o s í d e o s  t r i f o s f a t o  agem como t i j o l o s  na cont rução 

d e s s a s  novas f i tas e ,  s e nd o  as s i m , devem e s tar p re se nt e s  em 

ex c e s s o  r e l at i vo à quant i dad e do s u b s t r�to ( DNA ) . A i nt e r e s s ante 

e s p e c i f i c i dade da reação de ane l amento e a geomé t r i ca 

amp l i f i c ação do s  produ t o s  pe l a  reação em c ade i a  da pol ime rase 

c o n f e rem j untas uma extraord i nár i a  sens i b i l i dade na detecção do 

DNA d e s e j ado . 

Apó s a extensão do p r i me r , o c i c l o  é repet i do , prime i rame nte 

po r e l evação da t empe ratu ra e c o n se quente c onve r s ão das f i tas 

duplas em f i tas s imp l e s . Ne s s e  moment o , t odo t rabalho de 

po l i me r i z ação que v i nha s e ndo fe i t o  é paral i sado . A s e gu i r ,  a 

t empe ra t u ra d i m i nu i , favo recendo a e t apa de ane l amento e ,  apó s , 

a de ex te n são . Dev i do ao f a t o  d e  que c ada produto s inte t i z ado 

s e rve c omo mo l de para d o i s  novo s p roduto s  a c ada c i c l o , faz com 

qu e o núme ro de c óp i as de DNA dup l i que a c ada ve z . Apó s 20 c i c l o s  

t e remo s  a ampl i f i c ação d e  mi l hõ e s  d e  ve z e s  o s e gmento d e  DNA 

i n i c i al , ent re t anto o s  p r i me r s  e d e s ox i r i bonuc l e o s ídeos s ão 

P ro g re s s i v ame nt e  depl e t ado s , não s endo aconse l had o  ul t rapas sar 

de 3 2 c i c l o s  por cada reação .  

A s  p r i me i ras c ó p i as do s e gmento de DNA de s e j ado s ão ma i s  

l ong as , po rém o produ t o  al cança o t amanho exat o  d o  s e gment o alvo 
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apó s  o t e rc e i ro c i c l o . A part i r  d e s t e  momento , a ampl i f i caç ão é 

g e omé t r i c a , c h e g ando no f i nal c o m  o produto , prat i c ame n t e  puro 

de c óp i as c u rt a s . C omo s e  pode o b s e rvar , e s s e  mé t odo é d e g rande 

u t i l i dade na s í n t e se de f ragme n t o s  e spec í f i c o s  de DNA em 

quan t i dad e s  i l imi t adas , prop r i edade c omparad a  c om a c l ona g em de 

g ene s ,  ent re t ant o  nece s s i t a  de c o nhe c i me n t o  prév i o  da s e quênc i a  

do s gene s para a fabr i c ação d o s  p r i me r s  s i nt é t i c o s .  

A s  apl i c ação e s  da reaç ão em c ade i a  da pol ime ras e e s tão s e  

mu l t i p l i c ando , m a s  podemo s c i t ar : a t i pagem de doad o re s  e 

r e c e p t o r e s  para t ran splante c om d o ado r v i vo , po i s  o mé todo é 

demo rado para a u t i l i z ação c o m  d o ad o r c ád ave r ;  a pe s qu i s a da 

r e l aç ão de HLA c om doenças , c omo a ident i f i c ação de al e l o s  

a s s o c i ad o s  c om D i abete me l l i tu s  e Pen f i gu s  vul g ar i s  ( Tood , 1 9 8 7 ; 

Ro ge r s , 1 9 8 9 ; H o rn , 1 9 8 8 ; S i nha , 1 9 8 8 ; Schar f , 1 98 8 ) ;  a 

de t e rm i naç ão de agentes i n f e c c i o s o s , por amp l i f i c ação do DNA do 

patóge no , ex i s t i nd o  a po s s i b i l i dade da d e t e c ç ão d o  DNA do v í rus 

HIV p re c o c emente , quando os mé t o d o s c o nvenc i o na i s  a i nda não são 

po s i t i vo s  , c omo em c r i anças nas c i das de mães HIV p o s i t i vas 

( Ro g e rs , 1 9 8 9 ) ;  d i agnó s t i c o pré- natal de d oenças gené t i cas 

( S a i k i , 1 9 8 5 ; Kogan , 1 9 8 7 ;  D i Le l l a , 1 9 8 8 ; S a i k i , 1 9 8 8 ; W i l l i ans , 

1 9 8 8 ; Ro g e rs , 1 9 8 9 ) .  

Uma das g rande v i rtude s d a  reaç ão em c ade i a  da po l ime ras e 

e s t á  e m  s e r  ext remame nt e s e n s íve l ,  podendo qua l qu e r  c ontami nação 

c om o u t ro DNA t ra z e r  probl emas d e  i n t e rpretação . Os  mai o re s  

c u i dado s d evem s e r  t omado s para e v i t a r  a p re s e nç a  d e  contam i nação 

c om DNA d e  ampl i f i c aç õ e s  p rév i as ou até d o  p ró p r i o  pe s qu i s ado r  

< Paabo , 1 9 8 8 ; Lo Y-M , 1 9 8 8 ;  Krawc z ak , 1 9 8 9 ) . Pod e - s e  i mag i nar o 

P ro b l ema de c o n t ami naç ão c o m  DNA de HIV ampl i f i c ado no me smo 
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l abo rat ó r i o  e m  que e s t á  s endo re al i z ado um t e s t e  d i agnó s t i c o  para 

e s t a i n f e c ç ão . Os  l abo rat ó r i o s  devem p re o c upa r- s e em mant e r  uma 

r o t i na e n é r g i c a , ut i l i zando mat e r i a l  de s c a r t áve l e s epar ação do s 

I 
l o c a i s  d e  p ro c e s s amento e d e  amp l i f i c aç ão do DNA ( Wh i t e , 1 9 8 9 ; 

Kwo k , 1 9 8 9 ) . 

O po l i mo r f i s mo dos g ene s de c l as s e  I I  d o  s i s t ema HLA e s t á  

l o c a l i z ado no se gundo exon do domí n i o e x t e rno ( NH 2 t e rm i na l ) .  

U s ando p r i me r s para as reg i õ e s  c on s e rvadas , c on s e gu i u - s e  

amp l i f i c ar  o s e g undo exon d o s  l o c o s  d e  c l as s e I I  d e  d ive r s o s  

i nd i v í duo s  e o b s e rvar. po r  c l onag em e seqüenc i ament o o g rau d e  

d i ve rs i dade a l é l i c a  ( E rl i c h , 1 9 8 9 ) .  

A i d ent i f i c aç ão do DNA ampl i f i c ad o  para t i pagem HLA é f e i ta 

c om aux í l i o  de s ondas de o l i gonuc l e t í d e o s  s inté t i c o s  d e s e nhadas 

e c o ns t ru í das de aco rdo c om as s e qüênc i a s  que permi tem 

d i f e renc i a r  um al e l o  de outro ao n í ve l  d o  DNA . Cada sonda é 

a l e l o - e sp e c í f i c a  e ,  portanto , devem s e r  ut i l i zadas 

i nd i v i dualment e . S e nd o  a s s im , é n e c e s sár i o  usar o proc edimento 

de f i xar o mat e r i al amp l i f i c ado e m  memb rana d e  n i t roc e l u l o s e ou 

de nyl on apó s a t rans ferênc i a  ( do t  b l o t ) .  H i b r i d i z a - s e  c om c ada 

s o nda al e l o - e spec í f i c a  marc ada c om Fó s f o ro 32  e apó s a l avagem 

Para re t i rar os s inai s não e spec í f i c o s  ( cada s o nda tem uma 

t empe r a t u r a  ó t i ma para l avagem ) r e a l i z a - s e  a auto- rad i o g raf i a , 

Po s s i b i l i t ando o b s e rvar as reaç õ e s  n e g a t i vas e a s  po s i t i vas ( ve j a 

mat e r i al e mé t o d o s ) ,  Pode - s e  t ambém u t i l i z a r  o u t ro s  marcad o r e s  

não rad i o at i vo s c omo b i o t i na ou d i g ox i g e ni na . As membranas c om 

o DNA amp l i f i c ado podem s e r  ut i l i z adas d iversas vez e s , 

s imp l e sme n t e  re t i rando a s onda rad i o a t i v a  ante r i o r  por l avagem 

e s pe c i a l  e h i b r i d i z ando c om a próx i ma . E s t e  mé t odo é intere s sante 
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p a r a  amo s t r a s  nume ro s a s , quando s e  c o l o c a na membrana d i ve rs o s 

p rodu t o s  d e  i nd i v í du o s  d i f e rent e s ; ent r e t an t o , p ara pou c a s  

amo s t ra s  é um t an t o  t rabal h o s o . U m  mé t o d o  reve r s o  p o d e  s e r  

u t i l i z ado , imo b i l i z ando - s e  u m  pa i n e l  de s o ndas na membrana p�ra 

po s t e r i o r  h i b r i d i z ação c om o p rodut o marc ado durante a 

amp l i f i c ação c om p r ime rs b i o t i n i l ad o s  ( Oc hman , l 9 8 9 ) .  E s t e  pode rá 

s e r prát i c o , pa r a  u t i l i z ação c om pouc a s  amo s t ra s . 
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1 . 3 • IMUNOBIOLOGIA DA ASSOCIAQAO BNTRB BLA B DOBHQAS 

O Comp l exo Pr i nc i pal d e  H i s t o c ompat i b i l i dade t em s ido 

ext ens i vament e e s tudado , procu rando - s e re l aç õ e s  entre H LA e 

do enç as . o mo t i v o  c e rtamente e s t á  r e l ac i onado c om a descobe rta 

no c amund o n g o  dos g e n e s  de re spo s t a  i mune na re g i ão c romo s s ôm i c a  

c o rrepond ente ao CPH humano ( HcDe v i t t , 1 9 6 8 ) . A e x i stênc i a  d e  

g ene s que p re d i spõem uma boa r e spo s t a  c o nt r a  d e t e rmi nado 

ant í g eno , a s s i m c omo g e n e s  que não p ropo rc i o nam re spo sta , já f o i  

obse rvada n o  homem . Ent re e l e s  e s t ã o  o s  que d e t e rmi n am a re spo sta 

imuno l ó g i c a  c on t r a  pó l ens ( c edar ) e c o n t ra ant í g eno s 

es t repto c ó c i c o s  ( S asazuk i , 1 9 8 3 ) .  O e n tu s i asmo c om a pe squ i sa 

ne s s a re g i ão ,  propo rc i onou a d e s c o b e r t a  d e  mai s  de 40 doenças 

as s o c i adas ao s a l e l o s  HLA , e s pe c i alme n t e  de nature z a  auto - imune 

( Stas tny , 1 9 8 3 ) . 

Re c e nt eme nt e , mu i t o s  o b j e t i v o s e stão s e ndo alcançado s c om 

o c onhe c i mento da o rgan i z ação e p o l i mo rf i smo d o s  g ene s HLA . A 

int rodução d as t é c n i c as de b i o l o g i a  mo l e c u l a r , o c onhec imento da 

e st rut u ra t r i - d i me nc i ona l dos  ant í g eno s de c l as s e  I e d e  c omo 

e stas mo l é c u l a s  apre s e ntam ant í g eno s a o s  l i n f ó c i to s  ocas i onar am 

uma nova c o nc e pç ão a e s s a  maté r i a .  

Os me c an i smo s d e  reconhe c i me n t o  d o  ant í g eno pe l o  l infóc i to 

T não e s t ão c omp l e t amente de f i n i do s .  A r e l ação do pept í d i o  

ant i g ên i c o c o m  o H LA pare c e  s e r  d e  g rande i mpo rtânc i a no 
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rec onhe c i me n t o  pe l a  c é l u l a  T e ,  tal v e z , fundamental para o 

entend i me n t o  d a  r e l aç ão HLA com d o e n ça s . É i mp o rt ante l embrar que 

as mo l é c u l a s  H LA não s omente part i c i p am d a  apre sentação de 

ant í g eno s à s  c é l u l a s T ,  mas t ambém d e  pept í d i o s  aut ó l o go s . E s t e s  

não e s t i mu l am r e s po s t a  i muno l ó g i c a  em s i tuaç õ e s  norma i s , po rque 

Pe rt encem a o  p r óp r i o  o rg a n i smo ( » s e l f " ) .  Não s abemo s , entretanto , 

c omo ac o n t e c e  o r e c o nh ec imento d o s  au t o - ant í g e n o s  nas doenças p o r  

aut o - imun i dade . 

1 . 3 . 1 . CLASSIFICACAO E METODOLOGIA 

As d o e n ç a s  e s tudadas em rel ação ao s i s t ema HLA podem s e r  

d i v i d i das  e m  quat ro g rupos ( T i vary , 1 9 8 5 ) • O ma i o r  é o das 

do e nças aut o - i mune s , onde a l e s ão t e c i dual é med i ada pe l a  

re spo s t a  i mu n e  c e l u l ar o u  humo ral e o nd e  a i nf l amação oco rre d e  

mane i ra s i s t ê m i c a . O s  aut o - an t i c o rpo s , imunec omp l exos e 
i nf i l t ração mononuc l e ar s ão a re g ra . E s s a s  doenças a f e t am 

. 

d i ve r s o s ó rg ão s  e s i s t emas c omo o e ndó c r i no ( d i abe t e  insul i na-

depe nde nt e e t i r e o i d i t e s ) , o f í g ado ( he pat i t e c rôn i c a at iva ) , os  

r i n s  ( s í nd rome d e  Go o d  P a s ture e l upu s s i s t êmico ) ,  as  

art i cul aç õ e s ( ar t r i t e  reumató i de e l upu s ) ,  o s i st ema nervo s o  

( mi as t e n i a  g rav i s  e e s c l e ro s e múl t i pl a ) ( Tab . 1 2 . 1 )  

Ou t r o  g rupo s ão d o enças com ne nhuma a s s o c i ação com aut o ­

i mun i d ade , ac r e d i t ando- s e  que se j am d e c o rre n t e s de a l t e raçõ e s  em 

o u t ro s  g ene s d e n t ro  d o  C PH . A hemo c romat o s e  e a de f i c i ênc i a d e 
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2 1 - hidro x i lase são exemp l o s  d e  doenças c o m  po s s í ve i s  d e f e i to s  

g enét i c o s  e m  g e ne s  não H LA . 

o g rupo das doenç a s  i n f e c c i o sas é pequeno , devendo�s e  

re s s al tar a l epra l epromato s a  em e s tudo s de s e g regação de 

hapl ó t i p o s  em f am í l i as ( S e r j e an t s o n , 1 9 8 3 ) .  � d e e s t ranhar que 

os al e l o s  HLA não d e f i nam s u s c e p t i b i l id ade a vár i o s patógenos , 

espe c i a lmente quando s e  sugere que f açam parte de gene s de 

respo s t a  i mune. E s t e  f a t o  pode s e r exp l i c ado p e l a  nece s s i dade de 

se pesqu i sar a redução da f reqüênc i a  de um alelo em i nd i v íduo s 

afe t ado s , o que deve s e r  f e i t o  com g rande núme r o  d e  i nd iv í duo s . 

A ma i o r i a  dos e s tudo s não real i z a  tanto s  t e s te s  e mu i t o s  procuram 

uma a s s o c iação pos i tiva. 

O g rupo das d o e n ç a s  mal i gnas i nc l u i  o c arc i noma de naso-

f ar i ng e ,  l euc e m i a s  e a d o e n ç a  d e  Hod g k i n , s e ndo que mu i tos  

e s tudo s f o ram f e i t o s  c om out r o s  tumo r e s  sem que se  o b s e rvas sem 

as soc i aç õ e s  . 

. A me todo l o g i a  para a p e s qu i sa da c o r re l ação de H LA com 

_doenças e s t á  baseada gm� es:tugo s de a s s o c i aç ão e de l i g ação . .Os 

pr i me i ro s  acontecem na p e s qu i sa em popu l a ç õ e s  de doente s s em 

re l ação de parentes co . O s e gundo s ão e s tudo s de f am í l i as c o m  mai s  

de um f i l ho a f e t ado , p ro cu rando - s e hap lótipos mais f reqüent e s  nos 

doentes do que o e spe rado ao ac aso . N e s t e  ú l t imo c aso , os mesmos 

ant í g eno s H LA não nece s s i t am e star pres e nt e s nas d i versas 

f amí l i a s , po i s  s e rv e m  como um simples marcado r d e  um g ene de 

su s cept i b i l idade . Quand o  a d i s tânc i a  entre o gene marc ado r e o 

g ene d e  su s c ept i b i l i dade é m í n ima , como pode r i a  s e r  o caso da 

e spond i l i t e anqu i l ozante ,  e n contrar í amo s to dos ( ou quas e  t odo s )  
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o s pac i e nt e s  c om o mesmo marc ado r , po i s  s e r i a  mu i t o  d i f í c i l  

ac o n t e c e r  ent r e c ru z ament o ( c ro s s i ng o ye r ) .  Quand o  a d i s tânc i a ' 

mai o r , o e nt r e c ruzamento f ar i a  que e m  e s tudo s popu l ac i onai s não 

s e o b s e rvas s e m  o me smo ma r c ad o r , s endo s omente e n c o n t rado s e n t re 

memb ro s  a f e t ado s de c ad a  f am í l i a . 

A o r i gem é t n i c a  d o  g rupo em e s tudo é de fundamental 

i mpo r t ânc i a de v i d o  à he t e ro g e ne i dade das doenç a s  e das 

f reqüê nc i as H LA nas d i ve r s a s  popu l aç õe s . Ut i l i z a- s e  o c ál c u l o  

d o r i s c o  re l a t i v o  para c o nhe c i men t o  do r i s c o  de d e s e nvo l v i mento 

d e de t e rm i nada doenç a , q u ando s e  é po r t ado r do marcado r HLA , 
c omparand o - s e  c o m  o r i s c o  d o s qu e  não po s suem e s t e  marc ado r . Um 

r i s c o s upe r i o r  a 1 demon s t r a uma s u s c ept i b i l i d ad e ; i gu al a 1 

deno t a  neu t ra l i dade ; enquant o aba i x o  d e  1 , qual i f i c amo s  c omo 

re s i s t ênc i a .  A compa ração e n t r e  c o nt ro l e s  e doent e s  é f e i t a  pe l o  

t e s t e d o  X 2  ( T i war i , 1 9 8 5 ) .  
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Tab . 12 . 1 .  Assoc i ações Ent re HLA e Doenças 

E studo s Pgç i �nt�s Con t ro ,l e s  
Doenças Raça nQ nQ X+ X+ RR 

Art r i t e  Reumató i d e  
B2 7 c 1 7  8 6 1  1 6  9 2 . 0  

DR4 c 1 7 1 1 2 7  6 8  2 5  3 . 8  
BW5 4 o 3 2 2 1  2 4  11 2 . 5  
DR4 o 5 3 4 8  6 6  3 9  2 . 8  
DR4 N 3 1 0 9  4 0  1 0  5 . 4 

Art r i t e  Reumató i de Juve n i l  
B 2 7 c 1 5  1 1 4 6  2 5 9 3 . 3  
DR5 c 5 4 2 2  3 4  1 5  3 . 3  

Espond i l i t e  Anqu i l o z ante 
B2 7 c 4 0  2 1 3 0  8 9  9 6 9 . 1  
B 2 7  o 7 2 1 1  8 5 1 5  2 0 7 . 9  
B 2 7 N 2 3 3  5 8  4 5 4 . 4  

Uve i t e  Ante r i o r  Aguda 
B 2 7 c 1 0  5 2 0 4 7 1 0 8 . 2  

Doença d e  Re i te r  
B 2 7 c 2 5  9 0 6  8 0  9 3 7 . 1  

Diabe t e  Juve n i l 
B8 c 3 9  4 3 2 2  4 0  2 1  2 . 5  
B 1 5 c 3 6 4 0 5 2  2 2 1 4  2 . 1  
DR3 c 13 1 1 7 4  4 6  2 2  3 . 3  
DR4 c 1 2 1 0 5 1  5 1  2 5  3 . 6  
BW5 4 o 8 4 5 3  3 9  11 5 . 6  
DR3 o 4 1 3 9 3 8 1 4  4 . 8  
DR4 o 4 1 3 9 4 9  2 5  2 . 6  
DR 3 N 3 1 3 5  5 7 2 8  3 . 2  
DR4 N 3 1 3 5  4 6  1 1  6 . 7  

Doenç a de G rave ' s  
B8 c 1 8 1 4 4 5  4 3  2 3  2 . 5  
DR3 c 4 3 3 3  5 6  2 5 3 . 7  
B3 5 o 3 1 6 2 4 2  1 4  4 . 4  

Doença Ce l í ac a  
B8 c 1 6  6 9 6  6 8  2 2  7 . 6  
DR3 c 5 1 9 4 7 9  2 2  1 1 . 6  
DR 7 c 4 1 3 7  6 0  1 5  7 . 6  

C :  c au c a s ó i d e  O =  o r i e n t a l  RR = r i s c o  re l at i vo 
N :  negro J =  j udeu % + = p e r c e n t o  po s i t ivo 
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Tab . 1 2 . 1 .  Assoc i ações Entre HLA e Doenças ( cont . ) 

E s tudo s Pac ientes Contro l e s  
Doenças Raç a n Q  n Q  X+ X+ RR 

N a rc o l e p s i a  
DR2 C 
DR 2 O 

2 
1 

4 5  1 0 0 
9 2  1 0 0 

De rmat i t e  H e rp e r t i f o rme 
B8 C 1 4  4 9 8  7 5  
DR3 C 4 1 2 6  8 2 

Pên f i g o  
A 2 6  
B 3 8  
DR4 

Vu l g ar 
J 
J 
J 

P s o r í a s e  Vu l g a r  

5 
5 
3 

B 1 3 c 3 6  
B 1 7  C 3 5  
B 3 7 C 1 5  
CW6 C 7 
DR 7 C 5 
B 1 3 O 5 
B 1 7 O 4 
B 3 7 O 3 
CW6 O 4 
DR7 O 2 

Doe nç a d e  Be hcet 
B 5  C 6 
B 5 O 6 

1 1 7  6 0  
1 1 7  5 9  

6 2  ,. 9 1  

2 5 7 9  1 9  
2 5 1 5  1 9  

8 0 4  7 
3 5 3  5 6  

2 9 6  4 8  

3 3 6 2 4  
22 4 1 2 
2 0 6  2 0  
2 6 2  2 7  
1 4 8 1 0  

1 5 0 3 1  
1 9 9  6 8  

Hemoc romat o s e  I d i opát i c a 
A 3 C 
B 7 C 
B 1 4 C 

1 1  4 9 3  
1 1  4 9 3  
1 0  4 8 1  

7 2  
4 8  
1 9  

Lupu s E r i t ematoso S i s t êm ico 
B 8  C 1 7  8 5 5  4 0  
DR3 C 9 3 1 6  4 2  

S í nd rome d e  Go odpa s tu re 
DR2 C 2 2 5  8 8  

J E s c l e ro s e 
, B 7  c 
I DR2 c 
"-

Múl t i pl a 
3 8 
1 3  

M i as t e n i a  Grav i s  
B8 C 1 2  

4 9 6 4  
1 0 5 1  

3 7  
51 

7 4 7 4 4  

2 2 
3 4 

2 2  
2 0  

2 0  
2 1  
3 2  

5 
7 
2 

1 5  
2 3  

8 
9 
2 
4 
1 

1 2 
3 3 

2 8  
2 6  

6 

2 0  
2 1  

2 7  

2 4  
2 7  

1 9  

1 2 9 
3 5 8  

9 . 8  
1 7 . 8  

4 . 8  
4 . 6  

1 4 . 6  

4 . 1 
5 . 3  
3 . 9  
7 . 5  
3 . 2  
3 . 3  
1 . 9  
8 . 4  
8 . 5  
7 . 6  

3 . 8  
4 . 5  

6 . 7  
2 . 9  
2 • .  7 

2 . 7 
2 . 6  

1 3 . 8  

1 . 8 
2 . 7 

3 . 3  

Fo n t e : H LA and D i s e a s e s A s s o c i at i on s ( T i war i , 1 9 8 5 ) .  

7 7  
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1 . 3 . 2 . MECANI SMOS DE ASSOCIACAO DE HLA COM DOENCAS 

Ex i s t em d i  v e r s a s  p ropo s t as para expl i c aç ão d e s sa a s s o c i ação . 

Sendo a s s im , ant e c i p a- s e  a fal ta de c o nhe c imento e a d i f icul dade 

da mat é r i a . 

Uma das p r ime i ra s  h i pó t e s e s  f o i que a s  mo l é cu l as HLA s e rv i am 

c omo recept o re s para agen t e s  i n f e c c i o so s  ( T iwar i ,  1 9 8 5 ) .  

Procu rav a - s e  expl i c a r a s s im ,  que a mo l éc u l a  d o  HLA - B 2 7 s e rv i a  

c omo recept o r  para um agente q u e  o c a s i onava a E spond i l i t e 

Anqu i l o s an t e  e a S i nd rome de Re i t e r . Re f o r ç ou e s t e  argumento , o 

achado de que a s  p r o t e í nas c od i f i c adas pe l o s  ! oc o s  HLA no homem 

e H - 2 K e H - 2 D  no c amundongo ag i am c omo r e c ept o re s  para o v í ru s  

Seml i k i  ( ar b o v í rus ) ( He l en i u s , 1 9 7 8 ) • D i ve r s o s  out ro s  

expe r iment o s  c om v í ru s  não c he g aram a re fo rçar e s s a h ipót e s e . 

O m i me t i smo mo l e cu l a r  de fende a po s s i b i l i dade de que al gumas 

mo l é cu l a s  H LA po s s am ap r e s e n t ar e s t rutura s eme l hante a um agente 

inf e c c i o s o  e , s endo as s im , quando o o rgan i smo é i n fec tado com o 

me smo ,  não c o ns e g ue r e s po nde r  imuno l o g i came nte . Es se fato c ondu z 
. 

a uma i n f e c ção c rôn i c a e à s intoma t o l o g i a . A teo r i a  do mime t i smo 

aprove i t a a s i t uação de que s e de sc onhec e o agent e  e t i o lóg i c o da ·  

ma i o r i a das d o e nças em e n f o que . A E s p o nd i l i t e  Anqu i l o sante é uma 

doença que t am bém s e  a j u st a  a e s s e  mec ani smo , dev i do ao s ac hado s 

de reaç õ e s  c ru z ad a s e nt re o HLA- B 2 7  e a bac t é r i a  K l e b s i e l a  

( Ebr i n g e r , 1 9 8 0 ; W e l s h , 1 9 8 0 ) .  

� Ou t r a  h i pó t e s e  mu i t o  c ons i d e rada é a que c o n f e re ao H LA o 

Pap e l  de marc ado r d e um g ene de  s u s c e pt i b i l i dade à d e t e rm i nada 
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do ença e que s e e n c o n t r a  mu i t o  p ró x i mo d o  me smo . A s  a s soc i aç õ e s  

ao n í v e l  d e  e s tu d o s popu l ac i ona i s e s t a r i am re f l e t i ndo 

d e sequ i l í b r i o s  d e  l i gação e n t re o s  g ene s mar c ad o r e s  e os de 

su s c e pt i b i l i dade ( Dau s s e t , 1 9 8 5 ) .  A e s c l e ro s e  múl t i p l a  pod e r i a ( 
se r um exemp l o  d e s s a  t e o r i a , o nd e  um g en e  d e  s u s c ept i b i l i dade ( 
e s t ar i a  mu i t o  p róx i mo d o  l oc o  DR e o g ene mar c ado r s e r � a o H LA­

DR2 . A presença de d o e nç a  em s omente uma m í n i ma f ração de , 

i nd i v í duo s p o r t ad o re s d o  g ene marc ado r p o d e  s e r  exp l i c ada . ( 1 ) ) 
A d oença pode s e r  he t e ro g ê Qe a  e po s su i r  ma i s  d e  uma e t i o l o g i a  � 
o agente e t i o l ó g i c o  p o s su i r  ma i s  d e  um p e p t í d i o  i munodominante . 

( 2 ) A expo s i ção a f a t o r e s amb i enta i s , c omo a i n f ecção com 

de te rmi nado v í ru s , é nec e s sá r i a  para que o s  i nd i v í du o s  com genes 

d e  s u s c ept i b i l i dade p o s s am d e s e nvo l ve r a doença . ( 3 )  Fat o re s  

g enét i c o s  não l i gado s ao H LA podem também c o n t r i bu i r  para a 

sus c ept i b i l idade ( do e nç a s  p o l i gê n i c as ) .  

Os g ene s d e r e s po s t a  i mune devem s e r  impo r t an te s  na proteção 

ou s u s c e p t i b i l i d ad e  a vár i as d o e nç a s . E s t e s g e ne s  e s tar i am mu i to 

Próx imos do c omp l e x o  H LA e em d e s e qu i l í b r i o  d e  l i gação c om 

de t e rminado s a l e l o s . E s s e s  g ene s f o ram l ocal i z ado s na reg i ão I . 
d o c romo s s oma 1 5  d o  c amundo n g o  ( Shre f f l e r , 1 9 7 5 ; Benacerraf , 

1 9 7 5 ; Benac e rra f , 1 9 7 8 ; W i nc he s t e r , 1 9 7 9 ) .  Por e s s a  h i p ó t e s e  o s  

i nd i v í du o s  apre s e n t a r i am g e ne s  de s u s c e pt i b i l i dade ou de 

re s i s tênc i a  a d e t e rm i nad o s a g e n t e s  i n fe c c i o s o s , p roduz i ndo o u  não 

ant i c o rpo s c o nt ra os me s mo s . 

Um argume n t o  f avo ráve l a e s s a h i pó t e s e  n o  homem é o de que 

do enç as c om a s s o c i aç ão f ra c a  c om ant í geno s do  l o c o  H LA - B  são ma i s  

i n t e ns ame nt e  a s s o c i adas c om o l o c o HLA - DR , DQ . N a  d i abe te 
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i ns u l i na - dependente e nc o n t rou - s e  a s s o c i aç ão com HLA-B8 e B 1 5 , 

s e nd o que po s t e r i o rme n t e  o b s e rvo u - s e  f o r t e  a s s o c i aç ão c om HLA - DR4 

e DR3 e t a l v e z ma i s  a i nd a  c om DQw8 e DQw2 . De s t a  mane i ra o gene 

de s u s c e p t i b i l i dade e s t a r i a  ma i s  p r ó x i mo do l o c o  DQ e a 

ass o c i ação com o l o c o  B s e r i a  s ecundár i a . Out ro f a t o  f avo ráve l 

a e s s e s  g ene s é que ex i s tem l i g aç õ e s c om al e l o s  d i f e rente s  do 

me smo l o c o , o que pode s e r  o b s e rvado na doença de Grave s , 

encont rando - s e  a s s o c i aç ã o  c o m  H LA- B 8  e m  c aucas ó i de s  e c o m  HLA-B3 5 

ern j apone s e s  ( Bodme r , 1 9 7 l > · 

A t endênc i a  atu a l  é de procu rar de f i n i r  me l ho r  o 

Po l i mo r f i smo HLA c om o aux i l i o d e  método s de s e nvo l v i d o s  pel a 

B i o l o g i a  Mo l e c u l a r  e t e n t a r  de f i n i r  a s s o c i açõe s c om reg i õ e s  da 

mo l é cul a HLA que podem i nc l u s i ve part i c i par de mai s de um a l e l o  

( re g i õe s de h i pe rva r i ab i l i d ad e  al é l i c a ) .  E s s a s  re g i õe s  podem 

expl i c a r  a a s s o c i ação de c e rtas d oenças ( art r i t e  reumat ó i d e  e 

d i abe t e  j uve n i l ) c om ma i s  d e  um ant í g eno H LA . 
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1 . 3 . 3 . A S SOC I ACOES DE I NTERE S S E  

,. 

1 . 3 . 3 . 1 . ES POND I L I TE ANQU I LOSANTE E S I NDROME DE REI TER 

A d e s c o be r t a  da a s s o c i aç ão ac o n t e c e u  s i mu l t a n e ame n t e  

( S c h l o s s t e i n , 1 9 7 3 ; B rewe r t o n , 1 9 7 3 ) .  A méd i a  d a  f reqüênc i a  d o  

H LA - B 2 7 n o s  d o e nt e s  var i a  e n t re 8 8 %  a 9 6% , e nquanto no s c o n t ro l e s  

f i c a e n t r e  4 %  a 8 % . E s s e s  r e s u l t ad o s  f o ram c o n f i rmad o s  e n t re 

Pac i e nt e s  d e  d i ve r s a s  raças . 

O s  pac i e nt e s  ne g ro s  ame r i c an o s  a p r e s e n t am a f reqüênc i a d o  

B 2 7 ( 5 8 % ) i n f e r i o r  a d o s  b ranc o s  ( Ru d e rman , 1 9 7 7 ) , e nquan t o  que 

no s j ap o n e s e s  e l a  é d e  8 1 % . 

E s t u d o s e p i d em i o l ó g i c o s  d e mo n s t ram que a p reva l ê nc i a  da 

doe n ç a  é de 1 0  a 1 5  p o r  1 0 0 0  i nd i v í du o s  ( Ca l i n , 1 9 7 6 ) . A 

c ompa raç ã o  e n t r e  pac i e n t e s B 2 7 p o s i t i vo s  e B2 7 n e g a t i vo s  

demo n s t r a q u e  não e x i s t em d i f e re nç a s  e m  r e l ação à rad i o l o g i a , à 

du r ação d a  d o e n ç a , ao i n í c i o d o s  s i n t omas , à s ev e r i dade d a  

doe n ç a , a o  s ex o  e ao p r o g nó s t i c o . A uve í t e  ante r i o r  é enc o n t rada 

some n t e  n o s  pac i e nt e s  B 2 7  po s i t i v o s ( Nah i r ,  1g 7 9 ; Khan , 1 9 80 ) .  

A r e aç ão c ru z ada ent re a n t i c o rpo s ant i - K l e b s i e l a  e 

l i n f ó c i t o s  d e  pac i e n t e s  c o m  e sp o nd i l i t e  anqu i l o s an t e  t ro u x e  

e spe ranç a s  q u an t o  à e t i o l o g i a  ( E b r i n g e r , 1 9 8 0 ; We l s h , 1 9 8 0 ) . Um 

f at o d e  mu i t o  i nt e r e s s e  é que o s  ant i c o rpo s  ant i - Kl e b s i e l a  r e ag e m  

c om l i n f ó c i t o s d e  pac i e n t e s B 2 7 p o s i t i v o s , e nquan t o  n ã o  r e ag e m  

c om o s  d e  pac i e n t e s B 2 7 n e g a t i vo s , s u g e r i nd o  a i d ent i f i c aç ão d e  

u m  ant í g e n o  B 2 7 " mo d i f i c ado " ( S e a g e r , 1 9 7 9 ) . 
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A d o e n ç a  d e  Re i t e r  e s t á  também a s s o c i ad a  c om o HLA- B 2 7 , 

s end o que 8 0% d o s  d o e n t e s  apre s e n t am e s t e  marcado r ,  contra 8% no s 

cont ro l e s  no rma i s .  E s s e  é a méd i a  d e  d i ve rs o s t rabal hos em vár i o s  

Paí s e s , não havendo d i f e renças s i gn i f i c an t e s . A uve í t e  ant e r i o r  

aguda , fe bre al t a  e p e rda d e  p e s o  s ão mai s  f re q üente nos 

Pac i e nt e s  com B27 d o  qu e  nos que não apre s e n t am e s t e  ant í g eno . 

1 . 3 . 3 . 2 . NARCOLEPS IA 

Narc o l ep s i a  é uma rara doença c a rac t e r i z ada por coch i l o s  

d i u rno s r e c o rrent e s , duran t e  pe l o  meno s s e i s  me s e s , assoc i ados 

à c r i se c o mprovada d e  c atapl ex i a . E s t a  ú l t i ma c a rac t e r i za- se po r  

Pe rda súb i ta e b i l at e ral d o tô nus mus c u l a r , apó s f o rte emoção . 

E s sa doença apre s ent a c ompl e t a  a s s o c i aç ão c om o H LA-DR2 -DQw l , ou 

se j a  10 0 %  do s pac i e nt e s  apre sentam e s t e  h ap l ó t i po c ontra 33 , 5 % 

de c on t ro l e s  ( H onda , 1 9 8 6 ; M a t su k i , 1 9 8 9 ) .  O ú l t i mo aut o r  e studou 

2 06 pac i e n t e s  j apon e se s , s endo todo s p o s i t i vo s  para DR2 -DQW 1 . 

Fo i t ambé m  encont rada a s so c i ação s i gn i f i cante para a 
h i pe rs on i a  e s s enc i al , doença c arac t e r i zada por excess iva 

son o l ênc i a  d i urna , s em catapl e x i a , o c o r rendo d i ar i amente po r , no 

m í n i mo ,  s e i s  me s e s . F o ram t i pado s 4 6  pac i ent e s , encont rand o - s e  

DR2 - DQW 1 em 57% ( M atsuk i ,  1 9 8 9 ) . 
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1 . 3 . 3 . 3 .  ESCLEROSE MÚLTIPLA 

Mu i to s  t rabal ho s f o ram publ i c ado s s o bre a r e l ação ent re a 

e s c l e ro s e  múl t i pl a e o s i s t ema HLA , sendo que a ma i o r i a  

apre s entou re sul t ad o s  c ont rad i t ó r i o s . O s  achad o s  mai s  

s i gn i f i c ante s f o ram o s d a  a s s o c i ação c o m  H LA - A 3 , HLA-B 7  e com 

H LA-DR2 - DW2 . As p r i me i r a s  duas a s s o c i aç õ e s  f o ram e nc ont radas 

e nt re c aucasó i d e s  da Europa e Amé r i c a  do N o r t e , enquan t o  que a 

ú l t i ma f o i  o b s e rv ad a  n a  �� i o r i a  das popu l aç õ e s  e s tudadas , c om 

exc eção d e  j udeus i s rael e n s e s  e j apone s e s  ( Sachs 1 9 7 7 ) . 

A méd i a  d a  f reqüênc i a  d o  H LA-A3 é de 3 4 %  no s pac i ent e s  e 2 7% 

n o s  c o n t r o l e s , c o m  um r i s c o  re l a t i v o  de 1 . 4 6 .  A méd i a  para o HLA-

B 7 é d e  44% no s pac i en t e s e 2 6% no s c o n t ro l e s , c om um r i sco 

re l at i vo d e 2 . 2 6 ,  e nquan t o  para HLA- DR2 é de 5 1 % ,  2 7% e 2 . 7 8 

re spe c t i vamente ( T iwar i , 1 9 8 5 ) .  

A re l ação d o  p r o g nó s t i c o  da doença com a s  assoc i ações 

mos t r aram re sul t ado s c on t rad i tó r i o s , as s im c omo c om r e l ação a 

t í t u l o s  de ant i c o rp o s para s arampo , caxumba e rubé o l a  ( Wal ke r , 

1 9 8 2 ) .  

,. 
1 . 3 . 3 . 4 . ARTRITE REUMATOI DE 

Os ant í g eno s HLA d e  c l as s e  I I  s ão o s  c and i da t o s  mai s f o rtes 

a rep r e sentant e s  d e  g ene s a s s o c i ado s às doenças au t o - i mune s . O 

al e l o H LA- DR4 apre s e n t a- s e  a s s o c i ado à doença na ma i o r i a  das 

raças ( S ta s t y , 1 9 7 8 ; C h r i s t i an s en , 1 9 8 4 ) , não t e ndo s i do 

obs e rvadas as s o c i aç õ e s  c o m  ant í geno s  de c l as s e  I .  
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O H LA - DR 4  p o d e  s e r  s u bd i v i d i do p o r  t i pag e n s  c e l u l a r e s  

( t i pagem c om c é l u l a s  homo zig o t a s  o u  PLT ) em DW4 , DW 1 4  e DW 1 0 . A 

as s oc i ação acont e c e  s omente c o m  o s  d o i s  p r i me i ro s hapl ót ipos 

( DR4 - DW4 e DR4 - DW 1 4 ) .  E s tudo s popu l ac i o na i s  mo s t raram que o H LA-

DRl e DRW l O  t ambém e s tão a s s o c i ado à doença ( Duqu e s no y , 1 9 8 4 ; 

Go r onz i ,  1 9 8 6 ) . 

O ant í geno H LA - DR 4  e nc o nt ra- se pre s e n t e  e m  6 7% dos  

Pac i e nt e s , c o n t ra 3 3% d e  c ont ro l e s  no rma i s  ( RR= 4 . 1 ) ,  enquanto o 

HLA- DR 1  part i c i pa e m  3 2% .. e 1 8% respe c t ivamente ( RR= 2 . 1 ) .  Os 

Pac i e n t e s  DR4 negat i v o s  apr e sentam 5 3 % d e  po s i t i v i dade para o 

DR1 . A re l ação c o m  DR4 e s t á  a s s o c i ada à po s i t i v i dade para o fat o r  

reumató i d e , po i s  pac i e n t e s  c o m  a prova d o  l átex ne gat iva não 

apre sentam r i s c o  s i gn i f i c a n t e  ( S tas tny , 1 9 8 9 ) .  

A art r i t e  reumató i d e  apre senta- s e  em 2 5% d o s  c as o s  com 

man i f e s t aç õ e s  e x t r a r t i cu l a re s . Na s í nd rome de Fe l ty , 

c arac t e r i z ad a  po r e spl enome g a l i a  e neut ropen i a , o DR4 é pos i t i vo 

em 1 0 0% d o s  c as o s , as s im c omo o f ator reumató i d e . N o s  pac i entes 

c om vascul i t e s , o DR4 e s t á presente em 8 5 %  ( S t a s t ny , 1 9 8 9 ) . 

O po l i mo r f i smo d o s  g e ne s  DR4 pode s e r  e studad o , u t i l i zando-
. 

s e s o ndas d e  o l i g onuc l e o t í d e o s  que i dent if i cam DW4 e DW 1 4 . Os 

re sul tad o s  o b t i d o s  demo n s t ram que 9 3% d o s  pac i ente s  h i b r i d i zam 

c om um ou o u t r o  p r o be ( Nepon , 1 98 9 ) . 

O po l i mo r f i smo d o s  a l e l o s  HLA pode s e r  de f i n i do pe l o es tudo 

das sequênc i as d e  ami no ác i d o s  de DR� , DQa e DQ� . Em t odo s o s  

hap l ó t i p o s  as s o c i ado s à d o e nç a , o bse rva- s e  que a t e rce i ra reg i ão 

d e h i pe rvar i ab i l i dade a l é l i c a  d e  DRe é i dên t i ca , c o m  exc eção da 

s imp l e s  t ro c a  d e  arg i n fna po r l i s i na no re s í duo 7 1  e g l i c i na p o r  
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arg i n i na n o  7 0 . E s s a d i s t r i bu i ç ão é c omp l e tamente d i f e rent e para 

o s  d ema i s  al el o s  d e  DRI3 ( Todd , 1 9 8 8 ; B e l l , 1 9 8 9 ) .  A po s s i b i l i dade 

d e  que a s  p ró p r i as mo l é cu l as DR apr e s en t e m  um pept í d i o  d a  próp r i a  

s i nóv i a o u  de ou t ro t e c i d o  a c l one s d e  l i n f ó c i t o s T d e v e  s e r  

c og i tada .  E s t e s  ú l t i mo s  pas s ar i am a e s t i mu l ar a p rodução de auto­

ant i c o rpo s , dando i n í c i o  à ar t r i t e  r e uma t ó i de . 

1 . 3 . 3 . 5 .  DIABETES MELL ITUS INSUL I NO- DEPENDENTE 

A d i abe t e  j uven i l  ou i n su l i na - depe ndente afeta O .  5 %  da 

Popul ação c au c as ó i d e  e at i n g e  os i nd i v í du o s ant e s  dos 20 ano s de 

i dade . A d e s t ru i ç ão s e l e t i va d a s  c é l u l as b e t a  panc reát i c as por 

auto- ant i c o rpo s l eva à h iperg l i c emi a , ac i d o s e  e c oma . Assoc i ado 

a e s s e s  f a to s , ac o n t e c e  à i n f i l t raç ão panc reát i c a  po r l i nfóc i to s  

T e B ,  f o rtal e c endo o c arát e r  d e  d o e n ç a  auto - imune ( Ro s s i n i , 

1 9 8 5 ) ,  

A d i ab e t e  i nsu l i no -dependend e n t e  é uma doença c ompl exa do 

Pont o  d e  v i s t a  g e n é t i c o , sendo e n c o n t rada em f amí l i as , em que a 

f reqüênc i a d e  i rmão s a f e t ad o s  é d e  s omente 6% .  Os gêmeos 

idênt i c o s  apre s entam uma c onc o rdânc i a  d e  3 6% ,  enquant o  o s  i rmãos 

HLA i dênt i c o s  a l c ançam 1 2 % . E s t e s  dad o s i nd i c am que o 

des envo l v i me n t o  da d o ença depende d e  f a t o re s dependent e s  d o  me i o  

amb i e nte , a s s i m  c omo d a  ação d e  d iv e r s o s  g e n e s  i ndependentes ou 

não ( Todd , 1 9 9 0 ) .  

As raç a s  d e  c amundong o s  NOD ( no n o be s e  d i abet i c  mous e ) e BB 

f B i o - B r e e d ing ) s ã o  ó t imos mode l o s  para a doença humana . Es s e s  

an ima i s  d e s envo l v e m  prec o c e me n t e  ( d e z  s emanas d e  i dade ) , 
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h i pe rg l i c em i a  e c e t o s e , a s s o c i adas à i n su f i c i ê nc i a de i n su l i n a  

Pe l a de s t ru i ç ã o  au t o - i mune d a s  i lh o t a s  ( E i n senbarth , 1 9 86 ) . O s  

e s tudo s c om o s  mode l o s  animai s ,  t ambém i nd i c am o c arát e r  

Po l i g ên i c o  d e s s a  d o e n ç a . 

O p r ime i r o  e s t u d o  d a  a s s o c i aç ão d o  HLA com d i abe t e  não 

o bte ve r e s u l t ad o s  r e l evan t e s  ( F i nke l s t e i n , 1 9 7 2 ) .  A a s s o c i ação 

com H LA- B 1 5 f o i demon s t rada um ano apó s , enc o n t rando- s e  a 

f requênc i a  d e  3 6 % n o s  pac i e nte s , c o n t r a  1 0% do s c ontro l e s  

( S i ngal , 1 9 7 4 ) .  Po s t e r i o rwente i núme ro s t raba l h o s  apre sentaram 

d i ve rs a s  a s s o c i aç õ e s  c om a doenç a . 

A s  a s s o c i aç õ e s  ma i s  f requente s  em c aucas ó i de s  s ão : B 8 , B 1 5 ,  

B l S ,  Cw3 , DR 3 , D R4 , DW 3 e DW4 ( T iwar i , 1 9 8 5 ) .  A anál i se c omb i nada 

d e d i ve r s o s  t rabal h o s  demons t ra que o s  a l e l o s  mai s  s i gn i f i cant e s  

são B8 , B 1 5 ,  D R 3 , DR4 , DQW2 , DQW3 . A a s s o c i ação c o m  B 8  e B 1 5 é 

dev i da ao d e s e q u i l í b r i o  d e  l i gação ex i s tent e c om DR3 e DR4 

re spec t i vamen t e , t e ndo f i c ado e s c l arec i do que a assoc i ação 

P r i már i a  é c o m  o s  an t í geno s d e  c l as s e  I I  ( Fa r i d , 1 9 7 9 ; So l ow ,  

1 9 7 9 ) .  A f r e q ü ê n c i a  d e  DW3 - DW4 het e ro z i go t o s  é mai s alta nos 

Pac i ent e s  d o  que n o s  c on t ro l e s  ( 5 0% e 5 % ) ,  assim c omo também f o i  

repo rtado para DR 3 - DR4 ( 2 5% e 3 . 8 % )  e c o m  o r i s c o  re l at ivo d e  

7 . 6 2 ( S a c h s , 1 9 8 0 ; Far i d , 1 9 7 9 ) . Pouc a s  doenças apre sentam uma 

as s o c i aç ão t ã o  f o r t e  c om o s  al e l o s  d e  c l as s e  I I , s endo que f o i  

obse rvado q u e  9 5 %  d o s  pac i ent e s  apre s e n t am HLA - DR3 o u  HLA-DR4 , 

cont ra 4 5% a 5 4% d o s  c o n t ro l e s  ( Johns ton , 1 9 8 3 ; S ve j gaard , 1 9 8 0 ) .  

A re l aç ã o  H LA - DQB 1 c om a d i ab e t e  f o i  p o st e r i o rment e 

enc ont rada po r i n t e rméd i o  d e  mé t o d o s  mo l ec u l ares ( Ki m ,  1 9 8 5 ;  T o o d  

1 9 8 7 ) ,  e x i s t i n d o  f o rt e  a s s o c i ação c om o s  g e ne s DQW2 e DQW8 . O s  
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hapl ó t i po s  D R 3 - DQW 2 e DR4 - DQW8 são mu i t o  e nc ont rado s n o s  

pac i ente s , dev i do ao  ext remo d e s e qu i l í br i o  d e  l i gação , s endo e s se 

o mo t i vo para a o b s e rvação ant e r i o r  d a  a l t a  f re qüênc i a  d o s  a l e l o s  

DR . O ú l t i mo aut o r  en c o n t r o u  o s  s e g u i n t e s  r e s u l t ad o s  em 3 9  

pac i en t e s  e c o n t r o l e s : DR4 ( 7 2 % e 3 2% ) , DR3 ( 6 4 %  e 2 2% ) , DR 3 - DR4 

( 4 4 %  e 3 % ) ,  DR2 ( 0% e 2 6 % ) , DR4 - DQW8 ( 9 3 % e 7 6% ) , DR4 - DQW 7 ( 7 % 

e 2 4% ) . Out r o  e s tudo demo n s t rou que o hapl ó t i p o  DR4 -DQW8 

ac o n t e c e u  em 1 0 0% d o s  pac i e n t e s  e que d o s  2 3  pac i ente s , 1 7  ( 7 4% ) 

apr e senta ram o DW4 e 6 e ram DW 1 4  ( Nepon , 1 9 8 9 ) . Resul tados 

s eme l han t e s  fo ram e ncont rado s em o u t r o  t rabalho sendo 

o b s e rvado DR4 - DQW8 em t odo s o s  pac i en t e s  c ontra 6 0% nos 

c o nt r o l e s , as s i m c omo não f o i i de nt i f i c ado nenhum pac i ent e com 

DR4 - DQW 7 , c o n t r a  4 0% n o s  c o n t ro l e s  ( Semana , 1 9 8 9 ) . 

O s  genes DQB 1 f o ram c ons i d e rado s pe l a ma i o r i a  d o s  auto res 

c omo po s s í ve i s  g ene s n a  p red i sp o s i ç ão ao d i ab e t e  t ant o na raça 

b ranc a , quanto na n e g ra , ex i s t i ndo t rê s  c at e g o r i as de a s s o c i ação : 

Po s i t iva , neu t ra e n e g a t i v a  ( Tabe l a  1 3 . 1 ) . 

N o s  j apone s e s  d i abé t i c o s  não f o i encont rada a f reqüênc i a 

aumentada do a l e  l o  DQW8 ( 2 2% c on t r a  1 9% )  , O s  al e l o s  mai s  

f reqüente s n e s s a  raça , e s tudado s po r s o ro l o g i a , f o ram DR4 e DR9 

com o s r i s c o s  re l at i vo s de 4 . 6 2 e 2 . 2 2  r e s p ec t i v ament e . A t i pagem 

mol e c u l a r  apresentou DQW4 p o s i t i vamente a s s o c i ad o  com a d i abete , 

com 3 . 9 5 de r i s c o  r e l a t i v o . A amp l i f i cação d e  DQA l f o i  real i z ada 

e a t i pagem com os p r o be s  e spe c í f i c o s  demons t ro u que o al e l o  A3 

e s t á  as so c i ad o  c o m  a d o e n ç a ( 4 5% c ontra 1 6% ,  RR= 1 9 . 7 )  ( Todd , 

1 9 9 0 ) .  



Cap í tu l o  1 8 8  

Os resul t ado s d a  t i p a g em d e  DQA l nas popu l aç õ e s  c aucasó ide 

e ne g ra t ambém apo n t am o al e l o  A3 e m  a s s o c i ação po s i t i v a , s endo 

que o hapl ó t i po DR4 - DQW8 q u a s e  s empre apre s e n t a  A 3 . Na raça 

ne gra ,  o al e l o  A3 o c o r r e  em c o n j u n t o  c om DQW 2 em d o i s  hapl ó t ipos 

DR7 e DR9 em a s s o c i ação p o s i t iva . N e s t e  ponto , o aut o r  sugere que 

o s a l e l o s  A3 e DQW2 s ã o  os p r i nc i pa i s  det e rmi nante s  de 

s u s c ept i b i l idade a o  d i abe t e  ( Todd , 1 9 9 0 ) , aventando que o r i sc o  

aume ntado nos  c au c a s ó i de s  h e t e ro z i g o t o s  DR3 - DR4 o c o rre por 

t rans c o mp l ementação , s e nd o, q u e , na real i dade , o i mpo r t ante é a 

P re s e nça de A 3 - DQW2 ( A 3 d o hap l ó t i po DR4 e DQW2 d o  DR3 ) .  Nos 

ne g ro s d i ab é t i c o s , a a s s o c i ação DQW2 -A 3 repre s en t a  5 0% dos 

Pac i en t e s  c ontra 9% d o s c o n t r o l e s , c om um r i sc o  r e l a t i vo de 1 0 . 4 . 

O al e l o  DQW2 e s t á  po s i t i v ame n t e a s s o c i ado à s u s c e p t i b i l idade no 

hap l ó t ipo DR3 , e n t r e t an t o  não apre s enta a mes ma qual i dade com DR7 

ou s omente quando em a s s o c i aç ã o  c om A3 em ne g ro s . 

O s eqüenc i ament o d o  p r i me i ro dom í n i o  das c ade i as DQ� 

i so l ad o s  de pac i e nt e s  d i abé t i c o s  e c o n t ro l e s  demo n s t r a  que e x i s t e  

al g o em comum na s equênc i a  de ami n o ác i d o s . O exame d e s s a  

s eqüênc i a  no s ant í g e no s  DQW8 ( as s o c i aç ão po s i t i va ) e DQW7 

( as s o c i ação negat iva ) d e  d i abé t i c o s  encont ra d i fe renças nos 

re s í duo s 1 3 , 2 6 , 4 5  e 5 7 . A c onc l u são d e  que a pos i ção 5 7  e stá 

a s s o c i ada à d oe nça ve i o  d a  c omparação c om os d emai s  al e l o s  de 

impo rt ânc i a . Todo s os a l e  l o s  DQB l a s s o c i ad o s  po s i t i vament e à 

d i abete ( DR4 - DQW8 , DR3 - DQW 2 , DR1 - DQW5 , DR2 - DQW 5 ) apr e s e nt aram 

Al a , Val ou S e r  na po s i ç ã o  5 7 . O ác i do aspárt i c o  ( Asp ) f o i  

enc o nt rado n o  re s í du o  5 7  e m  quase t od o s  o s  a l e l o s  c ons iderado s  

neut ro s o u  neg a  t i  v o s  e m  r e l ação à a s s o c i ação ( T odd , 1 9 8 7 ) .  
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R e c e n t e me n t e ,  o u t ro t rabalho d emons t rou que e ntre 8 7  pac i e nte s  

d i ab é t i c o s  n o ru e gu e s e s , 8 2 % apre s e n t av am a l e l o s  DQB l que não 

c od i f i c am para A s p  na p o s i ção 5 7 , c omparado s c om 2 7% do s 

c o nt r o l e s . Out r o  dado i n t e re s s an t e  é que s omente 2% dos pac i en t e s  

e ram apare ntemente A s p 5 7  homo z i go t o s , c o nt ra 2 2% dos c o n t ro l e s  

( Ronn i ngnen , 1 9 8 9 ) 

Na r a ç a  n e g ra , o b s e rva- s e  q u e  DR3 e s t á  a s s o c i ado ao s a l e l o s  

DQW2 e DQW4 .  A f re qüênc i a  d e s s e s  hapl ó t i p o s  s ão parec i da s  ent re 

o s c o nt r o l e s , mas e n t re o� d o e nt e s  só e nc ont ramo s o hap l ó t ipo 

DR3 - DQW2 ( Al a  na p o s i ç ão 5 7 ) .  O hap l ó t i po DR3 - DQW4 apre s e n t a  Asp 

na re f e r i d a  po s i ção . 

N o s  c amund o n g o s  NOD a s i t uação é s emel hant e , po i s  apre s e ntam 

o re s í du o  S e r  na po s i ção 5 7  do p r i me i ro domí n i o  da c ade i a  A� , 

homó l o g a  à DQB l humana , s e nd o  que a s  d e ma i s  raças de c amundong o s  

não s u s c e pt í ve i s  apre sent am A s p  n e s t a  po s i ção ( Todd , 1 98 7 ) . Uma 

t en t a t i va d e  e s c l are c i men t o  pode r i a  surg i r  c om a int rodução d e  

um t ran s g e n e  A S P  p o s i t ivo n o  c amundo n g o  NOD , o que t e o r i c amente 

deve r i a  p re ve n i r  a d o ença . 

E s s e s  r e s u l t ad o s  suge rem que , na ma i o r i a  d o s  casos , a 

P re s e n ç a  d e  A s p n a  p o s i ção 5 7  da c ade i a  be ta d a  mo l é cu l a  d e  HLA­

DQ c o n f e r e  p r o t e ç ão contra a doenç a , e nquan t o  out ro ami noác ido 

P re d i spõe para a mesma . C omo a e s t ru t u ra , função e exp re s s ão das 

c ade i a s  a l f a  e beta das mo l éc u l as de c l a s s e  I I  s ão 

i nt e rd ependente s ,  o p roduto de um gene c o m  ma i o r  po s s i b i l i dade 

d e  i n f l u e n c i a r a f unç ão d a  c ad e i a  DQ b e t a  é a a próp r i a  c ade i a 

DQ a l f a .  
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O s  ac hado s d e s s e s  t rabal ho s s u g e r e m  q u e  t ant o o l o c o  DQB l , 

quant o  o DQA 1 , c o nt r i buem para a s u s c e p t i b i l i dade para a d iabet e . 

A anál i s e c omb i nada de f am í l i as c o m  n o  m í n imo do i s  ! oco s de 

sus c e pt i b i l i d ade s u g e re que o de t e rminante as s oc i ado com DR4 é 

o mai s  d i abe t o g ê n i c o  e é he rdado d e f o rma domi nant e . O al e l o  A3 

d o l oco DQA 1 é o ma i s  forte c and i da t o  a d e t e rmi nant e  assoc i ado 

ao DR4 ,  e os al e l o s  que f o rnec e m  c ad e i a s  be t a  Asp negat i vas são 

Pe rmi s s i v o s para a doença . Os  al e l o s  que c o n f e rem cade i as beta 

A s p  pos i t i va s  c o r re l ac i onam- s e  c om d im i nu i ção d a  s u s c ept i b i l i dade 

e não c om p r o t e ção domi nant e , e x c e t u and o - s e  o s  hapl ó t i pos com 

DQW6 -DR3 e DQW 6 - DRW 1 3 que pare c em c o n fe r i r  p ro t eção dominante .  

A suscept i b i l i dade a s s o c i ada c om DR3 n a  ausênc i a  de DR4 parece 

se r rece s s i va ,  s ug e r i ndo- s e  que o DQW2 é um dos ale l o s  

dete rmi nant e s . I s t o  é re f o rçado p e l o f a t o  d e  s omente 5 - 1 0% d o s  

Pac i en t e s  c au c a s ó i d e s  apre sentarem- s e  DR3 - DR3 homo z i go t o s  e que 

Podem apre s e n t a r  uma f o rma mai s  amena da d o e nça do que o s  

Pac i e n t e s  DR4 po s i t ivo s ( Todd , 1 9 9 0 ) . 

A suge s tão d e  que o a6 h e t e ro d í me ro A 3 - DQW2 pode apresentar 

um au t o - ant í g eno , o u  um v í ru s ,  ao s l i n f ó c i t o s  T deve s e r  l e vada 

em c ons ide raç ão , tanto no homem qu ant o  no c amundongo .  I nd i v íduos 

het e ro z i g o t o s  A s p  5 7  po s i t i vo s  I Asp 5 7  n e g a  t i  vos apre sentam 

redução do r i s c o  d e  doenç a . Deve - s e  e n fat i z ar que o s  al e l o s  

d i abe t o g ê n i c o s  não s ão s u f i c i e nt e s  para c ausarem a doenç a , 

devendo- s e  l evar em c ont a a p re s e n ç a  d e  o u t r o s  g e ne s  que t alvez 

Prev i nam no rma l me n t e  c o n t ra a aut o - i mun i d ade ,  a s s im c omo o u t ro s  

f a t o r e s  a i nda não c o nhec i d o s , e n t r e  e l e s  a po s s i b i l idade de  um 

V í ru s q u e  i n i c i e t odo o' p ro c e s s o  d e  au t o - i mu n i dade . 
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A r e s i s tê n c i a  à d i ab e t e  p o d e  s e r  o bs e rvada e m  re l ação ao s 

hapl ó t i p o s  DR2 ( DRW 1 5 ) - DQW6 , s endo que a p ro t e ç ão encont rada no 

hapl ó t ipo DRW 1 3 - DQW6 , s u g e re novamente que o d e t e rm inante 

P ro t e t o r c o r r e sponde mai s ao DQ do que ao DRB l . O DR2 ( DRW1 6 ) ­

DQW 5 ( AZH ) é e nc o n t rado ma i s  f req ü e n t emen t e  e n t r e  o s  pac i ent e s  do 

que no s c o n t r o l e s , s e nd o  o ún i c o  hapl ó t ipo c o m  DR2 que apre senta 

um a l e l o  DQB 1 q u e  não p o s s u i  uma c ade i a  be t a  c om A s p  na po s i ção 

5 7  ( Todd , 1 9 8 9 ; Todd , 1 9 9 0 ) . 
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Tab . 1 3 . 1 .  Haplót ipos HLA-DR , DQ e Re s íduo 5 7 . Assoc iações c o m  
a D i abete Juven i l . 

