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ARSI 3 S B
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Que.: a estrada 'se abra a sua frente,

Que o vento sopre levemente as suas costas,

Que o sol brilhe morno e suavemente em sua face,
Que a chuva caia docemente em seus Campos,

E atée que nos encontremos de novo,

Que Deus lhe guarde nas palmas de suas maos.

(Prece irlandesa, traduzida e adaptada por
. Terezinha Maciel).
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ANTICORPOS ANTI-HLA
INFLUENCIA DO NOMERO DE GESTAGOES NA PRODUCAO DE ANTICORPOS

AnTI-HLA

Silvia Fernandes Ribeiro da Silva*

Foram analisadés 210 amostras de soros de puérpe
ras, obtidas nas 72 hords apds o parto, com o intuito de ve
rificar sua sensibilizagac aocs antigenos do Sistema HLA:
Foi observado que 50 (23,5%) dos soros estudados apresenta
vam anticorpos linfocitotdxicos anti-HLA. Destes, 34% apre
sentaram antidorpoé possivelmente moncespecificos e 66% Po
liespecificos. Observou-se que 15% das primiparas, 20% das
secundiparas e 33% das multiparas estavam sensibilizadas,
havendo uma relagao significante entre o numero de gestacoes
ze anticorpos anti-HLA.

+
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!
Comparados estes resultados aqueles da literaturain

e a presenga

ternacional, verificou-se uma estreita correlagao.

@
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e aluna do Curso de Especializagaoc em Hematologia e Hemoterapia.




1 - INTRODUGAO

Na década de 50 foram realizados importantes estu
dos objetivando elucidar a forma principal de imunizagao por
leucbcitos humanos (8-25-26-~34-45-46).

Jean Dausset, em 1954, se questionando a respeito
de alguns individuos politransfundidos gque apresentavam leu
copenia, testou os soros desses pacientes com leucOcitos de
doadores de sangue € teve a Surpresa ﬂe:constatar que alguns
soros aglutinavam os leucdcitos dos*doadores. E deste modo,
concluiu que existia no soro dessegépgcientes leggopénicos

anticorpos anti-leucdcitos (8-11-26=34F.

Apds esta notavel contribuigdo de Dausset, repeti
das transfus®es de sangue foram consideradas por muito tempo
comq sendo a Unica forma de imunizagao por antigenos leucoci
tArios, enguanto que outras formas de imunizagao, como  por
exemplo a gravidez, eram consideradas apenas como uma possi
bilidade tedrica (12-26-34).

Entretanto em 1958 os trabalhos pioneiros de Payne
e Rolfs(25) e van Rood e cols. (45). analisando os soros de
gestantes, demonstraram que a incompatibilidade feto-materna

poderia induzir a formagao de leucoaglutininas.

Posteriormente, em 1959 (46) van Rood e cols. foram
capazes de comprovar através de achados clinicos a veracida
de dessas.observagoes concluindo que nao somente a transfu
sio, mas tamb&m a gravidez poderia ser responsavel pela imu
nizacdo por antigenos leucocitarios, fato confirmado por di
versos autores (2-17-23-25~36-39-40).

Em 1971, Ahrons (2) analisou trés possibilidades de
imunizacao primdria por antigenos HLA: a primeira -refere-se
a imunizac@o leucocitdria que pode ser causada pela hemorra
gia feto-materna que écorre principalmente no filtimo trimes
tre, evidenciada através do fato de que mulheres imunizadas
pelo sistema Rh apresentam uma mais alta freqligncia de anti
corpos HIA do que as nao imunizadas (1). Uma outra forma de
1munlzagao seria através das células do tecido placentario,
pois sabe-se que essas células carreiam antigenos idénticos
aos antigenos leucocitd@rios do feto (46). Finalmente, é sabi

.




do que o esperma humano contém um certo nimero de leucdcitos
e que essas cé€lulas podem ser encontradas na cavidade perito
nial apds o coito (2). Devido a isso & possivel que as mulhe
res se tornem sensibilizadas por antigenos HLA carreados por
essas células da ejaculacac absorvidas na cavidade perito
nial, e que os anticorpos HLA observados durante a gestagao
sejam uma resposta secundaria causada pelo pequeno nimero

de leucbcitos que passam do feto para a mae.

Hoje sabe~-se que os anticorpos HLA sac produzidos
em resposta aos haplotipos HLA paternos do feto gue atraves
sam a barreira placentdria caindo na circulagao materna (1-
29-30-31-38-39-40-43).

Jensen em 1962 (17) analisando o soro de 314 gestan
tes, observou gue 20% das multiparas apresentavam leucoaglu
tininas no soro, e que a fregiiéncia de imunizagao aumentava
com' o niimero de gestacgdes. Estas observagoes de Jensen, com
provadas por diversos autores (13-17-24-34-39-49), foram fun
damentais para o dgsenvolvimento de reativos soroldgicos para

a detecgao de antigenos HLA.

O presente trabalho tem por finalidade mostrar a in
fluéncia do niimero de gestagbes na produgac de anticorpos an
ti-leucdcitos e paralelamente verificar a freqgii€ncia com que
as mulheres imunizadas produzem anticorpos monoespecificos e
poliespecificos, o que servird de base para produgao de anti

soros HLA em nosso servigo.

I
i
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2 - REVISAO DA LITERATURA
2.1- HISTORICO

A descoberta das molé&culas de histocompatibilidadee
de suas funcgdes fisioldgicas resultou de estudos em dois cam

pos diferentes: a transplantacdo e a imunogenética (11-14-34
44) . 3 -

Em 1936, com os estudos pioneites de Peter Gorerx (7-
11-44), na Inglaterra, empregando linhégéps‘isogénicas de ca
mundongos, estabeleceram-se as leis bééi;as da imunidade da
transplantagao. As célﬁaégf%umorais coﬁg%ftavam—se como  um
transplante e esse fragmento, que conteria antigenos de his
tocompatibilidade, seria reconhecido como estranho (um aloen
xerto) e rejeitado por linhagens isogénicas as quails falta
riam estes antigenos. Peter Gorer, um ano depois, estabele
ceu a identidade de um gen deste sistema (que regia o antige

no II) como sendo um gen de resisténcia tumoral.

