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RESUMO 

O Linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) representa o subtipo mais 

prevalente de linfoma maligno não-Hodgkin, sendo responsável por 30-40% de 

todos os casos de LNH. O LDGCB não tem etiologia e patogênese bem definidas, 

porém o seu desenvolvimento parece estar relacionado a respostas imunes 

ineficazes, devido a frequente associação desse linfoma com estados de 

imunossupressão. Os fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento e 

evolução da doença não são bem entendidos. Nesse contexto, o objetivo desse 

trabalho foi avaliar a influência dos genes KIR, dos ligantes HLA e do polimorfismo 

em genes de citocinas na susceptibilidade ou resistência ao desenvolvimento de 

LDGCB, bem como na evolução clínica e resposta ao tratamento. Para tanto, 

foram selecionados 112 pacientes com diagnóstico de LDGCB e 292 doadores de 

sangue e medula óssea como grupo controle. As tipificações dos genes KIR e dos 

ligantes HLA foram realizadas com a técnica de PCR-SSO e a tipificação de 

citocinas foi realizada com a técnica PCR-SSP. As análises estatísticas foram 

realizadas pelo pacote estatístico “R” versão 3.0.2 para o programa Windows e os 

valores de P<0,05 foram considerados significativos. A distribuição dos genes KIR 

nos grupos estudados mostrou uma menor frequência do gene KIR2DL2 nos 

pacientes quando comparados aos controles (45,5% vs 58,1%; P=0,036), essa 

associação mostrou-se significativa também na combinação de KIR2DL2 com C1 

(33,0%vs 45,9%; P=0,026) sugerindo um papel de proteção desse gene ao 

desenvolvimento de LDGCB. Em relação à evolução clínica da doença, os ligantes 

HLA-Bw4 e HLA-Bw4 80I foram mais frequentes nos pacientes com estádios mais 

avançados da doença (64,7% vs 40,9%; P=0,020 e 44,1% vs 25,0%; P=0,046, 

respectivamente) sugerindo que a presença desses ligantes pode ser fator de 

prognóstico ruim ao LDGCB. Em relação à resposta terapêutica, o gene KIR2DL3 

apresentou uma tendência positiva ao tratamento do LDGCB, pois esse gene foi 

mais frequente nos indivíduos com resposta completa que nos indivíduos não 

respondedores (90,3% vs 76,0%; P=0,09). A respeito dos genes reguladores de  
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citocinas, o genótipo IFN-gama-874/A:A foi associado positivamente ao LDGCB, 

sendo encontrado mais frequente nos pacientes que nos controles (50,9% vs 

27,9%; P=0,001). Contrariamente os genótipos: IFN-gama-874/T:A, IL10-819/C:C 

e IL10-592/C:C foram menos frequentes nos pacientes que nos controles 

(P=0,001; P=0,025; P=0,025). Ademais, o genótipo IL10-1082/G:G foi relacionado 

a maior sobrevida livre de progressão. Os resultados encontrados sugerem que os 

genes KIR, os ligantes HLA e os genes de citocinas parecem ter envolvimento na 

proteção, susceptibilidade, evolução clínica e resposta ao tratamento do LDGCB.  
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ABSTRACT  

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most prevalent subtype of malignant 

non-Hodgkin lymphoma and affects approximately 30-40 % of all cases. The 

DLBCL has no clearly defined etiology and pathogenesis, but its development 

seems to be related to ineffective immune responses due to frequent association of 

lymphoma with immunosuppression. Genetic factors involved in the development 

and progression of the disease are not well understood. The aim of this study was 

to evaluate the influence of KIR genes, HLA ligands and cytokine polymorphisms in 

the susceptibility or resistance to the development of DLBCL, as well as influence 

in the clinical course and response to treatment. To this end, we selected 112 

patients with DLBCL and 292 bone marrow donors as control group. The typing of 

KIR genes and HLA ligands were performed by PCR-SSO and typing of cytokine 

genes was performed by PCR-SSP technique. Statistical analyzes were performed 

by the statistical package " R " version 3.0.2  for Windows program. P values < 

0.05 were considered significant. The distribution of KIR genes in both groups 

showed a lower frequency of the KIR2DL2 gene in patients compared to controls 

(45.5% vs 58.1% P=0.036), this association was significant also in combination 

KIR2DL2 with C1 (33.0% vs 45.9%, P=0.026) suggesting a protective role of this 

gene to the development of DLBCL. Regarding the clinical course of the disease, 

HLA-Bw4 and HLA-Bw4 80I ligands were more frequent in patients with more 

advanced stages of the disease (64.7% vs 40.9%, P=0.020 and 44.1% vs 25 0%, 

P=0.046, respectively) suggesting that the presence of these ligands may be poor 

prognostic factor to DLBCL. In regard to treatment response, the KIR2DL3 gene 

was positively associated with the treatment of DLBCL, because this gene was 

more frequent in individuals with complete response than in nonresponders 

individuals ((90,3% vs 76,0%; P=0,09). Regarding the cytokine genes, 

IFNG+874/A genotype:A/A was positively associated with DLBCL, it was more 

frequently in patients than in controls (50.9% vs 27.9%, P=0.001). On other hand 

genotypes: IFNG+874 /T:A, IL10-819/C:C and IL10 -592 /C:C were less frequent in  
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patients than in controls (P=0.001, P=0.025, P=0.025 respectively). Moreover, the 

genotype IL-1082/G:G was related to increased progression-free survival. The  

results suggest that the KIR genes, HLA ligands and cytokine genes seem to be 

involved in the protection, susceptibility, clinical course and response to treatment 

of DLBCL.  
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1.1 LINFOMA DIFUSO DE GRANDES CÉLULAS B 

 

1.1.1 Aspectos gerais e clínicos 

Os Linfomas são transformações neoplásicas das células linfóides 

normais que residem predominantemente em tecidos linfóides. Morfologicamente 

podem ser divididos em dois tipos: linfomas de Hodgkin (LH) e não-Hodgkin 

(LNH).(1-3) 

O linfoma não-Hodgkin (LNH) é a sétima neoplasia mais incidente nos 

Estados Unidos, sendo responsável por 4,2% de todas as malignidades.(4-6) No 

Brasil, os dados epidemiológicos não são totalmente conhecidos, porém, 

estatísticas do Instituto Nacional do Câncer (INCA) indicam alta incidência desses 

linfomas no país, e relatam que o número de casos de LNH duplicou nos últimos 

25 anos, principalmente em indivíduos com mais de 60 anos.(7) 

O LNH compreende diferentes subtipos que podem ser divididos em 

alto grau de malignidade (agressivos), ou baixo grau de malignidade (indolentes), 

e podem ser de derivação T ou B. Os linfomas indolentes apresentam curso 

clínico lento e progressivo por vários anos. Contrariamente, os linfomas agressivos 

crescem rapidamente e, se não tratados podem levar a óbito em poucos meses. 

Dentre os LNH agressivos, destaca-se o linfoma difuso de grandes células B 

(LDGCB). (1-3,8)  

O LDGCB representa o tipo mais comum de linfoma maligno não-

Hodgkin, sendo responsável por aproximadamente 60-70% dos LNH classificados 

como agressivos e 30-40% de todos os casos de LNH.(9-11)  

Morfologicamente apresentam-se como um grupo heterogêneo de 

malignidades composta por células grandes com núcleo duas vezes o tamanho de 

um linfócito pequeno e usualmente igual ao núcleo de um macrófago tecidual. 
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Adicionalmente, as células alteradas nesse linfoma, frequentemente apresentam 

nucléolo proeminente, citoplasma basofílico e alta taxa de proliferação celular.(2)  

Os LDGCB primariamente têm origem nos linfonodos e baço, mas 

também podem se desenvolver em outros sítios, sendo então denominados 

extranodais. Os principais sítios acometidos no LDGCB são: o trato 

gastrointestinal, pele, ossos, mama, cérebro, baço, glândulas salivares, tireoide, 

fígado, rins, ovários e testículos.(10-11) Além disso, o LDGCB também pode se 

desenvolver como resultado da progressão ou transformação de neoplasias 

menos agressivas tais como leucemia linfocítica crônica, linfoma de zona marginal 

entre outras. 

Indivíduos em idade adulta avançada representam a faixa etária mais 

acometida pelo LDGCB, porém crianças e adultos jovens também podem 

desenvolver a doença. O LDGCB parece acometer ligeiramente mais homens(4,7) 

e a maioria dos pacientes encontra-se em estádio avançado da doença ao 

diagnóstico. 

O estadiamento do LDGCB, bem como de outros linfomas, é baseado 

na classificação Ann Arbor, desenvolvida em 1971.(12) Nesse sistema os 

pacientes são classificados em quatro estádios ( I a IV ) de acordo com o número 

de sítios acometidos e de suas localizações. O estádio I representa o estádio 

inicial e o estádio IV representa o estádio mais avançado.  

Alguns pacientes podem apresentar sintomas específicos ao 

diagnóstico, relacionados aos linfomas, tais como: sudorese noturna, febre e 

perda de peso inexplicável (mais de 10% do peso habitual nos seis meses 

anteriores ao diagnóstico). Esses sintomas são denominados “sintomas B” e aos 

pacientes que os apresentam são acrescidos a letra “B” após os estádios de I a 

IV.(13) 

 Dentre os fatores de risco associados ao aumento da mortalidade 

pelo LDGCB, estão incluídos: idade maior que 60 anos, performance status na 
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escala ECOG >2 (do inglês: Eastern Cooperative Oncology Group >2), nível da 

enzima Lactato desidrogenase (LDH) elevado, presença de mais de um sítio 

extranodal e estádios Ann Arbor avançados (III e IV). Esses cinco parâmetros de 

mau prognóstico constituem o índice Internacional prognóstico (IPI) e são 

aplicados no LDGCB bem como nos demais LNH agressivos.(14)  

 

 

1.1.2 Etiologia e fatores de predisposição 

A maioria dos casos de LDGCB não tem uma etiologia definida, porém 

fatores de predisposição incluem agentes desencadeadores de aberrações 

moleculares, tais como pesticidas, fertilizantes e fármacos, bem como alguns 

agentes infecciosos, tais como o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV), o vírus 

Epstein-Barr (EBV) e o herpes vírus (HHV8).(15-18) Esses vírus foram associados 

a um grande espectro de doenças linfoproliferativas e sugerem que o 

desenvolvimento de linfomas pode estar relacionado a infecções, bem como na 

resposta imune envolvida no controle de algumas infecções.(19) 

Outro dado interessante é que o LDGCB é frequentemente relatado em 

indivíduos portadores de doenças autoimunes, portadores de doenças de 

deficiência imunológica adquiridas ou pacientes em estados imunossuprimidos 

(Por .ex. após transplante de órgãos).(2,19) 

Uma metaanálise avaliou a incidência de Linfomas Hodgkin e Não 

Hodgkin em pacientes infectados com o vírus HIV (N=444.172) e pacientes que 

receberam transplantes de órgãos (N=31.977) e encontrou altas incidências de 

ambos os linfomas nos grupos de pacientes.(20) Sendo que a maioria dos 

linfomas relacionados à imunodeficiência são de histologia do LDGCB.(2,19) 

De forma geral, o desenvolvimento dos linfomas parecem estar 

relacionados à resposta imune, de forma que, na ausência de uma resposta imune 
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adequada, bem como na ausência de controle efetivo de infecções, as células B 

podem persistir, expandir e adquirir lesões adicionais(21) e, como consequência, 

levar ao desenvolvimento de malignidade.  

Nesse contexto, as células do sistema imune envolvidas nesses 

processos talvez possam influenciar na susceptibilidade ou proteção ao 

desenvolvimento desses linfomas.  

 

 

1.1.3 Tratamento do LDGCB 

 O principal objetivo do tratamento é obter total remissão do tumor, 

bem como aumentar a sobrevida dos pacientes. As estratégias de tratamento 

variam de acordo com a idade e o índice prognóstico do paciente.  

A quimioterapia padrão para os pacientes com LDGCB envolve os 

fármacos ciclofosfamida, doxorrubucina, vincristina, e prednisona (CHOP) em 

diferentes combinações e dosagens.(2, 22) 

Nos últimos anos a quimioterapia padrão tem sido associada ao 

anticorpo monoclonal anti-CD20 rituximabe com bons resultados.(23) Essa 

combinação é conhecida como R-CHOP e cerca de 60% dos pacientes com 

LDGCB que recebem esse tratamento alcançam a cura, os outros 40% adquirem 

doença refratária ou evoluem para óbito.(23-30) 

 O rituximabe age nos linfomas pela interação com o antígeno CD20 

que é expresso em células B e pré-B normais, bem como em células B malignas. 

O mecanismo de ação do Rituximabe não está totalmente esclarecido, porém um 

dos modelos propostos envolve a citotoxicidade dependente de anticorpos (do 

inglês: antibody-dependent cellular cytotoxicity, sigla: ADCC) desencadeada pelas 

células exterminadoras naturais (do inglês: natural killer, sigla: NK).(31) Nesse 

modelo, o anticorpo anti-CD20 se liga pela porção Fab ao antígeno expresso nas 
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células B e a porção Fc do anticorpo se liga ao receptor Fcγ IIIa (FcgRIIIa, CD16) 

na superfície de células NK resultando em depleção da células alvo.(31) 

 Considerando o papel crucial das células NK na resposta imune 

inata contra diversos vírus e células cancerosas, bem como sua capacidade de 

desencadear citotoxicidade dependente de anticorpos na interação com o 

Rituximabe, essas células, assim como, os receptores presentes na superfície que 

regulam a sua função, talvez possam influenciar na susceptibilidade ou proteção 

ao desenvolvimento de linfomas, na evolução clínica e variabilidade da resposta 

ao tratamento, sendo potenciais alvos de estudo. 

 

 

1.2 CÉLULA NATURAL KILLER 

 

As células natural killer (NK) são uma linhagem de células relacionadas 

com linfócitos especialmente importantes na resposta imune contra vírus e 

tumores, pois são capazes de eliminar as células-alvo via citólise direta e 

citotoxicidade celular dependente de anticorpos e podem ser rapidamente 

recrutadas para tecidos ou órgãos por fatores quimiotáticos produzidos por 

alterações celulares. As células NK também são responsáveis por secretar 

interferon-gama (IFN-γ) que ativa macrófagos e células dendríticas (CDs) e 

direciona a resposta imune adaptativa mediada por linfócitos T-Helper 1 (LyTh1). 

(32)  

As células neoplásicas desenvolvem vários mecanismos para evadir ao 

sistema imune. Um destes mecanismos é diminuir a expressão de moléculas HLA 

de classe I na célula transformada. De fato, nos linfomas vem sendo relatadas 

perdas completas ou parciais de moléculas HLA, bem como anormalidades em 
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transportadores associados ao processamento de antígenos, β2-microglobulina 

perda de heterozigosidade.(33,34)  

As moléculas HLA de classe I apresentam fragmentos antigênicos aos 

linfócitos TCD8+, os quais necessitam dessa interação para reconhecer, tornar-se 

ativados e lisar a célula infectada ou alterada.(32) Sendo assim, a diminuição na 

expressão de HLA classe I em células transformadas, por um lado, leva a uma 

resistência à citólise por linfócitos TCD8+, mas por outro lado, pode levar a uma 

susceptibilidade à destruição espontânea por células NK, um conceito conhecido 

como hipótese do “missing-self”.(35-37) Nessa hipótese as células NK são 

capazes de reconhecer diminuição na expressão de moléculas HLA de classe I 

(sinal de anormalidade), desencadeando citotoxicidade contra as células que 

estiverem alteradas. Nesse contexto, as células NK passam a ser componentes 

especialmente importantes a resposta imune contra os linfomas.(32-37) 

Além deste mecanismo, as células NK podem tornar-se ativadas 

mediante interação com receptores ativadores presentes na sua superfície. A 

figura 1 representa o balanço entre sinais ativadores e inibidores no controle da 

ativação da célula NK. 
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Figura 1 Balanço de sinais ativadores e inibidores no controle da ativação 
das NK. (A) Os sinais inibidores preponderam sobre os ativadores, a célula não é 
ativada (tolerância). (B) A ausência de sinais inibidores permite que sinais 
ativadores levem a ativação da célula NK. (C) Similarmente, se o conjunto de 
sinais ativadores se sobrepor ao grupo de sinais inibidores, a célula NK será 
ativada. FONTE: Vivier et al, 2011 (37). 