DRB l 

DR l 

DQB l 

DQW 5 ( W l ) 

DRW 1 5 ( DR2 ) DQW6 ( W l ) 

DQAl 

A l  

A l 

D RW 1 6 ( DR2 ) DQW 5 ( W 1 . AZH ) A 1  

DR4 

DR4 

DQW 7 ( W3 . 1 ) A3  

DQW8 ( W 3 . 2 )  A 3  

DRW 1 3 ( DRW 6 ) DQW6 ( 1 . 1 8 )  A l  

DRW 1 4 ( DRW6 ) DQW5 ( 1 . 9 )  A l  

DRW 1 3 ( DRW6 ) DQW6 ( 1 . 1 9 )  A 1  

DRW 1 7  ( DR3 ) DQW 2 

DRW 1 8 ( DR3 ) DQW4 

DR5 

D R 7  

DR7 

DR8 

DR9 

DR9 

DQW 7 

DQW2 

DQW2 

DQW4 

DQW9 ( 3 . 3 ) 

DQW 2 

A4 

A4 

A4 

A2 

A 3 

A4 

A3  

A 3 

Res íduo 5 7  
Cade ia DQB 

VAL 

ASP 

SER 

ASP 

ALA 

ASP 

ASP 

VAL 

ALA 

ASP 

ASP 

ALA 

ALA 

ASP 

AS P 

ALA 

Raça 
Caucasó ide Negra 

+ + 

+ 

+ + 

N 

+ 

+ + 

N 

N N 

N N 

+ 

N 

N 

N 

A s s oc i aç õ e s po s i t i v a s + ,  ne gat i va s  , neut ras N .  A ant i g a 
nome n c l a tu ra para o s  al e l o s  DRB l e DQB l e nc o n t ra - s e  entre 
Parên tes e s . E spaç o s  e m  b r an c o  e m  lugar d e  as s o c i a ç õ e s denot am 
i n s u f i c i ê n c i a d e  d ad o s  dis po n í ve is ( T odd , 1 9 9 0 a , T o dd , 1 9 9 0 b ) . 
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A l eu c em i a  l i n f át i c a  c r ô n i c a  ( L L C l a p re s e n t a  d i v e r s a s  

al t e raç õ e s  i muno l ó g i c a s  e c ro mo s s ôm i c a s , a s s o c i adas à f an t ás t i c a 

pro d u ç ã o  d e  l i n f ó c i t o s  B n ã o  f u n c i o n an t e s  o u  d e  a t u aç ão p r e c ár i a . 

A c a rac t e r í s t i c a l i n f o c i t o s e  B ac o n t e c e  e m  c e rc a  d e  9 5 % d o s  

d o e n t e s , p o d e nd o  e x i s t i r  r e m i s s õ e s  t empo r á r i a s , s e ndo que o u t r o  

g rupo d e  p a c i e n t e s  ( 5 % )  p r o d u z em l i n f ó c i t o s  T e x a g e radament e .  

Ou t ra c a r ac t e r í s t i c a é a d e f i c i ê nc i a  na produção de  

i muno g l o bu l i nas ,  a c a r r e t an d o  e v e n t u a i s  i n f e c ç õ e s i mpo r t an t e s  

( J o b i m , 1 9 7 5 ) .  

O f a t o  d e  que a l i n f o c i t o s e  d e s t e s  pac i e n t e s é a c e n t u ada f a z  

c om q u e  mu i t o s  l ab o ra t ó r i o s  d e  h i s t o c ompat i b i l i d ad e  man t e nham u m  

banc o  d e  l i n f ó c i t o s  d e s t e s  p a c i e n t e s  para aux i l i ar na 

i d e nt i f i c aç ã o  d e  ant i c o rpo s ant i - H LA de c l as s e  I I . O s  l i n f ó c i t o s  

c o n g e l ad o s  s ão p r át i c ament e c é l u l a s  B puras , c o m  pouca 

c o n t am i n a ç ã o , s e rv i nd o p e r f e i t ame n t e  para a c a rac t e r i z aç ão de  

ant i c o rp o s ant i - H LA - DR e DQ . 

E s tu d o s rec e n t e s d e mo n s t r am que 5 3 % d o s  pac i e nt e s  ap r e s e n t am 

c a r i ó t i p o s ano rma i s ,  s e n d o  que a t r i s s o m i a 1 2  é a al t e ração mai s 

c omum ne s t e  pac i e n t e s  ( B i rd , 1 9 8 9 ; J u l i u s s o n , 1 9 8 8 ) .  

A a s s o c i aç ã o  H LA c om L L C  t e m  s i d o  e s tudada produ z i ndo 

r e s u l t ad o s  c o n f l i t ant e s . O s  r e su l t ad o s  c om b i nado s das f re qüênc i as 

d e 4 8  pac i e n t e s S u í ç o s  ( J e anne t , 1 9 7 6 ) , 8 3 N o r t e  Ame r i c ano s  

( Po l l ac k , 1 9 7 7 ) , 4 4  F ranc e s e s  ( F i n g o l d , 1 9 7 1 ) e 7 0  Rus s o s  

( T anano v , 1 9 8 1 ) n ã o  d emo n s t r a r am d i f e r e n ç a s  s i g n i f i c an t e s  e n t r e  

Pac i e n t e s  e c o n t r o l e s  ( T i wa r i , 1 9 8 5 ) .  
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O e s tu d o  d e  3 8  pac i e nte s  g e rmân i c o s  d e mo n s t rou u m  aume n t o  

s i g n i f i c a t i v o d o  H LA - B 1 8 n o s  pac i e n t e s  ( 1 5 . 8 % )  c ontra 6 00 

cont r o l e s  n o rma i s ( 1 . 5 % ) ( R i c h t e r ,  1 9 7 3 ) .  

O l o c o  H LA- D R  f o i  pe l a  p r i me i ra v e z  t e s t ado em pac i en t e s  

f ranc e s e s , s em o b s e rvarem a s s oc i ação s i gn i f i cante ( De Mou s s o n ,  

1 9 7 7 ) . Po s t e r i o rm e n t e , f o i  e n c o n t rado 6 2% d e  DR5 no s pac i ent e s  

N o r t e -Ame r i c ano s c om LLC , c o n t r a  2 1 %  n o s  c o n t r o l e s . 

R e c e n t e m e nt e , f o i  real i z ad o  uma pe s q u i s a c o m  8 8  pac i e nt e s  

cauca s ó i d e s e 1 4  n e g ro s . O s  re su l t ad o s  apo n t a ram o ant í g eno HLA ­

CW6 c omo f o r t e me n t e  a s s o c i ad o  c om a d o e nç a  em b ranc o s  ( L i n e t , 

1 9 8 8 ) .  
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1 . 4 . 1 .  I NTRODUÇÃO 

O t rans p l a n t e  r e n a l  é o me l ho r  t ra t ame n t o  para a mai o r i a  d o s  

pac i en t e s  c om i n s u f i c i ê n c i a  r e n a l  c rô n i c a  t e rm i nal , s endo , 

atua l men t e , uma r o t i na e m  mu i t o s  h o s p i t a i s .  O s uc e s s o  de s s e  

p r o c e d i men t o e s t á  r e l ac i o na d o  a d i ve r s o s  avanç o s  d a  Med i c i n a , 

ent retanto , mu i t o s  po n t o s a i n d a  s ã o  o b s c u ro s , ne c e s s i t ando de 

c o n t i nu ad o  e s f o rç o  d e  p e s qu i sa . 

O t ran s p l an t e  d o  t e c i do d e  um d o a d o r  p a r a  um recept o r  

c o s tuma d e spe r t a r  uma 

h i s t o c o mpat i b i l i d ade d o  

r e a ç ão i mu no l ó g i c a . O s  ant í ge n o s  

d o ado r s ão ap r e s e n t ado s para 

de 

o s  

l i n f ó c i t o s  d o  r e c e p t o r e e s t e s d e s e n c ade i am o u  n ã o  uma reaç ão que 

procura d e s t ru i r  o novo ó rg ão , c omo s e  f o s s e  u m  a g e n t e  i n fe c c i o s o  

i nde s e j áve l . 

O d e s e j o  d e  qu e  o ó rg ã o  pe rman e ç a  n o  r e c ep t o r l eva- n o s  a 

p r o c u r a r  d i m i nu i r  a i nc o mpa t i b i l i d ad e e n t r e  o d o ad o r  e o recept o r  

e t ambém e n f raqu e c e r a re s p o s t a  i mu n o � ó g i c a d o  ú l t i mo . I s s o é 

c o n s e g u i d o  pe l a  c o mpat i b i l i z aç ã o  d o s  ant í g e n o s HLA e ABO d o s  

Part i c i pant e s  e pe l a  i mu n o s su p r e s s ã o  d o  r e c e p t o r . 

O s  t r an s p l an t e s  p o d e m  s e r  r e a l i z ad o s  c o m  d o ad o r  v i vo 

re l ac i o n ado o u  c o m  d o a d o r c ad áv e r . E n t r e  o s p r i me i ro s , os  
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i nd i v í duo s H LA i d ê n t i c o s  ( 2  h ap l ó t i p o s  i gu a i s ) e ABO c o mpat í ve i s , 

p o s s i b i l i t am o s  me l ho r e s r e s u l t a d o s po s s í v e i s  n e s s a  modal i dade 

de t ransp l an t e .  O s  r e s u l t ad o s o b s e rvad o s  no s t ran sp l an t e s  com um 

h ap l ó t i p o e m  c o mum s ã o  i n t e rm e d i á r i o s  e n t r e  o s  p r i me i ro s  e o s  

t o t a l m e n t e  d i f e re n t e s  ( 2  h ap l ó t i p o s  d i f e re n t e s ) .  E s t e s  ú l t i mo s 

ap r e s e n tam a me sma s o b r e v i d a  d a qu e l e s  c o m  do a d o r  c adáve r , não 

havendo r a z ã o  para e s t a  e s c o l ha , d e s d e  que e x i s t a  d i s p o n i b i l i d ad e  

r e l a t i v a  d e  d o ad o re s . 

O s  t ran s p l an t e s  c om ó rg ã o s  de c adáve r s ã o  e s t i mu l ad o s  na 

ma i o r i a  d o s  p a í s e s  o b t e n d o - s e  r e s u l tado s mu i t o r az o áve i s  

g ra ç a s  à i muno s s up r e s s ão c ad a  v e z  ma i s  ade q u ad a , me l ho r 

c o n s e rvação d o s  ó rg ão s  e e s f o r ç o  na p ro c u r a  d o  m e l h o r r e c ept o r  

Para o ó rg ã o  d i spo n í v e l . A i nd a  ex i s t em dúv i da s  d a n e c e s s i dade de 

P ro c u r a r - s e  uma me l ho r c ompa t i b i l i d ad e para o s  t ran s p l an t e s  c om 

ó r g ão s d e  c adáve r , p o i s  é um e s f o rç o d i spe nd i o s o  qu e e nvo l ve 

d i v e r s a s  e qu i p e s  d e  c i ru g i a  e d e  l abo ra t ó r i o , s e ndo que o 

re s u l tado p o d e , o u  n ã o  s e r  e v i d e n t e , o u  não u l t rap a s s a r  o s  1 5 %  

na s o b r e v i da d o s  e n x e r t o s  c o m me l ho r  c ompa t i b i l i dad e , c omparad o s  

ao s c o m  ne nhuma ( M at a s , 1 9 8 8 ) . A l ém d i s s o , d eve mo s  l e var em 

c o n t a , que o s ó r g ão s  v i a j am p a r a  e nc o nt r a r ·  o m e l h o r r e c ep t o r , 

f at o não mu i t o  ac o n s e l h ad o  e que s e r i a  d e s e j áve l ev i t ar . 

D i  ve r s o s c en t r o s  c o o p e r a  t i  vo s c omo o E u r o t ra n s p l ant e ,  o 

F r an c e  T ra n s p l an t , o S c an d i a t rans p l an t  e o U n i t e d  K i n g d o n  

T r an s p l ant S e rv i c e  p ro c u ram a l c an ç ar a me l ho r  c ompa t i b i l i dade 

Para s e u s  r e c e p t o r e s , d a n d o  i mp o r t ânc i a  para o ABO e ,  po r o rdem 

d e  p r e f e r ê n c i a , H LA - DR , H LA - B , H LA - A . 



C ap í tu l o  1 . 9 7  

O p o l i mo r f i s m o  d o  s i s t em a  H LA é mu i t o  ma i o r  do q u e  s e  

i ma g i n av a  e i s t o  e s t á  s e nd o  d em o n s t rado p e l o s  m é t o d o s m o l e c u l a re s 

c o mo a t i pag e m c o m R F L P  e c o m  o l i g o nu c l e o t í d e o s  s i n t é t i c o s , apó s 

amp l i f i c a ç ã o  d o  DNA p e l o  m é t o d o  d o  PCR . C a s o  c o mpararmo s a 

d i f e re n ç a  e n t re um i nd í v i du o  H LA - B 7  e um H LA - B 5 1 /  B 5 2 , d i r í amo s , 

n o  p a s s ad o , q u e  e x i s t i a s o me n t e  uma i nc o mpat i b i l i d ad e , po i s  

B 5 1 / 5 2  e r am d i v i s õ e s ( " sp l i t s " )  d o  H LA- B 5 . H o j e  p o de - s e  d i z e r  q u e  

e x i s t e m 2 5 i n c o mp a t i b i l i d ad e s  e m  re l a ç ão à s e qü ê n c i a  d o s  

ami n o ác i d o s . A l g uma s d e s s a s  i nc ompat i b i l i dade s s e rão i ne f i c i en t e s  

e m e s t i mu l a r  uma r e aç ã o  po r p a r t e d o  r e c e p t o r , po i s  s ão 

i nac e s s í v e i s  ao r e c onhe c i m e n t o  d a s  c é l u l a s T p o r  e s t a r e m  d e n t r o  

do " n i nho " d a  m o l é c u l a  H LA . Re s t a  a dúv i da de quant a s  p o d e r ã o  

a g i r c omo um e p í t opo a l o g ê n i c o , e s e  o ex t r e mo po l i mo r f i smo 

o b s e rvado a t u a l me n t e  t em i mp o r t ânc i a  c l í n i c a , p o i s  e s s e  

Po l i mo r f i smo a i nd a não é l e vado e m  c o n s i d e ra ç ã o  para o s  

t ran s p l an t e s ( Te r a s a k i , 1 9 9 0 ) . 

A l ém d e s s a s  d ú v i d a s  re f e r e n t e s  à s e l e ç ã o  d o s  r e c e pt o re s , 

Po d emo s apo n t a r  o u t r o s  p o n t o s , i nt i mame n t e  r e l ac i o n ad o s  a e l a s , 

c o mo o f a t o  d e  s e l e c i o narmo s pac i e n t e s  po r i n t e rméd i o  d a  t i pagem 

c om ant i c o rpo s  ant i -H LA q u e  i rão r e c onfi e c e r os ant í g e n o s 

r e s pe c t i v o s  na mem b r ana c e l u l a r d a s  c é l u l a s  d o  d oado r . N o 

e n t an t o , a r e j e i ç ão q u a s e s emp r e  a c o n t e c e  p o r  i n t e rmé d i o  d e  

re aç ã o d e  l i n f ó c i t o s  T c o m  a s  c é l u l a s d o  d o ado r e ,  c e r t ame n t e , 

e s t a r e a ç ão é d i f e r e n t e  d a  p r i me i r a . O que uma c é l u l a  T 

i d e n t i f i c a n ão é n e c e s s ar i ame n t e  o me smo q u e  um ant i c o rp o  

r e c o n h e c e . 
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1 . 4 . 2 .  I MUNOBI OLOGIA DAS REJE ICOES DOS ENXERTOS 

As r e j e i ç õ e s  s ão a i nd a  o o b s t á c u l o  m a i o r  ao t ran s p l an t e  

renal , e n t r e t an t o  o núme ro d e  e p i s ó d i o s  a g ud o s  i rreve r s í ve i s , 

ap ó s  a p r i me i r a s e ma n a  não s ã o  u s u a i s ,  c omo n o  pa s s ado . E s t e  f a t o  

d eve - s e  a o  t r a t am e n t o  i muno s s up r e s s o r c o m  a c i c l o s po r i na , d ro g a  

q u e  revo l u c i o no u  o t ran s p l an t e  r e n a l  e p e rm i t i u  o t ran s p l a n t e  

c a rd í ac o , h e p át i c o , e n t re o u t ro s . M e s m o  c o m o a t u a l  t ratament o , 

o b s e rva- s e  r e s po s t a  i mu no l ó g i c a  c o n t r a  o e nx e r t o  na ma i o r i a  d o s  

c a s o s ,  s e n d o  ne c e s s á r i o ,  v e z p o r o u t ra , aume ntar a 

i muno s s u p r e s ão .  

O s  ant í g e n o s H LA d e  c l as s e  I e I I  d o  d o a d o r  d e spe rtam o 

s i s t ema i mu no l ó g i c o  d o  r e c ep t o r  p a r a  a f a s e  e f e t o r a d a  r e j e i ç ão 

d o  e nxe r t o . E s s e s  an t í g e n o s  s ã o  a p r e s e n t ad o s ao s l i n f ó c i t o s  T 

aux i l i a r e s  ( h e l p e r ) ,  ne c e s s á r i o s  p a r a  o e s t í mu l o  s e c undár i o  ao s 

l i n f ó c i t o s  B e a o s l i n f ó c i t o s  T c i t o t ó x i c o s , a s s i m  c omo a o s  

mac ró f ag o s . O s  p r i me i ro s  p ro du z e m  o s  ant i c o rp o s  que podem 

d e s t ru i r  o e nx e r t o  c om a a j u d a  d o  s i s t em a  d o  c o mp l eme n t o  ou po r  

i n t e rméd i o  d a  a t i  v i dad e d a c é l u l a  K ,  t ambém c onhe c i d a  c omo 

c i t o t ox i c i d ade 

l i n f ó c i t o s  T 

c e l u l a r  depend e n t e  d e  a n t i c o rpo ( ADCC ) .  O s  

c i t o t óx i c o s  e o s  mac r ó f ag o s d e s envo l vem reação 

d i r e t a  c o n t r a  a s  c é l u l a s d o  e nx e r t o , c au s ando c i t ó l i s e . A mai o r i a  

d o s  l i n f ó c i t o s  T aux i l i are s  ap re s e nt am o f e nó t i p o  CD4 que 

i n t e r ag e  com o s  a n t í g e n o s  d e  c l a s s e  I I , e n t r e t an t o  os c i t o t óx i c o s  

apr e s e n t a m  C D 8  q u e  r e a g e m c o m o s  d e  c l a s s e I ( Da l l man , 1 9 8 8 ) . 
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O s  l i n f ó c i t o s  T r e ag e m  c o m  o s  a n t í g e n o s  d o  e nx e r t o  apó s a 

d eg r a d a ç ã o  e p ro c e s s ame n t o  d o s  ú l t i mo s  p o r  c é l u l as dendr í t i c a s  

o u mac ró f ag o s d o  r e c e p t o r . O s  p e p t í d i o s  i muno g ê n i c o s d o  d o a d o r  

s ão ap re s e n t ad o s p e l a s  c é l u l a s ant e r i o r e s  ao s l i n f ó c i t o s d o  

rec ept o r , j un t o  c o m  a s  mo l é c u l a s  d o  H LA , l oc a l i z ando - s e  no 

i nt e r i o r  d e  uma f e nd a  ou " n i nh o " na e x t ru t u r a  d a  mo l é c u l a  ( F i g . 

2 . 1 . ) .  O e s tu d o  c r i s t a l o g rá f i c o  d o  HLA-A2 , c om o mat e r i a l e l e t ro ­

d e n s o  e m  s e u  i n t e r i o r , p ropo rc i o n o u  o e n t end i me n t o  de s s e  

mec an i smo ( B j o r kman , 1 9 8 7 ) . A F i g . 1 1 . 1 .  demo n s t ra c omo deve 

ac o n t e c e r  a apre s e n t a ç ão para o r e c e pt o r , d o  p e p t í d i o  p rove n i e n t e  

d o  d o ad o r .  O b s e rvand o - s e  e s t e  e s qu e ma , podemo s i mag i nar que s e  

Po de t e n t a r  i mpe d i r  a a ç ã o  d a  c é l u l a  T ,  a g i nd o  d i re t am e n t e  s ob r e  

e l a ( d ro g as , g l o bu l i n a  a nt i l i n f o c i t á r i a ) o u  po r i n t e rméd i o  d e  

ant i c o rp o s  a n t i - C D 4  ( Pe a r s o n , 1 9 9 0 ) . 

A e s t i mu l aç ã o  d o s  l i n f óc i t o s  B p o d e  o c o r re r  po r i nt e rméd i o  

do T aux i l i ar o u  d i re t amen t e  pe l a  i nt e ração c o m  o s  ant í g eno s d o  

do ad o r , v i a  i mu n o g l o b u l i na s  d e  s upe r f í c i e . A s  l i n f o c i na s  c omo a 

I L4 d e r i vada s  d o  T aux i l i a r , e s t i mu l am a p r o l i f e ração e 

d i f e re n c i aç ã o  d a s  c é l u l a s  B em p l asmóc i t o s , p rodu t o r e s  d o s  

ant i c o rpo s ant i - H LA . 

O po l i mo r f i s m o  d o  s i s t ema H LA d i f i c u l t a  a po s s i b i l i dade de  

e nc o n t r a r - s e  r e c e p t o re s  i d ê n t i c o s a o s d o ad o re s c adáve r e s . S endo 

a s s i m ,  a i mu n o s s u p re s s ão é s empre ne c e s s á r i a ,  podendo o c o rre r 

re j e i ç ã o  d ev i d o  a e s s e s a nt í g e no s , a o s an t í g e n o s d o  s i s t ema 

endo t é l i o - mo n ó c i t o  e a o u t ro s m e n o s i mpo r t ant e s  ( ant í g e n o s  

"
m i no r " ) ( Da l l man , 1 9 8 8 ) .  
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O e s t í mu l o  à r e s po s t a i muno l ó g i c a  p o d e  o c o r r e r d e  mane i ra 

c e n t r a l , d e n t r o  d o  r i m  t ra n s p l an t ad o , p e l a  a p r e s e nt a ç ã o  do s 

an t í g e n o s H LA d o  d o ad o r p a r a  o s  l i n f ó c i t o s  T d o  r e c e p t o r ,  p o r  

i n t e rméd i o  de  c é l u l a s  d e nd r í t i c as ( l e u c ó c i t o s  p a s s ag e i ro s ) .  E s s a s  

c é l u l a s  d o  r e c e p t o r  s ã o  mu i t o  r i c a s  em ant í g en o s H LA e podem 

e s t i mu l a r o p r o c e s s o  de r e j e i ç ão . A o u t ra mane i ra de 

s e n s i b i l i z aç ão a c o n t e c e  n a  p e r i f e r i a , quand o ant í g e n o s  H LA d o  

d o ad o r s aem d o  r i m , s ão f a g o c i t ad o s e apre s e n t ad o s ao s l i n f ó c i t o s  

d o  r e c e pt o r  n o  t e c i d o  l i n f ó i d e  pe r i f é r i c o . 

1 . 4 . 3 .  CLAS S I F I CAÇÃO DAS REJEI COES 

As re j e i ç õ e s  a o s  t rans p l ant e s  r e na i s  p o d em o c o r r e r  de s e i s  

d i f e re n t e s  mane i r a s . ( 1 )  A re j e i ção h i peraguda é d o m i nada p o r  um 

quadro d e  c o a g u l a ç ã o  i nt r a - r e n a l , a c o n t e c endo i me d i a t ament e apó s 

o u duran t e  a c i ru rg i a . E s s a mo da l i d ad e  é med i ad a  p o r ant i c o rp o s  

P ré - f o rmad o s  d e v i d o  a g e s t a ç õ e s , t rans f u s õ e s  o u  t rans p l an t e s  

P rév i o s . E s t e s  s ão ant i c o rpo s  I g G  ant i -H LA o u  ABO q u e  e s t i mu l am 

o c omp l eme n t o , c au s and o  d e s t ru i ção e n do t e l i a l e c oagu l ação 

i n t rava s c u l a r  ( K i s s me ye r - N i e l s e n ,  1 9 6 6 ; S t a r z l , 1 9 6 8 ) .  A r e j e i ção 

Po d e  s e r  e v i t ada pe l a  r e a l i z aç ão d a  p r o v a  c ru z ad a  p r é - t ran s p l ante 

c o m  l i n f ó c i t o s  T o u  c o m l i n f ó c i t o s  t o t a i s , e n t re t an t o  mu i tas 

o u t r a s  c au s a s  p o de m  m i me t i z a r  e s s a re a ç ão ,  c omo e nxe r t o s  

P r i ma r i amen t e  n ã o  f u nc i o nan t e s a s s o c i ad o s  à ne f ro c i t o t ox i c i dade 

d a  c i c l o s po r i na , an t i c o rpo s  a n t i - membrana b a s a l  d o s  g l omé ru l o s , 
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a g r e g aç ã o  d e  e r i t r ó c i t o s  p o r a g l u t i n i na s  s é r i c a s  a f r i o  o u  p o r  

c o a g u l a ç ã o  i n t rava s c u l a r  d i s s e m i n a d a  n o  d o ado r . 

A r e j e i ção po s - DST a c o n t e c e  e m  m e n o s  de 4 d i a s  apó s o 

t ran s p l an t e . S ã o  r e a ç õ e s c e l u l a r e s a g re s s i va s  que a c o n t e c em em 

pac i en t e s  s u bme t i d o s  à i mun o s s u p r e s s ã o  c o nv e n c i o n a l . R e c e n t emen t e  

f o i  o bs e rvad o q u e  e x i s t e  n e s t e s  c as o s  u m  aume n t o  d o s  í nd i c e s  da 

c u l t u r a  m i s t a d e  l i n f ó c i t o s  c om o  s e  houve s s e  uma p r é -

s e n s i b i l i z ação c e l u l a r  ( Bu r l i n g h am , 1 9 8 7 ) .  Reaç õ e s d e s s e  t i po 

p odem t ambém o c o r re r  p o r  s e n s i b i l i z aç ã o  p ré v i a  humo r a l  por b a i x o  

n í v e l  d e  ant i c o rp o s ant i -H LA , não d e t e c t á v e i s  p e l a  p rova c ru z ada 

( B raun , 1 9 8 5  l .  

A r e j e i ç ão h i pe raguda retardada s u r g e  e m  méd i a  a o  redo r d o s  

1 2 d i as pó s - t rans p l ant e d e  um ó rg ã o  q u e  a c u s o u  b o a  funç ão 

i n i c i a l . As l e s õ e s  a p r e s e n t am - s e  c omo uma r e a ç ão h i p e raguda 

at e nuada c om nec r o s e  f i b r i nó i de , hemo r rag i a  i n t e rs t i c i al , 

ag re gação p l aque t á r i a  e d e po s i ç ão d e  f i b r i na que e v e n tu a lmente ,  

l eva à t rombo s e , n e c r o s e  c o r t i c a l  e p e rda d o  e nx e r t o . E s s a  

r e j e i ç ão ac o nt e c e  e sp e c i a l m e n t e  em i nd i v í du o s  H L A  i dê n t i c o s  e c om 

cu l t ura m i s t a  não e s t i mul a t ó r i a  ( Mo n t o l i u , 1 9 7 9 ) . Fo ram 

enc o n t rad o s  ant i c o rp o s  a nt i - e ndo t e l i a i s , que c om f re qü e nc i a 

re agem c ruzadame n t e  c om o s  m o nó c i t o s , e m  c e rc a  d e  7 5 %  d o s  c a s o s  

( C e r i l l i , 1 9 8 5 ) .  

A re j e i ção ace l e rada o c o rr e  e n t re o s  3 0 e o s  9 0  d i a s  apó s 

a c i ru rg i a , a p r e s e n t an d o  p ro g re s s i v o d e t e r i o ramen t o  da função 

re n a l  , a s s o c i ad o  à s ev e r a  l e s ã o  p e rman e n t e o u  p e rd a  d o  e nx e r t o  

d e  1 a 6 me s e s . A pat o l o g i a  d e s t a  r e aç ão é de l e s ã o  v a s c u l a r , 

ac red i t ando - s e  q u e  é .  d e v i d a  a a n t i c o rp o s ant i -HLA p ré - f o rmad o s  
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e n ã o o b s e rv ad o s p e l o s  t e s t e s  u s ua i s  d e p ro v a  c ru z ad a . P o u c o s  

au t o re s a c e i t am q u e  i nd i v í duo s c o m  p r o v a  c ru z ad a  p o s i t i va an t i ­

l i n f ó c i t o B ,  po s s am d e s e nc ad e a r  c om ma i o r  f r e qu ê nc i a e s s a 

r e j e i ç ão ( B r a u n , 1 9 8 3 ) . 

A r e j e i ç ão c e l u l ar aguda é a f o rma m a i s  c omum de  r e j e i ç ã o , 

man i f e s ta n d o - s e  c o mo uma " c r i s e " ,  n a  q u a l  a s  e v i d ê n c i as 

s i s t ê m i c a s  d e i n f l amaç ão c o i nc i de m  c o m  a s  mudanç a s  f unc i o na i s n o  

enx e rt o . C l i n i c ame n t e , e s t a  r e j e i ç ão i n i c i a  c om f e b re ,  mal - e s tar , 

aume n t o  d o  p e s o  p o r re t e n ç ã o  d e  s ód i o  e á g ua e aume n t o  d a  

c rea t i n i n a .  C e r c a  d e  9 0% de s s a s  c r i s e s  r e s po ndem ao s e s t e ró i d e s  

e ao s an t i c o rpo s  a n t i - l i n f o c i t á r i o s . 

A r e j e i ç ã o  a g u d a é o c a s i o nada , p r e d o m i nant ement e , p o r  uma 

reação de h i p e r s e n s i b i l i d ad e r e t a rd ada , em que o s  l i n f ó c i t o s  T 

aux i l i a re s e s t i mu l am o s  l i n f ó c i t o s  T d e  h i pe r s e n s i b i l  i d ade , 

r e s po n s áv e i s  pe l o  e s t í mu l o  à p r o d u ç ão d e  l i n f o c i nas e a o s 

mac ró f a g o s .  A d e s t ru i ç ã o do t e c i d o  r ena l a c o n t e c e  med i ada po r  

e n z i m a s  l i s o s s ô m i c a s  e po r l i n f o c i na s  ( W i l l i ans , 1 9 8 6 ) .  

A ma i o r i a d o s  p at o l o g i s ta s  c o nc o rda q u e  a v a s c u l i t e é o 

achado ma i s i mp o r t a n t e  n o s  r i n s b i op s i ado s d u ran t e  e p i s ód i o s  d e  

r e j e i ç ão e q u e  a i n f l amaç ão i n t e r s t i c i a l c o s tuma s e r  i nt e n s a , mas 

Po d e  também o c o r r e r  d e  f o rma s uave n a  au s ê nc i a de  re j e i ção . 

O t ra t am e n t o  p r e c o c e  c o m  pu l s o  d e  e s t e r ó i d e s e an t i c o rpo s 

ant i l i n f o c i t á r i o s  c o n s e gue , na ma i o r i a das v e z e s , reve r t e r o 

quadro d e  r e j e i ç ã o a guda . 

A re j e i ç ão c rô n i c a ap r e s e n t a c a r a c t e r í s t i c a s  i mu no l ó g i c as , 

d i fe re n t e s  m e d i ad o re s  i muno l ó g i c o s e t a l v e z  me c an i smo s não i mun e s 

n o  d e t e r i o r am e n t o c o n t í nu o  d a  f u n ç ã o  re n a l . 
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C l i n i c amen t e , é c a rac t e r i z ad a  p e l o  i n í c i o  t a rd i o  ( me s e s  o u  

an o s  apó s o t ra n s p l ant e ) e p e l a  p r o g r e s s i v a d e t e r i o ração da 

f unção r e n a l que s e  c o r re l ac i o n a  com as  mud a n ç a s  h i s t o l ó g i c a s . 

A p a t o l o g i a  e n v o l ve o s  q u a t r o  c om p o n e n t e s p r i nc i p a i s d o  r i m . 

O i nt e rs t í c i o  apre s e n t a  f i br o s e  e i n f i l t r ad o s  e spars o s  de 

p e queno s l i n f ó c i t o s  e c é l u l as p l a s má t i c a s . Os t ú bu l o s  s ão 

d i m i nu í d o s  p e l a  e xpan s ão d a  f i b ro s e  i n t e r s t i c i al : O s  vas o s  

ap r e s e n t am a í n t i m a  e s p e s s ad a , c o m  c o mp ro me t i me n t o  d o  l úmen . O s  

g l omé ru l o s  p o d e m  apre s en t a r - s e  d e sd e  n o rma i s  a t é  c omp l e t amente 

h i a l i n i z ad o s e e s c l e ro s a do s , o u  c o m  e sp e s s ament o  d a  membrana 

bas a l , aume n t o  da mat r i x  me s an g i a l  e f i b r o s e  p e r i - g l ome ru l ar . 

O s  m e c a n i s mo s i muno l ó g i c o s  d a  r e j e i ç ã o  c rô n i c a não s ão 

t o t a l men t e  e n t e nd i d o s .  O s  ant i c o rp o s  p a re c em t e r  um pape l 

s i g n i f i c an t e , e x i s t i nd o  uma c o r re l aç ão e s t re i t a  e n t r e  a arte r i t e 

o b l i t e ran te c a rac t e r í s t i c a  e a p r e s e n ç a  d e  a n t i c o rp o s  ant i d o ado r  

( J e anne t , 1 9 7 0 ) .  E s s e s  ant i c o rpo s p a re c em a tu a r  v i a  ADCC ( Bush , 

1 9 7 9 ) . Out r o  achado ne s s a  re j e i ç ão s ã o  o s  m o nó c i  t o s  e mac ró fago s , 

i n f i l t rando o s  vas o s , i n te rs t í c i o e o c a s i o nand o  a depo s i ção d e  

f i b r i na . 

Não s e r i a  s u rp r e e nd e n t e que e s s e  t i p o  d e  r e j e i ç ão f o s s e  

i rreve rs í v e l , m a s  é po s s í ve l , a l guma s v e z e s , s e r  e s t ab i l i z ada c o m  

o aume n t o  d a  d o s e  d e  c i c l o sp o r i na o u  d e  a z a t i o p r i na ,  o u  pe l o  u s o  

c omb i nado d a s  d ua s  d r o ga s  em d o s e s  m o d e s t a s  ( W i l l i ams , 1 9 8 6 ) . 
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1 . 4 . 4 .  RESULTADO S DO TRAN SPLANTE RENAL 

O t ran s p l an t e  c o m d o ad o r r e l ac i o nad o ac o nt e c e  c o m  ma i o r 

f re q ü ê n c i a  n o s p a í s e s  e m  d e s e nv o l v i m e nt o , s e nd o  q u e  o s c o m  d o ad o r 

c ad áv e r s ã o  ma i s  r e a l i z ad o s  n o s p a í s e s  d e s e nv o l v i d o s . 

1 . 4 . 4 . 1 .  DOADOR VIVO RELAC I ONADO 

O t r an s p l an t e e n t r e  g ême o s  i dê n t i c o s  é o q u e  ap r.e s e n t a 

m e l h o r e s  r e s u l t ad o s ; e n t r e t ant o , po d em o c o r r e r i n s u c e s s o s  d e v i d o 

a p r o b l emas t é c n i c o s  o u  r e c o r rênc i a  da g l om e ru l o ne f r i t e . A 

c a s u í s t i c a  d o  P e t e r  Be n t B r i g ham H o s p i t a l  e m  s e u s  3 0  t ransp l an t e s  

e n t re g ême o s  mo s t ra que 8 d o s i n s u c e s s o s  f o ram d e v i do à 

r e c o r r ê n c i a  da g l o me ru l o ne f r i t e  e q u e  a s o b re v i d a  d o  e nx e r t o apó s 

2 5  a n o s f o i d e  5 5 % , e n qua n t o  a d o  p ac i e nt e  a l c a n ç o u  6 5% 

D e n t r o  de f am í l i a s , o s  i rmão s H LA i d ê n t i c o s  s ão o s  pare s 

i d e a i s  p a r a  o p r o c e d i me n t o . N o  r e g i s t ro d a  U n i v e r s i d ade da 

C a l i f ó rn i a ( UC LA ) e x i s t e m  1 5 1 4  t ransp l an t e s  e n t r e  e s se s  i rmão s , 

s e n d o  a s o b re v i da d o  e nx e r t o  e m  1 e 5 ano s d e  9 1  e 7 8 % 

r e s p e c t i vame nt e 

p r i me i r o a n o  

( T e r a s a k i , 1 9 8 6 ) • 

f o r a m  e nc o n t r ad o s  

R e s u l t a d o s  de 9 5 %  

i nd epe nd e n t e d o  

apó s o 

u s o  d e  

c i c l o s p o r i n a ( C a t s , 1 9 8 5 ) .  O f a t o  é q u e  m e s mo s e nd o H LA 

i d ê n t i c o s , p o d e m a p r e s e n t a r  r e j e i ç õ e s  po r s e n s i b i l i z a ç ão a 

a n t í g e n o s " m eno r e s " , A i mu n o s s u p r e s s ão é f e i t a n o s  t r an s p l an t e s 

' j  
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H LA i d ê n t i c o s  c o m  a z a t i o p r i n a e d o se s  p e q u enas d e  e s t e ró i d e s . 

( M o r r i s , 1 9 8 8 ) .  

O s  r e s u l t ad o s  d o s  t ran s p l a n t e s  c o m u m  hap l ó t i p o  i d ê n t i c o , 

e n t r e  o s  p a i s  e o s  f i l ho s  o u  e n t r e  i rmão s , me l ho ra ram d e  f o rma 

d ramát i c a  n o s  ú l t i mo s  1 0  ano s . Os mo t i v o s  f o ram p r i m e i rame n t e  o 

u s o  d a s  t ran s f u s õ e s  s a n g ü í n e a s  e s p e c í f i c as  do doad o r  e o 

t ra t ame n t o  c om a c l i c l o s po r i n a ; e n t r e t an t o , o s  núme ro s s ão 

d i  ve r s o s . A s o b re v i da d o  e nxe r t o  e m  1 ano a l cança 8 0% a 9 5 % 

quando é u t i l i z ada a c i c l o s po r i na ( t r í p l i c e  t e rap i a ) o u  a 

t ran s f u s ão e s p e c í f i c a  d o  d o a d o r ( F l e c hne r , 1 9 8 4 ; G l as s , 1 9 8 5 ; 

S a l v a t i e r ra , 1 9 8 5 ) .  N o s  c e nt r o s o n d e  não s ã o  t i pado s o s  do ado r e s  

p a r a  o s i s t ema H LA , a s o b r e v i d a  v a r i a  d e  7 0  a 9 0% ( Ande r s o n , 

1 9 8 4 ; B e n t l e y , 1 9 8 4 ; N a j a r i an , 1 9 7 8 ) . 

1 . 4 . 4 . 2 .  DOADOR VIVO NAO RELAC IONADO 

Os t ra n s p l ant e s  c o m  d o ado r v i vo não r e l ac i onado a c o n t e c em 

e spe c i a l m e n t e  e n t r e c a s a i s  o u  e n t r e  p e s so a s  c om f o r t e s  l ac o �  � c  

am i z ad e . O s  r e s u l t ad o s  s ão s eme l ha n t e s  ao s f e i t o s  c o m  0 1  

c ad áve r s e m  ne nhuma c ompat i b i l i d ad e .  N a  I ng l a t e r ra , o s  c u i d ado s 

para q u e  n ã o  ac o n t e çam c a s o s d e  t ran s p l a nt e s  c o m  d o ado r v i v o  não 

re l ac i o n ad o s  ( c omé r c i o  d e  ó rg ão s ) ,  t o rnaram o b r i g a t ó r i o s  o s  

t e s t e s d e  R F L P  c o m  s o nd a s  p a r a  DRB 1 , a f i m  d e  c o n f i rmar a re l aç ão 

f am i l i a r e n t r e  d o ad o r  e r e c e p t o r .  O s c a s o s  e n t re c a s a i s  e ami g o s  

s ã o  ava l i ad o s  po r uma c om i s s ã o d e  é t i c a . 
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1 . 4 . 4 . 3 .  DOADOR CADÁVER 

Os t r an s p l an t e s  c om d o ad o r  c ad á v e r f o r am mu i t o r e a l i z a d o s 

n o s ú l t i mo s  1 0  a no s , s e nd o q u e  n a  E u r o p a  a l c an ç am 8 5 % d o  t o t a l  

d o s  t ran s p l an t e s  ( Mo r r i s , 1 9 8 8 ) . 

T r an s p l an t e s  r e a l i z ad o s  apó s t ra n s f u s ã o  s a n g ü í ne a  e t ratad o s  

c o m  t r í p l i c e  t e r ap i a  ap re s e n t am uma s o b re v i da do  enxe r t o  d e  7 5 % 

no p r i me i ro ano ( S p e e s , 1 9 8 5 ; T e ras ak i , 1 9 8 5 ) .  Va l o re s  ma i s  a l t o s  

s ã o  c o n s e g u i d o s  c o m c ompat i b i l i da d e  H LA p a r a  o l o c o s  D R  o u  B / DR . 

Em Ox f o rd , a s o b r e v i a a  d o  e nx e rt o  e m  1 ano é 8 0% , 6 6 % e 5 9% para 

O ,  1 e 2 i n c o mpa t i b i l i d ad e s  H LA - DR , r e s pe c t i vame n t e . A s o brev i d a  

d o  p a c i e n t e  t a m b é m  o b t eve u m  b o m  r e s u l t ad o , a l c anç ando 9 5 % n o  

p r i me i r o a n o  e 8 0 % no f i nal  d o  qu i n t o  a n o  ( T i ng , 1 9 8 8 ) .  

Re c e n t e m en t e , o C o l l ab o r a t i ve T ra n s p l ant S tudy ( CTS ) 

pu b l i c o u  a e s t i ma t i va d e  s o b re v i d a  d o s  e nx e r t o s  a l o n g o  p r a z o . 

A p ó s 1 0  an o s , o g rupo q u e  não u s o u  a c i c l o s po r i na apre s e n t o u  o s  

s e g u i n t e s r e s u l t ad o s : 6 9% d o s  t ran s p l an t e s  e n t re i rmão s H LA 

i dê n t i c o s  e s t a r i am func i o nando ,  a s s i m c omo 4 6 % d o s  c om d o ad o r 

v i v o  r e l a c i o nado ( 1 hapl ó t i p o  e m  c omum ) e 3 1 % d o s  c om d o ad o r  

c adáve r .  N o  g ru p o  q u e  u s ou a c i c l o s p o r i na , e n c o n t r a r i am 7 3 % , 5 2 % 

e 4 0 % ,  r e s pe c t i v ame n t e , e n t r e t an t o , a n a l i s ando o s  q u e  re c e b e ram 

r i n s d e  c ad áv e r ( c o m  c i c l o spo r i na ) s e m  i nc o mpa t i b i l i dade s  H LA -

A + B + D R  c h e g a - s e  a 5 0 % d e  s o b r e v i d a  d o  e nx e r t o  e m  1 0  ano s , 

e n q u a n t o  o s  c o m 4 i nc ompat i b i l i d ad e s  a p r e s e n t a r i am 3 8% .  ( Op e l z ,  

1 9 9 0 ) . 
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1 . 4 . 5 .  FATORES QUE I NFUENC I AM A SOBREV I DA DO TRAN S PLANTE 

M u i  t o s  s ão o s  f at o re s  que i n f u e nc i am f avo r ave l me n t e o s  

t r an s p l an t e s , e n qu a n t o o ut ro s  a g e m  n e g a t i v am e nt e . A c omb i n aç ã o  

d o s  p r i me i ro s  é s emp r e  t e n t a d a  e m  c ada t i p o  d e  t r ans p l an t e ,  as s im 

c o rno e m  d i f e r e nt e s  g ru p o s de pac i e nt e s . A s  d r o g a s são a s  

p r i nc i p a i s a l i ad a s  d o s t rans p l an t ad o re s  e , f e l i z m e n t e , e x i s t e  n a  

a t u a l i d ad e um b o m  d e s e n v o l v i me n t o  t e rapê u t i c o . 

1 . 4 . 5 . 1 .  I MUNOS SUPRES SAO . 

O s  t ran s p l an t e s  f i c a r i am r e s t r i t o s  e n t r e  g ême o s  i dê nt i c o s 

s e  não ex i s t i s s e  a i muno s su p re s s ã o . A az at i o p r i n a  e o s  e s t e ró i d e s  

f o ram o s upo rt e  d o s  t ransp l an t e s  no s ú l t i mo s  2 0  ano s . N o  i n í c i o , 

a s  d o s e s  e ram ex c e s s i v a s  e o s  pac i e nt e s  mo r r iam d e  i n f e c ç ão , mas , 

c o m  o t e mp o , a s  d o s e s  t e r ap ê u t i c a s i de a i s f o r a m  d e t e r m i nada s p ara 

o b e ne f í c i o  d e  m i l ha r e s de pac i e n t e s . 

A g l o b u l i na a n t i l i n fo c i t ár i a  f o i  a p r i me i ra modal i dad e  d e  

t e rapêu t i c a b i o l ó g i c a  a s e r  u t i l i z ada p ro f i l at i c amen t e  o u  para 

r e v e r t e r  as  r e j e i ç 5 e s  a g u d a s . A s e gu i r , os �nt i c o rpo s mo no c l ona i s 

a n t i - C D 3  ( OKT3 ) s u b s t i t u í ram a ú l t i ma c o m  g rand e e f i c ác i a . 

A c i c l o spo r i n a  t o rn ou - s e  a d r o g a  d e  e s c o l ha n o s t ran s p l an t e s  

r e n a i s ,  e n t r e t an t o  n ã o  é 1 i v r e  d e  e f e i t o s s e c u nd á r i o s  i mpo r t a n t e s  

c o rn o  a n e f r o t o x i c i d ad e , h i pe r t e n s ão , n e u r o t o x i c i dad e e h i r s u t i smo 

( Bo re l , 1 9 8 6 ) .  R e c e n t eme n t e  urna n o v a  d r o g a  o F K  5 0 6  c ome ç o u  a s e r  

u s ad a  c o m o  i rnu n o s s u p r e s s o r . A s  duas d r o g a s s ão m e t a bó l i t o s  

d i s t i n t o s  d e  f u n g o s , e x e r c e nd o  i mpo r t an t e a ç ã o  i n i b i d o r a  na 
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a t i v a ç ã o  d o s  l i n f ó c i t o s  T aux i l i a r e s CD4 + , as s i m c omo na s e c r e ç ã o  

d e  I L 2 e o u t ra s  l i n f o c i na s , i nc l u i nd o  f at o re s  d e  c re s c i me n t o  

c e l u l ar e y - i n t e r f e ro n . A m b a s  i n i b em a e x p re s s ão d o s  rec e p t o r e s  

d e  I L 2  n a s  c é l u l a s T ,  a s s i m  c o mo a g e r a ç ã o  e p ro l i f e ração d e  

l i n f ó c i t o s  T c i t o t ó x i c o s , qu a n d o  admi n i s t rada s  p a r a  o s  pac i e n t e s  

( T h o mp s o n , 1 9 8 9 ) .  O F K  5 0 6  t em demo n s t rad o s e r  i mpo r t an t e  na 

s u b s t i t u i ç ã o  d a  c i c l o s po r i na , quando e s t a  apre s e n t a  e f e i t o s  

i nde s e j áve i s  s i g n i f i c a t i vo s , r e v e r t e n d o  r e j e i ç õ e s  i nc o n t r o l áve i s  

no s t r a n s p l an t e s  d e  f í g a d o  ( Fu n g , 1 9 9 1 ) .  

1 . 4 . 5 . 2 .  H I STOCOMPAT I B I L I DADE 

A c ompa t i b i l i d ad e  H LA j á f o i d i s c u t i da ante r i o rme n t e  , mas 

s e r i a  i nt e re s s an t e  r e f o r ç a r  que a me l ho r  c o mpa t i b i l i dade é para 

os ant í g e n o s DR s e g u i d a  de H LA - B e HLA-A e que para H LA - DQ 

p a re c e  não i n f l ue n c i a r  o s  r e s u l t ad o s  ( Bu s he l l ,  1 9 8 9 ) . A anál i s e  

d e  s o b rev i da apre s e n t a  me l ho re s  r e su l t ad o s  quando o s  núme ro s s ão 

e x p re s s i v o s , as s i m c omo o s  7 0 0 0  t ran s p l an t e s  anal i sado s po r Ope l z  

e T e rasak i e m  1 9 7 9 . E s s e s  au t o re s  e n c o n t r aram ( na f a se p r é ­

c i c l o s po r i na e t ra n s f u s õ e s ) s o b r ev i d a  em um a n o  d e  5 4 %  para o s  

t r an s p l an t e s  c o m  ó rg ão s  d e  c ad á v e r c o m c o mpat i b i l i dade H LA e 4 2 %  

p a r a  o s  s e m  n e nhuma c a mpa t i  b i  1 i da d e . O E u r o t ran s p l an t e  demo n s t rou 

e m  1 9 8 2  q u e  a s o bre v i d a e m  5 a n o s d e  2 0 0 0  t ransp l an t ad o s  c o m  r i ns 

d e  c ad áv e r e ra d e  5 1 % p a r a  o s  " c o mp a t í v e i s " , c o n t r a  3 2 % p ara o s  

s em n e nhuma c o mp a t i b i l i d ad e  ( T i ng , 1 9 8 8 ) .  

A c o mp a t i b i l i d a d e  p a r a  o s  l o c a s  H LA - A  e B é s i g n i f i c ant e e m  

re l a ç ã o  à s o b re v i da n o s t r a n s p l an t e s  com ó r g ã o s  d e  c adáve r , m a s  
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i s s o  n ã o  é o b s e rv a d o  e m  t o d o s  o s  g ru po s , e n t r e t an t o , a d i f e r e n ç a  

e n t r e o s  " c o mpa t í ve i s " e o s  s e m  c ompa t i b i l i dade não a l c an ç a  1 0 % 

e m  5 a n o s . O s  r e s u l t ad o s c o m  c o mp a t i b i l i d ad e  H LA - A , B e DR f o r am 

ana l i s ad o s  p e l o  E u r o t ran s p l ant e m  1 9 8 5 , o b s e rvand o - s e  s o b r e v i d a s  

d o  e nx e r t o  d e  7 3 % c om c ompat i b i l i d ad e  DR e d e  8 2 % c om a 

c ompa t i b i l i d ade " t o t a l " ( T i n g , 1 9 8 8 ) 

Apó s a i n t r o d u ç ão d a  c i c l o spo r i na , mu i t o s  g rupo s d e i x a r am 

d e  o b s e rv a r  o e f e i t o d a  c o mpat i b i l i d ade H LA .  N o  e s tu d o  d o  g rupo 

e s c an d i n av o , a s o b r e v i d a  d e  1 ano para t ra n s p l an t e  com d o ad o r  

c ad á v e r f o i d e  7 4 % , 7'8%  e 7 9 % p a r a  O ,  1 e 2 i n c o mpat i b i l i d e s . N o  

C T S  f o i  o b s e rvado que a c ompat i b i l i d ade H LA - DR po s s i b i l i t a 1 0 % 

a m a i s d e  s o b r e v i da em 1 ano , t a n t o  n o s  rec e p t o r e s  que u sam 

c i c l o sp o r i n a  c omo n o s  que não a u t i l i z am ( Op e l z ,  1 9 8 7 ) .  

A p r o v a  c ru z ada é um t e s t e  d e  f u ndame n t a l  i mpo r t ânc i a  no 

t ra s p l an t e  r e n a l , mas s e u  s i g n i f i c ad o  tem mud ado apó s o d o gma d o s  

a n o s 6 0  d e  q u e  " uma p ro v a  c ru z ad a  p o s i t i va é c o n t ra- i nd i c aç ão 

pa r a  o t ra n s p l a n t e " .  E s s e  d o gma b a s e i a - s e  n o  quadro de re j e i ç ão 

h i pe r a g u d a  o b s e rvado n o s pac i e n t e s  q u e  r e a l i z a ram a c i ru r g i a  apó s 

um t e s t e  p o s i t i vo . Depo i s  d e  1 2  a n o s d e  p e s q u i s a s , s a be - s e  q u e  

e p o s s í ve l  e x i s t i r  u m a  p ro v a  c ru z ad a  p o s i � i v a  sem p r e j u í z o  p a r a  

o t ra n s p l a n t e .  

O s  au t o - ant i c o rp o s  ant i l i n f o c i t ár i o s não s ão p re j ud i c i a s  a o  

t r a n s p l an t e  e p a r a  e s t a o b s e rv a ç ã o  é n e c e s s á r i o  r e a l i z a r  a p r o v a 

c ru z ad a  c o n t r a  a s  c é l u l a s d o  d o ad o r e t ambém c o n t ra a s  d o  p r ó p r i o  

r e c e p t o r .  A p o s i t i v i d ad e para ambo s  é a f av o r d a  p r e s e n ç a  d e s s e s  

ant i c o rp o s , s e n d o  c o mum q u e  r e a j am c o n t r a  t odo u m  p a i n e l d e  

c é l u l a s a l o g ê n i c a s . 
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O s u c e s s o  d o s  t rans p l an t e s c o m  p r o v a  c ru z ada po s i t i v a  c o m  

l i n f ó c i t o B e n e g a t i v a c o m  l i n f ó c i t o s  T f o i o b s e rvado em 1 9 7 6  po r 

Pa t e l  e T e r a z a k i . E s s e s  a n t i c o rp o s  c o s t umam s e r  da c l as s e  I gM e 

p o d e m  s e r  a u t o - an t i c o rpo s , e nt r e t a n t o  e x i s t em v á r i a s pub l i c aç õ e s  

q u e  mo s t ram o e f e i t o de l e t é r i o  d e s s e s  a n t i c o rp o s . E m  Ox f o rd , a 

o b s e rvação d e  p r o v a  c ru z ad a  p o s i t i v a  c on t r a  c é l u l a s B f o i 

d i v i d i d a  p a r a  a n á l i s e em d o i s  g ru po s . O p r i me i r o , c om me l h o r  

s o b re v i d a , f o i  o de p ro v a  c ru z ad a  a n t i - B  ( au t o - an t i c o rp o s ) ,  s e n d o  

q u e  o s e g u n d o  g rupo ( não au t o - an t i c o rp o s ) a p r e s e n t o u  s o b re v i da 

i n f e r i o r  ( T i n g , 1 9 8 9 ã ) . 

O s  a n t i c o rp o s ant i - H LA c l as s e  I r e a g e m  n a  p ro v a  c ru z a�o c o m  

l i n f ó c i to s  T e  B ,  o s  ant i c o rp o s a n t i - c l as s e  I I  reagem c o n t r a  

l i n f ó c i t o s  B e o s  au t o - an t i c o rp o s  r e ag e m  c om amb a s  as c é l u l as o u  

s ó me n t e  c om a s  c é l u l as B .  O f a t o  é q u e  o s  au t o - an t i c o rp o s  n ã o  s ão 

p re j u d i c i a i s , o que p a re c e  s e r  i g no r a d o  p o r  mu i t o s  c e n t ro s . A s  

c a rac t e r í s t i c a s  d e s s e s  ant i c o rp o s s ão d e  r e ag i rem c om c é l u l a s 

aut ó l o g a s  e c om c é l u l a s  B d e  p a i n e l , as s i m c omo r e a g e m  

f ra c ame n t e  c om l i n f ó c i t o s  d e  p a c i e n t e s  c om l e u c e m i a  l i n f á t i c a  

c rô n i c a  e s ã o  I g M ( T i n g , 1 9 8 9 b ) . 

Ex i s t e m  d ad o s  que s u g e rem q u e  uma p r?va c ru z ada p o s i t i v a  

p o r  an t i c o rp o  ant i - c l a s s e  I I  não é p r e j u d i c i a l , e n t re t an t o  e s s e  

é u m  p o n t o  o nd e  n ã o  ex i s t e  u m  c o n c e i t o f i rme , d e v e nd o - s e  e v i t a r  

t a i s  re su l t ad o s . Ou t ro f a t o , c on f i rmad o p o r mu i t o s , é q u e  o s  

pac i e n t e s  c o m  p ro v a  c ru z ada p o s i t i v a n o  p a s s ad o  e ne g a t i v a  na 

é po c a  do t ra n s p l a n t e  apre s e n t am uma b o a  s o b r e v i d a , ape s a r  de que 

a l g u n s  a p r e s e n t e m  r e j e i ç ã o  i r r e v e r s í ve l ,  d ev e ndo - s e , po r t an t o , 

t e r mu i t o  c u i d a d o  n e s t a s  i nd i c aç õ e s . A c l as s e  d e  i muno g l o bu l i n a  
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p a re c e  s e r  i mp o r t an t e , p o i s  o s  c o m  p r� v a  c ru z ad a  p r é v i a  c o m  I g M 

p a re c e m  t e r  me l h o r e s  r e s u l t ad o s  ( T i ng , 1 9 8 9 a ) . 

,. 

1 . 4 . 5 . 3 .  TRAN S FUSOES SANGUI NEAS 

A t ran s fu s ão s an g ü í ne a  f o i um d o s  m a r c o s  na h i s t ó r i a  do  

t rans p l a n t e  r e n a l . A p r i nc í p i o  não e ra a c o n s e l hàdo o uso de 

t rans f u s õ e s com o r e c e i o  d a  s e ns i b i l i z aç ã o  H LA . Po s t e r i o rmen t e  

f o i d e s c o be r t o  o e f e i t o bené f i c o  d a s  t ra n s f u s õ e s  e ,  a part i r  

d e s s e  mome nt o , t o d o s  o s p a c i en t e s  f o r am t ra n s fund i d o s  p e l o  meno s 

uma v e z . O s  r e s u l t ad o s  c h e g a ram a 1 5 % d e  me l h o ra na s o bre v i d a  do  

e nx e r t o  c o n s i d e r a nd o - s e  t ransp l an t e s  d e  ó r g ã o s  de  c ad áve r 

( Ope l z , 1 9 8 8 ) .  Um f at o  e x t re mame n t e  c u r i o s o  a c o nt e c eu a part i r  

d e  1 9 8 4 , quand o o C T S  não c o n s e g u i u  ma i s  d e mo n s t ra r  o e fe i t o 

po s i t i v o  d a s  t ra n s fu s õ e s  d e l i be radas ( Ope l z , 1 9 8 7 ) .  E s s e  f a t o  não 

f o i demo n s t rado nos  r e g i s t ro s  d a  UC LA ( T e ra s a k i , 1 9 8 6 ) ' 

e n t re t a n t o  o u t r o s  au t o re s  c o n f i rmaram o C T S . Não s e  c o nhec e  a 

r a z ã o  d e s s e  f a t 9 , mas a s u g e s t ão d e  s e  deva ao u s o  da 

c i c l o spo r i na d e v e  s e r  l emb rada . 

A t r an s fu s ão e s p e c í f i c a d o  d o ado r f o i TI)U i t o u t i l i z ad a  n e s s e s  

ú l t imo s 1 0  ano s , c o m  a p a r e n t e  aume n t o  s i g n i f i c a t i v o  d a  s o b rev i da 

d o  e nxe r t o  no s t r an s p l an t e s  c om d o ad o r  v i vo re l ac i o nado c om um 

o u do i s  hap l ó t i p o s  d e  i n c o mp a t i b i l i dade { S a l v a t i e rra , 1 9 8 3 ) .  

E s s e s  r e s u l t ad o s t ambém d e c l i na r am apó s 1 9 8 4 , mas a i nd a  s e  

u t i l i z a t a l  t i p o  d e  t ra t ame n t o  p re ve n t i v o . O i n c o nv e n i e n t e  d e s t e  

t i p o  d e  p r o c e d i me n t o  é a p o s s í v e l s e n s i b i l i z aç ã o  H LA d e  

r e c e p t o r e s . 
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O e f e i t o d a  c ompa t i b i l i d ade HLA é ma i s  i n f l u e n t e  n o s 

p a c i e n t e s que não r e c e be ram t rans f u s õ e s ant e s  d a  c i ru rg i a  ( C e c ka , 

1 9 8 9 ) . 

Ex i s t e m  e v i d ê n c i as r e c e nt e s  d e  q u e  é i mpo r t an t e  e x i s t i r  uma 

d i s pa r i dade no s ant í g e no s d e  c l a s s e  I I  ( H LA - DR ) p a r a  que s e j a  

o b s e rv ad o  o e f e i t o b e n é f i c o  d a  t rans f u s ão e sp e c í f i c a  d o  d o ado r 

n o s t r an s p l ant e s  e n t r e  r e l ac i onado s . O s  pac i en t e s  c o m  uma 

i n c o mpat i b i l i dade DR t i v e r am 4 0 % meno s r e j e i ç õ e s  do que o s  

c ompa t í ve i s  para e s te l o c o  ( L a z d a , 1 9 9 0 ) .  É po s s i  v e l  que a 

i mp o r t ânc i a  d e s s a  d i sp a r i d ad e , s e j a  o mo t i v o  d o  d e s apar e c i me n t o  

d o  e f e i t o d a  t r an s fu s ã o , t an t o  no s c o m  t ran s f u s ã o  e sp e c í f i c a  do 

d o ad o r , quant o naque l e s  c o m  t rans f u s õ e s al e a t ó r i a s para 

t ra n s p l an t e  com ó rg ão d e  c adáve r .  

