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“Se vocé esta percorrendo o caminho de seus
sonhos, comprometa-se com ele. Ndo deixe a poria de
saida aberta, através da desculpa: “Ainda ndo é bem

isto que eu queria.” Esta frase guarda dentro dela
a semente da derroia.

Assuma o seu caminho. Mesmo que precise dar passos
incertos, mesmo que saiba que pode fazer melhor o
que estd fazendo. Se vocé aceitar suas possibilidades
no presente, com toda certeza vai melhorar no futuro.
Mas, se negar suas limitacOes, jarmais
se verd livre delas.

Enfrente seu caminho com coragem, nio tenha medo
da critica dos outros. E, sobretudo, ndo se detxe

paralisar por suq propria critica.”

Peylo Coelho
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1. INTRODUGAO



I-1. O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

I-1.1. Consideracdes gerais

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) no homem
representa a regido cromossomica mais intensamente sstudada. Nessa regido
se localizam uma série de genes que codificam para aloantigenos, isto &,

antigenos que diferem entre individuos da mesma espécie.

O primeiro antigeno leucocitario humano (HLA) foi descoberto por
Dausset em 1958, através da constatagdo de anticorpos leucoagiutinantes
detectados pela primeira vez, tanto no soro de pacientes com miitiplas
transfusdes sanguineas, como em mulheres gestanies e multiparas. Este
antigeno foi denominado na época, antigeno MAC, e gue corresponde a atual
especificidade HLA-A2. Este sistema foi denominado e reconhecido como
Complexo Principal de Histocompatibilidade, responsavel peia inducéo rapida
de ftransplantes incompativeis, bem como de anticorpos humorais. O
conhecimento progressive sobre as associagbes levaram a interpretacéo de
que tratava-se de um sistema imunogenético complexo e analogo ac sistema
de histocompatibilidade H-2 do camundongo (IVANNY & DAUSSET, 19686).

A primeira funcdo bioldgica atribuida a estes antigenos, foi a
induc@o de reacdo de rejeicdo a aloenxerios, dai terem sido denominados
antigenos de histocompatibilidade. Sua importancia, inicialmente reconhecida
no campo dos transpiantes, foi muito ampliada com a descoberta de

importantes funcdes biologicas destes antigenos.

Um primeiro papel atribuido ans genes do CPH, foi relacionado
ao controle do reconhecimento de célula a célula, durante os processos de
diferenciacao celular (BENACERRAF & DEVITT, 1972).

A descoberta de que a suscetibilidade para a indugdo de tumores

estava ligada ao CPH, veio mostrar que havia um controle genético dos genes
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deste sistema na resposta a infeccBes por virus oncogénicos (LILLY &
PINNEUS, 1973).

O papel do CPH, na imunidade mediada pelas células T, foi
amplamente pesquisado no sistema H-2 do camundongo, mostrando que a
atividade citotOxica das células T especificas para o virus, estava restrita ao
H-2 (DOHERTY & ZINKERNAGEL, 1975a).

Modelos animais foram utilizados para melhor definir, os detalhes
moleculares do reconhecimento do antigeno para a célula T, partindo do
principio que a fung&o comum das glicoproteinas é a de apresentar fragmentos
artigénicos para as células T (MARYANSK! et alli., 1988).

Para as moléculas de classe |, foi demonsirado que peptideos
antigénicos tém a capacidade de interagir direta e especificamente com
moléculas do CPH. Tais complexos podem estimular a produgiio de
interleucina (CESANO et alli,, 1993). Em ensaios de estimulaco “in vitro”, foi
observada correlago direta entre a habilidade do peptidec para competir com
¢ antigeno, tanto na ligagéo direta com as moléculas CPH de classe i, quanto
na habilidade de inibir a apresentagdo do antigeno (LAMONT & ADORINI,
1996). Além disto, vérios antigenos HLA tém sido relatados como genes de
suscetibilidade ou marcadores destes genes, em grande nGmerc de doencas
{(NEPOM & NEPOM, 1995).

Atuaimente, reconhecem-se as moléculas CPH como elementos
capitais no desenvolvimento de resposia imune, a qualquer antigeno estranho
a0 organismo € o exuberante polimorfismo dessas moléculas no decorrer de
um Jongo periodo evoluciondrio, vem sendo extensivamente pesquisado
(KLEIN & SHEREFFLER, 1971; KWOK et afli., 1993).

O estudo do polimorfismo das moléculas @ genes CPH, muito
contribuiu para a compreens&o da organizacdo da regido génica deste
complexo. Os trabalhos iniciais de Bodmer (1972), coniribuiram para descrever
conceitualmente o polimorfismo genético, que consiste na existéncia em uma

populacdo de dois cu mais aielos em um determinado locus, cada um dos



quais numa frequéncia de mais de 1%. A grandeza deste polimorfismo é
calculada pela frequéncia total dos heterozigotos em relacéo a frequéncia total
dos homozigotos. Neste contexto o CPH possui um polimorfismo de grande
variabilidade, se comparado com outros polimorfismos conhecidos.

Desde entdo, o polimorfismo das moléculas CPH tem sido
consideravelmente aumentado, tanto para as moléculas de classe | (PARHAM
et alli., 1993}, como para regidc HLA-D (KRONENBERG et alli., 1994). Este
polimorfismo genético pode ser o responsavel por uma intensa resposta
imunolbgica, quando tecidos ou drgaos s80 transplantados entre individuos
incompativeis (PARHAM & OHTA, 1998).

Os estudos molecuiares tem mostrado que as regides de maior
polimorfismo estée localizadas no sulco de ligacdo ao peptideo, por outro lado,
os métodos moleculares, especiaimente aqueles empregando DNA amplificado
pela reagdo de polimerizacdo em cadeia e/ou sequenciamento de bases
nitrogenadas, tem definido ainda mais o polimorfismo (BODMER et alli., 1995).

A nomenclatura oficial das especificidades HLA definidas por
métodos soroldgicos e moleculares, segue as orientagbes da “Nomenciatura
dos fatores HLA da Organizacdc Mundial de Saude”. De acordo com a Gitima
nomenciatura (BODMER et alli., 1995), mais de 450 alelos de classe | e Il j§
haviam sido relatados. Por meio da cuitura mista de linfécitos usando células
homozigotas tem-se definido pelo menos 29 especificidades HLA-D e 6
especificidades HLA-DP (BODMER et alli., 1995).

1-1.2. Moléculas e genes HLA

Os genes que compdem o CPH humano tém sido agrupados em
regifes designadas de classe {, Il e i, esiendendc-se por cerca de 3500
Kilobases no brago curto do cromossomo 6 (HANSEN et alli,, 1993), onde mais
de 40 Joci no CPH codificam diversas moléculas, muitas delas, diretamente

envolvidas na resposia imune. As moléculas de classe | e Il s8o glicoproteinas



de superficie celular e diferem na estrutura, distribuico tecidual e funcdo
(KOVATS et alli., 1990},

A regido de classe | engloba os oo HLA-A. B, C,E, F, G, H, J, K
e L expressos na maioria das células nucleadas (BODMER et alli., 1995). Na
regido de classe | com um segmento de 2000 Kilobases-Kb séo identificados
os genes HLA-A B e C que codificam moléculas classicas de
histocompatibilidade. Estas moléculas estdo envolvidas na rejeicdo de um
transplante, sendo também fundamentais na imunocompeténcia e estio
relacionadas no reconhecimento de antigencs, na interacdo de linfdcitos e no
desenvolvimento da autotolerancia (THOMPSON, 1983) . Os genes HLA-E e
HLA-F codificam moleculas encontradas nos tecidos fetais , engquanto que os
genes HLA-G s&o responsaveis pela sintese de moléculas presentes apenas
em tecido placentario (CAROSELLA et alli., 1996). Os /oo HLA-K J e L sdo
pseudogenes, isto &, ndo codificam nenhuma proteina.

As moléculas de classe | sd0 heterodimeras, constituidas de duas
subunidades de polipetideos. A cadeia pesada ou alfa (a) & uma glicoproteina
polimorfica de peso molecular 44000 daltons codificada dentro do CPH e esta
associada ndo covalentemente a cadeia leve de peso molecular de 12000
daitons, a B, microglobulina (Beta; -m), codificada por um gene situado no
cromossomo 15. A cadeia pesada « liga a molécula a membrana celular,
possui 338 aminodcidos e contém 3 regifes: uma regido hidrofilica
exiracelular, uma regido hidrofébica transmembrana e uma regido hidrofilica
infracelular. A regido extracelular é subdividida em dominios o, o, oz . O
grande polimorfismo das moléculas de classe | € encontrado nos dominios o, &
oz (BJORKMAN et alli., 1987, BJORKMAN & PAHAM, 1990; HANSEN et alli.,
1892), enquanio que o dominio os basicamente nac polimérfico apresenta
grande homologia estrutural com as cadeias pesadas das imunoglobulinas.
Considerando que o3 genes para as moléculas HLA-A, B e C sdo
codominantes, peio menos seis dessas moleculas podem ser encontradas nas
superficies celulares (NEPOM & NEPOM, 1994, NEPOM & NEPOM, 1895).



QOutras moléculas codificadas pelos genes HLA-E, F e G somente s3o
expressas nas ceélulas em condicdes especiais, como a molécula HLA-G em
irofoblasto (KOVATS et alli,, 1990).

As moleculas de classe Il sdo heterodiméricas codificadas pelos
genes do CPH, compostas de uma cadeia o, de peso molecular 34000 daltons
e uma cadeia § de peso molecular 29000 daltons, unidas ndo covalentements
¢ formadas pelos dominios o @ oz 0u By € Bz. O polimorfismo dessas moléculas
enconira-se nos dominios oy @ B4. Os dominios o, e B, também apresentam
homologia estrutural com a cadeia pesada das imunogiobulinas {JOHNSON et
alli., 1991, HANSEN et alli,, 1992). As moléculas HLA de classe Il s30
codificadas por diversos genes nas regides DR, DQ e DP. Na regifio HLA-DR,
o gene HLA-DRA codifica apenas uma cadeia o , ndo polimérfica. Dentre os
genes que codificam as cadelas B (DRB1-8), apenas 0s genes HLA-DRB1, 3, 4
e & s&0 responsédveis pela sintese dessas moléculas, sendo todas
polimérficas. Na regidic HLA-DQ os genes DOA1 e DQB1 codificam,
respectivamente, as cadeias oy e 4 polimérficas ao passc que os genes HLA-
DQA2, DUBZ e DQOB3 s&o pseudogenes (GOLDMAN et alli., 1994).

Dependende da complementaridade dos genes DQA1/B1 e
DPA1/B1 nos mesmos cis ou em hapldtipos diferentes #rans , aié oito
moléculas HLA-DR e DGQ distintas podem ser expressas nas superficies
celulares (BRODSKY et alli., 1996).

Uma das principais funcfes das moléculas de ciasse Il é a
apresentacdc de peptideos exbgenos para as células CD4 positivas
(BENACERRAF,1981). As moléculas de classe |, tem uma importante funcdo
na apresentagdo de peptideos enddgenosivirais as células T CD8 positivas.
Os dominios oz da molécula de classe | e B, da classe |l fazem a ligacdo entre
as moléculas CDB e CD4 respectivamente duranie o processo de
apresentacdo do antigeno (NEPOM & NEPOM, 1995; BODMER st alli., 1995;
BRODSKY et alli., 1998).



Existem outros genes na regido HLA, que codificam moléculas
relacionadas ao transporte de peptideos para ¢ reticulo endoplasmético, ou
seja, genes TAP1 e TAP2 (ftransporter of antigens peptides” - transportador de
peptideos antigénicos) e ainda genes relacionados a protessomas LMP2 e
LMP7 (*Large multifunctional protease” - Protease multifuncional grande)
(BODMER et alli,, 1995).

Os genes de classe ill incluem o segundo e o quarto
componientes (C2 e C4) da via classica do sistema complemento e o fator B |
da via alternativa, e ainda contém genes para as enzimas 21-hidroxilase (21A,
21B) a proteina do chogue térmice (Hsp 70) e os fatores de necrose tumoral
TNFg e B (NEPOM & NEPOM, 1984),

i-1.3. Expressao das moléculas HLA

Os genes dos foci HLA-A, B, C e os antigenos que eles
controlam, est&o presentes em virtuaimente fodas as células nucleadas do
organismo, contudo o nivel de expressdo dos antigenos pode variar
consideraveimente de uma céiula a outra, aumentando muito apds a exposicéo
a determinadas linfocinas (WALLACH et alli,, 1982). A regifo HLA-D ou
produtos de classe I (HLA-DR, DQ, DP) expressam-se em linfécitos B e
células T ativadas, e foram enconirados originariamente em células
linforeticulares derivadas da medula éssea. Algumas células epiteliais podem
apresentar antigenos de classe I durante os processos inflamatdrios (DAAR et
alli,, 1984).