 

 

1.2.1 Receptores das células NK  

Como descrito anteriormente a atividade das células NK é regulada 

pelo balanço entre diferentes receptores presentes em sua superfície, dos quais 

se destacam os receptores conhecidos como KIR (do inglês: killer cell 

immunoglobulin-like receptors: receptores semelhantes à imunoglobulina das 

células natural killer). (32,35-39) 

Os receptores KIR podem ser de inibição ou de ativação das células NK 

e a função efetora desses receptores é controlada por diferenças nas caudas 

citoplasmática e na porção transmembrana desses receptores. Os receptores KIR 

que possuem cauda citoplasmática longa têm função de inibição das células NK 

pela presença nos domínios citoplasmáticos de um ou dois motivos de inibição 
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baseados em tirosina (ITIM: do inglês: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory 

Motifs), os quais liberam sinais inibidores. Contrariamente, os receptores KIR com 

cauda citoplasmática curta possuem um resíduo de aminoácido no domínio 

transmembrana que permite associação do receptor KIR com a molécula DAP-12, 

a qual libera sinais ativadores através de motivos de ativação baseados em 

tirosina (ITAM: do inglês: Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motifs). Uma 

exceção é o receptor KIR2DL4, pois o mesmo tem uma cauda longa com a 

presença de um ITIM e possui um resíduo de aminoácido na região 

transmembrana que pode permitir ativação. As características estruturais dos 

receptores KIR são apresentadas na figura 2.(39,40) 

 A expressão dos receptores KIR não é idêntica em todas as células 

de um mesmo organismo. As células NK podem apresentar conjuntos diferentes 

de receptores selecionados ao acaso que podem estar relacionadas a maior ou 

menor resposta contra célula alvo.(41) 
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Figura 2. Estrutura dos receptores KIR. Características estruturais das 
proteínas KIR com dois (KIR2D) ou três (KIR3D) domínios extracelulares 
semelhantes à Ig. A associação dos receptores KIR ativadores com as proteínas 
adaptadoras é mostrada em verde, enquanto os motivos de inibição baseados em 
tirosina (ITIM) dos receptores inibidores são mostrados em vermelho. A letra D 
indica os domínios extracelulares semelhantes à Ig. Os receptores do tipo 1 
apresentam os domínios extracelulares D1 e D2 e os receptores do tipo 2 
apresentam os domínios extracelulares D0 e D2. Adaptado de: FONTE: Disponível 
em: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ índex.html Acesso em: outubro de 2013. 
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1.2.2 Diversidade genética e organização dos genes KIR 

Os genes que codificam os receptores KIR em humanos ocupam um 

espaço de aproximadamente 150Kb dentro do Complexo de Receptores 

Leucocitários (LRC: do inglês: Leukocyte Receptor Complex) no cromossomo 

19q13.4 (figura 3). Atualmente são bem caracterizados 14 genes KIR (2DL1, 

2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 e 

3DS1) e 2 pseudogenes (2DP1 e 3DP1) que variam em tamanho (4 a 16kb) e em 

número de exons (4 a 9). (40) 

Estruturalmente os receptores KIR podem ser formados por até três 

domínios semelhantes a imunoglobulinas denominados D0, D1 e D2, codificados 

pelos exons três, quatro e cinco respectivamente. Possuem uma região de 

inserção da molécula na membrana plasmática codificada pelo exon seis, e uma 

região transmembrana codificada pelo exon sete. Os exons oito e nove codificam 

os domínios citoplasmáticos.(40,42) A nomenclatura dos genes KIR é baseada 

nos domínios extracelulares e podem ser divididos em dois tipos: tipo 1 e tipo 2. 

Os genes KIR do tipo 1 têm uma organização genômica idêntica àquela que 

codifica moléculas KIR com três domínios semelhantes às imunoglobulinas. No 

entanto, nesses genes, o exon três é um pseudoexon, que não codifica o domínio 

D0, sendo codificados apenas os domínios D1 e D2. Exemplos desta classe são 

os genes KIR2DL1 (OMIM:604936) , KIR2DL2 (OMIM:604937), KIR2DL3 

(OMIM:604938) e todos os genes KIR2DS. Os genes KIR do tipo dois têm 

completa ausência do exon quatro; como consequência, os receptores desta 

classe não possuem o domínio D1, apresentando somente os domínios D0 e D2.  

Os genes que pertencem a esta classe são os genes KIR2DL4(OMIM:604945) e 

KIR2DL5 (OMIM: 605305). KIR2DP1 é um pseudogene juntamente com KIR3DP1 

(OMIM: 610604). A organização dos genes KIR está apresentada na figura 4.(40) 
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Figura 3. Localização cromossômica dos genes KIR. Localização 
cromossômica do LRC (complexo de receptores leucocitários, do inglês: leucocyte 
receptors complex) destacando os genes KIR que se situam no cromossomo 19 
(19q13.4). Dentro do LRC encontram-se várias famílias de genes, dentre elas 
estão os LILRs (leukocyte Ig-like receptors); os ILTs (Ig-like transcripts); os KIRs 
(killer cell immunoglobulin-like receptors); os GPVI: (platelet collagen receptor 
glycoprotein VI); os receptores IgAFc, FCAR e NKp46; além dos LAIRs (leukocyte-
associated Ig-like receptors) e genes das proteínas adaptadoras 
transmembrânicas. Um haplótipo muito conhecido é o haplótipo A que possui 9 
genes e está representado na figura. FONTE: disponível em: 
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html  acesso em outubro 2013. 
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Figura 4. Organização exon-intron dos genes KIR. Exon 1 e 2 (em amarelo) 
codificam a sequência sinal ou líder; exon 3 (em roxo) codifica o domínio 
extracelular D0, exon 4 (em verde-claro) codifica o domínio D1, exon 5 (em azul-
claro) codifica o domínio D2; exon 6 (em rosa) codifica a sequência de união; exon 
7 (em azul-turquesa) codifica a região transmembranar; e exons 8 e 9 (em azul-
escuro) que codificam a cauda citoplasmática. Os genes KIR do tipo 1 (KIR2DL1, 
2DL2/3 e todos os 2DS), tem uma organização genômica semelhante, porém, o 
exon 3 nesses genes é um pseudoexon (lilás). O exon 3 também é um 
pseudoexon no KIR2DP1, que também contem um pseudoexon 4 (verde mais 
claro). Os genes KIR do tipo 2 que incluem 2DL4 e 2DL5 são caracterizados pela 
completa ausência do exon 4. (Adaptado de Carrington e Norman, 2003)(39) 
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Estudos populacionais realizados nos últimos anos revelaram uma 

ampla diversidade nos locus dos genes KIR e relacionaram esse polimorfismo à 

susceptibilidade a diversas doenças e neoplasias. Alguns genes KIR estão 

presentes na maioria dos indivíduos enquanto outros genes exibem flexibilidade 

de presença e ausência em diferentes populações. O polimorfismo de ausência e 

presença, pouco comum para maioria dos genes humanos permite que o 

repertório dos genes KIR varie de um indivíduo para outro, fazendo com que 

existam inúmeros haplótipos KIR, os quais diferem tanto em número quanto em 

conteúdo gênico. (40,43)  

Os haplótipos KIR são flanqueados na sua porção terminal 

centromérica pelo gene KIR3DL3, na região telomérica pelo KIR3DL2 e no centro 

encontram-se os genes KIR3DP1 e KIR2DL4. Esses genes estão presentes 

virtualmente em todos os indivíduos e são conhecidos como “genes de moldura do 

haplótipo” (do inglês: framework). 

Dois diferentes haplótipos dos genes KIR são bem conhecidos e são 

denominados A e B. (44) O haplótipo A é muito frequente em diversas populações, 

possui sete genes (KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2 e 3DL3), dois 

pseudogenes (KIR2DP1 e 3DP1) e apresenta uma característica importante: a 

presença de apenas um gene ativador (KIR2DS4). Esse gene, frequentemente, 

exibe uma deleção de 22 pares de bases no exon 5, na porção que determina a 

inserção da molécula na membrana celular, que, consequentemente, faz com que 

o receptor não consiga ser ancorado na superfície da célula e seja secretado na 

forma solúvel. Sendo assim, indivíduos homozigotos para o haplótipo A e para a 

deleção no gene KIR2DS4 não possuem nenhum gene KIR ativador clássico.(45-

46) Em populações caucasianas essa deleção tem sido encontrada entre 70 a 

82%.O Haplótipo B apresenta número variado de genes e de combinações, 

podendo ter até seis genes ativadores.(45,47) 
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1.2.3 Ligantes de KIR - Moléculas HLA 

 Os ligantes dos receptores KIR são as moléculas HLA (antígenos 

leucocitários humanos do inglês: Human Leucocyte Antigen) de classe I. As 

moléculas HLA possuem participação efetiva na resposta imune pois promovem à 

interação entre os epítopos de um dado patógeno e o repertório de células T do 

hospedeiro. Desta forma, um indivíduo pode responder de forma diferente ao 

mesmo antígeno de acordo com a variante HLA que ele possui. (48) 

As moléculas HLA de classe I (HLA-A, -B e –C), possuem distribuição 

variada e são encontradas em todas as células nucleadas e plaquetas, exceto em 

células neurais, espermatozoides e células trofoblásticas. São formadas por duas 

cadeias polipeptídicas ligadas de forma não-covalente; uma cadeia α composta 

por três domínios (1, 2 e 3) codificada por genes do locus do MHC (complexo 

principal de Histocompatibilidade, do inglês: Major Histocompatibility Complex)  e 

outra cadeia que não é codificada por genes do MHC chamada de 2-

microglobulina.(48) A estrutura de uma molécula do MHC de classe I está 

apresentada na figura 5.  
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Figura 5. Estrutura de uma molécula HLA de classe I. O diagrama da esquerda 
ilustra as diversas regiões da molécula. Domínios α1, α2 e α3 da cadeia α, 
codificados por diferentes exons. Cadeia polipeptídica 2-microglobulina não 
codificada pelo MHC, ligada não-covalentemente à cadeia α. O diagrama a direita 
mostra a estrutura da porção extracelular da molécula HLA-B27 ligada a um 
peptídeo, exibido pela cristalografia de raios X. FONTE: disponível em: 
www.studentconsult.com acesso em março de 2011. 

 

As moléculas HLA de classe I HLA-A3 e A11 são ligantes para o 

receptor KIR3DL2.(49) As moléculas de classe I HLA-B podem ser divididas em 

Bw4 e Bw6 de acordo com a expressão de um ou dois epítopos sorológicos 

mutuamente exclusivos, que são especificados por cinco variações de 

aminoácidos nas posições 77, 80, 81, 82 e 83. Bw6 é encontrado exclusivamente 

em moléculas HLA-B, enquanto o equivalente sorológico Bw4 está presente 
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também em moléculas HLA-A (A23, A24, A25, A24:03, A32).(50) As moléculas 

HLA Bw4 são ligantes para o receptor KIR3DL1.(51,52) Alguns estudos sugerem 

que há diferença de afinidade entre o KIR3DL1 e as moléculas HLA Bw4. As 

moléculas HLA-B com Isoleucina na posição 80 (HLA-B Bw480I) se ligam ao 

receptor KIR3DL1 com mais afinidade que moléculas HLA-B com Treonina na 

posição 80 (HLA-B Bw4 80T).(53,54)  

As moléculas HLA-C  possuem dois polimorfismos nas posições 77 e 

80 da sequencia de aminoácidos da alfa hélice, que permite dividi-las em dois 

grupos: grupo 1 (HLA-C1) possui o aminoácido serina na posição 77 e asparagina 

na posição 80 (Ser77/Asn80) e o grupo 2 (HLA-C2) que possui uma asparagina na 

posição 77 e uma lisina na posição 80 (Asn77/Lys80).(55-58) KIR2DL1 se liga 

especificamente as moléculas HLA-C2 enquanto KIR2DL2/2DL3 se ligam 

preferencialmente as moléculas HLA-C1. O grupo C2 inclui: C*03:07; C*03:15; 

Cw4; Cw5; Cw6; C*07:07, C*07:09; C*12:05; C*12:04:1/2; C*15 (exceto 

C*15:07);C*16:02; C*17 e C*18, e o grupo C1 inclui: C*03 (exceto C*03:07, 03:10, 

03:15); C*07 (exceto C*07:07, 07:09); C*08; C*12 (exceto C*12:05, 12:04:1/2); 

C*13; C*14 (exceto C*14:04); C*15:07 e C*16 (exceto C*16:02). 

Além disso, o receptor KIR2DL4 se liga especificamente a molécula 

HLA-G, uma molécula HLA não clássica que é primariamente expressa no 

trofoblasto fetal, células endoteliais tímicas e na córnea.(59) Os receptores 

ativadores KIR2DS1, KIR2DS2 e KIR3DS1 possuem grande similaridade em seus 

domínios extracelulares com os receptores inibidores KIR2DL1, KIR2DL2/3 e 

KIR3DL1, respectivamente e, portanto parecem se ligar aos mesmos ligantes HLA 

dos seus correspondentes inibidores.  KIR2DS4 se liga especificamente a alelos 

HLA-C*04.(60) Ligantes para os receptores KIR2DL5, KIR2DS5, KIR2DS3 e 

KIR3DL3 ainda não foram identificados.  

Os genes que codificam as moléculas HLA estão localizados no braço 

curto do cromossomo 6 (6p21.31) dentro da região MHC (do inglês: Major 

Histocompatibility Complex) e constituem os genes mais polimórficos do genoma 
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humano. Os genes HLA são herdados seguindo as leis de Mendel e são 

expressos de forma co-dominante em cada indivíduo.(48) Diversos pesquisadores 

avaliam os genes KIR com os genes e alelos HLA nas análises em estudos de 

associações com doença. A tabela 1 apresenta um resumo simplificado dos 

receptores KIR e seus respectivos ligantes. 

Tabela 1 Receptores KIR e seus ligantes.  

Ligantes Receptores KIR 

HLA-C do grupo 2 2DL1, 2DS1 

HLA-C do grupo 1 2DL2, 2DL3 e 2DS2 

HLA- Bw4 3DL1 e 3DS1 

HLA A3 e A11 3DL2 

HLA-G 2DL4 

HLA-C*04 2DS4 

 

 

1.2.4 Genes KIR e o câncer 

Estudos realizados nos últimos anos revelaram extensa diversidade nos 

loci dos genes KIR e a relacionaram à susceptibilidade a diversas neoplasias. Em 

um estudo realizado por Zhang et al. (61), o gene KIR2DS4 foi associado a 

susceptibilidade a leucemia mielóide crônica. Em um estudo realizado por 

Naumova et al. (62), os genes KIR2DL2/2DL3 e o ligante HLA-C1 foram 

associados a susceptibilidade ao desenvolvimento de melanoma. Em outro 

estudo, o gene KIR3DS1 foi associado a proteção contra o desenvolvimento de 

carcinoma hepatocelular em pacientes infectados pelo VHC.(63) Contrariamente, 

a presença de KIR3DS1 foi associada a um aumento no risco de desenvolvimento 

de câncer cervical.(64)  
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Em relação aos linfomas, poucos dados são encontrados relacionando 

os genes KIR com os linfomas. Em um estudo com pacientes com linfoma de 

Hodgkin foi encontrado efeito protetor do gene KIR3DS1/KIR2DS1.(65) 

Khalaf et al. (66) avaliaram pacientes com linfoma folicular e não 

encontraram associação significativa dos genes KIR com esse tipo de linfoma.  

Em outro estudo, o genótipo KIR2DL2/KIR2DS2 foi relacionado foi 

relacionado ao aumento no risco de morte em pacientes com linfoma não Hodgkin 

desenvolvido pós-transplante (n=136).(67) 

Esses dados sugerem que os genes KIR podem estar envolvidos na 

patogênese de tumores e, portanto, parece indicar a influência desses genes no 

desenvolvimento e ou progressão do linfoma difuso de grandes células B. 