Subseqgiientemente, Peter Medawar e colaboradores
(26-44) , expandiram essas observagoes, demonstrando igue fol=]
aloenxertos de pele, embora induzissem a formacao de anticor

pos, eram rejeitados em decorréncia da imunidade celular.

Novas descobertas neste campo vieram de estudos en
linhagens isogénicas de camundongos e do desenvolvimpnto das
linhagens congénitas por_éeorge Snell (7-11-44), seh?o entao
formuladas as leis de histocompatibilidade ou leis de Snell.
Estas leis indicam que existe um sistema principal de histo
compatibilidade que controla a rejeicao dos enxertos e cujos
gens estao situados em uma mesma regiao cromossomica’ Esta
regido & a regido B-2 no camundongo e a regiao HIA nd homem

(7-10).

Dausset em 1954 (8-21-26-34-50), relatou a presenga
de anticorpos contra leucdcitos humanos no soro de pacientes
politransfundidos. Muitos cientistas contemporaneos no campo
relatam essas contribuigoes de Dausset, mas anticorpos que

reagem com leucOcitos foram descritos pela primeira vez emn

' 1926 por Doan (48-50).

Posteriormente, van Rood (1958} e Payne e cols (1958)

detectaram anticorpos semelhantes no soro de mulheres gravi

3




das e, logo apds estas descobertas,varias especificidades an

tigénicas foram caracterizadas por estes anti-soros(25-45).

Em 1958 (8-10-11-21~34), Dausset definiu o primeiro
antigeno leucocitirio pela técnica de leucoaglutinagao (34),
com a ajuda de alo-anticorpos imunes provenientes de indivi

duos politransfundidos. Estg_antigeno "Mac" correspondia a
reunido das especificidades atuais: HLA A, + A,q (34).

=~ Entre 1962 e 1965, Payne e Bodmer identificaram trés
anti%enos (LAl, LA2 e LA3) e mostraram que eles sac governa
dos por trés genes alelos, considerados como um esbogo do lo
CUS;ELAfH atual (34).

Em 1965, Dausset, Ivanyi P. e Ivanyi D. descreveram
10 antigenos leucocit@rios, gragas a técnica de microlinfoci
totoxicidade descrita por Terasaki e Mac Clelland em 1964
(6-8-34), e sugeriram que esses antigenos pertenciam a um
mesmo sistema genéiico chamado Hu-1 que posteriormente foi
denominado HLA (Human Leucocyte Antigen Locus A). O termo
HLA foi originalmente usado para definir o primeiro polifor
mismo antigénico encontrado no leucbcito humano (8-34).

A exploracgiao detalhada do complexo HLA tem sido ati
vamente estimulada gragas a um sistema de cooperagaoc interna
cional organizado em grupos de trabalho (Workshops) inicia
dos em 1965, em Durham (8-11-34). Através destes Workshops,
realizados a cada 2 anos, pesquisadores de todo o mundo reu
nem-se partilhando de técnicas e anti-soros, o que possibili
ta uma padronizagdo fmtermacional da linguagem referente a
este sistema antigénico e permite que se responda, a aada
dia, &s muitas guestdes ainda existentes sobre o assunto (8-
11).

2.2- GENETICA DO SISTEMA HLA

O controle genético do sistema HLA encontra-se loca
lizado no brago curto do cromoessoma 6 (6~14-26-34-48). Esta
localizagéo foi definida pela andlise genética de fiamilias,
assim como pelas técnicas de hibridagdo celular, método gque
consiste em injetar cromossomas humanos em uma célula de
origem animal (camundonge ou hamster) e estudar os produtos
enzimaticos e antigénicos em fungac de sua progressiva elimi

nagao (14).




A regiao do cromeossoma 6, também denominada "Comple
xo Maior de Histocompatibilidade", & constituida por 4 unida
des funcionais (Locus A, B, C e D(DR). Os genes de cada ﬁ;
desses loci transmitidos juntos no mesmo cromossoma  consti
tui o que se denomina haplotipo e normalmente &€ transmitido
aos descendentes como unidades genéticas (6-10-14-28-33).Des
ta forma, sobre cada cromossoma 6, um individuo possui 4 ge
nes que definem © haplotipo e o conjunto de 2 haplotipos de
finem o gendtipo (14). Esta transmiss@3o por haplotipo & a re
gra geral, entretanto éﬁ'cenca de 1% dos casos pode ocorrer
o fendmeno de "Crossing-over" (26-48).

A cada tm_desses loci corresponde uma série de ale
los. O nimero de alelos possiveis em cada locus & elevado, o
gue explica o polimorfismo do sistema (10-14-15-26-33}. Es
ses alelos s3o transmitidos come caracteres co-dominantes
mendelianos, isto €, todos eles se ekptimem nos heterozigo
tos (18-33-48). Cada progenitor tranémite um haplotipo (7),
logo os filhos possuem um haplotipo ém comum com cada um dos
pais (semi-identidade) e os irmaos podem ser idénticos entre
si (quatro antigenos idénticos), seqi—idénticos (dois antige
nos em comum),. ou diferentes {quatro. antigenos diferentes).

(Figura 1) . I

Uma peculiaridade propria db sistema HLA & a  assQ
ciagac de gametas ou desequilibrio 4 ligagdo (8-14-33-48).
Certos alelos HLA estao mais freqﬁengemente ligados em cexr
tas populagdes do que seria esperadol através da anilise esta
tistica da populagac. Por exemplo, 16% da populagac francesa
apresenta ' o antigeno HLA-A; e 10% o antigeno HLA-Bg .(26).
Através do cilculo estatistico espera-se o haplotipo Al/B8
em 1,6% dos casos, entretanto, obserqa—se essa.associagao em
8,8%. Isto gquer dizer, que a associacdo dos antigenos Al/B8
& mais fregiiente do gque se ela ocorresse por um simples aca
so. O desequilibrio de ligagdo fornece dados estatisticos su
gerindo que dois genes do locus ocorrem estreitamente liga
dos em um modelo naoc atribuivel ao acaso, sendo este uma me

dida sensivel da selegao natural (48).