1 . 4 . 5 . 4 .  " NI MAS E N I PAS " 

O s  ant í g eno s H LA n ão h e rdado s d a  mãe e q u e  p o s s i v e l me n t e  

t i ve ram c o ntato c om o o rg an i smo d o  f e t o  ( NIMA , " no n  i nhe r i  t e d  

ma t e rnal H LA ant i g e n s t r ) , t e o r i c ame n t e  podem não s e r  i muno g ên i c o s  

d e v i d o  à t o l e rânc i a  d e spe r t ad a  " i n  vt e ro " . I s t o  t a l v e z  

c o n t r i bu í s s e  p a r a  q u e  o s  i nd i v í duo s f o s s em t o l e rant e s  ao s 

hap l ó t i p o s  mat e rno s não r e c e b i do s  d as mães . O s  p r i me i ro s  

r e s u l t ad o s  o r i und o s  d e s s a  h i pó t e s e  d e mo n s t r am que me t ad e  d o s  

pac i e n t e s  h i pe r i mu n i z a d o s e m  l i s t a  d e  e s p e r a  n ão apr e s e n t am 

a n t i c o rp o s  c o n t r a  o s  N I MA , e nq u an t o  e s t e  não é o c a s o  p a r a  o s  

" N I PA S " ( " non i nhe r i t e d  pa t e rna l H LA ant i g e n s " )  ( Va n  R o o d , 1 9 9 0 ) , 
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o q u e  p o d e rá s e r  uma o p o r t u n i d a d e  p a r a  q u e  mu i t o s  pac i e n t e s 

r e c e bam o ó r g ão d e s e j ad o . 

1 . 4 . 5 . 5  I DADE DO DOADOR E RECEPTOR 

A s o b re v i d a  d o s  t ran s p l a n t e s  r e n a i s t e m  re l ação com a i d ade 

d o  d o ado r e d o  r e c e p t o r , p r o c u r a nd o - s e  e v i t a r  o s  t ransp l ant e s  c om 

d o ad o re s ac i ma d e  5 5  e m e n o r e s d e  3 a no s . A i dade do r e c e pt o r  

t am b é m  t e m  i n f l u ê nc i a , e s pe c i a l me n t e  s e  t em meno s de 10 ou ma i s  

d e  6 0  ano s ( M o r r i s , [9 8 8 ) . 

1 . 4 . 5 . 6 .  DOENÇAS ASSOC IADAS 

1f: n a t u r a l  que o u t ras d o e n ç a s  q u e  não as re na i s  po s s am 

d i m i nu i r  a s o brev i d a , as s i m c om o  a d o e n ç a  s i s tê m i c a  o r i g i nal que 

d e t e rm i n o u  a i n s u f i c i ê nc i a  r e n a l . A ne f ropat i a  d i ab é t i c a  

i nva r i av e l me n t e  d i m i nu i  a s o b re v i da d o  e nxe r t o , em re l ação à 

o u t ra s  n e f ropat i a s c omo p i e l o n e f r i t e s  e g l omeru l o ne f r i t e s , 

d e v e n d o - s e  aval i a r a s i  t u a ç à o  c ard i o v a s c u l a r  do s pac i e n t e s ,  

i nc l u s i v e r e a l i z and o ang i o g r a f i a , p ro c u rando preveni r as m o rt e s  

p o r i n f a r t o d o  m i o c á rd i o . O l u pu s e r i t emat o s o  s i s t ê m i c o  t ambém 

o c a s i o n a  d i m i nu i ç ão da s o b r e v i d a do s  ó rg ão s  t rans p l an t ad o s  

( Mo r r i s ,  1 9 8 8 ) . 
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1 . 4 . 5 . i .  O EFE I TO DO CENTRO TRANSPLANTADOR 

O c e n t r o  t ran s p l an t ad o r  é um d o s  p r i n c i pa i s  f a t o r e s  que 

i n f l u e n c i am a s o b re v i da do s t ran s p l a n t e s .  A t é  ho j e  não s e  c onhe c e  

a s  r az õ e s  p e l a s  q ua i s  ex i s t em d i f e re n ç a s  mar c ant e s  e n t r e  um 
. , .  

c e nt r o  e o u t r o . A c re d i t a - s e  q u e  e s s a s  d i f e renças não s ão 

r e l ac i o n ad a s  a f a t o re s  que r e c o nh e c i d ame n t e  a f e t em a s o b re v i d a , 

ma s , t a l v e z 1 a o  a t e n d i me n t o  c l í n i c o . O e f i c i ê nc i a  d o  c en t ro 

t ra n s p l an t ad o r  p o d e  v a r i a r  em a t é  4 0% , e n t re a s o b re v i d a  d o  

me l ho r  e d o  p i o r  c en t ro . O u s o  d a  c i c l o spo r i na p a r e c e  

i n f l u e n c i a r  n o  s u c e s s o  d o  c e n t ro 1 p o i s  n a  I n g l at e r ra o pe r c e n t u a l  

de s o b r e v i d a d o  e nxe r t o  que v a r i ava d e  6 0% a 7 8% e n t re o s  

d i ve r s o s  c e n t r o s  p a s s o u  a s e r  d e  7 5 % a 8 2% apó s a i nt r o d u ç ã o  

d e s s a  d ro g a  ( M o r r i s , 1 9 8 8 ) .  

A s  d i f e r e n ç a s  e n t re o s  r e s u l t ado s d a  t i  pagem HLA d e  um ú n i c o  
. ; 

c e n t r o  { qu e  r e a l i z a g rande núme r o  d e  t ran s p l ant e s  p o r  ano ) em 1 

r e l aç ã o  a o s d e  mu l t i c e n t r o s  ( CTS , UCLA ) pare c em e s t a r  

re l ac i o nad a s  e sp e c i a l m e n t e  c om o s  p ro t o c o l o s  d e  i muno s s upre s s ão . 

N o s  c e n t r o s c om ma i s  f o r t e  i nd u ç ão d a  i muno s s u p re s s ão , o s  

re s u l t ad o s  d a  t i  pagem H LA não s ão o b s e rvado s ,  e nquan t o  n o s  

r e s u l t ad o s  d e  mú l t i p l o s  c en t r o s , o nd e  d i  ve r s o s  p ro t oc o l o s  d e  

i mu s s u p r e s s ão s ã o  u t i l i z ado s , a t i p a g e m  H LA é demo s t rada s e r  d e  

i mp o r t ân c i a . O f a t o  d e  i n i c i a r - s e  c om u m a  d o s e  sub - ó t i m a  d e  

i muno s s u p r e s s ão f a z c om q u e  a s  d i f e re n ç a s  a l o ant i g ê n i c a s  s e j am 

n o t ad a s  ( Bu rd i c k , 1 9 9 1 ) .  

w . 
, · , ,  
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1 . 4 . 5 . 8 .  O EFE I TO DA RAÇA 

A r aç a  n e g r a  p a re c e  t e r  uma s o b re v i d a  d o s  e nx e r t o s  p i o r d o  

q u e  a s  d ema i s  r a ç a s , a s s i m  c omo os  e nx e rt o s  d e  ó rgão s d e  d o ad o r e s  

n e g r o s  t ê m  s o b r e v i d a  d im i nu í d a  q u a nd o  t ransp l an t ados e m  

r e c e p t o re s b ranc o s . N ã o  s ão c o nhe c i d a s  a s  r a z õ e s  p a r a  e s s a s  

d i f e renç a s , mas  e s p e c u l a- s e  q u e  p o s s am e s t a r  re l ac i onad a s  à 

i nc i d ênc i a c i n c o v e z e s  m a i o r  d e  h i p e r t e n ç ão mal i g na em ne g ro s , 

a s s i m  c o m o  ex i s t e  ma i o r  f ac i l i dade n a  t i pa g e m  H LA na raça b ranc a . 

Ou t ro s  ac re d i t am q u e  ex i s t a  a i n f l u ê n c i a  d o  c e nt r o t ransp l antad o r  

( Ke rman , 1 9 8 9 ) . 
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O B J E T I VO S  

2 . 1 .  IDENTIFICAQXO E CARACTBRIZAQXO DE ANTICORPOS ELA EXTRAÍDOS 

DI PLACENTAS EUMANAS o 

O s  ant i c o rp o s a n t i -H LA podem s e r  i dent i f i c ad o s n o  s an g u e  d e  

mu l t í pa r a s , de po l i t r an s f u nd i do s , de i nd i v í du o s  i mu n i z ad o s  

p remed i t adame nte c o m  l i n f ó c i t o s  o u  e nx e r t o  d e  p e l e  e d e  

i nd i v í d uo s  q u e  r e j e i t aram t ra n s pl an t e s  rena i s . 

A n e c e s s i dade de r e ag e n t e s  para d e s e nv o l ve r  n o s s o 

l abo ra t ó r i o  c l í n i c o  p a r a  t i pagem d e  d o ado r e s  e re c ept o re s para 

t ran s p l ant e  d e  ó rg ã o s n o  R i o  G r and e  do S u l  ( RS ) ,  d e t e rm i no u  o 

i n í c i o d e s t a  pe s qu i s a n a  Un i d a d e  d e  I muno l o g i a d o  H o sp i t al d e  

C l í n i c a s  d e  P o r t o  A l e g re . A i den t i f i c ação d e s t e s  ant i c o rpo s no 

s o ro de pl a c e n t a s  e s t á  re l ac i o n ada , e xc l u s i vamen t e , a o  v o l ume de 

re ag e n t e  o b t i d o , p o i s  a d o aç ão de sangue po r p a r t e de mu l he r e s  

apó s  o p a r t o  é s emp r e  d i f í c i l . 

A t i p a g e m  do s p r i me i ro s  t ra ns p l ante s e d o s p r i m e i r o s  p a i né i s  

d e  i nd i v í du o s  p a r a  o s i s t ema HLA n o  RS f o i r e a l i z ad a c o m  s o r o s 

d o  Nat i o na l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h  ( N IH -U SA ) , e n t re t an t o  e s t a  a j uda 
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t e rm i n o u  apó s d o i s  ano s d o  i n í c i o  d e  n o s s a s  a t i v i d ad e s . A 

i d e n t i f i c aç ão d e  an t i c o rpo s ant i - H LA n o  s o r o  d e  p l a c e n t a s 

p o s s i b i l i t o u  a c o n t i n u i dade d o  t r a b a l h o d e  t i pag em d e  doado re s  

e r e c e p t o r e s p a r a  m a i s d e  1 3 0 0  t r an s p l an t e s  r e na i s  e m  no s s a  

re g i ão . 

O s  s o ro s  d e  p l ac e n t a s  f o ram i n i c i al m e n t e  anal i s ado s para a 

i d e nt i f i c aç ã o  d e  an t i c o rp o s ant i -H LA d e  c l as s e  I ,  r e a l i z ando - s e  

a p rov a c ru z ada d e s s e s  s o r o s  c o n t ra um p a i ne l  d e  c é l u l a s  de 

i nd i v í du o s  c om as e s p e c i f i c i d ad e s HLA-A e B c o nhe c i das . 

Po s t e r i o rme nt e , o s s o ro s  c o m  r e a t i v i d ad e ant i l i n f o c i t á r i a ,  f o ram 

u t i l i z ad o s  pa ra a p e s q u i s a de ant i c o rp o s  ant i - D R  e DQ , 

u t i l i z and o - s e  um p a i n e l d e  c é l u l as d e  pac i e n t e s c o m l eu c e m i a  

l i n f á t i c a  c rô n i c a . E s t a  ú l t i ma e t ap a  f o i  r e a l i z ad a  no Laborat ó r i o  

d e  T i pa g em T e c i du a l  d o  N u f f i e l d  Depa r t me n t  o f  S u rg e ry , 

Un i v e r s i dade d e  Ox f o rd . 

2 . 2 . A INVm:S'll'IIGAQ.lO DE JPIA'll'BRNIDADE NO RIO GRANDE 00 SUL g  

RISULTAOOS ll>A U'll'ILIZAQ.lO DA IWHOOliNliTICA BLA o 

O s  p r o b l e m a s  r e l at i v o s  à a c e i t aç ã o  d a  pat e rn i d ad e é um 

c ap í t u l o i mpo r t an t e  d a  M ed i c i na L e g a l , a s s i m c omo um d o s  c a s o s  

mai s f re q u e nt e s  n a s  v a r a s  d e  f am í l i a d o s  t r i buna i s e s t ad u a i s 

b r a s i l e i ro s . M u i t o s  d e s s e s  c a s o s  f i c avam i n s o l úve i s  no pas s ad o , 

ac a r r e t and o uma g rande i n j u s t i ç a , qu a s e  s emp re para a s  mãe s 

P o b re s , q u e  f i c avam d e s amp a r a d a s  apó s o p a r t o . A s i tu aç ão 
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c o n t i nu a  a m e s m a , o nd e  a i muno g ené t i c a  ti"ão e s t á  e s t abe l e c i d a , 

O mar c o  d o  d e s e nvo l v i me n t o  c i e nt í f i c o  n a  re s o l uç ão d e s t e  

p r o b l ema f o i a d e s c o b e r t a d o s  g ru p o s s angü í ne o s p o r  Land s t e i n e r  

em 1 9 0 0 . A u t i l i d ad e d o s  t e s t e s  d e  p at e rn i d ad e  aume n t o u  c om a 

i dent i f i c a ç ão d e  n o v o s s i s temas d e  g ru p o s s ang ü í ne o s .  Os avanç o s  

ma i o re s  ac o n t e c e ram e n t r e  1 9 4 0  e 1 9 7 0 , d e v i d o  à d e s c o b e rt a  d o  

s i s t ema Rh e à ap l i c a ç ão d o s  t e s t e s H LA . 

A e x c l u s ã o  d e  u m  p o s s í v e l p a i , f a l s am e n t e  ac u s ad o , é o 

p r i nc i p a l  o b j e t i vo d e  uma p e r í c i a  m éd i c a , e n t r e t a n t o  a anál i s e  

,, 

e s t at í s t i c a  t em p r opo rc i o nado i mpo r t a nt e s  r e s u l t ad o s  quand o o 

acu s ado não é a f a s t ad o  d a  pat e rn i dade . A i n c l u s ão d e  pat e r n i dade 

não é p o s s í v e l  s e r  a f i rmada , po rém a e s t i ma t i v a  matemá t i c a  t e m  

s i d o  a c e i t a p e l o s  t r i buna i s . O p o l i mo r f i s m o  d o  s i s t e ma HLA e a 

rar i dade de mu i t o s d e  s eu s al e l o s  f a z  c om q u e  s e j a  um d o s  

P r i n c i pa i s  t e s t e s  n a  i nve s t i g aç ão d e  p at e rn i d ad e . 

A t i pa g e m  H LA , c om o  t e s t e d e  pa t e rn i d a d e , f o i u t i l i z ad a  p o r  

nó s pe l a  p r i me i ra v e z e m  1 9 8 6 , quando a c o n t e c e u  um c a s o  de t ro c a  

d e c r i an ç a s  nu m  h o s p i t a l  d e  P o r t o  A l e g re . A s e gu i r  o s  j u í z e s  

i n i c i aram a s o l i c i t a r p e r í c i a s  e m  d i ve r s o s  c a s o s , po s s i b i l i tando 

o e s tud o da a p l i c aç ã o  d a  i mun o g e né t i c a  HLA e m  M e d i c i n a  L e g a l . O 

o bj e t i vo p r i nc i p a l  d e s s a  pe s qu i s a  c l í n i c a  é demon s t rar a 

i mpo rtânc i a  d e s s e  s i s t e ma g e né t i c o  n a  s o l u ç ão d e  c a s o s  d e  

Pat e r n i dade duv i d o s a em n o s s a  c o mu n i dade , 

re s u l tad o s  o b t i d o s  a t é  1 9 9 0 . 

ana l i s and o  o s 
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O t r a n s p l a n t e r e n a l  é r e a l i z ad o  n a  c i dade d e  Po r t o  

Al e g re d e s d e o i n í c i o  d o s  ano s 7 0 . Mu i t o s  h o sp i t a i s e x e c u t a ram 

t ransp l an t e s  du ran t e  e s s e s  2 0  ano s , e n t r e  e l e s  o H o s p i t a l  de 

C l í n i c a s , a S a n t a  C a s a  de M i s e r i c ó rd i a , o H o s p i t a l  C o nc e i ç ã o , o 

H o sp i t a l  L a z a r o t o , o H o s p i t a l  M a i a  FQ , o H o s p i t a l  d a  PUC , o 

H o s p i t a l  D i v i n a P r o v i d ê nc i a  e o H o s p i t a l  E r n e s t o  D o r ne l l e s .  O 

t ran s p l ant e r e n a l  t e m  s i d o  t am b é m  r e a l i z ad o  no i nte r i o r  do 

E s t ado , n a s c i dad e s  de P e l o t a s , P a s s o  Fundo , C ru z  A l t a , C ax i a s 

e C a n o a s . 

M a i s d e  1 3 0 0  t ransp l an t e s f o ram e f e t u ado s po r d i ve r s a s  

equ i pe s  c l í n i c o - c  i rú g  i c a s  ne s s e s  h o s p i t a i s . A ma i o r i a f o ram 

t ran s p l a n t e s  c om d o ado r v i v o re l ac i o na d o , ·  s e nd o  que o s  

t ra n s p l a n t e s c o m  d o ad o r c ad áve r t i ve r am i nc e n t i v o  apó s a c r i ação 

d e  um e s c r i t ó r i o  d e  p r o c u r a  d e  ó r g ão s  em 1 9 8 8 . 

O s  p r i me i ro s  t e s t e s  d e  h i s t o c ompat i b i l i da d e  f o ram ex e c u t ad o s  

em 1 9 7 6 . A p a r t i r  d e s t a  d a t a , a Un i d ad e  d e  I mu n o l o g i a  d o  H o s p i t a l  

d e  C l í n i c a s d e  P o r t o  A l e g re , pas s o u  a . aval i a r  t o d o s o s  

t ran sp l an t e s  ac o n t e c i d o s . 

O s  d ad o s  d a ma i o r i a  d o s t ra n s p l an t e s  r e a l i z ad o s no R i o  

Grand e d o  S u l  f o ram pe rd i d o s  e nun c a  an a l i s ado s  em c on j unt o . O 

o b j e t i v o  d e s s e  e s t u d o  é ava l i a r  a s o b r ev i da d o s  t r an s p l ant e s  

re a l i z a d o s  no s ú l t i m o s  ano s , p r o c u rando e s c l a re c e r  f at o s que 

P o s s i b i l i t e m  me l h o r e s  r e s u l t a d o s f u t u ro s . 
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2 .  4 .  AVAJL.IAQJ.O 100 SISTJDIA IB!LA D PACIENTES OOM LECDIA JL.INFÁ'll'!CA 

CnWNICA o 

A l e u c e m i a 1 i n f át i c a  c rô n i c a  ( LLC ) é uma d o e n ç a  de 

i n t e re s s e  i mu no l ó g i c o , t a n t o  p e l o  s e u  aspe c t o  d e  d o e nça 

p ro l i f e ra t i va l i n f ó i d e  q u a n t o  p e l a  i munode f i c i ê c i a  s e c u ndá r i a  

a s s o c i ad a . 

O quadro c l í n i c o  é bem d e f i n i d o , o d i ag nó s t i c o é 

re l a t i v ame n t e  s i mp l e s , e n t re t a n t o  a e t i o l o g i a  não é c o nhe c i da .  

A l t e raç õ e s  c romo s s ô m i c a s  f o r a m  d e s c r i t a s  po r  vár i o s  au t o re s , mas 

a s s o c i a ç õ e s  g e né t i c a s  c o m  o s i s t e m a  H LA não s ão c o n s t an t e s  no s 

d i ve r s o s  g rupo s e s tudado s . 

A t i pa g e m  H LA d e  pac i en t e s  c o m  LLC e re spec t i v o s  c ont ro l e s  

no rma i s  f o i  real i z ad a , p r o c u ra nd o - s e  d i f e re n ç a s  g e né t i c as e n t r e  

o s  a l e l o s  de s s e  s i s t ema q u e  v i e s s e m  a c o n f e r i r  um r i s c o  aume n t ad o  

d e al guns i nd i v í du o s  adqu i r i re m  a d o e nç a . 

Du ran t e  e s t e  e s t u d o  f o i t am b é m  po s s í ve l de t e c t a r  a l guns 

Pac i e n t e s  qu e  a p a r e n t eme n t e  não apre s e n t avam mo l é c u la s d e  HLA-DQ 

na memb rana c e l u l ar . Uma a v a l i a ç ã o  d e s s e s  i nd i.v í du o s  c o m  o método 

d e  R F L P  f o i r e a l i z a d a . 

O e s t u d o  d e  1 1 4  pac i e n t e s  c om LLC f o i d e s envo l v i do não s ó  

c om a i n t e n ç ão d a  pe s q u i s a  d a  r e l a ç ã o  H LA e d o e nç a , m a s  t ambém 

d a  o r g an i z ação d e um p a i n e l  de l i n f ó c i t o s  B .  E s t e  ú l t i mo t e m  

u t i l i d ad e  p a r a  a i d e n t i f i c aç ã o  e c arac t e r i z ação de ant i c o rpo s 

ant i - H L A - D R  n o  s o r o d e p l a c e n t a s  humana s . 
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2 .  5 . m:STUOO 00 S ISTDA JHILA NA DIABBHS ULLITUS INSUJLINO= 

ll)JIJPJDmm:NTm: � AVALIAQXO ID>A JFUQUÊNCJ:A 008 ANTÍGDOS I! 008 GBN'BS JHILA 

NA JPOPULAQXO NORTE=Aiml!UICANA !DE ORIGD JHIISJPÂNICA m: ANGLO= 

SAXÔMICA o 

A i nc i d ê nc i a  d a  D i a be t e s  M e l  l i  t u s  I n s u l i n o - Depende
.
n t e  ( DM I D ) 

e s t á  r e l ac i o nad a à v a r i a b i l i d ad e g e o g rá f i c a  e s ó  r e c e n t ement e 

e s t e  f a t o  t e m  s i d o  r e c o nh e c i d o . O s  r e g i s t ro s  i n t e r n a c i on a i s  

demon s t ram q u e  uma c r i ança n a  F i n l ând i a  t em 6 0  ve z e s ma i s  c hanc e 

d e  v i r  a t e r  DM I D  d o q u e  uma c r i an ç a d a  C o ré i a  ( Rewe r s , 1 9 8 8 ) .  

E s t e  f a t o  é p e c u l i ar n e s t a  p a t o l o g i a  e pa re c e não o c o rre r d e  

f o rma m a r c a n t e  em ou t ra s d o e n ç a s  c rô n i c a s  c omo a d o e n ç a  

c o ro n a r i an a  o u  o c ân c e r ( Ke ys ,  1 9 7 0 ; Do l l , 1 9 8 0 ) . A d i s t r i bu i ç ão 

g e o g r á f i c a  pa re c e s e r  , a t é  o mome nt o , um do s ma i s  i mpo r t ant e s  

f a t o r e s d e  r i s c o  para a d i abe t e . 

O e s t ud o d a  e t i o l o g i a  d a  DM I D  pas s a  c e r t am e n t e  p e l a  

av a l i aç ã o  d a s  ra z õ e s d e s s a  v a r i ab i l i d a d e . A e s p e c u l a ç ão 

c i e n t í f i c a tem s i do d i r i g i d a  p a r a  a aç ão d o s  f at o re s  g e n é t i c o s  

e amb i e n t a i s  c omo d e  g rand e i mpo r t ânc i a  n o  d e s e ncade a r  d a  d o e n ç a ; 

e nt r e t an t o , e s tud o s  p o pu l ac i o na i s  a d e q u ad o s  ne c e s s i t am s e r  

re a l i z ad o s ( L aPo r t e , 1 9 8 5 ) .  

O s  e s tu d o s d e  m i g raç õ e s  i nd i c am que o s  m i g rant e s  e s tão 

s u j e i t o s  ao s r i s c o s  d o  n o v o  am b i e n t e ( S i em i at yc k i , 1 9 8 8 ) , 

ex i s t i nd o  uma ne c e s s i d ade d e  i d e n t i f i c a r - s e  po pu l a ç õ e s e m  

d i v e r s a s  p a r t e s  d o  mun d o  q u e  ap r e s e n t em os me smo s anc e s t ra i s ,  mas 

c o m d i v e r s o  g rau d e  m i s tu ra com os h ab i t an t e s nat i vo s  e adap t aç ã o  
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ao s c o s tume s r e g i o n a i s .  E s s e s  g rupo s  p o d e m  s e r  mu i t o  i n f o rmat i v o s  

no  e n t e n d i m e n t o  d o s  d e t e rm i nant e s  g e né t i c o s  e amb i e n t a i s  d a  DM I D  

( M o y , 1 9 8 9 ) . 

A s  p o pu l aç õ o e s d e  o r i g e m  e s pa n h o l a  e p o r t u g u e s a  podem s e r  

i d e a i s p a r a  o e s tu d o  d a  r e l aç ã o  d e s c r i t a , p o i s  e s t ã o  d i spe rs a s  

na Amé r i c a , amb i e nt ad a s  e m i s t u r ad a s  c o m  o s an g u e  i n d í gena . Uma 

var i ab i l i dade e n t r e  a p o p u l a ç ã o  de o r i g e m  e spanho l a  j á  pode s e r  

demon s t rada e m  re l aç ão à d i ab e t e , e x i s t i nd o  uma d i f e rença d e  n o  

m í n i mo 1 0  v e z e s  n o  r i s c o  d a  d o e n ç a e n t re i nd i v í du o s  d e  o r i g em 

e spanho l a  d a  c i d ade d o  M éx i c o e d o  C o l o rado . 

O r e g i s t r o  d o  e s t a d o  d o  C o l o rad o ( EUA ) apon t a  uma i n c i dênc i a  

de 1 5 . 2 / 1 0 0 . 0 0 0  hab i t a n t e s , e n t r e t a n t o  n o  v al e  d e  São Lu i s , o nde 

ex i s t e  um g rand e núme ro d e  de s c e nd en t e s  d e  e spanhó i s , a 

i nc i dênc i a  é d e  6 .  8 / 1 0 0 . 0 0 0 ( H amman , 1 9 9 0 ) .  Out r o s  e s tud o s  

demon s t ram q u e  a s  p o pu l aç õ e s  d e  o r i g e m  e s panho l a  apre s en tam meno s 

d i abe t e s  d o  qu e a p o pu l aç ão n o rt e - ame r i c ana ( Hamman , 1 9 8 5 ; 

Lo r e n z i 1 9 8 5 , Gay , 1 9 8 9 ) . A d i ab e t e  ap r e s e n t a  uma i nc i dênc i a  

e l e vada no s e u rope u s  d o  n o r t e  e é p r a t i c ame n t e  i ne x i s t e n t e  e n t re 

o s í nd i o s  P i ma ( Kn ow l e r , 1 9 7 9 ) . 

O r e g i s t ro d a  c i d ad e d o  Méx i c o  apon t a  para uma das me no r e s  

i nc i dênc i as d a  d o e n ç a , 0 . 5 8 / 1 0 0 . 0 0 0  h ab i t an t e s  ( Ro b l e s , 1 9 8 7 ) .  

O s re g i s t r o s  s o b r e  p o pu l aç õ e s  d e  o r i g e m  p o r t u g u e s a  s ã o  e s c a s s o s , 

e nt r e t a n t o  um r e c e n t e  e s tu d o  d e  S ã o  P au l o  i nd i c a  uma i nc i dênc i a  

d e 3 . 0 / 1 0 0 . 0 0 0  h ab i t an t e s  ( F ran c o , 1 9 8 8 ) . N ã o  e x i s t e m  dad o s  d e  

Po r t u g a l  para c o mp ar a ç ão , mas s e  a i nc i dê n c i a  fo r s eme l han t e  a 

d a E s panha , a d o e n ç a  t e rá uma i nc i dê n c i a  e m  P o r t u g al 3 ve z e s  a 

do B ras i l . A i nc i dê n c i a  d e  DM I D  n a  E spanha f o i d e  1 0 . 6 / 1 0 0 . 0 0 0  
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hab i t an t e s  ( M i l an Gua s c h , 1 9 8 8 ) .  

A DM I D  é c o n s i d e rad a d o e n ç a  aut o - i mu n e  e s u a  p r e d i spo s i ç ão 

g e né t i c a é d e t e rm i nad a , e m  p a r t e , p o r u m  ou  ma i s  g e n e s  

d e  h i s t o c ompat i b i l i dade . 

c o m  ma i s  d e  u m  i nd i v í d u o  

c od i f i c ad o s  n o  c omp l ex o  p r i nc i pa l  

E s t ud o s  d e  p o pu l aç õ e s  e d e  f am í l i a s  

a f e tado , i nd i c am q u e  p e l o  m e n o s um g en e  e s t á  i nt i mamen t e  

a s s o c i ad o  a o s g e n e s H LA d e  c l a s se I I . 

A DM I D  é uma d o e nç a  c o m  f o r t e  re l a ç ã o  c o m  o s i s t ema H LA 

( c ap í tu l o 1 .  3 .  3 .  5 . ) , d e v e nd o - s e  s a l i e n t a r  à s  a s s o c i a ç õ e s  c o m  H LA ­

B 1 5 ,  B 8 , D R 3 , D R4 , DQW2 , DQW8 , A 3  ( DQA 1 } ( S i n g a l , 1 9 7 4 ; 

Sve j gaard , 1 9 8 0 ; S a c h s , 1 9 8 0 ; J o hn s t o n , 1 9 8 3 ; F a r i d , 1 9 7 9 ; K i m , 

1 9 8 5 ; T i war i , 1 9 8 5 ; T o d d , 1 9 8 7 ; N e p o n , 1 9 8 9 ; S emana , 1 9 8 9 ) . O s  

hapl ó t i po s  D R 3 - DQW 2 e DR4 - DQW 8  s ã o  ma i s  f r e qü e nt e s  ent re o s  

d o e n t e s  n a s  raç a s  b r a n c a  e ne g r a . O a l e l o  DQW8 não é 

po s i t i vame n t e  a s s o c i ad o  em j apone s e s , a s s im c omo DQW 2 . A 

a s s o c i ação ma i o r  n e s t a  ú l t i m a  r a ç a  é c o m  o a l e l o  A 3  d e  DQA l . O 

H LA - DR 3 é raro e n t re o s  j ap o n e s e s  e í nd i o s  ame r i c ano s ( Todd , 

1 990 ) . 

Re c e n t em e nt e , f i c o u  e s t a be l e c i d a  a e x i s t ênc i a  de t r ê s  

c a t e g o r i a s d e  as s o c i aç õ e s  c o m  a DM I D . A a s s o �i aç ã o  po s i t i va e s t á  

re l ac i o nad a c o m  u m a  f re qu ê n c i a  e s t at i s t i c ame n t e  ma i s  e l evada d e  

c e rt o s  al e l o s  o u  h a p l ó t i po s  n o s  pac i en t e s ,  e m  c omparação c om o s  

c o n t ro l e s  ( r i s c o  r e l a t i vo a c i ma d e  1 e X2 s i gn i f i c an t e ) A 

as s o c i aç ão n e g a t i v a  r e l ac i ona- s e  c om o o p o s t o  ( RR aba i x o  d e  1 ) ,  

enquan t o  a neu t ra n ã o  d e m on s t ra a s s o c i a ç ã o  ( T o dd , 1 9 8 7 ) .  

o s e q ü e n c i ame n t o  d o  p r i me i ro d om í n i o  d a s  c ad e i a s  d e  DQ� d o s  

al e l o s  d e  pac i e n t e s  c o m  a DM I D  e c o n t ro l e s  po s s i b i l i t o u  a 
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d e mo n s t r a ç ã o  d e  que o am i no ác i do da po s i ç ão 5 7  é um á c i d o  

a s p á rt i c o  ( As p ) , q u ando o s  a l e l o s  s ão d e  a s s o c i aç ão n e g a t i v a  e 

A l a , Val o u  S e r , quando a a s s o c i aç ão é po s i t i va ( T ab . 1 3 . 1 .  ) .  I s t o  

e qu i va l e  a d i z e r  qu e  a p r e s e n ç a  d o  ác i do a s p á r t i c o  n a  mo l é c u l a  

d e  D Q  c o r r e l ac i ona- s e  c o m  p r o t e ç ão à d o e n ç a , e nq u an t o  a p r e s e n ç a  

d e  o u t r o  am i noác i d o  p r e d i s p õ e  p a r a  a me sma ( To d d , 1 9 8 7 ; T o d d , 

1 9 8 8 ) . O s  r e s u l tado s e n c o n t r ad o s  n a  1 i t e r a t u r a  d e mo n s t r am que 9 0 % 

d o s  pac i e n t e s  c au c a s ó i d e s  a p r e s e nt am - s e  homo z i g o t o s  p a r a  DQ� A s p  

n e g a t i v o , e nq u an t o  n e n hum f o i e n c o n t rad o homo z i g o t o  p a r a  A s p  
.. 

po s i t i vo ( T odd , 1 9 8 7 ) . Ou t r o  e s tu d o  apre s e n t o u  r e su l t ad o s  

s e m e l hant e s , c omo 9 6% d o s  p a c i en t e s  h o mo z i g o t o s  p a r a  A s p  n e g at i vo 

( M o r e l , 1 9 8 8 ) 

D i  ve r s o s  g rupo s t ê m  i nve s t i g ad o  o s i s t ema H LA e n t r e  o s  

d e s c e nd e n t e s d e  e s panhó i s c o m  DM I D . Fo i e n c o nt rad o um exc e s s o  d e  

f e nó t i po s  H LA - DR 3  e D R 4  e m  mex i c ano s e n e g ro s n o r t e - am e r i c an o s  

( Z e i d l e r , 1 9 8 0 ) . Ou t ro t ra b a l h o  d e mo n s t ro u  a e sp e rada a s s o c i ação 

c om o H LA - DR 3  e DR4 e n t re mex i c ano s d i ab é t i c o s ; e n t r e t ant o , 

t amb é m  f o i e n c o n t rada f o r t e  as s o c i aç ão c o m  H LA - DQW 3 ( Ro d r i gu e s , 

1 9 8 7 ) . O s  r e s u l t ad o s d a  t i pa g e m  d e  d i ab é t i c o s  n a  E s panha 

dem o n s t ro u  a f reqüênc i a  e l evada d e  H LA - B 1.8 , H L A - D R 3  e DR4 

( Arna i z -V i l l e na ,  1 9 8 4 ) .  Um e s tu d o  r e a l i z ad o  e n t r e  d e s c e nd e n t e s  

d e e s panhó i s  n a  c i dad e d e  N o v a  Yo r k  demo s t ro u  t ambém e x i s t i r  

ex c e s s o  d e  H LA - D R 3  e D R 4  e n t r e  o s  d o ent e s , a s s i m  c omo f o i  

en c o n t rad a uma f re qü ê nc i a  d e  s omen t e  9 %  d e  D R 3  e n t r e  o s  c on t ro l e s  

( Ru b i n s t e i n , 1 9 9 0 ) . N o  B r a s i l  f o i  e n c o n t rad a  uma f r e q ü ê n c i a  

e l e v ad a  d e  H LA - DR 3  e DR4 e n t r e  o s  p a c i e n t e s  c o m  DM I D  ( E i z i r i c k , 

1 9 8 7 ) .  
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O o b j e t i vo d e s t e  e s t u d o e s t á  em p r o c u r a r  c o nhec e r  a s  c au s a s  

d a  ba i x a i n c i d ê n c i a  d e  DM I D  n o s i nd i v í du o s d e  d e s c e nd ê n c i a  

h i s p ân i c a , h ab i t an t e s  d o  E s t ad o  d o  C o l o rado . A c o op e r a ç ã o  

c i e n t í f i c a  e n t r e o L ab o r a t ó r i o  d e  G e né t i c a M o l e c u l a r  d a  D i abe t e  

( De p a r t ame n t o  d e  C i ru rg i a  d a  Un i ve r s i d ad e d e  Ox f o rd ) e o 

De pa r t ament o de Ep i d e m i o l o g i a  d a  Un i ve r s i dade d o  C o l o r ado ( EUA ) 

é q u e  p o s s i b i l i t o u  o e s t u d o  d o  p o l i mo r f i s mo H LA n o s  pac i en t e s  e 

c o n t ro l e s . 
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MA T E R I A L E M � T O D O S 

3 . 1 . MATBRIAL 

3 . 1 . 1 .  AMOSTRAS INDIVÍDUOS , PAC I ENTES E CONTROLES 

1 2 7 

3 . 1 . 1 . 1 .  I DENTIFICAÇAO E CARACTERIZAÇAO DE ANT ICORPOS ANT I -HLA 

, 

EXTRA I DOS DE PLACENTAS HUMANAS . 

Um t o t a l  d e  2 6 0 0  p l ac e n t a s  f o ram c o l e tadas na mat e rn i d a d e  

d o  H o s p i t a l  d e  C l í n i c as d e  P o r t o  A l e g re e d a  Santa C a s a  d e  

M i s e r i c ó rd i a , a s s i m c omo em h o s p i t a i s  · de C u r i t i ba e B e l o  

H o r i z o nt e . 

A s  p l a c e n t a s  f o ram o b t i da s  no mome n t o  d o  pa rt o  e 

i me d i a t am e n t e  c o l o c ad as e m  s ac o s  p l á s t i c o s  d u p l o s  e re f r i g e r a d a s . 

A n t e s  d e  de c o r r i das 2 4  h o r a s , f o ram c o r t ad a s e m pedaç o s  g r a nd e s  

( d e n t r o  d o  p ró p r i o  s a c o ) e c o l o c ad a s  num fun i l de v i d ro , d re n a n d o  

o s o r o p a r a  d e n t r o  d e  um Be c ke r . A s  p l ac e n t a s  f o ram d e l i c a d ame n t e  

e s p r e m i d a s  apó s 2 ho r a s , e s p e r a nd o - s e  ma i s  3 0  m i nu t o s  p a r a  
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c o l e t a r  o s o r o . E s s e  f o i  s e pa rad o , apó s d uas c e n t r i f u g aç õ e s , p o r  

1 0  m i nu t o s  a 2 5 0 0  rpm . O v o l ume f i na l· · v a r i o u d e 3 5  a 1 2 0  m l  d e 
s o ro , s e nd o  d e s c a r t ad a s  a s  amo s t r a s  c om v o l ume i n f e r i o r . A s  

p l ac e n t a s m a i o re s  s ão a s  qu e  p ro d u z e m  ma i s  s o r o , s e nd o  

p r e f e r e n t e me n t e  ap r o v e i t ad a s  e o s o r o c o n g e l ad o  a - 2 0 QC . Um p o n t o  

d e  máx i ma i mp o r t ân c i a é a c e n t r i f u g a ç ã o  d e  t o d o s o s  s o r o s  d e  

p l a c e n t a  i me d i a t ame n t e  ant e s  d o  u s o  n a s  p l ac a s  d e  T e r as a k i , po i s  

s emp r e  p r e c i p i t a  a l g uma p ro t e í na qu e  p o d e  p r e j ud i c ar a l e i t u r a . 

A pe s q u i s a  d e  ant i c o rpo s  d e  c l as s e  I f o i r e a l i z ada pe l o  

m é t o d o  d e  l i n f o c i t o t o x i c i d ade d e  a c o rd o  c om o d e s c r i t o n o  

c ap i t u l o  3 . 2 . 1 . 2 . , u t f l i z an d o - s e  pl ac a s  d e  6 0  o r i f í c i o s  c o m  1 u l  

d e  c ada s o ro p o r  l u g a r . A c ada 3 6 0  p l ac e n t a s  ( 6  p l acas ) ,  

r e a l i z amo s uma p ro v a  c ru z ada c on t r a  c é l u l a s  de um p a i n e l  de 5 0  

i nd i v í du o s  n o rma i s  c o m  o HLA bem carac t e r i z ad o . 

T o d a s  a s  p l a c e n t a s p o s i t i v a s  f o ram s e pa rada s  para po s t e r i o r  

Pe s qu i s a d e  a n t i c o rpo s ant i - c l a s s e I I , r e a l i z ad a  apó s a a b s o rç ão 

d o s ant i c o rp o s d e  c l as s e I c om p l aqu e t a s  humanas ( c ap í t u l o  

3 . 2 . 1 . 4 . 2 .  ) .  U t i l i z o u - s e  c o n c e n t rado d e  paque t a s  d e  pe l o  me n o s 

1 0 0 d o ad o r e s . A e n c u ba ç ão d o s  s o ro s  c o m  a s  p l aque t a s , p r o po rc i o n a  

a re t i r ada d o s  ant i c o rpo s ant i - H LA - A , B e C que ade rem a o s 

re s pe c t i v o s  ant í g e n o s p r e s e n t e s  n a s  p l aqu e t a� .  C o mo e s s a s  c é l u l as 

s ão d e s p r o v i d a s  d e a n t í g e n o s  d e  c l a s s e  I I ,  o s  ant i c o rp o s an t i - DR 

e DQ pe rmanec e m n o s o ro a s e r  t e s t ado c o n t r a um p a i ne l  d e  3 0 

c é l u l a s d e  pa c i e n t e s  p o r t ad o r e s  d e  l e u c e m i a l i n f á t i c a  c r ô n i c a 

( L L C ) .  E s s a s  c é l u l a s  s ão 1 i n f ó c i t o s  B e f o r am c a r ac t e r i z ad a s 

P re v i ame n t e p a r a  s e u s  a n t í g e no s H LA , pe rmane c e n d o  c o n g e l ada s e m  

X l í q u i d o a t é  0 u s o  ( c ap í t u l o  3 . 2 . 1 . -1 . 3 . ) .  O me smo mé t o d o d e 

l i n f o c i t o t o x i c i d a d e  f o i u t i l i z ado pa r a  a p r o v a c ru z ad a  e n t r e o s  
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s o r o s  d e  p l ac e n t a  a b s o rv i d o s c o m  p l aqu e t a s  e a s  c é l u l a s  de L L C . 

A ú n i c a  d i f e r e n ç a f o i  a e n c u baç ã o c om o c o mp l eme n t o  d e  c o e l h o , 

u t i l i z and o - s e  2 h o r a s  n a  p e s qu i s a  de ant i c o rp o s  snt i - c l as s e  I I , 

c o n t ra 1 h o ra na d e  c l a s s e  I .  A n e c e s s i d ade d a  u t i l i z a ç ã o  de 

c é l u l a s B d e v e - s e  a o  f a t o  d e  q u e  o s  ant í g e n o s de c l as s e  I I  não 

s ã o  expre s s o s  em l i n f ó c i t o s  T ,  pe l o  meno s e m  c o nd i ç õ e s  n o rma i s . 

3 . 1 . 1 .  2 .  INVESTIGAÇÃO DE PATERNI DADE NO RIO GRÀNDE DO SUL : 

RESULTADOS DA UTI L I ZAÇÃO DA I MUNOGENiTI CA DO HLA • 

•.. 

A u t i l i z aç ão d o  s i s t ema H LA no s c a s o s  d e  i nve s t i g ação 

de pat e rn i dade f o i  i nt r o d u z i d a  no R S  em 1 9 8 6 , t endo · s i do 

ava l i ad o s  s ome n t e  4 c a s o s  n e s t e ano . A s e gu i r  f o ram re al i zad as 

1 5  aval i aç õ e s  e m  1 9 8 7 , 1 1  e m  1 9 8 8  e 3 6  em 8 9 - 9 0 , t o t al i z ando 6 6  

c a s o s . 

O s  t e s t e s  u t i l i z ado s f o ram a t i p ag e m  H LA - A  e B p a r a  a 

ma i o r i a d o s  cas o s , s e nd o  que a t i  pa g em d o s  g rupo s s an g u í n e o s  ABO , 

Rh ( C c DEe ) e MN S s  f o i t ambém a s s o c i ad a em c a s o s e s pe c i a i s . A 

r e f e r i d a t i pag em f o i  nec e s s á r i a  para a l c ançar a s i g n i f i c ânc i a  

d e s e j ad a , o u  para r e s o l ve r  p ro b l emas re l at i vo s a o  t e s t e  H LA . 

U t i l i z o u - s e  o mé t o do de  l i n f o c i t o t o x i c i d ade d e s c r i t o  n o  c ap í t u l o  

3 . 2 . 1 . 2 .  e a ag l ut i na ç ã o  e m  tubo p a r a  o s  g rupo s s a ng ü í n i o s . 

3 . 1 . 1 . 3 .  RESULTADOS DOS TRANSPLANTES RENA I S  NO R I O  GRANDE DO SUL . 

O e s t u d o  f o i  r e a l i z ad o  a p a r t i r  d e  2 5 0  t r an s p l ant e s , s e nd o  

1 5 8 c o m  d o ad o re s  v i v o s r e l ac i o n a d o s  e 9 2  c o m  d o ad o re s  c ad ávere s .  

E s s e s  t ra n s p l a n t e s f o r am r e a l i z ad o s  e m  d i  v e r s o s  ho sp i t a i s de 
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P o r t o  A l e g r e . 

1 3 0 

O s  pac i e n t e s  r e na i s c rô n i c o s , c and i d at o s  a t r a n s p l a n t e c o m 

d o ad o r  v i v o - re l ac i onado , f o r am t i pado s j un t o  c o m  s e u s  p o s s í v e i s  

d o ad o r e s  p a r a  o s i s t e ma H LA - A  e B ,  a s s i m c o mo r e a l i z a r am a p r ova 

c ru z ad a . O mé t o d o  u t i l i z ad o  f o i o d e  l i n f o c i t o t o x i c i d a d e  d e s c r i  t o  

n o  c ap í t u l o 3 . 2 . 1 . 2 .  

O s  pac i e n t e s  c and i d a t o s  a t ran s p l a n t e  c o m  r i n s  d e  c ad áv e r  

f o ram c o l o c ad o s  e m  l i s t a  d e  e s pe ra , s e nd o  aval i ad o s  para a 

p r e s e n ç a  d e  ant i c o rpo s ant i -HLA a c ad a  5 me s e s , u t i l i z ando - s e  u m  

p a i n e l  d e  c é l u l a s  d e , n o  m í n i mo , 4 0  i nd i v í duo s n o rma i s . A 

av a l i a ç ã o  p ré - t r a n s p l ant e  f o i  a p ro v a  c ru z ad a  s imp l e s  c om s o r o 

d o s  r e c e p t o r e s  c o n t r a o s  l i n f ó c i t o s  d o  d o ad o r .  A c ompa t i b i l i d ad e 

c om o g ru p o  s angü í ne o  ABO f o i s e mp re r e a l i z ada e o s  pac i e n t e s  

f o ram a g r u p ad o s d e  a c o rdo c om e s s e  s i s t ema . Quando o d o ad o r e r a 

i de n t i f i c ado , o s e u  g rupo s angu í n e o  e ra c l a s s i f i c a d o  e o s  s o ro s  

d o s  r e c e p t o r e s  c o mpa t í ve i s  e r am t e s t ad o s  c o n t r a  o s  l i n f ó c i t o s  

re t i r ad o s  d o s  l i n f o n o d o s d o  d o ado r ( c ap í tu l o  3 .  2 . 1 .  1 .  3 .  ) . O s  

t ra n s p l an t e s f o ram r e a l i z ad o s  s em ava l i aç ã o  d a  c ompa t i b i l i d ade 

H LA e n t r e o d o ad o r  e o r e c e p t o r . 

A l g u n s  pac i e n t e s  t ran sp l an t ad o s  c o m  r i n s d e  d o a d o r v i v o ­

r e l a c i o n a d o , r e a l i z a ram t rans f u s ão e sp e c í f i c a d o  d o ado r ( DS T ) , 

u t i l i z ando o mé t o d o  d e  S a l v a t i e r ra ( c ap í tu l o  1 . 4 . 5 . 3 .  ) .  

A p a r t i r  d e  1 9 8 8 , f o i o r g an i z ad o  um e s c r i t ó r i o  p a r a  a 

p r o c u r a  d e  d o ad o re s  c adáve r e s . E s t e  f o i um ma r c o  pa r a  uma me l h o r  

c ap t a ç ã o  d e  r i n s  e c ó rn e a s , e s t i mu l ando t ambém o s  t ra n s p l ant e s  

d e  c o r a ç ã o , pânc r e a s  e p u l mão e m  P o r t o  A l e g re . 
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3 .  1 .  1 .  4 .  AVAL I AÇÃO DO S I S TEMA HLA EM PAC I ENTES COM LEUCEM IA 

LINFÁT I CA CRÔN I CA . 

O s  pac i e n t e s  ( 1 2 0 ) f o ram d i a g no s t i c ad o s  n o  Dep a r t ame n t o  d e  

H e ma t o l o g i a  d o  H o s p i t a l J o hn Rad c l i f f e , e m  Ox f o r d . A aval i a ç ã o  

i n i c i a l c o n s t o u  de exame f í s i c o , p ro v a s  l abo r at o r i a i s  e 

m e d u l o g rama . Amo s t ras d e  s an g u e  ( 1 0 m l ) f o ram c o l e tadas d u r a n t e  

o s  e x ame s d e  r o t i na m e n s a l . O s  l i n f ó c i t o s  fo ram s e parad o s p o r  

g rad i e n t e  d e  F i c o l l - H yp aq u e  e c o ng e l ad o s e m  n i t r o g ê n i o  l í q u i d o  

( c ap í t u l o  3 . 2 . 1 .  4 .  3 .  ) ··. A s  amo s t r a s  c o n g e l adas f o ram as q u e  

c o n t i nh am g rande p r e d o m i nânc i a  l i n f o c i t á r i a  B ,  t e ndo s i d o  

p o s s í v e l  e s t o c a r  re g u l a r núme r o  d e l as . 

A t i pa g e m  H LA f o i  real i z ad a  n a  p r i me i ra amo s t r a  d e  c ada 

pac i e n t e , p o s s i b i l i t ando o r g an i z a r  um pa i n e l  d e  c é l u l a s  bem 

c a r a c t e r i z ad a s  para os an t í g e n o s  H LA-A , B ,  C ,  DR , DQ . D e v i d o  ao 

g ra n d e  núme r o  d e  l i n f ó c i t o s  B n o  s angue dos pac i e nt e s , não f o i  

n e c e s s á r i o  s e parar a s  s u b - p o p u l aç õ e s . A s  t i pag ens f o ram 

r e al i z a d a s  pe l o  mé t o d o  d e  l i n f o c i t o t o x i c i d ad e , i n i c i al me n t e  pe l o  

c o n t r a s t e  d e  f a s e  ( Te ra s a k i , 1 9 6 4 ) e p o s t e r i o rme n t e  p o r  

i mu n o f l u o r e s c ê nc i a  c o m  Dynabe a d s  ( c ap . 3 . 2 . 1 . 2 . ) c om 1 2 0 

ant i c o rpo s para o s  ant í g en o s d e  c l a s s e  I e 1 2 0 para o s  d e  c l a s s e  

I I , A d i f e re n ç a  ma i o r  e n t r e a s  t i pa g e n s  f o i  a u t i l i z aç ã o  d e  

c o mp l e m e n t o d e  c oe l h o  pu ro p a r a  c l a s s e  I ( 6 0 m i n  d e  e n c u b a ç ã o ) 

e c o m  5 %  d e  s o r o humano A B  pa ra c l a s s e  I I  ( 1 2 0  m i n . d e  

e n c u b a ç ã o ) .  

O s  c o n t r o l e s  para e s t e  e s t u d o  f o ram 3 6 7  i nd i v í d u o s  

s au d á v e i s  p e r t e n c e n t e s  a o  pa i ne l  d o  L a b o r a t ó r i o  d e  T i pa g e m  d e  

Te c i d o s  d o  N u f f i e l d  D e p a r t me n t  o f  S u r g e ry , Un i v e r s i dade d e  
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Ox f o r d . O s  l i n f ó c i t o s d e s s e s  pac i e n t e s  j á  t i nham s u a s  

c a r a c t e r í s t i c a s  H LA c o nhe c i d a s , n ã o  t e nd o  s i d o  s e l e c i o nado s , m a s  

s i mp l e s me n t e  u t i l i z ad o s  t o d o s o s  p e r t e n c e n t e s ao p a i ne l . Am b a s  

a s  amo s t ra s  s ã o p ro v e n i e n t e s  d e  i nd i v í du o s  i n g l e s e s  d e  r a ç a 

b r a n c a , o r i u n d o s d a  m e s m a  r e g i ão d a  I n g l a t e r ra . 

O e s t u d o  c o n s t o u  d e  t i p a g e m  d o  p a i n e l  d e  L L C , p r o c u r an d o  

d e f i n i r  o m a i o r  náme r o  d e  ant í g e no s , c á l c u l o  d a  f �e q ü ê n c i a  d e  

f e nó t i p o s  e g e n ó t i p o s  d e  ambas a s  amo s t r a s , a s s i m  c omo o r i s c o  

r e l a t i v o  e t e s t e s  d e  s i g n i f i c ânc i a  ( c ap i t u l o  3 . 2 . 5 .  ) .  

A t i  p a g e m  H LA d e  c l a s s e  I I  p o r R F L P  e s t á  d e s c r i  t a  c o m  

d e t a l h e s  n o  c a p i t u l o  3 .  2 .  3 .  ( B i dwe l l , 1 9 9 0 ) ,  mas , e m  r e s u m o , 

p r o c e d e u - s e a e x t r a ç ã o  d o  DNA p e l o  m é t o d o  d e  M i l l e r  ( s a l t i n g - o u t ) 

( c ap í t u l o  3 . 2 . 2 . ) p a r a  apó s d i g e r i r  o DNA c o m  a e n z ima Taq l . A 

e l e t r o f o re s e  f o i r e a l i z ad a , s e g u i d a  d a  t r ans f e r ê n c i a  d e  S o u t h e rn 

d o s  f r a g me n t o s  d e  DNA p a ra uma me m b r a n a  d e  nyl o n . A h i b r i d i z aç ão 

f o i f e i t a  c o m  a s  s o nd a s  pRTV 1 e p 1 1 - � - 1 , p a r a  a i d e n t i f i c a ç ã o 

d e  a l e l o s  d e  DRB l e DQB 1 . A au t o - rad i o g r a f i a  p o s s i b i l i t o u  a 

a n á l i s e d a s  b a n d a s  c a r ac t e r í s t i c a s  d o  p o l i mo r f i s m o  H LA d e  c l a s s e  

I I .  

3 . 1 . 1 . 5 .  ESTUDO DO S I STEMA H LA NA D IABETES INSUL INO- DEPENDENTE : 

� , 
AVAL IAÇÃO DA FREQUENC IA DOS ANT I GENOS E DOS GENES NA POPULAÇÃO 

A A 

NORTE-AMERI CANA DE OR I GEM H I SPAN I CA E ANGLO- SAXON I CA . 

O e s t u d o d o  s i s t e m a  H L A  n a  D i a b e t e s  M e l l i t u s  I n s u l i n a -

D e p e n d e n t e  f o i r e a l i z ad o  e m  p ac i e n t e s e c o n t r o l e s  p r o ve n i e n t e s  

d o  E s t ad o d o  C o l o r a d o  ( EUA ) . T o d o s o s  pac i e n t e s  p e r t e n c e m  a o  
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Reg i s t ro d e  DM I D  d aq u e l e E s t a d o  e f o r am. d i a g n o s t i c ad o s  an t e s  d o s  

1 8  a n o s d e  i d ad e . O s  c o n t ro l e s  f o ram i nd i v í du o s  n o rma i s ,  

s e l e c i o n ad o s p a r a  ap r e s e n t a r e m  a s  m e s m a s  c on d i ç õ e s  d e  i d ad� s e x o  

e e t n i c i d ade . A p e s q u i s a e nvo l ve u  5 3  d i a bé t i c o s d e s c e nden t e s  d e  

e s p a n h ó i s  ( h i s p ân i c o s ) ,  4 8  c o n t r o l e s  h i s p ân i c o s , 6 4  d i ab é t i c o s  

c au c a s ó i d e s não h i s pân i c o s ( ang l o s ) e 6 7  c o n t r o l e s  an g l o s . A 

c o l e t a d o  s an gu e d o s  i nd i v í d uo s f o i  re a l i z ad a p e l a  e qu i p e  d e  

e p i d e m i o l o g i a  d a  Un i ve r s i dade do C o l o rad o . O s  l i n f ó c i t o s d o 

s ang u e pe r i f é r i c o f o ram s ep a r ad o s  po r g rad i e n t e  d e  d e n s i d ad e  c om 

F i c o l l - H ypaqu e , c o ng e J:ad o s e m  n i t ro g ê n i o  l í qu i d o  e e nv i a d o s pa ra 

o e s t ud o d o  p o l i mo r f i smo H LA na Un i ve r s i dad e de Ox f o r d . 

Os t e s t e s  s o ro l ó g i c o s  f o ram r e a l i z ad o s  c o m  o mé t o d o  de 

1 i n f o c i t o t o x i c i dade ( T e r a s a k i , 1 9 6 4 ) d e s c r i t o  n o  C ap í t u l o  3 .  2 .  1 .  1 

a 3 . 2 . 1 . 3 . , u t i l i z ando - s e  uma bate r i a  d e  ant i - s o ro s que 

pe rm i t i ram a t i pag em H LA - A , B , DR e DQ . Os r e s u l t ado s d e  DQ não 

f o ram l evad o s  e m  c o n s i d e ra ç ã o  por s e rem l i m i t ado s , po r e s t e l o c o  

não s e r b e m  d e f i n i d o pe l a  so ro l o g i a e po r d i spo rmo s d o s 

r e s u l t ad o s  d a  t i pa g em p o r DNA , c o n s i d e rado s s u pe r i o re s . 

A t i pag em m o l e c u l a r u t i l i z ou l e u c ó c i t o s  d o  s an g u e  

pe r i f é r i c o  q u e  f o ram s e p a r ad o s  apó s c e nt r i f u g a ç ã o  e c o ng e l ado s 

à - 8 0 Q C  a t é  o moment o d a  e x t ração d o  DNA ( M i l l e r  1 9 8 8 ) ,  d e s c r i t o 

m i nu c i o samente no c ap í tu l o  3 . 2 . 2 .  

A amp l i f i c a ç ão d o  DNA f o i r e a l i z ad a  p e l o  mé t o d o  d a  r e a ç ã o  

e m  c ad e i a d a  p o l i me r a s e  ( PC R ) , c o m o aux í l i o  d a  e nz i ma T a q  

p o l i me ra s e  e c o m  o t e rm o c i c l o d a  P e rk i n E l m e r s - C e t u s  ( S a i k i , 

1 9 8 5 ; H o rn , 1 9 8 8 ; M o r e l , 1 9 8 7 ; S a i k i , 1 9 8 6 ; T o d d , 1 9 8 7 ) .  O 

p r o t o c o l o  u t i l i z o u d u a s  r e aç õ e s  d e  amp l i f i c aç ã o  c o m  3 2  c i c l o s 

c ad a  uma e c om vo l ume s d e  2 5  u l  e 5 0  u l  r e s p e c t i v amen t e . DQA l f o i  
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amp l i f i c ado c o m  o s  p r i me r s  2 6 a e 2 7 a na p r i me i ra reação e 1 u l  

de s t e  p ro d u t o  f o i amp l i f i c ad o  novame n t e  c om o s  p r i rne r s  2 6 a e 2 7 b 

na s e g un d a  r e a ç ão . DQB 1 f o i  amp l i f i c a d o  c om o s  p r i me r s  GAMPDQXB 2 

e GL PDQB 3 na  p r i me i ra r e a ç ão , s e nd o  q u e  1 u l  de s t e  p r o d u t o  f o i 

amp l i f i c ad o  na  s e g unda r e a ç ã o  c om o s  p r i me r s  GAM PDQXB 2 e G L P DQB 2 

( Todd , 1 9 9 0 ) .  

A h i b r i d i z ação c om a s  s o nd a s  d e  o l i g o nu c l e o t í d i o s s i n t é t i c o s  

marc ado s c o m  3 2 P  e a p o s t e r i o r  au t o - rad i o g ra f i a  po s s i b i l i t o u  a 

i d e n t i f i c aç ão d o s  a l e l o s  d e  DQB 1 ( DQW4 , DQW5 , DQW 6 , DQW 7 , DQW8 

e DQW 9 l e do s d e  DQA 1 " ( A 1 , A 2 , A 3 , A 4 ) .  O s  a l e  l o s  d e  DQA 1 e s tão 

a s s o c i ad o s  c om e spe c i f i c i d ade s  H LA - DR e t e m  s i d o  c l as s i f i c ad o s  

em 4 f am í l i as ( S c ha r f , 1 9 8 6 ; Todd , 1 9 9 0 ) : A l  a s s o c i ado c om D R 1 . 

DR2 e DRW 6 ; A 2  c om D R 7 ; A 3  c o m  DR4 e DR9 ; A 4  c o m  DR3 , DR5 e DRW8 . 

C ada a l e l o  f o i  d e t e rm i nado p o r  s u a  s o nda c o mpl eme n t a r  e spec í f i c a 

em h i b r i d i z ação em membr a n a s  d e  n i  t r o c e l u l o s e e l avadas de ac o rdo 

c o m  a t empe ratura e sp e c í f i c a  de  c ada s o nda ( Tab . 2 . 3  l .  Os 

r e s u l t ad o s  p o s i t i vo s  s ã o  o b s e rvad o s c orno manc has ne g ra s  na aut o -

rad i o g ra f i a  e o s  ne g a  t i  v o s c omo e spaç o s  e m  b ranc o e n t re o s  

pos i t i v o s  ( F i g . 2 . 3 . ) .  o DNA d e  c é l u l a s  homo z i g o t a s , 

i mo rt a l i z adas p e l o  v í ru s  de  Ep s t e i n  Bar , f o i u t i l i z ado como 

c o n t ro l e  d a s  h i b r i d i z a ç õ e s . A s  s e g u i n t e s  amo s t ra s  homo z i g o t � -

prove n i e n t e s  d o  U n i t e d  K i n g d orn T ran s p l ant S e rv i c e , • • 

amp l i f i c ad a s  e ad i c i o na d a s  em c ada m e m b r an a : DBB 3 8  ( DR 7 , DW 1 1 , 

DQW 9 ) ,  H OM ( D R l , DW 1 , DQW 5 ) , P G F  ( DR 2 , DQW 6 ) ,  QBL ( DR3 , DQW 2 ) ,  

L UYA ( DRW 8 , DQW4 ) ,  MADURA ( DRW8 , DQW4 ) ,  P E  1 1 7  ( DR4 , DQW8 , A 3 ) .  