Em 1987, SANT et alli. mostraram que a associacdo das cadeias
alfa e beta em forma de heterodimero estdvel na superficie da membrana
celular & necessaria para a expresséoc das moléculas HLA, principalmente as

de classe Il

Paralelamente, LOISEAU et alli. (1986) demonsiraram que nas

células biasticas de pacientes com leucemias linféides e mielbides ocorre, uma



grande variagio na expressio destes antigenos. Da mesma forma, TONGIO et
alli. (1986) e DEXLER et alli. (1988) comprovaram, airavés de pesqguisas com
clones de células leucémicas, uma deficiéncia na expresséo celular para os
antigenos de classes Il (HLA-DR, DQ e DP).

A maijor parte das células leucémicas expressam as moléculas
HLA-DR, no entanto a expressdo das moléculas HLA- DQ é mais fraca,
principalmente em algumas leucemias agudas. Nas células leucémicas foi
observado uma heterogeneidade para a expressdo dessas moléculas,
apresentando um grau de positividade durante o desenvolvimento de células
B, onde primeiramente aparece o HLA-DR, apds o HLA-DQ e a seguir o HLA-
DP, indicando diferencas nos estdgios de parada na maturagdo e uma
regulaca@o diferencial desses marcadores, podendo as células B malignas ndo
apresentarem a expressio de uma ou mais dos trés tipos de moléculas HLA de
classe Hl. ELKINS et alli. (1984), também mostraram que as moléculas de
classe | (HLA-A, B e C) em células leucémicas eventualimente apresentam uma
expressao fraca quando comparadas com as células normais, sendo que esta
diminuig2o quantitativa, todavia ndc se estende para a maioria dos casos.
GARRIDO et alli. {1993} e MACDOUGALL et alli,, (1990) observaram que a
expressdo das moléculas HLA € frequentemenie alterada em tumores
comparado ao tecido de origem. Dado a fungdo central dos produtos do CPH
na restrigdo do reconhecimento de células T, a regulacéo da expressdo HLA
nos tumores pode ser uma esiratégia para evaséo da imunovigilancia pelas
ceéiulas malignas gue frequentemente expressam antigenos de superficie
{necantigenos), 0s quais s80 reconhecidos como estranho e eliminado pelo

hospedsiro.

1-1.4. Desequilibrio de ligacao

Alem da diversidade dos genes e do polimorfismo dos alelos,
oufra importante caracleristica do complexo CPH é a exisiéncia de



alelos de diferentes Joci, codificando um desequilibric genético para
determinados alelos, @ muitas vezes para o hapldtipe inteiro. Assim, alelos de
dois ou mais joc/ se transmitem juntos no mesmo haplbtipo em uma frequéncia

maior gue a esperada para uma associacdo ao acaso (BODMER, 1987).

Os eventos que levam ao desequilibric de ligacdo e ao
concomitante aparecimento de tais haplétipos incluem processos mutacionais
e endocruzamento. As vantagens seletivas, s3o invocadas para justificar a
continuidade de tais associagles preferenciais (BODMER, 1987). Essas
associagbes, portanto, devem ter um grande significado bioldgico, uma vez
gue as associagbes com os hapldtipos em desequilibrio de ligago, mostram
induzir uma resposta imune particular, a gual pode significar vantagem ou
desvantagem seletiva (TROWSDALE, 1987a).

O estudo das frequéncias dos alelos HLA e dos desvios
relacionados, a taxa de recombinacdo no estudo de familias com doadores
para transplante ¢ interessante, uma vez que, é possivel calcular a
probabilidade dos genes nos individuos. A probabilidade de dois genes (gene
A e gene B) estarem presentes simultaneamente em um individuc é igual ac
produtc de suas respectivas frequéncias génicas. Se ¢ valor observado da
frequéncia for significativamente diferente do valor esperado, dizemos que os

genes estdo em desequilibrio de ligacdo.

1-1.5. Métodos de detecgdo das moléculas HLA

O polimorfismo das especificidades HLA pode ser detectado ao
nivel celular ou molecular. Ao nivel celular os procedimentos iniciais utilizaram
a aglutinac&o para deteccdo dos antigenos leucocitérios. No entanto em 1964,
TERASAKI & McCLLELAND descreveram um  microméiode de
linfocitotoxicidade mediada por anticorpe e dependente de complemento,
sendo o mais adequado para a deteccio desses antigenos leucocitérios,
método este até hoje empregado. Os métodos sorolégicos indispenséveis para

a deteccdo de especificidades HLA de classe I (DR e DQ), dependem de uma
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separagdo adequada de linfécitos B, de células vidveis, de expressao
adequada de moléculas de histocompatibilidade na superficie celular e de
disponibilidade do painel de anti-soros especificos (DARKE & DYER, 1893).
Quirc metodo celular bastante utilizado, particularmente para as
especificidades HLA de classe il, para definir o focus B néo detectado por
sorologia, € a cultura mista de linfécitos. No final dos anos 80 e 90 houve
grandes avangos nos procedimenios de tipagem dos alelos HLA,
particularmente os de classe Il utilizando o DNA gendmico (REISMGEN, 1993).

Estudos correlacionando as especificidades HLA-DR, DQ e HLA-
D, ndo mostraram até o momento a existéncia de uma relac&c direta entre o
focus HLA-D e os antigenos HLA-DR e DQ (REED et alli, 1992). Existem
poucos estudos das associagbes das moléculas HLA para definir
compatibilidades realizadas em trabalhos amplos, incluindo um grande niimero
de familias e doengas associadas (STRONCE et alii, 1993) e nenhum estudo
na populagéo brasileira, motivo pelo qual nos levou a estudar ¢ a comparar os

dois métodos soroldgicos e cultura mista de linfécitos.

1-2. TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

1-2.1. Consideracdes gerais

O transplante de meduia 6ssea & caracterizado pela transferéncia
das celulas precursoras hematopoiélicas, de um doador geneticamente
idéntico, com a finalidade de restabelecer a fungio da medula e regenerar os
elementos celulares do sangue e do sistema imune (ARMITAGE, 1994;
HANSEN et alli., 1992),

As investigagbes na &rea de hematologia tém relacionado o
transplante de medula 0ssea como a uUnica terapia de cura e de eficdcia no
estagio final de determinadas patologias sanguineas, envolvendo

principalmente trés doencas intimamenie associadas: a leucemia linféide
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aguda (LLA), a leucemia mieldide aguda (LMA) e a anemia aplastica (AA)
(MARSH & GEARY, 1991, GOLDMAN et alli, 1994, SCHWARTZ, 1995).

Nessas trés doengas acima citadas, as manifestagbes malignas envolvendo as

celulas sanguineas sdo consequéncias de um erro ou omissdo, caracterizada
nos processos iniciais de reconhecimento, diferenciacdo e proliferacio da
célula precursora da medula déssea. No entanto para a LLA, LMA e AA, existem
marcadores de identificac@o que possibilitam a imuncfenotipagem laboratorial
no diagndstico diferencial especifico de cada doenga (PICKER, 1994).

A leucemia linfdide aguda é uma doencga maligna, que se origina
nas células germinativas das linhagens linfociticas, caracterizada por
desarranjo na diferenciacdo e proliferagdo dessas células resultando em
linfoblasto, seguida por uma expans3o e proliferagdo clonal associada a
blastos malignes e funcionalmente imaturos com caracteristicas de células T e
B. A disseminagc das células leucémicas é evidenciada principalmente, nos
sitios extramedulares (MAUER, 1990).

A leucemia migidide aguda é wuma doenca maligna, que
igualmente se origina nas céiulas germinativas das linhagens linfociticas,
caracterizada por um desarranjo na diferenciacdo e proliferacio clonal dessas
células em mieloblastos, os quais possuem a capacidade de maodificar-se de
uma forma desordenada em célula sanguinea ndo determinada ou em
granuldcitos, mantendo caracteristicas tanto de células maturas como
imaturas. Os blastos malignos encontram-se disseminados particularmente na
propria medula ssea (LICHTMAN & HENDERSON, 1980).

A aplasia de medula ou anemia apléstica € uma sindrome onde o
comprometimento para o erro ou omisséo nos mecanismos de reconhecimento
e proliferaco de células precursoras, estd associado a um desarranjo nos
mecanismos de controle das células hemopoiéticas, resultando em uma
reducdo da producgo de celulas vermelhas, linfécilos e plaquetas, com
deplecéo celular profunda da medula dssea com marcante hipoplasia de todos
0s elementos do sangue (DESSYPRIS, 1984). Os fatores genéticos
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associados a determinadas especificidades dos antigenos leucocitarios
humanos (HLA) confere um grau de risco estatisticamente significativo em
individuos suscetiveis (NIMER et alli., 1994: BORTIN et alli. 1987, SELL st
alli., 1996) e podem ser citados enire as causas para a predisposicéo nas
doengas descritas. Foi observadc também uma perda na expressdc de
moleculas de classe H nos estagios finais de diferenciacéo de céiulas B | tante
malignas como benignas (CARBTREE, 1989; CROUAU et allj, 1903} .

A origem tanto da LLA, LMA ou AA, é desconhecida porém similar
nas leucemias linféides e mieldides agudas { MARSH & GEARY, 1991).
Possivelmente a somatéria de vérios fatores tais como: a suscetibilidade
genélica dos hospedeiro, a injuria nos cromossomos devide a agentes
quimicos e fisicos, a incorporagdo de antigenos virais nas células primordiais
indiferenciadas e suscetiveis (LICHTMAN & HENDERSON, 1980). Os Agentes
mielotoxicos, tais como o benzeno, as irradiagbes, o cloranfenicol, os agentes
aiquilantes, os campos magnéticos e elétricos (MARSH & GEARY, 1991), os
quais além de serem toxicos para a medula, aparentemente impedem a sintese
de DNA nas células precursoras diferenciadas e inibem a proliferacac de
celulas progenitoras (ADAMSON & ERSLEV, 1990).

O polimorfismo genético das moléculas CPH se acha intimamenie
associado as reagfes imunologicas envolvidas nos transplantes, na aceitacdo
ou rejeigdo de um transplante alogénico e na reguiacdo da resposta imune aos
antigenos estranhos (WEYAND & GORONZY, 1994). Devido ac fendmeno da
restricdo do CPH reflete o fato de que, para proteger efetivamente o individuo
de agentes nocivos como virus, bactérias e fungos, o sistema imune precisa
discriminar entre o proprio “self” e estranho *non-self” por meic das moiéculas
do CPH.

Dessa forma, porém, com diferengas nas moléculas HLA quando
o doador e o receplor pertencem a mesma espécie genética, podem ocorrer
reagGes de aloenxertos e as estruturas moleculares que iniciam essas reactes

séo definidas como aloantigenos. Uma resposta imune a aloantigenos ocorre



quando as celulas do sistema imune s8o submetidas a antigenos estranhos. A
estimulagéo de aloantigencs resuita sm respostas imunes efetoras, tanio
humorais como celulares, incluindo a producéo de anticorpos especificos e
citocinas e a indugic de células T helper e T citotéxica (WEYAND &
GORONZY, 1894).

O ftransplente de medula Gssea pode provocar reages
imunolodgicas no receptor, levando a rejeicsio do enxerto. Quando este faio
ocorre, observa-se uma complicacdo conhecida como a doenga do enxerto
contra o hospedeiro, usuaimente definida pela sigla em ingiés GVHD, iniciada
pela ativaglo dos linfécitos T do doador ao reconhecerem antigenos de
histocompatibilidade estranhos no receptor (KRENSKY, 1990, LAFFERTY,
1985). Como essa reagéo é potencialmente lstal, justificam-se os critérios e a
necessidade de doadores idénticos ou compativeis para o CPH, possibilitando
uma recenstituicdo do sistema imune bem como uma tolerancia imunoidgica
entre o doador e o receptor (ANESETTI et alli., 1989).

Um grande ndmero de trabalhos vem mostrando gue as
desiguaidades para os antigenos HLA ou para os antigencs menores de
histocompatibilidade, aumentam os riscos da *GHVD’, a falta de pega ou
insucesso do enxerto (KAMINSKY, 1989). Com base nesse principic os
doadores de medula dssea s80 selecionados em termos de iguaidades para os
antigenos HLA-A, B, C e HLA-DR, DQ. Para definir compatibilidades HLA para
os antigenos de classe I, o teste de cultura mista de linfécitos tem sido aceite
como ensaio padrdo para definir compatibilidades dos determinantes da regiao
HLA-D (MICKELSON et alli., 1993).

1-2.2. Cultura mista de linfécitos

A identificaco das compatibilidades para os antigenos HLA de
classe Il por tipagem sorologica, apresenta dificuldades, devidas

principaimente a limitacdo dos anti-soros HLA para definir as especificidades
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proprias da populacdo brasileira caucasside miscigenada. O desenvolvimento
de técnicas complementares como a cultura mista de linfécitos (CML), que
avalia a resposta proliferativa de linfécitos do sangue periférico de individuos
geneticamente diferentes, vem sendo considerada como uma ferramenta
eficaz para predizer a resposta do hospedeirc em fransplante de medula

Ossea.