Além dos genes KIR, outros marcadores genéticos podem influenciar 

na evolução clínica de diversas doenças. Um desses marcadores pode estar 

relacionado com a produção de citocinas. 

 

 

1.3 CITOCINAS 

 

A imunidade adaptativa humana apresenta dois tipos de resposta: a 

resposta imune humoral que estimula linfócitos B a produzirem anticorpos para 

proteção contra os patógenos extracelulares e a resposta imune mediada por 

células na qual os linfócitos T CD8+ com ação citotóxica, as células NK e os 

macrófagos ativados têm como alvo os patógenos intracelulares. As células T 

helper CD4+ são cruciais para a regulação de ambos os tipos de respostas e 

podem ser classificadas em duas subpopulações: T helper tipo 1(Ly-Th1) e T 

helper tipo 2 (Ly-Th2).(68)  
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 As células Th1 direcionam a imunidade celular na defesa, 

principalmente contra vírus e células cancerosas, pela produção de citocinas IL-2 

e interferon-gama que induzem reações inflamatórias e ativam a função de 

fagocitose dos macrófagos. Os linfócitos T helper 2 (Th2) são importantes na 

resposta imune humoral, pois produzem citocinas IL-4, IL -5, IL -6, IL-9, IL -10 e IL 

-13 que favorecem ativação de células B e produção de imunoglobulinas e inibição 

da resposta Th1. (68-70) 

 Estudos demonstraram que os polimorfismos em regiões 

reguladoras e transcritas nos genes de citocinas podem alterar a expressão 

gênica, modular o balanço entre as respostas Th1/Th2 e influenciar a 

susceptibilidade para as doenças autoimunes, as doenças infecciosas e o 

câncer.(71-74) 

 As citocinas são glicoproteínas ou proteínas de baixo peso molecular 

produzidas e secretadas por várias células do organismo humano em resposta a 

um número variado de estímulos. Elas têm um papel crucial na regulação da 

imunidade, pois podem modular o desenvolvimento linfoide e a função imune.(71, 

75-76) 

 Como descrito anteriormente, as células tumorais podem induzir 

respostas imunológicas fracas na tentativa de escapar do sistema imune. Nesse 

contexto, as citocinas também parecem ter papel importante, pois tem sido 

descrito que o tratamento com citocinas de indivíduos portadores de tumor 

estimulam a proliferação e diferenciação de linfócitos T e células NK aumentando 

a imunidade contra tumores.(77) 

 As citocinas agem mediante ligação a receptores específicos 

presentes na superfície de células alvo. A atuação dessas proteínas pode ser 

parácrina, na qual a célula alvo está próxima a célula que produz a citocina, ou 

pode ser autócrina, na qual o receptor está localizado na própria célula secretora 
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da citocina. Ocasionalmente, também agem como mediadores endócrinos, 

alcançando células alvo distantes via corrente sanguínea.(75,76) 

 De acordo com sua estrutura, as citocinas são agrupadas em 

famílias (interferons, hematopoietinas e TNF) e de acordo com sua função e 

genética podem ser divididas em subfamílias.(77) 

 Os genes que codificam as citocinas podem apresentar variações 

nucleotídicas em sítios específicos, denominadas polimorfismo de único 

nucleotídeo (do Inglês: single nucleotide polymorphisms - sigla SNPs). Esses 

polimorfismos localizados dentro de regiões reguladoras de genes de citocinas 

podem influenciar a produção de citocinas. De modo que um indivíduo pode ter 

diferentes fenótipos de produção de citocinas variando de baixa produção a alta 

produção de citocinas.(78) 

 A seguir serão descritas algumas citocinas e genes de citocinas que 

sugerem o envolvimento na patogênese dos linfomas. 

 

1.3.1 Interleucina-10 (IL-10) e o gene IL10 

 A IL-10 é membro da família de citocinas tipo II e é expressa 

principalmente por macrófagos, linfócitos T e B, células NK e monócitos. 

Apresenta importante ação regulatória, e sua principal função biológica parece 

envolver a supressão da síntese de citocinas nas células Th1. (79-82)  

 O gene IL10 (3586) está localizado no cromossomo 1q31-32, contém 

cinco exons e ocupa aproximadamente 5,1 kb. A produção celular de IL-10 parece 

ser influenciada por três SNPs localizados na região promotora do gene IL10: -

1082G>A (rs1800896), -819C>T (rs1800871) e -592C>A (rs1800872), 

possivelmente por resultarem em alteração de sítios específicos de 

reconhecimento de fatores transcricionais. (83-84) A presença da base 
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nitrogenada A na posição -1082, por exemplo, foi correlacionada a produção 

diminuída da IL-10 in vitro.  (84) 

Em relação aos linfomas, estudos sugerem que a imunossupressão e 

inibição de respostas Th1 estão relacionadas ao risco de desenvolver linfomas. 

(74, 85)  

Lan et al. (74) em um estudo com 518 pacientes com LNH, avaliaram 

quatro SNPs no gene IL10 (-3575T>A, -1082A>G, -819C>T e -592C>A) e 

encontraram os haplótipos AGCC (OR=1,54; 95%IC=1,21-1,96, P<0,001) e TATA 

(OR=1,37; 95%IC=1,05-1,79; P=0,02) associados a maior risco de desenvolver 

linfomas de células B. 

 

Figura 6. Localização do gene IL10. FONTE: disponível em: 

http://ghr.nlm.nih.gov/ acesso em março de 2013. 

 

 

1.3.2. Fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e o gene TNF 

 O TNF-α é membro da superfamília de citocinas e é uma citocina pró 

inflamatória com papel central em respostas imunes, tem envolvimento no 

desenvolvimento linfoide e age como um indutor de secreção de IL-10 in vitro. As 

principais células produtoras de TNF são os macrófagos, células NK e linfócitos T 

e B. (77,86) 
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 O gene TNF (7124) está localizado no cromossomo 6p21.3, possui 

quatro exons e três íntrons dispostos em um segmento de 3,6kb. Um dos SNPs 

observados no gene TNF está localizado na região promotora, na posição -308 

com substituição da base guanina por adenina (-308G>A, rs1800629) e o alelo 

TNF-308A tem sido associado à alta produção de citocinas. (87) 

A produção desregulada de TNF-α foi observada em linfomas não 

Hodgkin (88-89) e o genótipo TNF -308 AG/AA foi relacionado a menor sobrevida 

global (P=0,048) e sobrevida livre de doença (P=0,07) em pacientes com LDGCB 

tratados com RCHOP em um estudo na Sérvia. (90) 

 

 

Figura 7. Localização do gene TNF. FONTE: disponível em: 

http://ghr.nlm.nih.gov/ acesso em março de 2013. 

 

 

1.3.3. Fator transformante de crescimento-β1 (TGF-β1) e o 
geneTGFB1 

 O TGF-β1 é produzido e secretado por diversas células, tais como 

plaquetas, macrófagos, fibroblastos, linfócitos T e B, em resposta a estresse, 

injuria e ação viral, além de participar da resposta imunológica durante a 

carcinogênese.(77, 91-92) 
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  O gene TGF- β1 está localizado no cromossomo 19q13.1-13.3 

com 7 exons e 6 introns. Dentre os SNPs identificados no gene TGFB1 encontra-

se o SNP rs1982073 localizado no primeiro exon, também conhecido como códon 

10, + 10T/C ou T869C que resulta em uma substituição de aminoácidos na 

sequencia peptídica do códon 10 (Leu  Pro ). Outro SNP bastante estudado é o 

rs1800471 no códon 25 que resulta na troca do aminoácido arginina por 

prolina.(93) Em um indivíduo se o códon 10 traduzir para o aminoácido leucina, e 

o códon 25 para a arginina ele será considerado alto produtor de TGF-1. Ao 

contrário, se traduzir para prolina em ambos os códons será considerado baixo 

produtor (94,95). Awad et al. (93) também estudaram a influência das variantes 

polimórficas de TGFB1 na produção de TGF-1 por leucócitos de sangue 

periférico de 34 indivíduos saudáveis e encontraram uma maior produção de TGF-

1(10.037 ± 745 pg/m) nos indivíduos com o genótipo homozigoto 

arginina/arginina no códon 25 , enquanto os indivíduos com genótipo 

prolina/arginina tiveram um valor médio de 6.729 ± 883 pg/ml. Esses SNPs 

parecem ter influência em desordens relacionadas as células B (96). No LDGCB 

um estudo com oitenta e quatro pacientes encontrou a presença do alelo 10pro 

associada a estádios mais avançados da doença III/IV (OR 4,65; 95 % IC 1,33–

16,19; P = 0,016).(90) 

 

Figura 8. Localização do gene TGFB1. FONTE: disponível em: 

http://ghr.nlm.nih.gov/ acesso em março de 2013. 
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1.3.4. Interferon-γ (IFN-γ) e o gene IFNG  

 IFN-γ ou interferon tipo II é produzido e secretado principalmente por 

células NK e células natural killer T (NKT) como parte da resposta imune inata e é 

também produzido por linfócitos T no desenvolvimento de resposta imune 

antígeno-específica. É expresso em baixas quantidades, porém, tem sua 

expressão aumentada mediante estímulos como traumas, infecções virais, câncer 

e manifestações autoimunes. O IFN- γ atua de diversas maneiras sobre as células 

B(97) e polimorfismos nos genes que codificam IFN-γ foram relacionados ao 

desenvolvimento de desordens linfoproliferativas pós-transplante. (98)  

 O gene IFNG (3458) está localizado no cromossomo 12q14. Ocupa 

uma região de 5961pb e é composto por quatro exons e três íntrons.(99) A 

presença de três introns difere  IFN-γ dos IFN-α e IFN-β (que estão no 9p e não 

tem introns). São descritos alguns polimorfismos no gene IFNG, um SNP bastante 

estudado está presente no primeiro intron na posição +874A>T (rs2430561). Os 

alelos +874T e +874A estão correlacionados a alta e baixa expressão de IFN-γ, de 

modo que os genótipos A/A, T/A e T/T são associados à baixa, intermediária e alta 

produção de IFN-γ, respectivamente.(97, 99) 

  

Figura 9. Localização do gene IFNG. FONTE: disponível em: 

http://ghr.nlm.nih.gov/ acesso em março de 2013.  
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1.3.5 interleucina-6 (IL-6) e o gene IL6 

 A Interlecina 6 (IL-6) é membro da família de citocinas tipo I,  

produzida principalmente por células da resposta imune tais como linfócitos T, 

macrófagos e células endoteliais.(100-101) Não é expressa constitutivamente, 

mas pode ser expressa em resposta a estímulos inflamatórios diversos tais como 

IL-1e TNF-α.(102) Suas atividades biológicas incluem a participação nas respostas 

imunes com proliferação de células B produtoras de anticorpos e reações de fase 

aguda.(77) 

 O gene IL6 (3569) está localizado no cromossomo 7p21. Possui 

cinco exons e quatro íntrons distribuídos em uma região de aproximadamente 

5kb.(103) Na posição -174 do gene IL6 foi descrito um SNP o IL6-174G>C 

(rs1800795) que resulta em três possíveis genótipos:G/G, G/C e C/C. Estas 

variações influenciam a taxa de transcrição e consequentemente a concentração 

plasmática de IL-6(104) No LDGCB alta concentração sérica de Il-6 tem sido 

descrita como um fator de prognóstico desfavorável.(105) 

 

 

 

Figura 10. Localização do gene IL6. FONTE: disponível em: 

http://ghr.nlm.nih.gov/ acesso em março de 2013. 
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2. Justificativa 

__________________________ 
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Vários estudos tem investigado o papel da resposta imune nos linfomas 

B, porém dados sobre o impacto da resposta imune inata no desenvolvimento do 

LDGCB e também na resposta ao tratamento ainda não estão totalmente 

esclarecidos.  

Desde que uma disfunção imune parece ser a base do entendimento da 

linfomagênese, uma alteração no balanço da regulação e expressão de citocinas 

Th1 e Th2 que são mensageiros fundamentais da imunidade adaptativa, bem 

como a qualidade da resposta imune inata baseada na citotoxicidade das células 

NK podem ter um importante papel na susceptibilidade o LDGCB e no curso 

clínico dos linfomas.  

Nesse contexto, a caracterização dos genes KIR, HLA de classe I e do 

polimorfismo de citocinas em indivíduos com linfomas não-Hodgkin difuso de 

grandes células B permite avaliar quais destes genes podem estar envolvidos na 

susceptibilidade, no curso clínico, na resposta terapêutica e também na sobrevida 

dos pacientes. Além disso, a população brasileira é muito heterogênea e conhecer 

a diversidade dos genes KIR em uma população controle pode servir de referência 

para estudos com outras doenças. 
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3.  Objetivos 
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3.1 OBJETIVOS GERAIS 

Descrever a diversidade genética KIR na população englobada no 

estudo, avaliando a possível associação entre os genótipos KIR e HLA de classe I 

e os polimorfismos nos genes de citocinas com o linfoma difuso de grandes 

células B. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Identificar os genes KIR (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, 

KIR2DL5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, 

KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR3DP1) e os ligantes HLA de classe 

I (HLA-A, B, C) em pacientes com LDGCB e em população de doadores 

voluntários de sangue e medula óssea pertencentes a região de Campinas, São 

Paulo; 

 Estimar as frequências de presença, gênica e fenotípica dos 14 

genes e 2 pseudogenes KIR em pacientes com linfoma difuso de grandes células 

B e nos controles e verificar se a ausência e a presença de 14 genes e 2 

pseudogenes interfere na susceptibilidade ao LDGCB. 

 Estimar as frequências dos ligantes HLA de KIR e dos complexos 

KIR-HLA nos pacientes e nos controles. 

 Investigar a associação dos genes KIR com o curso clínico dos 

Linfomas Difuso de grandes células B: 

 Sobrevida global; 

 Sobrevida livre de progressão. 

 Resposta terapêutica; 
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 Identificar os genes de citocinas TNF-308, IFNG+874, IL6-174, IL10-1082, -

819, -592 e TGFB1cd10,cd25 em indivíduos com LDGCB da região de Campinas, São 

Paulo, e em uma população controle. 

 Estimar as frequências genotípicas e fenotípicas em pacientes com 

linfoma difuso de grandes células B e verificar se os polimorfismos em genes de 

citocinas interferem na susceptibilidade ao LDGCB. 

 Investigar a associação dos polimorfismos em genes de citocinas 

com a evolução clínica do LDGCB: 

 Sobrevida global; 

 Sobrevida livre de progressão; 

 Resposta terapêutica; 

 Estimar as frequências de presença gênica de 14 genes e 2 

pseudogenes KIR nos pacientes e nos controles população de Campinas e 

compará-las com as frequências de outras regiões do país e do mundo. 
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4.  Material e métodos 
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4.1 CASUÍSTICA 

   

4.1.1 Elegibilidade 

 

4.1.1.a Pacientes com linfoma não-Hodgkin difuso de grandes 

células B (LDGCB) 

 No período de abril de 2009 a junho de 2013, foram atendidos no 

Centro de Hematologia e Hemoterapia da UNICAMP mais de 150 pacientes com  

linfoma não-hodgkin difuso de grandes células B (LDGCB) possíveis candidatos 

ao estudo, dos quais, apenas 112 apresentaram os critérios necessários para 

inclusão, caracterizando o grupo de pacientes estudado. Os critérios de inclusão 

foram: pacientes recém-diagnosticados com LDGCB, de ambos os gêneros e com 

idade igual ou maior que 18 anos.  

Todos os pacientes assinaram termo de consentimento livre e 

esclarecido e os dados: idade, gênero e raça, bem como os dados clínicos dos 

pacientes (resultados dos exames laboratoriais necessários ao diagnóstico, à 

determinação do tipo histológico, estádio da doença, cálculo do IPI, sorologias 

para os vírus das hepatites (B, C), vírus HIV, HTLV, doença de Chagas e Sífilis 

foram obtidos dos prontuários de cada paciente. 