O s  d e t a l h e s  da r e a ç ã o  d o  P C R  p o d e m  s e r  e n c o n t rad o s  n o  c ap í t u l o  

3 .  2 .  4 .  

A anál i s e e s t a t í s t i c a  u t i l i z o u  o t e s t e  d o  r i s c o  re l at i vo d e  
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W o l f - A l d a n e  , o c á l c u l o d a  v a r i ãn c i a , o c á l c u l o d o  X 2  e o v a l o r  

d a  p r o b a b i l i d ade ( p ) . O ú l  t i m e v a l o r  f o i  mu l t i p l i c ado pe l o núme r o  

d e  a l e l o s  e s t ud ad o s , s e n d o  d e  2 2  p a r a  os  d e  c l a s s e  I I  e 5 0  p a r a  

o s  d e  c l a s s e  I , c o n s i d e rando - s e  " s i g n i f i c an t e " v a l o re s  ac i m a d e  

p = 0 . 0 5 .  O s  d e t a l h e s e e x emp l o s p o d e m  s e r  e n c o n t rado s n o  c ap í t u l o 

3 . 2 . 5 . 

3 . 1 . 2 .  REAGENTES 

3 . 1 . 2 . 1 .  C i t ra t o  T r i s só d i c o  ( CT S - ant i c oagu l ante ) 

D i s s o l v e r  7 6  gm CTS em 2 l i t r o s  d e  H 2 0  d e i o n i z ada ( s o l ução d e  C T S  

a 3 .  8 % ) . E s t e r i l i z a r  c om f i l t ro d e  2 2  m i c ro n  e guard a r  n a  

t empe r a t u r a  amb i en t e . U s a r  2 . 5  ml p a r a  c ad a  2 0  ml d e  s ang u e . 

3 . 1 . 2 . 2 .  E r i t ró c i t o s  d e  Carne i ro T ratados c om Neu ram i n idase 

D i s s o l v e r  N e u r am i n i d a s e  ( T i p o  V ,  S i gma ) e m  á g u a  de s t i l ad a  p a r a  

d a r  a c o nc e n t raç ão d e  1 u n i d ad e / m l .  Gu a rd a r c o n g e l ad a  a - 4 0  Q C , 

e m  a l í q u o t a s  d e  1 5 0 u l , p ro n t a s p a r a  u s o . 

1 .  L a v a r  o s  e r i t r ó c i t o s  3 x c o m s a l i n a , c e n t r i fu g and o  p o r 7 

m i n / 1 8 0 0 r p m . Re t i rar a c amad a r i c a  em l e uc ó c i t o s  ( bu f f y c o a t ) 
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ant e s  d e  c ad a  c e n t r i f u g aç ã o . 

2 .  P a r a  1 0  m l  d e  PBS ad i c i o n a r  0 . 6  m l d e  s ed i m e n t o d e  e r i t ró c i t o s  

e 3 0 0  u l  d e  n e u ram i n i d as e . 

3 .  M i s t u ra r  e e n c u b a r  3 0  m i n a 3 7  Q C , c o m  a g i t aç ã o  i n t e rm i t e n t e . 

4 .  L a v a r  o s  e r i t ró c i t o s  t ra t ad o s  p o r  2 ve z e s  c om P B S  e 

r e s s u s p e nd e r e m  5 0  m l  d e  PBS . 

5 .  G u a r d a r  a s o l uç ão à 4 Q C  p o r 1 s emana . S e  .as c é l u l a s 

apr �s e n t a r e m  u m  pou c o  d e  hemó l i s e , l av a r  n o v ame n t e  c o m  PBS o u  

d e s c a r t a r . 

3 . 1 . 2 . 3 .  Po l ybrene ( S i gma Comp . ) 

P re p a r a r  uma s o l u ç ão e s t o q u e  d e  5 %  em á g u a  d e s t i l ada . Guardar à 

4 Q C  e p a r a  o u s o , d i l u i r  1 : 3 0 e m  P B S . D e v e  s e r  p re parada f r e s c a  

a c ada d i a . 

3 . 1 . 2 . 4 .  Tampão G i deon Go l d s t e i n  

M i s t u ra r  8 . 2 9 g d e  NH 4 C L ,  3 7  mg de EDTA d i s s ó d i c o  e 1 g r  d e  KH C 0 3  

e m  1 l i t ro d e  á g u a  d e s t i l ad a . A j u s t a r  o pH para 7 . 3  ( no t a r  q u e  

o p H  d e s t e  t ampão n ã o  é e s táve l q u ando de i x ad o  abe r t o  o 

r e c i p i e n t e , s e nd o  me l h o r  a l i qu o t á - l o  e m  t u b o s  c o m  c e rc a  d e  1 0  

m l ) .  

3 . 1 . 2 . 5 .  Eo s i na Y ( S i gma Comp . ) 

P re p a r a r  s o l u ç ão a 5 %  e m  água d e s t i l ad a  e f i l t ra r . Gu a r d a r  a 

t e mpe r a t u r a  amb i e n t e . F i l t ra r  uma ve z  po r s e mana . 
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3 . 1 . 2 . 6 .  Fo rmal i na ( 3 7 - 4 0% w/v Fo rmalde í d o , BDH ) 

Para u s o  o f o rmal d e í d o é d i l u í d o - 4 p a r t e s  d e  f o rmal de í d o  e 6 

par t e s  d e  s a l i na n o rmal . Ad i c i o ne ve rme l h o  de  f e n o l , a j u s t e  o pH 

para 7 c o m  0 . 1  N N aOH e f i l t re . O pH d e v e  s e r  med i d o  r e g u l a rme n t e  

e a f o rma l i n a  f i l t r ad a  3 x p o r  s e mana . 

3 . 1 . 2 . 7 .  Corante para F l u o re s c ênc i a ( H .  de Hanche s te r ) 

1 0 0 g H e mo g l o b i na b o v i na 

1 4 0 m g  B rome t o  d e  E t ítl i o  

7 0  mg Ac r i d i ne O ra n g e  

1 6 . 5  g NaEDTA 

6 6 7  ml PBS 

( 1 5 %  w / v ) 

( 0 . 2  m g / m l ) 

( 0 . 1 mg / ml ) 

( 2 . 5  % w / v ) 

E s t a  s o l u ç ão é u t i l i z ad a  no m é t o d o  d e  Manche s t e r  e pode s e r  

c onge l ad a  e m  al í qu o t a s  d e  4 ml . 

3 . 1 . 2 . 8 .  Co rante para Fluo rescênc i a  ( H .  de Gl asgow ) 

S o l uç ão E s t o q u e  

A c r i d i ne O range - 2 0  mg d i s s o l v i d a s  em 1 m l  de  e t ano l ab s o l u t o , 

c o mpl e t a r  para 2 0  m l  c om PBS . 

Brome t o  de E t í d i o  - 4 0  mg d i s so l v i das em 1 m l  d e  e t an o l  

a b s o l u t o , c omp l e t a r  p a r a  2 0  ml c o m  PBS . 

D i l uente d o  C o ran t e  

PBS + 0 . 5 % EDTA d i s s ó d i c o  

S o l u ção C o c k t a i l  

3 0 0  u l  A c r i d i n e O r an g e  ( e s t o q u e ) 

3 0 0  u l  B rome t o  d e  E t í d i o  ( e s t o qu e ) 
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3 0 0  u l  T i n t a  ( H i g g i n s  i t e m  n Q  4 4 0 1 1  F a b e r - C a s t e l l ) 

4 m l  D i l u e n t e . 

3 . 1 . 2 . 9 .  T ampão de L i s e  d e  E r i t ró c i t o s  

0 . 1 4 4 M NH 4 C l  

1 mM NaH C 0 3  

Gua r d a r  na t empe r a t u r a  am b i e nt e . 

3 . 1 . 2 . 1 0 a . Tampão de L i s e  Nucl ear 

1 0 mM T r i s HCl pH 8 . 2  

0 . 4  M NaC l 

2 mM N a 2 EDTA pH 8 . 0  ( d a  s o l .  e s t o que ,  r e a g . 1 0 b ) 

3 . 1 . 2 . 1 0 b . 0 . 5  M EDTA pH 8 . 0  

1 3 8 

Ad i c i o n a r  1 8 6 , 1  g d e  N a 2 E DTA . 2 H 2 0  a 8 0 0ml d e  H 20 b i d e s t i l ad a . 

A g i t aç ão m a g n é t i c a v i g o ro s a , a j u s t ando o pH p a r a  8 . 0  c om p é r o l a s  

d e N aOH ( ap r o x . 2 0  g ) . O EDTA não d i s s o l ve r á a t é  qu e o pH c h e g u e  

a 8 . 0 .  Ad i c i o n e  H 2 0  d e s t  a t é  1 1 .  e au t o c l av a r  1 0 0 Q C  3 0  m i n . 

3 . 1 . 2 . 1 1 .  S o l ução d e  Pro t ease K ( pronta para uso ) 

2 mg / m l  d e  p r o t e a s e  K d i l u í d a  n o  t ampão e s t o q u e ( - 2 0 Q C ) . 

N o t a : P o d e - s e  p r e p a r a r  uma s o l . 5 x  c o n c e n t rada ( 1 0 m g / m l ) 
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p a r a  s e r  u s ad a  e m  e n c u ba ç ã o  d e  3 h o r a s /� 5 Q C . 

S o l u ç ã o  T ampão E s t o q u e  

S D S  1 %  w / v  

2 m M  N a 2 E DTA p H  8 ( d i l u i r  r e a g e n t e 1 0 b ) 

G u a r d a r  n a  t e m p e ra t u r a  amb i e n t e . 

3 . 1 . 2 . 1 2 .  Tampão TE 1 0 . 1 .  pH 7 . 5  ( para s o l . d e  DNA ) 

2 ml 1 M T r i s - H C l  pH 7 . 5  

0 . 4  m l  0 . 5  M N a 2 EDTA pB 8 ( re a g e n t e  1 0 b )  

C o mp l e t a r p a r a  2 0 0  m l . c o m  H 2 0 b i d e s t . 

3 . 1 . 2 . 1 3 .  Azul d e  Bromo feno l 

0 . 0 5 %  d e  a z u l  d e  b ro mo f e no l e m  TEA c om 3 0 % d e  g l i c e r o l  para 

g e l  d e  2 0  x 2 5  e m . 

0 . 0 5 % d e a z u l  d e  b r o mo f e n o l e m  TBE c om 3 0 % d e  g l i c e ro l p a r a  

m i n i g e l . 

1 3 9 

0 . 0 5 A z u l  d e  X y a n o l para g e l  LMP c o m  o t ampão d e  p r e f e r ê nc i a . 

3 . 1 . 2 . 1 4 .  2 X TBE 

2 1 . 8  T r i s b a s e  

1 1 . 1 2 g b a r a t o  

1 . 8 6 g N a 2  EDTA 

C o mp l e t a r  p a r  1 1 ,  ac e r t a r pH p a r a  8 . 3  
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3 . 1 . 2 . 1 5 .  S o l ução E s toque d e  B ro me t o  d e  E t í d i o  ( l Omg /ml ) 

CUI DADO ! ! E s t e  reag e n t e  é c anc e r í geno ! U s ar l uvas e más c ara ! 

0 . 1  g d e  b r o m e t o  d e  e t í d i o  e m  1 0  m l  d e  H 2 0  b i d e s t  . .  E s t e  r e a g e n t e  

p o d e s e r  c o mp r ad o j á  n e s t a c o nc e n t r a ç ão ( S i g ma ) . 

3 . 1 . 2 . 1 6 .  Reage nte Omega . 

1 v o l . 6 x r e a g e n t e de  pa r a r a r e a ç ão " s t o p m i x " ( r e a g . 1 7 ) 

3 v o l . T E  ( re a g e n t e  1 2
"
) 

A d i c i o nar 2 v o l . d e  Ome g a  pa ra 1 v o l . d o  DNA d i g e r i d o ( 4  

u l + 2 u l l p a r a  c o r re r  o m i n i g e l . 

3 . 1 . 2 . 1 7 .  S o l ução 6 x " S top M ix " 

3 g F i c o l l 4 0 0  

2 m l  0 . 2 % w / v  d e  a z u l  d e  b ro m o f e n o l  

2 m l  0 . 3 % d e  w / v  d e  x y l e ne c yano l e  F F  

2 . 4  m l  5 0  x TAE ( re ag . 1 8 ) 

C o mp l e t a r  p a r a  2 0  m l  c o m  H 2 0  b i d e s t . 

3 . 1 . 2 . 1 8 .  T ampão 5 0  x TAE 

1 2 1  g de T r i s b a s e  

2 8 . 5  m l  ac . a c é t i c o  g l ac i a l 

5 0  m l  0 . 5  M NA 2 EDTA pH 8 . 0  { r e a g . 1 0 b ) 

C o m p l e t a r  p a r a  5 0 0  m l  c o m  H 2 0  b i d e s t . 
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3 . 1 . 2 . 1 9 a . 0 . 1 5 M HCl 

6 . 6  m l  H C l c o ne . e m  5 0 0 m l  H 2 0 b i de s t . 

A d i c i o n a r  o á c i d o  a o s  p o u c o s  na H 2 0 . 

3 . 1 . 2 . 1 9 b .  0 . 2 5 M H C l  

1 1 m l  H C l  c o ne . e m  5 0 0  m l  H 2 P  b i d e s t . 

A d i c i o n a r  o ác i d o a o s po u c o s  na H 2 0 . 

3 . 1 . 2 . 2 0 a . 0 . 2 M NaOH / 0 . 6  M NaC l  

4 g N aOH 

1 7 . 5  g N aC l  

C o mp l e t a r  p a r a  5 0 0  m l  c o m  H 2 0 . Preparar n o v a  s o l . c ad a  ve z . 

3 . 1 . 2 . 2 0 b . 0 . 4  M N aQH 

8 g N aOH 

1 4 1  

C o mp l e t a r  p a r a  5 0 0 m l  c o m H 2 0 b i de s t . P r e p a r a r  n o v a  s o l . c ad a  

v e z . 

3 . 1 . 2 . 2 1 .  0 . 5  M Tr i s  pH 7 . 6 / 1 . 5  M NaC l  

1 2 1  g T r i s - b a s e  em 1 6 0 0  m l  H 2 0  b i de s t . A j u s t a r o p H  p a r a  7 . 6  c o m  

H C l  c o nc • .  Ad i c i o nar 1 7 5 , 2  g N aC l  e c omp l e t a r  p a r a  2 1 c om H 2 0  

b i d e s t . 
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3 . 1 . 2 . 2 2 .  Tampão de Trans f e rênc i a  

7 . 8  g N aH 2 P0 4 . 2 H 2 0  

7 . 1  g N a 2 H P0 4  

C o mp l e t a r  p a r a  2 1 c o m  H 2 0  b i d e s t . 

3 . 1 . 2 . 2 3 . Fo rmam ida De i o n i s ada 

1 4 2  

Ad i c i o n a r  5 0  g d e  r e s i n a  d e  t ro c a  d e  i o n s  ( BDH Ambe r l i t e  MB- 1 , 

c ó d i g o  5 5 0 0 7 ) e m  1 1 ·· d e  f o rmam i d a  e a g i t a r  p o r  3 0  m i n / t e mp . 

amb i e n t e . F i l t ra r  3 ve z e s  e m  p ape l d e  f i l t r o e al i qu o t a r  a - 2 0 Q C . 

3 . 1 . 2 . 2 4 .  S o l u ção Denhart s 

( 1 )  P reparar 1 0 0ml  d e  BSA 2 %  

Ad i c i o nar 2 g BSA a 80 ml H 2 0 b i d e s t . 

A j u s t a r  o pH para 3 . 0  c o m  2 N  HC l ( 2 N HC l p r e para- s e  c om 1 7 . 5  ml 

HCl c o ne . ,  c omp l e tand o - s e  pa r a  1 0 0 m l  com H 2 0  b i d e s t ) .  

C o l o c a r  em água fe rvendo po r 1 5  m i n . 

C o l o c a r  no g e l o  po r 1 0  m i n . A j u s t a r  p a ra p� 7 . 5  c o m  2 N  NaOH no 

g e l o . Comp l e t a r  c om H 2 0  para l OOml  e ve r i f i c a r  se o pH é 7 . 5 .  

( 2 )  Preparar 1 0 0 m l  d e  2 %  w/v po l i v i n i l p i r r o l i d o na ( PVP ) / 2% w / v  

F i c o l l  4 0 0  

A u t o c l av a r  po r 3 0  m i n  a 1 0 0 Q C . E s f r i a r para t emp . amb i en t e . 

( 3 )  M i s t u rar o s  1 0 0 ml B SA e o s  1 0 0 ml PVP/ F i c o l l  re s f r i ado 

G u a rd a r  e m a l í qu o t a s  a - 2 0 Q C . De i x a r  d e s c ong e l a r na t e mpe r a t u ra 

amb i e n t e  n o  mome n t o  d e  u s a r . Não d e s c o ng e l a r  c om água q u e n t e . 
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3 . 1 . 2 . 2 5 . 3 0  x S S PE 

A d i c i o n e  n u m  B e c k e r : 

3 1 6  g N aC l  

4 6 . 8  g N aH 2 P0 4 . 2 H 2 0  

1 1 . 2  g N a 2 E DTA 

1 4 3 

C o mp l e t a r  p a r a  8 0 0  m l  c om H 2 0  b i d e s t  • .  A q u e c e r  c o m  agi t a ç ã o  p a r a  

d i s s o l ve r  e a l c an ç a r  o pH d e  8 . 0  c om l O N N aOH . Comp l e ta r p a r a  1 

1 c o m H 2 0  b i de s t . .  Um p r e c i p i t ad o  s e r á f o rmado . U t i l i z a r o 

s o b r e n ad a n t e . 

3 . 1 . 2 . 2 6 .  S u l f a t o  de Dext ran a 5 0% 

Ad i c i o na r  1 0 0 g d e  s u l f a t o  d e  d e x t ran num B e c k e r  e c o mp l e t a r  c o m  

H 2 0  b i d e s t . p a r a  2 0 0 ml . A g i t a r  c om e spá t u l a  a t é  e s t a �  

c o mp l e t amen t e  d i s s o l v i do . G u a r d a r  e m  a l í q u o t a s  d e  2 0  m l  a - 2 0 Q C . 

3 . 1 . 2 . 2 7 .  DNA d e  E spe rma de S almão 

Ad i c i o n a r  1 g d e  e s pe rma de s a lmão a 1 0 0 �1 de H 2 0 b i d e s t . e 

d e i x a r num a r o  d e  ro t a ç ão a t é  d i s s o !  v e r  c omp l e t amen t e . T r an s f e r i  r 

a l í q u o t a s  d e  2 0  m l  p a ra f r a s c o s  d e  v i d ro e s o n i c a r  n o  a l t o  d a  

c o r r e n t e  po r 2 a 3 m i n . C o l o c a r  o s  f r a s c o s  e m  á g u a  fe rve n d o  p o r 

1 0  m i n . R e s f r i a r n o  g e l o  p o r  5 m i n . e guardar a - 2 0 Q C . 
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3 . 1 . 2 . 2 8 . Tampão OLB ( Fe i nbe rg , 1 9 8 4 ) 

( 1 )  S o l u ç ã o  E s t o q u e  O 

1 . 2 5 M T r i s - H C l pH 8 . 0 / 0 . 1 2 5  M M gC l 2  

Guard a r  a 4 Q C 

( 2 ) S o l u ç ã o  e s t o g u e  A 

1 m l  s o l u ç ã o  O 

1 8  u l  2 - m e r c ap t o e t an o l  REAGENTE PERI GOSO ! 

5 u l  dATP , o .  1 M * ( PM =  5 8 9 . 2  d i s s o l ve r 1 0  

5 u l  dGTP , 0 . 1  M * ( PM� 5 5 1 . 2  d i s s o l v e r  1 0 

;:) u l  dTTP , o . 1  M * ( PM =  5 7 0 . 2  d i s s o l v e r  1 0  

1 4 4 

USAR CAPELA . 

mg em 1 6 9 u l l 

m g  e m  1 8 1  u l l 

mg em 1 7 5 u l ) 

* Cada dNTP é d i s s o l v i d o  em 3 mM T r i s - H C l  pH 7 . 0 / 0 . 2  mM N a 2 EDTA . 

Gua r d a r  a - 2 0 QC . 

( 3 )  S o l u ç ã o  E s t o g u e  B 

2 M H e p e s ( pH 6 . 0  c om 4 N  N aOH ) 

Guard a r  a 4 Q C . 

( 4 )  S o l u ç ã o  E s t oq u e  C .  

H e xad e ox y r i b o nu c l e o t i d e s  ( Pharmac i a  c o d . 2 7 - 2 1 6 6 - 0 1 ) .  O c o nt e ú d o  

t e m  5 0  U .  D i s s o l ve r em 5 5 0  u l  do  t ampão T E  

a - 2 0 Q C . 

( 5 )  S o l uç ã o  d e  T rab a l h o  

0 . 1 m l  s o l . A 

O .  2 5  ml  s o l . B 

0 . 1 5  m l  s o l . C 

M i s t u r a r  e g u a r d a r  a - 2 0 Q C . 

( reag . 1 2 ) . Gu a rd a r  
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3 . 1 . 2 . 2 9 .  S o r o  A l bum i na Bov i na ( BSA )  

1 0  mg / ml B S A  e m  H 2 0  b i d e s t . 

U s a r  B S A  s e m  DNA - a s e  s e  po s s í v e l . Gu a r d a r  a 4 Q C  e t ro c a r  c o m  

f re q u ênc i a . 

3 . 1 . 2 . 3 0 . S o l ução para I nt e r rompe r a H i b r i d i z ação 

4 0  u l  5 M N aC l  

0 . 2  m l  1 M T r i s - H C l  p R  7 . 5  

4 0  u l  0 . 5  M N a 2 EDTA pH 8 . 0 ( r e a g e n t e  1 0 b )  

0 . 2 5 m l  1 0% w / v  S D S  

C o mp l e t a r  para 1 0 m l  c o m  ág u a b i d e s t  . .  Gu a r d a r  a 4 QC e aque c e r  

a 3 7 QC an t e s d o  u s o  p a r a  r ed i s s o l v e r  o S DS . 

3 . 1 . 2 . 3 1 .  2 0  x S S PE 

1 7 4 g NaC l 

3 1 . 2  g NaH 2 P04 . 2H 2 0  

7 . 4 g N a 2 EDTA 

C o m p l e t a r  p a r a  8 0 0  m l  c om H 2 0  b i d e s t  . .  A q �e c e r  para d i s s o l ve r , 

pH 7 . 4  c o m  1 0 N N aOH , c omp l e t a r  p a r a  1 1 c om H 2 0 . 

3 . 1 . 2 . 3 2 .  D i l u i ç ão d o  DNA 

U s a r  d i l u í d o  e m  TE ( 1 0 / 0 . 1 ,  pH 7 . 5 )  

P . e x :  a c o n e . d o  DNA é 2 5  n g / u l  ( = u g / m l l .  C a s o  n e c e s s i t a r  4 0  u l  

c o m a c o ne . d e  5 n g / u l , c o ne . / 5 = x ,  4 0  I x = y ( v o l . DNA ) , 

4 0  - v = vo l . T E . L o g o : 8 u l  d e  DNA + 3 2  u l  TE . 
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3 . 1 . 2 . 3 3 . Twe e n  2 0  a 2 %  

2 0  u l  e m  1 m l  d e  H 2 0  

3 . 1 . 2 . 3 4 Tampão T r i s pH 8 . 4  0 . 2 M ( 1 ml ) 

Ob s e r v a r  v a l o r e s  n a  t ab e l a  d e  t ampão T r i s . 

U s a r  s o l u ç õ e s  a 2 M . D i v i d i r  p o r  2 para t e r  a 1 M . D i v i d i r  po r 1 0 0 0  

po rq u e  a t a be l a  é p a r a  1 1 e que remo s 1 m l . D i v i d i r  p o r 5 ,  p o r q ue 

e s t amo s e m  1 M  e d e s e j a - s e  0 . 2 M .  

T r i s  b a s e  2 M : 6 4 9 / 1 0 . 0 0 0  = 0 . 0 6 4 9  ml = 6 4 . 9  u l  

T r i s  H C l  2 M : 3 5 1 / 1 0 . 0 0 0  = 0 . 0 3 5 1  m l  = 3 5 . 1  u l  

H 2 0 b i d e s t . =  9 0 0  u l  

3 . 1 . 2 . 3 5 .  Solução para " Do t - Bl o t " 

DNA e m  1 0 0 u l  d e  T E  ( 1 0 / 0 . 1 )  p . ex . 1 0  u l +  9 0  u l  TE . Ad i c i o n a r  

6 u l  d e  0 . 5  M EDTA ( c o n . f i na l  d e  0 . 0 2 6 M )  + 8 u l  d e  6 M  N aOH 

( c o n e . f i na l  de 0 . 4 2 M ) . 

2 5 0  x 1 2  u l  0 . 5  M EDTA = 3 ml 

2 5 0  x 1 6  ul 6 . 0  M N aOH = 4 ml 

2 5 0 x 1 8 0 ul T E  ( 1 0 / 0 . 1 l =  4 5  ml 

Obs . S o l . DNA para 2 am o s t ra s  de  DNA / memb rana ( do s e  dup l a ) .  

3 ,  1 , 2 ,  3 6 ,  2 0  X S S C  

D i s s o l v e r  1 7 4 g d e  N aC l , 2 7 . 6  g d e c i t r a t o  d e  s ód i o  ( ac .  c í t r i c o  

= t r i s o d i um d i h i d ra t e ) e m  8 0 0  ml d e  H 2 0 b i d e s t . A j u s t a r  o pH p a r a  
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7 ,  4 c o m  N aOH ( :;:;  6 ,  5 m l  d e  s o l , 1 O N  )· . A j u s t a r v o l p a r a  1 1 ,  

au t o c l a v a r  e d i s p e n s a r e m  a l í q u o t a s . 

3 . 1 . 2 . 3 7 .  1 0  x Tampão K i nase ( Mg-T r i s )  

O .  5 M T r i s H C l , O .  1 M M g C 1 2 , 5 0  mM d i  t h i o t hr e i t o l  ( DTT ) , 1 mM 

spe rm i d i ne , 1 mM EDTA . 

3 . 1 . 2 . 3 8 .  TE 1 0 / 1  pH 8 . 0  

2 5 0  u l  

1 0 0 u l  

2 M T r i s p H  8 . 0  

0 . 5  M EDTA pH 8 . 0 

C o mp l e t a r  p a r a  5 0  m l  

3 . 1 . 2 . 3 9 .  T E  0 . 2M NaCl 

5 0  2 5 0  m l  = 0 . 2 5 = 2 5 0  u l  . . . . . 2 M  T r i s  pH 8 . 0 2 5 QC 

5 0  5 0 0  m l  = 0 . 1  = 1 0 0 u l  . . . . .  0 . 5  M E DTA pH 8 . 0  

2 m l . . . . . 5 M N a C l  

C o mp l e t a r  a t é  . . . . . • . .  50  m l  . . . . .  H 2 0  b i de s t . 

3 . 1 . 2 . 4 0 .  TE 0 . 5M NaC l 

2 5 0  u l . ,  . . .  2 M  T r i s  pH 8 . 0  

1 0 0 u l . . . . .  0 . 5  M E DTA pH 8 . 0  

5 ml  . . . . . . . 5 M N aC l  

C o mp l e t a r  p a r a  5 0  m l c o m H 2 0  b i d e s t . 
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3 . 1 . 2 . 4 1 .  T ampão " S t r i ppe r "  

1 l i t ro 

1 0  g N aOH 

1 0 0 m l  5 M N a C l 

4 m l  0 . 5  M EDTA 

C o mp l e t a r  1 1 

2 l i t r o s  1 1 ( 5 x c o n c . ) 

2 0  g N aOH 5 0  g NaOH 

2 0 0  ml 5 M N aC l  1 4 6 . 1  g N aC l  

8 m l  0 . 5  M EDTA 2 0  m l  0 . 5  M EDTA 

C o mp l e t a r  2 1 C o mp l e t a r  1 1 

3 . 1 . 2 . 4 2 .  Tampão Neut ral i z an t e  1 M  T r i s pH8 /  1 . 5 M NaC l  

A )  2 M  T r i s  pH 8 . 0  ( 2 2 4  m 1  2 M  T r i s - b a s e  + 2 7 6  m1 2 M  T r i s - H C 1 ) 

B )  3 M N aC 1  ( 4 0 0  m 1 5 M  NaC 1 + 2 6 4  m 1  H 2 0  b i d e s t . l 

M i s t u r a r  5 0 0 m 1  d e A c o m 5 0 0  m 1 d e B .  
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3 . 2 .  iollftiOOOS 

3 . 2 . 1 .  SOROLOGIA HLA 

,. 
3 . 2 . 1 . 1 .  PREPARAÇÃO DOS LINFOCITOS . 

3 . 2 . 1 . 1 . 1 .  I aolaaento doa Linf6c itoa Totai s do Sansue Peri t,rico 

Mét odo Comum 

1 .  C o l e t a r  2 0 - 4 0 m l  de s angue c o m  h e pa r i na s em c on s e rvant e 

( L i quem i ne 1 R a c h e ) 1 s o l u ç ão de c i t r a t o  T S C  ( re a g e n t e  1 o u  

a l t e rnat i vame n t e  u s a r  s an g u e  d e s f i b r i na d o 1 �d i c i o n and o 4 péro l a s 

d e  v i d ro p o r c ad a  2 0  ml e ag i t a r  p o r 1 0  m i nu t o s . 

2 .  D i l u i r o s angue 1 : 2  e m  s a l i na no rmal o u  H an k ' s e c o l o c a r  

7 m l . e m  d i ve r s o s  t u bo s d e  1 0  ml . 

3 .  C o l o c a r p i pe t a s  Pas t eur c om p o n t a  l o n g a  em c ad a  t u bo e 

a d i c i o n a r  F i c o l l - H ypaque , d e  mane i ra q u e  e s t a s o l u ç ã o  l ev a n t e  a 

c o l una d e  s an g u e pre s e nt e  n o s  t u bo s . A l t e rnat i vament e , p o d e - s e  
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c o l o c a r  2 . 5  m l  d e  F i c o l l - H ypaque e m  c ad a  t u b o  e ,  de l i c ad ame n t e 

ad i c i o n a r  o sangue a t é  c o mp l e t a r  o s  1 0  ml . A d e n s i da d e  do  F i c o l l ­

H i pa q u e  d e v e r á  s e r  d e  1 0 7 7 g / ml e t e s t ada a c ada n o v a  prepara ç ão 

c o m  d e n s í me t ro . 

4 .  C e n t r i f u g a r  p o r 2 0 m i n / 2 0 0 0 rpm a 1 8  Q C , 

5 .  T rans f e r i r  t od a s  a s  c é l u l a s  d a  i nt e r f a s e  para um ou ma i s  

t u b o s p l á s t i c o s  d e  1 0v m l . A i mpo r t ânc i a  d o  p l á s t i c o  e s t á  e m  que 

os  l i n f ó c i t o s  B a d e r e m  v i g o r o s amen t e  a o  v i d ro e se  qu i se rmos 

t i par DR é ne c e s s á r i o u s a r  o p r i me i ro . 

6 .  L avar a s  c é l ul as e m  Hank ' s  p o r  duas v e z e s  duran t e  8 m i n . 

a 1 3 0 0  rpm . 

7 .  De s p r e z a r  o s o b r e n adante e a j u s t a r  a s  c é l u l as c o m  M a c C o y  

ou H a n k s  e ac e r t a r  a c o n c e n t ração para 2 - 3  x 1 0
6

1 m l  p a r a  t i pa g e m  

c om l i n f ó c i t o s  t o t a i s ,  a l t e rnat i v amen t e  ac e r t a r  p a r a  2 - 6 x l 0
6

/ m l  

e m  c a s o  de s eparação de  T e B .  

8 .  Quand o c o n t a r  o n Q  de c é l u l as o b s e rvar s e  ex i s t e 

c o n t am i nação c o m  pl aqu e t as .  C a s o  po s i t i vo , l av a r  ma i s  2 ve z e s  po r 

5 m i n  a 1 3 0 0  rpm . 
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Mé t odo para o b ter s u spensões puras . 

1 . C o l o c a  r num E r l e nme ye r 1 O o u  ma i s  m l  d e  s an g u e  e 

ad i e  i o n a r  uma p i t ad a  d e  pó d e  f e rro p a r a  re t i ra r  monó c i t o s . 

A g i t a r e e n c u b a r  po r 1 0  m i n  a 3 7  Q C , 

2 .  O s an g u e  é t rans f e r i do para um t u bo d e  1 5 x 1 7 0  mm e 

m i s t u ra d o  c o m 2 . 5  ml d e  D e x t ran a 5 %  em P B S  ( PM > 1 8 0 . 0 0 0 ) .  O t u b o  

é e n c u b ad o a 3 7 Q C  d u'ran t e  6 0  m i n , c o m  u m a  i nc l i nação d e  4 5 Q . 

3 .  5 m l  d o  s o b re nadant e  é ad i c i o nado em 2 . 5  ml d e  F i c o l l ­

H yp a q u e  e c e n t r i f u g ado po r 2 5  m i n  7 0 0  g .  C o l e t a r  a i nt e r f a s e  e 

l av a r  em H an k s , PBS o u  McC o y  p o r  1 0  m i n / 7 0 0 g . ( ret i ra r  p l aq u e t a s ) 

4 .  A s u s p e n s ã o  das c é l u l a s em HANK ' S  o u  RPM I é f e i t a  p a r a  

c on t e r  3 x 1 0
6 
/ m l . 

3 . 2 . 1 . 1 . 2 .  Saparaqio de L infócito• T e  B p�r Ro•eta• o 

1 .  Ad i c i o nar em t u bo d e  5 0 m l  c om f undo redond o , v o l ume s 

i g u a i s  d a  s u s penç ão d e  1 i n f ó c i t o s  e e r i  t ró c i t o s  d e  c arne i ro , 

t ra t ad o s  c o m n e u r am i n i d a s e  ( re a g e n t e  2 ) . Ad i c i on a r  O . 1  m l  d a  

s o l u ç ã o  d e  p o l i b re ne ( d i l u i r  1 : 3 0 d a  s o l . e s t o qu e  c om PB S , o u  

s e j a , 1 0 0 u l + 3 m l d e  P B S ) ( re ag e n t e  3 ) .  



Cap í t u l o  3 1 5 2  

2 .  M i s t u r a r  e c e n t r i f u g a r 5 m i n / 8 0 0  rpm a 4 Q C . Mant e r  d e  O Q C 

a 4 Q C p o r 1 5  m i n  p a r a  a s  r o s e t a s  s e r e m  f o rmad as . 

3 .  Re s s u spende r as  c é l u l a s p o r i n t e rméd i o  d e  mov i me n t o s  

r o t a t ó r i o s  mu i t o  d e l i c ado s , p o d e n d o - s e  a d i c i o nar a e s puma d o  me i o  

d e  M c C o y  p a r a  a j ud ar a r e t i r a r o s e d i me n t o . E s t e  é u� do s p o n t o s  

ma i s  i mp o r t a n t e s  d e s t e  mé t o d o , p o i s  a s  r o s e tas podem ro mp e r - s e  

c o m  a a g i t ação , t ra z endo c o n t am i naç ã o  d e  l i n f ó c i t o s  T n o  f i n a l . 

4 .  C o l o c a r  e s t a  s o l u ç ão e m  g r ad i e n t e  d e  F i c o l - H yp a q u e  p a r a  

s e pa r a r  o s  l i n f ó c i t o s  T e B ,  du r an t e 1 5  m i n/ 1 5 0 0  rpm e 1 8 QC . A 

t e mpe ra t u r a d e  u s o  d o  g rad i e n t e  d e v e  s e r  ao red o r  d a  tempe r a t u r a 

de p re p a r o  d o  me smo , po i s , c a s o  c on t rár i o , a d e n s i dad e  f i c a 

al t e r a d a . 

5 .  N a  i n t e r f a s e  e n c on t ram- s e  o s  l i n f ó c i t o s  B e no s e d i me n t o  

o s  T .  T r an s f e r i r  o s  B para u m  t u b o  p l á s t i c o  d e  5 m l  e c omp l e t a r  

c om me i o  d e  c u l tu r a . O me smo s e rá f e i t o  c om o s e d i me n t o  que 

c o n t é m  os l i n f ó c i t o s  T .  C e n t r i f u g a r  e d e sp r e z a r o s o b renadan t e , 

p a r a  e n t ão ad i c i o n a r  2 ml d e  t ampão d e  l i s e  G i d e o n  G o l d s t e i n e m  

ambo s os t u bo s ( r e a g e n t e  4 ) .  D e i x a r  à t e mpe r a t u ra amb i e n t e  p o r 

3 m i n , n o  máx i mo . C omp l e t a r  c o m m e i o  M c C o y  e c e n t r i f u g a r  p o r  5 

m i n / 2 0 0 0  rpm . 

5 .  L av a r  o u t r a ve z as c é l u l as e a j u s t a r o s  T para 3 x 1 0
6

/ m l . 

O s  B d e v e rão p a s s a r pe l a  f a s e  d e  r e t i r ada d o s  monóc i t o s  e 

n e u t r ó f i l o s . 



Cap í tu l o  3 1 5 3  

Remoção dos Monóci t o s  da Suspen ção de L i n fóc i t os B .  

1 .  R e s s u s p e n d e r a s  c é l ul as B e m 1 - 3  m l  d e  M c C o y  e p i pe t a r  

em u m a  p l ac a  d e  P e t ry ( p l ás t i c o ) c o m  6 e m  d e  d i âme t r o  e encuba r 

po r 3 0  m i n  a 3 7  Q C . 

2 .  T rans f e r i r a s  c é l u l a s não ade re n t e s  p a r a  um t ubo p l ás t i c o  

d e  5 ml . A s  c é l u l a s  não ade r e n t e s  s ã o  r e mo v i d as d a  s u pe r f í c i e  d a  

p l a c a  p o r  i n t e rmé d i o d e  j at o s  de me i o  d e  c u l t u r a , ut i l i z ando - s e  

uma p i pe t a  Pa s t e u r . Ve r i f i c a r  n o  m i c ro s c óp i o  a r e l ação d e  c é l u l a s  

ade re n t e s  p a r a  l i n f ó c i t o s . A s  p r i me i ra s  s ão t í p i c a s  po r s e re •  

ma i s  e s cu r a s  e ma i o re s . Re t i ra r  o s  l i n f ó c i t o s  a o  máx i mo . 

3 .  C e nt r i f u g a r  a s  c é l u l as B po r 5 m i n / 1 5 00 rpm , re s su spend e r  

e a j u s t a r  p a r a  2 a 3 x l 06
/ml . 

3 . 2 . 1 . 1 . 3 .  Separaqio de tinf6c itoe de tinfonodoa . 

Os l i n f o n o d o s d evem s e r  d i s s e c ad o s  d a  g o rdura e c o r t ad o s , 

d e n t ro de uma p l ac a  d e  P e t ry , c o n t e nd o  H anks o u  o u t r o  me i o . 

U t i l i z a r uma s e r i n g a  para i n j e t ar me i o d e  c u l t u r a  n o s  l i n f o n o d o s  

e a s s im l i be rar o s  l i n f ó c i t o s  j un t o  c om e r i t ró c i t o s . 

Repe t i r  o p r o c e s s o  a t é  ut i l i z a r  1 0  ml d e  me i o . Lava r 2 x  em 

PBS e encubar a s u s p e n ç ã o  p o r , n o  m í n i mo , 1 5  m i n / 3 7 Q C , po i s  

a s s i m  a s  c é l u l a s  e x p r e s s am me l ho r  o s  ant í g en o s . 
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3 . 2 . 1 . 2 .  TESTES DE L I NFOC I TOTOX I C I DADE . 

Método Usual ( Terasaki , 1 964 ) .  

1 .  A t é c n i c a é r e a l i z ad a  em p l ac a s  d e  T e r a s ak i , c o nt e nd o  

ó l e o  m i n e ral  ( Nu j o l ) .  É i mp o rt a n t e  q u e  o ó l e o s e j.a s u f i c i e n t e  

para enche r o s  o r i f í c i o s  e n ão ma i s  do  q u e  i s t o . 

2 .  O s  ant i c o rpo s ant i - H LA , o s  s o ro s  para p ro v a  c ru z ad a  o u  

o s  s o r o s  d e  mu l t í p a r a §  ( d e  a c o rdo com a u t i l i z a ç ã o  d o mé t o d o ) s ã o  

c o l o c ad o s  n o s  o r i f í c i o s  q u e  c on t ê m  ó l e o ( 1  u l  em c ad a  l u g a r ) .  

E s t a s  p l ac a s  p o d e m  s e r  c o ng e l ad a s  a - 2 0  QC a t é o mome n t o  do 

t e s t e , que i n i c i a  c om o pas s o  a s e g u i r . 

3 .  Ad i c i o nar 1 u l  d a  s uspenção d e  l i n f ó c i t o s  ( 3 0 0 0 /  u l  

c é l u l a s ) n a s  p l ac a s  d e  Te rasaki  e encubar a 2 2  Q C p o r 3 0  m i n . A s  

c é l u l as d evem s e r  d i s p e n s adas c om a t é c n i c a  d o  ' ' não m e  t o q u e " , 

ev i t ando c ar r e g a r  amo s t r a s  d e  um o r i f í c i o  para o u t ro . 

4 .  Ad i c i o nar 5 u l  d e  c omp l emen t o  d e  c o e l ho e e n c u ba r  po r 6 0  

m i n . a 2 2  Q C  ( t i pa g e m  d e  ant í g e nos d e  c l a s s e  I )  o u  e nc u bar c o m 

5 u l  d e c omp l eme n t o de  c o e l ho c om 5 %  d e  s o ro humano AB , duran t e  

1 2 0 m i n a 2 2  Q C  ( t i p a g e m  c l as s e  I I ) .  

5 .  Ad i c i o nar 3 u l d e  e o s i na Y f i l t ra d a  ( re a g e n t e  5 )  e apó s 

2 m i n  ad i c i o na r 3 u l  d e  f o rmal i na ( re a g e n t e  6 ) . C a s o  a s  p l ac a s  

ne c e s s i t e m  s e r  1 i d a s  i me d i a t ame n t e , s e rá i mpo r t a n t e  o u s o  d o  

m é t o d o  d a  " g o t a suav e " , o u  s e j a ,  asp i rar p r i me i ro um pouc o  d e  a r  

n a  m i c r o s e r i ng a  H am i l t o n , o u  s i m i l ar , e apó s a e o s i na o u  

f o rma l i n a . I s t o  f a r á  c o m  q u e  a g o t a  não s e j a  i mpu l s i o nada ( j a t o ) 

n o  o r i f í c i o  ( q u and o ac i o n ad a  a m i c ro s e r i ng a ) ,  ma s s i mpl e sme n t e  
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apa r e ç a  na po n t a  d a  ag u l ha q u e  s e rá e n t ão t o c ad a  n a  s u pe r f í c i e  

d o  l í qu i d o e x i s t e n t e  n o s o r i f í c i o s . A m i s tu r a  ac o n t e c e r á  

au t om a t i c amen t e , mas a s  c é l u l a s d e po s i t adas n o  f u nd o  d o s  

o r i f í c i o s  n ã o  s e rão re s s u s p e n s as . 

6 .  Não c o l o c a r  a l am í nu l a  i me d i a t amen t e , mas s o me n t e  no 

mome n t o  d a  l e i t u ra . I s t o  e v i t a r á  o apa r e c i m e n t o  d e  bo l ha s , quando 

a l e i tu r a  a c o n t e c e r  ma i s  t arde . U t i l i z ar um m i c ro s c ó p i o  i nve r t i d o  

c om c o n t ra s t e  de f a s e , e q u ipado c o m  o bj e t i va s  1 0 X ,  1 2 . 5 X o u  1 6 X 

e c o m  o cu l a re s  1 0X .  

Le i t ura dos Resul t ados . 

A s  r e aç õ e s  são aval i ad a s  pe l a  c o n t a g e m  ( pe rc e nt u a l ) de  

l i n f ó c i t o s  mo r t o s , c omparad o s  c om a pe r c e nt ag em d e  c é l u l as mo r t a s  

o bs e rvad a s  no  c o nt ro l e  n e g at i v o . E s t e  ú l t i mo é repre s en t ad o  po r 

c é l u l a s  d o  me smo i nd i v i du o , e n c u badas c o m  s o ro d e  u m a  p e s s o a  

no rma l d o  g rupo s ang ü í ne o  A B  e c o mpl ement o d e  c o e l h o . C a s o  a 

p e r c e n t a g e m  de c é l u l a s  mo r t a s  s e j a i gu a l  o u  a t é  1 0 % a c ima d o  

c o n t ro l e , o r e s u l t ado é n e g a t i vo . C a s o  o r e s ul t ad o  s e j a  a c i ma d e  

1 0  % o s e g u i n t e  e s c o re é u t i l i z ado : 

% d e c é l u l a s  mo r t a s  ( ac i m a  d o  c o n t ro l e ) Reacão 

1 0 - 2 0  N e g a t i va duv i d o s a  

2 O - 4 O P os i ti v a d uv i do s a 

4 0 - 8 0  Po s i t i v a 

8 0 - 1 0 0 Po s i t i v a  f o r t e  

A me l h o r  d i s t i n ç ã o  e n t r e p o s i t i v o e n e g at i v o  é c o n s e g u i d a 

c o m  a e o s i na Y ,  po i s  p e n e t ra n a s  c é l u l a s  p o s i t i va s  que f i c am d e  
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c o r  e s c u r a  e au me n t ad a s  d e  t amanho . A s  ne g at i v a s f i c am p e q u e n a s 

e b r i l h a n t e s p e l a  ação do  c o n t r a s t e  d e  f a s e . 

Ob s e rva ç õ e s : 

A s e n s i b i l i dad e d a  r e aç ão d e p e n d e  d e  v á r i o s  parâme t ro s , m a s  

p r i n c i p a l me n t e do t empo de e nc u baç ão , d a  t e mp e r a t u ra e do 

c omp l e m e n t o .  

A e n c u ba ç ã o  p ro l o n g ada pe rm i t e  que a n t i c o r p o s c o m  ba i x a 

a f i n i d ad e f i x e m - s e  nai c � l u l a s , a s s i m c o mo a aç ão d o  c omp l e me n t o  

po d e s e r  m a i s  e n é r g i c a . N o rm a l me n t e  u t i l i z a - s e  6 0  m i n  para H L A ­

ABC e 1 2 0 m i n  p a r a  H LA - DR , DQ .  

A t e mpe r a t u ra ac i ma de 2 5  Q C  f a z  c o m  q u e o c omp l e me n t o s e j a  

a t i va d o  p e l a v i a  a l t e rnada , enquan t o  que e n c u baç õ e s aba i x o  d e  

2 0  Q C  p o s s i b i l i t am q u e  au t o - an t i c o rp o s  ( ant i c o rpo s a f r i o ) 

po s i t i v e m  o t e s t e . 

Mé t odo da Fl uorescênci a com Dynabeds (Hanches ter)  

E s t e  mé t o d o  p o d e  s e r  u s ad o  pa r a c � l u l a s f re s c as o u  c � l u l a s  

g u a r d a d a s  c o m  me i o  d e  Te ra s ak i -P a r k ( G i bc o ) o u  R PM I  ( G i b c o ) .  

1 .  I s o l a r l i n f ó c i t o s  ( F i c o l l -H ypa q u e ) e re s s u s pe nd e r  num 

máx i m o  de 1 0 x 1 06 
c e l u l a s po r 2 ml . 

2 .  R e mo v e r o m í n i mo d e  c é l u l a s  pa r a  a t i pa g e m d e  c l a s s e  I .  

3 .  A d i c i o na r a s  d e ma i s  c é l u l as num t u b o  d e  c r i o p r e s e rv aç ão 

c o m f u n d o  r e d o nd o  Nu n k ( c a t . nQ 3 - 6 3 4 5 2 A ,  5 m l ) .  Ad i c i o ne 3 0  u l  

d e  D y n a b e a d s  H LA c l a s s  I I  ( r es u s p e nd e r an t e s  d e  u s a r ) .  M i s t u r a r  
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g e n t i l m e n t e . ( A s d yne abeads podem s e r  g u a r d ad a s  em a l í q u o t a s d e  

3 0  u l  à - 2 0  Q C . ) 

4 .  C o l o c a r  o t u b o  em g e l o  mo í d o  p o r no máx imo 5 m i n . 

M i s t u r a r  p o r r o t a ç ão o c a s i o n a l . 

5 .  C o l o c a r  o t u b o  no magne t o  " c o n c e n t r ad o r d e p a r t í c u l a s " 

po r 3 m i n . 

6 .  Remo v e r o s o b re nadan t e  u s an d o  p i p e t a  p l ás t i c a , enquan t o  

o t u b o  e s t á  e m  c o n t a t o  c o m  o mag ne t o . A s  c é l u l as d o  s o brenadan t e  

podem s e r  c o n g e l adas p ( d e p l e t adas d e  B ) . 

7 . Remove r o t u bo d o  magne t o  e r e s s u s pe nd e r a s  c é l u l a s B 

( ro s e t a s ) e m  2 m l  de PBS . M i s tu ra r  g e n t i l me n t e . 

8 .  U s a r  o magne t o  po r 4 5  s e g und o s p a r a  c o nc e n t r a r  a s  c é l u l as 

B .  

9 .  P i pe t a r  o s o b renadan t e  ant e s  d e  r emove r  o magne t o . 

1 0 . Re s s u s p e nd e r  a s  c é l u l as B ( ro s e t a s ) em 7 0  u l  d e  PBS para 

t i p agem de  uma p l ac a  d e  6 0  o r i f í c i o s . 

1 1 . E n c u b a r  po r 3 0  m i n a 2 2  QC c om o s  ant i so ro s . Ad i c i o n a r  

c o mp l emen t o  e e nc u b a r  po r 3 0  m i n  a 2 2 Q C , a n t e s  de c o ra r  c om 1 u l  

de s o l uç ã o  c o ra n t e , b rome t o  de e t í d i o / ac r i d i ne o range ( re a g e n t e  

7 ) . 

1 2 . O t e s t e  p o d e  s e r l i d o  i med i a t ame n t e . A me l h o r  l e i t u r a  

s e rá a t é  2 ho r a s  d a  c o l o ração . 

A s  c é l u l a s p o s i t i vas d evem f i c a r  e s c u ra s  e as c é l u l as 

n e g a t i v a s  f l u o r e s c em . 
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Mé t odo de fl uorescên c i a  com Dynea beads ( Gl asgo w )  

E s t e  mé t o d o  p e rm i t e  t i pa r  H LA d e  c l a s s e  I ,  u s ando c é l u l a s 

T e  H LA c l as s e  I I , u s a n d o  c é l u l a s  B t ra t ada s c o m  Dynabeads . A l ém 

d i s s o  é po s s í ve l  s e p a r a r  e t i p ar c é l u l as c o n g e l a d a s  e m  N l í q u i d o . 

1 .  S e pa r a r  l i n f ó c i t o s  c o m  F i c o l l - H yp a q u e ,  l ava r  c om me i o  

RPM I e re s s u s p e nd e r  e m  1 m l  ( PB S + 0 . 2 % N a 2  EDTA + 1 %  FC S ) .  A 

c o n c e n t r a ç ão c e l u l a r  n ã o  d e v e  s e r  m a i o r  d o  q u e  1 0 x 1 0
6

. 

,. 

2 .  C o l o c a r  e s t e  1 m l  e m  u m  t u b o  c ô n i c o  e ad i c i onar 2 0  u l  

de Dynabe ad s . M i s t u r a r  mu i t o g e n t i l me n t e e e n c u ba r  po r 5 m i n  à 

t empe r a t u r a  amb i e n t e . 

3 .  Enc h e r  o t u b o  a t é  a m e t ade c o m  PB S + O . 2 %  N a 2  EDTA e 

c o l o c ar no mag n e t o  p o r  2 m i n . 

4 .  Remo v e r o s o b re nadante ( l i n f ó c i t o s ) ,  e nquan t o  o tu t- ·  

pe rman e c e  n o  magne t o  ( o  s o b re nadan t e  pode s e r  u s ad o  para t i pagt .. 

de c l a s s e  I )  . 

5 .  R e s s u s p e nde r o s  l i n f ó c i t o s  B ( ro s e t as ) em PBS + 0 . 2 % Na2 

EDTA , enc hendo o t u bo até a metade . C o l o c a r  no mag ne t o  po r 2 m i n . 

6 .  Rep e t i r 4 e 5 ,  e n t r e t an t o  u s a r  PBS.  s em ad i t i vo s . 

7 . Remove r o s o b r e n a d an t e  e re s su s pe nde r a s  c é lu l a s  B em 1 3 0 

u l  d e  me i o  RPM I . 

8 .  T e s t ar a v i a b i l i d ad e  e c on c e n t ração ( 5  u l  FC S + 1 u l  d e  

c é l u l as + 1 u l  da s o l u ç ão � c o c kt a i l � ( r e a g e nt e  8 ) .  

9 .  A j u s t a r  a c o n c e n t r a ç ã o  e ad i c i o n a r  a s  c é l u l as nas p l ac a s , 

c o m  o s  an t i s o r o s . 

1 0 . E n c u b a r  po r 3 0  m i n  a 2 2  Q C  e e n t ã o  ad i c i o nar 5 u l  d e  

c o mp l e men t o  d e  c o e l h o  e e n c u ba r ma i s  3 0  m i n . 
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1 1 . A d i c i o n a r  3 u l  d o  c o c k t a i l  e d e i x a r  a p l a c a  n a  g e l ad e i ra 

a 4 Q C  p o r  1 5  m i n  , a n t e s d a  l e i t u r a . 

1 2 . O s  r e s u l t ad o s s ão o b s e rv ad o s  n o  m i c ro s c ó p i o  i nv e rt i d o , 

f l u o r e s c e n t e . A s  c é l u l a s p o s i t i va s  s e r ã o  v i s t a s  e m  ve rme l h o 

e s c u ro e a s  c é l u l as n e g a t i va s  f l u o re s c e n t e s . 

3 . 2 . 1 . 3 .  I DENT I F I CAÇÃO DE ANT I CORPOS ANT I -HLA . 

A p r o v a  c r u z ad a  p a ra i de nt i f i c aç ã o  d e  ant i c o rpo s ant i - H LA 

no s o ro d e  p a c i e n t e s  d a  l i s t a  d e  e s pe ra para t ransp l an t e  f o i 

r e a l i z ad a  c o nt ra um pa i n e l  de l i n f ó c i t o s  de 5 0 i nd i v � , . 

t i pado s p a r a  o s  ant í g e n o s  d e c l a s s e  I .  E s s a s  c é l u l a s  s a o  

p ro v e n i e n t e s  d a  ro t i na d o  l ab o r a t ó r i o , t endo s e u  H LA c o nhec i d o  

e o mé t o d o  é o d e  l i n f o c i t o t o x i c i d ade . O s  r e s u l t ad o s s ã o  

exp r e s s o s  e m % d e  po s i t i v i dade e a s  e s p e c i f i c i d ad e s s ão re f e r i da s  

q u a n d o  i de n t i f i c ad a s , d e v e nd o  a amo s t ra d o  s o ro s e r  c o n g e l ada 

para po s t e r i o r p ro v a  c ru z ada c o m  p r o váve l d o ado r c adáv e r . A 

pe s q u i s a d e  a n t i c o rpo s c on t ra pa i n e l  f o i . r e a l i z ad a  a c ada 4 

m e s e s . A p r o v a  c ru z ada c on t ra a s  c é l u l as d e  doado r c adáv e r f o i  

s e m p r e  r e a l i z ad a  c o m  o s  s o r o s  t e s t ad o s  c o n t ra p a i n e l  e c o m  a s  

amo s t ra s  c o l e t ad a s  p o r  mo t i vo do s pac i e n t e s  t e rem r e c e b i d o 

t ran s f u s õ e s .  

A pe s q u i s a  d e  ant i c o rpo s em s o ro d e  p l ac e n t a s  f o i re a l i z ad a  

c o n t r a u m  p a i n e l  d e  l i n f ó c i t o s  s eme l h a n t e  a o  an t e r i o r . O s  s o ro s  

p o s i t i v o s  s ão p o s t e r i o rme n t e t e s t ad o s  c o n t r a u m  n o v o  p a i n e l  d e  

l i n f ó c i t o s  t o t a i s ,  a s s i m  c o m  pa i n e l  ( c o n g e l ad o ) d e  l i n f ó c i t o s  B ,  
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p ro v e n i e n t e  d e  p a c i e n t e s  c o m  l e u c e m i a  l i n f á t i c a  c r ô n i c a  ( L L C J . 

An t e s  d e  t e s t a r  o s  s o r o s  p o s i t i v o s  f o i r e a l i z ada a a b s o r ç ã o  d o s  

ant i c o rpo s d e  c l a s s e  I c o m  p l a q u e t a s  ( 1 0 0  d o ado r e s ) .  

O s  r e s u l t ad o s f o ram a n a l i s ad o s  m a nu a l me n t e  e po s t e r i o rm e n t e  

c om o aux í l i o  de um c ompu t ad o r V I G  I I - AT e d e  p r o g ramas 

e s p e c í f i c o s . 

3 . 2 . 1 . 4 .  MtTODOS AUX I L I ARES EM SOROLOGIA H LA .  

3 . 2 . 1 . 4 . 1 .  Coopleaento de Coelho o 

O c omp l eme n t o  d e  c o e l h o  u t i l i z ad o  para a ma i o r  p a r t e  d o  

t ra b a l h o  f o i  c o l e t a d o  d u ra n t e  o a b a t e p a r a  c o n s umo da c a rne � 

aprove i t ame n t o  d a  pe l e . O s a n g u e  d e  não m e n o s  d e  1 0 0 an i ma i s / v e z  

f o i  c o l e t ado e m  f ra s c o s d e  7 0 0  m l , e s t e r i l i z ad o s  e s e m  

ant i c o a g u l an t e .  A s  amo s t ra s  f o r am d e i x ad a s  p o r 1 5  m i n  na 

t empe rat u ra amb i e n t e  e apó s c o l o c ad a s  e m  um i s opo r com g e l o  

( 4 Q C ) . O s  f ra s c o s  f o ram c en t r i f u g ad o s  apó s 3 ho ras da c o l e t a  e 

o s o b r e nadante n ovame n t e  c e nt r i f u g ad o , s empre na t empe ratu ra d e  

4 Q C . O s  s o b renadan t e s  fo ram m i s t u rado s e c ong e l ad o s  a me no s 8 0 Q C  

em b o l s a s  d e  s an g u e . P a r a  u s o , c ad a  b o l s a f o i p o s t e r i o rme n t e  

d e s c o n g e l ad a  e o s o ro d i v i d i do e m  a l í qu o t a s  e c o ng e l ad o s  a - 8 0 Q C . 

O t e s t e  d o  c omp l emen t o  f o i re a l i z ado , po i s  e s t e s  

an i ma i s  p o d e m  t e r  a n t i c o rp o s nat u ra i s c o nt ra o s  e r i t r ó c i t o s  e 

l i n f ó c i t o s  humano s ( I gM ) . 

1 .  I nd i v í d uo s  he t e ro z i g o t o s p a r a  o s i s t e ma H L A  f o ram 

i de n t i f i c ad o s  c o m o  d o ado re s d e  c é l u l a s  p a r a  o t e s t e . 
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2 .  A n t i c o rpo s e s p e c í f i c o s  para o s  ant í g e no s  d o  d o ad o r  f o ram 

i de n t i f i c a d o s . Na ma i o r i a  d a s  v e z e s  u t i l i z ou - s e  um mono c l o n a l  

a n t i - H LA - A 3 , p re pa rand o - s e  d i l u i ç õ e s  d e  p u r o  a t é  1 : 1 6 ,  em M c C o y  

c o m 2 0 %  d e  F C S  o u  e q u i v a l e nt e . 

3 .  D i l u i ç õ e s  d o  c o mp l e me n t o  f o r am r e a l i z ad a s  c o m o me s mo 

me i o  e man t i da s  g e l ad a s  a t é  o u s o . 

4 .  P l ac a s  d e  T e ra s a k i  f o ram p repa radas c o m  1 u l  do  ant i s o r o  

p o r  o r i f í c i o  d e  a c o r d o  c om o pro t o c o l o  da T a b e l a  1 . 3 .  

5 .  Em c ada o r i {'í c i o , c o l o c o u - s e  1 u l  d e  c é l u l a s  c o m  o 

ant í g e n o  c o r r e s p o n d e n t e  e e nc u b o u - s e  p o r  3 0  m i n / 2 0 QC . 

6 .  Ad i c i o n o u - s e  5 u l  d a s  d i l u i çõ e s  do c omp l emen t o  e encu bou­

se p o r 6 0  m i n / 2 0 Q C  

7 .  A c o l o ra ç ão f o i  r e a l i zada c om e o s i na e a f i xação c om 

f o rma l i na . A v i ab i l i da d e  e o e s c o r e  f o ram o b s e rvado s . 