A primeira idéia a respeito de um controle genético da reacéo
alogénica em cultura linfocitaria mista & atribuida a BAIN, WAS &
LOWENSTEIN (1964) e BACH & HIRSCHLORN (1964), sendo ela relacionada
a proliferacéo celular dos linfocitos do sangue periférico, de dois individuos
néo aparentados, loge, geneticamente diferentes. Células de ambos quando
colocadas em cultura “in vitre” sofrem uma reacéo alogénica, se dividem, se
muitiplicam e se fransformam em células blasticas. Nessa mesma época,
BACH & VOYNO (1968) cbservaram que a inativagdo de uma das duas
populagdes de linfocitos por um inibidor da sintese do DNA {mitomicina C ou
radiag@o), de maneira a preservar as propriedades antigénicas dessas céiulas,
sem contudo perder a capacidade de resposta a um estimulo antigénico,
conduzia 2 uma resposta unilateral, possibilitando 3 avaliag8o da resposta de
uma das populagbes linfocitarias ao estimulo, ponto vital para saber se o

doador tem antigenos que irdo estimular a reacaoc no recepfor.

A tecnica introduzida por HARTZAMN ( 1971) constitui um marco
inicial bastante eficiente para a avaliagio das reagGes de proliferacdo e cultura
mista de linfécitos para deteccdo de aloantigenos de classe H, porém
sugerindo modificacdes dos mesmaos que trouxeram nitida melhoria, Assim o
emprego da cultura mista de linfocitos para identificar aleios de classe i,
constitui-se em avaliagdo eficiente capaz de prognosticar compatibilidades
para definir o doador de um paciente para transplante de medula dssea
(REINHERZ & SCHASMAM, 1981).

Utilizando anticorpos monocionais em populagbes de linfécitos T,
derivados do timo e populacSes depletadas de linfocitos 7. REINHERZ &
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SCHLOSMAN {1981} concluiram que os linfocitos T proliferam em resposta a
um estimulo alogénico (células respondedoras), enquantc a estimulacdo
devida a antigenos de classe il é atribuida aos linfocitos B, mondcitos e
linfocitos T ativados, os quais representam as céiulas estimuladoras em cultura
mista de linfocitos. Utilizando-se células respondedoras e estimuladoras &
possivel constatar diferencas entre antigenos HLA-D do provavel doador e

receptor (CHOPEK et alli., 1993).

O padré&o para a cultura mista de linfécitos como encaramos hoje,
representa o reconhecimento do n&o proprio e simula “in vitre” uma reacio de
aloenxerto. Este foi introduzide com o objetivo de ser um teste potencial para
histocompatibilidade celular, para determinanies de estimulac&o alogénica gue
néc podem ser definidos por sorologia.

A cultura mista de linfocitos consiste na capacidade das
moléculas de classe il reconhecer e responder a uma varisdade grande de
agentes de estimulacdo antigénica, induzindo divisdes celulares. “In vitro”, esta
resposta celular € medida por andlise do nivel de replicagdc de DNA, usando
timidina radioativa incorporada dentro das células em divis3o (DUBEY et alli.,
1986). A maioria das células que expressam os antigenos de classe i, podem
estimuiar a CML, mas o verdadeiro reconhecimento requer o receptor de célula
T, levando a conclusdo de que a participacdo dos macrofagos € essencial para
a continuidade da estimulacéo das células (LAFFERTY, 1995).

Estudos indicam que a combinacdo do antigeno de
histocompatibilidade HLA-D é a mais importante na prevenc8o da rejeicdc de
aloenxertos. Evidéncias indicam que o locus HLA-D esta mais perio do gene
da resposta imunoldgica do que os outros foci HLA (ROESEL, 1981).

1-2.3. Familias Informativas

A familia informativa é o niclec basico e imprescindivel na
determinagdo precisa das compatibilidades HLA entre individuos
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geneticamente relacionados, com indicacdo terapéutica para um tansplante
de medula éssea. Nessa constituicdo familial devers sempre estar presente a

doenga em um ou mais dos seus membros.

Usualmente os estudos em familias, na gual pelc menos um de
seus membros constituintes apresenta a doenca, parecem ser os mais
convenientes e, muitas vezes, o Unico caminho para identificar associacdes.
Nesses casos o critério para avaliagdo das diferentes combinagfes alédlicas
possiveis dentro do quadro familiar esté fundamentado na heranca para o
resuitado final do hapldtipo, © qual representa a especificidade HLA em um
cromossomo (DAVIDSON et alli., 1988).

Os antigenos de histocompatibilidade  individuais  so
determinados por um haplétipo recebido da mée e um do pai. As fetras a e b
s&o frequentemente empregadas para representar os haplétipos patermnos e ¢
e d, os hapidtipos maternos. Consequeniemente, uma crianca e cada um dos
seus pais tem um hapldtipo idéntico e um haplétipo desigual (ROESEL, 1981).
As combinagbes possiveis de haplétipos entre irmdos seguem as leis da
genética mendeliana. Ha uma em gualro chances {25%), de que dois irmaos
tenham dois haplétipos idénticos e sejam perfeitamente compativeis no loci
HLA. Ha uma em quatro chances de que eles tenham hapl6tipo totaimente
desiguais (25%) e, uma em duas chances de gue eles tenham um hapldtipe
idéntico e um haplotipo desigual (50%-semi-idénticc). Entretanto, eventos
genéticos, como crossing-over, homozigose, alieram tais combinacdes,
resultando em haplotipos observados muitas vezes diferentes dagueles
esperados. Talvez esses evenios sejam & causa ou vice-versa do surgimento
da doenga na familia, s&o perguntas feitas e ainda ndo respondidas na 4rea da
imunogenética humana. Porém, do ponto de vista prético, somente pelo estudo
exaustivo de cada tipagem HLA e posterior associacdc entre os diferentes
elementos da familia serd possivel definir com grande margem de
fidedignidade e exatidéo, as compatibilidades entre o receptor e potenciais
doadores. Come muitos pacientes possuem mais de um irm3o e por outro lado

certas especificidades HLA s8o mais comuns entre familias com predisposicéo
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as leucemias, aproximadamente 35% dos pacientes com as diferentes formas

de leucemia, tem um irmao idéntico (DUPONT et alli., 1979).

Us trabalhos iniciais na literatura, documentando as associagdes
dos alelos de histocompatibilidade (HLA) em familias, resultaram da anslise da
ascendéncia: onde a partir do cruzamento dos pais formadores da primeira
geracéo, s&o avaliadas as geracles posteriores, comparado a arvore
genealdgica familiar (OTT, 1974; AMOS, 1975). Estudos recentes e
especificamente com familias Informativas, mostraram a associagdo dos
antigenos HLA no grupo das doencas hematoldgicas: aplasia de medula,
leucemia mieldide aguda e leucemia linfdide aguda. (SELL et alli., 1998).

Os métodos soroidgicos para determinar a distribuico normal
dos alelos e hapldtipcs HLA, bem como os desvios resuliantes dos
desequilibrios de ligacdo, sdo usados para definir as diferencas entre as

associacdes esperadas e observadas (FISHMAN et alli., 1978).

Portanto, é indispensavel para o transplante ¢ estudo familial
incluindo, alem do paciente, o pai, 2 mde e todos os irm3cs, a fim de
determinar a heranca dos haplétipos HLA, ou seja, a distribuicdo dos
antigenos HLA formadores do hapiétipo individual.
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II. OBJETIVOS
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O polimorfismo do Complexo Principal de Histocompatibilidade é
muitc maior do que ¢ determinado por tipagem sorolégica, particularmente na
populacéo brasileira. Considerando que em nosso meio ndo existem estudos
na avaliagdo de compatibilidades, com andlise para os antigenos HLA de
classe i, nos pacientes portadores de doencas hematolégicas indicados para

transplantes de medula 6ssea, os objetivos deste estudo foram:

1. Caracterizar os antigenos e haplétipos HLA de classe i, nos
pacientes e individuos da familia, por tipagem soroldgica HLA-DR e DQ e

cultura mista de linfociios.

2. Comparar as tipagens soroldgicas para os antigenos de classe |,
HLA-DR, DQ e os resuitados obtidos em cultura mista de linfocitos nos
pacientes com LLA, LMA, AA e membros da famiiia.

3. Analisar os resultados obtidos em tipagem sorologica e cultura mista
de linfocitos nos pacientes e individuos da familia, a fim de definir as
associagOes haplotipicas dos antigenos de histocompatibilidade de classe e
caracterizar compatibilidades entre doador e receptor, para transplante de

medula dssea.
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II1. MATERIAL E METODOS



21

Iil-1. POPULACAOD DE ESTUDO

{i1-1.1. Pacientes

Foi estudado um grupo de 60 pacientes infantis, provenientes do
Ceniro infantil para Investigacbes Hematoldgicas, Dr. Domingos A. Boidrini,
com idade variando entre 0 e 18 anos, portadores de doencas hematoldgicas
indicadas para o fransplante de medula éssea e 202 individuos das familias
constituinies: pal, mde e irmdos.. Dos pacientes, 23 eram portadores de
leucemia linfoide aguda LLA, 20 de feucemia de mieldide aguds LMA e 17 de

anemia aplastica AA,

As caracteristicas individuais dos pacientes quanto 5 idade e ao
estagic da doenca, estic apresentadas nas figuras 1 e 2. na secéo IV-

Resuitados.

1Hi-1.2. Controles

Foram avaliados basicamente dois grupos controle, sendo um
grupo constituido de 25 individuos sadios ndo relacionados geneticamente,
utilizados em cada teste de cultura mista de linfécitos, com idade variando de
15 a 39 anos. Um grupo constituido de 247 individuos sadios com idade
variando de 18 a 60 anos, utilizados como populagdes controles para a
comparacio das frequéncias de antigenos HLA-DR e DQ. Estss individuos
foram tipados em nosso laboratério com a finalidade de compor painéis de
referéncia para a populag8o caucasodide miscigenada da cidade de Campinas.
Os controles sadios sram constituidos por individuos de cor branca ndo
aparentados entre si, provenientes da mesma drea geogréfica @ com etnias

presumivelmente semelhante as dos pacientes e individuos testados.
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111-2. TIPAGEM SOROLOGICA DOS ANTIGENOS HLA DE CLASSE I

I11-2.1. Obtenc&o de células mononucleares

Os linfécitos foram separados por gradiente de densidade
segundo a técnica descrita por BOYUM (1968). Foram coletados 20 ml de
sangue periférico em tubos de vidro de 10 ml (Vacuum Il - LABNEW, USA),
contendo heparina sédica na concentracéo de 143 Uifml. Para cada 10m! era
adicionado 0,6g de ferro reduzido em pé (Riedsl de Haen - Germany) e
incubados por 30 minutes em estufa 37°C, agitados manualmente a cada 5
minutos. Apds o pericdo de incubagdo o sangue era centrifugado a 1200 rpm
em temperatura ambiente 22°C por 10 minutos e eram coletados os leuctcitos.
O sangue diluido (1:2) em solugdo tampao fosfato salina - PBS (pH=7,2),
homogeneizado e submetidc a um gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma
Chemical Co., St. Louis-MO, USA), com densidade 1.076. Centrifugada a 1800
rpm em temperatura ambiente por 20 minutos. As células mononucleares
retidas na interface entre Ficoll-Hypague-Plasma, eram coletadas e lavadas
uma vez com PBS e duas vezes em Hank’s, pH 7,2 (Sigma Chemical Co., St.
Louis-MO, USA), sendo as duas primeiras a 1200 rpm (22°C) e a terceira 2
500 rpm, para eliminac&o de plaquetas. As céluias obiidas eram ressuspensas
em 1ml de Hank's enriquecido com 10% de soro bovino fetal SBF - (WL
imunoquimica - Rio de Janeiro - Brasil). A concentracso final era ajustada para

1-2x10" células/ mi).

111-2.2. Obtencéao de linfécitos B

A suspensZo de células mononucleares foi utilizada para a
obtencao dos linfocitos B pelo método de aderéncia utilizando-se cotonetes de
l& de nylon descritos por (WERNER et alli.,, 1977; DANILOVS et alli., 1980). Os
cotonetes eram previamente preparados contendo 0,15¢ de 1& de nylon
(Leuko-Pack-Fenwal Laboratories, USA) em tubos de polipropileno de 15ml. A

I& era iniciaimente lavada com 10ml de Hank's com 5% de SBF, & os tubos
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incubados em banho-marig & 37°C por 20 minutos. No final do periodo de
incubagdo com auxilio de um palito de madeira de 15 cm a |8 era enrolada
através de movimentos circulares, formando um cotonete. A seguir,
acrescentados gola a gota sobre o cotonete 1ml de suspensio celular (1-2x107
células/ml). Apos um periodo de incubacdo a 37°C por 20 minutos, o cotonete
era retirado do tubc e depositado sobre a 18 de nyion, gota a gota, 30mi de
solugdo de Hank's com 5% de SBF, para retirar as outras células com eXCecao
dos linfécitos B. Para a obtenco dos linfocitos B, ¢ cotonete foi lavado com
10mi de Hank's contendo 10% de SBF centrifugado a 1200 rom a temperatura
ambiente por 10 minutos. A concentragéo final de linfécitos B era ajustada para

2x10° células/imi,

1i1-2.3. Reacdio de microlinfocitotoxicidade

111-2.3.4. Anti-soros

Os Anti-soros anti-HLA de classe Il utilizados eram provenientes
de Pel-Freez - Clinical Systems (Brown Deer, Wi, USA): C-Six Diagnostics, inc.
(Granville Rd Mequon, Wi, USA) e Université Catholique de Louvain {Clos
Chapelie-aux-Champs, Bruxelles-Belgigue).