 O diagnóstico do linfoma não-Hodgkin B de grandes células foi 

realizado pelo exame histopatológico do linfonodo acometido ou da biópsia da 

massa tumoral, incluídos em parafina e corados por hematoxilina e eosina e com 

realização de estudo imunohistoquímico para classificação do subtipo do linfoma 

não-hodgkin conforme classificação da Organização Mundial da Saúde (do Inglês: 

World Health Organization, sigla: WHO).(2) O estadiamento inicial dos pacientes 

com linfoma foi realizado com base na história clínica, exame físico, bem como 

nos resultados obtidos dos exames de imagem: tomografia computadorizada de 
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tórax e abdômen ou RX tórax e US abdominal e biópsia de medula óssea. A coleta 

dos dados clínicos e o acompanhamento dos pacientes foi realizado pela Dra 

Márcia Torresan Delamain, médica hematologista do Centro de Hematologia e 

Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas. 

 

4.1.1.b Doadores voluntários de sangue e medula óssea 

No período de abril de 2009 a junho de 2013, foram selecionados para 

o estudo 292 doadores voluntários de sangue e de medula óssea provenientes de 

Campinas e região, atendidos nos Centro de Hematologia e Hemoterapia da 

Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP. Todos os indivíduos assinaram 

Termo de consentimento livre e esclarecido. Os 292 indivíduos foram avaliados 

quanto à presença e ausência dos genes KIR e presença e ausência dos ligantes 

HLA de classe I. Primeiramente, as frequências encontradas nessa população 

foram comparadas com as de outras populações do Brasil para caracterizar a 

distribuição desses genes na população de Campinas.  

Posteriormente, do total de indivíduos, 70 foram excluídos por serem 

muito jovens, diferindo muito da idade dos pacientes com linfoma difuso de 

grandes células B, além disso, foi feito pareamento étnico, pareamento de acordo 

com sexo e procedência. Assim, para o estudo caso-controle foram utilizados 

dados de 222 controles. A seleção do grupo controle foi realizada pela Dra Sofia 

Rocha Lieber, Biomédica do Laboratório de Histocompatibilidade da Universidade 

Estadual de Campinas. 

 

 

 

  



 

81 

 

4.2 TÉCNICAS 

 

4.2.1 Extração de DNA 

As amostras de sangue de cada paciente foram coletadas em tubos 

com EDTA e os respectivos DNAs foram extraídos de leucócitos utilizando-se o 

DNA blood mini kit (QIAamp, Qiagen, Missisauga, Canadá), seguindo as 

recomendações do fabricante. 

  Após extração, a qualidade/quantidade do DNA foi avaliada pela  

leitura óptica da absorbância (DO: 260/280 m) e da concentração em g/L 

através de um equipamento de espectrofotometria (NanoDrop ND – 1000 

Fullspectrum UV/Vis Spectrophotometer, Wilmington, DE 19810 USA). 

As amostras de sangue foram ajustadas para concentração do DNA 

superior a 20g/L com valor de absorbância (DO: 260/280 m) > 1,7 e <1,9 m. 

As extrações foram realizadas no Laboratório de genes eritrocitários  da 

Universidade Estadual de Campinas com autorização da Dra Lillian Castilho e 

também no Laboratório de Histocompatibilidade da Universidade Estadual de 

Campinas com autorização da coordenadora Silvia Barbosa Dutra Marques. 

 

4.2.2 Técnica de PCR-SSO  

O método utilizado para tipificação dos genes KIR (KIR2DL1, KIR2DL2, 

KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 KIR2DS1, KIR2DS2, 

KIR2DS3, KIR2DS4, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR3DP1) e dos locos HLA de classe I 

(HLA-A, -B e -C) foi a técnica de PCR-SSO (Reação em Cadeia da Polimerase 

Sonda Oligonucleotídica Sequência Específica - Polymerase Chain Reaction 

Sequence-Specific Oligonucleotide Probe), empregando-se os kits KIR SSO 

genotyping test e HLA SSO genotyping test fabricados pela empresa One Lambda 

Inc., Canoga, CA, USA.  
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A amplificação do produto foi feita pelo uso de um par de iniciadores 

(primers) específicos para os exons 2 e 3 para as tipificações HLA-A, HLA-B e 

HLA-C e de três pares de iniciadores específicos para o exon 3 (Grupo 1), exon 5 

(Grupo 2) e para os exons de 7 até o 9 (7-9) (Grupo 3) para a tipificação KIR.  

Cada reação de amplificação utilizou uma solução de 6,9ul D-Mix 

(dNTPs, KCl, MgCl26H20 e Tris-HCl), Taq DNA polimerase, os primers exon-

específicos e a amostra de DNA. As placas foram seladas com um silicone termo-

resistente e colocados no termociclador. Os ciclos de PCR consistiram em: seis 

ciclos de 200 s em 96 º C, cinco ciclos de 20 s a 60 º C, cinco ciclos de 20 s a 72 º 

C, 30 ciclos de 10 s em 96 º C, 30 ciclos de 15 s a 60 º C, 30 ciclos de 20 s em 72 

º C, com uma extensão final de 10 min a 72 º C.  

Em seguida, os amplicons passaram então pelas seguintes etapas: 

desnaturação, neutralização, hibridização e marcação. A técnica de PCR-SSO 

baseia-se na desnaturação química da dupla fita de DNA do produto marcado com 

biotina (reagente fluorescente), seguida por neutralização química das fitas  

abertas e posterior hibridização com sondas oligo-específicas. As sondas 

hibridizadas foram marcadas com um produto fluorescente, o SAPE 

(Estreptavidina conjugada com R-Ficoeritrina – do inglês: R-Phycoerythrin-

conjugated Strepavidin). 

A leitura da hibridização é feita por desenvolvimento de cor por um 

substrato, pelo uso de espectrofotometria ou citometria de fluxo. A leitura das 

micro-esferas marcadas foi realizada com um citômetro de fluxo LABScan
TM

, 

(representado na figura 6), neste equipamento “lasers”  com diferentes 

comprimentos de onda reconhecem as sondas marcadas ou não com o SAPE. A 

leitura no citômetro de fluxo baseia-se na percentagem de valores atribuídos para 

a sonda, que são superiores ou inferiores ao valor de cut-off (corte) pré-definido 

para a sonda (figura 7). 
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Figura 11 - Citômetro de Fluxo. FONTE: autora. 

 

 
Figura 12 – Leitura no citômetro de fluxo. A tela mostra os valores em 
porcentagem e em gráficos. FONTE: autora. 
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Após leitura no citômetro de fluxo, a interpretação dos resultados foi 

feita pelo software HLA FusionTM Research da One Lambda versão 3.0. O 

software analisa as combinações de sondas nas microesferas detectadas pelo 

aparelho, consulta um banco de dados interno e define quais são os genes ou 

alelos presentes. A figura 8 representa a interpretação dos resultados pelo 

Software HLA fusionTM.  

No período de 2010 a 2011 as tipificações pela técnica de SSO foram 

realizadas no Laboratório de Imunogenética da Universidade Estadual de Maringá, 

com autorização da coordenadora Dra Ana Maria Sell e dos professores: Jeane  

Eliete Laguila Visentainer, Luíza Tamie Tsuneto, Márcia Machado de Oliveira, 

Rafael Campos Bezerra, Ricardo Alberto Moliterno e Sueli Donizete Borelli e com 

auxílio do técnico Marco Antonio Braga; no período de 2012 a 2013 as tipificações 

foram realizadas no Laboratório de Histocompatibilidade da Universidade Estadual 

de Campinas com autorização da coordenadora Silvia Barbosa Dutra Marques e 

auxílio das técnicas: Edilaine Gildo Guariento e Adriana de Souza e no final de 

2013 as tipificações foram realizadas no Laboratório de Imunogenética de São 

Paulo com autorização da Dra Margareth Afonso Torres e da Dra Maria Elisa de 

Moraes. 
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Figura 13 - Interpretação dos resultados pelo Software HLA fusionTM. a) Em 
azul o software mostra um gráfico padrão de como as sondas deveriam ser 
apresentadas. b) neste gráfico são apresentadas a leitura das sondas para as 
amostras hibridizadas que deve ser semelhante ao gráfico padrão do software. c) 
em vermelho estão as sondas que atingiram o valor de corte pré estabelecido 
(positivas) e em azul estão as sondas que não atingiram o valor de corte 
(negativas). d) Se a reação ocorrer de acordo com o esperado, o software então 
consulta seu banco de dados e, de acordo com as especificidades de cada sonda 
hibridizada ele sugere quais os alelos estão presentes na amostra 
analisada.FONTE: autora. 

  

 

4.2.3 Determinação dos ligantes Bw4, Bw4 80I, Bw4 80T, HLA-C do 

grupo 1 (C1) e do grupo 2 (C2) 

Os grupos de alelos foram analisados na base de dados de HLA 

(http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/) e de acordo com as posições de determinados 

aminoácidos foram classificados em C1, C2, Bw4, Bw4 com Isoleucina na posição 

80 (80I) e Bw4 com Treonina na posição 80 (80T). Além disso, os ligantes foram 

a) b) 

c) 
d) 
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reconfirmados pela ferramenta online “KIR-ligand calculator” 

(http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ligand.html).  

 

4.2.4 Pesquisa de deleção de 22 pb no gene KIR2DS4 

 A forma completa do gene KIR2DS4 e aquela com deleção de 22 

pares de bases foram analisadas por PCR-SSO. Essa técnica permite diferenciar 

grupos de alelos que não carregam a deleção de 22 pares de bases 

(*001,*011,*014,*015) de grupos de alelos que apresentam a deleção (*003, *004, 

*006, *007,*008,*009,*010, *012 e *013). 

 

4.2.5 Tipificação de citocinas 

As tipificações dos polimorfismos TNF-308, IFNG+874, IL6-174, IL10-1082, -

819, -592 e TGFB1cd10, cd25 foram realizadas pela técnica PCR-SSP, usando o kit de 

genotipificação de citocinas (One Lambda, Canoga Park, CA, USA). A 

amplificação dos genes foi realizada em termociclador conforme recomendações 

do fabricante. Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por 

eletroforese, em cuba micro SSP gel System (MGS-B, One Lambda, CA, USA), 

em gel de agarose a 2,0%, a 150 volts por 5 minutos. A visualização das bandas, 

quando expostas à luz ultravioleta, foi realizada pela coloração com brometo de 

etídio e a interpretação dos resultados foi baseada na presença ou ausência do 

fragmento específico de DNA amplificado. A integridade da reação foi avaliada por 

um par de iniciadores como controle interno. Para a interpretação foram utilizadas 

fichas-padrão fornecidas pelo fabricante. As reações foram documentadas em 

aparelho de fotodocumentação transiluminador BioDoc-It™ Imaging System (UVP 

Upland, CA, USA). As tipificações foram realizadas no Laboratório de 

Imunogenética de São Paulo com autorização da Dra Margareth Afonso Torres e 

da Dra Maria Elisa de Moraes. 
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Figura 14 – Eletroforese para citocinas FONTE: autora. 

 

4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Primeiramente, foram realizadas análises entre pacientes e controles 

(estudo caso–controle) considerando-se diversas variáveis: presença e ausência 

dos genes KIR, ligantes HLA, combinações de genes KIR com ligantes HLA, 
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número de genes KIR inibidores e ativadores, genótipos KIR, e pesquisa de 

deleção de 22 pares de bases no gene KIR2DS4.  

Após, os pacientes foram subdivididos em grupos de acordo com: a 

idade (>60 anos versus ≤60 anos), o sexo (sexo feminino versus sexo masculino), 

clínico (pacientes com estádios avançados da doença versus pacientes com 

estádios não avançados da doença), presença de sintomas B versus sintomas A, 

LDH (Normal versus alterada), IPI (baixo e intermediário-baixo versus 

intermediário-alto e alto) e resposta ao tratamento (respondedores versus não 

respondedores) e foram avaliados quanto a presença e ausência dos genes KIR, 

ligantes HLA, combinações de genes KIR com ligantes HLA, número de genes 

KIR inibidores e ativadores, genótipos KIR, e pesquisa de deleção de 22 pares de 

bases no gene KIR2DS4. Ademais, esses mesmos grupos (pacientes versus 

controles e subgrupos de pacientes) foram avaliados quanto às frequências 

genotípicas e fenotípicas dos polimorfismos nos genes de citocinas (TNF-308, 

IFNG+874, IL6-174, IL10-1082, -819, -592 e TGFB1cd10, cd25 ). 

As distribuições dos genótipos de KIR e de citocinas foram feitas por 

contagem direta utilizando tabelas de contingência 2x2 utilizando o teste exato de 

Fisher. A magnitude da associação foi mensurada por odds ratio (OR) e o 

respectivo intervalo de confiança de 95%. As análises foram conduzidas pelo 

pacote estatístico  “R” versão 4.0.2. para o programa Windows (106) pelo 

estatístico Roberto Zulli do Centro de Hematologia e Hemoterapia da Unicamp. Os 

valores de P<0,05 foram considerados significativos. As análises foram realizadas 

conjuntamente com o estatístico A influência dos genes KIR, ligantes HLA e genes 

de citocinas na evolução clínica do LDGCB foi avaliada baseada nas análises de 

sobrevida global e sobrevida livre de progressão com estimador de Kaplan-Meier. 

A estas análises foram aplicados modelos univariados de Cox para determinar a 

significância estatística (P valores dos métodos: “likelihood”, “Wald” e “Log-rank”) e 

os riscos relativos (RR), com intervalos de confiança (IC) de 95%, dos genes KIR, 

ligantes HLA e de citocinas, além de outras variáveis: idade, sexo, LDH, estádios 
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da doença, IPI, resposta ao tratamento. Os fatores associados ao risco de 

progressão e óbito com 20% de significância foram examinados pela análise 

multivariada de Cox.  

A fim de facilitar a apresentação dos dados, devido ao grande volume 

de análises e grupos avaliados nesse estudo, todos os dados encontrados 

comparando pacientes e controles, significativos ou não, foram apresentados em 

forma de tabelas. As demais análises (entre os subgrupos de pacientes e os 

modelos de Cox) foram apenas descritas e, somente as análises que 

apresentaram dados significativos ou tendências relevantes foram apresentadas 

na forma de gráficos ou tabelas.  
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5. Resultados  
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5.1 CARACTERÍSTICAS DOS PACIENTES E CONTROLES  

 

 As características dos pacientes e controles são apresentadas na 

tabela 2. A idade média dos pacientes e dos controles foi de 60,4 anos e 50,6 

anos, respectivamente, 50,9% dos pacientes e 41,9% dos controles eram do sexo 

feminino e a maioria dos pacientes e controles se denominaram brancos (95,5% 

dos pacientes e 100% dos controles).   

Os pacientes foram acompanhados até outubro de 2013. A mediana de 

tempo para sobrevida global foi de 17 meses (1-54 meses) para sobrevida livre de 

progressão foi de 16,9 meses (1-54 meses). Os pacientes foram divididos em 

grupos de acordo com a resposta ao tratamento: aqueles com normalização dos 

achados físicos e radiológicos (PET-CT) quatro semanas após o último ciclo de 

quimioterapia foram considerados como pacientes em remissão completa (RC), 

aqueles com uma redução de 50% da massa tumoral inicial foram definidos como 

pacientes em remissão parcial (RP) e aqueles que não apresentaram os critérios 

acima foram considerados não respondedores (NR).  

Ao final do seguimento, a casuística mostrou que, dos 112 pacientes 

diagnosticados com linfoma difuso de grandes células B setenta e sete 

responderam ao tratamento, vinte e dois morreram, cinco estavam em progressão 

de doença e quatro recidivaram, além disso, houve perda de seguimento de 

quatro pacientes. Todos os óbitos foram associados à progressão da doença. 
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Tabela 2. Características dos pacientes com linfoma não Hodgkin 

difuso de grandes células B (N=112) e dos controles (N=222). 