8 .  O c omp l e m e n t o  s e rá u t i l i z ad o  numa d i l u i ç ão aba i x o  do 

me l h o r  re s u l tado , o n d e  h o uv e r r e aç ã o  8+ c om a ma i o r  d i l u i ç ão do 

ant i c o rpo e do  c omp l eme n t o . D i f i c i l m e n t e  c o n s e gu e - s e  u s a r  o 

c omp l eme n t o  ac ima d e  1 : 2 para t i pa g e n s  d e  c l as s e  I .  
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T a b . 1 . 3 .  P ro t o c o l o  p a r a  t i t u l aç ã o  d o  c omp l eme n t o 

D i l u i ç õ e s  d o  A n t i c o rp o  

1 : 1 

1 :  2 

1 : 4 

1 :  8 

1 : 1 6  

M E I O 

1 : 1 2 : 3  

'"  

1 : 2  1 : 4 1 :  6 1 : 8 1 : 1 0 1 : 1 2 1 : 1 4 

1 6 2 

1 :  1 6  

D i l u i ç õ e s  d o  C o mp l e me n t o  

3 . 2 . 1 . 4 . 2 .  AbaorQio coa Plaqueta• 

1 .  C e n t r i f u g a r 5 0 0  ml d e  s an g u e  c i t r a t a d o  p o r 1 5  m i n a  7 0 0 g , 

u t i l i z and o - s e b o l s a  p l ás t i c a . T ran s f e r i r o s o b r e nad an t e r i c o  e m  

p l a q u e t a s  p a r a  o u t r a bo l s a . A s  p l aq ue t a s  f i c am l o g o ac i ma d a  

c amada d e  l e u c ó c i t o s  ( " bu f fy c o a t " ) .  

2 ,  C e n t r i f u g a r  po r  3 0  m i n / 2 0 0 0  rpm . Re s su s p e nd e r  o s e d i m e n t o  

e m  8 m l  d e  p l asma e ad i c i o na r 1 0 % d e  c i t ra t o . 

3 .  C e n t r i f u g a r  n o v ame n t e  num t u bo d e  v i d r o  po r 1 5  m i n / 8 0 0  

rpm ( 7 0  g ) . 

4 .  Re mo ve r o s o b r e nadan t e  r i c o  e m  p l a que t a s  p a r a  o u t ro tubo  

e e nc h e r  c o m  P B S  + 1 0 % ACD . C e n t r i f u g a r  no v am e n t e n a  me s ma 

v e l o c i d ad e . 
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o . R e pe t i r e s t e  p r o c e d i me n t o  o u t ra s  3 v e z e s  p ara remo v e r o s  

e r i t ró c i t o s  e l i n f ó c i t o s . 

6 .  F i n a l m e n t e  a s  p l aq u e t a s  s ão s e d i me n t adas e l avad a s  3 

v e z e s  e m  P B S  c o n t e n d o  0 . 1 % d e  A z i d a  S ó d i c a . 

7 .  G u a r d a r  a s u s pe n s ão d e  p l aqu e t a s  e m  PBS + O  . 1 % de az i d a  a t é  

1 a n o  à 4 Q C  o L a v a r  a s  p l aq u e t a s  an t e s  d o  u s o  5 x · em P B S + O . 1 %  

a z i da . 

P r o c e d i me n t o  para a b s o r ç ã o : 

A s  p l aqu e t a s  a p r e s e n t am a n t í g e n o s H LA-A , B e C ,  mas não 

po s s u e m  D R , p o d e nd o  s e r  u t i l i z ad a s  p a ra a b s o rção dos ant i c o rp o s  

ant i - c l a s s e  I e m  s o r o s  q u e  d e v e m  s e r  t e s t ad o s para DR o Um núme ro 

e l evado d e  d o ad o r e s  d e  p l aq u e t a s  deve s e r  u t i l i z ado para q u e  a 

ma i o r i a  d a s  e s pe c i f i c i dade s H LA e s t e j am p r e s e n t e s , mas devend o - s e  

l e m b r a r  q u e  o s  a n t í g e n o s H LA - B 8 e B 1 2 não s ão bem exp re s s o s  e m  

p l aque t a s , p o d e n d o  s e r  d e  d i f í c i l  a b s o r ç ão . 

O s e g u i n t e  p r o c e d i me n t o  p o d e  s e r  u s ad o  para s o r o s  c o m  t í t u l o  

d e  ant i - H LA - A , B  e C a t é  1 : 8 :  

l o  Lavar as p l aq u e t a s  5 x e m  PBS + 0 . 1 % Na- az i da .  

2 .  C e n t r i f u g a r a s  p l aq u e t a s  num �ubo Ependo r f  po r  5 

m i n / 1 7 0 0 0  g ( 4 Q C ) . P re p a r a r  u m  s e d i m e n t o  s e m  P B S , para ev i t a r  a 

d i l u ç ã o  d o  s o ro . Remo ve r  o e x c e s s o  d e  l í qu i d o  c om pape l d e  

f i l t ro . 

3 .  M i s tu ra r  1 vo l ume d e  s o ro c om 1 v o l ume d e  p l aque t a s , 

u t i l i z a nd o - s e  uma p i pe t a  P a s t eu r . Enc u ba r  . .  o 

4 o  A a b s o r ç ão p o d e r á  s e r  r e pe t i da c a s o  ne c e s s ár i o . An t e s  de 

t e s t a r  o s o ro , c e n t r i f u g a r  5 m i n / 4 0 0 0 g / 4 QC . 
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3 . 2 . 1 . 4 . 3 .  Co�se l &ne��o e �eaconselaoento cie � inf6c itoa . 

S o l u ç ã o p a r a  c o n g e l am e n t o  

P r e p a r a r  i nd i v i d u a l me n t e  p a r a  c ad a  c é l u l a  a s e r  c o ng e l ad a  

u m a  m i s t u r a  c o n t e nd o  1 0% D M S O  ( S i g ma n Q  d - 5 8 7 9 ) e 9 0 % s o r o 

au t ó l o g o  i n a t i v a d o  p e l o  c a l o r  ( o u s o ro AB ) .  

N o t a s : 

1 .  A s  c é l u l a s d e v e m  s e r  f r e s c a s , e v i tando - s e  g u a rd á - l a s no 

r e f r i g e r a d o r para u s ar n o  ou t ro d i a . C a s o  s e j a  mu i t o n e c e s s á r i o , 

não s e p a r e  a s  c é l u l a s , g u a r d e  o s an g u e  t o t a l  n a  g e l ad e i r a a t é  o 

o u t r o  d i a .  

2 .  I de n t i f i c a r  o s  t u b o s ant e s  d e  i n i c i ar o p r o c e d i me n t o  

( nome e d a t a ) .  Re t i ra r  a t ampa d o s  t u bo s B e c kman d e  4 0 0  u l , p o i s  

e l a s  c o s tumam e x p l o d i r  n o  d e s c o n g e l amen t o . 

3 .  T o d o  t ra ba l ho d e v e  s e r  c o n d u z i d o  n o  g e l o . 

P r o c e d i me n t o  d e  C o n g e l am e n t o 

P r e p a r a r  o s  l i n f ó c i t o s  de ac o rd o  c o m o mé t o d o  

c o n v e n c i o n a l , c e n t r i f u g a r  e r e s s u s pe n d e r o . s e d i me n t o  n a  s o l u ç ão 

d e  c o n g e l am e n t o  ( g e l ada ) .  U s a r  uma c on c e n t r a ç ã o  d e  5 - 1 5 x 1 06 / m l . 

2 .  D i s pe n s a r  3 5 0 u l  e m  t u b o s  B e c kman e 1 a 1 . 5  m l  e m  t u b o s 

Nunc c o m r o s c a . 

3 .  C o l o c a r  o s  t u b o s  n uma c a i x a  d e  i s opo r c o m a l g o d ã o  no 

i n t e r i o r  e e s t a i r á para o f re e z e r  a - 8 0 QC . N o  p r ó x i m o  d i a  o s  

t u b o s  e s t ã o  p r o n t o s  p a r a  i r e m  r ap i d ame n t e  p a r a  o N l í qu i d o . 
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P r o c e d i m e n t o  pa r a  D e s c o n g e l am e n t o .  

É i mp o r t a n t e  q u e  a s c é l u l a s s e j am d e s c o n g e l ad a s  r a p i dame n t e  

e t r a n s f e r i da s  d e  i m e d i a t o  p a r a  u m  v o l um e  ade q u ado d e  me i o  d e  

c u l t u r a  g e l ad o . 

1 . R e t i r a r  o s  t u b o s d o  N l í qu i d o  e c o l o c á - l o s  num B e c k e r  

c o n t e n d o  N l í q u i d o . De s c o n g e l a r  a s  amo s t ra s  i nd i v i dual me n t e  p o r  

aqu e c i me n t o  na p a l ma d a mão . 

2 .  T r a n s f e r i r  a s p c é l u l a s p a r a  u m  t u b o  r o t u l ad o  c o m 2 m l  d e  

M c C o y  e c o l o q u e  so b r e  1 ml d e  s o l u ç ã o  d e  F i c o l l - H i paque . 

C e n t r i f u g a r  p o r 1 2  m i n / 2 0 0 0  rpm . 

3 .  T r a n s f e r i r  a s  c é l u l a s d a  i n t e r f a s e  p a r a  o u t r o  t u b o , 

c o mp l e t a r  c o m me i o  e c e n t r i f u g a r  p o r  5 m i n  a 2 0 0 0  rpm . Remo v e r 

o s o b r e nadan t e  e a c e r t a r  o núme r o  d e  c é l u l a s  p a r a  a c o n c e n t ração 

d e s e j ad a . V e r i f i c a r a v i a b i l i dade . 

,.. 

3 . 2 . 2 .  EXTRAÇÃO DE DNA GENOMICO . 

Mé t odo de Hi l l er ( sal t ing-ou t ) ,  (Hi l l er ,  1 988 ) 

1 .  C e n t r i f u g a r  1 0  ml d e  s an g u e  c om EDTA . C o l e t a r  o c r eme 

l e u c o c i t á r i o  ( bu f f y c o a t ) em tubo d e  5 0  m l  de v o l ume e ad i c i o n a r 

4 0  m l  d o  t ampão d e  l i s e d e e r i t r ó c i t o s  ( r e a g e n t e  9 )  e d e i x a r  p o r  

2 0  m i n / t e mpe r a t u r a  am b i e n t e . 
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2 .  C e n t r i f u g a r  p o r 1 0  m i n / 3 0 0 0  rpm , r e t i r a r  o s o b r e nadan t e  

e r e p e t i r  a l av a g e m  c om t ampão d e  l i s e  apó s re s s u s pende r o 

s e d i me n t o . O s e d i me n t o  d e v e r á  f i c a r  s em e r i t ró c i t o s . 

3 .  Re s u s p e nd e r  o s e d i me n t o q u e  a g o ra c o n t ém s ome n t e  

l e u c ó c i t o s  e m  3 ml da s o l u ç ã o  d e  l i s e  nuc l e a r  ( Re a g e n t e  1 0 a ) . 

Ad i c i o n e  6 0 0  u l  d e  s o l . d e  P r o t e a s e  K ( Reag e n t e  1 1  1 e 2 0 0  u l  de 

1 0 % ( w / v ) S D S  ( s o d i um d o de c y l s u l f a t o ) .  M i s t u r a r  bem . N e s t e  ponto 

a s o l u ção pode s e r  g u a rd a d a  a - 2 0 Q C . 

4 .  A g i t a r  p o r 1 8  h o r a s  a 4 2 QC . 

5 .  Ad i c i o n a r  1 m l  d e  N aC l  6 M a c ad a  4 ml da s o l u ç ão , ag i t ar 

e d e i x a r  po r 20  m i n /  4QC p a r a  c ompl e t a r  a p r e c i p i t ação das 

p r o t e í n a s . 

6 .  C e n t r i f u g a r  p o r 2 5  m i n / 8 0 0 g  ( 3 0 0 0  rpm ) . T rans f e r i r o 

s o b renadant e q u e  c on t é m  o DNA para um t u bo de 5 0  ml e ad i c i o nar 

vo l ume i g ual  de i s op ropano l para p r e c i p i t a r  o DNA . D e s p r e z a r  o 

s ed i me n t o  q u e  c o n t é m  a s  p ro t e í na s . 

7 . Remove r o DNA q u e  p r e c i p i t a r á  c om c au t e l a , t a l v e z  c om a 

aj uda d e  uma P a s t e u r  c om p o n t a  s e l ad a  pe l o  c al o r , e c o l o c a r  em 

t u bo Ependo r f . Lava r 3 x c om e t ano ! . a 7 0  % ,  u s and o a 

m i c r o c e n t r í f u g a . 

8 .  S e c a r  o DNA e r ed i s s o l ve r apó s e m  0 . 5 - 1  ml d e  t ampão T E  

( re ag e nt e 1 2 ) . 

9 .  G u a r d a r  o D N A  n o  r e f r i � e rado r  p o r  1 8  ho ras p a r a  q u e  e n t r e  

em s o l u ç ão . A l g umas v e z e s  é ne c e s s á r i o  d i l u i r  ma i s  c om T E  para 

q u e  e n t r e  em s o l u ç ão . 
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3 . 2 . 3 .  T I PAGEM H LA POR RFLP 

O mé t o d o  de R F L P  u t i l i z ad o  p a r a  t i pa g e m  de H LA - DR e DQ 

d i f e re em a l g u n s  p o n t o s  do e mp r e g ad o no XX W o r k s h o p  I n t e rn a c i o n a l  

d e  H i s t o c o mp a t i b i l i d a d e , t e nd o  s i d o  a p r e s e n t ad o  n a  I V  C o n f e r ê n c i a  

E u r o p é i a  d e  H i s t o c ompat i b i l i dade ( B i dwe l l , 1 9 9 0 ) .  A ' anál i s e  e s t á  

b a s e ad a  n o  u s o  d e  T aq i H i nd I I I  e M s p i  c omo e n z i ma s  de 

re s t r i ç ão p a r a  c o rt a r  a s  mo l é c u l a s  d e  DNA a s e re m  p o s t e r i o rm e n t e  

h i b r i d i z ad a s  c o m  s o nda s  c u r t a s  d e  c DN A  p a r a  DRB l , DQB l , DQA l 

( F i g . 8 . 1 . ) .  

3 . 2 . 3 . 1 .  D I GESTÃO DO DNA COM ENDONUCLEASES . 

Concen t ração de DNA : 

P r e p a r a r  u ma d i l u i ç ão d o  DNA 1 : 5 0 ( 1 5 u l  DNA + 7 5 0  u l  T E ) .  

M e d i r  a d e n s i d a d e  ó p t i c a  n o  e s p e c t r o f o t ô me t ro e m  2 6 0 ( DNA ) e 2 8 0  

( p ro t e í n a ) .  A r e l aç ão DNA / p r o t e í n a  é 2 : 1 .  

N a  f a i x a d e  2 6 0  uma DO d e  1 =  4 0  u g / m l , e nt ão : 

D0 2 6 0  x 4 0  x 5 0  x v o l . DNA e m  m l  = u g  ( DNA t o t a l ) .  

D i v i d i r  DNA p e l o  v o l um e  em u l  d a  amo s t ra = u g / u l  

C o r r e r  u m  g e l  d e  a g a r o s e  p a r a  o b s e rv a r  a q u an t i d ad e e 

q u a l i d a d e  d o  DNA , p a r a  t an t o , a c e r t a r  uma d i l u i ç ão d o  DNA p a r a  

5 0  n g / u l  e e n t ã o  u s a r 1 0  u l  e m  c a d a  l u g a r  d o  g e l . O c o n t r o l e  s e r á 

5 0 0  n g  d e  DNA L amb d a . P a r a  c a l c u l a r a d i l u i ç ã o  q u e  d e v e  s e r  

f e i t a : 

u g / u l  x 1 0 0 0 = n g / u l  

n g / u l  5 0  = f a t o r d e  d i l u i ç ão ( FD l  
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F D  x 1 0  ( v o l ) - 1 0  = v o l u m e d e  a z u l  d e  b r omo f e n o l ( r e a g  1 3 ) 

V o l . d e  DNA = 1 0  u l  

P o r  e x e m p l o :  c o nc e n t ra ç ão d o  DNA l am bd a  = 5 0 0 u g / 8 6 7 u l  

5 0 0 / 8 6 7  = 0 . 5 7 6  u g / u l  x 1 0 0 0  = 5 7 6 n g / u l  

5 7 6 ng / u l + 5 0  = 1 1 . 5 2 n g / u l  

1 1 . 5 2 n g / u l  x 1 0 ( v o l . ) - 1 0  = 1 0 5  u� d e  a z u l  d e  b romo f e n o l  

V o l ume d e  D N A  = 1 0  u l  C o n c e n t r a ç ã o  f i na l  = 5 0  n g / u l  

É i mpo r t a n t e o DNA e s t a r  e m  s o l u ç ã o , t a l v e z  s e j a  n e c e s s á r i o  

aque c ê - l o  a 5 0 Q C  p o r u1 0 m i n . p a r a  e n t ã o  c o r r e r  o g e l . 

Hi n i gel : 

P r e p a r a r  3 0  m l  d e  a g a ro s e 0 . 8 % e m  1 x  TBE ( r e ag e n t e 1 4 ) 

{ O . 2 4  g e m  3 0  ml TBE ) 1 aque c e n d o  e m m i c r o o n d a  o u  n o  f o g o  d o  

Bun s e n . D e i x a r  e s f r i a r a t é  6 0  Q C  1 qu and o s e rá i nc o rpo rado 4 . 5  

u l  d e  b rome t o  d e  e t í d i o ( 1 0  m g / m l ) .  E s t e  ú l t i mo r e a g e n t e  é 

c a r c i no g ê n i c o 1 d e v e nd o - s e t e r  t o d o  o c u i d ad o ( r e ag e n t e 1 5 ) .  

O g e l  é d e r r amado na c ub a  q u e  e s t a r á  p re p a rada c o m  o p e n t e , 

de i xando - s e  s o l i d i f i c a r  a 4 Q C  o u  n a  t e mpe r a t u r a  amb i e n t e . S e r á 

apl i c ad o  uma c o r r e n t e  d e  7 0 V po r 1 h o ra . A l g u n s  i nc o rpo ram o 

b ro me t o d e  e t í d i o  t ambém no t ampão T B E  n �  c o nc e n t ração d e  0 . 5  

u g / m l . O n í ve l  d o  TBE d e v e r á  s e r  2 a 3 mm a c i ma d o  n í v e l d o  g e l . 

Pro t ocol o de di ges tão : 

1 .  A r e aç ã o  ac o n t e c e em t u b o s  d e  c e n t r i f u g a ç ã o  d e  0 . 7 5 m l . :  

• 8 . 2 5 u g  d e  s o l u ç ã o  d e  DNA 

• 0 . 1  v o l ume de t ampão d e  r e s t r i ç ã o  1 0 X ( ve j a  f o rne c e do r )  

• 4 2  U d e e n z i ma d e  r e s t� i ç ão , ad i c i o nad a  e m  d u a s  o c a s i õ e s  

d e  2 1 U c o m  9 0  m i n  d e  i n t e rva l o . 
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, • A g u a  b i d e s t i l ad a  p a r a  2 0  u l  d e  v o l um e  f i na l . 

2 .  E n c u b a r e m  b anho m a r i a  p o r  3 h o r a s  n a  t e mpe r a t u r a  i d e a l  

p a r a  c ada e n z i ma . T aq i  = 6 5 Q C , M s p i  = 3 7 Q C , H i n d i i i  = 3 7 Q C . N o  

t u b o  c o m  T a q i é i n t e r e s s an t e a d i c i o n a r  2 g o t a s  d e  ó l e o  m i n e r a l  

p a r a  e v i t a r  a e v a p o r a ç ã o . 

3 .  O b s e r v a r  s e  a r e aç ã o  a l c anç o u  s e u  f i n a l , a pó s  3 h o r a s . 

Re t i r a r  2 u l  d a  s o l u ç ã o e ad i c i o n a r 4 u l  d a  s o l u ç ão Ome g a  

( r e a g e n t e  1 6 ) e c o r r e r u m  m i n i g e l  ( 7 0 V / 1 h o r a ) . O DNA d i g e r i d o 

a d e q u adame n t e  p r o d u z  uma man c h a  u n i f o rme . Du r an t e  a e l e t r o f o re s e  

o t u bo d e  d i g e s t ã o d e v e r á  e s t a r  n o  banho m a r  i a . N o  c as o  d o  

m i n i g e l  s e r  s a t i s f a t ó r i o , a d i c i o n a r  3 . 6  u l  d a s o l u ç ão q u e  

i nt e r r o mpe a r e a ç ão ( r e a g e n t e  1 7 ) . N o c a s o d a  T a q i , r e t i r a r  o DNA 

d i g e r i d o  do f u nd o  do t u bo , e v i t ando o ó l e o , p a r a  e n t ã o  a d i c i onar 

o s  3 . 6  u l  da s o l u ç ã o . 

4 .  R e a l i z a r  a e l e t r o f o r e s e  d a s  amo s t r a s  e m  g e l  d e  2 0x 2 5 em . 

3 . 2 . 3 . 2 .  ELETROFORES E EM AGAROSE ( GEL DE 2 0  X 2 5  CM . )  

P r e p a r a r  a g a r o s e  a 0 . 7 % ( S i gma t i p o  V )  ( 2 . 1  g d e  a g a r o s e  + 

3 0 0 m l  TAE + 1 5  u l  d e  b r o me t o  d e  e t í d i o ) .  C a s o  d e s e j a r - s e  d i v i d i r  

a memb rana u s a r  u m  p e n t e  d e  4 0  l u g a re s  ( 2  x 2 0 ) 

C o r r e r a e l e t r o f o r e s e  a 5 5 - 6 0  V ,  po r 1 6 - 2 0  h o r a s  e m  t ampão 

TAE ( r e a g e n t e  1 8 ) ,  c o n t e nd o  0 . 5  u g / ml de b ro m e t o  de e t í d i o . U s a r 

o f a g o  L a m bd a , d i g e r i d o  c o m  H i nd i i i , c o mo m a r c a d o r d o  p e s o  

mo l e c u l a r . T e rm i n a r  a c o r r i d a  q u ando o mar c ad o r d e  2 K B  p e r c o r r e u  

1 6  e m . 
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A 

3 . 2 . 3 . 3 .  DESNATURAÇÃO DO DNA E TRAN S FERENC I A  ( SOUTHERNBLOT ) 

Mé todo : Pré-desna t uração , Hybond N ( RPN 203 N) 

De s n a t u r a ç ã o : 

1 .  R e mo v e r  o g e l  d o  t an q u e , v i s u a l i z a r  o s  m a r c a d o re s d e  p e s o  

mo l e c u l a r n o  t r a n s i l um i n ad o r  d e  u l t ra - v i o l e t a  ( 3 0 2  nm ) e ano t a r  

a s  d i s t â n c i a s p e r c o r r i d a s . N ã o e x p o r d e ma s i a d ame n t e  o g e l  c o m · DNA 

g e n ô m i c o  à u l t r av i o l e t a . 

2 .  C o l o c a r  o g e l e m  p r a t o  c o m  5 0 0  m l  d e 0 . 1 5 M H C l  ( r e a g e n t e 

1 9 a ) . Ag i t a r  g e n t i l me n t e  p o r 1 0  m i n . numa p l a t a f o rma r o t a t ó r i a .  

3 .  L a v a r  po r  3 0  s e g . e m  á g u a  b i d e s t i l ad a . 

4 .  I m e r g i r o g e l  e m  p r a t o  c o m  5 0 0  m l  d e  0 . 2  M NAOH / 0 . 6  M 

N aC l  ( r e a g e n t e 2 0 a ) . 

5 .  L a v a r  p o r 3 0  s e g . e m  á g u a  b i de s t i l ad a . 

6 .  I m e r g i r o g e l  e m  5 0 0  m l  d e  0 . 5  M T r i s - H C l pH 7 . 6 / 1 . 5 M 

N a C l ( r e a g e n t e  2 1 ) .  A g i t a r  g e n t i l me n t e  p o r S O  m i n . 

7 .  T r o c a r  p a r a  5 0 0  m l  d e  t ampão d e  t r ans f e r ê n c i a  ( r e ag e n t e  

2 2 ) e a g i t a r  p o r 5 m i n . P r o c e d e r a t r an s f e rê nc i a  S o u t h e r n . 

Trans ferên ci a de So u the rn . 

1 . U t i l i z a r u m  s i s t ema c o m  um t an q u e  d e  p l á s t i c o c o m  

an t e p a r o  d e  v i d r o c e n t r a l  ( o u c âmara d e e l e t r o f o r e s e  i nv e r t i d a ) 

o n d e  f i c a r á  o g e l , d e i t ad o  n uma s u p e r f í c i e  p l a n a , ant e s  p o r é m  
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c o l o c a - s e  2 f o l h a s  d e  p a p e l 3 HM , m o l h ad o s  n o  t ampão d e  

t ra n s f e r ê n c i a . R e t i r a r  b o l h a s  d e  a r  r o l an d o  uma p i pe t a  ( F i g . 

1 .  3 . ) 

2 .  C o l o c a r  u m a  f o l h a d e p a p e l 3 M M  ( mo l ha d o  n o  t amp ã o  d e  

t ra n s f e rê n c i a ) 2 e m  m a i o r  e m  c o mp r i m e n t o  e l ar g u r a  d o  q u e  o g e l . 

3 . C o l o c a r  o g e l  c o m  t o d o  c u i d a d o  p a r a  n ã o  q u e b r a r n o  c e n t r o 

d o  a n t e p a r o . S e l a r  a s  b o r d a s  c o m  p a ra f i l m e . 

4 . D e p o s i t a r  e m  c i m a  d o  g e l  u m a  f o l h a  d e  m e m b rana H y b o n d  N 

( Ame r s ham ) ,  1 e m  m a i o r  d o  q u e  o g e l  ( n ã o  é n e c e s s á r i o  mo l h a r  

p r é v i am e n t e ) .  R e t i r a r  b o l h a s . 

5 .  D e p o s i t a r  m a i s  d u a s  f o l h a s  d e  p a p e l 3 MM mo l h a d a s  e 2 e m  

m a i o r e s  d o  q u e  o g e l . R e t i r a r  b o l h a s . 

6 ,  C o l o c a r  1 0  e m  d e  p ape l ad s o rv e n t e  e m  c i ma d e s t e  s i s t ema 

d e  t r a n s f e r ê n c i a . 

7 .  C o l o c a r  um p r a t o  i nv e r t i d o  e um p e s o  d e  2 KG p o r  ú l t i m o . 

8 .  E n c h e r o r e c i p i e n t e  ( t a n q u e  p l á s t i c o ) c o m  1 l i t r o  d e  

t ampão d e  t ra n s f e rê n c i a  e d e i x a r  p o r 1 8  h o r a s . 

9 .  A pó s  a t r a n s f e r ê n c i a , d e i t a r o " s andw i c h "  ( mem b r an a - g e l )  

c om a mem b r ana n a  p a r t e  d e  b a i x o , numa f o l h a· d e  p ape l W h a tman 3 

M M . M a r c a r  a po s i ç ã o d o s  o r i f í c i o s  d o  g e l  c o m  uma c an e t a  e e n t ão 

d e s p re z a r  o g e l . 

1 0 , L av a r  r á p i d ame n t e  a me m b r a n a  e m  5 0 0  m l  d e  t ampão d e  

t r a n s f e r ê n c i a  p o r 1 0  m i n  e s e c a r  a o  a r . 

1 1 , I r r ad i a r a memb r a n a c om o t r a n s i l u m i nado r d e  

u l t rav i o l e t a p o r 3 - 5  m i n  ( f a c e  d o  DNA p a ra b a i x o ) . A d o s e  ó t i ma 

t a l v e z  t e n h a  q u e  s e r  t e s t ad a  p a r a  c ad a  t r a n s i l um i n ad o r , v e j a  a s 

i n t ru ç õ e s  i n c l u í d a s  c o m  a s  m e m b r a n a s  H y b o n d N .  
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1 2 . G u a r d a r  a m e m b r a n a  e m  s u p e r f í c i e  p l an a  a 4 Q C  e m  

e n v e l o p e  d e  p o l i t e n o  s e l ad o  p e l o  c a l o r , c o n t e n d o  6 0  ml d e  t ampão 

T E  ( r e a g e n t e 1 2 ) .  V e r i f i q u e  q u e  e x i s t a  p e l o  me n o s  2 e m  d e  e s p a ç o  

e m u m  d o s l ad o s , t o r n a n d o  p o s s í v e l  c o r t a r  e f e c ha r  o e n ve l o p e  

numa s e g u n d a  e t ap a . 

3 . 2 . 3 . 4 .  PR� -H I B R I D I ZAÇÃO . 

1 .  P a r a  c ad a  m e m b rana d e  2 0  x 2 5  e m , p r e p a r a r  a s e g u i n t e  

s o l u ç ão : 

• 2 5  m l  d e  f o rmam i d a d e i o n i s ad a  ( r e a g e n t e  2 3 ) 

• 5 m l  d e  s o l u ç ã o d e  D e n h a r t s  ( r e a g e n t e  2 4 ) 

• 8 . 3  m l  3 0 X S S PE ( r e a g e n t e  2 5 ) 

• 5 m l  d e  1 0 % w / v S D S  

• 5 m l d e  5 0 % w / v  s u l f a t o  d e  d e x t r a n  ( r e a g e n t e  2 6 ) 

2 .  R e mo v e r 2 0  m l  e c o l o c a r  num f r a s c o  e s t e r i l i z ad o , p a r a  s e r  

u s ad o  n a  h i b r i d i z aç ão . A o s  r e s t a n t e s 2 8 . 3  m l , ad i c i o n a r  1 . 2 m l  

d e  DNA d e  s a l mã o  s o n i c a d o  e f e rv i d o  ( r e a g e n t e  2 7 ) 

3 .  E s v a z i a r  o e n ve l o p e  q u e  c o n t é m a membrana e m  TE , 

s u s b s t i  t u  i n d o - o  p o r 2 9 . 5  m l  d e  s o l u ç ã o  d e  p re - h i b r i d i z aç ã o . 

R e mo v e r o a r e s e l a r  c o m  c a l o r . R e a l i z ar uma mas s a g e m  na mem b r ana 

p a ra t e r c e r t e z a  de que o f l u i d o e s t á  t e nd o c o n t a t o  c om a me s ma . 

P r e p a r a r u m  o u t r o  e n v e l o p e  p a r a  c o l o c a r  o a n t e r i o r . S e l a r  c o m 

c a l o r . 

4 . E n c u b a r  e m  b anh o m a r i a  a 4 2 Q C  d e  4 - 1 8  h o r a s . O e nv e l o p e  

d e v e r á  f i c a r  p l a n o  ( n ão p r e s s i o na d o ) e m e r g u l hado n a  á g u a . 
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3 . 2 . 3 . 5 .  MARCAÇÃO DA SONDA E H I BR I D I ZAÇÃO . 

O s  p r o be s  d e  D N A  d e v e m  s e r  g u a rd ad o s  e m  a l í q u o t as d e  4 0  u l  

a - 2 0 Q C  e m  t u b o s d e  m i c r o c e n t r i f u g aç ã o  d e  1 . 5  m l . 

1 .  D e s c o n g e l a r  u m a  a l í q u o t a  d a  s o nd a  e c o l o c a r  e m  á g u a  

f e rv e n d o  p o r  4 m i n . G u a r d a r  a 3 7 Q C a t é  o u s o . 

2 .  Num t u b o  d e  m i c ro c e n t r i  f u g ad o r a  d e  1 .  5 m l , i n i c i a r a 

s e � u i n t e  r e a ç ão d e  5 0  u l : 

t 1 0  u l  d e  t am p ã o  O L B  ( r e a � e n t e  2 8 ) 

t 2 u l  d e  B S A  ( 1 0 m g / m l ) ( re a g e n t e  2 9 ) 

• 3 0  u l  d a  s o n d a  d e  DNA 

• ::> u l  d e  [ a.  3 2P J dCTP ( 3 0 0 0  C i / mmo l ; Ame r s h am P B 1 0 2 0 5 ) 

t 3 u l  d e  DNA p o l i me r a s e  ( 6  u n i d ad e s ) - f ragme n t o  K l e now 

3 .  V o r t e x  

m i c r o c e n t r i f u g ad o r a . 

e c e nt r i f u g a r m om e n t a ne ame n t e  na 

E n c u b a r  a 3 7 Q C  po r 3 h o ra s  ( o u d u r an t e  a 

n o i t e , na t e mp e r a t u r a  amb i e n t e ) .  

4 .  A d i c i o na r 0 . 2 m l  d a  s o l u ç ão p a r a  i n t e r r o mpe r a re ação 

( r e a g e n t e  3 0 ) e 0 . 5  ml DNA s o n i c a d o  de e s p e rma d e  s a l mão , f e rv i d o  

( re a g e n t e  2 7 ) .  V o r t e x  e c e nt r i f u g a r  m o m e n t a n e am e n t e . Fa z e r  u m  

f u r o  n a  t amp a d o  t u b o ( p a ra s a i r  a r ) e c o l o c á - l o  e m  ág u a f e rv endo 

p o r 1 0  min e e n t ã o  e m  b a n h o  de g ê l o por 5 m i n . 

5 .  Remo v e r a m i s t u r a  p a r a  uma s e r i n g a  d e  1 0  m l  c o m  a g u l h a 

g r o s s a .  N a  m e s ma s e r i n g a  a s p i r a r  5 m l  d a  s o l u ç ã o  d e  h i b r i d i s ação 

p r e v i a m e n t e p r e p a r a d a  e 4 m l  d e  a r . M i s t u r a r  g e n t i l m e n t e  o 
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c o n t e ú d o  e f i l t r a r  e m  m e m b r a n a  d e  0 . 4 5 m �  p a r a  d e n t r o  d o s  1 5  m l  

r e s t an t e s  d e  s o l u ç ã o  d e  h i b r i d i z aç ã o . U s a r  o a r  n o  i n t e r i o r  d a  

s e r i n g a  p a r a  f o r ç a r  a p as s a g e m  d o  r e s í d u o  d e  l í q u i d o  o r i g i na l  

p e l a  m e m b r a n a . M i s t u r a r . 

6 .  C o r t a r  o c an t o  d o  e n v e l o p e  d e  p r é - h i b r i d i z aç ão e e s p reme r 

a s o l u ç ã o . U s a r  u m a  s e r i ng a  n o v a  p a r a  ad i c i o n a r  a s o l u ç ão d e  

h i b r i d i z a ç ã o  ( 2 0 m l ) .  Remo v e r b o l ha s e s e l a r . M a s s a g e a r  o 

e nv e l o p e , c o l o c á - l o  e m  o u t r o  e nv e l o p e  e s e l a r . Re t o r n a r  p a r a  o 

b a n h o  m a r i a  a 4 2 Q C  d e  1 8 - 4 0  h o r a s . 

3 . 2 . 3 . 6 .  LAVAGEM DAS M EMBRANA S E AUTORAD IOGRAFIA . 

1 .  Remo v e r a m e m b rana d e  h i b r i d i z aç ão d o  e nv e l o p e  e c o l o c a r  

e m  c a i x a  d e  p o l i t e n o  c o m  t ampa .  

2 .  L ava r d a  s e g u i n t e  mane i ra ,  u s an d o  uma p l a t a f o rma 

r o t at ó r i a  ( p a r a  l avag e n s  n a  t e mp e r a t u r a  amb i e n t e ) e um banho 

ma r i a ,  c o m  a g i t aç ã o ,  para a s  l av a g e n s  a 6 5  Q C : 

• 2 x 5 m i n e m  5 0 0  m l  2 X  S S P E  ( d i l u i r  r e a g e n t e  3 1 ) -

t e mpe r a t u r a  amb i e n t e . 

• 2 X 1 5  m i n  e m  5 0 0  m l  2 X S S PE / 0 . 5 % S DS - 6 5 Q C . 

• 1 X 1 5  m i n  e m  5 0 0  m l  0 . 2  X S S PE / 0 . 5 % S D S  - 6 5 Q C . 

3 ,  S e c a r  a m e m b r a n a  no a r  e e m b ru l h a r e m p ape l " c l i n f i l m " . 

C o l o c a r  n o c a s e t e  i n t e n s i f i c ad o r  e e x p o r ao f i l m e  d e  r a i o  X 

( Ko d a k  X - Om a t  A R 5 o u  e q u i v a l e n t e } d u ra n t e  a n o i t e  a - 8 0 Q C . Re ­

expo r e n t r e 3 e 6 d i a s d e  a c o rd o c o m  a i n t e n s i d ad e d o  s i n a l . 
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3 . 2 . 3 . 7 .  RET I RADA DA SONDA ( DE S I BR I D I ZAÇÃO ) . 

A s  m e m b r an a s p o d e m  s e r  r e - h i b r i d i z a d a s s e q ü e n c i a l me n t e  c o m  

o u t r a s  s o nd a s c o mo DRB , DQ B e DQA , ap ó s  a r e t i rada d a  s o nd a  

an t e r i o r . 

1 .  L av a r  a s  memb r an as e m  5 0 0 m l  O . 1 N  NAOH ,  1 5  m i n  n a  

t empe r a t u r a a m b i e n t e . 

2 .  Lava r d u a s  v e z e s  e m  5 0 0 m l  2 X  S S P E , 5 m i n  à t e mpe r a t u r a  

amb i e n t e . 

3 .  S e c a r  n o  a r , c o l o c a r  e m  e n v e l o p e  d e  p o l i t e n o  e g u a r d a r  

c o m  t ampão T E . U s a r  q u ando n e c e s s á r i o . 

3 . 2 . 3 . 8 .  I NTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS . 

O s  r e s u l t ad o s  depe n d e m  d a  e x pe r i ê n c i a  d o  t é c n i c o  e m  

i n t e rp r e t a r  o s  s i n a i s d e  h i b r i d i z aç ão q u e  s e  r e f e re m  a c ad a  a l e l o  

H LA d e  c l a s s e  I I . P a r a  t a n t o  é ac o n s e l h ad o o e s tu d o  e m  DNA d e  

c é l u l a s h o mo z i g o t a s , p r o c u r a n d o  i d e n t i f i c a'r p r i me i rame n t e  o s  

s i na i s  r e f e r e nt e s  a c ad a  a n t í g e no ,  a s s i m  c omo é d e  i n t e r e s s e  

i n t e rp r e t a r  o s  r e s u l t ad o s d e  p o s s e d e  t a b e l as q u e  mo s t rem o s  

l o c a i s  d a s  b a n d a s  p a r a  c ad a  a l e l o  ( T a b . 9 . 1 ,  1 0 . 1 ,  e 1 1 . 1 .  ) .  
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3 . 2 . 4 .  T I PAGEM H LA COM O L I GONUCLEOT f D I O S  S I NT�T I COS - PCR . 

3 . 2 . 4 . 1 .  I NTRODUÇÃO . 

A i d e n t i f i c aç ão d o s  a l e l o s  H LA - DQA 1 e DQB 1 po r h i b r i d i z a ç ão 

c om o l i g o n u c l e o t í d i o s  s i n t é t i c o s , apó s amp l i f i c aç ão c om o mé t o d o  

d e  P C R , f o i r e a l i z ad a  d e  a c o rd o  c o m  a l i t e ra t u r a  ( S a i k i , 1 9 8 5 ; 

H o rn , 1 9 8 8 ; M o re l , 1 9 8 8 ; S a i k i , 1 9 8 6 ; T o dd , 1 9 8 7 ) .  A s  s e q u ê n c i as 

d e 7 DQ B 1  e 4 DQA l o l i g o nu c l e o t í d i o s  e s pe c í f i c o s  f o ram d e s c r i t a s 

( M o r e ! , 1 9 8 8 ; T o d d , 1 9 8 7 ; T o d d , 1 9 9 0 ) e e n c o n t ram- s e  na t a be l a  

2 . 3 . 

O p r o t o c o l o p a r a  a amp l i f i c a ç ão d o  DNA c o m  TAQ po l i me ra s e  

( Pe r k i n  E l me r s - C e t u s , N o rwa l k ,  C T ) u t i l i z o u  d u a s  r e a ç õ e s  d e  PCR , 

c o m  3 2  c i c l o s  c ad a  u m a  e c o m  v o l ume s d e  2 5  u l  para a p r i me i r a e 

5 0  u l  p a r a  a s e g u n d a . DQA 1 f o i amp l i f i c a d o  c o m  o s  p r i me r s  2 6 a e 

2 7 a  n a p r i me i r a r e a ç ão e 1 u l d e s t e p ro d u t o  f o i  amp l i f i c a d o  

n o vame n t e  c o m o s  p r i m e r s  2 6 a  e 2 7 b ( » n e s t e d  p r i me r s " ) na s e g u nda 

r e a ç ão ( s e q ü ê n c i a s d o s  p r i me r s  n a  t a b e l a  2 . 3 .  ) .  DQB 1 f o i  

amp l i f i c a d o  c o m o s  p r i me r s  GAMPDQX B 2  e GLPDQB 3 n a  p r i me i ra 

r e aç ão ,  s e n d o  q u e  1 u l  d e s t e p ro d u t o  f o i ampl i f i c ad o na s e g u nd a  

r e a ç ão c o m  o s  p r i m e r s  GAMPDQX B 2  e GLPDQB 2 ( " ne s t e d  p r i me r " ) .  

E s s a  c o nd u t a  d e  amp l i f i c a ç ã o , j á  d e s c r i  t a  a n t e r i o rme n t e  

( T o dd , 1 9 8 9 ) ' p o s s i b i l i t a  s i n a i s ma i s  f o r t e s  e r e d u z  

am b i g ü i d a d e s .  O s  a l e l o s  d e  DQA l t ê m s i d o  c l a s s i f i c ad o s  e m  4 

f am í l i a s  ( S c h a r f , 1 9 8 6 ; T o d d , 1 9 9 0 ) :  A l  a s s o c i ad o  c o m DR 1 , D R 2  

e D R 6 ; A 2  c o m  D R 7 ; A 3  c o m  D R 4  e D R 9 ; A 4  c o m DR3 , D R 5  e DR8 . E s s e s  

g ru p o s p o d e m s e r d i s t i n g u i d o s  p o r  4 s o nd a s  d e  o l i g o nu c l e o t í d i o s 
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( T a  b . 2 . 3 • l . O s  a 1 e 1 o s  d e  DQ B 1 

DQW 7 ( 3 .  1 - 5  7 ) ' DQW 7 ( 3 .  1 - 2 6 ) I 

1 7 8 

s ão : DQW 5 ( 1 . 1  l ,  DQW 6 ( 1 . 2 ) ,  DQW 2 , 

DQW 8 ( 3 .  2 )  , DQW4 , DQW 9 ( 3 .  3 )  e 

p o d e m  s e r  r e c o n h e c i d o s  p e l o s  ó l i g o s  d e s c r i t o s  n a  me s ma t a b e l a . 

A e x t r a ç ã o  d o  DNA f o i  r e a l i z ad a  p e l o  m é t o d o  d e  " s a l t i n g  o u t " 

( v e j a e x t r a ç ão d e  DNA ) ,  s e n d o  q u e , apó s a amp l i f i c aç ão , 2 0 % d o  

D N A f o i t r a n s f e r i d o  p a r a  u m  f i l t r o d e  n i  t r o c e l u l o s e  ( " d o t - b l o t " ) ,  

u t i l i z an d o - s e  u m  mu l t i - d i s p e n s ad o r c om v á c u o  < B . R . L . man i f o l d ) .  

O DNA f o i  f i x ad o  n a  m e m b r a n a  p o r a q u e s c i me n t o  a 8 0  Q C d u r an t e  2 

h o r a s  e apó s f o i p r é - h i b r i d i z ad o  a 4 2  Q C  e h i b r i d i z ad o du rante 

a n o i t e n a  m e s m a  t e mp e r a t u r a . No o u t r o d i a , as m e m b r a n a s  f oram 

l avada s na t e mpe r a t u r a  e s p e c í f i c a  de c ad a  p r o b e  de a c o rd o  com a 

f ó rmu l a  p r o p o r c i o n a l  a o  núme r o  d e  b a s e s : [ Td =  4 ( G + C ) + 2 ( A + T ) ] ,  

3 . 2 . 4 . 2 .  AMP L I F I CAÇÃO DO DNA PELA REAÇÃO EM CADEIA DA 

POLI MERASE ( PCR ) . 

A r e a ç ã o  é f e i t a e m  m i c ro t u bo d e  e n s a i o  p ró p r i o  para o 

t é rm o - c i c l o , o nde é a d i c i o n ad o e m  p r i me i r o l u g a r  o DNA e apó s a 

m i s t u r a d e  amp l i f i c aç ã o ( p r e p a rada à pa r t e ) . · N o  f i na l  ad i c i o nar 

1 g o t a  de ó l e o  p a r a  e v i t a r  a e v ap o r a ç ã o . 
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A reação do PCR 

1 . D N A  2 5 0  n g / r e a ç ã o  ( 1 0 0  n g / u l ) u s a r  2 .  5 u l . 

V e j a  d i l u i ç ã o  d o  DNA ( r e a g e n t e  3 2 l 

2 .  T ampão 1 0  X P C R  

dNTP ' S  ( 4 mM ) 1 .  2 5  u l  

M g C l 2 ( 4 0 mM ) 1 . 2 5  u l  

K C L  ( 1 M ) 1 .  2 5  u l  

Twe e n  2 0  ( 2 % )  1 .  2 5  u l  ( re a g e n t e  

T r i s / H C l  p H  8 . 4  ( 2 0 0 mM ) 1 .  2 5  u l  ( r e a g e n t e  

3 .  P r i me r s  ( 5 0 0  u g / m l l 

A .  0 . 2 5  u l  

B .  0 . 2 5 u l  

4 . T a q  p o l i me r a s e  0 . 1 2 5 u l  

, 

a u t o c l avada 5 .  A g u a  1 5 . 6  u l  

TOTAL 2 5  u l / r e aç ã o  

Condi ções para ampl i fi cação d e  DQA l 

3 2  c i c l o s  d e : 

D e s natu r aç ã o  

Ane l ame n t o  

E x t e n ç ã o  

9 4 Q C 1 m i n  

5 5 Q C  1 m i n  

7 2 Q C  3 0 s e g 

1 7 9 

3 3 ) 

3 4 ) 

A p ó s o t é rm i n o , a e x t e n s ão s e r á p r o l o n g ada po r 1 0  m í n / 7 2 QC , 

f i n a l i z an d o  c o m o r e s f r i ame n t o  a l O Q C  a t é  o mome n t o  d e r e t i r a rmo s 

a s  amo s t r a s  d a  má q u i n a ( T e rmo - c i c l o , Pe r k i n  E l m e r - C e t u s , EUA . ) 
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Condi ções para ampl i fi cação de DQBl 

1 c i c l o  d e : 3 1  c i c l o s  d e : 

D e s n a t u r a ç ã o  9 3 Q C 5 m i n  9 3 Q C 2 m i n  

A n e l am e n t o  3 9 Q C  3 m i n  3 9 Q C  2 m i n  

Ex t e n s ã o 6 4 Q C  3 m i n  6 4 Q C  2 m i n 

Apó s o t é rm i n o , a e x t e n s ã o  s e r á p r o l o n g ad a  po r 1 0  m i n / 7 2 Q C , 

f i n a l i z an d o  c o m o r e s f r i am e n t o  a 1 0 Q C  a t é  o m o me n t o  d e  r e t i r a rmo s 

a s  a m o s t r a s  d a  m á q u i n a ( T e rmo - c i c l o , P e r k i n  E l m e r - C e t u s , EUA . ) 

O b s . t i mp o r t a n t e  t r a b a l h a r  c o m  o s  r e a g e n t e s  n o  g e l o . A T a q  

v i r á d i r e t o  d e  - 2 0  Q C  p a r a  s e r  u t i l i z ad a . A T a q  p o l i m e r a s e  d e ve 

s e r  c o l o c a d o  p o r ú l t i mo e o DNA p o r  p r i me i r o . C a s o  d e v a - s e  u s a r  

ma i s  DNA , d i m i n u i r  o v o l ume d e  á g u a .  

E s t a  é u m a  r e c e i t a p a r a  1 ampl i f i c aç ão , mas n o rm a l me n t e  s ã o 

f e i t a s  d i v e r s a s , l o g o  c o s t uma- s e  m i s t u r a r  o t amp ã o  + p r i me r s  + 

á g u a  n u m  m e s mo t u b o  e d e i x a r  p o r 1 5  m i n  no u l t r av i o l e t a d e  2 5 4  

a 3 0 0  nm ( p r o f i l ax i a  d a  c o n t am i n aç ão ) .  Apó s ad i c i o n a - s e  a T a q  e 

m i s t u r a - s e  ( v o r t ex l .  

D i s p e n s a r  2 2 .  5 u l e m  c ad a  t u b o q u e  ,j á  d·e v e rá c o n t e r 2 .  5 u l  

d e  DNA . M i s t u r a r  ( vo r t e x ) e c e n t r i f u g a r . A d i c i o n a r  1 g o t a  d e  ó l e o  

p r e v i ame n t e  i r rad i ad o  n o  u l t r av i o l e t a  p o r  1 5  m i n . É a c o n s e l h á v e l 

p r e p a r a r  u m  t u b o  c o n t r o l e  c o m á g u a  e m  l u g a r  d o  DNA q u e  s e rv i r á 

d e  c o n t r o l e  d e  p o s s í v e l c o n t am i n a ç ã o . 

Re a l i z a r  e l e t r o f o r e s e  ( m i n i g e l ) p a r a  o b s e rva r a e x i s t ê n c i a  

d e  b a n d a  d o  p r o d u t o amp l i f i c ad o . U s a r  a g a r o s e  a 2 %  ( 0 . 8  g + 4 0  

m l  d e  T B E , t am p ã o  T B E  ( 5 0 m l  5 x  TBE + 2 0 0  m l  d e á g u a  l ,  5 0  V 

d u r a n t e  1 h o r a  ( 8 0  mA ) . 



T a b . 2 . 3 .  P r i me r s , s o n d a s  e t e m pe r a t u r a s  d e  l av a g e m  

DQA l 
A 

S EQU ENC I A  o c 

Gi l  2 6 a  GGTGTAAACCTTGTACCAG 

Gil  2 7 a  GGTAGCAGCGGTAGAGTTG 

Gll  2 7 b  GTAGAGTTGGAGCGTTA 

Al TGAGTTCAGCAAA T T TG 4 6  

A 2  TCTAAGTCTGTGGAACA 4 8  

A 3  T TCCGCAGATTTAGAAG 4 8  

1\4 GTTTGCCTGTTCTCAGA 4 8 

DQB 1 

GAMP DQXB2 

G L P DQB 3 

G LP DQ B 2  

D Q S  ( 1 . 1 )  

DQ 6 ( 1 . 2 ) 

DQ2 

D Q 4  

DQ 7 ( 3 . 1 - 5 7 )  

DQ7 ( 3 . 1 - 2 6 )  

DQ8  ( 3 . 2 )  

DQ 9 ( 3 .  3 )  

A 

S EQUENC I A  

C C A C C T C G T A G T T G T G T C TGCA 

G A T T T C G T G T A C CA G T T TAAGG 

T G C T A C T T C A C CAACGGGAC 

GGCGG�C T G T TGCCGAG 

GGCGG C C T G A TGCCGAG 

G C T GGGGC TGCCTGCCG 

TGGAGGAGGAC CGGGCG 

GGCCGC C T A A C GCCGAG 

CGTGC G T T A TG T G A C C A  

GGCCGCCTGCCGCCGAG 

( 3 . 1 - 5 7 )  p o s i t . ( 3 . 1 - 2 6 )  n e g . 
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3 . 2 . 4 . 3 .  PROTOCO LO PARA F I XAÇÃO DO DNA EM MEMBRANA . 

O DNA a p ó s a a m p l i f i c a ç ã o  d e v e f i c a r  a 4 Q C  o u  c o n g e l ad o . N o  

c a s o  d e  d e s e j a rm o s s u a  f i x a ç ão e m  m e m b r a n a  d e  n i  t r o c e l u l o s e , 

d e ve m o s p re p a r a r  a s o l u ç ão p a r a  " d o t - b l o t "  ( r e a g e n t e  3 5 ) e s e g u i r  

o s  s e g u i n t e s  p a s s o s : 

1 .  Ro t u l a r  t u b o s E pe nd o r f  c o m  a i d e n t i f i c a ç ã o  d a s  amo s t r a s . 

2 .  A d i c i o n a r 1 0  o u  2 0  u l  d e  DNA e m  c ad a  t u b o . Em c as o  d e  

d e s e j a rmo s t e r  2 c ó p i a s  d o  me smo D N A  e m  f i l t r o s  i gu a i s  

( h i b r i d i z aç õ e s  c o m s o n d a s  d i f e r e n t e s ) ,  u t i l i z amo s a r e a ç ã o · e m 

d o s e  dup l a e d i s pe n s am o s d u p l amen t e  n a  m e m b r a n a , a q u a l  s e r á 

p o s t e r i o r m e n t e  d i v i d i d a , f o r n e c e n d o  d o i s  p e d a ç o s i g u a i s e c o m  a 

me s m a  d i s p o s i ç ã o d o s  p r o d u t o s  DNA . 

3 .  Ad i c i o n a r  1 0 4 o u  2 0 8  u l  d a  s o l u ç ã o  " d o t - b l o t "  

4 .  D e i x a r  1 0  m i n  n o  g ê l o . 

5 .  Ad i c i o n a r  1 1 4 o u  2 2 8  u l  d e  2 H NH 4 a c e t a t o . N e s t e  mome n t o  

p o d e - s e  c o n g e l a r o m a t e r i a l  p a r a  p r o s s e g u i r  n o  o u t r o  d i a , o u , 

5 . P r e pa r a r  o apa r e l h o p a r a  a t ra n s f e r ê n c i a  ( " man i f o l d  

B . R . L .  ) ,  c o m  2 m e m b r a n a s  d e  pape l 3 M H  e o f i l t ro de 

n i  t r o c e l u l o s e  d o  t aman h o  c o r r e t o . E s c r e v e r n o  f i l t r o a s u a  

i d e n t i f i c aç ã o , p o i s  e s t a  é a m e l ho r  o p o r t u n i d a d e  ( f i l t r o s ê c o ) .  

N ã o  d e i x a r  d e  e s c r e v e r o m ap a  n o  c ad e rn o c o m  a l o c a l i z a ç ã o  d e  

c ad a  am o s t r a n o ( s )  f i l t r o ( s ) . 

6 .  L av a r i n i c i a l me n t e  o s  o r i f í c i o s  c o m 1 1 4  o u  2 2 8  u l  d e  1 

M NH 4 ac e t a t o  

7 .  C o l o c a r  1 1  O u l  d a  s o l u ç ão q u e c o n t é m  o DNA e m  c ad a  

o r i f í c i o  e s e m  d e m o r a , 
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8 . L av a r  c o m 2 0 0  u l  d e  1 M NH 4 a c e t a t o . 

9 . L a v a r  o s  f i l t r o s  p o r 5 s e g . e m  6 X s s c  ( d i l u i r  r . 3 6 ) . 

1 0 . S e c a r  o s  f i l t ro s  n o a r  p o r 2 0  m i n . 

1 1 . C o l o c a r  n a  e s t u f a  a 8 0 Q C p o r 2 h o r a s . 

1 2 . G u a r d a r  e n t r e  p ap e l  3 M M  a t é  o u s o . 

3 . 2 . 4 . 4 .  MARCAÇÃO DOS OLI GONUCLEOTÍDIOS COM 32 P . 

O s  o l i g o n u c l e o t í d i o s f o ram s i n t e t i z ad o s  n o  apare l ho DNA 

S y n t h e s i z e r  3 8 0  B ( App l i e d B i o s y s t e m  C o m . ) e marcad o s  pe l a  

t é c n i c a  d a  T 4  P o l i nu c l e o t i d e K i n a s e . 

R e a c ã o d e  k i n a s e : 

1 .  Ág u a  b i - d e s t i l ad a  2 2 . 4  u l  

2 .  0 . 1  M DTT ( D i t h i o t h re i t o l ) 1 u l  ( s o l . 2 . 2 M )  

3 .  1 0  X t ampã o  k i n a s e  ( M g - T r i s ) ( r e a g . 3 7 ) 3 u l  

4 .  5 0 0  u g / m l  o l i g o nuc l e o t í d i o 0 . 8  u l  

5 • P o l i n u c l e o t i d e k i n a s e  ( 5 U / u l ) 0 . 8  u l  ( - 2 0 Q C ) 

( P ha rmac i a c a t . 2 7  9 0 7 3 4 - 0 2 ) 1 0 0 0 u 

6 . 3 2 P - Gama -ATP 2 u l  ( o u 1 u l ) 

7 .  C e n t r i f u g a r  

8 .  En c u ba r  3 7 2 C / 4 0  m i n . 

9 .  A q u e c e r  7 0 Q C / 1 0  m i n . 

1 0 . Ráp i d a  c e n t r i f u � aç ão . 

1 1 . Pu r i f i c aç ã o  e m  c o l u na d e  S e p h a ro s e  D E  5 2  

a . D E  S e ph a r o s e  1 m l  ( p r o d u z  l e i t o d e  0 . 5  m l l 

b .  Lav a r c o m  5 m l  d e  T E  1 0 / 1 pH 8 ( Re a g e n t e 3 8 ) 

c .  Ad i c i o n a r  7 0  u l  TE a o s  3 0  u l  d a  o l i g o - m i s t u r a 
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d .  C o l o c a r  o s  1 0 0  u l  n a  c o l u n a  e a s e g u i r  1 rn l  T E  1 0 / 1  

e .  E l u i r  a g ama A T P  l i v r e  c o m 5 m l  T E  1 0 / 1  + 0 . 2  M N aC l  

f .  E l u i r  ó l i g o s  c /  T E  1 0 / 1 + 0 . 5  M N aC l  ( 3  v ê z e s / 0 . 5 m l ) 

C o l e t a r  3 amo s t ra s  d e  O .  5 rn l  e m  E p e ndo r f s . E x am i n a r  a 

rad i o t i v i d a d e  e g u a r d a r  a " ma i s  q u e n t e " a - 2 0 Q C  ( qu a s e s emp r e  é 

a s e g u nd a ) .  V e j a  T E  1 0 / 1 + 0 . 2 M N aC l  ( re a g e n t e  3 9 ) e T� 1 0 / 1 +  0 . 5  

M N aC l  ( r e a g e n t e  4 0 ) .  

3 . 2 . 4 . 5 .  PR�-H I BRIDI ZAÇAO 

L a v a r  a s  m e m b r a n a s  ráp i d ame n t e  c o m 6 X S S C  ( d i l u i r  r e ag . 3 6 ) 

( 6 0 m l  d e  2 0  X S S C  + 1 4 0 m l  d e  ág u a  l .  A s  s o l u ç õ e s  a s e g u i r  podem 

s e r  u t i l i z ad a s  p a r a  1 1 2 o u  4 f i l t r o s . 

S o l u ç ão 1 X 5 m l  2 X 5 m l  4 X 5 ml  

3 m l  H 2 0 5 . 8  1 2  

0 . 2 5 m l  1 0 0 X D e n h a rd t s  0 . 5  1 

0 . 2 5 m l  1 0 % S D S  0 . 5  1 

1 .  5 0 m l  2 0  X s s c  . 3 6 

5 0 u l  t RN A  ( 2 0 mg / m l ) 0 . 1  0 . 2  

C o l o c a r  num e n v e l o p e  d e  p o l i t e no e e nc u b a r  4 2 QC / 2 0  m i n  c o m  

m o v i me n t o s u ave . N ã o  e s q u e c e r d e  m a s s ag e a r  o e nve l o pe c o m a s  

memb r a n a s  an t e s  d a  e n c u ba ç ã o . 
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3 . 2 . 4 . 6 .  H I BR I D I ZAÇÃO 

A h i b r i d i z a ç ã o  a c o n t e c e  c o m  a r e t i r a d a  d o  l í q u i d o  de p r é ­

h i b r i d i z a ç ã o  e s u b s t i t u i ç ão p e l o  d e  h i b r i d i z aç ão . O t ra ba l h o  

d ev e r á  a c o n t e c e r  a t r á s  d e  e s c ud o  d e  p r o t e ç ã o c o n t ra a i r r ad i aç ã o ,  

a s s i m c o rno d e v e  t e r a c o n t e c i d o  n a  m a r c ação d o s  ó l i g o s . 

S o l u ç ã o d e  2 . 5  rn l  2 . 5  X 4 rn l  2 .  5 X 1 5 rn l  

2 5  u l  1 0 % S D S  1 0 0  u l 3 7 5 u l  

0 . 7 5 rn l  2 0  X s s c 3 rnl 1 1 . 2 5 u l  

1 .  7 5  rn l  H 2 0  7 rnl 2 6 . 2 5  ml 

5 0  u l  d a  s o n d a  1 0 0  u l 1 3 0  u l  

E n c u b a r  e m  p o l i t e no d u p l o a 4 2 Q C d u ran t e  a n o i t e . 

3 . 2 . 4 . 7 . LAVAGEM DOS F I LTROS . 

Lava r o s  f i l t r o s  n a  t e mpe r a t u r a  ad e q u ad a  ( TM ) para c ad a  

ó l i g o  ( T a b . 2 . 3 . ) - 2 v ê z e s  3 0 rn i n . e m  6 x S S C / 0 . 1 % S D S  ( 1 8 0  rn l  

2 0 x S SC + 4 1 0  rn l  H 2 0  + 1 0  rn l  S D S  1 0 % ) . 

A s o l u ç ão d e v e  s e r  aqu e c i d a a 4 QC a c i ma d a  TM e c o l o c ada na 

c a i x a  de v i d r o o u  p l á s t i c o q u e  d e v e r á  e s t a r  d e n t ro do banho rn a r i a  

n a  t e mp e r a t u r a  TM ( u s a r  l e v e  a g i t aç ão ) .  t i mp o r t an t e  man t e r a 

t empe r a t u r a  c o r r e t a , me s m o  n a  t r o c a d a  s o l u ç ão . 