2.3- aNTiGENOS DO SiSTEMA HLA

Como foi dito anteriormente, o controle genético do
sistema HLA estd localizado no brago curto do croﬁossoma 6
em locais determinados que se chamam locus. Em cada um  dos
cromossomas 6, um de origem paterna e um de origem materna,
o individuo apresenta 4 loci principais que vao codificar os
antigenos HLA na superficie de membranas. Na membrana de ca
da c@lula nucleada o individuo possui 2 antigenos entre os
20 alelos possiveis do locus A, 2 antigenos entre os 40 ale
los do lucus B, 2 antigenos entre os 8 alelos do locus C e 2
antigenos entre os 14 alelos possiveis do locus D/DR (33). O
poliﬁorfismo do sistema HLA & entao marcado, como mostra a
Tabela I.

0s antigenos dos loci A, Be C (antigenos da Clas
sé-I) sao glicoproteinas gue se encontram presentes na super
ficie de praticamente todas as células nucleadas (14-18-21-
26-48) . As concentragbes antigénicas estao especialmente ele
vadas nos linfbdcitos (linfbcito T e B) e plaguetas sangui
neas, mas sao também encontradas nos fibroblastos, células
epiddrmicas e células do parénquima renal (6-14-18-26-34).En
tretanto, existe uma outra série de antigenos, denominados
HLA D/DR, que possui uma composigao guimica diferente e uma
distribuicao mais restrita. Encontram-se nos linfdcitos B,
nos mondcitos, nas células dendriticas e em certas células
epiteliais (6-14-18-26-34). Nao se encontram sobre as plaque

~tas (6-26).

Os produtos antigénicos da Classe I sao formados
por duas cadeias (leve e pesada) unidas de forma nao covalen
te. A cadeia leve com umspeso molecular de 11.000 correspon
de a B,
lar de 45.000 apresenta 3 dominios (a;,0, € a3), sendo  que
os dominios a; & o, sac os responsaveis pela antigenicidade
da molécula (8-10-18-48).

microglobulina e a cadeia pesada com um peso molecu

Os antigenos da Classe II constam também de duas ca
deias (¢ e B). A cadeia o € a porgao nac variavel e a cadeia
B é a porgio varidvel da molécula do antigeno, sendo esta Gl
tima responsavel pela especificidade antigeénica (8-10-18-48).
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Os antIgenos HLA, descobertos por equipes diferen

tes, eram designados por simbolos e cada autor usava sua prd

pria nomenclatura: Da (Dausset); Te (Terasaki), Ao (Amos) ,
Bt (Batchelor), et. (33). Em 1976 foram elaboradas as normas
atuais pelo Comité Internacional de Nomenclatura da Organiza
gao Mundial de Saide para substituir a nomenclatura anterior
mente empregada (33). -

Os antigencgs-cuja especificidade sio universalmente
acelitas, desigg@m—se;com nameros arabicos precedidos pelo
locus A, B ouﬁgogpas;o simbolo HLA: HLA Bygs HLA R,,, etc.
Os antigenos provaveis, ou seja, as especificidades menos co
nhecidas, designam-sé provisoriamente com a letra "W" antes
do nimero: HLA AW,,, HLA BW,,, etc., exceto os antigenos do
locus C aonde o "W" & preservado mesmo apds o reconhecimento
da especificidade do antigeno, para distinguir da nomenclatu
ra do sistema complemento (?~14—21-33-48).

2.4- anTicorpos ANTI-HLA

[l

As 1in£ocitotoxin%$ quentes anti-HLA sao anticorpos
capazes de se fixar sobre os antigenos HLA presentes na mem-
brana linfocitaria e provoé%r, em associagao com o complemen
to, a lise dos linfdcitos. As linfocitotoxinas sao chamadas
quentes guando seu poder litico se exerce a 37 °c. No entan
to elas apresentam atividadLs a temperatura inferiores, mui
tas vezes até a 15 °c, zoni de agao das .. - linfocitotoxinas
frias. Por outro lado, estas s3o desprovidas de qualguer efi
cdcia a 37°C (33). Na Tabela II est3o representadas as carac
teristicas das linfocitotoxinas quentes e frias (33).

Na maioria das vezes, as linfocitotoxinas | -quentes
sao alo-anticorpos encontrados no soro de individuos imuniza
dos com antigenos HLA incompativeis{21-33). Esses  alo~anti
corpos sao formados essencialmente em 3 categorias de  indi
viduos: os politransfundidos, as mulheres gravidas e os VO
luntarios intencionalmente imunizados com leucdcitos(8-18-49).

Sao freqilientes as imunizagoes devido a transfusao,
fregiiéncia esta que éode aumentar em mulheres com gestagoes
anteriores. A imuniza¢ao depende de varios fatorés, entre os
quais, os mals importantes sao a periodicidade e a repetigao

da estimulagao, a qualidade do produto transfundido (Leucdeci




tos, plaguetas, etc.) e a freqgiiéncia do antigeno HLA em uma
dada populagac (14). Os anticorpos formados pelos politrans
fundidos sac poliespecificos pois os antigenos imunizantes
variam a cada transfusao, ou seja, o doador e O recéptor sao

fregiientemente HLA incompativeis (26}.

No curso de uma gestagao, a mae pode se imunizar con
tra os antigenos HLA do feto, no momento em gue as células
fetais (leucdcitos, plaguetas, etc.) passam para a circula
¢ao materna apésjatravessarem a placenta (1-29-30-31-33). ;
freqiiencia de linfoditotoxinas quentes nas mulheres gravi-
das varia segundo alguns autores entre 7 a 26%, a média se
estabelecendo entre 12 a 14%, dependendo da sensibilidade dos
métodos de pesquisa {33). Os anticorpos das mulheres gravi
das sio mono ou poliespecificos. Sua relativa monoespecifici
dade faz dos soros das puérperas uma fonte excelente de anti

-soros empregados na tipagem HLA (26-33).

Os voluntarios, tendo recebido transfusdes de 1linfd
citos ou de sangue total, podem produzir anticorpos anti-HLA.
0 principal interesse neste método & de poder orientar a es
pecificidade do anticorpo, escolhendo habilmente o doador e

o0 receptor de maneira que eles difiram apenas por um antige-
no HLA {(8-26-33).