Características Pacientes  Controles P 
Idade (média±Desvio padrão) 60,4±15,4 50,6 ±8,0 0,01 
Sexo n (%)    
     Feminino  57(50,9) 109(49,1) NS 
     Masculino 55(49,1) 113(50,9) NS 
Raça n (%)    
    Caucasiana 107(95,5) 222(100,0) NS 
    Parda 5(4,5) 0(0,0) NS 
Estádio clínico n (%)    

I-II 44 (39,2)   
III-IV 68 (60,7)   

Sintomas B n (%) 75 (67,0)   
LDH n (%)    

≥normal 51 (45,5)   
Desconhecido  8 (7,1)   

IPI n (%)    
Baixo e intermediário-baixo 70(62,5)   
Intermediário-alto e alto 33(29,5)   
Desconhecido 9(8,0)   

Tratamento n (%)    
RCHOP 101 (90,2)   
Outros  8 (7,1)   
Não tratado 3 (2,7)   

Resposta ao tratamento n (%)    
Remissão completa 77  (68,7)   
Progressão da doença  5 (4,5)   
Recidiva 4 (3,6)   
Óbito 22 (19,6)   
Perda de acompanhamento 4 (3,6)   
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5.2. INFLUÊNCIA DOS GENES KIR E LIGANTES HLA NO LINFOMA DIFUSO 

DE GRANDES CÉLULAS B. 

5.2.1 Frequência dos genes KIR nos pacientes e controles 

Os genes KIR foram avaliados quanto a sua presença e ausência nos 

pacientes e nos controles e os dados estão apresentados na Tabela 3. Os genes 

de moldura do haplótipo também conhecidos como “Framework genes”: KIR2DL4, 

KIR3DL2, KIR3DL3 e KIR3DP1 estiveram presentes em 100% dos indivíduos. O 

gene KIR2DL2 apresentou-se menos frequente nos pacientes que nos controles 

(P=0,036; OR=0,60; IC95%=0,38-0,95). O gene KIR2DS2 apresentou uma 

tendência, com frequência um pouco menor nos pacientes. Os demais genes 

apresentaram distribuição similar entre os grupos.  
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Tabela 3 - Distribuição dos genes KIR nos pacientes com LDGCB 

(N=112)  e nos controles (N=222) 

a OR=0,60; IC95%=0,38-0,95; b tendência. NS=Não significativo 

  

 

5.2.2 Frequência dos ligantes de KIR (HLA-A3/A11, HLA-Bw4, HLA-

Bw4 80I, HLA-Bw4 80T, HLA-C1 e HLA-C2 ) nos pacientes e controles 

Como relatado anteriormente, os receptores KIR tem como ligantes as 

moléculas HLA de classe I, nesse contexto os pacientes e controles foram 

avaliados quanto a presença e ausência dos genes que codificam os ligantes HLA. 

Genes KIR Pacientes N(%) Controles N(%) P 

KIR2DL1 108(96,4) 216(97,3) NS 

KIR2DL2 51(45,5) 129(58,1) 0,036
a
 

KIR2DL3 95(84,8) 191(86,0) NS 

KIR2DL4 112(100,0) 222(100,0) NS 

KIR2DL5 58(51,8) 120(54,1) NS 

KIR2DP1 109(97,3) 215 (96,8) NS 

KIR2DS1 42(37,5) 84(37,8) NS 

KIR2DS2 53(47,3) 128(57,7) 0,080b 

KIR2DS3 34(30,4) 80(36,0) NS 

KIR2DS4 100(89,3) 205(92,3) NS 

KIR2DS5 34(30,4) 66(29,7) NS 

KIR3DL1 103(91,7) 207(93,2) NS 

KIR3DL2 112(100,0) 222(100,0) NS 

KIR3DL3 112(100,0) 222(100,0) NS 

KIR3DS1 39(34,8) 76(34,2) NS 

KIR3DP1 112(100,0) 222(100,0) NS 
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Os grupos HLA ligantes de KIR: HLA-A3/A11, HLA-Bw4, HLA-C1 e HLA-C2. Além 

disso os grupos de alelos com especificidade sorológica Bw4 (HLA-BW4 ) foram 

subdivididos em Bw4 com isoleucina na posição 80 (Bw4 80I) e, HLA-Bw4 com 

treonina na posição 80 (Bw4 80T) devido à diferença de afinidade dessas 

moléculas com o KIR3DL1. Os resultados são apresentados na Tabela 4.  Não 

foram encontrados resultados significativos relacionados aos genes HLA de classe 

I na comparação entre pacientes e controles. 

 

Tabela 4- Distribuição dos ligantes nos pacientes com LDGCB (N=112) 

e nos controles (N=222). 

*Bw4 indica a presença de pelo menos um HLA-B Bw4-80I ou HLA-B Bw4-80T. 

NS= Não significativo 

 

5.2.3 Frequências das combinações KIR-HLA nos pacientes e 

controles 

A distribuição de KIR e respectivos HLA de classe I foi avaliada 

simultaneamente, segundo a associação receptor KIR e seu respectivo HLA 

ligante (KIR2DL1 com C2, KIR2DL2 com C1, KIR2DL3 com C1, KIR3DL1 com 

Bw4, bem como KIR3DL1 com os isotipos de Bw4, ou seja, Bw4 80I e Bw4 80T, 

KIR2DS1 com C2, KIR2DS2 com C1, KIR2DS3 com C1, KIR3DS1 com Bw4, bem 

 Ligantes Pacientes N(%) Controles N(%) P 

HLA-A3/A11 24 (21,4) 64 (28,9) NS 

HLA-B Bw4* 57 (50,9) 138 (62,1) NS 

HLA-B Bw4-80I 48 (42,8) 100 (45,1) NS 

HLA-B Bw4-80T 30 (26,7) 78 (35,2) NS 

HLA-C1 90 (80,4) 172 (77,4) NS 

HLA-C2 82 (73,2) 153 (68,9) NS 
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como KIR3DL1 com Bw4 80I e Bw4 80T) e são apresentados na tabela 5. A 

combinação do gene KIR2DL2 com o ligante C1 foi menos frequente nos 

pacientes. Esse resultado está de acordo com o demonstrado anteriormente, no 

qual o gene KIR2DL2 na análise individual também foi menos frequente nos 

pacientes. 

 

Tabela 5 - Distribuição de KIR/HLA de classe I considerando a 

associação do receptor KIR com seu respectivo ligante HLA nos pacientes com 

LDGCB (N=112) e nos controles (N=222). 

*Bw4 indica a presença de pelo menos um HLA-B Bw4-80I ou HLA-B Bw4-

80T.aOR=0,58; 95%IC=0,35 – 0,96. 

 

 KIR +Ligantes Pacientes 

N(%) 

Controles  

N(%) 

P 

Inibidores    

KIR2DL1 com C2 80 (71,4) 149 (67,1) NS 

KIR2DL2 com C1a 37 (33,0) 102 (45,9) 0,026
 a
 

KIR2DL3 com C1 76 (68,9) 148 (73,6) NS 

KIR3DL1 com Bw4* 56 (50,0) 129 (58,1) NS 

KIR3DL1 com Bw4-80I 38 (33,9) 88 (39,6) NS 

KIR3DL1 com Bw4-80T 36 (32,1) 73 (32,8) NS 

Ativadores    

KIR2DS1 com C2 31 (27,6) 53 (23,8) NS 

KIR2DS2 com C1 44 (39,3) 104 (46,8) NS 

KIR3DS1 com Bw4* 17 (15,2) 43 (19,3) NS 

KIR3DS1 com Bw4-80I 13 (11,6) 28 (12,6) NS 

KIR3DS1 com Bw4-80T 9  (8,0) 22 (9,9) NS 
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5.2.4 Frequência dos genótipos KIR nos pacientes e controles 

 A análise de segregação em famílias não foi realizada. Sendo assim, 

a população estudada foi divida em dois grupos de genótipos KIR: A/A e B/x, de 

acordo com a presença de genes específicos do haplótipo A e do haplótipo B. Eles 

foram considerados pertencentes ao grupo B/x quando possuíam um ou mais dos 

seguintes genes: KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1, 

enquanto a presença dos genes: KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS4, 

KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DP1, e KIR3DP1 caracterizou o genótipo A/A, 

que corresponde ao haplótipo A homozigoto. 

 O haplótipo A homozigoto foi encontrado em 33,0% dos pacientes 

versus 28,4% dos controles. Indivíduos com genótipos B/x foram 66,9% nos 

pacientes e 71,6% nos controles respectivamente. Não foram encontradas 

diferenças significativas entre os haplótipos A/A e B/x nos pacientes e controles 

(Tabela 6). 

 

 

Tabela 6 – Distribuição dos genótipos KIR A/A e B/x nos pacientes com 

LDGCB (N=112) e nos doadores voluntários de sangue e medula óssea (N=222). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Haplótipos Pacientes N(%) Controles N(%) P 

Bx 75 (66,9) 159 (71,6) NS 

A/A 37 (33,0) 63 (28,4) NS 
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5.2.5 Frequências das variantes de KIR2DS4 e dos genótipos AA nos 

pacientes e controles 

Considerando que o gene KIR2DS4 frequentemente exibe uma deleção 

no exon 5 resultando em uma proteína truncada que não é expressada na 

superfície das células, os pacientes e controles foram avaliados quanto a 

presença e ausência dessa deleção no gene KIR2DS4.  

Os indivíduos foram divididos em grupos: indivíduos que possuíam 

somente grupos de alelos com as sequencias completas de KIR2DS4, ou seja, 

que não apresentavam a deleção, foram denominados KIR2DS4completos e 

apresentaram frequência de 17,9% nos pacientes e 16,7% nos controles, os 

indivíduos que possuíam somente grupos de alelos com a deleção de 22pb foram 

denominados de KIR2DS4del e apresentaram frequência de 59,8% nos pacientes 

e 56,3% nos controles e os indivíduos heterozigotos, ou seja, que apresentavam a 

sequencia completa e as variantes deletadas foram denominados 

KIR2DS4completo/del e apresentaram frequência de 11,6% nos pacientes e 

19,3% nos controles. 

As frequências das variantes e do gene completo de KIR2DS4 estão 

apresentados na tabela 7. Não foram encontrados dados significativos entre 

pacientes e controles.  

O gene KIR2DS4 é o único gene KIR ativador clássico presente no 

genótipo AA, indivíduos que apresentam esse genótipo e também a deleção de 22 

pb no gene KIR2DS4, não possuem nenhum receptor KIR ativador clássico. 

Nesse contexto, nós avaliamos a frequência de deleção de 22 pb nos pacientes 

com genótipo AA (N=37) e nos controles com genótipos AA( N=63) e encontramos 

que 67,6% (25/37) de todos os pacientes com genótipos AA e 61,9% (39/63) 

controles não apresentavam gene KIR2DS4 funcional. Esse perfil correspondeu a 

22,3% de todos os pacientes estudados (25/112) e 17,6%(39/222) de todos os 

controles.  Adicionalmente, a frequência de indivíduos carregando pelo menos 
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uma variante deletada de KIR2DS4 foi alta nos dois grupos (71,4% nos pacientes, 

75,6% nos controles). Não foram encontrados dados significativos entre pacientes 

e controles (Dados não mostrados). 

 

Tabela 7 – Distribuição do gene KIR2DS4 e suas variantes nos 

pacientes com linfoma não Hodgkin difuso de células B (N=112) e nos controles 

(N=222). 

 

 

 

5.2.6 Número de genes KIR inibidores e ativadores nos pacientes e 

controles 

O número de genes inibidores e ativadores foi analisado nos pacientes 

e controles. O número de genes inibidores foi contado incluindo os dois 

frameworks genes: KIR3DL2 e KIR3DL3. 

O gene KIR2DS4  e o gene KIR2DL4 não foram considerados 

ativadores, nem inibidores, pois a função dos produtos desses genes (receptor 

KIR2DS4, KIR2DS4del e  KIR2DL4) ainda é controversa. O KIR2DS4 pode não 

ser expresso na superfície da célula quando presente a deleção de 22 pares de 

bases no gene KIR2DS4 e o KIR2DL4 apresenta motivos de inibição no domínio 

intracelular responsáveis por funções de inibição e uma arginina no domínio 

transmenbrana responsável por funções de ativação. Os dados são apresentados 

KIR2DS4 Pacientes N(%) Controles N(%) P 

KIR2DS4completo  20(17,9) 37 (16,7) NS 

KIR2DS4del 67 (59,8) 125 (56,3) NS 

KIR2DS4completo/del 13 (11,6) 43 (19,3) NS 
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na tabela 8 e não foram encontrados dados significativos entre os grupos 

estudados. 

 

Tabela 8 Número de genes inibidores e ativadores nos pacientes com 

LDGCB (n=112) e nos controles (n=222) 

Número de 

genes 

Pacientes  

N (%) 

Controles  

N (%) 

P 

Inibidores    

4 4 (3,6) 3 (1,4) NS 

5 44 (39,3) 73 (32,8) NS 

6 47 (41,9) 92 (41,5) NS 

7 17 (15,2) 54 (24,3) NS 

Ativadores    

0 37 (33,0) 69 (31,1) NS 

1 16 (14,3) 36 (16,2) NS 

2 17 (15,2) 34 (15,3) NS 

3 22 (19,6) 25 (11,3) NS 

4 9 (8,0) 31 (13,9) NS 

5 11 (9,8) 27 (12,2) NS 

 

 

5.2.7 Frequências dos genes KIR, ligantes HLA, combinações de 

KIR-HLA, genótipos KIR, variantes de KIR2DS4, e número de genes KIR 

inibidores e ativadores nos subgrupos de pacientes. 

 Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com a idade (>60 anos 

versus ≤60 anos), o sexo (sexo feminino versus sexo masculino), estádio clínico 

(pacientes com estádios avançados da doença versus pacientes com estádios não 

avançados da doença), presença de sintomas B versus sintomas A, LDH (Normal 
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versus alterada) e IPI (baixo e intermediário-baixo versus intermediário-alto e alto). 

A Análise dos ligantes HLA nos pacientes subdivididos de acordo com o estádio 

clínico Ann Arbor (Estádios I e II versus estádios III e IV) demonstrou que o ligante 

Bw4 e o ligante Bw4 com Isoleucina na posição 80 foram encontrados mais 

frequentes nos casos mais avançados de LDGCB (40,9 versus 64,7 

respectivamente; (P=0,020; OR=0,4; IC95%=0,17-0,92.) e (25,0 versus 44,1 

respectivamente; P=0,046; OR=0,42; IC95%=0,18-0,97). Os dados são 

apresentados na tabela 9. As demais análises não apresentaram resultados 

significativos. 

 

Tabela 9- Distribuição dos ligantes nos pacientes com estádios 

avançados (n=68) e não avançados (n=44) do LDGCB 

*Bw4 indica a presença de pelo menos um HLA-B Bw4-80I ou HLA-B Bw4-80T. 

NS= Não significativo aOR=2,65; IC95%=1,21-5,78.  bOR=2,37; IC95%=1,03-5,45. 

 

5.2.8 Análises de sobrevida global e sobrevida livre de progressão 

A presença individual dos genes KIR ativadores ou inibidores, dos 

ligantes HLA, das combinações de genes KIR com ligantes HLA, número de genes 

KIR inibidores e ativadores, genótipos KIR, e pesquisa de deleção de 22 pares de 

 Ligantes Pacientes estádios 

III-IV N(%) 

Pacientes 

Estádios I-II N(%) 

P 

HLA-A3/A11 16 (23,5) 8(18,1) NS 

HLA-B Bw4*a 44 (64,7) 18 (40,9) 0,019 

HLA-B Bw4-80Ib 30(44,1) 11 (25,0) 0,046 

HLA-B Bw4-80T 20(29,4) 9 (20,4) NS 

HLA-C1 51 (75,0) 38 (86,4) NS 

HLA-C2 51 (75,0) 30 (68,1) NS 
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bases no gene KIR2DS4 não tiveram impacto na sobrevida global e na sobrevida 

livre de progressão, tanto na análise univariada quanto multivariada de Cox. 

Entretanto, foram encontradas algumas tendências.  

No Gráfico 1, pode-se observar uma tendência de menor sobrevida 

global nos pacientes com haplótipo A homozigoto (n=37), comparados a 

indivíduos com genótipos B/x (n=71) (P= 0,081).  

A respeito dos genes KIR, individualmente, foi encontrada similar 

sobrevida livre de progressão nos pacientes com KIR2DL3 ausente (n=17) 

comparado aos pacientes com KIR2DL3 presente (n=91) (P=0,094) (Gráfico 2). 
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Gráfico 1. Sobrevida global nos pacientes com LDGCB de acordo com a presença 

dos genótipos A/A e B/x. 
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Gráfico 2. Sobrevida livre de progressão nos pacientes com LDGCB de acordo 

com a presença e ausência do gene KIR2DL3. 