As especificidades testadas estio abaixo relacionadas:

HLA-DR

DR1, DR2, DR3, DR4 DR5, DR8, DR7, DRS, DRg, DR10, DR11,
DR12, DR13, DR14, DR15, DR17, DR51, DR52, DR53

HLA-D
DQ1, DQZ, DQ3, DO4, DQ5, DQ7, DQS

111-2.3.2. Complemento

O soro de coslho, utilizado como fonte de complemento, era
obtido de uma mistura “pool” de 108 coelhos da raga New Zeland, com idade
aproximada de guatro meses, ndo vacinados e no infectados. (MONTAGNA -
Indstria e Comércio de Produtos Laboratoriais Lida. - So Paulo - SP)
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111-2.3.3. Controles positivo & negativo

Como controles positivos foram utilizados soros de mulheres
multiparas preparados pelc Laboratério de Imunogenética de Transplantes
FCM-Unicamp. Foram utilizados os soros com 100% de reatividade contra
painel e um anti-sorc monoclonal adquirido da Pel-Freez (HDS/2705 -
MONOCLONAL PF).

Os controles negativos foram preparados pelo Laboratério de
imunogenética de Transplantes FCM-Unicamp, constituidos de misturas de
soros “pool’ de individuos do sexe masculino, nfo transfundidos do tipo

sanguineo AB ou meio de Hank's.

i11-2.3.4. Tipagem HLA-DR e DQ

A tipagem foi realizada segundo o método descrito por
TERASAKI & McCLLELAND (1964), TERASAKI et alli, (1974) e adaptado
segundo HOPKINS (1990). A tipagem sorolégica de antigenos HLA de classe
it, DR e DQ, foram efefuados em placas de microlinfocitotoxicidade com 60
pocos (Robbins Scientific, USA). Em cada pogo foi adicionado 1ul de
diferentes anti-sorc anti-HLA, controles positivo e negativo, juntamente com
5ul de dleo mineral, conforme mostrado no apéndice 1. Eram acrescentadas
1ul da suspensdo celular de linfcitos B (2x10° células/ml) e a piaca incubada
por 60 minuics a temperatura ambiente. ApGs o periodo de incubacéo eram
adicionados Sul de complemento de coslho, diluido 1:4, incubados 120
minutos a temperatura ambiente. A seguir, era adicionado 1! de eosina y a
5%, (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo, USA) incubadas por 5 minutos e
acrescentados 5yl de formaldeido 30% (MERCK S.A. - Industrias Quimicas -
Rio Janeiro - RJ). As placas eram acondicionadas em geladeira a 4°C. Apds
12 horas, era colocada na placa uma lamina de vidro e iniciada a leitura das
reagdes, sendo atribuidos graus de positividade conforme o percentual de lise
celular. Era considerado positive o pogo que apresentasse 50% ou mais de

lise ceiular e negativo aguele com menos de 25% de lise celular.



-3, CULTURA MISTA DE LINFOCITOS

ili-3.1. Preparag@c da suspensio de linfécitos

Foram coletados cerca de 20 ml de sangue periférico em tubos
de vidro de 10 ml contendo heparina sédica 143 Uliml. Cads amostra de
sangue era diluida, volume a volume, com RPMI-1640 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) adicionado 4% hepes 1M pH 7.3 (Sigma Chemical Co., §t.
Louis, MO, USA), 1% antibidticoe Penicilina G. Potassica 2.000.000 U (Prodotti
- Lab. farmaceéutico Lida.) e 1g de Sulfato de Streptomicina (Sigma Chemical
Co.- St. Louis, MO, USA), sem soro AB. Células mononucieares do sangue
periférico eram obtidas através de gradiente de Ficoll-Hypague densidade
1076, na proporgéo de 3 volumes do primeiro para um volume do segundo.
ApGs a centrifugacdo a 1800 rpm (22°C) por 20 minutos, o anel leucocitario sra
retirado e lavado trés vezes em meio RPMI-1640, sendo duas vezes a 1200
rpm durante 10 minutos e uma vez a 500 rom durante 10 minutos. As células
gram ressuspensas em 1 mi de meio RPMI-1640 contendc 4% hepes, 1% de
antibidtico penicilina e estreptomicina e 20% soro humano normal tipo AB
(sexo masculing), inativado por 30 minutos a 56°C e ajustadas a uma
concentracio de 1x10° células/ml. O volume final era dividido em dois tubos,
um contende células a serem irradiadas a 1500 rads, contendo as células

estimuladoras e outro nde irradiado contendo as células respondedoras.

iil-3.2. Manutengao de linfécitos em nitrogénio liquido

LinfGcitos de individuos sadios, foram mantidos em nitrogénio
liquido para a preparacBo da mistura “pool”, para serem utilizados como
controle na cultura mista de linfocitos. O método utilizado para o congelamento
de células foi o de STRONG (1882} com modificacbes para ¢ nossc uso. A
suspensdo celular na conceniracBo inicial de 5 x 10° células/mi era
ressuspensa em meic RPMI-1640, contendo 4% hepes, 1% de antibidtico
penicilina e estreptomicina. e 50% de soro AB humano. Previamente era

preparada em banho de gelo, uma solucio contendo 40% do meio RPMI-1640,



20% de soro AB humano e 10% de DMSO (dimetilsulféxido - Merck) colocado
gota a gota. A seguir em um tubo de vidro, utilizando-se pipeta Pasteur, era
colocado volume a volume a suspenséo celular e a solugde contendo DMSO.
Essa preparacéo era introduzida em tubos de polipropilenc na gquantidade de
imi. Os tubos eram colocados em caixa de isopor com orificios (para se obter
queda gradual de temperatura) em freezer a -70°C, por no minimo 18 horas. A
seguir eram mergulhados em nitrogénio fiquido e guardados por tempo

indeterminado.

fli-3.3. Descongelamento dos linfocitos

As celulas eram descongeladas no momente da realizacdo da
cultura em banho-maria a 37°C e colocadas em tubo cbnico contendo 2mi de
RPMi 1640 e 50% de soro AB humano e homogeneizadas lentamente com
pipeta Pasteur. As células eram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos e
ressuspensas em meio RPMI 1640 contendo 20% de soro AB humano. A
viabilidade celular foi determinada com azul tripan (Merck) diluide na

proporgéo de 1.2 e a concentracao final ajustada para 1 x 10° céluias/mi.

lil-3.4. Cultura de linfécitos estimulados pelo mitégeno - PHA

Foram coletados 20 ml de sangue periférico assepticamente em
tubos de vidro de 10 mi contendo heparina sédica na concentracio de 143
Ulfmi. Celulas mononucieares do sangue periférico eram obtidas esteriimenie
por separagac em gradiente de Ficoll-Hypaque, densidade 1078, na proporcéo
de 1.3, com centrifugacdo a 1800 rpm por 20 minutos. A seguir as células eram
favadas em RPMI-1640 duas vezes a 1200 rpm por 10 minutos e a Gltima a
500 rpm por 10 minutos. As células assim obtidas eram ressuspensas em 1m!
e ajustadas a uma concentracdo de 1x10° célulasiml em meic RPMI-1840
contendo 4%, 1% de antibidtico penicilina e 20% soro humano normal tipo AB.
Em cada orificio da placa de microcultura (Costar, Cambridge, USA) eram
adicionados 200 i da suspensdo celular & 10 i de soluggo de PHA-P 10ug/mi
(Difco  Laboratories, Michigan, USA). Simultaneamente eram também



27

cultivadas celulas de cada amostra sem PHA. As culturas eram realizadas
sempre em fIriplicatas. As placas eram mantidas 48 horas em estufa Umida a
37°C e 5% de CO,. Apds este periodo, as células eram marcadas com timidina
tritiada 1uCifescavacdo (atividade especifica 6.7 CiimM - Du Pont - New
products, Boston, Ma, USA) e incubadas por mais 24 horas. No final, as
culturas eram coletadas em filtro de fibra de vidro (Cambridge Technology Inc.,
USA) por meio de coletor de células, através de aspiracio e lavagem
automatica com agua bidestilada e deionizada em um aparelho “Cell
Harvester'(PHD-Skatron Instrumenis Inc., USA). Os discos eram destacadoes e
transferidos para frascos contende 3 mi de liquido de cintilacdo (PP0O-4.0g,
POPOP - 0.1g MERCK e Toluol - gsp - Ecibra). A medida da incorporacao da
timidina tritiada se faz auiomaticamente em um contador de cintilacgo
{Beckman - modelo LS-5000) durante 1 minuto. Os resultados foram expressos

pela média aritmética das triplicatas de cada amostra em contagem por minuto.

ii1-3.5. Ensaios em cultura mista de linfocitos

##i-3.5.1. Células respondedoras e estimuladoras

Foi estabelecido previamente como pode ser observado no
apendice 2, um modelo para cada teste, assim as combinagfes eram sempre
realizadas em ftriplicatas. Cada combinac@o continha células respondedoras
(R) e células estimuladoras (E) e as combinagdes eram distribuidas na placa
de modo a incluir as células de paciente junto as céluias dos individuos da

familia e relacionados geneticamente.

il-3.5.2. Coniroles

Foram utilizados como controles positivos para cada cultura
realizada, uma combinagdo contendo ceélulas respondedoras do paciente e
ceélulas estimuladoras de individuos ndo relacionadas; como conirole negativo
ou aulblogo, uma combinacdo contendc células estimuladoras e

respondedoras do mesmo individuo e como controle para verificar a eficacia
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da irradiag8o, uma combinacdo com as células estimuladoras de dois
individuos nZo relacionados gensticamente. No momento da realizacdo da
CML eram ainda utilizados além do controle positive, uma mistura “pool” de
celulas congeladas de 2, 3 ou mais individuos n&o relacionados geneticamente

com ¢ paciente.

i1i-3.5.3. Reacgdo de cultura mista de linfécitos

Na culiura mista de linfécitos, foi utilizado o método de
microtécnica em placas com adaptacBes para as nossas necessidades
descritas em varios frabalhos da literatura: HARTZMAN, R. J. (1971), OSOBA,
D. (1974), OPELZ, G. (1975), SEGALL, M. (1976), DUPONT, B. {1978),
DUPONT (1980), DUBEY, D. P. (1986), MICKELSON, E. M. (1990) e
MICKELSON, E. M. (1993). Duranie a padronizagdc os testes eram
controlados através da avaliacBo da resposta celular de doadores sadios,
atraves da culiura de linfocitos estimulados com o mitdgeno PHA e realizados
paralelamente a CML Todas as etapas eram realizadas de maneira
absolutamente estéril, dentro do fluxo laminar, para garantir o perfeito
processamento do material bioidgico manipulado. Foram utilizadas placas de
microcultura, fundo em U, com 96 escavacbes. As placas eram preparadas
colocando-se as células estimuladoras, apds as respondedoras. Em cada
escavagio era colocada 100 ul das diferentes suspensées celulares a 1 x 10°
celulas/imi. As placas eram incubadas em estufa a 37°C atmosfera Umida com
5% de CO, por 120 horas (5 dias). No final deste periodo, era acrescentado
1uCi de timidina em cada escavaco. As placas eram incubadas durante 18
horas a 37°C com 5% de tens&o de CO; na aimosiera. Apds a incubaco, as
culturas eram coletadas em filiro de fibra de vidro por meio de coletor de
celulas afravés de aspiracdo e lavagem automatica com agua bidestilada e
deionizada em um aparetho "Cell Harvester. As células eram recuperadas e
cada disco era removido rapidamente, colocado em frascos contendo 3mi de
liguido de cintilacdo. Os frascos eram colocados para contagem em contador

de cintilaggo Beta durante um minulo, sendo a atividade de cada cultura
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expressa através da incorporacéo de timidina tritiada em contagem por minute
(cpmy.