2.5- APLICAGAO DA TIPAGEM HLA

_2.5.1- TRANSPLANTAGAO

Atualmente os transplantes de orgaos representam
uma alternativa importante no tratamento de varias doengas,

especialmente nos transtornos que envolvem uma perda irrever
sivel do drgao (4).

Os fatores progndsticos que tém uma participagao na
transplantagdio ‘'de 6rgaocs incluem a identidade dos antigenos
HLA, a presenca de anticorpos anti-HLA e nao HLA (ABO) e as

transfustes sanguineas pré-transplantes (4).

A tipagem HLA tem sido extensivamente utilizada na
avaliagdoc da compatibilidade entre O doador e o receptor pa
ra transplantag3o (Tabela III). Na transplantagao renal,guan
do o doador e © receptor s3o de uma mesma familia, a sobrevi
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da de um transplante renal pode freqtientemente ser prevista
com base na identificagao HLA (4-5).

2.5.2- ASSOCIAGAO COM DOENGAS

A area mals notavel da utilizagac da tipagem HLA na
investigagao médica & a associag@o de varias doencas com cer
tos antigenos do sistema HLA (4-8-14-32-37-43-50). Através
do discernimento do fendtipo HLA de um individuo pode-se pre
ver um grande avanco, tanto a nivel clinico (especialmente
na nosolog&é, diagnéstico, progndstico e prevencgao) Ccomo a
nivel fundamental, que @ o conhecimento das forgas de sele
¢ac, gque permitem a propagagac ou eliminagao de um gen, a

constituicao e a manuteng¢doc do polimorfismo (4).
1

Partindo da classica associagao, Espondilite angui
losante e antigeno HLA—lBZ7 aonde 96% dos pacientes com esta
enfermidade possuem o aptigeno B27 quando comparado com 43
do grupo controle, muitas outras doencas incluindo artropa
tias, doengas enddcrinas, dermatoldgicas, gastrointestinais
e neurologicas tém revglado associagao com certos antigenos
HLA (Tabela IV).

i1

2.5-3- EXCLUSAO DE PATERNIDADE

Um outro asPeAEO fascinante do complexo HLA, cuja
realizacao da tipagem ﬁLA tem se tornado Util & na exclusao
de paternidade (FIGURA 2), pois sabe-se que o sistéma — "HEE
apresenta um . alto polfmorfismo, que os antigenos sac herda
dos como caracteres co—-dominantes mendelianos, e que nenhum
desses antigenos ocorre com alta freqgiliencia em uma dada popu
lac3ao. E sabido que as éécnicas de tipagens HLA sao cada vez

mais precisas e fidedignas (4-8-14-32-48-50).

Postula-se que a probabilidade da tipagem HLA, sem o
emprego de outros sistemas de grupos sanguineos, vir a ex

cluir o parentesco ultrapassa 85% (4-32).
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TABELA I - Lista completa das especificidades HLA conhecidas

(Workshop 1984).

BW48
B40 BW6O

BW61

Locus A Locus B Locus C Locus D/DR
BW51
A B CW1l DR1
=t > ] Bws2
e B, CW2 DR2
%3 = B8 CwW3 DR3
- AW23 BW44 ’
A B Ccw4 DR4
3 AW24 12 Y Bwas
AW25 i
A B CWb5 DR5S
10 AW26 13 {
All B14 CWé DRW6
BWe2
A B CW7 DR7
28 15 1 nwes
BW57
A B CwW8 DRW8
29 17 BW58
AW30 DRW9
AW
= ?% Ang Bl8 DRW10 i
AW32 BwW4do
Y BW21 DRW1l
W= LHa0
AW34 BW54 DRW12
BW22 BW55 SLRAE i
BW56 v
AW36 327 DRW14
AW43 BW35 DRW52
B37 DRW53
BW38
BW %
16 | gw3g

continua...
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TABELA I -~ Lista completa das especificidades HLA conhecidas
(Workshop 1984). Continuagido...

Locus A Locus B Locus C Locus D/DR

ST BW4q

— BW,o
——— BW,6

BW47

BW53

BW




12

TABELA II - Caracteristicas das linfociloloxinas guentes e

frias.

Caracteristicas

Quentes

Frias

Estrutura Geralmente IgG Geralmente IgM

Especificidade Anti~HLA ou Nao Anti-HLA
Anti-Ia.

Temperatura de ACao 20 a 37°C 15°c

Significagao Somente allo- Somente auto-
anticorpos anticorpos
A
Principais Politransfundi Viroses
origens dos Parasitoses
Multiparas Doengas auto-—

Jimunes.

e




TABELA III ~ Resultado da tipagem HLA em uma familia para se

lecionar um doador.

" Antigenos do Antigencs do .
amnlllia i
Tocus A Tocus B Fenotipo HLA
By By By By B; By Bg By,
Receptor: Paciente += + . + + A2 A3 B7 B8
| | s T
Doadores: Pai s F=ot + + A3 Ag B7 312
: Mae + o+ + + A, A, B By
x T = + + B. B
mao, Bl e
Irmdo, + + + o+ A, Ay Bg By,
| LIS + * i - By By Bg By
i
* = L .
Irméo, + + + o+ A, A, B, By

* provivel doador do Orgao-a-ser-—transplantado devido a iden

'  tidade dos antigenos do Locus A e B.