 

 

 

5.2.9. Análise dos genes KIR, ligantes HLA, combinações de KIR 

com HLA, genótipos de KIR, variantes de KIR2DS4, e número de genes KIR 

ativadores e inibidores com a resposta ao tratamento com RCHOP 

Em relação aos genes KIR na evolução clínica do LDGCB, os pacientes 

foram divididos quanto a resposta ao tratamento com RCHOP em indivíduos com 

resposta completa (n=72) e indivíduos não respondedores (indivíduos em 

progressão da doença + indivíduos que faleceram + indivíduos que recidivaram 

n=25) foram avaliados quanto aos genes KIR e ligantes. O gene KIR2DL3 foi 

encontrado mais frequente nos pacientes com resposta completa que nos 

indivíduos não respondedores, porém sem significância estatística. Os dados são 

apresentados na (Tabela 10).  
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Tabela 10. Distribuição dos genes KIR nos pacientes com LDGCB respondedores 

(N=72) respondedores (N=25) ao tratamento com RCHOP . 

 

Genes KIR Respondedores 

N (%) 

Não Respondedores 

N (%) 

P 

KIR2DL1 69 (95,8) 25 (100,0) NS 

KIR2DL2 30 (41,7) 11 (44,0) NS 

KIR2DL3a 65 (90,3) 19 (76,0) 0,09 

KIR2DL4 72 (100,0) 25 (100,0) NS 

KIR2DL5 39 (54,1) 10 (40,0) NS 

KIR2DP1 70 (97,2) 25 (100,0) NS 

KIR2DS1 28 (38,9) 8 (32,0) NS 

KIR2DS2 35 (48,6) 11 (44,0) NS 

KIR2DS3 21 (29,2) 7 (28,0) NS 

KIR2DS4 63 (87,5) 23 (92,0) NS 

KIR2DS5 25 (34,7) 5 (20,0) NS 

KIR3DL1 65 (90,3) 24 (96,0) NS 

KIR3DL2 72(100,0) 25 (100,0) NS 

KIR3DL3 72(100,0) 25 (100,0) NS 

KIR3DS1 26 (36,1) 8 (32,0) NS 

KIR3DP1 72(100,0) 25 (100,0) NS 

 

 

 

As demais análises dos ligantes HLA nos pacientes respondedores 

versus não respondedores, bem como dos genes KIR em combinação com os 

ligantes HLA, do número de genes KIR ativadores e inibidores e dos genótipos 

A/A e B/x não demonstraram associação com a resposta ao tratamento. 
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5.3 INFLUÊNCIA DOS POLIMORFISMOS EM GENES DE CITOCINAS NO 

LDGCB. 

5.3.1 Frequência dos genótipos de citocinas nos pacientes e nos 

controles  

 As frequências dos genótipos de citocinas estudadas (TNF-308, 

IFNG+874, IL6-174, IL10-1082, -819, -592 e TGFB1cd10,cd25) estão apresentados na tabela 

11. Os genótipos IL10-819/C:C e IL10-592/C:C foram mais frequentes nos 

controles que nos pacientes (45,5% versus 32,1 P=0,025). 

 Em nosso estudo também encontramos uma tendência com os 

genótipos IL-10-819/C:T e IL-10-592/C:A sendo mais frequentes nos pacientes 

que nos controles (51,8% versus 41,0; tendência P=0,063).  

Em relação ao IFNG+874, o genótipo IFNG+874/A:A foi mais frequente 

nos pacientes que nos controles (50,9 versus 27,9, P= 0,001, respectivamente), 

sugerindo uma associação com a susceptibilidade ao desenvolvimento da doença, 

contrariamente, o genótipo IFNG+874/T:A foi mais frequente nos controles (52,7 

versus 33,9, P= 0,001, respectivamente) caracterizando uma associação com 

maior proteção ao desenvolvimento de LDGCB. Pelos genótipos encontrados, é 

possível deduzir o fenótipo produtor de citocinas nos indivíduos (78,85) sendo assim, 

a maioria dos pacientes possui o fenótipo baixo produtor de IFNG(A:A) (50,9 

versus 27,9, P= 0,001, respectivamente) e a maioria dos controles possui o 

fenótipo produtor intermediário de IFNG(T:A) (52,7 versus 33,9, P= 0,001, 

respectivamente) (Tabela 12). 

Em relação aos outros fenótipos analisados, as frequências nos 

pacientes e nos controles foram semelhantes. De um modo geral, pode-se 

constatar que a maioria dos pacientes e controles possuem os seguintes 

fenótipos: alto produtor de IL-6 (89,3% e 87,8%, respectivamente), alto produtor de 

TGF-β1 (72,3% e 72,5%, respectivamente) e baixo produtor de TNF-α (75,9% e 

72,5%, respectivamente).  
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Tabela 11 - Distribuição das frequências genotípicas dos polimorfismos 

nos genes de citocinas nos pacientes com LDGCB (N=112) e nos doadores 

voluntários de sangue e medula óssea (N=222). 

 

aOR= 0,57; IC95%=0,35-0,91. 
bOR= 1,55; IC95%=0,98-2,44.  
cOR= 0,57; IC95%=0,35-0,91.  
dOR= 1,55; IC95%=0,98-2,44.  
eOR= 2,67; IC95%=1,67-4,29. 
fOR= 0,46; IC95%=0,29-0,74. 

 Polimorfismos   Genótipos Pacientes N(%) Controles N(%) P 

TNF-308 G:G 85(75,9) 161(72,5) NS 
  G:A 26(23,2) 54(24,3) NS 
  A:A 1(0,8) 7(3,2) NS 
TGFB1cd10 T:T 28(25,0) 66(29,7) NS 
  T:C 61(54,5) 106(47,8) NS 
  C:C 23(20,5) 50(22,5) NS 
TGFB1cd25 G:G 96(85,7) 197(88,7) NS 
  G:C 15(13,4) 22(9,9) NS 
  C:C 1(0,8) 3(1,3) NS 
IL10-1082 A:A 49(43,8) 87(39,1) NS 
  G:A 55(49,1) 105(47,3) NS 
  G:G 8(7,1) 30(13,5) NS 
IL10-819 C:Ca 36(32,1) 101(45,5) 0,025 
  C:Tb 58(51,8) 91(41,0) 0,063 
  T:T 18(16,1) 30(13,5) NS 
IL10-592 C:Cc 36(32,1) 101(45,5) 0,025 
  C:Ad 58(51,8) 91(41,0) 0,063 
  A:A 18(16,1) 30(13,5) NS 
IL6-174 G:G 59(52,7) 96(43,3) NS 
  G:C 41(36,6) 99(44,6) NS 
  C:C 12(10,7) 27(12,2) NS 
IFNG+874 A:Ae 57(50,9) 62(27,9) 0,001 
  T:Af 38(33,9) 117(52,7) 0,001 
  T:T 17(15,2) 43(19,4) NS 
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Tabela 12 - Distribuição das frequências genotípicas dos polimorfismos 

nos genes de citocinas nos pacientes com LDGCB (N=112) e nos controles 

(N=222) de acordo com o fenótipo deduzido.  

Polimorfismos Genótipos 

Fenótipo 

relativo 

(produção de 

citocinas) 

Pacientes 

N(%) 

Controles 

N(%) 
P 

 

TNF
-308 

G:G Baixa 85(75,9) 161(72,5) NS 

G:A ou A:A Alta 27(24,1) 61(27,5) NS 

 CC:CC ou CC:GC ou TT:CC ou TC:CC Baixa 8(7,1) 14(6,3) NS 

TGFB1
-cd10, -cd25

 TC:GC ou CC:GG ou TT: GC Intermediária 23(20,5) 47(21,2) NS 

  TT:GG ou TC:GG Alta 81(72,3) 161(72,5) NS 

 ACC:ACC ou ACC:ATA ou ATA:ATA Baixa 49(43,8) 87(39,2) NS 

IL10
-1082,-819,-592 GCC:ACC ou GCC:ATA Intermediária 55(49,1) 105(47,3) NS 

  GCC:GCC Alta 8(7,1) 30(13,5) NS 

 

IL6
-174 

C:C Baixa 12(10,7) 27(12,2) NS 

G:C ou G:G Alta 100(89,3) 195(87,8) NS 

 A:Aa Baixa 57(50,9) 62(27,9) 0,001 

IFNG
+874 T:Ab Intermediária 38(33,9) 117(52,7) 0,001 

  T:T Alta 17(15,2) 43(19,4) NS 

 

aOR= 2,67; IC95%=1,67-4,29. 
bOR= 0,46; IC95%=0,29-0,74. 
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5.3.2 Frequências dos genotipos de citocinas nos subgrupos de 

pacientes. 

Não foram encontrados dados significativos nas análises dos genes de 

citocinas nos pacientes divididos nos grupos: idade (>60 anos n=60 versus ≤60 

anos n=52), o sexo (sexo feminino n=57 versus sexo masculino n=55), estádio 

clínico (pacientes com estádios avançados da doença n=68 versus pacientes com 

estádios não avançados da doença n=44), presença de sintomas B n=75 versus 

sintomas A n=37, LDH (Normal n=53 versus alterada n=51) e IPI (baixo e 

intermediário-baixo  n=70 versus intermediário-alto e alto n=33).  

 

5.3.3 Análises de sobrevida global e sobrevida livre de progressão  

A análise de sobrevida dos polimorfismos TNF-308, IFNG+874, IL6-174, 

IL10-1082, -819, -592 e TGFB1cd10, cd25  demonstrou que no grupo de pacientes com o 

genótipo IL10-1082G:G (n=8) apresentou maior sobrevida livre de progressão em 

relação a IL10-1082G:A (n=52) e IL10-1082A:A (n=48). Os dados são 

apresentados no gráfico 3. Os demais polimorfismos não tiveram impacto na 

evolução clínica do LDGCB baseada nas sobrevidas global e livre de progressão, 

bem como na resposta terapêutica nas análises univariadas e multivariadas de 

Cox. 
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Gráfico 3. Sobrevida Livre de Progressão nos pacientes com LDGCB de acordo 

com os genótipos de IL10-1082. 

 

Devido à escassez de dados relacionados aos genes KIR na população 

de Campinas e região, sentimos a necessidade de avaliar a distribuição desses 

genes nessa população. Sendo assim, como um adendo as análises do presente 

trabalho, foram determinadas as distribuições dos genes KIR na população de 

Campinas/SP (n=292) e comparadas com outras populações do Brasil e do 

Mundo. 

  

5.4 DISTRIBUIÇÃO DOS GENES KIR NA POPULAÇÃO DE CAMPINAS/SP 

 

5.4.1 Distribuição dos genes KIR na população de Campinas/SP  

As frequências dos genes KIR na população de Campinas/SP (n=292) 

são apresentadas na Tabela 13. Os frameworks genes: KIR2DL4, KIR3DL2, 

KIR3DL3 e KIR3DP1 foram encontrados em todos os indivíduos. Os genes KIR 

inibidores: KIR2DL1, KIR2DL3 e KIR3DL1, o gene ativador KIR2DS4, e o 
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pseudogene KIR2DP1 apresentaram frequências próximas ou acima de 90%. Os 

genes ativadores KIR2DS1, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1 apresentaram 

frequências abaixo de 40%. KIR2DL2, KIR2DL5 e KIR2DS2 apresentaram 

frequências intermediárias (entre 53% e 58%) e o gene ativador KIR2DS5 

apresentou menor frequência nessa população (30,8%). 

As frequências encontradas foram comparadas as de outras 

populações da América do Norte, América Central e América do Sul, Europa, 

África, Ásia e Oceania e são apresentadas na Tabela 13. (107-117) Os genes KIR 

inibidores (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3), o 

KIR2DS4 e o KIR2DP1 apresentaram altas frequências em todas as populações.  

Foram encontradas muitas diferenças na distribuição dos genes KIR na 

população brasileira em comparação com as outras populações descritas em 

estudos prévios. Especialmente em comparação com a população de Uganda, 

foram encontradas diferenças nas frequências dos genes KIR2DL1, KIR2DL5 e 

KIR2DS5 (menos frequentes na população brasileira) e dos genes KIR2DS1, 

KIR2DS3 e KIR3DS1 (mais frequentes na população brasileira). 

Em relação aos genes inibidores, em comparação com a população 

estudada, KIR2DL2 foi significativamente menos frequente em Ingleses (P= 

0,0001) e Mexicanos (P= 0,0135). KIR2DL1 foi encontrado em 95,5% da 

população brasileira (Campinas), em 84,1% dos indivíduos da Austrália (P= 

0,0038), em 99,0% nos indivíduos do sudeste da África (P= 0,002) e em 99,2% 

dos indivíduos da China (P= 0,009). A frequência de KIR2DL3 foi menor na 

população brasileira em relação às frequências da China (P= 0,0001), México (P= 

0,0008) e Croácia (P =0,02).  

Além disso, a frequência de KIR2DL5 na população estudada foi de 

53,8%, sendo significativamente menor quando comparada aos indivíduos do 

sudeste da África (65,0%, P= 0,002) e significativamente maior em comparação 

com indivíduos da China (37,6%, P= 0,0001). 
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Em relação aos genes que codificam receptores de ativação, foi 

observada grande variação em todas as populações listadas. O gene KIR2DS1 foi 

menos frequente nos africanos do Sudeste da África (P= 0,0001), KIR2DS2 e 

KIR2DS3 foram menos frequentes nas populações chinesa (P= 0,0001, P= 

0,0001, respectivamente) e Mexicana (P=0,04, P=0,006, respectivamente) e 

KIR2DS3 e KIR2DS5 também foram mais frequente em indivíduos do sudeste da 

África (P= 0,0001; P= 0,0001 respectivamente). Além disso, KIR2DS5 foi menos 

frequente em indivíduos de Croácia (P= 0,04).  

Considerando a grande diversidade genética na população brasileira, 

proveniente de uniões entre indivíduos de diferentes etnias, nós comparamos as 

frequências de genes KIR encontradas em indivíduos da cidade de Campinas, 

estado de São Paulo, com os de outros estados do Brasil, tais como, Paraná (Sul 

do Brasil), Rio Grande do Sul (Sul do Brasil), Minas Gerais (Sudeste do Brasil), 

Rondônia, Pará e Amazonas (Norte do Brasil) ( Tabela 14).(118-124) 



 

114 

 

Tabela 13. Frequências dos genes KIR na população de Campinas (n = 292) e comparação dos dados observados 
com outras populações. 

aFlores et al (107);,bBontadini et al (108); cDenis et al 2005 (109); dNorman et al (110);eDu et al (111); fNakimuli et al (112);gMahfouz et al (113); 
hWitt et al (114); iZhen et al (115); jGutiérrez-Rodríguez et al (116); kBurek et al (117).  n= número de indivíduos; fg= frequência gênica obtida pela 
formula fg=1−√(1−F); F= frequência observada. NT=Não tipificado.*P≤0,005; **P≤0,01; ***P<0.05.  
 

 

Tabela 14. Frequências dos genes KIR na região de Campinas e em 8 populações brasileiras 

Populações brasileiras 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 2DP1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DP1 3DS1 

Nosso estudo (n=292) 95,5 58,6 87,3 100 53,8 96,6 38,4 56,8 32,9 93,8 30,8 94,5 100 100 100 34,9 
Paraná, Norte e Noroeste(n=289)a 97,2 47,0* 89,3 100 52,6 96,9 40,8 47,1** 26,6 93,8 34,6 94,1 100 100 100 39,1 
Paraná, Curitiba (n=164)b 97,4 59,4 84,6 100 51,9 94,7 42,1 59,2 32,5 93,6 31,9 92,7 100 100 NT 37,3 
Minas Gerais (n=90)c 96,7 52,2 94,4 100 58,9 96,7 37,8 53,3 38,9 95,6 32,2 95,6 100 100 100 41,1 
Rio Grande do Sul (n=200)d 98,0 56,0 84,0 100 54,0 100** 38,0 55,0 37,0 95,5 35,0 98,5 100 100 NT 39,6 
Amazonia, Amerindios (n=40)e 93,0 65,0 80,0 100 85,0* NT 88,0* 58,0 10,0* 100 90,0* 65,0* 98,0 100 NT 70,0* 
Rondônia, PK(n=55)f 85,5* 67,3 85,5 NT NT NT 80,0* 67,3 NT NT NT 81,8* NT NT NT 80,0* 
Rondonia, PS (46)f 97,8 26,1* 97,8** NT NT NT 47,8 26,1* NT NT NT 91,3 100 100 NT 30,4 
Pará, Belém (n=347)g 96,3 75,0* 90,2 97,4 70,0* 97,0 43,0 42,4* 33,1 87,3* 54,2* 93,0 99,0 99,0 NT 56,0* 
a Rudnick et al (118); b Augusto et al (119); c Middleton et al (120); d Jobim et al (121); e Ewerton et al (122); f Single et al (123); g Pedroza et al 
(124). 
*P≤0,006; **P<0.05; PK= Província Karitiana; PS= Província Surui; NT= não tipificado.  