Os resultados foram expressos pelas diferencas obtidas entre as
medias das contagens por minuto (cpm) das friplicatas estimuladas e as
médias das contagens por minuto das triplicatas controles, calculando-se o
indice de resposta relativa, expressa em porcentagem, através das formuias,

abaixo descriminadas, que ilustram o célculo para a resposta relativa,

RRPFR x DE = PR x DE - CAP x 100
PR x CE - CAP

RRDR x PE = DR x PE - CAD x 100
DR x CE - CAD

RR - Resposta Relativa

PR x DE - Paciente Respondendo e Doador Estimulando
DR x PE - Doador Respondendo e Paciente Estimulando
CAP - Controle Autdlogo do Paciente

CAD - Controle Autbiogo do Doador

A resposta relativa (RR) de 0 a 12 significa uma CML negativa e
o RR maior que 12 significa uma CML positiva. A RR do paciente era calculado
de acordo com a formula acima descrita e de forma tal que, a resposta relativa
das células do paciente aos leucdcitos do doador néo relacionado, representa
a resposta maxima desse paciente. Os valores normais para a RR foram
determinados por combinacdes em CML realizados por meic de pares de

irmaocs idénticos normais.
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I11-4 ANALISE ESTATISTICA

A resposta relativa da cultura mista de linfocitos, dos pacientes e
individuos da familia, previamente classificados sorologicamente quanto a sua
compatibilidade, foi comparada por meio do teste t de “student”, para amostras
independentes. O resultado deste teste permitiu verificar, a associacio enire a
compatilibilidade definida sorologicamente e por cultura mista de linfocitos.
Alem disso, a fim de verificar a resposta relativa de acordo com as doencas,
avaliada entre pacientes e individuos da familia incompativeis e indefinidos, foi

utilizada a analise de variancia, para a comparacéo das médias.

As frequéncias das especificidades HLA encontradas, em comum
enire os casais, e as do grupo controle, foram comparadas utilizando-se o
teste do %%,
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IV. RESULTADOS



IV-1. CARACTERIZACAO DO GRUPO DE PACIENTES

A figura 1, apresenia a distribuicdo do numerc de pacienies
agrupados na combinaclo das trés doengas estudadas, Leucemis Linfoide
Aguda LLA), Lsucemia Mieldide Aguda (LMA} e Anemia Aplastica (AA),
segundo a faixa elarla. Na LLA, o ndmero observado de pacientes infantis foi
maior de 7 a 11 anos, na LMA abaixo de 6 anos e acima de 12 anos e na AA,

eram bastante semelhantes em relacic a média das idades.
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FIGURA 1: Distribuic&o dos pacientes poriadores de LLA, LMA e AA

segundo a faixa etaria.




Na figura 2, encontra-se a distribuicdo do namero de pacientss,
nas irés doencgas (LLA, LMA e AA), segundo os diferentes estagios da doenca.
O nUmero de pacientes infantis foi maior no estagio de recaida e menor nos

estégios de remissio e sem iratamento.
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FIGURA 2: Distribuicdo dos pacientes de LLA, LMA e AA, segundo o

estagio da doenca.
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RACTERIZAGAO DO GRUPO CONTROLE

Na figura 3, encontram-se os resullados da transformacio
blastica de linfocitos em resposta ao mildgene fitohemagiutining de 25
individuos sadios, ndo ralacionados genelicaments, ulilizados como conirole
para a cultura mista de linfocitos. Os valores obtidos representam a
incorporacio da timidina pelo DNA gendmico e foram expressos em contagem
por minuto (cpm), onde apresentaram indice de estimulacéo acima de 20.000

cpm, sendo que a maicria das respostas ficaram entre 25.000 & 50.000 cpm.
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FIGURA 3 Transformagdc blastica de linfocitos do sangue periférico
nos individuos controle, apds 72 horas em cultura, estimulados com

fitohemagliutinina.
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Na figura 4, observam-se linfdciios humanos de individuos sadios
que representam um experimento em cultura por 72 horas, sem estimulacio

mitogénica & exprassam linfdcitos com caracteristicas de células normais.

FIGURA 4 Linfocitos humanos de individuos sadios, sem estimulacdo
mitogénica.
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A figura 5, mostra uma transformacdo blastica de linfdcitos
humanos de individuos sadios, gue representam um experimento em cuilura
por 72 horas, com estimulacso mitogénica por fifchemagiutining, & sxpressam

linfocitos com caracteristicas de células blasticas.

FIGURA 5 Linfdcitos humanos de individuos sadios, com estimulagéo

mitogénica por fitohemaglutinina.



IV-3. COMPARACAQO DE ANTIGENOS HLA DE CLASSE H E CULTURA
MISTA DE LINFOCITOS

As tipagens dos antigenos HLA-DR, DQ de classe Hl e os vaiores
da resposta relativa (RR) da cultura mista de linfécitos (CML), foram realizadas
em todos os pacienies e membros da familia com leucemia linfoide aguda,
leucemia mieldide aguda e anemia aplastica, conforme mostram os apéndices
I, Ve V.

A comparacdo das reagfes dos antigenos de classe |l por
tipagens sorologicas e reagbes em cultura mista de linfocitos, revelaram que
entre o paciente e os irmdos compativeis, as tipagens sorolégicas identificaram
7 pares compativeis, enquanto gue a cultura mista de linfocitos identificou 6
pares compativeis e 1 incompativel;, entre os irmdos incompativeis ocorreu
correlagéo entre a sorologia e a cultura mista de linfocitos, e nos 28 pares
indefinidos por tipagem sorolgica, 16 estavam entre os compativeis e 12 entre
os incompativeis por CML. Quando comparado o paciente com os pais
compativeis, as tipagens sorolégicas identificaram 2 pares compativeis e a
cultura mista de linfocitos identificou 1 par compativel e 1 par incompativel. Na
comparacio com os pais incompativeis, ocorreu concordancia entre a tipagem
soroldgica e a cultura mista de linfocitos; entre os pais indefinidos as tipagens
sorolégicas identificaram 30 pares indefinidos e a cultura mista de linféciios
definiu 1 par compativel e 29 pares incompativeis (tabela 1).
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TABELA 1. Comparac@o das reagbes de tipagem sorcldgica de classe i, HLA-
DR e DQ e cultura mista de linfocitos em pacientes com LLA LMA e AA e
individuos da familia

Numero de Combinacdes

Combinaces CML tipagem n.° total de RR/LB
nas familias sorologica pares
SO S ++ Fe -

Pxi++ 6 4 O 7 0 0 7 CINC/C
Pxl+- O 30 0 ¢ 30 © 30 NC /NC
Pxl-- 1€ 12 ¢ 0 g 28 28 C/NC/ND
PxP*++ 1 1 O 2 0 O 2 C/NC/C
PxP*+- O 5 0 0 8 © 50 NC /NC
PxpP-- 4 29 0 O g 30 30 CINC/ND
P = paciente < = compativel
p* = pais NC = a0 compativsl
| = irméos ND = néo definido
++ = compativel RR = resposta relativa
- = incompativsl 1B = linfocitos B

- = indefinido
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V-4. ASSOCIAGAD DE ANTIGENOS HLA DE CLASSE I E CULTURA
MISTA DE LINFOCITOS

Quando comparada a resposta relativa dos pacientes e
individuos da familia para as tipagens HLA de classe II-DR, DQ incompativeis
e indefinidas na leucemia linféide aguda, encontrou-se uma associacfo
significativa (p < 0,05) enire CML e tipagem HLA-DR e DQ {tabela 2). Na
leucernia mieldide aguda ndo houve associagio significativa para a correlagéo
enire CML e HLA-DR e DQ (tabela 3). Na anemia apléstica ocorreu uma
associagdo significativa (p < 0,02} entre CML e tipagem HLA-DR e DQ {tabela
4). Na leucemia linféide aguda, leucemia mieldide aguda e aplasia de meduia
com pacientes e individuos da familia incompativeis, tiveram uma
concordancia e associacdo significativa entre resposta relativa e leucemia
linfdide aguda, resposta relativa e leucemia mieldide aguda (p < 0,01), com
aumento de resposta relativa nas duas doencas. Na anemia apidstica, ndo
ocorreu associac@o significativa entre resposta relativa e a doenca, com
diminuicdo da resposta relativa (tabela 5). Para as doengas leucemia linféide
aguda, leucemia mieldide aguda e anemia apldstica, a associacio da resposta
relativa com paciente e individuos da familia indefinidos, ndo ocorreu

correlagao significativa entre a resposta relativa e os indefinidos (tabela 6).
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TABELA 2. Associagic entre a resposta relativa e tipagem sorolégica com

linfécitos B para pacientes e individuos das familias incompativeis e
indefinidos na LLA.

Doenca Resposta Relativa Desvio Padréo HLA-DR, DG
Média dP
LLA 80,23 25,38 incompativeis
LLA 53,40 41,78 indefinidos

p<0,05

{t- test)
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TABELA 3. Associagio entre a resposta relativa e tipagem scrolégica com
iinfocitos B para pacientes e individuos das familias incompativeis e
indefinidos na LMA.

Doenca Resposta Relativa Desvio Padréo HLA-DR, DQ)
Média dP
LMA 75,74 23,34 incompativeis
LMA 53,3% 38,73 indefinidos

0,05 <p <0,10

(t- test)
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TABELA 4. Associagdo entre a resposta relativa e tipagem sorolégica com
linfocitos B para pacientes & individuos das familias incompativeis e
indefinidos na AA

Doenca Resposta Relativa Desvio Padrao HLA-DR, DQ
Média dP
AA 54,11 25,82 incompativeis
AA 25,51 3562 indefinidos

p<0,02

{i- test)
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TABELA 5: Comparacao da resposta relativa entre os pacientes e individuos
de familia incompativeis em HLA-DR e DO na LLA, LMA & AA.

Doencas Resposia Relativa Desvio Padréo HLA-DR, DG
Média dP

LLA 80,23 25,38 incompativeis

LRA 75,54 23,34 Incompativeis

AA 54,11 2582 incompativeis

F=86,859;, GL=258 p<0,01(LLA=LMA)
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TABELA 6. Comparacdo da resposta relativa entre os pacientes e individuos
de familia indefinidos em HLA-DR e DO na LLA LMA e AA

Doencas Resposta Relativa Desvio Padréo HLA-DR, DQ
Média dpP
LLA 53.40 41.78 Indefinidos
LMA 53,39 38,73 Indefinidos
AA 25 51 35,62 Indefinidos

F=1,428, GL=242, p=025



V-5, FREQUENCIA DE COMBINAGOES DE ANTIGENOS HLA-DR, DQ,
ENCONTRADA EM COMUM NOS CASAIS

Com relacdo a frequéncia de combinagdes de antigenos HLA-DR
e DQ encontradas em comum nos casais com tipagem compleia para os
antigenos HLA de classe i, quando comparados com as frequéncias desses
mesmos antigenos, nos 247 individuos controles, observou-se que, dos 60
casais estudados, 31 casais apresentavam excesso de antigenos HLA
presentes, fanto no pai como na maée. Houve, na LLA um aumento
estatisticamente significativo da especificidade HLA-DRE (p < 0,01) e uma
diminuic&o significativa da sspecificidade DR52 {p < 0,01), conforme mostra a
figura 6. MNa figura 7, pode-se observar que na LMA, o antigeno DR15
apresentou um aumento significativo (p < 0,01) e o antigeno DR52 uma
diminuicdo significativa (p < 0,01). Na AA, ocorreu uma diminuic8o significativa
para os antigenos DR52 (p<0,01), DR53 (p<0,01) e DQ1 {p<0,01), de acordo

com a figura 8.
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FIGURA © : Frequéncia (%) das especificidades para os antigenos
HLA-DR = D4, enconiradas em comum nos casais & nos individuos
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V. DISCUSSAO
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A organizacgo génica para a regi@o de classe H, do complexo
principal de histocompatibilidade no homem, é caracterizada pela similaridade
estrutural existente enire os genes, nela contidos (SCHIPPER et alli, 1998). O
polimorfismo funcional desses alelos de ciasse Il representa um tracc
marcante na regulacio da resposta imune como também na imunobiclogia dos
transplantes (TIERCY et alli, 1991). As igualdades para os genes HLA s&o
relevantes particularmente no transplante de medula 6ssea (KRONENBERG et
alli, 1994).

Com a finalidade de comparar as reatividades por tipagem
sorologica com as reatividades celulares em cultura mista de linfécitos (CML),
foi entao selecionado um grupo de pacientes portadores de doencas
sanguineas. Considerando ¢ comprometimento dos biastos leucémicos, como
fator limitante, para as tipagens sorologicas (DREXLER et alli, 1988). Nas
leucemias agudas, tanfo a linfdide (LLA) como a mieldide (LMA), os
tratamentos usuais conferem para uma grande parte de pacientss a remisséo
total e cura da doenca. No entanto, a excecio desses, 20 a 30% dos demais
pacientes tem como unica terapia possivel para a remisséo da doenga, ¢
transplante de medula éssea. Por outro lado, na aplasia de medula ou anemia
aplastica, o transplante de medula Ossea representa a Unica terapia para a
cura total da doenca (MARCH & GEARY, 1991).

Entretanto, a contribuigdo do sistema imune nos transplanies &
relatada como prejudicial (PARHAM, 1993). Uma das complicacfes limitantes
na sobrevida dos pacientes apds o transplante, diz respeito a rejeicdo do
enxerto de medula dssea, conhecida como a doenca do enxerto confra o
hospedeiro, usualmente definida pela sigla em inglés “GVHD" {LAFFERTY,
1995). Enire os fatores de risco correlacionados as provaveis causas para &
‘GVHD®,  inclui-se as incompatibilidades para os antigenos de
histocompatibilidade e uma resposta relativa positiva em cultura mista de
linfocitos enire o paciente & o receplor (NIEDERWIESER et alli,, 1988). A

barreira imunolégica pode ser significantemente reduzida se o receptor e o
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doador forem irm&os que ienham herdado em comum 0s mesmos hapldtipos

do cromossomo 6 dos pais.