TABELA IV - Associagtes demonstratas entre antigenos HLA e doengas

) Freqlencia Fregliéncia Risco
Doengas Antigenos nos nos

HIA  Pacientes  Controles Setlihie
g g
Espondilite Anquilosante B27 90 6 141
Sindrome de Reiter B27 79 6 58,9
Artropatias Psoriaticas B27 78 6 55,5
Artrite Reumatdide Juvenil B27 30 6 =141
(tipo Spondilite) '
Tiveite Anterior Aguda B27 55 6 =19,1
DR3 63 16 = 81
Doenca Celiaca DR3 66 16 02
B8 48 16 4,8
. . B8 52 16 5,7
Dermatite Herpetiforme DH3 72 16 13,5
Miastenia Gravis DR3 55 16 6,4
Hepatite Cronica Ativa . W7 67 21 9,1
(nao Hbs)
BS 35 16 2,8
Doenga de Basedow D3 52 16 5,7
DR3 48 16 4,9
Tireoidite Atrofica auto-
imune DR3 50 16 5,2
Nefropatia membranosa
Idiopatica DR3 60 16 7,9
B8 50 16 7,9
Sindrame de SjGgren DW3 65 16 5,3
Dermatomicsite juvenil B8 55 16 6,4
__Dbw3 40 16 3,5
Diabetes Sacarino Juvenil ~—  DR3 40 16 3,3
- DWd 42 15 4,1
- CW6 75 16 15,7
Psoriase vulgar B17 2% 4 8.4
Doenga de Behcet ] B5 65 13 12,4
Tirecidite de Hashimoto DR5 60 30 3,5
a3 72 21 9,7
Hemocromatose idiopatica Bl4 31 6 7
B7 30 15 2,4
Lupus Eritematoso Sistémico DR3 46 16 4,5
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Pais

Locus HLA—A

HLA-2 1, 2, 3
9, 10, 11 ou x
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Locus HLA-B

HLA-B 5, 7, 8
12, 13 ou vy

Pai : . Mae
e R == L,
454 ',/(9;12'; 2;8] ¢ 1:5 3;7
et ! = / /
8 - st /
a
8 /
= = ‘\
SRV T 7 .
9,12,-4/,5’ 9712 3,7 2,8] F1,57 58] | 3 .
3 veextlg - _ e - 0 7
=E 2% -
: Semi-idén i
19a ticos X
e @"?é . i x,ee‘
Irmaocs do ch@ £e$é°

receptor

- =

HEL L
9,12 1

SO .

p 5
=,
1

Receptor

it

FIGURA 1 - Transmissdoc familiar dos antigenés HLA: o pali ou

a mae possui sempre um haplotipo HLA em comum coOm

o filho. O irmao ou a irina pode ter 0,1 ou 2 ha

plotipos em comum.
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Possiveis pais

Mae
Ay 1y 22 29
Bg 12 12
] Pai I Pai II
[}
N
]
A A
i |22 11 (<
h B2 Bso
i Filho

Fenotipo: A2 All B12 B40

FIGURA 2 - Exclusdo da paternidade pela tipagem HIA.
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3 - MATERIAL E METODOS

Foram incluidos no presente estudo 210 mulheres em
periodo de pos~parto imediato, na Maternidade Escola Assis
Chateaubriand (MEAC) e 20 nuliparas, no periodo de margo a
maio de 1987.

A investigagao do soro foi realizada no laboratdrio
de Histocompatibilidade do Centro de Pesquisas em Doengas He
pato—Renais funcionando no Centrd.de Hematologia e Hemotera

pia do Ceara (HEMOCE).

— Na-ocasido da coleta do sangue, as pgrturientes fo
ram submetidas a um questionario contendo os seguintes que
sitos: nome, idade, estado civil, enderego, n¢ de gestagBes,

n?® de partos, n? de abortos e n?® de transfusdes.

As mulheres foram divididas em 3 grupos de acordo
com o niimero de gestacdes: 73 primiparas (Grupc I}, 50 secun
diparas (Grupc II) e 87 multiparas (Grupo III}. O grupo con
trole foi formado por 20 mulheres nuliparas (Grupo O). Nenhu
ma mulher tendo recebido transfusao de sangue |[foi incluida
no estudo. P

As amostras de sangue de cada parturgente, aproxi
madamente 20ml, foram colhidas nas 72 horas(h):apés o parto
por puncao venosa e acondicionados em frascos gem anticoagu
lante. Apds 30 minutos (min) os soros foram séparados por
centrifugagdo a 3.000 r.p.m. durante 10 min e | armazenados a
-20°. Em seguida os soros foram descongelados em grupos de
50-60 amostras, procedendo-se entao a pesquisa de anticorpos

linfocitotoxicos anti-HLA.

Utilizando-se microseringas de Hamilton de 50 micro
litros (uf) foi colocado 1 uf& do soro nao dilujdo de cada
parturiente em um dos orificios das 25 micr0pléqas de Terasa
ki utilizadas,ocupando cada soro a mesma posiééo em cada uma

das microplacas.

Cada microplaca recebeu posteriormente as células
de um doador diferente de um painel de linfbocitos, havendo
esses doadores sido previamente fenotipados e selecionados
de modo a representar as diversas especificidades dos loci

A e B.

17
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Em cada microplaca, um mesmo orificio sempre corres
pondia a um testemunho negativo e um outro orificio represen
tava um testemunho positivo. Como controle negativo foi uti
lizado soro de individuos do sexo masculino, naoc transfundi
do, de grupo sanguineo AB, sendo o soro inativado a 56°C por
30 min. Como controle positivo foi utilizado uma ilunoglobu-
lina de cavalo anti-linfdcitos humano (Lymphoglobuline S

-

Institut Merrieux,-Lyon - France, lote A0 ~ 944) na diluicao

de 1:128. =

As especificidades dos loci A e B presentes no pai
nel de linfocitos estao discriminadas na Tabela V. Este pai
nel de linfécitos foi-selecionado depcis da fenctipagem de
60 individuos tomados aleatoriamente na populacac de Fortale
za. Para o reconhecimento dos antigenos foi utilizado a bate
ria de soros anti-HLA denominada FT50, proveniente do Labora
tério de Histocompatibilidade do Hospital Saint Louis - Pa-
ris, Franca. Apds a fenotipagem dos 60 individuos foram se
lecionados 25 gue melhor representassem as diversas especifi
cidades dos loci A @ B, de acordo com os criteérios recomen

dados por A. Zachary e Degelo (49).

Para a determinacao dos antigenos HLA dos doadores
do painel, bem como para a pesquisa de anticorpos linfocito
tOxicos anti-HLA nos soros por nos estudados, foi utilizada
a técnica de microlinfocitotoxicidade descrita pela primeira
vez em 1964 por Terasaki (8-19) adaptada em 1979 por Hors
(16) . Esta reacgao produz-se em dois tempos: reagao antigeno

-anticorpo e fixagao de complemento para mediagao de lise

celular.