A s  m e m b ra n a s n ã o 

i me d i a t am e n t e ! C o n t r o l a r 

p o d e m  s e c a r . C o b r i r  c o m c l i n f i l m 

a rad i o a t i v i d ad e  c o m  o G e yg e r , 

a p r o x i ma nd o - o d a  m e mb r a na . A u t o - rad i o g r a f a r  d u r an t e  1 h o r a e 

o b s e rv a r  a n e c e s s i d ad e  d e  d e i x a r  m a i s t e mpo .  
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3 . 2 . 4 . 8 .  I NTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS 

Os c o n t r o l e s  d a  r e aç ã o  s ã o  DNA d e  c é l u l a s  h o m o z i g o t a s  p a r a  

o s i s t ema H LA . U m a  e s p e c i f i c i d ad e d e  c ad a  a l e l o  d ev e  e s t a r  

p re s e n t e  p a r a  d e mo n s t r a r  o c o n t r o l e  p o s i t i v o c o m  c ada ó l i g o . O 

c o n t r o l e  d e  c o n t am i n a ç ã o s e r á H 2 0  n o  l u g a r  d e  DNA . 

A s  m e m b r a n a s t e r ã o  f u nc i o n a d o  ad e q u ad ame n t e ,  c a s o  

o b s e rv a r m o s d i s t i n t a s  man c h a s  ( " do t  s po t s ) e m  a l g u n s  l o c a i s e 

au s ê n c i a  e m  o u t r o s . O l o c a l  d o  DNA c o n t r o l e  s e rá p o s i t i v o . , A s 

s o nd a s  s ã o  c apa z e s  d e  r e v e l a r o f i l me d e  Rx ,  q u a n d o  e n c o n t ram a 

r e s pe c t i v a p o r ç ão e s p e c í f i c a  d e  DNA . S o me n t e  o l u g a r  o n d e  e s t av a 

f i x a d o  e s t e  DNA f i c a rá po s i t i vo , e n q u a n t o  n o s  d e ma i s  l u g a re s  não 

s e r á o b s e rv a d o  o s i n a l  ( F i g . 2 . 3 .  ) ,  
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F i g . 2 . 3 .  Re s u l t ado s d a  t i pagem HLA- DQW8 pe l a  técn i c a  do PCR 

• • 

• •  • •  • • 
· - • •  • 

• • •  • 

As manchas negras c o rre spondem ao s produtos da reação do PCR de 
i nd i v í duos p o r t ad o re s  de H LA- DQW8 , s endo que os ind i v íduos 

negat ivo s  encont ram- s e  h o r i z ontalmente e n t re o s  pos i t i vo s , 

c o rresponde ndo ao s e spac o s  em branc o . 
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3 . 2 . 4 . 9 .  RET I RADA DAS SONDAS PARA RE-H I BR I D I ZAÇÃO . 

A s  s o n d a s  p o d e m  s e r  r e t i r a d a s d a s  m e m b r a n a s  s e m  a l t e ra r  o 

DNA f i x a d o , p o r t a n t o  b a s t a  s e g u i r  o p r o t o c o l o  e apó s h i b r i d i z a r  

c o m o u t r a  s o n d a . 

1 .  L av a r  2 v e z e s  n o  t ampão " s t r i p pe r "  ( r e ag e n t e
' 

4 1 ) 

2 . L a v a r  r á p i dame n t e  n o  t am p ã o  d e  n e u t r a l i z aç ão ( r e a g . 4 2 )  

3 .  L av a r  2 x 2 0  m i n e m  5 x S S PE ( 2 0 0  m l  2 0 x S S PE + 6 0 0 m l  H 2 0 l 

É i mp o r t an t e  q u e  o s  f i l t r o s  n ã o  s e q u em . M an t e r e n t r e  

c l i n f i l m o u  e m  2 x S S C . 

3 . 2 . 5 .  ANÁLISE ESTATÍSTICA . 

3 . 2 . 5 . 1 .  COEFI C I ENTE DE CORRELAÇÃO 

A s  e s p e c i f i c i d ad e s  d o s  a n t i c o rp o s a n t i -H LA no " s c r e e n i n g " 

d e  a n t i c o rp o s e m  p l ac e n t a s  f o ram i d e n t i f i c ad a s  p o r i nt e rm é d i o  d e  

u m  p ro g ram a  d e  c om pu t aç ã o  p ara m i c r o c o mpu t ad o r P C  q u e  aval i a  o 

g rau d e  a s s o c i a ç ã o  e m  t a be l a s 2 x 2 , c a l c u l an d o  o v a l o r  d a  

c o e f i c i e n t e  d e  c o r r e l a ç ão ( R ) .  R =  �- X2 / N , o nde X 2 = qu i  q u a d r a d o  

e N = t am a n h o  d a  a mo s t r a . S o me n t e  v a l o re s  a c i m a d e  O .  4 f o r am 

c o n s i d e r ad o s  p a r a  f i n s  d e  a n á l i s e . O s  m e l h o re s  s o r o s  t e rão R d e  

1 ,  o u p r ó x i m o  d a  u n i d ad e , e n t r e t a n t o s o r o s  mu i t o  ú t e i s  p o d e m  

e x i s t i r  c o m  v a l o r e s  m a i s a b a i x o . 
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3 . 2 . 5 . 2 .  AVALIAÇÃO DO RI SCO RELATIVO 

O m é t o d o u t i l i z a d o  p a r a  c o mp a r a r  d o e n ç a s e m  d i f e r e n t e s  

p o pu l a ç õ e s  f o i o d e s e nv o l v i d o p o r W o o l f  e m o d i f i c a d o  p o r  A l d an e  

( W o o l  f ,  1 9 5 5 ; A l d an e , 1 9 5 6 ) .  N e s t e s  e s t u d o s s ão n e ce s s á r i o s  a 

f r e q u ê n c i a  d o s  a n t í g e n o s  H LA n a p o p u l a ç ã o  a f e t ada e n o  g rup o  

c o n t r o l e . A a n á l i s e  d o s  d a d o s i n  i c i a  c o m uma t a be l a  2 x 2 , c o n t e nd o  

o núme r o  d e  i n d i v í d u o s po s i t i v o s  e n e g a t i v o s p a r a  o a n t í g e n o  no 

g ru p o  d e  p a c i e n t e s e c o n t r o l e s . 

Pac i e n t e s  
C o nt ro l e s  

Núme ro d e  I nd i v íduos 
Pos i t ivos p/ Negat ivo p/ 
o Ant í geno o Ant í geno 

a 
b 

c 
d 

A i n c i d ê n c i a  d a  d o e n ç a n o s  i nd i v í d u o s  po s i t i v o s  p a r a  o 

a n t í g e n o  s e r á a / b  x a l guma c o n s t an t e e p a r a  o s  i nd i v í d u o s  

n e g a  t i  v o s , c / d x a m e s ma c o n s t a n t e . A i n o i d ê n c  i a  re l at i v a X 

de f i n i d a  p o r  W o o l f é :  

X 
c / d b c  

( 1 ) 

O b s . A c o n s t an t e q u e  e s t a r i a p r e s e n t e  n o  n ume r ad o r e, 

d e no m i nad o r  f o i  c a n c e l ad a . 

N a  l i t e r a t u r a  q u e  t r a t a  d a  r e l a ç ã o H L A  c o m d o e n ç a s  o t e r m o  

' ' r i s c o  r e l a t i v o " f o i  a d o t ad o p a r a  o v a l o r d e  X ! S i mo n s , 1 9 8 4 ; 
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T i wa r i , 1 9 8 5 1 .  O r i s c o  r e l a t i v o I RR l  r e p r e s e n t a , q u ant a s  v e z e s  

a d o e n ç a  e ma i s  f r e q ü e n t e  n o s  i nd i v í d u o s  p o s i t i v o s  p a r a  

d e t e rm i n a d o  a n t í � e n o  d o  q u e  n o s  n e g a t i v o s  p a r a  o m e s mo . 

C a s o  a / c  e b / d  f o re m  s i m i l a r e s , e n t ão o RR s e r á p r ó x i m o  d a  

u n i d a d e . C a s o  < 1 , o a n t í g e n o  é meno s f re qu e n t e  n o s  p a c i e n t e s 

d o  q u e  n o s  c o n t r o l e s . Q u a n d o  > 1 , o a n t í g e n o  é ma i s  f r e q u e n t e  

n o s p a c i e n t e s  d o  q u e  n o s c o n t r o l e s . 

A f ó rmu l a  d e  H a l d a n e  é ma i s  u t i l i z ad a  p a r a  amo s t r a s  

p e q u e na s , p o d e n d o  s e r  r e p re s e n t ad a  p o r : 

A 

X = ( 2 a + 1 ) 
( 2 b + 1 )  

( 2 d + 1 )  
( 2 c + 1 )  

( 2 ) 

s e g u i r  c a l c u l a - s e : 

y = l o ge 
X ( 3 ) e apó s a v a r i ân c i a :  

v : 1 1 
a + 1 b + 1 

1 
d + 1 

e n t ã o , o pê s o  d e  V s e r á W = 1 /V ( 5 ) 

p a r a  f i n a l me n t e : X 2  = W x y2 ( 6 )  

( 4 ) 

O X2 > 3 . 8 4 i nd i c a  q u e  o RR é s i g n i f i c an t e me n t e  supe r i o r  a 

a 1 ,  o u  s e j a , o a n t í g e n o  e s t á  a s s o c i ad o  à d o e n ç a . O n í v e l d e  

s i g n i f i c ân c i a  é a n a l i s a d o  e m  t e rmo s d e  v a l o r e s  d e  p ro bab i l i d ade 

( p ) . Quan t o  m e n o r o v a l o r  de p ,  ma i o r  é a c h a n c e de que o v a l o r  

d o  R R  não t e n h a  s i d o  o c a s i o n a d o  p o r c h a n c e  a o  a c a s o . P a r a  d a d o s  

b i o l ó g i c o s , a c e i t a - s e  v a l o re s  d e  p $ 0 . 0 5 .  O v a l o r  d e  p p a r a  um 

X 2 = 3 . 8 4 é o p r ó p r i o 0 . 0 5 .  

A r e l a ç ã o  d o  H LA c o m d o e n ç a s  c o mpa r a  mu i t o s  a n t í g e no s  d e  

c a d a  l o c u s . D e v e - s e  u t i l i z a r  a f ó rmu l a  d e Bo n f e r o n i p a r a  e l i m i n a r  

a p o s s i b i l i d a d e  d e  u m a  re l a ç ã o  i r r e a l  d e  a s s o c i aç ã o , d e v i do a o  
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n úme r o  e l e v ad o d e  c o mp a r aç õ e s . P a r a  t a n t o , mu l t i p l i c a - s e  o v a l o r  

e n c o n t rad o p a r a  " p " p e l o  núme r o  d e  a n t í g e n o s  t e s t ad o s . 

O va l o r  d o s l i m i t e s  d e  c o n f i an ç a  d e v e m  s e r  c a l c u l ad o s e p a r a  

t an t o  n e c e s s i t am o s c o n h e c e r  o d e s v i o  pad r ã o  ( S D ) : 

S D  = j v a r i â n c i a  ( 7 ) 

y ( l o ge RR ) ± 2 S D  ( 8 ) 

y + 2 S D  = a 

y - 2 S D  = b 

O v a l o r s u p e r i o r  s e r á : e
a 

O v a l o r i n f e r i o r  s e r á : e
b 

f u n ç ão ex ( 9 ) 

" 
( 1 o ) 

P a r a  o c á l c u l o  d o  X ;l  c o m  o r e s p e c t i v o v a l o r  d e  p , 

e x i s t e m  d i v e r s o s  p a c o t e s  d e  p r o g r amas d e  c o mp u t a ç ã o  q u e f ac i l i t am 

o s  c á l c u l o s , a s s i m c o mo o f e r e c e m núme r o s ma i s  a p r o x i mad o s . E s t e  

f o i  o c a s o  c o m  o s  c á l c u l o s  r e a l i z ad o s  p a r a  o s  c ap í t u l o s  a s e g u i r . 

E x e mp l o  d e  c á l c u l o  manu a l : 

A s s o c i aç ã o  d o  a n t í g e n o  H LA - DR 4  n a  p o pu l aç ã o  b r anc a c o m 

p ê n f i � o , c omp a r ad a c o m  c o n t r o l e s  n o rma i s . 

P a c i e n t e s  p o s i t i v o s  p a r a  D R 4 : n Q = 8 9 . % +  = 4 4  

C o n t r o l e s  p o s i t i v o s  p a r a  DR4 : nQ = 1 2 8 % +  = 1 0  

a = 3 9 , 1 6 c = 4 9 , 8 4 b = 1 2 , 8 0 d = 1 1 6 , 2 0 

R R =  6 . 8 5 4 ( 2 ) W = 7 . 9 3 7  ( 5 ) ea = 2 .  6 2  e l e v . e x = 1 3 . 8 0 ( 9 ) 

:'1-· = 1 . 9 2 5 ( 3 ) X 4 = 2 9 . 4 1 2  ( 6 ) 
b _  

e - 1 . 2 2 e l e v . e1 = 3 . 4 0  ( 1 o ) 

V = O . l 2 6  ( 4 ) S D = 0 . 3 5 ( 7 ) 9 5 % L C = 3 . 4 0 - 1 3 . 8 0 



C ap í tu l o 3 1 9 2 

3 . 2 . 5 . 3 .  PROBAB I L I DADE RELAT IVA DE PATERN I DADE ( PRP ) 

O t e o r e ma d e  Baye s ( 1 7 6 3 ) é a b a s e  p a r a  o s  c á l c u l o s  

u t i l i z ad o s  n a  i n ve s t i g aç ã o  d e  p a t e r n i d a d e , quando u t i l i z a- s e  o 

s i s t em a  H LA . P a r a  e x e mp l i f i c a r , v amo s u t i l i z a r  um c as o  f i c t í c i o : 

Qual a p r o b a l i l i d ade d e  q u e  um p a i A 1 , A 2 , B 7 , B 8 t ransm i t a  o 

hap l ó t i p o  A 1 , B 7  ? O f e nó t i p o a n t e r i o r  p e rm i t e  e x i s t i r  d o i s  

g e n ó t i p o s  c o r r e s p o nd e n t e s : A 1 , B 7  I A 2 , B 8  e A 1 , B 8 / A 2 , B 7 . V amo s supo r 

q u e  e x i s t a a p o s s i b i l i dade d e  r e c omb i n aç õ e s  e n t r e o s  ! o c o s A e 

B n a  f r e q ü ê n c i a n ( = 0 . 0 8 ) .  A p r o ba b i l i d ad e d e  q u e  um i n d i v í du o  

A 1 , B 7 / A 2 , B 8 t r a n s m i t a o hap l ó t i po A l , B 7 p a r a  s e u  f i l ho s e rá : 

P l :  O .  5 [ 1 - n l 2 p 1 p 2  + 2 n  p 3 p4 ( 1 }  
2 ( p l p 2 + p 3 p 4 ) 

o n de , p l , p 2 , p 3 , p 4 s ão a s  f r e q ü ê n c i a s  r e s pe c t i v a s  do s 

hap l ó t i p o s  A 1 , B 7 ;  A 2 , B 8 ;  A 1 , B 8 ;  A 2 , B 7 .  A f ó rmu l a  ( 1 }  pode s e r 

s i mp l i f i c ad a , a nu l and o - s e o 0 , 5  e o p r i m e i r o 2 d o nume rado r ,  

a s s i m  c orno s u b s t i t u i nd o rr p o r  0 . 0 8 .  

P l :  0 . 9 2 X p 1 p 2 + 0 . 1 6 X p 3 p 4  ( 2 )  
2 ( p 1 p 2  + p 3 p4 ) 

P 2  é i g u a l a p r o ba b i l i d ade d e  t r a n s m i s s ão d o  me s mo hapl ó t i po 

o u  a l e  l o  A 1 ,  B 7  p o r u m  i nd i v í d u o d a  p o p u l a ç ã o  a o  a c a s o . N e s t e  c as o 

o v a l o r  é o d a  f r e q ü ê n c i a  d o  me s m o  A l , B 7 .  

Ex i s t e m  h i p ó t e s e s f o rmu l ad a s  p a r a a p r o b a b i l i d ade . A 

h i p ó t e s e  " a  p r i o r  i " , re l a c i o n a- s e c o m a p r e s u n ç ã o  d e  q u e  o pa i 

b i o l ó g i c o  é o ac u s ad o . A s  o u t ra s h i p ó t e s e s  s ão a d e  n e u t ra l i dade 

e a d e que o a c u s ad o é i mp r o v áv e l d e  s e r  o v e rdade i r o pa i . P a r a  
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c ad a  u m a  u t i l i z a - s e  v a l o r e s  d i f e re n t e s  n a  f ó rmu l a  d o  t e o r e m a  d e  

B a ye s N a  p r á t i c a , u t i l i z a - s e  o v a l o r  d e  O .  5 0  ( ne u t ro ) n a 

f ó rmu l a  a n t e r i o r  à r e f e r i d a  a ba i x o  ( s i mp l i f i c ada ) .  

P 3 .  1 
1 + P 2  

P 1  

( 3 ) 

P a r a  o c á l c u l o ,  s u b s t i t u i r  o s  v a l o re s  d e  P l  e P 2  e m  P 3 . O s  

v a l o r e s  d a s  f r e q ü ê n c i a s  s ão i mp o r t a n t e s e s emp r e  q u e  po s s í v e l  

d e ve - s e  u s a r  v a l o r e s  l o c a i s  e d e  a c o rd o  c o m  a r a ç a . 

I n t e r n a c i o n a l m e n t e , a c e i t a - s e  o s  s e g u i n t e s  v a l o re s  p a r a · o s 

r e s u l t ad o s : p r o b a b i l i d ad e mu i t o f o r t e  d e  p a t e rn i dade , a c i ma d e  

9 5 % ;  p r o b a b i l i d a d e  p r o váve l , e n t r e  8 0 %  e 9 5 % e i mp r o váv e l a b a i x o  

d e  8 0 % . 

3 . 2 . 5 . 4 . CURVAS D E  SOBREVI DA 

A s  c u r v a s  d e  s o b r e v i d a  d o s  t r a n s p l a n t e s f o ram c o mp u t a d a s  d e  

ac o rd o  c o m o mé t o d o  de Kap l an - M e i e r  ( t abe l a s d e  s o b re v i d a  

ac t u a r i a l ) ,  s e nd o  e mp r e g ad o  o t e s t e  e s t a t í s t i c o  " l o g  r a n k ' '  n a  

c ompa r a ç ã o  e n t r e d u a s  t a be l as . 
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RE S U L T A D O S 

� 

4 • 1 • IlDBNTIFICAQ.lO E CABACTBRIZAQ.lO Dll AN'r!CORPOS ANTI -lB!LA 

IXTl!Ut.ÍlDOS DB lPLACliNTAS IBIUNANAS o 

F o ram i d e n t i f i c ad a s  4 6 8  p l ac e n t a s  c o m r e at i v i dade ant i -

l i n f o c i t á r i a , ap ó s  a p r o v a  c ru z ad a  c o n t r a  u m  p a i n e l  d e  l i n f ó c i t o s  

t o t a i s . E s t e  ndme r o  c o r r e s p o n d e  a 1 6 % d o  t o t a l � e s t an d o  e n t r e  a 

méd i a  d e  p e s q u i s a s  a n t e r i o re s  ( T h o r s by , 1 9 7 0 ) ,  e n t r e t an t o  a 

r e a t i v i d a d e  n ã o  q u e r d i z e r  p r e s e nç a d e  a n t i c o rpo s u t i l i z áve i s  

c l i n i c ame n t e . A ma i o r i a  d o s  s o r o s  f o r am f r ac o s  o u  

mu l t i e s p e c í f i c o s ,  n ã o s e n d o  p o s s í ve l c a rac t e r i z a  r 

e s p e c i f i c i d ad e s , p a r a  u s o  c o m o  r e a g e n t e  H LA � N a s  t a b e l a s 1 . 4 . , 

2 ,  4 .  e 3 .  4 .  e s t ã o  r e l a c i o n ad o s  o s  s o r o s  d e  v a l o r  e n c o n t ra d o s  

ne s t a  p e s q u i s a . 

F o r am i d e n t i f i c ad o s  2 4  s o ro s  a n t i - H LA - A  e 3 2  a n t i - H LA - B . 

E s t e s  5 6  s o r o s  c o r r e s p o nd e m  a 1 1 . 9 6 %  d a s  p l a c e n t a s  c o m  

r e a t i v i d a d e  a n t i - l i n f o c i t á r i a . O u t r o s 2 6  s o r o s  a n t i - D R  e D Q  f o ram 

c a r a c t e r i z a d o s  c o m  o p a i ne l  de l i n f ó c i t o s  B de p a c i e n t e s  c om 

l e u c e m i a  l i n f á t i c a  c rô n i c a  ( L LC ) , a l c an ç ando a f r �q u ê n c i a  d e  

5 , 5 5 % .  O t o t a l  d e  a n t i c o rpo s d e  q u a l i da d e  a l c a n ç o u a 8 2 , 
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c o r r e s po nd e n d o  a s ome n t e  1 7 .  5 %  d o s  s o r o s  c om r e a t i v i dade e a 

3 . 1 5 % d o  núme r o  t o t a l d e  p l a c e n t a s . 

A f r e q ü ê n c i a  d e  s e n s i b i l i z aç ão n a s  mu l t í paras a l cançou 

1 6 . 4 1 %  n a s  p r i m í p a r a s , 3 5 , 8 2 % n a s  c o m d u a s  g e s t a ç õ e s , 2 2 . 3 8% nas 

c o m  t r ê s  e 2 5 . 3 7 % nas c om q u a t r o  ou ma i s  g e s t a ç õ e s . E s t e  

r e s u l t ad o  j á  e r a e s pe r a d o  po r o b s e rvaç õ e s a n t e r i o re s  ( N ymand , 

1 9 7 1 ) .  

O s  a n t i c o rp o s m a i s  f r e q ü e n t e m e n t e  e n c o n t r ad o s  f o ram H LA - A 2 , 

s e ndo 9 mo n o e s p e c í f i c o s , 6 a s s o c i ado s c o m  A 2 8 e um c o m  CW6 . N o  

l o c o  B o s  a n t i c o rp o s a n t i - H LA - B 5 / B 3 5 , Bl  7 e B 7  f o ram o s  ma i s  

f re q u e n t e s ,  e n q u an t o o s  ant i - H LA - D R 7  e D R 4  f o ram o s  ma i s  

e n c o n t rado s c o n t r a o s  a n t í g e n o s  d e  c l as s e I I . 
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Tab . 1 . 4 .  Resul t ad o s  da P e s q u i s a  de Ant i c o rpo s Ant i -HLA C l as s e  
I n o  S o ro d e  Plac e n t as . 

SORO NQ 

J O  7 0 0 1  

RE 0 1 3 8 

RS 2 7 2 6  
PR 2 3 1 5  
PR 2 0 3 6  
RE 1 9 4 6  
CA 7 0 2 5  
P R  8 5 0  
P R  0 2 6 7  

P R  0 4 3 2  
C E  7 0 0 7  
M L  7 0 0 9  

P R  1 1 1 4 

PR 0 6 3 6  

RE 2 4 8 4 

P R  2 3 9 8 

P R  1 7 3 6  

P R  2 3 8 2  

RS 2 7 4 2  
MG 0 0 8 1 
I V  7 0 4 2  
C L  7 0 0 8  
P R  1 1 3 6  

C E  7 0 0 2  

HLA 

A 1  
B 8  
A 1  
A 1 1 
A 2  
A 2  
A 2  

A 2  

A 2  

A 2  

A 2  

A 2  

A 2  

A 2  

A 2 8  
A 2  

A 2 8 
A 2 
A 2 8  
A 2  
A 2 8  
A 2  
A 2 8  

A 2  
A 2 8  
A 2  
C w 6  
A 3  
A 3  

A 9  

A 9  
A 9  
A 3 0 
B 1 3 

R 

0 . 7 4 
0 . 6 0 
0 . 7 4 
0 . 7 0 
0 . 8 3 
0 . 8 2 
0 . 9 0 
0 . 8 6 
0 . 7 7 
0 . 7 6 
0 . 8 2 
0 . 8 0 
0 . 7 8 
0 . 7 7 
0 . 6 0 
0 . 7 9 
0 . 5 6 
0 . 6 0 
0 . 5 5 
0 . 8 0 
0 . 7 5 
0 . 8 2 
0 . 7 8 
0 . 7 1 
0 . 7 0 
0 . 7 8 
0 . 5 4 
0 . 9 5 
0 . 7 3 
0 . 5 5 
0 . 7 1 
0 . 6 6 
0 . 9 0 
0 . 8 7 

% REAÇOES FORTES 

8 0  

7 8  
9 4  
9 4  
1 0 0 
1 0 0 
9 8  
9 4  

8 2  
7 8  
9 5  
9 6  
9 0  
9 6  
8 0  
9 6  
8 5  
9 3  
8 6  
9 6  
9 0  
9 6  
8 7  
9 9  
9 0  
9 3  
8 7  
1 0 0  
8 7  

8 2  
6 0  
8 5  
9 0  
9 0  

O b s . R é o v a l o r  d o  c o e f i c i e n t e  d e  c o r re l aç ão . A pe rc e n t a g e m  d e  
r e aç õ e s  6 +  e 8 +  na l e i t u r a  d o  t e s t e  d e  l i n f o c i t o t o x i c i dade pode 
s e r  o b s e rv a d a  na c o l una d a  d i r e i t a . 
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Tab . 2 . 4 .  R e s u l tados da Pe s qu i s a de Ant i c o rpos Ant i -HLA C l as s e  
I n o  S o ro de P l acentas 

SORO N Q  HLA R % REAÇOES FORTES 

P R  2 4 3 3 B 5  1 1 0 0  
RO 7 0 7 7  B 5  0 . 8 7 6 8  

B 3 5 0 . 8 0 7 5  
P R  1 2 1 8  B 5  0 . 7 5 6 6  

B 3 5  0 . 6 0 7 0  
RE 0 1 3 9  B 5  0 . 6 6 6 2  

B 3 5  0 . 6 5 7 4  
P R  2 3 3 5  B 5 ( 5 1 )  0 . 7 5 7 7  

B 3 5 0 . 6 6 6 4  
P R  2 2 4 5  B 5  l5 1 ) 0 . 8 0 5 0  
R E  2 1 1 3  B 3 5 0 . 8 8 8 0  
P R  2 3 6 4 B 3 5 0 . 8 0 8 5  
PR 2 4 3 9  B 7  0 . 7 8 9 2  
P R  0 5 9 4 B 7  0 . 9 3 9 0  

RO 7 0 0 0  B 7  0 . 6 5 7 5  
B 2 7 0 . 5 4 7 0  

R S  2 2 7 7  B 7  0 . 6 4 8 2  
B 6 2  0 . 4 0 8 2  

R E  2 1 4 1  B 8  0 . 7 7  6 6  
P R  0 5 7 8  B 8  0 . 5 4 7 8  
PR 2 4 9 0  B 1 2 0 . 9 4 9 1 
RE 1 8 8 8  B 1 2 ( 4 4 ) 0 . 8 7 8 0  

PR 0 5 1 7  B 1 7 0 . 7 0 7 1  
P R 2 3 3 4 B 1 7 0 . 6 3 4 0  

RE 2 0 4 2  B 1 7 0 . 6 4 6 6  
B 4 4  0 . 6 0 6 4  

P R  2 4 1 8  B 1 7 0 . 5 1 7 5  
B 2 7 0 . 5 0 7 5  

LU 7 0 0 6  B 1 7 0 . 4 6 7 5  
B 7  0 . 4 6 7 5  

PR 0 5 1 5  B 1 8  o .  5 4 · 6 3  
B 5  0 . 5 1 5 0  

P R  0 6 8 9  B 2 2 0 . 4 7 8 0  

R S  2 6 7 6  B 2 7 0 . 5 5 7 5  
A 2 4  0 . 6 0 7 5  

V K  7 0 8 7  B 4 0  0 . 9 0 6 0  

RS 2 3 5 3  B4 0 0 . 7 5 9 0  

RE 1 8 6 9  B 4 0  0 . 6 6 9 3  

RE 2 6 4 6  B 4 0  0 . 4 0 8 0  
B 4 4  0 . 6 0  8 0 

RE 2 2 0 7  B 5 7 0 . 6 4 7 1  
A 1 1 0 . 6 1 7 5  

RE 2 1 9 6 Bw4 0 . 5 7 8 2  

P R  0 6 0 7  Bw4 0 . 5 0 8 3 

RE 2 1 2 5  C w 7  0 . 5 7 7 6  
.. 
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Tab . 3 . 4 .  Resul tado s da P e s qu i s a  d e  Ant i c o rpos Ant i -HLA C las s e  
I I  no S o ro d e  P l acentas . 

SORO N Q  HLA R % REAÇOES FORTES 

R E  2 0 4 2 D R 2  0 . 7 1 7 5  
R S  2 7 1 4  DR3 0 . 8 9 8 0 
RE 2 1 2 6 D R 3  0 . 6 2 1 0 0 
RE 2 1 4 1 DR3 0 . 5 5 9 0  

DR 7  0 . 6 5 8 7 '  
L U  7 0 0 6  DR4 0 . 7 6 7 7  
RE 2 1 4 7 DR4 0 . 7 8 5 0  
PR 1 9 0 9  DR4 0 . 7 0 8 0  
PR 2 4 3 3  DR 5 0 . 8 5 9 0  
P R  2 4 1 8 D R 5  0 . 5 2 7 6  
RE 2 3 0 0  DR 7 0 . 7 6 7 7  
VE KAMP DR7 0 . 6 7 8 5  
PR 2 3 3 5  DR 7  0 . 9 1 8 5  
PR 2 4 9 4  DR 7  0 . 9 1 1 0 0 
R S  2 6 7 8  DR 7 0 . 7 8 5 0  
CA 7 0 2 5  DR 7  0 . 6 7 6 6  
RS 2 7 1 6 DR 7 0 . 6 7 5 0 
RS 2 6 4 3  D R 8  1 . 0 0 7 0  
RE 1 8 6 9  DR8 0 . 6 8 5 0  
RE 2 1 9 6 DR8 0 . 6 4 8 7  
PR 0 5 1 5  DR8 0 . 8 7 1 0 0 
C L 7 0 0 8  DR 1 1 1 .  0 0  4 0  
RE 2 5 4 8  DRw 5 2 0 . 4 6 1 0 0 
P R  2 8 1 1 DQW 1 0 . 9 4 9 0  
PR 0 5 6 5  DQ l 0 . 7 1 5 5  
RE 2 2 3 2  DQ2 0 . 6 0 4 0  
RE 2 1 6 9 DQ 5 0 . 7 9 1 0 0 
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4 .  2 .  INVBSTIGAQJ.O DB PATliRNI:DADB NO RIO GlllANDB 00 SUL : USULTADOS 

DA UTI�IZAQJ.O DA IMUNOGBNiTICA ELA o 

A e x c l u s ão d a  p a t e r n i d a d e  é p o s s í v e l  d e  a c o r d o  c o m d u a s  

r e g r a s  mu i t o  s i mp l e s : 

a l  Um i nd i v í du o  é e x c l u í d o d a  p at e r n i d a d e  quando a c r i an ç a  

apre s e n t a r  um a l e l o  au s e n t e , t a n t o  n a  mãe c o mo n o  próp r i o . 

b )  A c r i an ç a d e v e  a p r e s e n t a r  um g e n ó t i p o c omp a t í v e l  c om o 

f e nó t i p o d o s  p a i s  b i o l Ó g i c o s . 

P o d e - s e  o b s e rv a r  s e r  p o s s í ve l  e x c l u i r  o h i p o t é t i c o pai , 

me smo n a  au s ê nc i a  d a  mãe . P a ra t an t o  é n ec e s s á r i o  que t o d o s  o s  

a l e l o s  d a  c r i an ç a  e d o  a c u s ad o  s e j am e x p re s so s . O f i l ho deve rá 

apre s e n t a r  m e t ad e  d o s  a l e  l o s  p a t e rno s , c as o  c o n t r á r i o  h av e r á  

e x c l u s ã o . 

A p r o b a b i l i d a d e  r e l a t i v a  d e  p at e r n i d ad e  é o m e l h o r  r e s u l t ado 

e s t a t í s t i c o  qu e s e  p o d e  c a l c u l ar , quando o p o s s í v e l p a i  não é 

e x c l u í d o  n a  p e r í c i a . O mé t o d o ma i s  u t i l i z ad o  é d e r i v ado d o  

t e o rema d e  B a ye s , c o n s i d e rand o - s e  c om o  í nd i c e  d e  f o rt e 

p ro bab i l i d a d e  o s  r e s u l t ad o s  a c ima d e  9 5 % , d e  p rováve l p at e rn i dade 

e n t r e  8 0 % a 9 5 % s e n d o  i mp r o váve l a p a t e rn i d a d e  c om n úme ro s 

e n t re 6 0 % a 8 0 % . O c á l c u l o  d a  p r o b a b i l i d ade d e  p at e rn i d ade e s t á  

d e s c r i  t o  n o  c ap í t u l o  3 .  2 .  5 .  3 .  . E x i s t e m  d i  v e r s o s  p r o g r amas d e  

c o mpu t a ç ã o q u e  p e rm i t e m  r e a l i z a r , c o m  f ac i l i d ad e , o c á l c u l o  d e s t e  

í nd i c e , a s s i m c o m  p o s s i b i l i t am o s om a t ó r i o  d e  r e s u l t ad o s d e  

d i v e r s o s  s i s t ema s g e né t i c o s  u t i l i z ad o s . O s  re s u l t ad o s 

ap re s e n t ad o s f o r am a n a l i s ado s p e l o  p r o g r ama " D e t - P a t e r "  d a  O b l e a  

S o l u t i o n s  C o mp a n y  ( EUA ) ,  a l i m e n t a d o  c o m f r e qü ê n c i a s g ê n i c a s e 
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hap l o t í p i c a s  d a  p o p u l a ç ã o  c au c a s ó i d e d o  R S  ( d ado s não i n c l u í d o s ) .  

O s  r e s u l t ad o s  s ã o  o b s e rvad o s  n a  t a be l a  4 . 4  . . A ma i o r i a  d o s  

c a s o s  é p r o v e n i e n t e  d o  i n t e r i o r  d o  E s t a d o  ( 7 6 % ) ,  s e nd o  q u e  4 2 % 

f o r am c a s o s  e n c am i n h ad o s  p e l a  J u s t i ç a . D o s  6 6 c a s o s  i n ve s t i g ad o s , 

4 2  ( 6 4 % ) f o r a m  s o l u c i o n ado s e x c l u s i v ame n t e  p e l o  e s t u d o  do s i s t e ma 

H LA . Em 1 0  c a s o s , h o u v e  a n e c e s s i da d e  d e  a c r e s c e n t� rem - s e  o s  

g ru p o s  s an g ü í n e o s  ABO , M N S s  e Rh ( C c DE e ) .  O s  re s u l t a d o s 

e x p r e s s am- s e  e m  " p r o b ab i l i d ad e  c um u l a t i v a d e  p a t e rn i d ade " ( T ab . 

5 . 4 . ) .  O n ú m e r o  d e  e x c l u s õ e s  f o i d e  1 4  ( 2 1 % ) ( T ab . 6 . 4 . ) . 

A méd i a  d e p r o bab i l i d ade r e l a t i v a  d e  p a t e r n i d a d e  no s c a s o s  

re s o l v i d o s  p e l a  t i pa g e m  H LA f o i  d e  9 6 . 8 5 % . N o s  c a s o s  em q u e  o s  

g ru p o s s an g ü í n e o s  f o r a m  a s s o c i ado s , a p r o b a b i l i dade c umu l a t i v a  

méd i a  f o i d e  9 8 . 2 0 % , s e ndo q u e  a ma i o r i a  f o i ac i m a  d e  9 9% .  
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Tab . 4 . 4 .  R e s u l t ad o s  da I nve s t i g ação de Paternidade pel a  T i pagem 

HLA . 

CASO N Q  MAE FI LHO POS S IVEL PAI PRP 
H LA-A/HLA-B HLA-A/HLA-B HLA-A /HLA-B % 

1 1 2 8  1 7  3 5  2 8  2 3 5  7 1 2 7 1 7  9 7  

2 2 1 1  1 2  1 6  3 1 1  1 4  1 6  3 1 0  5 1 4 9 6 

3 1 - 8 3 8  1 1 0  8 7 1 1 0  7 1 7  9 7 

4 1 1  9 5 1 2  1 1  2 5 1 3  2 1 0  1 3  - 9 5  * 

5 2 3 3 8  3 5  2 1 1  3 8  7 1 1 3 7 3 5 9 8  

6 2 - 1 3  3 5  2 9 7 3 5  9 2 7 3 5  9 7  

7 2 2 8  1 7  3 5  � 2 2 8  4 0  3 5  2 2 9  4 0  7 9 5  

8 2 9 1 2  1 4  9 2 9  1 2  - 9 2 9  1 2  7 9 5  * 

9 2 - 5 3 5  2 9 1 8  5 9 3 1 1 8  1 6  9 5  

1 0 9 1 1  6 0  1 2  9 3 1 6 0  1 2 1 3 1 1 2  5 9 5  * 

1 1  2 9 1 1 2  3 7 3 2 9  3 5 1 2 3 3 0 3 5  - 9 5 

1 2  1 0  1 1  3 5 1 2  9 1 1  1 5  3 5  2 9 1 5  - 9 6 

1 3  3 - 2 2  1 6  1 3 6 0  2 2  1 1 0  6 0  1 5  9 7 

1 4  2 9 3 5  - 2 1 1  3 5  5 1 1  1 5 - 9 6  

1 5  2 - 1 6  5 2 9 1 6  1 2  9 - 1 2  1 7  9 7  

1 6  2 - 6 0  5 2 9 6 0  7 9 1 1  7 - 9 7 

1 7  2 5 1 2  8 2 - 8 1 5  2 - 1 0  1 5 9 5 * 

1 8  1 - 1 2 1 5  1 1 0  1 6 1 5 1 0  9 1 6  1 8  9 6  

1 9  1 - 1 7  3 5  1 2 9  1 7 1 8 2 8 2 9  5 1 8  9 9 

2 0 2 1 1  3 5  7 1 1  3 3 5  7 1 3 7 1 2  9 6 * 

2 1 9 1 0 5 7 1 0  3 5 1 5  2 3 5 1 5  9 6 

2 2  2 2 2 5 - 2 2 9  5 3 5  9 2 9  7 3 5  9 9  

2 3 2 9 1 7 2 1  9 3 2 5 2 1  1 3 2  1 2  5 9 8  

2 4  3 3 0  2 1  - 2 3 1 2  2 1  2 2 9  1 2  - 9 5  

2 5  1 1 1  8 4 0 1 1 1  8 1 7  1 2 9  1 2  1 7  9 7  * 

2 6 1 - 8 4 2  1 1 1  8 2 1 1 1  - 1 4  2 1  9 9 

2 7  1 3 0  3 5  1 7  3 0  3 2 3 5  1 8  1 1  3 2  5 1 8  9 9  

2 8  1 9 1 2  1 7  1 3 2  1 7  1 8 1 3 2  1 8  3 5  9 9  

2 9  2 3 7 4 1  2 - 3 5  4 1  2 - 3 5  1 8 9 7  * 
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Tab . 4 . 4 .  Re s u l t ad o s  d a  I nve s t i g ação d e  Pate rni dade p e l a  T i pagem 

H LA ( Cont . ) 
,. 

CASO NO MXE F I LHO POS S IVEL PA I PRP � 
3 0 3 2 9  2 2  1 2  3 2 9  1 3  1 2  3 3 2  1 3  3 5  9 5  * 

3 1  2 3 1 3  3 5  1 3 1 2  3 5  1 - 8 1 2  9 9  

3 2  2 5 - 2 9 5 1 7  2 8  9 1 6  1 7  9 8  

3 3  1 0  1 1  5 - 1 1  2 8  5 7 2 8  1 0  7 - 9 8  

3 4  1 - 8 1 4  9 - 1 4  1 6  3 9 1 6  4 0  9 8  

3 5  2 - 1 4  1 9  2 - 1 4  5 2 - 5 1 7  9 5  * 

3 6  2 2 9 1 2  3 5  2 1 0  2 7  3 5  1 0  2 8  1 6  2 7  9 6  

3 7  2 - 1 5  3 5  2 9 1 5  1 7  9 2 8  1 7  4 0  9 9  

3 8 2 - 1 2  1 4  2 9 1 2 1 8  9 - 1 8  3 5  9 9  

3 9  1 2 9  1 2  1 7  2 9  1 1  1 2  3 5  1 0  1 1  4 0  3 5  9 6  

4 0  3 3 0  5 - 3 1 0  5 4 0  1 0  3 1  5 4 0  9 8  

4 1  2 9 3 5 - 9 - 3 5  1 2  1 9 3 5  1 2  9 5  

4 2  2 - 1 2  1 4 1 0  2 1 6  1 2  1 0  2 1 6  3 5  9 9 
, * C a s o s r e s o l v i d o s  c om o e s tu d o  d e  o u t r o s  membro s d a  f am1 l 1 a , 

p ro c u r a n d o  a me l h o r  c a r ac t e r i z aç ão d o s  h ap l ót i po s . 
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Tab . 5 . 4 .  Re sul t ado s d a  I nve s t i g aç ão d e  Pate rn idade pe l a  T i pagem 
H LA C omb inada com G rupo s S angu í ne o s  [ ABO , MNS s , Rh ( CcDEe ) ] 

CASO NQ MAE 

1 3 1 0  1 2  1 7  

A M N s C e D e  

2 2 1 0  5 -
O M C e D e  

3 9 3 2  1 2  1 4  
A M C e De 

4 3 - 5 3 5  

A M s  e DE e  

5 1 2 8  2 7  - . .  

AB N s  C D e  

6 3 3 2  4 0  1 2  
A M S  C e DE e  

7 1 9 7 1 2  
O M N s  C e DE e  

8 9 1 0  2 7  -
o N e DE e  

9 2 3 5 2 1  
A M N S s C D e  

1 0  1 1 1  3 5  1 6  

O M S C D e  

F I LHO 

9 1 0  1 2  1 7  
A M N s  C e DE e  

2 1 0  1 2  -

O MN CDe 

9 2 8  1 2  -
AB M C e De 

3 3 2  5 -
O MN s e DEe 

1 3 2  2 7  1 4  
A N S s  CDe 

3 2  2 9  4 0  1 6  

A M S s  C e DE e  

1 3 0  7 1 8  
B M N S s C e De 

9 - 1 4  2 7  
A N C e De 

2 3 0  1 3  5 
O M s  C D e  

1 1 1  3 5  1 2  
O M S s  CDe 

POSS IVEL PAI PCP % 

1 9 8 1 2  9 9  
A M N s  C e d E e  

2 2 9  1 2  1 4  9 9  
O MN CDe 

3 2 8  7 - 9 9 
B MN CDEe 

9 3 2  1 6  - 9 9  
O N s  e DE 

3 3 2  5 1 4  9 9  
O MNS C e De 

1 0  2 9  1 6  5 9 8  
A MN S s  C e De 

3 3 0  7 1 8  9 9  
B M S s e d e  

9 2 8  1 4  5 9 9  * 
A MN C e D e  

1 3 0  1 3  1 7  9 9  
O MN s CDe e 

1 2 5 1 2  9 2  
O MNS s C e DE e  
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Tab . 6 . 4 .  Re s u l t ado s d a  Exc l u s ão da Pat e rn idade pe l o  S i s tema HLA 

CASO NQ MAE F I LHO ACUSADO 

1 3 1  1 0  4 0 - 3 1  2 5 4 0  3 - 7 2 7  

2 3 3 2 3 5  - 3 2 8  3 5  4 0  1 9 1 6  -

3 1 3 1  5 1 6  1 3 1  5 1 6  2 8  - 2 2  1 2  

4 3 3 2  1 7 3 5  3 3 1  1 5  3 5  9 1 0  5 1 6  

5 1 2 9  1 2  2 2  1 2 5 2 2  3 - 7 3 5  

6 2 - 4 0  - 2 - 4 0 5 1 2 1 5  7 

7 9 2 9  1 4  7 9 1 1  1 4 3 5  2 3 2  5 3 5  

8 9 3 .. 1 2  3 7  9 - 1 2  1 5  2 3 5 -

9 1 9 1 2  5 1 9 1 2  1 4  1 0  3 3  6 0  1 4  

1 0  2 - 1 8  5 2 3 0  1 8  2 7  2 3 7 1 2  

1 1  1 3 0  3 5  1 7  3 0  3 2  3 5  1 8  1 0  1 1  5 -

1 2  9 1 1  5 1 2  1 1  2 9  5 1 2  2 9  3 0  7 1 3  

1 3 f a l e c i da 1 3 0  8 1 5 9 1 0  2 7 -

1 4  2 1 0  1 6  - 2 1 1  1 8  - 2 2 9  1 7 -
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4 . 3 .  RISULTADOS DOS TIANSPLANTBS RBNAI S  NO RIO GRANDE DO SUL o 

4 . 3 . 1 .  PRIME I RO TRANSPLANTE : HLA I DÊNT I CO x 1 HAPLÓT I PO 

RELAC I ONADO x CADÁVER . 

Os r e s u l t ad o s  c ompa r a t i v o s  d e  t r ans p l an t e s  re a l i z ado s e n t r e 

i rmão s H LA i d ê n t i c o s ( 3 0 ) ,  c o m  u m  hap l ó t i p o d e d i f e re n ç a  ( 1 2 8 ) 

ou c o m  d o ad o r  c ad áv e r ( 9 1 ) ,  ap re s e nt aram o s  s e g u i n t e s  re s u l t ado s 

( F i g . 1 .  4 .  ) : N o  l Q  a n o  a s  s o b r e v i d a s  d o  e nx e r t o  f o ram '9 6 . 7 % , 

7 8 . 2 % e 6 2 . 5 % .  N o  3 Q  ano 7 5 . 4 % ,  6 5 . 9 % e 4 3 . 9% .  A r e l aç ão 

e s t a t í s t i c a  e n t re a s  c u rv a s  f o i s i gn i f i c ante e n t re a p r i me i r a e 

a t e rc e i r a ( p < 0 . 0 0 0 9 } e e n t re a 2 ª  e 3 ª  ( p < 0 . 0 0 9 ) , 

F i g . 1 . 4 .  T i pagem HLA em t ranplantes com doado r HLA i dênt i co , 
parc i almente i dênt i c o  ( re l ac i onado ) e com doado r c adáve r . 
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4 . 3 . 2 .  P R I ME I RO TRANSPLANTE x C I CLOSPORINA 

A i mp o r t ân c i a  d a  C i c l o s p o r i n a n o s  t r ans p l an t e s  mo t i v o u  e s t a  

o b s e rv a ç ã o  e n t r e  p a c i e n t e s  t r a n s p l a n t ad o s c om e s em e s t a  

t e rapê u t i c a . N a  F i g . 2 .  4 .  p o d e - s e  o b s e rv a r  a s o b re v i da d o  e nxe r t o  

e m  t r a n s p l an t e s  c om d o ad o r H LA i dê n t i c o  ( 4 ) ,  1 hapl ó t ipo 

re l a c i o na d o  ( 4 7 )  e c adáv e r ( 8 0 ) . O s r e s u l t ad o s  n o  p r i me i r o ano 

f o ram 7 5 % , 7 6 %  e 6 4 . 5 % , s e nd o  q u e  o s  H LA i dênt i c o s  a i nd a  não 

c o mpl e t a r am o 3 Q ano , mas c o n t i n uam c o m 7 5 % d e  s o b r e v i d a  n o  2 2 . 

N o  3 Q  a n o  o b s e rva- s e  4 5 . 6 % p a r a  o s  c o m  1 hap l ó t i p o  re l ac i o n ad o  

e 5 2 . 7 % p a r a o s  c om d o ad o r c adáve r .  E s t a t i s t i c am e n t e , a 

s i g n i f i c â n c i a  não f o i  a l c anç ada e nt r e a s  c u rv a s . 

F ig .  2 . 4 .  T ransplante renal e uso de Ci closporina A 
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4 . 3 . 3 .  PRIMEI RO TRANS P LANTE x SEM C I CLOSPORINA . 

A F i g . 3 .  4 .  r e l a c i o n a o s  t r a n s p l an t e s c o m  d o ado r e s  H LA 

i d ê n t i c o s  ( 2 6 ) , 1 h a p l ó t i po e m  c o mu m  ( 7 7 ) , a s s i m c omo c o m  d o ad o r 

c adáve r ( 1 1 ) .  O s  r e s u l t ad o s  apó s o p r i me i ro ano f o r am d e  1 0 0 % ,  

7 9 % e 5 4 . 5 % .  N o  3 Q  ano , 7 7 % , 7 0 . 7 % e 4 2% .  A s i g n i f i c ânc i a  

e s t at í s t i c a  a c o n t e c e u  e n t r e  a 1 ª  e 3 ª  l i nha d e  s o b r e v i d a  

( p < 0 . 0 0 0 1 9 ) e e n t r e  a 2 ª  e a 3 ª  ( p < 0 . 0 0 0 1 9 ) .  

F i g . 3 . 4 .  Transp l ant e renal sem C i c l o spo r i na A .  

:1. 0 0 

'3 0  

B C  

SF.H C I C LOSPORI NA 
-·-···-· - · - - · - · - ·  .. ·-·-···-·-.. ......... .......... . ..... ......... , _____ 1 
. 

' 

t .. 
............. 1 

... ............. ---- · - · - · '!; 

1 . _ ,
'
:,._� , - 1- - - - - - - - -� - - - - � 

· - · ----· ... 

� L ........ 
' 

7 0 �-----
1�1 --------------

� -
_

-
_
--

_
--

_
-

_
- -

_
- -

_
-

_
--

_
- -

_

-
_
- -

_
- -

_
-
�
:
·�- -� 

"' · - · - · - · -

H LA I D  REL 

1 -HAPL REL 

�-�--��--.-�--��--,-�--��---r CADÁV E R  4 0 -t 
o 1. 2  2 4  

n = 2 6  

n = 7 7  

n= l l  



Cap í tu l o  4 .  2 0 8  

4 . 3 . 4 .  TRAN SPLANTE COM DOADOR CADÁVER COM E SEM C I CLOSPORINA 

A s  f r e q ü ê n c i a s d e  s o b r e v i d a  d o s e nx e r t o s f o ram d e  6 4 . 5 % e 

5 4 . 5 % n o  p r i me i r o a n o , s e nd o d e 6 0 %  e 4 2 % e m  1 5 me s e s  . Não h o uve 

d i f e r e n ç a  s i g n i f i c an t e  e n t r e  a s  c u rv a s . 

F i g . 4 .  4 .  T ranspl ante renal com doado r c adáve r , com e sem 
C i c l o s po r i na • .  
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4 . 3 . 5 .  EFE I TO DO CENTRO NOS TRANSPLANTES COM DOADOR CADÁVER . 

O e s t u d o  c o m p a r a  o s  r e s u l t ad o s e n t re o s  4 c e n t r o s  que 

t r an s p l a n t am em P o r t o  A l e g re . O c e n t r o  B man t e v e  a me s ma 

s o b re v i d a  d e  5 0 % n o  2 Q  e 3 Q  ano . O c e n t r o  C apre s e nt o u  p o u c o s  

t ra n s p l a n t e s  e a m e l ho r  s o b r e v i da n o  l Q  a n o  ( 8 0 % ) , ma s p i o ro u  n o  

3 Q  a n o  ( 4 0 % ) . O c e n t r o  F f o i o q u e  ma i s  t r ans p l an t o u , c om 

r e s u l t ad o s  d e  5 5 . 1 %  no l Q  ano e 3 9 .  4 %  n o  3 Q . O c e n t r o  D 

a p r e s e n t o u  r e s u l t ad o s  d e 7 0 . 6 % n o  l Q  e 3 Q  ano s . O s  r e s u l t a d o s  

p a r a  o 2 Q  ano s ão s i m i l a r e s p a r a  a s  e q u i pe s  B ,  F e C ,  n ã o  

a l c an ç a n d o  5 0 % d e  s o b r e v i d a , e nquan t o  a s o b re v i da é supe r i o r  p a r a  

o s  c e n t r o s  D e  C no p r i me i ro a n o  ( F i g . 5 . 4 ) .  

F i g . 5 . 4 .  O e fe i t o d o  cent ro no s t rans p l ant e s  c om doado r c adáve r .  
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Cap í tu l o  4 .  2 1 0  

4 . 3 . 6 .  TRAN SPLANTE COM DOADOR CADÁVER ANTES E APÓS A 

COORDENADORIA DE T RAN S P LANTE S . 

A p r o c u ra d e  ó r g ã o s e m  P o r t o  A l e g r e f o i  r e a l i z ad a , d u r a n t e  

mu i t o s  a no s , d e  mane i r a d e s c e n t r a l i z ad a .  C ad a  e qu i pe p r o c u rava 

os s e u s  d o ado r e s e p r e s e r v a v a  o s  ó r g ã o s  à sua mane i r a . A 

c o o r d e n ad o r i a  d e  t ra n s p l an t e s  p r o po r c i o n o u  uma u n i f o rm i d ad e  de 

p ro c e d i me n t o s  q u e  p r o v a v e l me n t e  t r o ux e  b e n e f í c i o s  p a r a  o s  

pac i e n t e s . C o m  a i n t e n ç ã o  d e  a v a l i a r o s  p r i m e i ro s  re s u l t a d o s  

d e s s a  mudanç a , p r o c u r o u - s e  o b s e rv a r  d i f e r e nç a s  e nt re o s  

t r an s p l an t e s  a n t e r i o re s  a 1 9 8 9  e apó s 1 9 8 9 , embo ra a s o b r e v i d a  

d o s  ú l t i mo s  n ã o  a l c an c e  2 ano s ( F i g . 6 . 4 .  ) ,  O s  5 4  t ransp l ant e s  

d a  f a s e  a n t e r i o r  a 1 9 8 9  a p r e s e n t a r am uma s o b re v i d a d o  e nxe r t o  d e  

5 7 . 4 % e 4 1 . 3 % n o  f i n a l  d o  1 Q  e 3 Q  an o s . O s  re a l i z ad o s apó s 1 9 8 9  

f i n a l i z a ram o l Q  a n o  c o m  6 6 . 2 % .  N ã o  houve d i f e re n ç a  e s t a t í s t i c a , 

mas a t e n d ê n c i a  é d e  p r o v áv e l s i g n i f i c ânc i a  n o  f i n a l  d o  3 Q  ano . 

F i g . 6 . 4 .  T ran sp l ant e  c om d o ado r c adáve r ant e s  e apó s a 
c o o rd e nado r i a  d e  t rans p l ant e s . 
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C ap í t u l o 4 .  2 1 1  

, 
4 . 3 . i .  TRAN SPLANTES COM DOADOR RELAC I ONADO COM DO I S  HAPLOT I POS 

H LA D I FERENTES . 

O t r a n s p l an t e  c o m d o ad o r r e l a c i o n ad o ( i rmão s ) ,  mas c o m  

ne nhuma c o mpa t i b i l i d a d e  H LA , d e v e r i a  a p r e s e n t a r  s o b r ev i d a  d o  

e nx e r t o  s e m e l h an t e a o b s e r v ad a n o s t r ans p l an t e s  · c o m  d o ad o r 

c ad á v e r .  O s  r e s u l t a d o s d e  P o r t o  A l e g r e não d emo s t ram e s t a  

re l a ç ã o , p o i s  o s  1 7  c a s o s a p r e s e n t a ram uma s o b re v i d a  d e  8 3 . 3 % 

d u r an t e  o s  p r i me i r o s  3 a n o s , s i g n i f i c a n t emen t e  supe r i o r  a o s  

r e s u l t ad o s  c o m  d o ad o r c ad áv e r e m  3 d o s 4 c e n t ro s  t ran s p l a n t a Q, o re s 

( F i g . 7 . 4 . ) .  

F i g .  7 . 4 .  T ranspl ante com doado r re l ac i onado sem compat i b i l i d ade 
HLA . 
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C ap í t u l o  4 .  2 1 2  

, 
4 . 3 . 8 .  TRANS PLANTES COM RECEPTOR CAUCASOIDE . 

O s  t ran s p l an t e s r e na i s  e m  pac i e n t e s d e  r a ç a  b ranc a  p a r e c em 

t e r  m e l ho r s o b r e v i d a q u e  n a  r a ç a  n e g r a  ( c a p í t u l o 1 . 4 . 5 . 8 . ) .  P a r a  

o b s e r v a rmo s e s s a  r e l a ç ã o  f o i  n e c e s s á r i o  o c á l c u l o  da s o b r e v i d a  

p a r a  c au c a s ó i d e s  e não c au c a s ó i d e s  ( F i g . 8 .  4 .  e 9 .  4 .  ) • O s  

t r an s p l a n t e s c o m i d e n t i d ade H LA f o r a m  m e l h o r e s n o s c auc a s ó i d e  d o  

q u e  n o s  d e  o u t r a s  r a ç a s , t an t o  n o  l Q  c o m o  n o  2 Q  an o . O me smo 

a c o n t e c e u  n a q u e l e s  c o m  1 h ap l ó t i p o em c o mu m  ( re l ac i o nado s ) ,  

s o me n t e  n o  3 Q  a n o  ap r e s e n t a r a m  r e s u l t ad o s s eme l han t e � . O s  

t ra n s p l a n t e s  c o m ó r g ão s  d e  c ad áv e r a p r e s e n t a ram me l ho r  s o b r e v i d a  

apó s  o 2 Q  a n o  d a  c i ru rg i a  e m  r e l a ç ã o  a o s c au c a s ó i de s . 

A s  f r e q ü ê n c i a s d e  s o b re v i d a  f o r a m  d e  1 0 0% ,  7 9 . 2 %  e 6 2 . 1 % 

p a r a  o l Q  a no e d e  8 6 . 9 % ,  6 6 . 1 % p a r a  o 3 Q  ano . A s o b r e v i d a  d e  

2 a n o s p a r a  ó rg ã o  d e  c adáve r f o i d e  4 5 % .  A s i g n i f i c ân c i a  

ac o n t e c e u p a r a  a c o mpa r ação e n t r e  a 1 ª  e 2 ª  c u rvas ( p < 0 . 0 1 9 ) ,  

e n t r e a 1 ª  e 3 ª  ( p > 0 . 0 0 0 1 9 ) e e n t r e  a 2 ª e 3 ª ( p > 0 . 0 0 1 9 ) .  

F i g . 8 . 4 . T ransp l an t e s  com recept o r  c aucas ó i d e . 
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C ap í tu l o  4 .  2 1 3  

, 
4 . 3 . 9 .  TRAN SPLANTES COM RECEPTOR NÃO CAUCASO I DE . 

A s  f r e qü ê nc i a s o b s e rv ad a s  n o  l Q  a n o  f o r am d e  8 0 % , 6 6 . 7 % e 

6 5 . 3 % .  N o  2 Q a n o  o s  H LA i dê n t i c o s  a l c an ç a ram 5 3% ,  não c ompl e t ando 

a i nd a  o 3 Q  ano . No 3 Q  a n o  o b s e rv o u - s e  6 6 . 7% para os c o m  1 

h a p l ó t i po d e  i d e n t i d ad e e 6 5 . 3 % p a r a  o s  c o m d o ad o r c adáve r .  

( F i g . 9 . 4 ) . 

F i g . 9 . 4 .  T ransp l ant e s  c om recept o r  não c aucasó ide . 
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C ap í t u l o 4 . 

, , 

2 1 4  

4 . 3 . 1 0 .  TRAN S FUSÃO E S PEC I F I CA DO DOADOR , 1 HAPLOTI PO EM COMUM 

E s t e  t i p o  d e  t e rapê u t i c a  j á  f o i ma i s  p o pu l ar , s en d o  que 

s o me n t e  1 7  r e c e p t o r e s r e a l i z a r a m  D S T . A s  f reqüênc i a s  d e  s o b re v i da 

n o  l Q  a no f o ram d e  8 2 . 4 % p a r a  o s  c o m  e 7 8 . 3 % p a r a  o s  s em D S T . 

N o  3 Q  ano o b s e rv o u - s e  7 4 . 9 % ,  c o n t r a  6 5 . 1 % .  Não f o i e nc o n t r a d a  

s i g n i f i c â n c i a  e s t a t í s t i c a ( F i g . 1 0 . 4 .  ) .  

F i g . 1 0 . 4 .  Transpl antes apó s t rans fusão e spec í f i c a  do doado r .  
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C ap í tu l o  4 .  2 1 5  

4 . 3 . 1 1 .  I DADE DO RECEPTOR : MA I OR DO QUE 4 0 ANOS 

Os r e c e p t o re s  c o m  i d a d e  s u p e r 1 o r  a 4 0  an o s t i v e r am a m e s ma 

s o b r e v i d a d o s  ma i s  j o v e n s  e n t r e 1 6  e 4 0  ano s . A ún i c a  d i f e r e n ç a  

p o d e  s e r  v i s t a  n a  s o b r e v i d a d e  r e c e p t o r e s  d e  r i m · d e c adáve r no 

1 Q  ano ( F i g . 1 1 . 4 .  ) ,  q u ando os r e c e p t o re s  ma i s  v e l ho s  têm me l h o r  

r e s u l t a d o  ( 7 5 % c o n t r a  5 5 . 4 % ) . O s  t r an s p l ant e s  no s r e c e p t o r e s  

ma i o r e s  d e  4 0 ano s ·· a p r e s e n t a r am f re q ü ê n c i a s  d e  s o brev i d a  no 

p r i m e i r o a n o  d e  1 0 0 % ,  7 8 . 3 % e 7 5 % ,  e nquan t o  no 3 Q  ano d e  1 0 0 % , 

6 6 . 2 %  e 4 9 .  2 % . A s  c u r v a s  n ã o  mo s t r a ram s i g n i  f i c ânc i a  e s t at í s t i c a . 

F i g . 1 1 . 4 .  T ransp l ant e s  com receptores maiores de 4 0  anos . 
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C ap í tu l o  4 .  2 1 6  

4 . 3 . 1 2 .  I DADE DO RECEPTOR ENTRE 1 6  E 4 0  ANOS 

A s  f re q ü ê n c i as de s o b r e v i d a  f o ram n o l Q  ano de 9 5 . 8% ,  8 0 %  

e 5 5 . 4 % ,  s e ndo q u e  n o  3 Q  a n o  7 3 % ,  6 8% e 4 0 . 3 % ( F i g .  1 2 . 4 . } ,  A 

s i g n i f i c ânc i a e s ta t í s t i c a  ac o nt e c e u  e n t re a 1 ª  e 3 ª  c u rv a  

( p > 0 . 0 0 1 9 ) e e n t r e  a 2 ª  e 3 ª ( p > 0 . 0 0 1 9 ) .  