Uma vez que para o &xito dos transplantes de medula 6ssea os
fatores genéticos associados as compatibilidades HLA conferem uma
sobrevida malor aos pacientes transplantados (SCHIPPER et alli, 1998), é
importante avaliar o resuitado das fipagens dos alelos HLA de ciasse || para
definir compatibilidades e incompatibilidades, juniamente com os valores
expressos pelas respostas relativas em CML para determinar compatibilidades

em CML, nos pacientes e individuos da familia.

Os pacientes infantis com LLA, LMA e AA incluidos nesta
investigac8o, foram selecionados aleatoriamente da totalidade dos pacientes
indicados para transplante de medula 6ssea e acompanhados no Centro
Infantil para InvestigacSes Hematoldgicas Dr. Domingos A. Boldrini, com a
finglidade de realizar uma analise criteriosa na determinagdo das
compatibilidades para os antigenos HLA de classe |l DR e DQ & em CML. Foi
selecionado o grupo de estudo, envolvendo sempre o paciente, a doenca, a

familia: pai, mée e irmaos.

O primeiro passo foi selecionar dentre as doengas sanguineas,
aquelas que apresentavam uma similaridade (MARSH & GEARY, 1991).
Selecionamos os pacientes com LLA, LMA e AA; um subgrupo constituido
pelos membros da familia, representado pelos irm&os e um representado pelos
pais. Por outro lado, foram selecionados 25 individuos sadios, utilizados como
controle em cultura mista de linfocitos, de acordo com a capacidade das
celulas induzirem a proliferacdo celular, pois algumas possuem poder de
estimulac&o maior que as outras. As células destes individuos eram coletadas
no dia da realizacdo da cultura mista de linfécitos e congeladas para a
preparacao da mistura “pool”. Trabalhos descritos por OSOBA et alli,, (1974);
SEGALL et alii., (1978), enfatizaram a importancia da utilizacéo de ‘pool” de
células estimuladoras para a determinacBo de uma resposta maxima em

cultura.
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A investigacio das tipagens dos antigenos HLA de classe i,
mostrou um aumento estatisticamente significativo para as especificidades,
indefinidas, representadas por fragos (apéndices i, IV e V) tanto nos
pacientes como nos individuos da familia. Diversos relaios utilizando tipagens
soroldgicas de antigenos HLA de classe 1, também mostraram resultados
semeihantes aos nossos. Em 1898, MORAES & MORAES, estudando =z
distribuicdc de alelos HLA na populacdo brasileira, relataram aumento
significativo das especificidades brancos ou indefinidos. Esse fato taivez seja
devido a intensa miscigenag@o racial enfre brancos, negros e mulatos,
observadas na populacdo brasileira e interferindo em muito na analise dos
marcadores HLA detectados por sorologia. Outros estudos efetuados em
familias recombinantes, definiram mais de 100 recombinacBes para 1040
familias analisadas, demonstrando que estes eventos dificuliam ou
impossibilitam a identificacdo dos alelcs. Estudos realizados com gémeos
monozigotos conferiram uma tipagem soroldgica diferente para cada um dos
gémeocs (ROSE et alli, 1988). Posteriormente outrcs relatos também
evidenciaram falta de expresséo significativa de antigencs HLA de classe Il em
celuias leucémicas (TONGIO et alli, 1986; DEXLER et alli, 1986). Com relagéo
a outras alteragbes associadas a deteccdo de antigenos de classe [l por
métodos soroidgicos e especificamente nas patologias sanguineas, podemos
evidenciar a fragilidade das células leucémicas & presenca de blastos & a
incapacidade para as reagfes de microlinfocitotoxicidade na viabilizacdo dos
testes sorclogicos. Considerando a lise das células ndo uma reacdo positiva
para a presenca do antigeno e muitc mais como uma manifestaco da
fragilidade das céiulas frente as incubagBes, predominando as reacdes de

falso positivo.

As falhas nas tipagens sorologicas para definir os alelos HLA ou
tipagens indefinidas, podem ser devidas a uma reac3o cruzada ou falia de
reacéo. Representam uma alteracdo a nivel de estudo populacional e familiar,
interferindo no significado das compatibilidades. Se por um lade os individuos

da familia contribuem para a andlise de heranga genética dos haplétipos, por



outro lado os pacientes possuem a chance de adquirir essas mesmas
tipagens. Assim 880 necessarios ouflros estudos para discriminar
especificidades envolvidas nas compatibilidades HLA. A contribuicdo da
diversidade alélica dos genes de classe |l foi entdo analisada por cultura mista
de linfécitos. A primeira comparacio realizada entre as tipagens soroldgicas e
a cultura mista de linfécitos mostrou que dois irméos HLA idénticos para classe
i @ ll guande colocados juntos em CML, estimulavam um ao outro (YUNIS &
AMOS, 1971). Desse modo, foi demonstrada z existéncia de um focus ou
regifo, separado dentro do sistema HLA, denominado de regido HLA-D
(JORGENSEN et alli,, 1977).

Os metodos celulares utilizando a cultura mista de linfécitos
discriminam ¢ grau de compatibilidade enire o recepior & ¢ doador para a
regide HLA-D. As combinagfes celulares envolvem duas varidveis, células
respondedoras e células estimuiadoras. As especificidades alogénicas s3o
definidas como compativeis pela auséncia de estimulo ou como incompativeis

pela presenga de estimuio.

No caso dos 147 pares analisados para a comparacic da
resposta relativa em CML com tipagem sorolégica para os antigenos de classe
li, na definicdo das compatibilidades entre o paciente e irm&os, foi concordante
para 6 pares definidos como compéﬁveis para ambos 08 métodos e 1 par néo
concordante por CML. Além das compatibilidades foram detectados 30 pares
incompativels e concordantes nos dois métodos. Em adicio, ndo houve
correlacgo nos 28 pares tipados como indefinidos por sorologia. Constatamos
por CML, que dos 28 pares indefinidos, & compatibilidade para 16 pares ¢ a
incompatibilidade para 12 pares. Por outro iado, as combinacdes envolvendo o
paciente e o pai e paciente ¢ a mae, a CML definiu 1 par incompativel para o
mesmo par definido como compativel por sorologia e 1 par compativel para o
mesmo par indefinido por sorologia. Foram deteciados ainda, 50 pares de
incompativeis e concordantes nos dois métodos. Entretanto para os 30 pares
indefinidos por sorologia a CML foi capaz de definir 29 pares como

incompativeis & 1 par compativel.
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E possivel gue as especificidades ndo definidas por soroicgia
estejam envolvidas em eventos como a homozigose. Em doentes com LLA,
tem sido descrito associacles significativas de antigenos HLA de classe il com
a especificidade HLA-DR3 em homozigose (DORAK et al, 1995). Por
intermédio desses resultados observamos diferencas entre a sorologia e CML.
A tipagem soroldgica ndo foi capaz de determinar a segregaco hapilotipica
nas familias. A CML realizada posteriormente nos mesmos individuos,
apresentou um grau maior de sensibilidade. Entretanto, devido a popuiagéo
estudada composta de pacientes portadorss de células malignas, muitas vezes

“constatou-se um numero de falhas ou antigenos ndo definides (apéndices Il
IV & V), ocasionando em falta de interpretacdo dos resultados. No estudo
realizado por Yasunaga et alli {1998), além da confribuicdo da CML para as
tipagens sorolégicas, foi estudada a tipagem por DNA utilizando ¢ método de
PCR/SSOP para a definicdo dos antigenos DR1 para os aielos DRB1.

Concomitaniemente, foram encontrados na LLA, LMA e AA, um
grande nimero de casais que apresentaram antigenos HLA-DR, DQ em
comum, resultando em aumento ou diminuicdo de algumas especificidades. Na
LLA a especificidade DRE (p<0,01) encontrava-se aumentada, enquanto a
especificidade DR52 (p<C,01) se achava diminuida. Na LMA 3 especificidade
DR15 (p<0,01) encontrava-se aumentada, enquanto a especificidade DR52
{(p<0,01), se achava diminuida. Na AA as especificidades DR52 {p<0,02),
DR53 (p<0,04) e DQ1 {p<0,01), encontravam-se significativamente diminuidas.
Na literatura n&o s&o referidos resultados similares a esses. Parece portanto,
gue este excesso de antigenos HLA em comum nos pais das criancas com
leucemia linféide aguda, leucemia mieldide aguda e anemia apldstica,
representa um fendbmeno geral nestas doencas, no entanto, essa anomalia

pode desencadear a doenga, para gual ainda ndo existe explicacao.

Salazar et aili,, (1992) relataram que determinados alelos sdo
capazes de induzir reatividade alogénica. Em nossa pesquisa n&o observamos
as respostas dos pacientes em concordancia com diminuicdo ou aumento para

niveis normais de resposta em cultura mista de linfocitos.



Cutros estudos foram realizados em populactes e familias de
diversas einias e puderam estimar o grau de recombinagdo na definigdo dos
hepidtipos, detectado um nUmero significative de frequéncias de
recombinacBes (p=0,008 + 0,004} para DRB1, DQA1 e DQB1 (BEGOVICH et
alli, 1982). Assim, a analise para determinados alelos implica em uma
distribuicao, mesmo em familias, maior ou menocr que a esperada. Esse falo
compromete os resuliados obtidos na andlise para as tipagens soroldgicas
(PARHAM, 1993).

Retornando a comparacéio dos dois métodos para a definicio das
compatibilidades, observou-se gque no total de pacientes e individuos de
familia incompativeis e indefinidos com LLA (p<0,05) e AA (p<0,02),aCMLe a
tipagem soroldgica mostraram uma associag8o significativa, portanto, as
células leucémicas de pacientes com LLA e AA ndo devem estar associadas a
uma diminuicao significativa na expresso desses antigencs HLA de classe il
No entanio, na LMA & possivel que estes marcadores estejam
significantemente diminuidos. ELKINS et alli, {1984), n3o encontraram
deficiéncias significativas na expresséo dos antigenos de classe il e sim nos
antigenos de classe 1. E possivel que na LMA a proporgac de células que
expressa 0s aniigenos HLA-DR e DQ, apresentam variactes decorrentes do
estado do paciente. Outros autores (GUY et alli, 1986) mostraram uma grande
populacio de pacientes nos quais 80% de células mostravam diminuicdo na
express8o desses antigenos. Desse modo a n8c concordancia enitre a
sorologia ¢ a CML na populagdo de pacientes estudada apresenta um dado
significativo.

Quando comparadas as trés doencas, LLA, LMA e AA, quanto a
resposta relativa e incompatibilidades, foi observada uma associacdo entre o
aumente da resposta relativa para os pacientes incompativeis na LMA e LLA.
Entretanto, na AA ndo houve associacio significativa, devido a diminuicdc da
resposta relativa. Ja no grupo de pacientes indefinidos ndo houve associacdo
de aumento ou diminuicdo da resposta relativa. No esiudo da resposta reiativa



2 os pacientes indefinidos & possivel gue muitas especificidades indefinidas

indiquem compatibilidades.

Concluindo, observamos neste estudo, que a cultura mista de
linfécitos n&o esteve associada com as tipagens soroldgicas no grupo de
pacientes e irm&os compativeis (6 concordantes para 1 ndo concordanie) &
gsteve associada com as tipagens soroldgicas no grupo de irmdos
incompativeis (30 concordantes para 30 concordantes). Comparadas com
pacientes e pais, observamos uma falia de correlacdo significativa, associada
a CML incompativel e sorologia compativel e CML compativel e sorologia
indefinida. Nesse grupo a CML esteve associada a sorologia para as
incompatibilidades. A falta de correlacdo entre CML e sorologia no grupo de
indefinidos, tanto entre pares irmaos como pais é possivelmente atribuivel aos
egventos genéticos associados a recombinacdo, homozigose e crossing-over
nas familias. Como ja explicitado, observamos a associacdo dos dois métodos
em determinadas circunstancias pela comparacdc dos pares investigados.
Assim, propusemos nas trés doencgas, tanto em relacdo aos incompativeis

como indefinidos, a associac&o entre CML e sorclogia.

Finaimente avaliamos também, possiveis associagdes entre
aumento e diminuigdo da resposta relativa dos pacientes e individuos de
familia incompativeis. Assim observamos que na LLA e LMA houve uma
correlacéo das incompatibilidades e aumento da resposta relativa e na AA, ndo
houve essa correlacio. Nas comparacfes da resposta relativa para pacientes

e individuos da familia indefinidos, n&o houve correlacéo.
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VI. CONCLUSOES



Os resultados obtidos no presente trabalho permitem chegar as

seguintes conclusdes:

1 - O melhor e mais acurado meétodo para a determinacgéc das
compatibilidades para as especificidades HLA de classe il, é a cuitura mista de

linfocitos.