Para obtencdo da suspensao linfocitaria (antigeno)
foram colhidos 60 ml de sangue em 0,6 ml de Heparina Sodica
(Liguemine) e diluidos volume a volume com solugac de NaCl
0,15 Molar. Em seguida foram colocados 30 ml do sangue dilui
do em tubo de fundo cOnico contendo 10'ml de Ficoll-Hypaque
(densidade 1077). Os tubos foram centrifugados al.800 r.p.m.
por 20 min & témperatura de 18°¢, para obtengao do anel de

linfocitos exristente entre o plasma sobrenadante e a camada

de Ficoll-Hypaque.

Apds esta etapa, o anel linfocitario foi  aspirado

com pipeta de Pasteur e resuspenso em solugao de Hanks e no
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vamente centrifugado a 1.800 r.p.m. por 10 min a 18%. Este
procedimento foi repetido mais uma vez e a concentragao de
células, apds nova ressuspensac em solugao de Hanks, foi con
tada em camara de Newbauer e ajustada (rediluindo-se e con
centrando-se) para uma concentragac entre 2 X 106 e 3 X lO6

células/mmB.

Em seguida, com a ajuda de microseringas de Hamil
ton de 50 ut foi colocado 1luf -da suspensac de -iinfbcitos em
cada escavagao da micro-placa de Terasaki gque dé?ginha oS

soros anteriormente distribuidos.

As micro-placas foram incubadas & tempera@tura de
26°¢ por 30 min. A seguir foram adicionados 3 uilﬁg; comple
mentc a cada escavagao e a micro-placa novamente foi incuba
da & temperatura de 26°¢ por 14 min. Apds este periodo foram
acrescentados 3 uf de eosina a 5% em solugao aguosa (filtra
da antes do uso) e apbs 6 min, 6 uf de formol a 30% (pH=7,2)
a cada escavagao. Em seguida as micro-placas foram guardadas
a 4°C e a leitura foi realizada apds 24 horas em microscopio

de contraste de fase.

A percentagem de células mortas; ou seja, as célu
las que sofreram lise celular, refletem a intensidade da rea
¢3o, tendo sido utilizado o seguinte score: O a 20%: negati
vo, 21 a 50%: ++, 51 a B0%: +++ e 81 a 100%: ++++.

Foram consideradas positivas apenas &8s reagoes CORm
mais de 50% de mortalidade (+++ e ++++). Em seguida, foram
realizadas=&@nalise das reagOes positivas de acordo com ©
fendtipo de cada um dos integrantes do painel, permitindo es
sa analise uma separacgac dos soros em possivelmente monoespe
cificos e poliespecificos. No caso de soros poliespecificos
foi considerado apenas os soros em gue foi identificado no
maximo trés especificidades. O carater e a especificidade da
sensibilizagao observada serao estudadas com maiores deta

lhes, nao constituindo objetivo do presente trabalho.

Na anflise estatistica dos resultados foi realizado
o teste do qui-guadrado (x?) com nivel de significdncia (a)

igual a 0,05.




TABELA V -

Especificidades dos loci A e B presentes no
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pail

nel de linfbdcitos, representandc o fendtipo de 25

individuocs.

Loci HLA A e HLA B

Freqiencia do Antigeno no Painel

HLA
HLA
HLA
HLA
= HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA

i
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HLA
HIA
HLA

Al
A2
A3
A9
Al0
All
A28
a29
A30
A32
AW33
AW34
B5
B7
B8
B13
B14
B18
B27
BW35
BW38
BW39
BW41
BW44
BWAS

‘BW50

BW56
BW57
BW60
BW6 1
BWE 2
BW6 3

03
10
04
05
03
02
02
02
05
01
03
01
01
04
02
01
04
03
01
05
01
01
01
05
02
03
01
03
02
03
02
01
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4 - RESULTADOS

A pesquisa de anticorpos linfocitotdoxicos ‘anti-HLA
foi positiva em 50 amostras de soros das 230 que foram anali
sadas, representando 21,7%. Considerando-se apenas o grupc
experimental, ou seja, excluindo as nuliparas integrantes do

grupo controle observou-se uma sensibilizagao da ordem de
23,5%. Cohotpode—se cbservar na Tabela VI e Figura 3, a fre
gliencia de sensibilizagao aumentou de “acoxdo com o niimero
de gestég&éé: 15¢ de soros positivos nas primipareas, 20%

nas secundiparas e 33% nas multiparas. A analise pﬁlo teste
do x? mostrou que a relacdo paridade e sensibilizacao & esta

tisticamente significante para a = 0,05.

Dos 50 soros positivos, 17 (34%) sao pos?ivelmente
monéespecificos. 0 achado desses soros possivelmente monoes-
pecificos foram mais freglientes nas primiparas (54:5%) do
gue nas secundiparas (30%) e multiparas (27,6%), como mos
tra a Tabela VII e Figura 4a. 0Os 33 soros poliespecificos,re
presentando 66% das mulheres sensibilizadas, foram  observa
dos com maior fregiiéncia nas multiparas (72,4%) e : secundipa
ras (70%) do que nas primiparas, como & mostrado na Tabela
VII e Figura 4b. Em razao do pequeno nimero das amostras, O
teste do x? n3o alcangou resultados estatisticamente signifi

cantes. i

) |
Na Tabela VIII, os 17 soros possivelmenté monoespe
cificos sao individualizados de acordo com as  especificida
des HLA A e B, e com os grupos em gque foram identi'ficados.
Cinco desses soros parecem especificos para o antigeno A2,
gue estd presente em 10 dos 25 individuos do nossoipainel.Og
tro antigeno contra o qual aparece o segundo maior nimero de
soros possivelmente especificos & o Bl3, gue estd ' presente
em apenas um dos integrantes do painel por nds utilizado..Co
mo discutiremos mais adiante, o carater especifico da sensi-
bilizacao observada nesses 17 soros carece ainda de confirma

gado através de estudos mais detalhados.

Em relacdo aos 33 soros poliespecificos, em apenas
9 deles (27,3%) foi possivel definir as possiveis especifici
dades contra o0s guais estariam dirigidos. A Tabela IX mostra

essas especificidades e o nimero de gestagoes observados em

21
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cada parturiente. Os 24 soros restantes apresentaram reativi
dade contra mais de 65% das células do painel, e por isso,’

nac foi possivel analisar as suas especificidades.
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TABELA VI - Frequéncia de antiébrpos anti-HLA no soro de 230
mulheres segundo o nimero de gestacoes.