População 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 2DP1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DP1 3DS1 

Nosso estudo (fg) 0,8 0,36 0,65 1,00 0,32 0,82 0,22 0,35 0,18 0,76 0,17 0,77 1,00 1,00  1,00 0,19 
                  (F%) 95,5 58,6 87,3 100 53,8 96,6 38,4 56,8 32,9 93,8 30,8 94,5 100 100  100 34,9 
Argentina(n=402)a 96,0 56,0 87,0 100 56,0 96,0 46,0 55,0 29,0 95,0 36,0 95,0 100 100  NT 42,0 
Italia (n=217)b 95,0 53,0 88,0 100 NT NT 36,0 53,0 33,0 NT 28,0 96,0 100 100  100 35,0 
França (n=108)c 97,0 50,0 91,0 100 47,0 97,0 36,0 51,0 31,0 96,0 27,0 96,0 100 100 NT 44,0 
Inglaterra (n=136)d 91,0 49,0* 92,0 100 NT NT 45,0 51,0 24,0 96,0 32,0 97,0 100 NT  NT 42,0 
Estados Unidos (n=195)e 96,9 49,2 88,7 100 52,8 97,9 37,4 49,7 28,2 94,9 35,9 94,9 100 100  100 39,5 
Uganda (n=492)f 99,0* 61,0 85,0 NT 65,0* 98,0 24,0* 54,0 24,0* 96,0 50,0* 98,0 NT NT NT 12,0* 
Líbano (n=120)g 99,2 59,5 88,3 100 58,3 NT 40,8 59,2 37,5 95,0 30,8 95,8 100 100  NT 35,8 
Austrália (n=50)h 84,0* 50,0 90,0 100 NT NT 52,0 50,0 28,0 90,0 NT 90,0 100 NT  NT 38,0 
China (n=503)i 99,2* 20,7* 98,4* 100 37,6* 99,2 32,6 20,7* 18,5* 96,2 22,9 96,2 100 100  100 33,6 
Mexico (n=86)j 100 43,0** 100* 100 49,0 97,0 42,0 44,0*** 17,0** 97,6 40,0 99,0 100 100  100 42,0 
Croacia (n = 121)k 95,0 55,0 95,0*** 100 49,0 96,0 32,0 55,0 34,0 97,0 21,0*** 96,0 100 100  100 31,0 
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As frequências de genes KIR encontradas na população do Estado de 

São Paulo (Campinas) foram semelhantes às encontradas em regiões vizinhas, 

tais como, Paraná (Curitiba) e Minas Gerais (Belo Horizonte). No entanto, foram 

encontradas algumas diferenças significativas entre a população estudada e as 

populações do Rio Grande do Sul, Rondônia, Paraná (cidades no norte e nordeste 

do Paraná), Pará e Amazônia. 

As populações da região Norte do Brasil apresentaram distribuições 

diferentes em mais genes do que as populações da Região Sul do Brasil em 

comparação com a população estudada. Os índios da Amazônia apresentaram 

padrões distintos de distribuição com KIR2DL5, KIR3DL1, KIR2DS1, KIR2DS3, 

KIR2DS5 e KIR3DS1 com diferenças notáveis comparadas a todas as outras 

populações. De fato, os ameríndios da Amazônia parecem formar um grupo 

diferente (122).  

Em relação ao estado de Rondônia, KIR2DL1 e KIR3DL1 foram menos 

frequentes em indivíduos da província Karitiana e KIR2DS1 e KIR3DS1 foram 

mais frequentes. Na Província Surui KIR2DL2 e KIR2DS2 foram menos freqüentes 

e KIR2DL3 foi mais frequente. A população do Pará também apresentou 

diferenças nos genes KIR2DL2, KIR2DL5, KIR2DS2, KIR2DS4, KIR2DS5 e 

KIR3DS1. 

 Em relação as amostras do sul do Brasil (Norte e Noroeste do 

Paraná e Rio Grande do Sul), KIR2DL2 e KIR2DS2 foram menos frequentes em 

indivíduos do Norte e Noroeste do Paraná (P= 0,006 e P= 0,02), respectivamente) 

e KIR2DP1 foi mais frequente em indivíduos do Rio Grande do Sul (P= 0,03).  

 

5.4.2 Genótipos KIR na população de Campinas/SP 

Os genótipos KIR foram definidos e identificados de acordo com o 

número de identificação dado pelo banco de dados do Allele frequencies 

www.allelefrequencies.net - (125). Até o momento, mais de 400 genótipos KIR 
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foram descritos em 137 populações na literatura consultada. Na população de 

Campinas, foram encontrados 45 perfis (figura 15), dos quais 13 genótipos 

responderam por 88,9% de todos os genótipos observados. Os restantes 32 

genótipos tiveram uma frequência igual ou inferior a 1,0%. O genótipo AA foi o 

genótipo mais frequente (27,4%). 

Augusto et al. (2012)(118) compararam os genótipos de Curitiba e Belo 

Horizonte, em um estudo prévio, demonstrando similaridades entre essas 

populações. Considerando que também foram encontradas semelhanças entre 

essas populações e a população de Campinas, nós comparamos os genótipos 

dessas três populações e os dados são apresentados na figura 16. Estas três 

populações apresentaram 10 perfis em comum (allele net database IDs : 1, 4, 5, 2, 

3, 6, 7, 9, 11 e 70), que foram os perfis mais frequentes nas três populações. 

Campinas e Curitiba tiveram 7 perfis comuns não encontradas em Belo Horizonte 

(allele net database IDs: 10, 15, 69, 71, 73, 81 e 106);  Campinas e Belo Horizonte 

também tiveram 7 genótipos comuns não encontrados na população Curitiba 

(Frequência alélica IDs : 8, 13, 30, 72, 79, 90 e 228); Curitiba e Belo Horizonte 

tiveram 1 perfil em comum que não foi encontrado na população de Campinas 

(allele net database IDs : 27) e em nosso estudo 21 genótipos descritos não foram 

encontrados em Curitiba e Belo Horizonte (allele net database IDs : 12, 18, 19, 36, 

46, 48, 57, 61, 68, 76, 80, 94, 97, 118, 159, 190, 204, 240, 293, 332 e 346 ). 
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 ID  
(Allele 

Frequency 
Net database) 

N Frequência Grupo de 
Haplótipos 

                               1 80 27.4 A/A 

                               4 36 12.3 B/x 

                               5 26 8.9 B/x 

                               2 24 8.2 B/x 

                               3 14 4.8 B/x 

                               6 13 4.5 B/x 

                               19 10 3.4 B/x 

                               71 10 3.4 B/x 

                               7 8 2.7 B/x 

                               73 8 2.7 B/x 

                               70 7 2.4 B/x 

                               9 4 1.4 B/x 

                               90 4 1.4 B/x 

                               13 3 1.0 B/x 

                               36 3 1.0 B/x 

                               68 3 1.0 B/x 

                               69 3 1.0 B/x 

                               72 3 1.0 B/x 

                               10 2 0.7 B/x 

                               11 2 0.7 B/x 

                               18 2 0.7 B/x 

                               57 2 0.7 B/x 

                               76 2 0.7 B/x 

                               97 1 0.3 B/x 

                               8 1 0.3 B/x 

                               12 1 0.3 B/x 

                               15 1 0.3 B/x 

                               30 1 0.3 B/x 

                               46 1 0.3 B/x 

                               48 1 0.3 B/x 

                               61 1 0.3 B/x 

                               79 1 0.3 B/x 

                               80 1 0.3 B/x 

                               81 1 0.3 B/x 

                               94 1 0.3 B/x 

                               106 1 0.3 B/x 

                               118 1 0.3 B/x 

                               159 1 0.3 B/x 

                               190 1 0.3 B/x 

                               204 1 0.3 B/x 

                               228 1 0.3 B/x 

                               240 1 0.3 B/x 

                               293 1 0.3 B/x 

                               332 1 0.3 B/x 

                               346 1 0.3 B/x 

Figura 15. Perfis de genótipos KIR e frequências observadas na população 
brasileira. Retângulos cinzas indicam presença de genes e os retângulos brancos 
indicam ausência de gene; ID = os números de identificação de acordo com o banco 
de dados do www.allelefrequencies.net, N = número de indivíduos com o perfil; F = 
Frequência, GH = grupo de haplótipos. 
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5.4.3 Frequências das variantes de KIR2DS4 na população de 

Campinas/SP 

Os genótipos AA (N=80) foram divididos em três grupos de acordo com 

o tipo de KIR2DS4. Os indivíduos que possuíam dois grupos de alelos com as 

sequencias completas de KIR2DS4 foram denominados KIR2DS4completos e 

apresentaram frequência de 11,3%, os indivíduos que possuíam dois grupos de 

alelos com a deleção de 22pb foram denominados de KIR2DS4del e 

apresentaram frequência de 58,7%, e os indivíduos que eram heterozigotos, 

apresentando um grupo de alelos com a sequencia completa e outro com a 

variante deletada foram denominados KIR2DS4completo/del e foram encontrados 

em 30,0% dos indivíduos com genótipo AA.  

Adicionalmente, a freqüência de indivíduos carregando pelo menos uma 

variante deletada foi alta na população estudada (77,1%) e indivíduos com 

genótipo AA e sem KIR2DS4 funcional (grupo del) foram 16,0% de toda a 

população.  

 

Figura 16. Perfis de genótipos KIR e freqüências observadas na população 

de Campinas (n=292), Curitiba (n=164) Belo Horizonte (n=90) 
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5.4.4 Frequências dos ligantes HLA na população de Campinas/SP 

 Os indivíduos foram comparados de acordo com o repertório KIR e o 

repertório dos ligantes HLA. Os pares de receptor/ligante analisados foram: 

KIR3DL1/3DS1 com Bw4, KIR2DL2/3 e KIR2DS2 com HLA-C1, KIR2DL1/2DS1 

com HLA - C2 e KIR3DL2 com HLA-A3/A11. 

 Os resultados observados são apresentados na Tabela 15. A 

respeito dos ligantes, o HLA-C1 foi mais comum do que o ligante HLA-C2 (78,4% 

versus 66,7%). Bw4 foi encontrado em 61,9% dos indivíduos e HLA-A3/11 foi 

detectado em 29,7% das amostras. 

 As frequências observadas para os diferentes pares KIR+HLA na 

população do Sudeste do Brasil, da maior para a menor, foram as seguintes: 

KIR2DL2/3 com C1 (78,4%), KIR2DL1 com C2 (64,0%), KIR3DL1 com Bw4 

(58,2%), KIR3DL2 com A3/11 (30,4%). Em relação aos genes de ativação em 

ordem descrescente foram: KIR2DS2 com C1 (46,5%), KIR2DS1 com C2 (23,3%) 

e KIR3DS1 com Bw4 (19,9%). 
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Tabela 15 – Ligantes HLA e combinação dos genes KIR com seus respectivos 

ligantes. 

 

 

 

 

 

Combinações de KIR Indivíduos (N) Frequência (%) 
HLA- Ligantes   
A3/A11 87 29,7 
Bw4 181  61,9 
Bw480I 128 43,8 
Bw480T 93 31,8 
C1 229 78,4 
C2 195 66,7 
   
KIR e HLA ligantes   
Inibidores   
KIR2DL1 + C2 187 64,0 
KIR2DL2 + C1 138 47,2 
KIR2DL3 + C1 199 68,1 
KIR2DL2/3 + C1 229 78,4 
KIR3DL1 + Bw4 170 58,2 
KIR3DL1 + Bw480I 119 40,7 
KIR3DL1 + Bw480T 88 30,1 
KIR3DL2 + A3/A11 89 30,4 
   
Ativadores   
KIR2DS1 + C2 68 23,3 
KIR2DS2 + C1 136 46,5 
KIR3DS1 + Bw4 58 19,9 
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5.4.5 Número de pares de KIR inibidores com seus respectivos 

ligantes. 

 Um a quatro pares de KIR inibidores/HLA ligantes foram 

determinados (Tabela 16). A presença de dois pares foi mais frequente (42,7%), 

seguido por três pares (32,6%), um par (16,5%) e quatro pares (7,9%). A maioria 

dos indivíduos (99,7%) teve pelo menos um ligante KIR inibidor. No entanto, um 

indivíduo (0,3%) apresentou os genes KIR inibidores: KIR2DL2/3, KIR3DL1 e 

KIR3DL2, mas não apresentou os respectivos ligantes (HLA-C1, HLA-Bw4 e HLA-

A3/A11). 

 

Tabela 16. Combinação dos pares KIR + HLA e suas frequências na 

população de Campinas. 

Número 
de 

pares 

KIR+Ligantes HLA Indivíduos 
(N) 

Frequência 
(%) 

0 Nenhum par 1 0.3 
1 2DL2/3 + C1 32  
 2DL1 + C2 14  
 3DL1 + Bw4 2  
 3DL2 + A3/A11 0 16.5 

2 2DL2/3 + C1 e 3DL1 + Bw4 43  
 2DL2/3+ C1 e 2DL1 + C2 38  
 2DL1 + C2 e 3DL1+ Bw4 22  
 2DL2/3 + C1 e 3DL2 + A3/11 15  
 2DL1 + C2 e 3DL2 + A3/11 7  
 3DL1 + Bw4 e 3DL2 + A3/11 0 42,7 

3 2DL1 + C2 e 2DL2/3 +C1 e 3DL1 + Bw4 52  
 2DL1 + C2 e 3DL1+ Bw4 e 3DL2 +A3/11 17  
 2DL2/3 + C1 e 3DL1 + Bw4 e 3DL2 + A3/11 11  
 2DL1+ C2 e 2DL2/3 + C1 e 3DL2+ A3/11 0 32.6 

4 2DL1 + C2 e 2DL2/3 + C1 e 3DL1 +Bw4 e 3DL2 +A3/11 23 7.9 
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5. Discussão 
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O presente estudo teve como objetivo buscar novos marcadores em 

genes da resposta imune capazes de prever susceptibilidade, melhor ou pior 

prognóstico e resposta ao tratamento do LDGCB. O desenvolvimento de LDGCB 

parece estar relacionado a respostas imunes ineficazes, devido a frequente 

associação desse linfoma com estados de imunossupressão.(2,19) Nesse 

contexto, as células envolvidas nas respostas imunológicas, tais como as células 

NK, que desempenham papel importante nesse processo.  

Em condições normais, as células NK são tolerantes às células do 

próprio organismo pela interação de receptores inibidores (KIR e NKG2A) 

presentes na superfície dessas células com ligantes HLA. Diversas evidências 

sugerem que em muitas transformações malignas e infecções virais há diminuição 

da expressão de moléculas HLA nas células alteradas, na tentativa de escapar do 

sistema imunológico. Como descrito anteriormente, a ativação das células NK, por 

um lado, requer a ausência do ligante (hipótese missing-self) e por outro, pode 

ocorrer da interação de receptores KIR ativadores com os ligantes HLA. Esse 

balanço entre ativação e inibição da célula NK está diretamente relacionado às 

interações KIR-HLA, e varia de acordo com a afinidade da interação, bem como, 

da quantidade de interações.  

As moléculas KIR e HLA são muito polimórficas, cujos genes estão 

localizados em diferentes cromossomos e segregam independentemente, gerando 

inúmeras possibilidades de combinações KIR-HLA.  