2 - As reacgbes de reatividade obtidas nas tipagens sorolégicas para os
antigenos HLA de classe If e na cultura mista de linféciios entre os pares
constituidos pelo paciente e irmé&os e paciente e pais, permitiram classificar as
tipagens sorologicas como insuficientes na definicdo de compatibilidades.

3 - A correlag@o entre a cultura mista de linf6citos e a tipagem
sorologica mostrou uma associacBo significativa entre 05 pacientes e
individuos das familias, incompativeis e indefinidos, na LLA e AA, enquantc na

LMA nao ocorreu associacdo entre os dois métodos.

4 - A comparacdc dos valores obtidos para a resposta relativa em
cultura mista de linfécitos e a tipagem soroldgica nos pacientes e individuos
das familias, incompativeis, mostrou uma associacdo significativa na LLA e
LMA, & na AA nao houve associacio.

5 - A comparaggo dos valores obtidos para a resposta relativa em
cultura mista de linfécitos e a tipagem soroldgica nos pacientes e individuos
das familias, indefinidos, na LLA, LMA e AA n8o mostrou associacéo entre 0s

dois métodos.

6.- A frequéncia das combinacbes dos antigenos HLA encontrada em
comum entre casais, mosirou-se aumentada para os antigenos HLA-DRG na
LLA e HLA-DR15 na LMA, e diminuida para os antigenos HLA-DR52 nas trés
doencas e HLA-DRE3 2 D1 na AA.

7 - As tipagens para os antigenos HLA sdo essenciais para determinar

08 eventos da recombinacdo, homozigose e heranga familiar.
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8.- As familias informativas permitiram um estudo ainda n&o existente na

populag@o brasileira para a identificacdo de doadores para transplante de

medula 6sses.
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VIil. RESUMO
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Diversos estudos tem relalado a associagde enire as
especificidades HLA-DR, DQ e doencas. Entretanto poucos tem
correlacionado as associacfes dos antigenos HLA de classe il com estudos
em familia. Relatamos juntamente com as tipagens HLA de classe I as
reagbes em cultura mista de linfécitos (CML) em 80 pacientes portadores de
jeucemia linfdide aguda (LLA), leucemia mieldide aguda (LMA) e anemia
aplastica (AA} incluindo 202 individucs das familias. As tipagens HLA de
classe i foram realizadas pelo método de microlinfocitotoxicidade (TERASAKI
et alli 1964). Os anti-soros utilizados, DR1 a DR18 e DQ1 a DQ8 eram
provenientes de Pel-Freez, C-8ix, Université Catholique de Louvain - Bruxelles
- Belgique. Os testes de cultura mista de linfécitos foram realizados pelo
micrometado descrito por HARTZMAN et alli. (1971). As células utilizadas,
respondedoras e estimuladoras, eram provenientes dos pacientes, dos irméos,
do pai e da mae. O teste t, a anédlise da variancia, e o X® para a comparacao
das frequéncias, foram ulilizados para andlise estatistica. Comparando as
tipagens soroldgicas com o0s valores em cultura mista de linfécitos na LLA e
AA, os dois métodos estavam significativamente associados entre os pacientes
g individuos das familias incompativeis e indefinidos, enguanto gue, na LMA
néo ocorreu associagdo. Entre os pacienies e individuos das familias
incompativeis, ocorreu associacdo entre a tipagem soroldgica e a cultura mista
de linfocitos na LLA e LMA, e na AA ndo ocorreu associaco. Para a resposta
relativa nas trés doencas, entre os pacientes e individuos das familias,
indefinides, ndc ocorreu associacdo entre a tipagem soroldgica e CML. Estes
resultados sugerem que a cultura mista de linfécitos é capaz de discriminar
especificidades entre os individuos incompativeis e indefinidos na LMA, LLA e
AA e que na anemia aplastica a cuitura mista & indispensavel para =
identificac&o das especificidades HLA em todos os grupos testados.
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X. APENDICE



APENDICE 1 - Anti-soros anti-HLA de classe Il nas placas de tipagem

10

76

A B c D E F
CN CN CN DR1 DRA1 DR2
DR3 DR3 DR15 CR15 DR1,2,10 DR2(8)
DR3 DR17 DR4 DR4 DR4 DR5

DR12 DR12 DR11 DR11 DR DR5
DRs DR13(12) | DR14,8,11 DR7 DR7 DR7
DR7 DR8 DRg DRS DR10 DR10
DG DQ1 DRE3 DR53 DR52 DR51
DA DQ5 DQz DQ2 DQ2 DQ3

DQ7.8 DQas DQ7 DQ4 DQ3
CcP
HDS/2705 oP CcP

CP - Controle Positivo de classs 1
CN - Controle Negative

HDS/2705 - Anticorpo monoclonal anti-DR
nuioc - Auséncia de Anti-soros
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APENDICE 2 - Combinacdes entre as células mononucieares na placa de cuitura

mista de linfocitos

1 P 3 4 8 7 8 9 160 41 12

A IRE - - [ RaEy REs! - - | RsEq] - -
B IREs] - - | R4k RiEs| - - [ RsEqy - -
C | REs| - - | RsEs RaEs | - - | RsEsl - -
D R4 - - | RsEs REs| - - iR.Esp - -
E |RsEs| - - | R4Es CAq - - | CAyy - -
F | CAs | - - | CA,4 CAs | - - | BEsEs| - -
G

H

i - céiulas respondedoras R; e Eq-pal

E - células estimuladoras
R, e &, - pacienie

R, e E; - doador

R: e E;- m&e

R: e Es - contrele ndo relacionado
Es - “pooi”
CA - controle auitlogo
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APENDICE 3 - Tipagem dos antigenos HLA de classe Il e resposta relativa nos

pacientes portadores de LLA e individuos da familia

PAC. / FAM. HLA-DR HLA-DQ RR (%)
01 DR7 DR11 DRE2 DR53 DQ3 DQ3
h DRY DR DR52 DR53 DQ3  DQ3 ND
12 DR7 DR11 DR52 DR5S3 DO D3 ND
M DR7 DR11 DR52 DR53 DO3  DQ3 ND
P DR- DR11 DR&2 DQ3  DQ3 ND
02 DR7 DR11 DR52 DRS53 DQ3  DA3
i DR7 DR11 DR53 DQ1 DG ND
i2 DRY DR- DR53 DQA DQ1 ND
M DR- DR7 DRS3 DQz DQz ND
P DR- DR DR&2 DA3 DQ3 ND
03 DR- DR15 DR51 DQ1 DQ1
1 DR- DR15 DR51 DQ1 DQ1 ND
M DR2 DR - DR51 DGt DOt ND
P DR1 DR18 DRS1 DQ DG ND
04 DR- DR2 DR51 DQ1 DA
¥ DR1 DR2 DR51 DQ1 DA ND
12 DR- DR2 DR51 DO DG ND
M DR DR2 DR51 DQ1 DQ1 ND
P DR2 DR - DR51 DQ -  DQ- ND
05 DR2 DRS DR51 DR52 DQ1 DQ1
i1 DR6 DR- DR52 Dan D ND
[2 DR6 DR- DR52 DO DO ND
M DR6 DR- DR5&2 DO DQ1 ND
P DR2 DR6 DR51 DR32 DO DO ND
08 DR3 DR- DR51 DRS2 DQ- DGQ-
i1 DR1 DR - DR52 DQ- DQ- ND
M DR4 DR- DR52 DR53 oG- DQ- ND
P DR1 PR3 DR52 DO D1 ND
o7 DR- DR11 DR52 DGt Bt
i1 DR- DR11 DR52 DQ1 DQ1 1,85
M DR- DR3 DR52 DAt DQ1 64 80
P DR- DR14 DR52 DR53 DQ3 DQ3 74,00

{1... O7 - Pacientes |- Irmdo M - Mae P - Pai

RR até 12 - Cullura ndo estimuiatornia

2R acima de 12 - Cultura estimuliatéria
ND - Nao Definido

- Homozigose ou antigeno nio determinado



APENDICE 3 - (continuacéo)

7o

PAC. 1 FAM. HLA-DR HLA-DQ RR (%)
8 DR- DRY DR52 DR53 DG DQO2
i1 DR - DR7Y DR52 DR53 bGt1 DG2 0,97
I2 DR - DR7 DR52 DRS53 DO1 DQ2 0,54
i3 DR2 DR7 DR51 DR53 Q1 DG3 70,00
M DR- DR4 DR52 DR53 DG1  DQ3 68,00
P DR2 DR7 DR51 DRB3 DG1  DQ3 55,00
09 DR- DR11 DR52 DR53 DQ1  DO7
i1 DR1 DR4 DR53 DQ1  DQ8 46 00
M DR1 DR11 DR52 DQ1 DGY 96,00
P DR4 DR - DR53 DGt DQs 81,00
10 DR2 DRY DR51 DR52 DQ1 DQA2
i1 DR2 DR7 DR51 DRS53 DQ1  DQ2 8,30
i2 DR2 DR7 DR51 DR53 BQ1  DQ2 5,00
M DR2 DRY DR51 DRS3 DQ1 DAz 72,00
P DR7 DR - DR53 DGz DQ- 85,00
11 DR2 DR4 DR51 DRS53 DQ1  DQO3
i1 DR2 DR4 DR51 DR53 DQ1 DQ8 164,00
M DR2 DR4 DR51 DR53 DQ1 DQ3 85,50
P DR2 DR4 DR51 DRS53 DQ1 DQ8 147,70
12 DR11 DPR- DR52 DQ1 DQ-
i1 DR11 DR- DRS2 DQt DQ- 0,92
i2 DR11 DR- DR52 DQ1 DG- 84 80
M DR11 DR- DR52 DQt1 DG- 78,00
P DR4 DR11 DR52 DR53 DQ1 D@3 80,00
13 DR1 DR7Y DR53 D1 DG-
1 DR1 DRY DR53 D1 DG- 1,76
M DR3 DRY DR52 DRS53 oG- DQ- 79,00
P DR1 DRz DR pQ1 DG- 93,00
14 DR3 DRS& DRS2 DGz DQ7
i1 DR3 DR5 DR&2 DGz  DQ7 0,40
M DR3 DR4 DR52 DRS53 DRz DQY 128,00
15 DR- DR- DQ- DQ-
1 DR3 DR - DR5&2 DQ3 DQ- 0,32
M DRg DR3 DR52 D1 DQ3 78,00
P DR1 OR - DR52 DQ1 DG3 87,00

08... 15 - Pacientes |- rméo i - Mae P . Pai

RR aié 12 - Cultura ndo estimulatdria

RR acima de 12 - Culturz estimulatoria

- Homozigose ou antigeno ndo determinado

ND - Nao Definido



APENDICE 3 - {continuagao)

PAC. / FAM, HLA-DR HLA-DQ RR (%)

18 DR- DR- DQ- DQ-

11 DR3 DR - DR52 pDas DGQ- 91,20
i2 DR3 DR - DR52 DRz DGQ- 39,50
i3 DR3 DR - DR52 DQz DGQ- 44,70
M DR3 DR7 DR32 DR53 DQ2 DQ- 81,00
P OR3 DR - DR52 DQs DQS 88,00
17 DR4 DR - DR53 G- DG-

11 DR4 DR - DR52 DR53 DQ - DG- 1,80
i2 DR2 DR - DR51 DQ1  DQ1 78,00
M DR- DR- DR52 DQ3 DGt 95,00
P DR2 DR4 DRS1 DR53 DO1 DQ3 76,00
18 DR11 DR4 DR52 DRS3 DQ1  DQ7

1 DR11 DR4 DRS52 DRB3 DQ7 DQ8 1,30
Y DR- DR4 DR52 DR53 DQ- DQ3 87.00
19 DR2 DR11 DR51 DRs2 DQ1  DQ3

i1 DR2 DR11 DR51 DR52 pQt1  DQ3 0,80
M DR - DR11 DR52 DR53 DQ3  DQ- 54 00
P DR2 DR7 PR51 DR53 DGt DG- 81,00
20 DR7 CR8 DRE2 DRS53 DO1 DQ3

1 DR7? DR - DR53 DG2 DQ3 ND
2 DR7 DR6& DR52 DR53 DQ1 DQ3 ND
M DR6& DR - DRS52 Da1 DG- ND
P DR7 DR- DR53 DQ2 DQ3 ND
21 DR7 DR - DR52 DRSS DQ- DQ-

11 DRY DR2 DR51 DR53 DO1 DQ2 58,50
M DR2 DR - DRB1 DR52 D1 DQ- 78,00
22 DR- DR- DQ- DQ-

§] DR2 DR4 DR51 DR53 DGt DOS 75,00
M DR2Z DR8 DR51 DR52 DQ1 DQ- 82,50
P DR4 DR - DR53 DQ8 DQ- 63,00
23 DR- DR- DQ- DG-

i1 DR1 DR4 DR53 DQ1 DQ3 43,00
M DR1 DR7 DR53 Dot DQ2 79,00
P DR4 DRe DR52 DR53 DQ3 DO 58.00
16... 23 - Pacientes i -irmac M - Nide P . Pai
KR até 12 - Cultura ndo estimulatoria RR acima de 12 - Cultura estimulatoria