Grupcs Mulheres Mulheres Total
Sensibilizadas nao Sensibilizadas -
Grupo 0 0 20 (100%) ] 20 (100%)
Grupo I 11 (15%) 62 (85%) ’i; 73 (100%)
Grupo II 10 (20%) 40 (80%) : 50 (100%)
Grupo III 29 (33%) 58 (67%) . 87 (100%)
I
b = ]
TOTAL 50 (21,7%) 180 (78,3%) ' 230
2 0
X, = 7,080

o = 0,05
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- ~TABELA VII - Fregiiéncia de anticorpos monoespecificos e po

= liespecificos em 50 mulheres sensibilizadas se

gundo o nimero de gestagoes.

Possiveis Especificidades

Grﬁpos Total
Monoespecifico poliespecifico
' Grupo I 06 (54,5%) 05 (45,5%) 11 (100%)
Grupo II 03 (30%) 07 (70%) 10 (100%)
Grupo III 08 (27,6%) 21 (72,4%) 29 (100%)
TOTAL 17 (34%) 33 (66%) 50 (100%)
2
X, = 1,265

o = 0,05
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TABELA VIII - Especificidades HLA A e B observadas nos 17 soros pos

sivelmente monoespecificos de acordo com os grupos es

tudados.
.
Especificidades  Grupo I Grupo II Grupo ITI Total
P

A2 | 1 1 3 5
29 i o 1 0 0 1

H
A28 : 2 0 0 2

!
B13 ; 1 1 2 4
BW35 ' 1 : 0 1 7
B4O f0 0 1 1

; .

BW44 0 0 1 1
BW63 0 1 0 iy il
TOTAL 6 3 8 17

i e




TABELA IX -~ Soros poliespecificos de acordo com as possiveis
especificidades HLA A e B e o niumero de gesta
gcoes.

i i inm:

lli'll'nul

-ty

4

N2 dos S;ré;;— POSSli?lS Especificidades - gugigoagz

= = HLA A e B St

F87011 HLA Bl6, B27, B12 5

F87017 B7 ou B27, B5 3

..'

F87050 HLA A2 ou A28, A9 2

F87065 HLA A2, BW57 6

87093 AWwz3 Bl2 6

Ill.;

F87111 Al, Al10, B27 1

F87122 A2, B7 ou B27 1

a i

0 i
e, | F87134 All, Bl2 1

F87153 BW35 B40 1




27

40 |.

;

FIGURA 3 - Percentual de mulheres sensibilizadas nos grupos

‘ estudados.
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GRUPO I GRUPQ II GRUPO III

FIGURA 4a - Percentual de mulheres com possiveis an-
ticorpos Anti~HLA monoespecificos.






5 - DISCUSSAO

A anadlise de nossos resultados também confirma a ca
pacidade imunogénica da gestag@o na produczo de anticorpos
linfoxitotdxicos anti-HLA (25-29-35-39-42-45).. A auséncia de
sensibilizac3@o encontrada no grupo controle formado por null
paras que nunca_receberam transfusao sanguinea, confirma ob-
servagoes anteriores (25-29-35-39-42-45), de que apesar do
alto polimprfisﬁoido sistema HLA a imunizagao por esses anti
genos sé:ggoiig;devido a estimulos antigénicos precisos. A
saber: transépgép_de sangue, plaquetas ou leucodocitos- HLA in
compativeis,it:ansPlaﬂte de pele ou de Orgaocs e gestagao(l4-
34). A formagao espontanea de anticorpos anti-HLA, embora ji

descrita, & ocorrencia rara (20-26).

A freqliéncia de sensibilizagao por nds observado,
23,5%, € semelhante aos resultados encontrados por 2hrons (1),
Vives (47) e Doughty (13) - 22%, 19,6% e 19,8%, i respectiva
i

mente. .

Esses niveis de sensibilizacao podem ser influencia
dos pela época-de gestagao em gue &€ colhida a amostra de san
gue, j& gue saoc discoﬁﬂantes os dados disponiveis sobre o pe
riodo da ocorréncia d% um pico na producac desses anticorpos
linfocitotdxicos (2-23). Ahrons em 1971 mostrou que a inci
déncia de atividade citotbxica &€ maior no periodo de pds-pax
to imediato, achado reproduzido por outros autores (1-17), e
utilizado na pratica éelos laboratorios que se dedicam 3 _pes:
quisa e obtencao de anti-soros. Entretanto, Vives, em 1976,
analisando o soro de 2686 mulheres em diferentes periodos de
gestagao, mostrou que ﬂa primipara haveria um pico de produ
¢30 de anticorpos anti<HLA no sexto més de gestacao, dimi
nuindo significativamente a formagao desses anticorpos até
o 92 més (47). Ainda segundo esse estudo ocorreria nas multl
paras dois picos de maior atividade do soro, um no terceiro
meés quando nenhuma atividade foi encontrada na primipara, e
outrc no sexto més coincidindo com aguele encontrado nas pri
migestas. De acordo com Vives, as multiparas podem apresen
tar essa atividéﬁe maxima no segundo més, exibindo titulos
crescentes entre as 16 e 37 semanas, perménécendo constantes

-ou diminuindo apds © parto. Apesar do nimero significativo
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de amostras estudadas por este autor, o seu trabalho nao re
fiete um acompanhamento sequencial da produgﬁo'de anticorpos
durante a gestagao, ja que foi colhida apenas uma amostra de
sangue de cada paciente, sendo vista a uma diferente idade
gestacional e nunca a mesma paciente seguida ao longo de to
da a gestagao. Esses iso-anticorpos formados durante a gravi
dez podem persistir por longo tempo apds o parto, como foi
bem estudado por Rose. Payne (24).