Assim, muitos estudos têm investigado a diversidade dos genes KIR e 

HLA na susceptibilidade ou proteção de diversas malignidades, tais como câncer 

de mama,(126) melanoma,(62) carcinoma hepatocelular,(63) câncer cervical(64), 

leucemias linfoides(127) e mieloides,(128) porém, em linfomas, os dados são 

escassos.(67)  

De acordo com a literatura consultada esse é o primeiro trabalho 

avaliando os genes KIR e HLA com a incidência de LDGCB. Em relação a esses 
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genes na susceptibilidade ao desenvolvimento de LDGCB, foi encontrada 

associação do gene KIR2DL2 com proteção ao desenvolvimento de LDGCB, pois 

a frequência desse gene foi significantemente menor nos pacientes. Esse 

resultado manteve-se significativo também na análise com a presença do ligante 

HLA-C1, porém não foram encontradas associações desse gene nas análises de 

sobrevida e na resposta terapêutica, sugerindo que a presença do gene KIR2DL2 

individualmente ou com o respectivo ligante C1 têm influência na proteção ao 

desenvolvimento da doença, mas uma vez a doença instalada, não tem impacto 

na progressão.  

Condizente com o resultado encontrado em nosso estudo, outro estudo 

avaliando genes da resposta imune em pacientes com vários tipos de LNH 

desenvolvidos pós-transplante, o genótipo KIR2DL2/KIR2DS2 foi associado a 

maior proteção ao desenvolvimento de LNH em uma análise exploratória, porém, 

após análise de validação essa associação perdeu significância.(67) 

 O gene KIR2DL2 frequentemente é relatado conjuntamente ao 

KIR2DS2 em estudos de associações, devido a esses dois genes estarem em 

forte desequilíbrio de ligação(129) No presente trabalho, apesar desses genes 

estarem em desequilíbrio, o gene KIR2DS2 apresentou-se ligeiramente mais 

frequente que KIR2DL2 nos pacientes, e a comparação de KIR2DS2 entre 

pacientes e controles apresentou apenas uma tendência com esse gene sendo 

mais frequente nos controles( P= 0,08).  

No estudo de Stern et al (67) a presença do genótipo 

KIR2DL2/KIR2DS2 foi relacionada à menor sobrevida nos pacientes. (67) 

infelizmente, não conseguimos confirmar essa associação. 

O gene KIR2DL2 é um gene de inibição que tem sido descrito em 

associação com outros canceres. (127,128) Em um estudo avaliando os genes 

KIR em pacientes com leucemia mieloide crônica (LMC) foi encontrada associação 

de KIR2DL2 e ou KIR2DS2 com o ligante C1 como fator de proteção ao 
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desenvolvimento de LMC.(128) Esse resultado, apesar de ser encontrado com 

LMC é condizente com o modelo apresentado no nosso estudo, porém, no 

presente estudo o gene KIR2DS2 não apresentou resultados significativos, 

apenas tendências.  

A redução na presença de KIR2DL2 encontrada nos pacientes com 

LDGCB pode indicar maior propensão dos pacientes a terem haplótipos A que 

haplótipos B,(130) porém não foram encontradas associações significativas com o 

genótipo AA (haplótipo A homozigoto). Esse genótipo foi apenas sutilmente mais 

frequente nos pacientes quando comparados aos controles (33,0% versus 28,4% 

respectivamente). Por outro lado, o genótipo AA apresentou uma tendência na 

análise de sobrevida, sendo relacionado à menor sobrevida global nos pacientes, 

entretanto não tivemos poder estatístico para confirmar essa associação. 

Como descrito anteriormente, estudos avaliando KIR e linfomas são 

escassos. Besson et al. (65) em um estudo familiar, avaliaram os genes KIR em 

pacientes com linfoma de Hodgkin e encontraram associação de KIR3DS1 e 

KIR2DS1 e proteção da doença. Outro estudo avaliou pacientes com linfoma 

folicular e não encontrou associação dos genes KIR com susceptibilidade ou 

proteção ao desenvolvimento de linfoma folicular.(66) Entretanto o número de 

pacientes (n=20) e controles (n=62) avaliados nesse estudo foi muito pequeno. 

Em relação aos ligantes HLA, foi encontrada associação do ligante 

HLA-Bw4 e HLA-Bw480I com estádios mais avançados da doença. O ligante HLA-

Bw4 é o ligante do receptor KIR3DL1 e as moléculas HLA-Bw4 de acordo com 

determinados aminoácidos presentes na posição 80, apresentam diferentes 

afinidades pelo KIR3DL1 (HLA-Bw4 com Treonina na posição 80 possui menor 

afinidade e HLA-Bw4 com Isoleucina na posição 80 possui maior 

afinidade).(53,54) Nesse contexto, talvez a frequência aumentada do ligante HLA-

Bw4 encontrada nos pacientes em estádios avançados esteja relacionada à maior 

inibição da célula NK, bem como pior resposta imune.  
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Em relação à resposta ao tratamento, diversos estudos tem 

demonstrado um importante papel da ADCC mediada por NK na atividade 

antitumoral do Rituximabe.(131-135) Borgerding et al (136) avaliaram a influência 

da interação KIR/HLA na eficácia da ADCC induzida pelo Rituximabe em modelo 

in vitro e demonstraram que a interação HLA com ligantes KIR inibidores 

(KIR2DL1 com C2 e KIR2DL2/KIR2DL3 com C1) influenciam negativamente a 

ADCC, de forma que a ausência do ligante ou diminuição na expressão do ligante 

permite uma ativação da células NK com melhor ADCC. 

No presente trabalho, foi encontrada tendência do gene KIR2DL3 com 

melhor resposta ao tratamento. Dos receptores inibidores com 2 domínios 

extracelulares, o receptor KIR2DL3 é o que possui a interação mais fraca com o 

seu ligante. Em ordem decrescente: KIR2DL1 com ligante C2 é o mais forte, 

seguido de KIR2DL2 com C1 e por último o KIR2DL3 com C1).(55, 137)  Nesse 

contexto, talvez, a interação do gene KIR2DL3 com o ligante seja mais fácil de ser 

interrompida mediante um sinal ou vários sinais ativadores. Essa hipótese tem 

sido descrita em outros estudos que também encontraram esse gene associado a 

melhores resultados com outras doenças. (138) 

 Em relação aos dados de sobrevida, diversos estudos encontraram 

associação dos genes KIR com melhor ou pior prognósticos em diversas 

doenças.(126,127) No modelo com LDGCB, entretanto, não conseguimos 

encontrar dados significativos. Observamos apenas uma tendência com maior 

sobrevida livre de progressão nos pacientes com KIR2DL3 presente. 

Considerando que KIR2DL3 foi mais frequente nos pacientes com melhor resposta 

ao tratamento é plausível que os indivíduos que apresentem esse gene tenham 

também melhor sobrevida.  

Funcionalmente e fenotipicamente, as células NK podem ser divididas 

em dois tipos. O subtipo CD56dim representa as células responsáveis pela 

citotoxicidade natural e ADCC, são encontradas mais comumente no sangue 

periférico e baço e são as células envolvidas no mecanismo de ação do 
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Rituximabe, e o subtipo (CD56bright) que é encontrado principalmente nos 

linfonodos e em tecidos linfoides associados a mucosas, as células deste tipo 

funcionalmente produzem citocinas em abundância, incluindo TNF e IFN-γ,  e via 

produção de citocinas, influenciam a resposta Th1, ativam células apresentadoras 

de antígenos, e reprimem a proliferação de células transformadas.(132) 

A produção e expressão de diversas citocinas têm sido relacionadas a 

polimorfismos específicos em regiões promotoras e reguladoras de genes de 

citocinas.(86, 93, 105, 139-140) Além disso, estes polimorfismos têm sido 

associados ao desenvolvimento ou progressão do LDGCB. (85,88-90) 

No presente estudo, as análises dos polimorfismos de genes 

reguladores de TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-10 e TGF-β1 e de sua possível influência na 

susceptibilidade e curso clínico do LDGCB demonstraram que o polimorfismo 

IFNG+874, o qual tem sido associado aos níveis de produção de IFN-γ,(97) 

parece ter impacto no desenvolvimento de LDGCB, pois foram encontradas 

associações de IFNG+874/A:A (baixo produtor) com susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença, e do genótipo IFNG+874/T:A (produtor intermediário) 

com maior resistência ao desenvolvimento de LDGCB. 

Este resultado é semelhante a outro estudo, no qual o genótipo 

IFNG+874/A:A foi relacionado a maior risco de desenvolver desordens 

linfoproliferativas pós-transplante.(141) Contrariamente Stern et al (67) não 

encontrou associação de IFN com risco de LNH pós-transplante, nem com melhor 

ou pior sobrevida. 

Em relação a IL-10, os polimorfismos IL10-1082, -819, -592, foram 

relacionados com a produção desta citocina, e os estudos avaliando esses 

polimorfismos têm relatado resultados inconsistentes.(141-143) As associações 

mais comumente descritas correlacionaram o alelo -1082G (genótipos GG:GA) e –

3575T:A com o risco de desenvolver LDGCB.(74, 143-145) Entretanto, inúmeros 

outros estudos falharam em confirmar essa associação.(146,147) No presente 
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estudo, não foi encontrada correlação dos genótipos IL10-1082/GG:GA com o 

risco de desenvolver LDGCB. Entretanto, os genótipos IL10-819/C:C (rs1800871) 

e IL10-592/C:C (rs1800872) foram correlacionados a proteção ao desenvolvimento 

de LDGCB. Além disso, foi encontrada associação do genótipo IL10-1082G:G com 

melhor sobrevida livre de progressão. Semelhante a esse resultado Lech-Maranda 

et al. (148) encontraram associação dos genótipos IL10-1082/GG:GA com melhor 

sobrevida global e melhor taxa de remissão completa e mostraram que os 

genótipos IL10-819/C:C e IL10-592/C:C foram correlacionados com os níveis 

séricos elevados de IL-10 em pacientes com LDGCB. 

Alguns autores têm relatado correlações do genótipo TNF-308, referente 

à alta produção de TNF-α, com maior risco de desenvolver LNH, particularmente o 

LDGCB.(145,149,150) No entanto os resultados obtidos neste e em outros 

estudos mostraram que o polimorfismo TNF-308 não havia influenciado no 

desenvolvimento de LDGCB. 

Em relação a IL-6 o polimorfismo no gene IL6-174 foi associado a 

transcrição e expressão de IL-6 e vários estudos sugerem o envolvimento dessa 

citocina nos linfomas.(151-153) Pacientes com níveis elevados de IL-6 têm 

apresentado menores sobrevidas globais comparados a pacientes com níveis 

normais(151-153,154) e o genótipo rs1800796 foi associado a menor risco de 

morte.(155) Entretanto, no presente estudo não foi possível mostrar uma 

correlação genética do polimorfismo desta citocina com desenvolvimento e 

progressão do LDGCB e esse resultado está de acordo com Lan et al. (74), que 

também não encontrou associações com esse polimorfismo. 

TGF-1 é uma citocina multifuncional anti-inflamatória que tem 

participação em diferentes situações fisiológicas inluindo: controle de ciclo celular, 

controle da hematopoiese, diferenciação celular, angiogênese, indução de 

apoptose e formação de matriz celular.(91-93) Nos LNH, a expressão desta 

citocina vem sendo associada à linfomas mais agressivos e o genótipo alto 

produtor desta citocina foi associado a prognósticos desfavoráveis.(156-158) 
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Entretanto, no presente estudo, não foi observado impacto dos genótipos de 

TGFB1 no LDGCB. 

Em relação à distribuição dos genes KIR na população de 

Campinas/SP, não surpreendentemente, as frequências de genes encontrados na 

população do Sudeste do Brasil foram semelhantes as relatadas em outras 

populações caucasianas, tais como Argentina, Itália, França e Estados Unidos, e 

também semelhantes a população libanesa. Por outro lado, diferenças 

consideráveis foram encontradas em determinados genes KIR com resultados 

notáveis comparando principalmente a população de Campinas com populações 

distantes da Ásia e sudeste da África e indígenas.  

O genótipo AA que corresponde ao haplótipo A homozigoto foi o mais 

frequente, encontrado em 27,4% da população e este resultado é semelhante aos 

resultados observados em outras populações, com exceção dos ameríndios da 

amazônia que têm frequência muito baixa desse perfil (2,5%, P<0,0001) e 

asiáticos que têm uma frequência muito alta deste perfil (Chinês 56,0%, 

P<0,0001). 

Em relação as regiões brasileiras Campinas apresentou padrão de 

distribuição dos genótipos KIR semelhante ao de outras cidade urbanas e vizinhas 

(Curitiba e Belo Horizonte) com muitos genótipos comuns as três populações, 

porém 21 genótipos foram descritos somente na população de Campinas. Destes 

21 genótipos encontrados na população de Campinas, 12 foram previamente 

descritos em outras populações brasileiras (www.allelefrequencies.net), entretanto 

9 genótipos nunca haviam sido descritos em populações brasileiras e alguns deles 

são raros em europeus ou euro-descendentes (www.allelefrequencies.net) com 

distribuição restritas a regiões distantes do mundo.  

Estas proporções de genótipos comuns e únicos para cada grupo 

analisado pode ser explicado pela intensa miscigenação da população brasileira, 

que é resultado de diversas uniões interétnicas de nativos locais com imigrantes 
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europeus e asiáticos que vieram ao país nos últimos 5 séculos (118,119,121). 

 Em relação aos pares de genes inibidores um indivíduo apresentou os 

genes KIR inibidores: KIR2DL2/3, KIR3DL1 e KIR3DL2 mas não apresentou os 

respectivos ligantes (HLA-C1, HLA-Bw4 e HLA-A3/A11).  

Na população do Norte e do Nordeste PR, também foi encontrado um 

indivíduo com os mesmos genes KIR e sem os respectivos ligantes.(118) 

Aparentemente, não ter nenhum par de ligante inibidor não é um problema, pois, 

há outros receptores inibidores presentes na célula NK.(46,120) 
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7. Conclusão 
______________________________________________________________________________________ 
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A investigação dos genes KIR, dos ligantes HLA de classe I e dos 

complexos KIR-HLA não demonstrou nenhuma associação de susceptibilidade ao 

desenvolvimento de LDGCB, mas o gene KIR2DL2 com ou sem a presença do 

ligante C1 foi correlacionado a proteção ao desenvolvimento de LDGCB. 

A avaliação da evolução clínica dos pacientes demonstrou associação 

dos ligantes HLA-Bw4 e HLA-Bw4 80I com estádios mais avançados da doença, 

entretanto, não foram encontradas associações com sobrevida global ou 

sobrevida livre de progressão. 

 Na avaliação dos pacientes de acordo com a resposta terapêutica 

houve uma tendência da presença de KIR2DL3 estar relacionada a melhor 

resposta terapêutica.  

Em relação à avaliação genética dos polimorfismos em genes 

reguladores de citocinas foram encontradas associações de IFNG+874/A:A (baixo 

produtor) com susceptibilidade ao desenvolvimento da doença, e do genótipo 

IFNG+874/T:A(produtor intermediário) e dos genótipos IL10-819/C:C (rs1800871) 

e IL10-592/C:C (rs1800872) com proteção ao desenvolvimento de LDGCB.  

A avaliação dos polirmorfismos em genes de citocinas na evolução 

clínica do LDGCB demonstrou o genótipo IL10-1082G:G com melhor sobrevida 

livre de progressão. 

Em relação à avaliação da resposta terapêutica, não foi encontrada 

nenhuma associação dos polimorfismos de citocinas com melhor ou pior resposta 

ao tratamento. 

 As distribuições dos genes KIR na região Sudeste do Brasil foram 

semelhantes as de outras populações caucasóides, com algumas diferenças 

interessantes.  

Desta forma, baseado nos resultados, os genes KIR e os polimorfismo 

de citocinas parecem ter influência no LDGCB.  
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No futuro, novas análises dos genes KIR e dos polimorfismos em genes 

de citocinas envolvendo um número maior de indivíduos poderão confirmar esses 

resultados e talvez possam contribuir para explicar melhor a magnitude da 

resposta imune em pacientes com LDGCB. 
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