- ; Homozigose ou antigeno nio determinado ND - Nao Definido



&1

APENDICE 4 - Tipagem dos antigenos HLA de classe Il e resposta relativa nos
pacientes portadores de LMA e individuos da familia

PAC. { FAM. HLA-DR HLA-DQ RR (%)

01 DR DR - DQ- DQ-

11 DR1 DR2 DR51 DG  DQ1 ND

12 DR3 DR4 DR52 DR53 DQz DQ3 ND

M DR2 DR4 DR51 DR53 Q1 DG3 ND

P DR1 DR3 DR52 DQs  DQ2 ND

02 DR- DR7 DR53 DQz2 DQ-

i1 DR-  DR7 DR53 Doz DRGQ- ND

i2 DR- DR7 DR53 DGz DG ND

M DR2 DR7 DR51 DRB3 CQ1 DG- ND

P DR7 DR - DRb3 DGz DQ3 ND

03 DR- DR4 DR53 DQ3 DQ-

i1 DR7 DRM1 DR52 DR5B3 DQ3 DQ- 58,34

M DR- DR11 DR52 DR53 DQ- DQ3 73,00

P DR7Y DR4 DR53 DQ- DQ3 20,00

04 DR1 DR1 Dt DGt

i1 DR4 DR11 DR52 DRS3 DQ3 DQ- 62,00

12 DR4 DR11 DR52 DR53 DG3  DGA3 91,00

M DR1 DR4 DR53 Pt DQ3 87,00

P DR1 DR11 DR52 DG1 DQ3 78,00

05 DR2 DR - DR51 DRS53 Q- DQ-

i DR2 DR2 DR51 Dot DQ- ND

M DR2 DR4 DR51 DR53 Dot DQ8 ND

P DR2 DR4 DR51 DRS3 o1 DG3 ND

06 DR- DR3 DR52 DQ- DQ2

I1 DR-  DR3 DR52 DQ- DG2 ND

M DR- DR3 DR52 DQ1 DQ2 ND

P DR- DR7 DR52 DR53 DG- DQ2 ND

07 DR4 DR - DR52 DR53 DQ3 DQ-

i1 DR4 DR7 DR53 DQz2 DQ3 84 00
DR2 DR4 DR53 Dat1 DG3 78,00
DR- DR7 DR DGz DQ3s 83,50

01... 07 - Paclentes |- immao M - Mae P - Pai
RR até 12 - Cultura né&o estimuiatéria RK acima de 12 - Cullura estimuiatéria

- Homozigose ou antigeno ndo determinado ND - Nao Definido



APENDICE 4 - (continuacio)

PAC. / FAM. HLA-DR HLA-DG RR (%)

08 DR4 LR - DR52 DR53 DQ1  DQ3
i1 DR- DR- DR52 DQ- DG- ND
M DR- DR- DR52 DR53 DQ1 DQ- ND
P DR4 DR - DR52 DR53 DQ1 DQ3 ND
09 DR - DR- DQ- DQ-
i1 DR4 DR8 DRS53 DQ3 DO - ND
12 DR4 DR8 DR53 DQ3 DQ- ND
M DR - DR4 DR52 DR53 5G1  DG3 ND
P DR8 DReg DRSE3 Dol DG- 75,00
10 DR7Y DR- DR53 DG2 DQS3
i1 DRY DR- DR53 DG2 DQA3 7,80
i2 DR7 DR- DR53 DG2 DQ3 8,50
i3 DR7 DR- DR53 DGz D3 5,80
4 DR4 DR8 DR53 DA3 DQ- 42 80
M DR7 DR8 DRS3 DQ2 DG- 86,00
P DR4 DR - DR53 Q2  DQ3 55,00
11 DR- DR- Q- DQ-
i1 DR1 DR - DQs DOt 91,00
M DR1 DR11 DR52 DQs  DQ7Y 141,00
P DR3 DR - DR52 DQ1 DQ2 131,00
12 DR15 DR- DR51 DRS51 DQ1 DQ-
H DR15 DR- DR51 D1 DQ- 13,00
M DR1S DR4 DR51 DR53 BQ1 DQ3 70,00
P DR15 DR- DR51 DR52 D1 DG- 15,00
13 DR& DR11 DR52 DQY DG-
1 DR4 DR8 DR53 D8 DG- 137,060
i2 DR4 DRg DR53 DG8 DQ- 94,00
M DR4 DR11 DR52  DRS53 DG8 DQ7 70,00
P DR8 DR12 DR5&2 DQ7 DQ- 36,00
14
i1 DR5 DR7 DR52 DRS53 DQ7 DQz 80,30
M DR5 DR - DRE2 DQs DO - 72,50
P DR? DR- DR53 DQ1 DQ2 69,00

08... 14 - Pacientes |- rmé&o M - Mae P - Pai

RR até 12 - Cultura ndo estimulatoria RR acima de 12 - Cuiltura estimulatéria

- . Hornozigose ou antigeno nio determinado ND - Ndo Definido



APENDICE 4 - {continuacio)

PAC /FAM. HLA-DR HLA-DQ RR (%)

15
M DR1 DR11 DR52 oQ1 DAY 37,20
P DR8 DR - DR52 DQ1 DQ- 61,10
18 DR~ DR11 PR52 DR53 DG- DQ-
11 DR- DR11 DR52 DQ3 DA- ND
2 DR- DR11 DRS&2 DQ- DA3 ND
M DR7 DR11 DR52 DRS53 DO1 DQ3 ND
P DR- DR- DR DQ- DQ- ND
17 DR11 DRY DR52 DR53 DQ7 DGz
i1 DR11 DR~ DR53 DQ7 DQ1 80,50
M DR7 DR - DR52 DR53 DGQz DO 85,80
F DR3 DR11 DR52 DQ2Z2  DQY 81,80

15... 17 - Pacientes i - iméo M- Mae P - Pai

RR até 12 - Cultura ndo estimuiatoria RR acima de 12 - Cullura estimulatéria

~ . Homozigose ou antigeno ndo determinado ND - N&o Definido
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APENDICE 5 - Tipagem dos antigenos HLA de classe Il e resposta relativa nos

pacientes portadores de AA e individucs da familia

PAC. /FAM. HLA-DR HLA-DQ RR (%)
01 DRz PR32 DR51 DRS2 DG- DQ-
M DR11 DR3 DRS&2 DG- DGz ND
P DR2 DR3 DR51 DRS2 DG1 DQ2 ND
0z DRz DRg DR51 DRS52 DO1  DQ9
i1 DR2 DR9 DR51 DR&3 DQ1  DQS ND
iz DRg DR - DR53 DO1 DQS ND
M DRg DR - DR53 DGQ- DQS ND
P DRz DR - DR51  DR51 DG - DQ1 ND
03 DR - DRY DR53 DQ- DGQ-
1 DR - DR7 DR53 DG- DQ2 ND
M DR2 DR7 DRS51 DR53 DQ1  DQ2 ND
P DR - DR7 DR52 DR53 Q-  DQ2 ND
04 DR - DR - DR52 DR53 Q- DQ-
11 DR1 PDR4 DR53 DG5S DQ7 ND
M DR4 DR8 DR52 DRS3 DA3 DOt ND
P DR1 DRY DR53 DQ1  DQz2 ND
05 DR1 DR3 DR52 DQ1 DQ2
H DR1 DR4 DR53 DO1 DGz ND
M DRA1 DRY DRS3 DQ1 D@2 ND
F DR3 DR4 DR5z2 DRES3 DQz DQ8 ND
086 DR11 DR- DR52 DQ7 DOt
i1 DR3 DR5 DR52 DGz DQ7 21,00
M DR5 DR - DR52 D7 DQ1 2,70
P DR3 DR11 DR52 oG2  DG7 48,50
07 DRS DR~ DR52 Dot DQ-
M DR4 DR8 DR53 oQ3 DQ- 37.50
P DR7 DR - DR52 DRB3 DQ3 DG- 31,00

01... 07 - Pacientes |- lrmé&o M - Mae F - Pai

RR aié 12 - Cullurs ndo estimulialdria

RR acima de 12 - Cultura estimulatéria
ND - Nio Definido

- . Homozigose ou antigenc ndo determinado



APENDICE 5 - {continuac8o)

FAC. / FAM, HLA-DR HLA-DG RR (%)

08 DRe DR- DR52 DQ2 D2

i1 DR1 DR - DQ1 DOt 52,00
i2 DR1 DR6 DR52 Q- DG- 83,00
13 DR1 DR - DR52 DQ7y  DGY 52,00
i4 DRA1 DR - DRE2 DQ7  DQY 5400
i5 DR6 DR - DR52 DQ1 DO 63,00
I DRY DR DR52 DRS53 DOz  DQ2 78,00
M DR8 DR - DR52 DO1 DOt 80,00
P DR1 DR - DR52 DQ1  DQ1 80,00
08 DRZ DR11 DR&1 DRS1 DQ1 DQY

M DR2 DR - DR51 DR5B1 DOt BQY 20,70
P DR3  DR11 DR52 DRS52 DQ- DQ7 096,30
10 DR1 DR4 DRS3 DR53 DQ1 DQO8

i1 DR1 DR3 DR52 DRS2 DG1  DQ2 84,00
iz DR1 DR4 DR53 DRS3 DQ1 DQ8 18,80
M DR3 DR4 DR52 DR52 DQ2  Das 60,00
P DR1 DR5 PR52 DR52 De1 DQY 72,00
11 DR1 DR8 DQ5 DQ4

M DR7 DR8 DRE3 DR53 DQ2 DQ4 38.50
M DR1 DR7 DR53 DR53 DG5 D@2 20,20
P DR7 DR8 DR53 DR53 DQ3  DQ4 24,30
12 DR1 DR2 DQ1 DQ5

M DR1 DR7 DR&3 DRS3 DQ2 DS 98,00
= DRZ DR7 DR51 DR51 DQ1 DQ3 106.00
13 DRZ DR15 DR51 DR51 DQY DGt

M DR2 DRY DR51 DR51 DOt DQ2 85,00
P DRY DRS8 DR53 DR53 DQ1 DO4 18,50
14 DR7 DRY DR&3 DGz DQ8

i1 DR2 DR4 DR51 DR53 DQ1  DQ8 31,00
2 DR3 DRY DR52 DR53 DRz DQ- 32,00
13 DR3 DRY DR52 DRS53 DQz2 DG- 18,00
M DR2 DR7 DR51 DR2 DQ1 DGE2 5500
P DR- DR7 DR53 G- DQ- 61,00

08... 14 - Pacientes f-irméo M - Mie P.Pai
RR até 12 - Cultura ndo estimulatéria RR acima de 12 - Culiura estimulatdria

- . Homozigose ou antigeno ndo determinado ND - N&o Definido



APENDICE 5 - (continuag3o)

85

PAC. /FAM. HLA-DR HLA-DQ RR {%)

15 DR2 DR5 DR51 DRS2 DG1 DQ3

1 DR2 DR5 DR51 DR52 DQ1 DQ3 0,64
12 DR2 DR7 DR51 DRBE3 DG1 DQ2 79,00
i3 DR3 DR DR52 DR53 DO2 DQA3 20,70
M DR2 DR3 DR51 DRS&2 DQ1  DQ2 42 00
P DRS DR7 DR52 DR53 D3 DQ2 55,00
16 DR2 DR - DR51 DQ1 DQ2

i1 DR2 DR - DR&1 DQ1  DQ2 0.04
M DR2 DR4 DR51 DRS53 DQ1  DQs8 84,00
17 DR- DR- DR52 DQ1 DQ3

i1 DR3 DR - DR52 DOt D3 1,93
2 DR3 DR - DR52 DQ1 DQ3 0,20
M DR3 DR - DR52 DO1 DQ3 73,00
18 DRA DR5 DR52 Q- DPQ-

i1 DR- DRz DR51 DQ - DQ- 37,40
M DR1 DRZ DR51 DQ- DQ- 89,00
19 DR2 DR3 DR51 DR52 DQ7 DQ3

11 DR3 DR11 DR52 DQz DQY 36,00
M DR2 DR11 DR31 DR52 DQ1 DAY 48 50
B DR3 DR6 DR52 DQz  DQ1 61,00
20 DRs DR4 DR52 DRS53 DQ1  DQ3

i1 DRY DR - DR53 DQ3 DGQ- 38,50
2 DR4 DR7 DR53 Q3 DQ2 52,60
M DR4 DR - DR53 DQ3 DQ- 684,00
P DR6 DR7 DR52 DR53 DG1 DQ2Z 73,00

15... 20 - Pacientes |- lIrméo M - Mae P - Paj

RR até 12 - Cultura ndo estimulatoria

RR acima de 12 - Cultura estimulatdria

- : Homozigose ou antigeno néo determinado

ND - N3o Definido