E possivel-que a persisténcia desses anticorpos in..
fluencie fortemente o aparecimento de niveis mais altos de

.-

sensibilizagao e@igggtagaes ulteriores. Nossos resultados

33% de sensibiliéégéo'entre as multiparas e 15% para as pri
miparas confirma a existéncia de uma relagcao positiva entre
paridade e sensibilizagdo contra os antigenos HLA. Nossas da
dos sac confirmativos dos achados de Van Rood, Tongio e Dou
ghty (13-24-41-42-45), mostrando um aumento da ineidéncia
de imunizagao durante a primeira, segunda e terceira gesta
¢ao, observando-se uma estabilizagdo do nivel de anticorpos

nas gestagoes subseglientes.

Além da importancia pratica desses dados na pesqui
sa de soros ricos em anticorpos dirigidos contra os antige
nos HLA, como assinala Van Rood, esses anticorpos podem ser
tamb&m responsdveis por reagoes transfusionais, principalmen
te em multiparas, sendo aconselhavel no caso da necessidade
de transfusao, que se realizem testes de compatibilidade nao

sb eritrocitdria, mas tamb&m leucocitidria, para evitar-se

uma incompatibilidade com os antigenos leucocitarios do doa
dor (45-46).

Grande parte da variabilidade de fregliéncia e espe
cificidade do anticorpo presente na gravidez, depende no mo
mento no gual se realizam as provas de investigagao, os anti
genos HLA imunizantes, a fregliéncia de imunizacao, a imunor
reatividade da mae e as caracteristicas do painel de 1inf6c1
tos utilizados para analise do soro. E na grande maioria das
vezes se trata de anticorpos poliespecificos, que respondem
a estimulagdoc antigénica de um ou de dois haplotipos patemnos.

Nossos dados também mostram o predominio de anticor
pos poliespecificos, que ocorreu em 66% das mulheres sensibi
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zadas, notadamente as que tiveram mais de uma gestagao:72,4%
das multiparas e 70% das secundiparas apresentaram anticor-
pos reagentes contra duas ou mais das especificidades presen
tes no painel. Os dados obtidos por Staub, também mostraram
gue os anticorpos poliespecificos sao mais freglientes em mul
tiparas (36),

A obtengac de soros com caracteristicas fortemente
sugestivas de monoeSpec1flcldades, foi mais observada no gru
pe das prlmlparas- 54 5% contra 30% e 27,6% das secundiparas
e multiparas, respectlvaménte. O carater monoespecifico des
ses soros so podera ser conflrmado apds reallzagao de outros
estudos, notadamente reagoes com maior nimeroc de células de
individuos portadores do antigeno especifico, em diluigoes
variadas. A complexidade do sistema HLA torna dificil a iden
tificagao dessas especificidades e exige que esses soros se

jam também testados por outros laboratdrios.
|

0 cardter e a espeqificidade do anticorpo durante
a gravidez, segundo Tongio pbderia ser evidenciado pelos se
guintes fatos: o soro pode conter um Gnico anticorﬁo (monoes
pecifico) dirigido contra umlhnico antigeno HLA - isto ocorre
ria se a mae e o pai apresentarem um haplotipo em comum e
se a imunizagao ocorrer preférencxalmente contra um anticor-
po do haplotipo. O sorc apresentaria uma mistura de 2 .anhi-
corpos, se a imunizagao ocorresse contra 2 antigenos do ha
plotipo paterno do feto. E ﬁor iltimo, os soros podem conter

anticorpos poliespecificos, laonde os antigenos HLA do marido

seriam responsiveis pelo aparecimento .tanto do anticorpo cor

respondente na mae coOmo tambem pelo aparecimento do anticor-
po induzido por reagaoc cruzada.

A medida qﬁe aumenta o conhecimento do sistema HLA
guanto ac seu niimero de loci e alelos e ds suas - aplicagoes
que englocbam desde os transplantes de Orgaos, transfusido, as
sociagio com doencas, provas de exclus3o de paternidade, res
posta imune, estudos de cruzamento, mapeamento genético e
investigagao antropolbgica, aumenta também a necessidade de
obtengao de maiores guantidades de soros anti-HLA de boa qua
lidade (3-9-11-27-35). E pouco provavel, pelec polimorfismo
do sistema HLA, gque mesmo 0os anticorpos monoclonals venham a

preencher num curto periodo de tempo essa necessidade (26).
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Nossos resultados preliminares nos permitem vislum—

brar com entusiasmo um futuro prdximo de auto-suficiéncia pa

ra 0 nosso laboratdrio na producao desses anti-soros.
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6 - CONCLUSAO

1

1- A ocorrencia de uma ou mais gestagoes & .fator deter
minante na formagao de anticorpos dirigidos contra o sistema
HLA, Ja que observamos auséncia de sensibilizagdo:no grupo

controle formado por nuliparas, e 23,5% da sensibilizacdo em

-primiparas, secundiparas e multiparas gue constituiram nosso

grupo -experimental. =

2= - - Observamos uma relagao positiva entre paridade e
sensibi}izagéo (x> = 7,080, o = 0,05). Em 15% das primipa
ras, 20% das secundiparas e 33% das multiparas foram identi-

ficados anticorpos linfocitotdxicos anti-HLA.
g

3- A ocorréncia de anticorpos poliespecificos foi mais

observada no grupo das secundiparas (70%) e multiparas

(72,4%),do que nas primiparas (45,4%), embora o pequeno nime

ro dé'ITOStra nao tenha alcangado resultados estatisticamen-

te sigﬁificantes (x? = 1,265, o = 0,05).

4~ Anticorpos possivelmente monoespecificos foram ob
servad;i em 54,5% das primiparas, . 30% das secundiparas e
27,6% hs multiparas. A monoespecificidade desses alo-anti-

corpos tarece ainda de realizacao de estudos posteriores.

— et —

i
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Serum samples from :@ 210 women were taken in the 72
o hours after delivery and analysed for the presence of ]Anti
— ~HLA of antibodies: 23,5% of these serum presented such anti
bodies - 34% of them were possibly monospecific, while i 66%
were polyspecific. Antibodies were found in 15% of the primi
parous women, in 20% of the women in the second pregnancy
and in 33% of the multiparous: such a relation, betweenJ the
& number of pregnancies and the Anti-HLA immunizaﬁion,'wr was

- found to be statistically significant.

Our results were compared to those from the interna
tional literature, and they were guite similar.
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