F i g . 1 2 . 4 . T r ansp l an t e s  com rec epto re s e ntre 1 6  e 4 0  anos . 
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Cap í tu l o 4 .  2 1 7  

4 . 3 . 1 3 .  RETRAN SPLANTES 

Os r e t r an s p l a n t e s a p r e s e n t a ra m  n o  l Q  ano f r e qüênc i a s  d e  1 0 0% 

e 8 0 %  para H LA i d ê n t i c o s  e 1 h a p l ó t i p o  d e  i d e n t i d ade . Os c om 

d o ad o r  c ad á v e r n i o  c o mp l e t a r am o 1 Q  ano , m a s  j á  mo s t ram s o b re v i d a  

i n f e r i o r  ( F i g  1 3 . 4 . ) .  

F i g . l 3 . 4 .  Re t ransp l ante s 
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C ap í t u l o 4 .  2 1 8  

4 . 3 . 1 4 . PRIME I RO TRANS P LANTE .  O S  PAI S  COMO DOADORES . 

O e f e i t o  d o  N I MA e P I MA f o ram d i s c u t i d o s  no c ap í t u l o  

1 . 4 . 5 . 4 . . E s s e  e f e i t o  e s t á r e l ac i o nado a uma po s s í ve l  t o l e rânc i a  

p o r  p a r t e  d o s  d o ad o re s  a a n t í g e n o s H LA p re s e n t e s  n o  hap l ó t i p o  não 

he r d a d o  d a  mãe . E s t e  f a t o  e s t á r e l ac i o nado à t o l e rânc i a  " i n 

ú t e ro " , s e nd o  que n a  v i d a  a du l t a  n ã o  r e s p o nd e r í amo s adequad ame n t e  

c o n t r a a n t í g e n o s q u e  t i v é s s e mo s  c o n t a t o  na v i d a  f e t a l . O s  

.. 
t r a n s p l a n t e s  c o m ó r g ão s  m a t e rn o s t a l ve z r e p roduz i s s e  e s t e  e f e i t o  

de s c r i t o p o r  V a n  R o o d  ( 1 9 9 0 ) . O s  r e s u l t ad o s  o b t i d o s  quando o s  

p a i s  f o ram d o ad o r e s  ( t a n t o  m ã e  c o m o  p a i ) f o r am d e  7 7 . 4 % e 6 9 . 8% 

n o  f i n a l  d o  l Q  e 3 Q  ano s  r e s p e c t i vame n t e  ( F i g . 1 4 . 4 .  ) ,  O s 

r e s u l t ad o s  q u ando a mãe f o i d o ad o r a , não s ã o  s u p e r i o re s  àque l e s  

e m  q u e  o p a i  f o i o d o a d o r , c o mo t e o r i c ame n t e  s e r i a  d e  e s p e rar . 

N o  p r i me i r o ano a s o b r e v i d a  é d e  7 5 . 4 % e no 3 Q  d e  6 8 . 5 % ( F i g . 

1 5 . 4 .  ) .  Q u an d o  o p a i  é o d o ado r a s  f re q ü ê n c i a s  s ão d e  8 4 . 4 % e 

7 3 . 9 % ,  r e s pe c t i v ame n t e . E s t a t i s t i c ame n t e  não e x i s t e m  d i f e re n ç a s  

e n t r e  a s  c u rv a s  d e  s o b r e v i d a . 



Cap í tu l o  4 .  

F i g . 1 4 . 4 .  
doad o re s . 
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Re su l t ado s dos t ranspl antes quando os  
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Tempo ( meses ) 

2 1 9  

pai s  são 

F i g  1 5 . 4 .  Re sul tados do s t ranspl antes quando a mãe é doadora . 
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C ap í tu l o  4 .  2 2 0  

4 . 4 • AVALIAQ.lO 00 SISTBNA BL.A. JIK PACIBNTBS OON LBUCDIA LINI'ÁTICA 

CRÔNICA o 

O r i s c o d e  um i n d i v í duo v i r  a c o n t ra i r uma d e t e rm i nada 

pa t o l o g i a , a s s o c i ad a  ao s i s t ema H LA , p o d e  s e r  c a l c u l ad o  

e s t a t i s t i c am e n t e . O s  r e s u l t ad o s d o  r i s c o  r e l a t i v o  i nd i c am q u a n t a s  

v e z e s  a d o e n ç a  é ma i s , o u  m e no s , f r e qü e nt e n o s  i nd i v í d u o s  

p o r t a d o r e s d o  g e ne m a r c ado r ,  d o  qu e n o s n e g a t i vo s  p a r a  o m e s mo . 

O s  r e s u l t ad o s p o d e m  i nd i c a r  s u s c e p t i b i l i d ad e , n eu t ra l i d ad e  o u  

p r o t e ç ã o . O n í v e l  d e  n e u t r a l i d a d e  e s t á e m  t o rno d o  núme r o  1 ,  

e n q u a n t o a c i m a  d e n o t a  s u s c e p t i b i l i d ad e  e a ba i x o  p r o t e ç ão . 

O s  r e s u l t ad o s d a s  f re qü ê n c i a s d e  f e n ó t i po e g e nó t i po s  d e  

pac i e n t e s  e c o n t ro l e s  s ão o b s e rv a d o s n a s  t abe l as 7 . 4 . , 8 . 4 . , 

9 . 4 . , 1 0 . 4 . , 1 1 . 4 .  e 1 2 . 4  . . N ã o  f o ram d e t e c t ad a s  d i f e r e nç a s  

s i g n i f i c an t e s p o s i t i v ame n t e a s s o c i ad a s  c o m  a LLC , o u  s e j a ,  n ã o  

ex i s t e m a l e l o s  H LA m a i s f r e q ü e n t e s no s p a c i e n t e s  d o  q u e  n o s  

c o n t r o l e s  q u e  p e rm i t am d i z e r  q u e  e x i s t e  u m a  s u c e p t i b i l i d a d e  

g e n é t i c a  à d o e n ç a . ·  P o r ou t ro l ad o , e nc o-n t r o u - s e  uma r e l ação 

n e g a t i v a , s u g e r i nd o  p r o t e ç ã o  a o  d e s e nv o l v i me n t o  d a  me sma . 

O s  a l e l o s  H LA - A 2 3 ,  A 2 4  e CW4 e s t ã o  e m  f r e q ü ê nc i a  d i m i nu í d a 

e m  r e l a ç ã o  ao s c o n t ro l e s  n o rm a i s . O s  d o i s  p r i me i r o s  ant í g e n o s s ã o  

" s p l i t s "  d o  H LA - A 9 , s e nd o  e s t e  um d o s  ma i s  f re qü e n t e s  e f ác e i s  

a l e l o s  d e t e c t áv e i s  n a  m a i o r i a  d a s  r a ç a s . o r i s c o  r e l a t i v o  d o  A 9  

é c o n s e g u i d o  s o mand o - s e a s  f re qü ê n c i a s d e  A 2 3 e A 2 4 . S e nd o  a s s i m , 

o b s e r v o u - s e  A 9  ( RR =  0 . 1 2 ,  9 5 % LC = 0 . 1 4 - 0 . 5 5 ,  X � = 1 3 . 5 0 p =  0 . 0 0 1 ) .  

O v a l o r  d e  " p "  f o i mu l t i p l i c ad o  p e l o  n ú m e r o  d e  a l e l o s  e s t u d ad o s  
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( 5 0 para H LA - A , B l  c om a i n t en ç ã o  d e  e l i m i n a r  a c asual i d ade . O 

ant í g eno H L A - A 2 4  a p r e s e n t o u  um r i s c o  re l a t i v o negat i vo , c o m  um 

X 2  e l e v ad o , mas nio s i g n i f i c a n t e , q u ando mu l t i p l i c ad o  pe l o  núme ro 

de a l e l o s  ( RR =  0 . 1 3 ,  9 5 %  LC = 0 . 1 6 - 0 . 7 1 ,  X 2 = 8 . 9 4 ,  p =  ns . ) ,  s endo 

que o m e s m o  a c o n t e c e u  c o m  o H LA-A 2 3 ( RR 0 . 2 4 ,  9 5 % LC= 0 . 0 5 - 1 . 0 9 ,  

X2 = 3 . 4 2 ,  p = n s ) .  O a l e l o  C W 4  f o i s i gn i f i c an t e me n t e '
negat ivo , com 

a f r e q ü ê n c i a  i n f e r i o r  a o  g rupo c o n t r o l e  ( RR =  0 . 4 0 ,  9 5 % L C =  0 . 2 0 -

0 . 7 8 ,  p = 0 . 0 4 8 ) .  

" 

D u r a n t e  a s  t i pa g e n s  H LA para a c o ns t i tu i ç ão do paine l de  

l i n f óc i t o s  B ,  p r o ve n i e n t e s  d e  i nd i v í du o s  c om LLC , · f o ram 

s e l e c i onad o s a l g u n s  p a c i en t e s  que não ap r e s e n t a ram H LA - DQ na sua 

membrana c e l u l a r , e m b o r a  exaus t i v ame n t e  t e s t ad o s  c om di v e r s o s  

ant i c o rpo s . E s t e  f a t o  i nd i c av a  a ex i s t ê n c i a  de  i nd i v í duo s 

homo z i g o t o s  p a r a  a d e f i c i ên c i a  d e s t e p rodu t o  e o c as i onou a 

p r o c u ra d e  o u t r o s  q u e  s e r i am he t e r o z i g o t o s . O s  ú l t i mo s  s e r i am 

i nd i v í d u o s que ap r e s e n t a s s e m  um ant í g e no H LA - DQ po s i t i v o  e 

au sênc i a  d o  o u t ro , e mbo r a  a t i pa g e m  H LA - DR s i nal i z as s e  a 

n e c e s s i d ad e  d e  d e t e rm i nad o DQ , d e v i d o  ao d e s e qu i l í b r i o  de l i g ação 

ex i s t e n t e  e n t r e  os  d o i s  l o c o s . Não f o ram � o n s i de rado s  o s  casos 

em que a f a l t a  do H LA - DQ e s t i ve s s e r e l ac i o nada c om p o s s í ve l  

homo z i g o s e  p a r a  o ant í g e n o , p o d e n d o  s e r  o b s e rvado e s t e  f at o  pe l a  

t i pa g e m  H LA - DR . 

A t i pa g e m  H LA - DRB l e DQB l f o i  r e a l i z ad a  po r RFLP . A 

au sênc i a  d a s  m o l é c u l a s  H LA n a  memb rana d e  l i n f ó c i to s  não f o i  

acompanhada po r d e l e ç ão d o s  g e ne s H LA - DQ a o  n í ve l  d o  DNA . O s  

e s tudo s c o m  o R F L P  d e mo n s t raram que t o d o s o s  pac i en t e s  

s e l e c i o nado s p a r a  a p o s s í v e l  de f i c i ê nc i a , ap r e s e n t avam H LA - DQ n o  
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s e u  DNA ( F i g u r a s  1 6 . 4 .  e 1 7 . 4 .  ) .  F o ram e n c o nt r ad o s  d o i s  pac i e n t e s  

h o mo z i g o t o s  e 3 h e t e ro z i g o t o s  p a r a  a d e f i c i ê n c i a  d e  H LA - DQ . S e i s  

p a c i e n t e s c o m p o s s í v e l h o m o z i g o s e p a ra a d e f i c i ê n c i a  f o ram 

c o n s i d e r a d o s  n o rm a i s ,  apó s n ov a m e n t e  e s t u d ad o s  s o ro l o g i c ame n t e  

( Tab . 1 3 . 4 . ) . 
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Tab . 7 . 4 .  Ant í g eno s  HLA-A e HLA - B  e m  Pac i e ntes com Leucemia 
L i nf át i c a  C rôni c a . 

ANTI GENOS NUMERO TOTAL FENOTI PO GENOTIPO 

A l  3 8  1 1 4 3 3 . 3 3 1 8 . 3 5 
A 2  5 9  1 1 4 5 1 . 7 5 3 0 . 5 4 
A 3  2 8  1 1 4 2 4 . 5 6 1 3 . 1 4 
A 1 1 1 0  1 1 4 8 . 7 7 4 . 4 9 
A 2 3 1 1 1 4  0 . 8 8 0 . 4 4 
A 2 4 8 1 1 4  7 . 0 2 5 . 5 7 
A 2 5 5 1 1 4  4 . 3 9 2 . 2 2 
A 2 6 2 1 1 4 1 .  7 5  0 . 8 8 
A 2 8 7 1 1 4 6 . 1 4 3 . 1 2 
A 2 9 1 0  1 1 4  8 . 7 7 4 . 4 9 
A 3 0 5 1 1 4  4 . 3 9 2 . 2 2 
A 3 1 8 1 1 4 7 . 0 2 3 . 5 7 
A 3 2 1 2  1 1 4 1 0 . 5 3 5 . 4 1 
A 3 3 4 1 1 4  3 . 5 1 1 . 7 7  

B 7  3 1  1 1 4 2 7 . 1 9 1 4 . 6 7 
B 8  3 3  1 1 4  2 8 . 9 5  1 5 . 7 1 

B 1 3 9 1 1 4 7 . 8 9 4 . 0 3 
B 1 4  8 1 1 4  7 . 0 2  3 . 5 7 
B 1 5 4 1 1 4 3 . 5 1 1 .  7 7  
B 1 6  1 1 1 4 0 . 8 8 0 . 4 4 
B 1 7 8 1 1 4  7 . 0 2 3 . 5 7 
B 1 8 1 1 1 1 4 9 . 6 5 4 . 9 5 
B 2 2 2 1 1 4  1 .  7 5  0 . 8 8 
B 2 7 5 1 1 4  4 . 3 9 2 . 2 2 
B 3 5 1 0  1 1 4 8 . 7 7 4 . 4 9 
B 3 7 4 1 1 4 3 . 5 1 1 .  7 7  

B 3 8  o 1 1 4 o . o o 0 . 0 0 
B 3 9  4 1 1 4 3 . 5 1 1 .  7 7  

B 4 0 1 0  1 1 4 8 . 7 7 4 . 4 9 
B 4 1 1 1 1 4  0 . 8 8 0 . 4 4 
B 4 2 o 1 1 4 o . o o o . o o 
B 4 4 2 9  1 1 4 2 5 . 4 4 1 3 . 6 5 
B 4 5 o 1 1 4  o . o o o . o o .  
B 4 9 2 1 1 4  1 .  7 5  0 . 8 8 

B 5 0  2 1 1 4 1 .  7 5  0 . 8 8 
B 5 1 6 1 1 4  5 . 2 6 2 . 6 7 
B 5 2 2 1 1 4 1 .  7 5  0 . 8 8 
B 5 3  o 1 1 4 0 . 0 0 o . o o 
B 5 5  3 1 1 4  2 . 6 3 1 .  3 2  
B 5 6  o 1 1 4  o . o o 0 . 0 0 
B 5 7 8 1 1 4 7 . 0 2 3 . 5 7 
B 5 8  o 1 1 4  o . o o 0 . 0 0 

B 5 9 o 1 1 4 0 . 0 0 0 . 0 0 
B 6 0  6 1 1 4 5 . 2 5 2 . 6 7 
B 6 1 o 1 1 4  o . o o 0 . 0 0 
B 6 2  1 1  1 1 4  9 . 6 5 4 . 9 5 

F e n ó t i p o s e g e nó t i p o s  e m p o r c e n t a g e m . 
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Tab . 8 .  4 .  T i  pagem H LA-C em Pac i ent e s  c om Leucemi a L infát i ca 
C rôn i c a  

ANT I GENOS NUMERO TOTAL FENOT I PO GENOTI PO 

CW 1 1 1 1 3  0 . 8 8 0 . 4 4 
C W 2  7 1 1 3 6 . 1 9 3 . 1 5 
CW 3 2 6  1 1 3  2 3 . 0 1 1 2 . 2 6 
CW4 1 0  1 1 3  8 . 8 5  4 . 5 3 
CW 5 2 1  1 1 3  1 8 . 5 8  9 . 7 7 
CW6 2 5 1 1 3  2 2 . 1 2 1 1 . 7 5 
CW 7 3 3  1 1 3  2 9 . 2 0 1 5 . 8 6 
CW 8 4 1 1 3  3 . 5 4 1 . 7 9  

Tab . 9 . 4 . T i  pagem DR/DQ em Pac i entes com Leucemi a L i nfát ica 
C rôn i ca 

ANT I GENOS NUMERO TOTAL FENOT I PO GENOT IPO 

D R 1  1 3  1 1 4 1 1 . 4 0 5 . 8 7 
D R 2  2 4  1 1 4 2 1 . 0 5 1 1 . 1 5 
D R 3  2 9 1 1 4 2 5 . 4 4 1 3 . 6 5 
DR4 4 7  1 1 4  4 1 . 2 3 2 3 . 3 4 
D R 5  2 1 1 4 1 .  7 5  0 . 8 8 
D RW 6  3 1 1 4  2 . 6 3 1 .  3 2  
D R 7  2 8  1 1 4 2 4 . 5 6 1 3 . 1 4 
DRW 8  7 1 1 4  6 . 1 4 3 . 1 2 
DR9 1 1 1 4 0 . 8 8 0 . 4 4 

DRW 1 0 4 1 1 4  3 . 5 1 1 .  7 7  
DRW 1 1 1 1 1 1 4  9 . 6 5 4 . 9 5 
DRW 1 2 5 1 1 4 4 . 3 9 2 . 2 2  
D RW 1 3 1 8  1 1 4  1 5  • .  7 9  8 . 2 3 
D RW 1 4  4 1 1 4 3 . 5 1 1 .  7 7  

DRW 5 2 6 1  9 8 6 2 . 2 4 3 8 . 5 5 
D RW 5 3 5 7  9 8  5 8 . 1 6 3 5 . 3 2 

DQW 1 4 9  9 8  5 0 . 0 0 3 0 . 5 4 
DQW 2 3 7 9 8 3 7 . 7 6 2 1 . 1 0 
DQW 3 6 0  9 8  6 1 . 2 2 3 7 . 8 7 

F e nó t i p o s  e g e n ó t i p o s  e m  p e r c e n t a g e m . 
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Tab . 1 0 . 4 .  T i pagem H LA-A , B em Contro l e s  N o rma i s  

ANT I GENOS NUMERO TOTAL FENOT I PO GENOTI PO 

A 1  1 2 0  3 6 7  3 2 . 7 0 1 7 . 9 6 

A 2  1 7 4 3 6 7  4 7 . 4 1 2 7 . 4 8 

A 3  1 0 2 3 6 7  2 7 . 7 9 1 5 . 0 3 

A 1 1 4 5  3 6 7 1 2 . 2 6 6 . 3 3 
A 2 3 1 8  3 6 7  4 . 9 0 2 . 4 8 
A2 4 6 9 3 6 7  1 8 . 8 0 9 . 8 9 
A 2 5  9 3 6 7  2 . 4 2 1 . 2 3 
A 2 6 8 3 6 7  2 . 1 8 1 . 1 0 
A 2 8  2 1  3 6 7 5 . 7 1 2 . 9 0 
A 2 9 2 5  3 6 7  6 . 8 1 3 . 4 7 

A 3 0  8 3 6 7  2 . 1 8 1 . 1 0 
A 3 1 1 9 .. 3 6 7  5 . 1 8 2 . 6 2 

A 3 2 2 7  3 6 7  7 . 3 6 3 . 7 5  

A 3 3 1 2  3 6 7  3 . 2 7 1 .  6 5  

A 3 4  1 3 6 7  0 . 2 7 o . 1 4 ' 

B 7 1 0 3 3 6 7 2 8 . 0 7 1 5 . 1 9 
B 8  8 5 3 6 7 2 3 . 1 6 1 2 . 3 4 
B 1 3 1 2  3 6 7 3 . 2 7 1 .  6 5  
B 1 4  2 4  3 6 7  6 . 5 4 3 . 3 3  
B 1 5 1 1  3 6 7  3 . 0 0 1 .  5 1  
B l 6 2 3 6 7  0 . 5 4 0 . 2 7 
B 1 7 1 3  3 6 7  3 . 5 4 1 .  7 9  
B 1 8 2 9  3 6 7  7 . 9 0 4 . 0 3 
B 2 1 o 3 6 7  0 . 0 0 0 . 0 0 
B2 2 5 3 6 7  1 .  3 6  0 . 6 8 
B 2 7 3 3 3 6 7  8 . 9 9 4 . 6 0 
B 3 5 5 7  3 6 7  1 5 . 5 3 8 . 0 9 
B 3 7 1 0  3 6 7  2 . 7 2 1 .  3 7  
B 3 8  5 3 6 7 1 .  3 8  0 . 3 7 
B 3 9 1 2  3 6 7  3 . 2 7 1 . 6 5 

B 4 0 2 7 3 6 7  7 . 3 6 3 . 7 5 
B 4 1 3 3 6 7  o .  8 2 ·  0 . 4 1 
B 4 2 o 3 6 7  o . o o o . o o 
B 4 4 8 4  3 6 7  2 2 . 8 9 1 2 . 1 9 
B 4 5 8 3 6 7 2 . 1 8 1 . 1 0 
B 4 9 9 3 6 7  2 . 4 5 1 .  2 3  
B 5 0 5 3 6 7  1 .  3 6  0 . 6 8 
B 5 1 3 5 3 6 7  9 . 5 4 4 . 8 9 

B 5 2  1 3 6 7  2 . 2 7 0 . 1 4 
B 5 3 4 3 6 7  1 .  0 9  0 . 5 5 

B 5 4  o 3 6 7  o . o o 0 . 0 0 

B 5 5  1 4 3 6 7 3 . 8 1 1 .  9 3  

B 5 6  1 3 6 7 0 . 2 7 0 . 1 4 

B 5 7 1 7  3 6 7  4 . 6 3 2 . 3 4 
B 5 8  3 3 6 7  0 . 8 2 0 . 4 1 
B 5 9 o 3 6 7  o . o o o . o o 
B 6 0 1 9  3 6 7  5 . 1 8 2 . 6 2 

8 6 1 1 3 6 7  0 . 2 7 0 . 1 4 
B 6 2  4 2  3 6 7  1 1 . 4 4 5 . 9 0 



Cap i tu l o  4 .  2 2 6  

Tab . 1 1 . 4 .  T ipagem H LA-C e m  Contro l e s N o rma i s 

ANT I GENOS NUMERO TOTAL FENOT I PO GENOTIPO 

CW l 1 7  3 6 6  4 . 6 4- 2 . 3 5 
C W 2  2 4  3 6 6 6 . 5 6 3 . 3 3 
CW 3 1 0 0 3 6 6  2 7 . 3 2 1 4 . 7 5 
CW4 7 3 3 6 6  1 9 . 9 5 1 0 . 5 3 
CW 5 6 8 3 6 6  1 8 . 5 8 9 . 7 7 
CW6 4 7 3 6 6  1 2 . 8 4 6 . 6 4 
CW 7 1 3 2  3 6 6 3 6 . 0 7 2 0 . 0 4 
CW8 1 1 3 6 6  3 . 0 1 1 .  5 1  

Tab . 1 2 . 4 .  T i pagem H LA- DR / DQ em Cont ro l e s  No rma i s  

ANT I GENOS NUMERO TOTAL FENOT I PO GENOT IPO 

DR 1 6 8  3 4 2 1 9 . 8 8 1 0 . 4 9 
DR2 1 0 7  3 4 2  3 1 . 2 9 1 7 . 1 1 
DR 3 8 5  3 4 2  2 4 . 8 5 1 3 . 3 1 
DR4 1 1 5  3 4 2  3 3 . 6 3 1 8 . 5 3 
DR5 1 2 3 4 2  3 . 5 1 1 .  7 7  
DRW 6  4 4  3 4 2 1 2 . 8 7 6 . 6 5 
D R 7  7 3  3 4 2  2 1 . 3 5 1 1 . 3 1 
DRW8 1 2  3 4 2 3 . 5 1 1 .  7 7  
D R 9  5 3 4 2  1 .  4 6• 0 . 7 3 
DRW 1 0 1 3 4 2  0 . 2 9 0 . 1 5 
DRW 1 1 4 4  3 4 2  1 2 . 8 7 6 . 6 5 
D RW 1 2 8 3 4 2 2 . 3 4 1 . 1 8 
DRW 1 3 2 8  3 4 2  8 . 1 9 4 . 1 8 
DRW 1 4 1 1 3 4 2  3 . 2 2 1 .  6 2  

DRW 5 2 1 3 0 2 0 2 6 4 . 3 6 4 0 . 3 0 
D RW 5 3 1 0 6  2 0 2  5 2 . 4 8 3 1 . 0 6 

DQW 1  1 1 9 1 9 7 6 0 . 4 1  3 7 . 0 8 
DQW 2 7 7  1 9 7 3 9 . 0 9 2 1 . 9 5 
DQW 3  1 1 0  1 9 7  5 5 . 8 0 3 2 . 8 9 

F e nó t i po s  e g e nó t i po s  e m  p o r c e n t ag e m . 
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Tab . 1 3 . 4 . T I PAGEM H LA DE PACI ENTES COM POS S ÍVEL DEFICIÊNCIA DQ 

SOROLOG IA 

CLL DR 

DAN 2 , 3  

P LA 1 

H EA 9 , 1 3 

G E L  2 , 3  

B RO 7 ,  1 4  

DOD 3 , 4 

ENE 3 , 1 1 

F I S 3 , 1 3 

J E F  4 , 7  

P I C  2 , 1 3 / 1 1  

REA 4 1 ?  

JON 2 , 8  

DQ 

? 

? 

- , 1 

1 , -

- , õ 
- , 7 

2 1 7  

2 1 7 

8 '  ( 2 ) 

6 , 7  

7 , 8 

6 , 4  

RFLP 

A 

DR DQ DEFI C I ENCIA 

1 5 , 1 7 6 , 2 HOMOZ I GOTO 

1 5 HOMO Z I GOTO 

9 , 1 3 9 , 6  HETEROZ I GOTO 

1 5 , 1 7 6 , 2  HETERO Z I GOTO 

7 , 1 4 9 , 5  HETERO Z I GOTO 

1 7 , 4  2 , 7  H ETEROZ I GOTO 

1 7  1 1 1  2 1 7  NORMAL 

1 7 , 1 3 2 , 7  NORMA L 

4 , 7  8 , 2  NORMAL 

1 5 , 1 1  6 , 7  NORMAL 

4 ' 4 7 , 8  NORMAL 

1 5 , 8 6 1 4  NORMA L 

Obs . N e s t a  t a be l a  pod e - s e  o b s e rv a r  o s  i nd i v í d u o s  homo z i g o t o s , 
onde a s o r o l o g i a  não d e m o n s t ro u  r e aç õ e s  c om ant i c o rpo s ant i - DQ .  
O s  h e t e ro z i g o t o s  ap re s e n t am s ome n t e  u m  H LA - DQ pe l a  s o ro l o g i a 1 
enquan t o s o s  " no rma i s ' ' a p r e s e n t am d o i s . Pod e - s e  o b s e rv a r  que o 

t e s t e  d e  R F L P  po s s i b i l i t a a i d e n t i f i c aç ão d o s  " s p l i t s " de H LA - DR . 
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F I G . 1 6 . 4 .  S I NA I S DE H IBRI D I ZAÇÃO COM SONDA cDNA pRTVl ( DRBl ) 

, ,  
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Ob s .  A s  t i  p a g e n s c o r r e s p o n d e m  a o s  i nd i v í duo s d e f i c i e nt e s  n a  
expre s s ão d e  H LA - DQ , a s s i m c o mo a l guns i nd i v í du o s  c o nt r o l e s  c o m  
d i f í c i l  t i p a g e m s o ro l ó g i c a . D e  a c o r d o  c om a o rdem : RAN 
( DR4 , DRW l O )  ; DOD ( D RW l 7 ,  DR4 ) ; HEA ( D R 9 , D RW 1 3 ) ; ENE ( DRW l 7 ,  DRW l l ) i 
marc ad o r Â i  S C A  ( DRW 1 2 , DRW 1 3 ) ;  FIS ( DRW 1 7 , DRW 1 3 ) ;  G E L  
( DR 1 5 , D R 1 í l ;  J E F  I DR 4 , DR 7 ) ;  P E N  ( DR 1 5 , D R 1 4 ) ;  P I C  ( DRW 1 5 , D RW 1 1 ) ;  
REA ( DR 4 , D R 4 ) ;  SHA ! DRW 1 7 , DRW 1 3 ) ;  DAN ( DRW 1 5 , DRW 1 7 ) ;  JON 
( DRW 1 5 , DRW8 ) ;  m a r c ad o r  À ;  CH I ( D R 4 , D RW 8 ) ;  B RO ( DR 7 , D RW 1 4 ) ;  P LA 
( DR l l f r a c o , m e l h o r o b s e rv a d o  n o  f i l me d e  RX ; MAS ( DR 7 , DRW 1 2 ) .  
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F I G . 1 7 . 4 . S I NA I S  DE H I BR I D I ZAÇÃO COM SONDA c DNA p l l - �- 1 ( DQB l ) 
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Ob s . A s t i p a g e n s  c o r re spond e m  a o s me smo s  i nd i v í du o s  d a  f i gura 
ant e r i o r . O s s i n a i s  com e s t a  s o nd a s ão ma i s  d i f í c e i s  d e  
c a rac t e r i z a r , a p a r e c e nd o  me l ho r  no f i l me o r i g i nal . RAN 

( DQW 7 , DQW 5 l ;  DOD ( DQW 7 , DQW 2 ) ; HEA ( DQW 9 , DQW 6 ) ;  ENE ( DQW 2 , DQW 7 ) ;  

ma r c ad o r  l ;  S C A  ( DQW 7 , DQW 6 ) ;  F I S ( DQW 2 , DQW 7 ) ;  GE L  ( DQW 6 , DQW 2 ) ; 
J E F ( DQW 8 , DQW 2 ) ; PEN ( DQW 5 , DQW 6 )  ; P I C  ( DQW 6 , DQW 7 ) ; REA 

( DQW 7 , DQW 8 l ;  SHA ( DQW 2 , DQW 6 ) ;  DAN ( DQW6 , DQW 2 ) ;  JON ( DQW6 , DQW4 ) ; 

MARCADOR l ;  CH I ( DQW 8 , DQW 4 ) ;  B RO ( DQW 9 , DQW 5 ) ; P LA ( DQW6 , DQW 2 ) ;  

MA S ( DQW 2 , DQW 7 l . 
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4 .  5 .  JES'lt'UOO 00 lPOLIMORI'I SMO JBILA DI PACIBN'l'BS OOM DIAJBBTBS 

KBLLI'll'US IHSULIHO-DBPBNlDBNTB g AVALIAOAO DA POPULAOJ.o NORTB-
4 � 

AKBl!UCANA Dl! ORIGD l8IISPANICA m: AHGLO-SAXOHICA 00 BS'l'AOO 00 

COLORAOO . 

A anál i s e s o ro l ó g i c a d e mo n s t rou r e su l t ad o s  de i n t e re s s e no 

e n t e nd i me n t o  da DM I D  na popu l ação h i spân i c a  d o  C o l o rado ( T ab . 

1 4 . 4 . , 1 5 . 4 . , 1 6 . 4 . , 1 7 . 4 , 1 8 . 4  e 1 9 . 4 ) .  O H LA - DR 3  f o i 

s i g n i f i c a n t e me n t e  a s
'so c i ad o  c o m  a d o e n ç a , t ant o no s h i s pân i c o s  

( RR = 2 2 . 6 1 ,  l i m i t e s  d e  c o n f i an ç a  9 5 %  ( LC ) = 4 . 9 - 1 0 2 . 5 ,  x� =2 2 . 2 6 ,  

p = 0 . 0 0 0 0 5 )  c o mo n o s  ang l o s  ( RR= 3 . 8 ,  9 5 % C L =  1 . 7 - 8 . 0 ,  x� = 1 2 . 3 7 ,  

p = 0 . 0 2 2 ) .  O ant í g e n o  H LA - DR4 não f o i  a s s o c i ad o  po s i t i vamente c o m  

a DM I D  tant o n o s  ang l o s , quan t o  no s H i s pân i c o s . O ant í g eno H LA-B8 

e s t á  p o s i t i vame nt e a s s o c i ado c o m  a d o e n ç a  em h i spân i c o s  

( RR= 1 1 . 1 0 ,  9 5 % LC = 3 . 2 2 - 3 7 . 7 1 ,  p =  0 . 0 4 ) , re f o rç ando a 

po s s i b i l i dade d a  popu l ação cont ro l e  não p o s su i r  o hap l ó t ipo 

c au c as ó i d e  H LA -A 1 / B 8 / D R 3 . E s t e  fato f o i c o n f i rmado pe l o  r e s u l t ado 

de s i g n i f i c ante p r e s e nça de s t e  hapl ó t i po no s pac i e nt e s , 

c omparad o s  ao s c o n t r o l e s  ( RR =  2 6 . 9 7 ,  9 5 %  LC = 1 3 . 2 - 5 4 . 8 ,  p = 0 . 0 1 ) .  

C o mparand o - s e  a s  popu l aç õ e s c o n t ro l e s , o b s e rvou - s e  d i f e re n ç a s  nas 

f re q ü ê n c i a s  d o s  s e g u i n t e s  a l e l o s : H LA - A 2 4  na p o p u l ação h i spân i c a  

( 3 1 . 2 5 % ) e Ang l o - s ax ô n i c a  ( 6 . 0 6 % ) ( X2 =  1 2 . 7 0 , p =  0 . 0 0 0 3 ) ;  B 3 5  

( 3 3 . 3 3 % ) e m  h i spâ n i c o s  e ( 1 3 . 6 3 % ) e m  Ang l o s  ( X� =  6 . 2 9 ,  P =  0 . 0 1 ) ;  

B 1 6 ( 3 8 )  ( 8 . 3 3 % ) em H i spân i c o s  e au s e n t e  n o s  Ang l o s  ( X2 =  5 . 6 1 ,  P =  

0 . 0 1 7 ) ; A 3 ( 1 2 . 5 0 % ) e m H i s pân i c o s  e ( 3 7 . 8 7 % ) e m  Ang l o s  ( X� = 9 . 0 4 ,  

P = 0 . 0 0 2 ) ;  B 8  ( 2 . 0 8 % ) e m  H i spân i c o s e 2 7 . 2 7 % e m  Ang l o s ( X� =  

1 2 . 7 0 , P = 0 . 0 0 0 3 ) ;  DR 3 ( 2 . 0 8 % ) e m  H i s pân i c o s  e ( 1 9 . 4 0 % ) e m  Ang l o s  
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( Xz =  7 . 8 4 ,  P = 0 . 0 0 5 ) ;  DQW 6  ( 8 . 3 3 % ) e m  H i s p ân i c o s  e ( 2 9 . 8 5 % ) e m  

A n g l o s  ( X z = 7 . 8 4 ,  P = 0 . 0 0 5 ) ( T a b . 2 2 . 4 , 2 3 . 4 ,  2 4 . 4 . , 2 5 . 4  e 2 6 . 4 ) .  

A t i pa g e m  c om o l i g o n u c l e o t í d i o s  ( Ta b . 2 0 . 4 .  e 2 1 . 4 . ) 

demo n s t r o u  uma a s s o c i aç ã o  p o s i t i v a  c om DQW8 ( RR = 6 . 6 3 ,  9 5 %  LC = 2 . 8 -

1 5 . 3 ,  p = 0 . 0 0 0 5 ) e A 3  ( RR= 6 . 8 3 ,  9 5 % LC = 2 . 8 - 1 6 . 1 , p= 0 . 0 0 0 5 ) no s 

pac i e n t e s  h i sp ân i c o s  e c om s om e n t e  A 3  ( RR = 3 . 6 1 ,  9 5 % LC = 1 . 7 - 7 . 3 ,  

p = O . O l 6 ) no s a n g l o s . Re s u l t ad o s m a r g i na i s  ( não s i gn i f i cante s ) 

f o ram o b t i d o s  c o m  DQW 2 n a  p r i me i r a e c om DQW 2 e DQW 8 na s e g und a  

popu l aç ã o . O h ap l ó t i po D R 3 / DQW 2 / A4 f o i  s i gn i f i c a n t emente 

a s s o e  i ad o  à DM I D  no s h i spân i c o s  ( RR= 1 3 . 3 0 , 9 5 % LC = 2 .  8 - 6 0 . 3 ,  

p = 0 . 0 0 4 ) e a i mpo r t an t e  c omb i nação d e  DR3 - A 3  f o i a s s o c i ada c o m  

a d o e nç a , t an t o  n o s  h i spân i c o s ( RR =  9 . 9 6 ,  9 5 % , C L =  3 . 4 - 2 8 . 7 ,  P = 

0 . 0 0 1 ) ,  q u an t o  n o s  ang l o s  ( RR =  5 . 5 2 ,  9 5 % C L =  7 . 6 - 4 4 . 6 ,  P =  0 . 0 0 1 ) .  

O s  a l e l o s  H LA c o m  a s s o c i aç ã o  s i g n i f i c an tement e  negat i v a  c om 

a d o e n ç a  n o s  h i s pân i c o s  f o ram DR5 e DQW 7 , e nquanto DQW6 ac o n t e c eu 

n o s  ang l o s . R e s u l t ad o s marg i na i s  ( não s i g n i f i c ant e s ) f o ram DR2 

e A l  n o s p r i me i ro s  e DR 2 , DR5 e DQW 7 no s s e g undo s . 

T o d o s  o s  pac i ent e s  h i spân i c o s  e 9 6% d o s  ang l o s  apre s e n taram 

um o u  ambo s a l e l o s  c om am i noác i do não A s p  na po s i ç ão 5 7  d e  DQe , 

e n q u an t o  q u e  n o s  c o n t r o l e s  o b s e rv o u - s e  8 0% e 8 4% , r e spec t i vamen t e  

( RR = 2 4 . 6 2 ,  9 5 %  LC = 2 . 4 5 - 2 4 4 . 6 9 ,  p = 0 . 0 0 2 ; RR= 3 . 5 5 , 9 5 % L C =  0 . 6 4 -

1 9 , 2 , p =  O .  1 4 ) .  N o s  h i spân i c o s  d i abé t i c o s , 9 0 %  d o s  hap l ó t i p o s não 

ap re s e n t a ram Asp na po s i ç ã o  5 7 ,  a s s i m c omo 8 5 % d o s  ang l o s . N o s  

c on t ro l e s  e s t a  f re q ü ê nc i a f o i d e  6 6% . 
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Tab . 1 4 . 4  • • Fre qüênc i a  d o s  ant í g eno s H LA-A nos pac i ente s  
H i s pân i c o s  p o r t ad o r e s  d e  DM I D  e c ontro l e s  normai s .  

H LA-A Pac i ent e s  Cont ro l e s  RR 95" LC p 
( 5 1 )  ( 4 8 )  

1 2 3 . 5 2 1 8 . 7 5 1 .  3 1  N S  
2 5 0 . 9 8 4 7 . 9 1 1 . 1 2 N S  
3 1 1 . 7 6 1 2 . 5 0 0 . 9 3 N S  
1 1  7 . 8 4 8 . 3 3 0 . 9 3 N S  
2 3  ( 9 ) 3 . 9 2 4 . 1 6 0 . 9 3 N S  
2 4  ( 9 ) 3 1 . 3 7 3 1 . 2 5 1 .  0 0  N S  
2 5  ( 1 o )  3 . 9 2 4 . 1 6 0 . 9 3 N S  
2 6 ( 1 0 ) 7 . 8 4 p 6 . 2 5 1 . 2 3 N S  
2 8  1 1 . 7 6 1 2 . 5 0 0 . 9 3 N S  
2 9  ( 1 9  ) 3 . 9 2 1 0 . 4 1 0 . 4 0 N S  
3 0  ( 1 9 ) 5 . 8 8 2 . 0 8 2 . 2 8 NS' 
3 1  ( 1 9 ) 1 5 . 6 8 1 2 . 5 0 1 .  2 7  N S  
3 2  ( 1 9 ) 1 .  9 6  4 . 1 6 0 . 5 5 N S  
3 3  ( 1 9 ) 5 . 8 8 2 . 0 8 2 . 2 8 N S  

N S =  não s i gn i f i c ante , RR= r i s c o  re l at ivo 
95" LC= 9 5" l im i t e s  de c o n f i ança 

Tab . 1 5 . 4 . F reqüênc i as dos ant í ge no s  HLA-A no s pac i ent e s  Ang l o s  
po r t ado re s d e  DM I D  e contro l e s . 

H LA-A Pac i e nte s C on t ro l e s  RR 
( 6 4 )  ( 6 6 )  

1 3 4 . 3 7 2 8 . 7 8 1 .  2 8  
2 6 0 . 9 3 5 4 . 5 4 1 .  2 9  
3 2 1 . 8 7 3 7 . 8 7 0 . 4 6 
1 1  6 . 2 5 1 2 . 1 2 0 . 5 9 
2 3  ( 9 ) 3 . 1 2 4 . 5 4 0 . 7 2 
2 4  ( 9 ) 9 . 3 7 6 . 0 6 1 .  5 4  
2 5  ( 1 0 ) 7 . 8 1 6 . 0 6 1 . 2 8 
2 6 ( 1 0 ) 4 . 6 8 3 . 0 3 1 . 4 6 
2 8  7 . 8 1 6 . 0 6 1 .  2 8  
2 9  ( 1 9 ) 4 . 6 8 9 . 0 9 0 . 5 2 
3 0  ( 1 9  ) 3 . 1 2 3 . 0 3 1 . 0 3  
3 1  ( 1 9 ) 9 . 3 7 9 . 0 9 1 .  0 3  
3 2  { 1 9 ) 1 .  5 6 1 .  5 1  1 .  0 3  
3 3  ( 1 9 ) o o 

N S =  não s i g n i f i cante , RR= r i sc o  re l at ivo 
95" LC= 9 5" l i mi t e s " d e  c o n f i ança 

95" LC p 

N S  
N S  
N S  
N S  
N S  
N S  
N S  
N S  
N S  
N S  
N S  
N S  
N S  

l 
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Tab . 1 6 . 4 .  F reqüênc i as dos ant í geno s HLA- B no s pac i ente s 
H i spân i c o s  p o r t adore s de DMI D  e control e s  no rmai s . 

HLA-B Pac i e nt e s  Contro l e s  RR 9 5X LC p 

( 5 1 )  ( 48 )  

7 1 3 . 7 2 1 2 . 5 0 1 . 1 0 NS 
8 2 5 . 4 9 2 . 0 8 11 . 1 0 3 . 22- 3 7 . 7 1 0 . 0 4 
1 3  3 . 9 2 6 . 2 5 0 . 6 5 NS 
1 4  7 . 8 4 8 . 33 0 . 93 N S  
1 8  7 . 8 4 8 . 33 0 . 9 3 NS 
2 2 o o 
2 7  9 . 8 0 6 . 2 5 1 .  5 3  N S  
3 5  1 1 . 7 6 3 3�. 3 3  0 . 2 8 N S  
3 7  1 .  9 6  2 . 0 8 0 . 9 3 NS 
3 8  ( 1 6 ) 5 . 8 8 8 . 33 0 . 7 1 NS 
3 9  ( 1 6 ) 7 . 8 4 4 . 1 6 1 .  7 6 NS 
4 1  3 . 9 2 2 . 0 8 1 .  5 9  N S  
4 2  o o 
44 ( 1 2 )  1 5 . 6 8 2 5 . 0 0 0 . 57 N S  
4 5  ( 1 2 ) 1 .  9 6  4 . 1 6 0 . 5 5 N S  
4 6  o o 
4 7  1 .  9 6  2 . 0 8 0 . 93 N S  
48  3 . 9 2 4 . 1 6 0 . 9 3 N S  

4 9  ( 2 1  ) 1 .  9 6  2 . 0 8 0 . 9 3  N S  
5 0 ( 2 1 )  1 7 . 6 4 o 2 2 . 2 0 N S  

5 1  ( 5 ) 9 . 8 0 4 . 1 6 2 . 2 0 N S  
5 2  ( 5 ) 3 . 92 2 . 08 1 .  5 9  NS 
5 3  o 2 . 0 8  0 . 30 N S  
5 7  ( 1 7 ) o 4 . 1 6 o . 1 7 N S  

5 8  ( 1 7 ) 5 . 8 8 2 . 0 8 2 . 2 8 NS 
6 0  ( 40 )  5 . 8 8 2 . 0 8 2 . 2 8 N S  
6 1  ( 4 0 ) 3 . 9 2 o 4 . 8 9 NS 
6 2  ( 1 5 )  1 .  9 6 6 . 2 5 0 . 38 N S  
7 5  ( 1 5 ) 1 .  9 6  2 . 0 8 0 . 9 4 N S  

NS= ... 
s i gn i f i cante , RR= ri sco re l at ivo nao 

9 5X LC= 9 5X l imi t e s  de c on f i ança 
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Tab . 1 7 . 4 .  F reqüênc i as d o s  ant í g eno s HLA-B no s pac i entes Ang l o s  
po r t ado re s d e  DM I D  e c o n t ro l e s  n o rma i s . 

HLA - B  Pac i ent e s  C o n t r o l e s  RR 9 5 %  LC p 
( 6 4 ) ( 6 6 )  

7 1 4 . 0 6 2 7 . 2 7 0 . 4 4 N S  
8 4 0 . 6 2 2 7 . 2 7 1 .  8 0  N S 

1 3  3 . 1 2 4 . 5 4 0 . 7 2 N S  
1 4 6 . 2 5 6 . 0 6 1 .  0 3 N S 

1 8  9 . 3 7 1 0 . 6 0 0 . 8 8 N S  

2 2  o o 
2 7  3 . 1 2 6 . 0 6 0 . 5 5 N S  
3 5  1 2 . 5 0 1 3 . 6 3 0 . 9 1 N S  
3 7  1 .  5 6  1 .  5 1  1 . 0 3 N S 
3 8  ( 1 6 ) o o 
3 9  ( 1 6 ) 4 . 6 8 o 7 . 5 6 N S  
4 1  1 .  5 6  1 .  5 1  1 .  0 3  N S  
4 2  o o 
4 4 ( 1 2  ) 1 8 . 7 5 2 7 . 2 7 0 . 6 2 N S  
4 5 ( 1 2  ) o o 
4 6  o o 
4 7  3 . 1 2 1 .  5 1  1 .  7 4  N S  

4 8  3 . 1 2 o 5 . 3 2 NS 

4 9  ( 2 1  ) 1 .  5 6  4 . 5 4 0 . 4 2 N S  

5 0  ( 2 1  ) 6 . 2 5 1 .  5 1  3 . 2 4 N S  

5 1  ( 5 ) 1 .  5 6  6 . 0 6 0 . 3 2 N S  
5 2  ( 5 ) 1 .  5 6  4 . 5 4 0 . 4 2 N S 

5 3  1 .  5 6  o 3 . 1 4 N S  

5 7  ( 1 7 ) o 4 . 5 4 0 . 1 4 N S 

5 8  ( 1 7 ) 6 . 2 5 o 3 . 0 4 N S  

5 9 o 1 .  5 1 0 . 3 3 N S  
6 0  ( 4 0 ) 7 . 8 1 1 0 . 6 0 0 . 7 3 N S  

6 1  ( 4 0 ) 3 . 1 2 3 . 0 3 1 .  0 3  N S  
6 2  ( 1 5  ) 2 3 . 4 3 1 0 . 6 0 2 . 4 8 N S  
7 5  ( 1 5  ) 3 . 1 2 1 .  5 1  1 .  7 4  N S  

NS = não s i g n i f i c an t e , RR= r i sc o  re l at i vo 
9 5 %  LC= 9 5% l i m i t e s  de c o n f i ança 
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Tab . 1 8 . 4 .  Freqüênc i a s  do s ant í g e no s  H LA-DR no s pac i entes 
H i spân i c o s  p o r t ado re s de DMI D  e c o n t ro l e s  norma i s . 

HLA-DR Pac i e n t e s  Cont ro l e s  RR 95% LC p 
( 5 3 ) ( 4 8 ) 

1 1 5 . 0 0 1 2 . 5 0 1 .  2 2  N S  
2 3 . 7 7 1 6 . 6 6 0 . 2 3 N S  
3 4 1 . 5 0 2 . 0 8 2 2 . 6 1 4 . 9 - 1 0 2 . 5  0 . 0 0 0 0 5  
4 6 0 . 3 7 3 1 . 2 5 3 . 2 6 NS 
5 5 . 6 6 3 3 . 3 9 0 . 1 3 0 . 0 3 - 0 . 4 2 0 . 0 1 9  
6 ( 1 3 ) o 6 . 2 5 0 . 1 2 NS 
6 ( 1 4 ) 3 . 7 7 6 . 2 5 0 . 6 3 N S  
7 1 1 . 3 2 2 2 . 9 1 0 . 4 4 NS 
8 o 2 . 0 8 0 . 2 9 NS 
9 1 .  8 8  o 2 . 7 7 N S  

1 0  o 2 . 0 8 0 . 2 9 NS 

N S =  não s i gni f i can te , RR= r i s c o  re l a t i v o  
95% LC = 9 5% l im i t e s  de c o n f i ança 

Tab . 1 9 .  4 .  Freqüênc i as d o s  ant í g e no s  HLA-DR nos pac i ente s  Ang l o s  
portad o r e s  de DM I D  e c ont ro l e s  no rma i s .  

HLA- DR Pac i e nt e s  Contro l e s  RR 9 5% LC p 

( 6 4 )  ( 6 7 )  

1 7 . 8 1 7 . 4 6 1 . 0 5 N S  
2 3 . 1 2 1 7 . 9 1 0 . 1 6 N S  

3 4 8 . 4 3 1 9 . 4 0 3 . 8 0 1 . 7 - 8 . 0  0 . 0 2 2  
4 6 0 . 9 3 3 4 . 3 2 2 . 9 3 N S  
5 6 . 2 5 1 7 . 9 1 0 . 7 0 N S  
6 ( 1 3 ) 1 .  5 6  7 . 4 6 0 . 2 6 N S  
6 ( 1 4 ) 3 . 1 2 4 . 4 7 0 . 7 3 N S  
7 2 3 . 4 3 1 9 . 4 0 1 .  2 6  N S  
8 4 . 6 8 5 . 9 7 0 . 8 0 N S  
9 1 .  5 6  1 .  4 9  1 .  0 4  \ S  

1 0  o o � s  
· ·----· 

N S =  não s i g n i f i c ante , RR= r i s c o  re l at i v o 

9 5% L C =  9 5 % l i m i t e s  d e  c o n f i an ç a  
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Tab . 2 0 . 4 .  Freqüênc i as d o s  al e l o s  H LA-DQA l e DQB l no s pac i ent 
H i spân i c o s portado re s de DM I D  e c o nt ro l e s no rmai s . 

HLA Pac i ente s C o nt r o l e s  RR 9 5 % LC p 
( 5 3 ) ( 4 8 )  

DQA l 
A 1  2 0 . 7 5  3 9 . 5 8 0 . 4 0 N S  
A 2  1 1 . 3 2 2 2 . 9 1 0 . 4 4 N S  
A 3 8 1 . 1 3 3 7 . 5 0 6 . 8 3 2 . 8 - 1 6 . 1 o .  0 0 (  
A4 5 4 . 7 1 5 4 . 1 6 1 . 0 2  N S  

DQB 1 
DQW 2 5 8 . 4 9 3 1 . 2 5 3 . 0 2  N S  
DQW4 3 . 7 7 4 . 1 6 1 . 0 0 N S  
DQW 5  1 3 . 2 0 2 2 . 9 1 0 . 5 2 N S  
DQW 6 1 . 8 8 8 . 3 3 0 . 2 8 N S  
DQW 7 1 6 . 9 8 4 7. 9 1  0 . 2 3 0 . 0 9 - 0 . 5 5 0 . 0 4 
DQW8 6 9 . 8 1 2 5 . 0 0 6 . 6 3 2 . 8 - 1 5 . 3  o . o o c  
DQW 9  7 . 5 4 o 8 . 8 1 N E  

NS= não s i g n i f i c ante , RR= r i s c o  r e l a t i vo 
9 5% L C =  9 5% l im i t e s  d e  c o n f i ança 

Tab . 2 1 . 4 .  F reqüênc i a s  d o s  al e l o s  H LA-DQA l  e DQB 1 no s pac ient 
Ang l o s  e c o n t ro l e s . 

HLA Pac i ente s  C o n t r o l e s  RR 9 5" LC p 
( 64 )  ( 6 7 )  

DQA l 
A 1  3 1 . 2 5 5 6 . 7 1  0 . 3 5 N 
A 2  1 8 . 7 5 2 3 . 8 8 0 . 7 4 NS 
A 3  6 8 . 7 5 3 7 , 3 1 3 . 6 1 1 . 7 - 7 . 3  0 . 0 1 
A 4  5 9 . 3 7 4 4 . 7 7 1 .  7 8  N S  

DQB 1 
DQW 2  6 2 . 5 0 4 3 . 2 8 2 . 1 5 N S  
DQW 4 6 . 2 5  4 . 4 7 1 .  3 7  N S  
DQW 5 2 5 . 0 0 1 9 . 4 0 1 .  3 7  N S  
DQW 6 1 .  5 6  2 9 . 8 5 0 . 0 5 0 . 0 1 - 0 . 2 2 0 . 0 0 (  
DQW 7 1 5 . 6 2 3 4 . 3 2 0 . 3 6 N S  
DQW 8 4 6 . 8 7  2 3 . 8 8 2 . 7 5 N S  
DQW 9 o 1 .  4 9  0 . 3 4 N S  

N S =  não s i gn i f i c ante , RR= r i sco re l a t i vo 
9 5% L C =  9 5" l im i t e s  d e  c o n f i ança 

l 
1. 

· . · !  

.: , · · 

;_ �  

, I c,· · !  
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Tab . 2 2 . 4 .  F re qüênc i as d o s  ant í g e no s H LA-A na popul ação de 

contro l e s  H i spân i c o s  e Ang l o s . 

HLA-A H i s p ân i c o s  Ang l o s  x2 p 
( 4 8 ) ( 6 6 )  

1 1 8 . 7 5 2 8 . 7 8 1 .  5 1  N S  

2 4 7 . 9 1  5 4 . 5 4 0 . 4 8 N S  

3 1 2 . 5 0 3 7 . 8 7 9 . 0 4 0 . 0 0 2  
1 1  8 . 3 3 1 2 . 1 2  0 . 4 2 N S  

2 3  ( 9 ) 4 . 1 6 4 . 5 4 0 . 9 5 N S  

2 4  ( 9 ) 3 1 . 2 5 6 . 0 6 1 2 . 7 0 0 . 0 0 0 3 
2 5  ( 1 o )  4 . 1 6 6 . 0 6 0 . 1 9 N S  

2 6  ( 1 o ) 6 . 2 5 3 . 0 3 0 . 6 8 N S  

2 8  1 2 . 5 0 6 . 0 6 1 .  4 4  N S  
2 9  ( 1 9 ) 1 0 . 4 1 9 . 0 9 0 . 5 6 N S  
3 0  ( 1 9 ) 2 . 0 8 3 . 0 3 0 . 9 7 N S  
3 1  ( 1 9  ) 1 2 . 5 0 9 . 0 9 0 . 3 4 N S  
3 2  ( 1 9 ) 4 . 1 6 1 .  5 1  1 .  3 8  N S  
3 3  ( 1 9 ) 2 . 0 8 o 1 .  3 8  N S  

N S =  não s i g n i f i c ante 
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Tab . 2 3 . 4 .  F reqüênc i as do s ant í g eno s  
c ont ro l e s  H i spân i c o s  

HLA- B 

7 
8 
1 3  
1 4  
1 8  
2 7  
3 5  
3 7  
3 8  ( 1 6 ) 
3 9  ( 1 6  ) 
4 1  
4 4  ( 1 2 ) 
4 5  ( 1 2 ) 
4 7  
4 8  
4 9  ( 2 1 ) 
5 0  ( 2 1  ) 
5 1  ( 5 ) 
5 2  ( 5 ) 
5 3  
5 7  ( 1 7 ) 
5 8  ( 1 7 ) 
5 9 
6 0  ( 4 0 ) 
6 1  ( 4 0 ) 
6 2  ( 1 5 ) 
6 3  ( 1 5 ) 
7 5  ( 1 5  ) 

N S =  n ã o 

H i spân i c o s  
( 4 8 )  

1 2 . 5  
2 . 0 8 
6 . 2 5 
8 . 3 3 
8 . 3 3 
6 . 2 5 

3 3 . 3 3 
2 . 0 8 
8 . 3 3 
4 . 1 6 
2 . 0 8 

2 5 . 0 0 
4 . 1 6 
2 . 0 8 
4 . 1 6 
2 . 0 8 
o 
4 . 1 6 
2 . 0 8 
2 . 0 8 
4 . 1 6 
2 . 0 8 
o 
2 . 0 8 
o 
6 . 2 5 
2 . 0 8 
2 . 0 8 

s i g n i f i c an t e . 

e Ang l o s . 

Ang l o s  
( 6 6 )  

2 7 . 2 7 
2 7 . 2 7 

4 . 5 4 
6 . 0 6 

1 0 . 6 0 
6 . 0 6 

1 3 . 6 3 
1 .  5 1  
o 
o 
1 .  5 1  

2 7 . 2 7 
o 
1 .  5 1  
o 
4 . 5 4 
1 .  5 1  
6 . 0 6 
4 . 5 4 
o 
4 . 5 4 
o 
1 .  5 1  

1 0 . 6 0 
3 . 0 3 

1 0 . 6 0 
o 
1 .  5 1  

2 3 8  

HLA- B na popul ação de 

x:a p 

3 . 6 4 N S  
1 2 . 7 0 0 . 0 0 0 3  

0 . 1 6 N S  
0 . 2 2 N S  
o .  1 6  N S  
0 . 9 6 N S 
6 . 2 9 0 . 0 1 
0 . 5 2 N S  
5 . 6 1 0 . 0 1 7 
2 . 7 9 N S  
0 . 5 2 N S ' 
0 . 7 4 N S  
2 . 7 9 N S  
0 . 5 2 N S  
2 . 7 9 N S  
0 . 4 9 N S  
0 . 7 3 NS 
o .  1 9  N S  
0 . 4 9 N S  
1 .  3 8  N S  
0 . 9 5 N S  
1 .  3 8  N S 
0 . 7 3 N S  
3 . 0 9 N S  
1 .  4 8  N S  
0 . 6 5 N S  
1 .  3 8  N S  
0 . 5 2 N S  
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Tab . 2 4 . 4 .  Freqüênc ias do s ant í g e no s  HLA-DR na população de 
c o n t r o 1 e s H i s p â n i c o s e A n g 1 o s . 

H LA-DR H i spân i co s  Ang l o s  xz p 
( 4 8 )  ( 6 7 )  

1 1 2 . 5 0 7 . 4 6 0 . 8 2 N S  
2 1 6 . 6 6 1 7 . 9 1 0 . 3 0 N S  
3 2 . 0 8 1 9 . 4 0 7 . 8 4 0 . 0 0 5  
4 3 1 . 2 5 3 4 . 3 2 0 . 1 1 N S  
5 3 3 . 3 9 1 7 . 9 1 3 ; 6 o NS 
6 ( 1 3  ) 6 . 2 5 7 . 4 6 0 . 6 3 N S  

6 ( 1 4  ) 6 . 2 5 4 . 4 7 0 . 1 7 N S  
7 2 2 . 9  1 9 . 4 0 0 . 2 0 N S  
8 2 . 0 8 5 . 8 7 1 . 0 1 N S  
9 o 1 .  4 9  0 . 7 2 NS 
1 0  2 . 0 8 o 1 .  4 0  N S  
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Tab . 2 5 . 4 .  F r e q üênc i as d o s  ant í g eno s H LA-DQB 1 na população d e  
c o n t r o 1 e s H i s p â n i c o s e A n g 1 o s . 

HLA - DQB l H i s pân i c o s  
( 4 8 )  

DQW 2 3 1 . 2 õ 
DQW4 4 . 1 6 
DQW 5 2 2 . 9 1 
DQW 6 8 . 3 3 
DQW 7 4 7 . 9 1 
DQW 8 2 5 . 0 0 
DQW 9 o 

N S =  não s i g n i f i c an t e  

Ang l o s  
( 6 7 )  

4 3 . 2 8 
4 . 4 7 

1 9 . 4 0 
2 9 . 8 5 
3 4 . 3 2 
2 3 . 8 8 

1 .  4 9 

1 .  7 1  
0 . 6 5 
0 . 2 0 
7 . 8 4 
2 . 1 5 
o . 1 9 
0 . 7 2 

p 

N S  
N S  
N S  
0 . 0 0 5  
N S  
N S  
N S  

Tab . 2 6 . 4 .  Freqüênc ias do s ant í g eno s H LA-DQA 1 na população 
c o n t r o 1 e s H i s p â n i c o s e A n g 1 o 

H LA-DQA l H i spân i co s Ang l o s  xz 

( 48 )  ( 6 7 )  

A 1  3 9 . 5 8 5 6 . 7 0 3 . 2 8 
A 2  2 2 . 9 1 2 3 . 8 8 0 . 1 4 
A3  3 7 . 5 0 3 7 . 3 1 0 . 4 1 
A 4  5 4 . 1 6 4 4 . 7 7 0 . 9 8 

N S =  n ã o  s i g n i f i c an t e  

de 
s 

p 

N S  
N S  
N S  
N S  
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D I S C U S S ÃO 

5 . 1 . IDD'l'IPICAQ.IO m: CAR.ACTIRIZAQ.IO li>B ANTICORPOS ANTI -lB!LA 

DTlRAÍOOS JDm: lPLACINTAS liiUMANAS o 

O v a l o r d e s t e  t raba l ho c om p l ac e n t a s  e s t á  r e l ac i o na d o  a o  

a s p e c t o p rát i c o  da i d e nt i f i c ação d o s  an t i c o rpo s ant i -H LA . O s  8 2  

a n t i c o rpo s  ant i -HLA i d e nt i f i c ad o s p ropo rc i onaram a o r g an i z aç ão 

de um banc o  de r e ag e n t e s , p o s s i b i l i t ando o i n t e r c âmb i o  

i n t e rnac i o na l  c o m o u t r o s l a bo r a t ó r i o s  e ,  as s i m , c o b r i r a s  

e s p e c i f i c i d ade s não c o n s e g u i da s  durant e  e s t a pe s qu i s a . D e vemo s 

r e s s a l t a r  que e s t a  a t i v i d ad e d e v e  s e r  c o nt i nu a  n o s l ab o r a t ó r i o s  

q u e  d e s e j am p a r t i c i pa r  n o s e s t u d o s d e  t ra ns p l an t e s e n o s d e  

r e l aç ã o  d o  H LA c o m  d o e n ç a s . A u t i l i z aç ão d a s  p l ac e n t a s c omo f o nt e  

d e  a n t i c o rpo s f o i ad e qu ad a , p o i s  p ropo rc i o nou v o l ume s apr e c i áve i s  

d e  r e a g e n t e s ,  s e nd o que mu i t a s  ve z e s  f o i po s s í ve l  d i l u i r  a l gun s  

d e s s e s  s o r o s .  E s s a f o i  a ú n i c a  mane i r a e nc o n t rad a  d e  mant e r 0 

i n t e r c âmb i o ,  p o i s  n o pa s s ad o  u t i l i z áv amo s c o l e t a  d e  s ang u e  ( 2 0 

m l ) n o  p ré - p a r t o  e ,  n a ma i o r i a  d a s v e z e s , f i c áv amo s  s ome n t e  c o m 

e s t a amo s t r a . o v o l ume o b t i d o  c o m o s o ro e x t r a í d o  d e p l ac e n t a  

c o r r e s po nd e a pe l o  m e no s s e i s  ve z e s o c o r r e s po nd e nt e  a c o l e t a 
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a n t e r i o r . 

N o s s o s  re s u l t ad o s c o n t ra r i am parc i almente a pub l i c ação que 

c o l o c a  o ant í g e no H LA - A l O  c omo o " ma i s " e o A3 c om o " meno s " 

i mu n o g ê n i c o  ( To v e y , 1 9 7 3 ) , po i s  não i de n t i f i c amo s nenhum 

ant i c o rpo c o n t r a  o pr i me i ro , a s s i m  c o mo c arac t e r i z amo s do i s  

e x c e l e n t e s  ant i - H LA - A 3 . Fo i po s s í v e l , e n t r e t an t o  e n c o n t rar a 

f r e q ü ê n c i a  e l e vada d o  A 2  e B 3 5 , c o n f i rmando o s  t rabal h o s  

ante r i o re s  ( Ah r o n s , 1 9 7 1 , B e rt ran s , 1 9 7 1  e K i s smeye r N i e l s e n , 

1 9 7 0 ) .  A f re q ü ê n c i a  e l e vad
'à. n a s  mu l h e r e s  c o m  ma i o r  núme ro de 

g e s t aç õ e s e r a d e  s e  e spe r a r , e n t r e t a n t o  a s  p r i m í paras também 

produ z e m  a n t i c o rpo s e c o m  ma i o r  chan c e  d e  s e re m  mono e s p e c í f i c o s . 

5 • 2 • INVBSTIGAOJ.O lDll PATBRNIDADB NO RIO GRANDB DO SUL : USULTADOS 

DA UTILI ZAOJ.O DA IHUNOOBNftiCA BLA o 

A anál i s e  d e  8 6 6  c a s o s d e  i nv e s t i g aç ão d e  pat e rn i dad e 

( Davey , 1 9 8 4 ) é a me l h o r  c o l e t ân e a  d e  i n f o rmaçõe s s o b re o s  

r e s u l t ad o s  d e s t a  me t o do l o g i a  apl i c ad a  à M e d i c i na L e g a l . A l guns 

po n t o s do s r e s u l t ad o s  d o  R S  s ão c omparáv e i s a . e s t e  e s tudo . A 

f re qüênc i a  d a  e x c l u s ão de pate rn i dade é a me sma , embo ra e m 

popu l açõ e s d i f e r e n t e s : 2 2 % e 2 1 % .  E s s e  f a t o  tem i n t e r e s s e , po i s 

o s  j u í z e s  f i c am a l e r t ad o s  pa r a  o núm e ro d e  f a l s a s  a c u s aç õ e s  que 

a c o n t e c e m  e m  no s s o  me i o . N o s s o s  re s u l t ad o s s ão supe r i o re s ao s de 

Dave y , e m  re l ação à f r e qü ê nc i a  c om que o H LA p o s s i b i li t o u í nd i c e s  

s upe r i o re s  a 9 5 % d e  p r o ba b i l i d ade r e l at i v a  d e  pat e rn idade ( 6 4 %  

c o n t r a 4 2 % ) . Ou t r o f a t o q u e  c hamou a ate nç ã o , é q u e  c omb i nando 

o H LA c o m  g rupo s s ang ü í ne o s  t i ve mo s  9 8% d o s  c a s o s  ac ima d e  9 5 %  
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d e  p r o bab i l i d ad e c u mu l at i va d e  p at e r n i d ad e , c o n t ra 6 9% de Davey . 

A expl i c aç ã o  p a r a  e s s a s  d i f e re n ç a s  t a l ve z s e j a  a de  que t o d o s o s  

no s s o s  i nve s t i g ad o s e ram c auc a s ó i d e s , e nquanto n a  o u t r a  amo s t ra 

e x i s t i am 4 0 % d e  i nd i v í du o s  d e  raç a  ne g r a  ( s ab i d amen t e  de ma i s  

d i f í c i l  t i pa g em H LA ) . E s t e s dado s t ambém podem f i c a r  ma i s  

próx imo s c o m  o aume n t o  d e  n o s s a  amo s t r a . 

Um f a t o  i nt e r e s s an t e  é o t i p o  d e  c ompo r t ame nt o encont rado 

quanto ao nome do f i l ho . Em 3 0% d o s  c a s o s  d e  " i nc l u são " da 
.. 

pat e rn i d ad e , a s  mãe s d e ram nome s que , s e  n ã o  o me smo , sug e r i am 

o nome d o  p a i , s e nd o  que o me smo não f o i  o b s e rvado no s c a s o s de 

exc l u são ,  e mb o r a  e m  núme ro redu z i d o . 

A i d ad e  mé d i a  d a s  mãe s f o i d e  2 9  ano s ( 1 5 - 4 2 ) e a d o s  p a i s 

de  3 6  ano s ( 1 6 - 7 0 ) . N o  g rupo de e x c l u sã o  a i dade méd i a  das mãe s 

f o i  a me s ma , s e nd o  a do s acu s ad o s  de  4 4  ano s · ( d i f e re nç a  não 

s i g n i f i c a n t e ) .  

Não f o i po s s í v e l a l c ançar o r e s u l tado " ac ima de 9 5% "  ( f o r t e  

probab i l i da d e ) ,  e m  s o me n t e  u m  c a s o , d e n t r e  a s  6 6  aval i aç õe s , po i s  

a probab i l i d ade cumu l at i v a  de p at e r n i dade f o i d e  9 2 % , s e nd o  

u t i l i z ado c omo " p r o v áve l pate rn i dade " .  

O s i s t ema H LA d e mo n s t ro u  s e r  d e  i me n s o v a l o r n a  i nve s t i g aç ão 

de  pat e r n i dade no RS , s endo qu e  a u t i l i z a ç ã o  de mé t o d o s  

mo l e c u l a r e s  pode s e r  n e c e s s ár i a  numa m i no r i a  de c a s o s  e ,  p a r a  

tan t o , o s  mé to d o s d e  RFL P o u  d e  t i p ag e m  c o m  o l i g o nuc l eo t í d i o s  

s i nté t i c o s  u t i l i z ado s  n o s  p r ó x i mo s c ap í t u l o s , s e rão futu ramen t e  

a s s o c i ad o s  ao s mé t o d o s a t u a i s .  
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5 . 3 .  RESULTADOS DOS TRANSPLANTES RENAIS NO RIO GRANDE DO SUL 

O s  t ra n s p l ant e s  c o m  d o ad o r  re l ac i o nado H LA i dê n t i c o  ( 3 0 )  

apr e s e n t a ram s o b r e v i d a  d o  e nx e r t o  d e  9 6 . 7 % p ara o l Q  ano e 7 5 . 4 % 

para o 3 Q . O núme ro ma i o r  d e  pe r d a s  ac o n t e c e u  apó s  o 2 Q  ano da 

c i ru rg i a . A ma i o r i a  de s s e s pac i e n t e s não f i z e ram u s o  de 

C i c l o sp o r i na . Quat r o  o u t ro s  pac i en t e s  u t i l i z ar am e s t a  d r o g a , 

o b s e rvand o - s e  s o br e v i d a  d e  7 5 % no l Q  e 2 Q  ano . A s o brev i d a  do s 
,, 

p r i me i ro s  3 0  é s at i s f a t ó r i a  para o p r i me i ro ano , s e ndo que 

pode r i a  t e r  al c an ç a d o  val o re s  me l h o re s para o 3Q ano . A 

c o mparação é c o m  o r e g i s t ro d a  UCLA , o nd e o s  me smo s pac i en t e s  

o b t ê m  7 8% n o  5 9  ano d e  t ranspl ante . N o  reg i s t ro b r a s i l e i ro e s t e  

t i p o  d e  pac i e n t e  a l c anç a 9 7% no l Q  ano e 9 0 %  no 2 Q  ( S e s s o , 1 9 9 0 ) 

O s  t rans p l ant e s  c o m  d o ado r r e l ac i o nado c o m  1 hapl ó t i p o  H LA 

de d i fe re n ç a  ( 1 2 8 ) t iv e ram s ob r e v i d a  d o  e nx e r t o  d e  7 8 . 2 % no  l Q  

ano e 6 5 . 9 % n o  3 Q  ano . O s  r e s u l t ad o s  são r e f e re n t e s  ao s 

t ra n s p l an t e s c o m  e s e m  C i c l o s po r i n a , s e ndo , p o r t an t o , d i f í c e i s  

d e  c ome n t a r . E s s e  g rupo d e  pac i en te s , n o  reg i s t ro b r a s i l e i ro , 

apre s e n t a  r e s u l t ad o s  d e  8 2 %  e 7 5 % para o 1 Q  e 2Q ano . 

O s  re su l t ad o s d a  s o bre v i d a  d o  e nx e r t o  no s t rans p l an t e s  c o m  

d o ad o r  c adáve r ( 9 1 )  f o ram de 6 2 . 5 % para o l Q  ano e 4 3 . 9% para 

o 3 Q .  E s t e  g rupo d e  pac i e nt e s t ambém u t i l i zo u  d i fe re n t e s  t i po s 

d e  i muno s s up re s s ão e s e u s  re s u l t ad o s  não s ão d o s  me l ho re s . Os  

re s u l t ad o s  do r e g i s t ro b r a s i l e i ro s ão d e  7 4% e 6 5 % para o l Q  e 

2 Q  ano . 

A c omparaç ão d o s t ra n s p l a nt e s  c o m  e s e m  c i c l o spo r i n a  ( Tab . 

4 . 3 . 2 .  e 4 . 3 . 3 . ) d e mo n s t r a r e s u l t ad o s  ú n i c o s  e m  r e l ação ao s que 
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re c e be ram r i n s  d e  d o ad o r e s re l ac i o nado s c o m  um h ap l ó t ipo de 

d i f e re n ç a  ( parc i a l m e n t e  i d ê n t i c o s ) .  E s s e s  pac i e nt e s  t i ve ram uma 

s o brev i d a  d o  o rg ã o  d e  7 6% no l Q  ano e 5 6 % no 2 Q  ( g rupo com 

C i c l o sp o r i n a ) ,  s e nd o  d e  7 9 % e 7 0 . 7 % ( g rupo sem c i c l o sp o r i na ) .  A 

s o b r e v i d a  no 2 Q  ano é i n f e r i o r  n o  g rupo que u s a  a C i c l o spo r i na 

( p = 0 . 0 6 ) , j u s t ame n t e  o c o nt rá r i o  d o  e sp e rado . O s  r e s u l t ad o s do s 

pac i en t e s s e m  c i c l o sp o r i na s ão e s t at i s t i c ame n t e  s e me l hant e s ao s 

d o s  re g i s t r o s  b r as i l e i ro s . 

O s  r e c e p t o re s  d e  r i n s  d e  c ad áve r que u s aram a C i c l o s p o r i na 

( T ab . 4 . 3 . 4 . ) t i ve ram s o b r e v i da s  d e  6 4 . 5 % e 5 2 . 7 % n o  l Q  e 3 Q ano · 

d e  t ran s p l ant e , e n q u an t o  o s  que não u s a ram e s t e med i c amen t o , 

5 4 . 5 % e 4 2 % em 1 2  m e s e s  e 1 5  me s e s  apó s o t r an s pl an t e  ( p =NS ) . O s  

re s u l t ad o s  para a s  s o b re v i d a s  c om c i c l o spo r i n a  d o  J o h n  Radc l i f f e  

H o s p i t a l  d a  Un i ve r s i d a d e  d e  Ox f o rd , s ão de 6 1 %  p a r a  o 1 Q  e 2 Q 

ano s d e  t ra n s p l ante c o m  d o ad o r c adáve r s e m  c ompat i b i l i dade H LA 

e d e  9 5 %  quand o c om c ompat i b i l i d ad e  HLA ( T i n g , 1 9 8 6 ) . Re s u l t ad o s  

s u pe r i o re s  s ã o  e n c o n t r ad o s e m  d i v e r s o s  ou t r o s  t r abal ho s , c omo o 

d o  M o n t e f i o r i  M e d i c a !  C e n t e r e m  N o v a  Y o r k  ( M a t a s , 1 9 8 8 ) o nde a 

s o brev i d a  d o s e nx e r t o s  d e  i nd i v i du e s  t ransp l an t ad o s  s em 

c o mpat i b i l i dade H LA f o i d e  8 5 % e 7 5 % para o 1 Q  e 3 Q  ano s pó s ­

t ran s p l an t e . N e s t e  me s mo c e nt r o  d e  N o v a  Y o r k  o b s e rva- s e  s o br e v i d a  

meno r , qu and o n ã o  é u t i l i z ad a  a C i c l o spo r i na , 4 8% e 3 7% p a r a  o 

l Q  e 3 Q  ano , r e s p e c t i v am e nt e . O s  r e s u l t ad o s  c om u s o  de 

C i c l o spo r i na d o  C o l l ab o r a t i v e  T ran s p l ant S tudy ( CT S ) s ã o  de  8 5 %  

de s o b r e v i d a  n o  l Q  ano p a ra o s  e nx e r t o s  c o m  i d e n t i dade H LA-A , B ,  DR 

e 7 3 % para os c om ne nhuma i de n t i d ad e  ( Ope l z ,  1 9 8 8 ) . 

Uma g rand e p o l êm i c a  e x i s t e e n t re a l g un s  c e n t r o s  c omo o d o  
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M o n t e f i o r i  e o C T S  e m re l a ç ã o  à n e c e s s i dad e d e  c o mp a t i b i l i d ad e 

p a r a  o s  t ran s pl ant e s c o m  d o a d o r  c adáv e r  na e ra d a  C i c l o sp o r i na . 

O s  p r i me i r o s  d i z e m q u e  s e u s r e s u l t ado s , s e m  c omp a t i b i l i dade , s ão 

s eme l han t e s à q u e l e s  c o m  c o mpat i b i l i dade d o s  e s t u d o s qu e envo l ve m  

múl t i p l o s  c e n t ro s . Re f o r ç am s e u s  r e s u l t ado s , a s p o nd e r aç õ e s a 

r e s p e i t o  d e  q u e  o s  a n t í g e n o s H LA n ã o  s ão b e m  d e f i n i d o s  n o s  n e g r o s  

e out ra s  m i no r i a s , e q u e  o núme ro d e  d o aç õ e s  é pequeno ne s s e s  

g rupo s . O f a t o é q u e  3 5 % d o s  pac i e n t e s n a  p r ime i ra i n s t i t u i ç ão 

s ão n e g r o s  e s om e n t e  8 %  de s t e s  s ão t ran sp l ant ado s  c om r i n s  de 

d o ad o re s  d a me s ma r aç a . 

Re c e n t e me n t e ,  d i s c u t e - s e  a h i pó t e s e  d e  que a i mu n o s s u p r e s s ão 

é me l h o r  r e a l i z ad a  n o s  c e n t ro s  ma i s  expe r i e n t e s  que r e a l i z am 

g rande núme ro d e  t ran s p l an t e s e onde o e f e i t o H LA não é 

o b s e rvado . I n s u f i c i e n t e  i nd u ç ã o  d e  i mun o s s u p re s s ão , p o d e  f a z e r  

c o m  q u e  a s  d i f e re n ç a s  a l o an t i g ê n i c a s  f i qu e m  ma i s ev i d e n t e s ,  o que 

p o d e  s e r  o c a s o  d o s  e s t udo s de mú l t i p l o s  c e n t r o s  ( Bu rd i c k , 1 9 9 1 ) .  

A o p i n i ão i n t e rnac i o na l  p re d o m i nant e , e m b o r a  a ex i s t ê nc i a  

d e  f o r t e s  a r g u me n t o s  c omo o s apre s e n t ad o s ,  é a d e  q u e  a 

c o mpat i b i l i d ad e H LA - DR p rop o rc i o na um ac ré s c� mo e m  1 0 % na 

s o b re v i d a  de t ran s p l an t e s  c o m  ou s e m  C i c l o s po r i na ( O p e l z , 1 9 8 8 ) . 

O s  t ran s p l an t e s e n t re i rmão s t o t a l m e n t e  d i f e re n t e s  no 

s i s t e ma H LA ( Ta b . 4 . 3 . 7 . ) ap r e s e n t a ram uma s o b r e v i d a  d e  8 3 . 3% no 

l Q  ano , man t e nd o  e s t a  f re q u ê nc i a  a t é  o f i nal d o  3 Q . E s t e  

re s u l t ad o  c o n t ra s t a  c o m o d o s i rmão s c om i d e n t i d a d e p a rc i al , 

c o me n t ad o ac i ma , e n t r e t an t o  o núme ro d e  pac i e n t e s  é mu i t o  p e q u e n o  

n e s t e  ú l t i mo c a s o . E s t e s  r e s u l t ad o s  s u g e r e m  q u e  a i ndu ç ão d a  

i mu no s s up re s s ão p ode t e r  s i d o ma i s  e f e t i v a  ne s t e  g ru p o  de 
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pac i e n t e s ,  d e v i do a s e rem r e l ac i o nado s , s e m  c ompat i b i l i dade H LA . 

O e f e i t o d o  c e n t r o  t ra n s p l an t ad o r  p o d e  s e r  s u g e r i do ex i s t i r  

e n t re a s  4 e qu i pe s  d e  P o r t o  A l e g re ( T ab . 4 . 3 . 5 .  ) , e m  re l ação ao s 

t r an s p l an t e s  c o m  ó r g ão s  d e  c adáve r , v i s t o  q u e  urna a l c an ç a  a 

s o brev i d a  d e  7 0 . 6 % n o  1 Q  e 3 Q  ano , e n q u a n t o  a s  d e ma i s  e qu i pe s  não 

al c a n ç am 5 0 % n o  2Q ano . Um f a t o  i nt e re s s ant e é que a equ i p e  c o m  

o s  m e l ho re s re su l t ad o s t eve s e u s  i n s u c e s s o s  no s p r i me i ro s  4 

me s e s  d o s  t ran s p l a n t e s ,  s e ndo que a p a r t i r  d e s s e  mome n t o  não 

apre s e n t o u  ne nhuma d i m i nu i ç ã o  na s o b r e v i da . 

A t e n t a t i v a  d e  o b s e rvar o s  p r i me i ro s  re s u l t a d o s po s i t i v o s 

d a  p ro c u ra d e  ó r g ã o s  po r i n t e rméd i o  d a  c o o rdenado r i a  d e  

t r an s p l a n t e  ( Tab . 4 .  3 .  6 .  ) demons t r o u  q u e , an t e s  de 1 9 8 9 , a 

s o brev i da f o i d e  5 7 . 4% e 4 1 . 3 % para o 1 Q  e 3 Q  ano , enquan t o  que 

apó s 1 9 8 9 , c h e g o u  a 6 6 . 2 % no 1 Q ano . E s s e  r e s u l tado , s e m  v a l i dade 

e s t at í s t i c a , d e n o t a  urna t e nd ê nc i a  de me l ho r a  da s o brev i d a  n o s  

t ran s p l an t e s c o m  o r g ão s  d e  c adáve r .  

O s  r e c e pt o r e s  H LA i dê n t i c o s  d e  raça b ranc a têm me l h o r e s  

r e s u l t ad o s  d o  q u e  o s  d e  r a ç a  n e g ra , embo r a  o s  ú l t i mo s  s e j am e m  

núme ro p e q u e n o  ( 5 ) . Ou t ra d i f e re n ç a  a c o n t e c e  e m  f avo r do s 

recep t o r e s  d e  raça n e g r a  ( 1 3 ) , a p r e s e n t ando uma s o brev i d a  d o  

enxe r t o  d e  c ad áv e r d e  6 5 . 3 % apó s o 2 Q  ano , c o n t ra a d e  4 5 % para 

o 2Q a n o  d e  r e c e p t o r e s c au c as ó i d e s  ( 7 8 ) ( p = N S ) . 

o e f e i t o  d a  t r an s f u s ão e s p e c í f i c a  d o  d o ad o r  não f o i  

o b s e rvado c om s i g n i f i c ânc i a  e s t at í s t i c a , f av o r áve l ao s q u e  

r e c e b e ram e s t e  t i p o d e  t r ans f u s ão d e l i b e rada . O s  1 7  pac i e nt e s  que 

r e a l i z a ram DST ap r e s e n t aram urna s o b re v i d a  apó s 3 ano s de 7 8 . 3 % 

c o n t ra 6 5 . 1 % d o s  1 1 0  pac i e nt e s  s e m  DST . 
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O s  pac i e n t e s c o m  i d ad e  supe r i o r  a 4 0  ano s apre s ent aram 

me l ho r  s o b re v i da c o m  ó rg ã o s H LA i dê n t i c o s , mas e s t e  f a t o  pode s e r  

expl i c ad o  p e l o  núme ro pequeno de i nd i v í du o s ( 6 ) ,  cont ra o s  d e  

i dade e n t r e  1 6  e 4 0  ano s ( 2 4 ) .  O s  t rans p l an t e s  c om do ado r c ad áve r 

t i v e ram ma i o r  s u c e s s o  e n t r e  o g rupo ma i s  v e l ho ( 4 6 ) , s e ndo 7 5 %  

n o  l Q  ano e 4 9 . 2 % n o  3 Q , enquan t o  o s  ma i s  j ovens ( 4 1 )  

ap re s e n t aram 5 5 . 4 % e 4 0 . 3 % ( p = NS ) . 

O s  r e t ran s p l an t e s f o ram mu i t o pouc o s  não 

po s s i b i l i tando ma i o re s  c omparaç õ e s ,  e n t r e t an t o  os 2 pac i e n t e s  H LA 

i dênt i c o s  t i ve r am uma s o b r e v i d a  d e  1 0 0% para o l Q  e 2 Q  ano ( Tab . · 

4 . 3 . 1 3 .  ) ,  O s  r e a l i z ad o s c om ó rg ão s  d e  c adáve r a i nda não 

a l c ançaram o 1 Q  ano , mas j á  mo s t ram s o b r e v i d a  d o  ó rgão meno r d e 

5 0% . 

O s  t ran sp l an t e s que t i v e ram o s  pa i s  c omo d o ado re s f o ram 

raz oave l me n t e  b e m  s u c e d i d o s , c o m  s o b re v i d a  de 7 7 . 4 % e 6 9 . 8 % para 

o 1 Q  ano e 3Q ano . Os re s u l t ad o s  t e nd o a mãe c omo d o ad o r a  não 

f o ram supe r i o re s  áque l e s  e m  que o pa i f o i  o d o ad o r .  E s t e  fat o 

t e o r i c ame n t e  é d e s f av o r áve l à te o r i a  d o s  " N I MA '' ( " no n  i nhe r i t ed 

mat e rnal H LA ant i g en s " ) ,  p e l a  qual t a l v e z  e s pe rás s e mo s  me l h o r e s  

re sul t ad o s  e n t r e  o s  i nd i v í du o s q u e  re c e be r am um r i m  mate rno . O s  

re s u l t ad o s  f av o ráve i s  ao P I MA s ó  f o ram o b s e rvado s e nt r e  

i nd i v í duo s h i pe r s e n s i b i l i z ad o s e que r e a g e m  c o m  a ma i o r i a  d a s  

c é l u l as d o s  p a i n é i s  ( v a n  R o o d , 1 9 9 0 ) , t a l  ve z n ã o  s e ndo o b s e rvados 

ent re t r an s p l an t e s c om d o ad o re s  v i vo s nã o  s e n s i b i l i z ado s .  

A c o mparação d o s  r e su l t ad o s  d e  P o r t o  A l e g re c om o s  d e  o u t r o s 

g rupo s c o l o c a  o s  p r i me i ro s  e m  d e svant agem ao s me l h o r e s  

r e s u l tado s ,  e s p e c i a l me n t e  no  g ru p o  d e  t ranspl ant e s  e n t re 
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re l ac i o n ad o s  hapl o i dê n t i c o s . A qu e s t ã o  d o s  p i o re s  re sul tado s c o m  

o u s o  d e  c i c l o s po r i na , t a l v e z  e s t e j a  re l ac i onada à t o x i c i dade da 

me sma , a s s o c i ad a  ao f a t o  d e  que s ó  r e c e n teme n t e  ex i s te 

d i spo n i b i l i d ade d e  s u a  d o s ag e m  no s angue do s pac i e nt e s  d e  Po r t o  

A l e g re , o u , p o r  o u t r o  l ad o , a i ndução i n su f i c i en t e  d a  

i muno s s upre s s ão . O núme ro d e  e qu i p e s  t rans p l ant ado ras t ambém é 

um f at o r  d e  d e s e qu i l í b r i o , po i s  enquan t o  al gumas f azem um r e g u l a r  

núme ro d e  t ran s p l ant e s , o u t r a s  t ran s p l antam meno s , adqu i r i ndo 

meno r e x p e r i ê nc i a . A t i pa g e m  H LA para os  t ranspl ant e s c o m  d o ad o r  

c adáve r t al v e z  me l ho re o s  r e su l t ad o s  para e s s e g rupo . 

5 .  4 .  AVALIAQAO 00 SISTDIA IIILA DI PACIBNTBS COM LBUCBHIA LINFÁTICA 

CRÔNICA o 

A L L C  não s e  ap re s en t a  a s s o c i ad a  p o s i t i vame n t e  ao s i s t ema 

HLA . E s s e s  achad o s  são t ambém e n c o n t rad o s  na l i t e ratura , embora 

a l g u n s  e s tudo s mo s t re m  a l guma a s s o c i aç ão . 

A a s s o c i aç ão ne g a t i v a  d e  uma pat o l o g i a  c o m  o s i s t ema H LA , 

t e m  c re s c ent e int e re s s e  i mu no g e né t i c o , dev i d o  a o  f a t o  d e  q u e  a 

ma i o r i a  d o s  e s tudo s  s e  re l ac i o n am c o m  s u s c ept i b i l i dade e não c om 

re s i s t ênc i a  à d e t e rm i nada d o e nç a . O fat o d e  q u e  9 i nd i v í du o s  c om 

L L C  apre s e n t a s s em o a l e l o  H L A - A 9 , c omparad o s  c om 8 7 no g rupo 

c o n t r o l e , po s s i b i l i t a a s u g e s t ão d e s t e  al e l o  e s t a r  r e l ac i onado 

com p r o t e ção ao d e s e n v o l v i me n t o  d a  d o e nç a . o me smo aco n t e c endo 

com o a l e l o HLA - CW4 que f o i  po s i t i v o em 1 0  pac i ent e s  e 7 3  

c o n t ro l e s .  A i d ent i f i c a ç ão d o  l o c o  H LA - C f o i r e a l i z ad a  c om o s  
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me l ho r e s  ant i c o rpo s p o s s í v e i s , 
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i nc l u s i v e  com o s  r e cente s  

monoc l o na i s . O p a i ne l  H LA - DQ não f o i o me smo ut i l i z ad o  para a 

t i pa g e m  do s pac i e n t e s  c o m  d i ab e t e s  n o  c ap í tu l o  s e gu i nt e . 

O m é t o d o  d e  RFLP p o s s i b i l i t o u  a i de nt i f i c aç ã o  d o  g e nó t ipo 

d a s  c é l u l a s d e f i c i e nt e s  e m  H LA - DQ p e l a  s o r o l o g i a . N a s  t ipagens 

s o ro l ó g i c a s  d e  " po s s í ve i s ' ' d e f i c i ê n c i a s , o RFLP demons t rou sua 

s u pe r i o r i d ade e m  d e t e c t a r  o s  " s pl i t s " de DR 2 ( DR 1 5 e m  DAN e GEL ) , 

DR3 ( DRw 1 7  e m  DAN , GEL e DOD ) ( T a b e l a  2 8 . 4 .  ) .  

O s  ant í g eno s H L A - D R  s o ro l ó g i c o s  não pe rmi t i am s upo r ( para 

t o d o s  os ant í g e n o s ) ,  c o m  p re c i s ão , qual o HLA-DQ a s s o c i ado pe l o  

f o rt e  d e s e qu i l í b r i o  d e  l i g aç ã o  e x i s t e n t e  e n t r e  e s s e s  d o i s  l o c o s . 

C o m  o s  r e s u l t ad o s D R - R F L P  f o i  po s s í v e l  i de n t i f i ca r  o s  " s p l i t s " 

DR , e s c l ar e c e nd o  a n e c e s s i da d e  d e  DQW6 para o DRW 1 5 e o DQW2 para 

o DR 1 7 ( DAN e GE L ) ; o DQW 2 p a r a  DRW 1 7 ( DOD ) . 

E s s e  ac hado d e  p re s enç a  d o s  g e n e s  H LA , mas fal t a  d e  expre são 

na supe r f í c i e  c e l u l a r pode t e r  i mp o r t ânc i a  futura . Não f o ram 

o b s e rvadas a l t e raçõ e s  c l í n i c a s  a s s o c i ad a s  c om e s s a  de f i c i ê nc i a , 

embora s e  po s s a  s u po r , t e o r i c ame n t e , que t a l v e z e s s e s  i nd i v í duo s 

e s t i ve s s em ma i s  s u j e i t o s  à s  i n f e c ç õ e s  d o  que o i d e ma i s ,  d e v i d o  

à fal ta d e  u m a  mo l é c u l a  q u e  s e r i a  i mpo r t an t e  n a  apre s e n t ação d e  

ant í g e n o s  ao s l i n fó c i t o s  T .  

Ou t r o s  e s tu d o s  s e rão i mpo r t a n t e s  na c a rac t e r i z aç ã o  d o s  

ant í g e no s  H LA qu e po s s am c o n f e r i r  re s i s t ênc i a  à LLC , para 

e s c l a re c e r  a dúv i d a  s o b r e  a g e ne ra l i z ação de s s e s  a c had o s para 

dema i s popu l aç õ e s . O me smo s e  apl i c a  p a ra a d e f i c i ên c i a  de 

e x p r e s s ão d o H L A - DQ , n e c e s s i t an d o  e s tu d o s de f re q ü ê n c i a  da f a l t a  

d e s ta s  mo l é c u l as , a s s i m c o m o  e s t u d o s c l í n i c o s  ma i s  p r o fund o s . 
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5 .  5 .  l!S'I"UUO 00 S ISTDA BLA NA DIAlBliTBS HBLLI'l'US INSULINO­

DBPBNDJIMTI&: g AVALIAQJ.O DA FUQuiNOIA OOS ANTÍGBNOS B DOS GBNBS NA 
A � 

POPULAQJ.O NORTE-AMERICANA DB ORIOBN BI SPANICA B ANGLO-SAXONICA o 

A DM I D  é uma p a t o l o g i a  c o m  ma i o r  i n c i dê n c i a  e m  europe u s  d o  

no rte , p r a t i c ame n t e  não ex i s t e n t e  e m  í nd i o s  e marc adamente 

r e du z i d a  no s povo s o r i e n t a i s ( j ap o n e s e s , c o r e ano s ) .  Na Amé r i c a  

Lat i na , a i nc i d ê n c i a  d e  DM I D pare c e  s e r  t ambém reduz i d a . O s  d ad o s  

ma i s  i mpo r t an t e s  s ã o  o s  de  pac i e n t e s  d e  o r i g e m  h i spân i c a , 

mo rado r e s  d o  E s t a d o  d o  C o l o rado . 

O h ap l ó t i p o  H LA - A l , B 8 , DR3 é r e c o nhe c i damen t e  um hapl ó t i po 

c au c as ó i d e , e s t ando e m  d e s e qu i l í b r i o d e  l i g aç ã o , t ant o n o s  

c au c a s ó i d e s  e u r o p e u s  c omo n o s  e n c o n t rado s na Amé r i c a . E s t e  

hap l ó t i po n ã o  é e n c o n t rado em povo s o r i en t a i s e i nd í g enas , e m  que 

o b s e rv a - s e  f o r t e  d e s e qu i l í b r i o  d e  l i g aç ão c o m  HLA - A 2 4 ,  B 5 ( 5 2 ) , 

DR2 e c o m  H LA - A 2 4 ,  B 7 , DR 1 . O ant í g e no H LA-A2 4  é o a l e l o  ma i s  

c omum ne s t e s  povo s , a l c an ç ando f re qüênc i a s  d e  a t é  8 5 %  ( J o b i m , 

1 9 8 1 ) .  

O a l e l o  DR 3 f o i e n c o n t r ado e m  4 2 % d o s  h i s pâni c o s  d i abét i c o s  

e e m  s o m e n t e  2 %  d o s  c o n t ro l e s  d e  m e s ma r a ç a . O me smo a l e  l o  

apre s e n t o u  a f re qü ê n c i a  d e  4 8% no s pac i en te s  ang l o s  e 1 9% no s 

c ont ro l e s . E s t e  f a t o  d e mo n s t r a  q u e  e s t e  a l e l o  e s tá f o rt e me n t e  

a s s o c i ad o  c o m  a d o e n ç a  e que o s  i nd i v í du o s  h i s p ân i c o s  que 

apre s e n t a re m  e s t e m a r c ado r g e né t i c o  t e rã o  um r i s c o  2 2 . 6 1 v e z e s  

supe r i o r  d e  man i f e s t a r e m  a d o e nç a , d o  que o s  que não po s s u í r e m  

o D R 3 . O s  c o n t r o l e s  h i spân i c o s , r e p r e s e n t ant e s  d a  mas s a  d a  

popu l aç ão h i s pân i c a  d o  C o l o rado , e s t arão p r o t e g i do s  d a  DM I D ,  p e l o  
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meno s parc i a l me n t e . 

A o b s e rv a ç ã o  d e  q u e  o s  pac i en t e s  h i spân i c o s  apre sentam o 

a l e l o  H LA - B S , s i g n i f i c antemente m a i s f re q ü e n t e  que seus c o n t ro l e s  

( 1 3 i nd i v í du o s  e n t re o s  pac i e nt e s  e s om e n t e  1 entre o s  

c o n t ro l e s ) ,  d e mo n s t ra que a f al t a  d e  DR3 no s contro l e s  e s t á  

r e l ac i onada c om a i ne x i s t ê n c i a  d o  hap l ó t i po H LA-Al , BS ,  DR3 . O 

f a t o  f o i c o n f i rmad o n a  anál i s e d o  re f e r i do hap l ó t i po , o b s e rvand o ­

s e  1 1  pac i e n t e s  h i spân i c o s  c om e s t e  c o n j u n t o  e nenhum no g rupo 

c o n t ro l e . 

A p r e s e nç a  d o  a l e l o  H LA -A 2 4 e m  3 1 . 2 5 % dos contro l e s  

h i spân i c o s  e e m  6 .  0 6 % d o s  ang l o s  ( p= O .  0 0 3 ) d e mon s t ra ma i s  u m  f a t o  

s u g e s t i v o d a  p r e s e n ç a  d e  g e n e s  i nd í g e n a s  n e s t a  popu l aç ão . Os  

a l e l o s  H LA - B 3 5 e H LA - B 1 6 ( 3 8 ) que s ão s i gn i f i c antemente ma i s  

f reqüênt e s  n o s  c o nt ro l e s  H i spân i c o s , t ambém são de a l t a  

f reqüênc i a  no s í nd i o s  no r t e - ame r i c ano s ( S c h an f i e l d , 1 9 8 0 ) . 

Os a l e l o s  H LA - A 3 , H LA- B 8 , H LA - D R 3  e DQW 6 ap resentam- s e  

s i gn i f i c a n t e me n t e  d i m i nu í do s  na popu l aç ã o  d e  c on t ro l e s  no rma i s  

H i spân i c o s , c o mp a rada c om o s  c o n t ro l e s  Ang l o s . E s t e s  a l e l o s  s ão 

prat i c ame n t e  au s e nt e s e m  í nd i o s  e o u t r o s  o r i en t a1 s  ( Jo b i m , 1 9 8 1 ; 

Dau s s e t , 1 9 8 5 ; T o d d , 1 9 9 0 ) .  

O s  re s u l t a d o s mo s t ram 1 3  pac i e nt e s  h i s pân i c o s  c om o a l e l o  

H LA - B 8  e 1 1  c o m  o hap l ó t i p o  H LA - A 1 , B 8 , D R 3 . N o s  ang l o s  o b s e rva­

s e  2 5  a l e l o s  B 8  e 1 8  hapl ó t i po s  H LA- A 1 , B 8 , D R 3 . De s t a  mane i ra , 

o a l e l o  B8  e s t á  a s s o c i ad o  i n t i mame n t e  a o  h ap l ó t i p o  c auc a s ó i de no s 

h i spân i c o s  e d e f o rma men o s  i nt e n s a  n o s  a n g l o s . 

E n t re o s  h i s p ân i c o s  d i ab é t i c o s  e n c o n t r a - s e  2 2  i nd i v í du o s  c om 

o a l e  l o  D R 3  e 1 1  c o m  o hapl ó t i p o H LA -A l , B 8 , DR3 . Re su l t ado 
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s eme l han t e  o b s e rva- s e  n o s ang l o s  c om DM I D ,  3 1  D R 3  e 1 8  hapl ó t i p o s  

A l , B 8 , DR3 . O e x c e s s o  d e  D R 3  e m  r e l aç ã o  a o  B8 , conf i rma a 

s u s pe i t a d e  que o a l e l o  D R 3  é o rea l r e s po n s áve l pe l a  

s u s c e p t i b i l i dade e B 8  apre s e n t a  a s s oc i aç ã o  s o me nt e  dev i d o  ao 

d e s e qu i l í b r i o  de l i g aç ão c o m  DR 3 . 

O a l e l o  DQW8 e n c o n t ra - s e  a s s o c i ad o  c om a d i abe t e  nos 

h i spân i c o s  e de f o rma qua s e  s i g n i f i c an t e  nos  ang l o s . Este achado 

c on f i rma di v e r s o s  o u t ro s t ra ba l h o s  que d e mo n s t ram e s t a  a s s o c i ação 

( c ap í t u l o  1 . 3 . 3 . 5 . ) . O a l e l o  A 3 , pe r t e n c e n t e  ao hapl ó t i po DR4 

DQW8 A 3 , apre s e n t a - s e  p o s i t i vamen t e  a s s o c i ado c o m  a DM I D  em ambas 

as p o pu l aç õ e s ,  s u g e r i nd o  s e r  o p r i n c i p a l  r e s p o n s áve l por e s t a  

r e l a ç ão , s e ndo o DQW8 part i c i pan t e  i nd i re t o  p e l o  s u a  f o rt e  

a s s o c i aç ã o  c om DR4 .  

O al e l o  A 3  apre s en t a - s e  c om f reqüênc i a  s eme l hant e no s 

c on t r o l e s  h i s pân i c o s  e ang l o s  ( 3 6% e 3 7 % ,  r e s pe c t i vamente ) ,  a s s i m 

c omo e n t re o s  pac i e n t e s  ( 8 1 % e 7 0% ) . De s t a  mane i ra ,  pod e - s e  

s u g e r i r  q u e  a p r o t e ç ã o  d e v i d a  a f a l t a  d o  a l e l o  D R 3  na popu l ação 

h i spân i c a  d o  Co l o rad o não é s u f i c i e n t e  para a f a s t a r  t o t al m e n t e  

a DM I D  d e  s e u  me i o , p o i s  e x i s t e  o r i s c o  d e  d e s env o l v e r  a d o e n ç a  

p o r  i n t e rmé d i o  da a s s o c i aç ão c o m  A 3  que pe rmane c e . 

E s t e s  achad o s  s ã o  re f e re n t e s  à popu l ação d o  E s tado d o  

C o l o rad o , havendo ne c e s s i d ade d e  e s tudo de  o u t ras popu l aç õ e s  

h i spân i c a s  para o b s e r v a r  a p o s s i b i l i dade de  g e n e ra l i z aç ã o  do s 

r e s u l t ado s . 

A s  a s s o c i aç õ e s  n e g at i va s  s ão p r a t i c ament e a s  me smas e n t re 

a s  duas popu l aç õ e s ,  embo ra o g ra u  d e  s i g n i f i c ânc i a  po s s a  v a r i ar 

d i s c re t amen t e . O s  a l e l o s  q u e  supo s t ament e  p r o t e g e m  da d o e n ç a  
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s e r i am DR 5 , DQW 7 , DR2 e A l  n o s h i spân i c o s  e DQW 6 , DR5 , DQW 7 , DR2 

e Al n o s ang l o s , e n t r e t an t o  a s i g n i f i c ân c i a  só f o i a l c ançada n o s  

d o i s  p r i me i ro s  a l e l o s d o s h i s pân i c o s  e s ó  no p r ime i ro d o s  ang l o s . 

A o b s e rvação d o s  a l e l o s  c o m  a s s o c i aç ão n e g a t i v a  d emon s t ra 

q u e  t o d o s  e l e s  e s tão r e l a c i o n ad o s c o m  hap l ó t i p o s  onde o 

am i no á c i d o  d a  po 8 i ç ã o  5 7  d a  mo l é c u l a  de  DQ� é o ác i d o  aspárt i c o . 

A i mp o r t ân c i a d a  po s i ç ã o  5 7 po d e  s e r  o b s e rvada p e l o  l ado das 

a s s o c i aç õ e s po s i t i va s , s en d o  que 1 0 0% dos pac i ent e s  h i spân i c o s  

e 9 6 % d o s  ang l o s  apre s e n t aram a l e l o s  que não po s s u em o ác i d o  

a s p á r t i c o  ne s t a l o c a l i z aç ão , E s t e s  achad o s  c on f i rmam a l i t e ra t u ra 

e s u g e rem que o e n t e n d i m e n t o  d a  s u s c ep t i b i l i dade à d i ab e t e  não 

e s t á  re l ac i o nada s i mpl e smen t e  c o m  os g e n e s  H LA , mas c om a 

p r e s e n ç a  d e s e u s  produ t o s  n a  memb rana c e l u l ar . 

O s  pac i e nt e s  h i spân i c o s  e ang l o s  não apre s e n t am , e n t r e  s i , 

d i f e r e n ç a s  g e né t i c a s  impo rt an t e s  e m  re l aç ão ao  s i s t ema H LA , mas 

d emon s t ram um po l i mo r f i smo c a rac t e r í s t i c o  em r e l ação ao s 

c o nt r o l e s  n o rma i s . A p re s e n ç a  d e  H LA - DR3 e d o  a l e l o A 3  d e  DQA l 

e s t á  a s s o c i ada c om a d o e n ç a  ( 9 0% no s h i spân i c o s  e 8 7% no s 

an g l o s ) ,  as s i m c omo a s  mo l é c u l a s  d e  DQ� não apte s e n t am o ác i d o  

aspá r t i c o  na po s i ç ã o  5 7 . 

E s t e s  a c h ad o s  s u g e rem q u e  o s  d e t e rm i nant e s  d e  r i sc o  p o s s am 

s e r  o s  p r ó p r i a s mo l éc u l a s  H LA r e f e r i das e que apr e s en t a r i am um 

ant í g e n o  au t ó l o g o  ou me s m o  v i ra l  a o s l i n f ó c i t o s  T .  E s t a s  c é l u l as 

i n i c i a r i am um pro c e s s o au t o - i mune , c u l m i nando com a d e s t ru i ç ão 

das c é l u l a s  be t a  d o  pânc r e a s . A s  mo l é c u l a s  H LA s e r i am , d e s ta 

man e i ra ,  o s  p r ó p r i o s  re c e pt o re s  para o po s s í ve l  ant í g e n o , s e ndo 

o p a l c o  d e s t a  apre s e n t a ç ã o  a memb r ana das c é l u l a s  a p r e s e n t ad o ras 
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d e  ant í g e n o s . Q u a n d o  e s t a s  mo l é c u l a s a p r e s e n t a s s e m  um ác i d o  

aspá r t i c o  n a  po s i ç ã o  5 7 , não s e r i a  p o s s í ve l  o a c o p l amen t o  d o  

po s s í v e l  a n t í g e n o  n o " n i nho " d e s t a  mo l é cu l a  e o i nd i v í duo n ã o  

e s t a r i a  su s c e p t í ve l  à d o e n ç a . 
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C O N C L U S O E S 

E s t e  c o n j u n t o  d e  t rabal ho s c a rac t e r i z a o d e s e nvo l v i me n t o  d o s  

e s tu d o s d e  h i s t o c ompat'i b i l i dade n a  Un i dade de  I muno l o g i a  d o  

H o s p i t a l  d e  C l í n i c a s d e  P o r t o  A l e g re , a s s im c omo demo ns t ra 

r e s u l t ad o s d e  p e s q u i s a s  re a l i z ad a s n o  e x t e r i o r  com me t o d o l o g i a  

mo l e c u l a r  a s e r  i n c o rpo rada na r e f e r i da U n i d ade . 

A i de n t i f i c aç ão d e  2 4  ant i c o rp o s ant i -HLA para o l oc o  H LA - A , 

3 2  p a r a  o l o c o  H LA - B  e 2 6  para H LA - DR e DQ no s o ro e x t r a í d o  d e  

2 6 0 0  p l ac e nt a s  humanas po s s i b i l i t o u  a o rg ani z ação d e  u m  pequeno 

" banc o d e  re at i v o s " H LA , que re a l i z a  i n t e r c âmb i o  i n t e rnac i o nal 

c om d e ma i s  l ab o r a t ó r i o s  d e  h i s to c ompat i b i l i dade , s e nd o  

r e s po n s áv e l pe l a  ma i o r i a  d o s  r e ag e n t e s  u t i l i z ado s nas t i pag e n s  

de n o s s o  l ab o r a t ó r i o . A dependênc i a  e x t e rna. s emp re e x i s t i rá , 

dev i d o  a d i f i c u l d ad e  d e  i de n t i f i c aç ã o  d e  a l gun s ant í g e no s rar o s . 

C omo c o n s e q u ê n c i a , no s s o  l ab o rató r i o  nunc a ne c e s s i t o u  adqu i r i r  

a n t i c o rp o s  ant i - H LA n o  c o m é r c i o  i n t e rnac i o n a l , o que t ro u x e  

c o n s i d e r áve l e c o n o m i a  à i n s t i t u i ç ão . 

A a n á l i s e d o s  n o s s o s  p r i me i ro s  6 6  c a s o s  d e  i nve s t i g ação d e  

pa t e r n i d a d e  p o r  i n t e rméd i o  d a  i mun o g e n é t i c a  H LA , po s s i b i l i t o u  o 

c o n h e c i me n t o  d e  q u e  é p o s s í ve l  a l c anç a r  í nd i c e s  d e  pro bab i l i d ad e  

re l a t i v a  d e  p a t e r n i d a d e  a c i ma d e  9 5 %  em 6 4 % d o s  c a s o s , s e nd o  q u e  
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o s  d e ma i s  1 5 % s ão r e s o l v i do s  pe l a  c omb i n a ç ã o  d o s  re sul t ado s HLA 

c om o s  d o s  g rupo s s an g ü í ne o s ABO ,  Rh ( C cDEe ) e MN S s . A o b s e rvação 

d e  2 1 %  de c a s o s de a c u s aç õ e s  f a l s a s  é s eme l h a n t e  ao s re su l t ado s 

o b t i d o s  n o  e x t e r i o r . 

O s  re s u l t ad o s  d a  i nve s t i g a ç ã o  de pat e r n i dade i nd i c am que a 

s o ro l o g i a  H LA e d e  g rupo s s angü í n e o s  po s s i b i l i t am re su l t ad o s  

c o n f i áve i s  na qua s e  t o tal i d ad e  d o s  c a s o s . P a r a  o s  c a s o s  ma i s  

d i f í c e i s  , e spe c i a l m e n t e  quando o a c u s ad o  é f a l e c ido , é po s s í ve l  

ad i c i o nar o t e s t e  d e  RFLP c om s o nd a s  d e  l o c o  ú n i c o  e que � � ­

c o l o c ado em prát i c a , apó s o aprend i z ado adqu i r i d o  n o  e s tudo s p o r  

RFLP e m  L e u c e m i a L i n f át i c a C r ôn i c a . 

O s  r e s u l t ad o s  de  2 5 0  t ransp l an t e s rena i s  n o  R i o  G rande d o  

S u l  f o ram apu rado s a t é  1 9 9 0 . O s  e nx e r t o s  e n t re i nd i v í du o s  

re l ac i o nad o s  H LA i dê n t i c o s  demo n s t raram s o b r e v i d a  de  9 7% no 1 Q  

ano e 7 5 % no f i na l  d o  3 Q . A m a i o r i a  d e s t e s  pac i e n t e s  n ã o  u s ou a 

C i c l o s p o r i na A c o mo i muno s su p re s s o r . 

O s  e nx e r t o s  e nt r e  i nd i v í duo s re l ac i o nad o s  c om 1 hap l ó t i po 

H LA d e  d i f e re nç a , t i ve ram s o b re v i da de 7 8% e 6 5 %  no l Q  e 3 Q  ano 

r e s pe c t i vame nt e . Quando s e p a ramo s os que u s a.vam e não u s avam 

C i c l o s po r i na , o b s e rvamo s q u e  o s  p r i me i ro s  ap re s e n t aram s o b rev i da 

d e  7 6 % e 5 4 % no l Q  e 2 Q  ano , s endo que o s  s e g u nd o s  t i nham 7 9% e 

7 0 % .  E s s e  f a t o  me re c e  r e g i s t ro e sp e c i a l , p o i s  s e r i a  e s pe rado o 

c o n t r á r i o . D e v e  s e r  e s pe c u l ado o f at o  d e  d o s e s  i n su f i c i e n t e s de 

C i c l o s po r i na t e rem s i d o  u s ad a s , por mêdo d e  i nt o x i c aç ão 

m e d i c amen t o s a , d e v i do a f a l t a  d e  d o s ag e m  d o  med i c amen t e  no  s angue 

d a  ma i o r i a  dos d o e n te s . 
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O s  e nx e r t o s  c o m  r i n s  d e  d o ado re s c ad áve r apre s e n t aram 

s o b re v i da s  de 6 4 %  e 5 3 % p a r a  o 1Q e 3Q ano no s pac i e nt e s que 

u t i l i z aram a C i c l o sp o r i na . N o s  que não u t i l i z a ram e s s e  

med i c ame n t o ,  o b s e rvamo s 5 4 %  e 4 2 % n o  f i na l  d e  1 ano e 1 5  me s e s  

r e s pe c t i v amen t e . 

O s  r e s u l t ad o s  e n t re i rmão s H LA i ncompat í v e i s  ( 2  hapl ó t i p o s  

d i f e r e n t e s ) demo s t r a r am s o b r ev i da s  do enxe r t o  d e  8 3% no 1 Q  e 3 Q  

ano . T e o r i c amen t e , e s s e s  r e s u l t ad o s  deve r i am s e r  s eme l hant e s  aos 

com d o ad o r  c adáve r , • e sp e c u l and o - s e  que a i nduç ão d a  

imuno s su p r e s s ão t e nha s i d o  ma i s  e fe t iva ne s t e  g rupo d e  pac i e nt e·s 

e s p e c i a l me n t e  po r s e r  t r an s p l an t e  c o m  d o ad o r  v i v .  

c o mpat i b i l i dade H LA . 

O " e f e i t o do c e n t ro " p a re c e  t e r  ex i s t i d o  e n t re a s  e q u i p e s  

gaúchas . U m a  d e l as apr e s e nt a  re sul t ad o s  d e  7 7 % n o  l Q  e 3 Q ano , 

s e nd o  que as  dema i s não u l t r apa s s aram o s  5 0% no f i na l  do 2 Q  ano . 

Ex i s t e  u ma tendênc i a  a a l c anç arem me l h o r e s  re sul t ad o s  n o s  

t ransp l an t e s  c om d o ad o r  c adáve r , apó s a i naugu raç ão d a  

c o o rdenad o r i a  de t rans p l an t e s  em Po r t o  A l e g r e , embora a i nda 

e s t at i s t i c amente não s i g n i f i c ant e . 

N ão f o i o b s e rvado o e f e i t o da " t ran s f u s ão e spec í f i c a  rl ..., 

d o ad o r " na s o b rev i da d o s  e nxe r t o s .  Os r e t ran sp l ant e s  f o ram 

núme ro d o  1 7 ,  não po s s i b i l i t and o real i z ar e s t at í s t i c a , e n t r e tanto 

o s  2 r e a l i z ad o s  c o m  d o ad o r  r e l ac i o nado H LA i dê nt i c o  t i v e r am 

s o b re v i da d e  1 0 0 %  n o  p r i me i ro ano . 

O s  t r a n s p l ant e s  e m  q u e  t i ve ram o s  p a i s c omo d o ad o r e s  

apre s e n t a r am s o b r ev i d a s  d o  e nx e r t o  d e  7 7 % e 7 0% p a r a  o 1 Q  e 3 Q 



Cap i tu l o  6 2 59 

ano . N ã o  s e  o b s e rvaram d i f e r e n ç a s , quando a mãe o u  o pa i f o ram 

o s  d o ad o re s . 

O e s t u d o d a  re l a ç ão H LA c om L e u c em i a  L i n f át i ca C r ô n i c a  

p o s s i b i l i t o u  d e mo n s t r a r  n ã o  e x i s t i r  s u c e p t i b i l i dade g enét i c a  H LA , 

o u  s e j a ,  não e x i s te m  marc ad o r e s  H LA ma i s  f re q u e nt e s  n o s  d o e n t e s  

do q u e  n o s  c ont ro l e s . E s t e  f a t o  c on t ras t a  c om a l guns do s  e s tudo s 

r e a l i z ad o s  ant e r i o rme n t e , no s qua i s , o ra encont ravam um 

d e t e rm i nado a l e l o  em d e s e qu i l í b r i o  d e  l i g aç ão c om a d oença , o ra 

d e s c r e v i am o u t r o . N o s s o s  r e s u l t ad o s  d e mo n s t ram ex i s t i r  uma 

p ro t e ç ão p a r a  o s  i nd i v í du o s  po rtado re s d o s  a l e l o s  H LA•A9 

( R R = O . 1 4 , P = O . 0 0 1 ) e H LA - C W 4  ( RR= O . 4 0 , P =  O .  0 4 ) ,  po i s  e s s e s  

ma r c ad o r e s e n c o n t ram- s e  e s t a t í s t i c am e n t e  d i m i nu í do s  n o s  pac i e nt e s  

e m  re l aç ão a o s  c o n t r o l e s . 

F o i p o s s í ve l  demo n s t ra r c a s o s  d e  ausênc i a  d o s  ant í geno s H L A ­

DQ n a  membrana dos l i n f ó c i to s  d e  a l g uns pac i e nte s com LLC . O 

e s t u d o  c om o mé t o d o  mo l e c u l a r  ( RFLP ) p r o p o rc i o nou o c o nhec i m e n t o  

de  q u e  o s  g e n e s HLA- DQ e s t ão p r e s e n t e s  no DNA , n ã o  s e nd o  

carac t e r i z ad o  u m  c as o  d e  d e l e ç ão ao n í ve l  mo l e cu l a r . A f a l t a  de  

e x p r e s s ã o  d o  H LA - DQ na membrana c e l u l a r deve rá ser a i nda m e l h o r  

e s t u d ada , p r o c u rando - s e  e v i dê nc i as d e  c omemo ra t i  vo s c l í n i c o s , não 

de t e c t ad o s no s raro s c a s o s  e s t ud a d o s .  A d e f i c i ênc i a  demo n s t rada 

ac o n t e c e u  c om c a rac t e r  h o mo z i g o t o  e m  d o i s  pac i en t e s  

h e t e r o z i g o t o  e m q u a t r o . 

O e s t u d o  d o  s i s t ema H LA na D i abe t e s  M e l l í t u s  I n s u l i na ­

D e p e n d e n t e  c o n f i rm o u  o s a c h ado s ant e r i o re s  d a  pred i spo s i ç ão 

e x i s t e n t e  n a  p o p u l ação c a u c a s ó i d e  e d o  r i s c o  d i m i n u í d o  e m  

p o p u l a ç õ e s  d e  o r i g e m  o r i e n t a l . A anál i s e  d e  u m a  popu l aç ã o  
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g e ne t i c am e n t e  me s t i ç a , f ru t o  d a  m i s t u r a  d e  b ran c o s  e í nd i o s  

ame r i c an o s ,  p o s s i b i l i t o u  demo s t r a r  q u e  a a s s o c i aç ão d o s  g e ne s  HLA 

c o m  a d o e nç a é ma i s  f o rt e  n o s  b r anc o s , ent re t ant o , quando o s 

h i spân i c o s  he rdam de t e rm i nado s  g e ne s  c au c a s ó i d e s , apre s e n tam 

r i s c o  d e  d e s e nvo l ve r  a d o e n ç a . Não ex i s t i u  d i f e renças 

i muno g e n é t i c a s entre as duas popu l aç õ e s d e  d i abét i c o s  e s tu d a s . 

O s  a l e l o s  e s t at i s t i c ame n t e  a s s o c i ad o s  à d i abe t e s  f o ram HLA­

DR3 , DQW 8 , A 3  ( DQA l ) ,  c o r re sp o n d e nt e s  ao s hap l ó t i po s : H LA-A l , B 8 , 

D R 3  1 DQW 2 1 A 4  ( DQA l ) e" D R 4 , DQW8 1 A 3  ( DQA l ) . O s  a l e l o s  que 

e s t a t i s t i c ament e apre s e n t aram- s e  em a s s o c i aç ão ne g a t i v a  f o ram 

D R 5 1 DQW 7 1 D R 2 , e A l no s h i spân i c o s  e DQW 6 , DR5 , DQW 7 , D R 2  e A l  

n o s  ang l o s . 

A f a l t a  d o  hapl ó t i po HLA-A l , B 8 , DR 3 , A 4  na popul ação d e  

c o n t r o l e s  h i s p ân i c o s ,  não a f a s t a  t o t a l me n t e  o r i � c o  da d i ab �  

p o i s  o s  g e ne s d i ab e t o g ê n i c o s  l i g ad o s  a o  h ap l ó t i p o  DR4 , D- � -

e s tão p r e s e n t e s  i g u a l m e n t e  em ambas popu l aç õ e s  c o nt ro l e s . E s t e  

ú l  t i me f o i  e v i d e nc i ad o  e sp e c i a l me n t e  p e l a  a s s o c i ação po s i t i v a  c om 

DQW8 e A 3  ( DQA l ) .  

A s  c a r ac t e r í s t i c a s  i nd í g e na s  d a  p o p u l açã� h i spân i c a  f o ram 

d e t e c t ad a s  p e l a s  f r e q u ê nc i a s  e l e v ad a s  d o s  al e l o s  H LA-A 2 4 , H LA - B 3 5  

e H LA - B 1 6 , a s s i m c omo pe l a  s i g n i f i c an t e  d i m i nu i ç ão de H LA-A 3 , 

H LA - B 8 , H LA - D R 3 e DQW 6 . E s t e s  ac h ad o s  são e n c o n t rad o s  

e s p e c i a l me n t e  e m  p o pu l a ç õ e s  i nd í g e n a s . 

A c a r ac t e r í s t i c a mo l e c u l a r  d a  a u s ê n c i a  d e  ác i d o  a s p á r t i c o  

n a  po s i ç ão 5 7  d a  mo l é c u l a  d e  DQB l n o s  pac i e nt e s c o m  d i abe t e s  

j u v e n i l  f o i n o v ame n t e  d e mo n s t rada , e n c o n t rando - s e 1 0 0 %  d o s  
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pac i e n t e s  h i s pân i c o s  e 9 6% d o s ang l o s c om a l e l o s  que não 

ap r e s e nt am e s s e  am i no ác i d o  n e s t a  p o s i ç ão . 

A r a z ã o p a r a  a d i f e r e nç a  e n t r e  a inc i dênc i a  d a  d i abe t e s 

e n t re o s  h a b i t a n t e s do E s t ad o  do C o l o rado f o i  e s c l a re c i d a  

i muno g e ne t i c ame n t e . E s t e s r e s u l tados podem , provave lment e , 

e xp l i c ar a pou c a  i nc i dênc i a  d a  d o e nç a no Mé x i c o , as s im c omo a 

c h anc e 6 0  v e z e s  ma i o r  d e  uma c r i an ç a  da F i n l ând i a  t e r  d i ab e t e s  

em c o mp a r a ç ã o  c o m  uma da C o ré i a .  
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