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4, SISTEMA LEUCOCITARIO

SISTEMA DE HISTOCOMPATIBILIDADE ( H.L.A.)

i Prof. Dr. Ayush Morad Amar

4.1. INTRODUGCAO

Os antigenos HLA ( antigeno leucocitario humano ou de histo-
compatibilidade ), também conhecidos como antigenos de transplante ou
teciduais, estdo situados na superficie da membrana de glicoproteina das
células nucleadas e dos trombdcitos. Apds o contato parenteral, por exem-
plo, mediante transplantes, transfusdes de sangue e gravidez, os antigenos
HLA induzem a formacdo de iso-anticorpos nos organismos alogénicos
humanos. Essa sensibilizac8o, que pode acompanhar aqueia da defesa
imunoldgica celular, é a mais indesejdvel, particularmente na terapéutica
mediante transplante de d6rgdos e transfusdes de sangue ou de células
sangliineas.

Ja em 1946, concluia-se com certeza, por meio de experiéncia
em animais, que os processos imunoldgicos s3o responsdveis pela rejeicio
de transplantes. Em 1952, Dausset descobriu anticorpos aglutinantes no
soro de pacientes politransfundidos que reagiam apenas com leucocitos e
ndo com eritrécitos. Em 1958, o primeiro antigeno leucocitdrio, “Mac’’,
foi descrito. Tanto Payne quanto van Rood, independentemente, ao mes-
mo tempo, descobriram anticorpos leucocitirios no soro de mulheres
grévidas.

As tentativas posteriores, objetivando demonstracio e identi-
ficacdo de outros antigenos leucocitérios, obtiveram éxito. Torna-se, cada
vez mais claro gue proporgdo considerdvel de antigenos leucocitarios pode
ser encontrada em todas as células nucleadas do corpo. Por essa razdo, os
leucdceitos fornecem, facilmente, material de pesquisa, sendo utilizados na
selecdo de doadores para transplante de forma sistemdtica. Sucessivamente,
outras investigagdes clinicas ganharam corpo e, recentemente, a pericia
médico-legal de investigacdo de vinculo genético viu-se enriquecida, sobre-
modo, com o advento do referido sistema.

4.2. GENETICA

Os indmeros antigenos-do sistema HLA s3o geneticamente de-
terminados. Os gens responsaveis foram relacionados, pelo menos, a quatro
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posigoes genéticas diferentes ( loci) de um complexo principal de histo-
compatibilidade.

Mediante estudos genealégicos e andlises genéticas com hibri-
dos de células somdticas, o complexo de histocompatibilidade humano foi
especificado ao cromossomo autosomal 6. Os quatro- loci foram designados
pelas letras A, B, C e D, sendo A ( inicialmente chamado “primeiro’’ ou
locus. LA ) e B (inicialmente chamado locus ‘’segundo’’, *“quatro’ ou
“sete’’ ) relativamente bem definidos. O conhecimento do locus C { “‘ter-
ceiro” ou locus AJ) e D ( MLC) é incompleto, sendo, atuaimente, objeto
de pesquisa intensiva.

Cada um dos loci é associado a uma série de alelos { gens reci-
procamente exclusivos ). Isto s'ignifica que a informacdo genética total que
caracteriza os antigenos HLA de cada individuo, estd localizada em um par
de autossomas com cada quatro loci. Desse modo, em um individuo ( di-
pléide ) hd um total de oito alelos { dos 50 possiveis ). Dependendo da
zigoticidade do individuo, ha, pelo menos, quatro a oito diferentes anti-
genos HLA detectédveis no fenétipo.

A hereditariedade é codominante; em razao da grande proxi-
midade dos loci, os gens sdo herdados juntos. Admite-se mesmo que sua
separagdo por meio do ‘‘crossing-over’’ ocorre com freqgiiéncia de 0% a
1%. No processo normal, a informacdo veiculada por um cromossomo
( chamado hapi6tipo ou cromossomo HLA ) é sempre origindria do pai
e do cromossomo homdlogo da mée. Portanto, apenas quatro diferentes
combinagdes genéticas sdo possiveis na crianca ( ver Fig. 1 ).

Embora os loci controladores dos grupos sangiiineos Chido
e Rogers pudessem também ser relacionados ao HLA, observou-se que
outros sistemas imunoldgicos eritrocitdrios ( ABO, Rh, MNSs, K, Jk,
FY, secretor ), plaquetinicos { Ko ) e séricos { Gm, Ge¢, Lp, Ag, Hp ) sdo
independentes do complexo de histocompatibilidade em apreco.

Em diversos estudos, demonstrou-se que as populacGes em
geral, apresentam evidente diferenca quanto a fregiiéncia de gens e ha-
plétipos. Na populagdo branca, certos gens ( HLA-A2, A3, B7, B12) ou
combinagGes de gens ( A1-B8, A3-B7, A2-B12, A2-B7 } sdo muito comuns,
enquanto outros, extremamente raros. Na maioria dos haplétipos comuns,
os antigenos mais freglientes estdo envolvidos. Deve-se notar, entretanto,
que as freqligncias constatadas mostram considerdvel discrepdncia em
relagdo a fregliéncia genética prospectada. Tal variagdo, chamada dese-
quilibrio de “’linkage’”, é também encontrada nos sistemas MNSs e Rh.A
presenca do aludido desequilibrio no sistema HLA apresenta implicacOes
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préticas, como, por exempio, nas investigagGes de paternidade e materni-
dade, porque permite o célculo do mais provével genétipo para um dado
fendtipo.

Ao se pesquisar antigenos HLA, pode-se detectar somente a
presenca ou a auséncia de antigenos individuais; a caracterizagdo de
haplétipos, entretanto, é feita apenas pela andlise de segregacdo de anti-
genos HLA em dada familia. Na Fig. 1, por exemplo, a cbservagdo de que
a crianca # 1 herdou A1 e B8 mas nio A2 e B12, leva-nos a concluir que
os haplétipos do pai devem ter sido A1/B8 e A2/B12 ao invés de A1/B12
e A2/88.

HERANCA DE HAPLOTIPOS

MAE PAI
A1,B13,Cw1,Dw2 (a) A1,88,Cw1,Dw3 (c)
A3,814,Cw4,Dw3 (b) A2,B12,Cw2,Dw3 (d)
| I [ |
CRIANCA #1 CRIANCA #2 CRIANCA #3 CRIANGA #4

A3,B14Cw4,Dw3 (b) A1,B13,Cwi1,Dw2 (a) A1,B13,Cwi1,Dw2(a) A3,B14,Cwd4,Dw2 (b/a)
A1,88,Cw1,Dw3 (c) A1,B8Cw1Dw3(c) A1,B8,Cwl1,Dw3(c) A2B12,Cw2,Dw3 (d)

a, b = haplétipos maternos
¢, d = haplétipos paternos

Em determinadas situagGes, principalmente quando ha “’bran-
cos” ou ““vazios” ( possiveis antigenos ndo-detectados ), a indicacio de

haplétipos pode ser ambigua. Por exemplo, talvez ndo seja possivel saber
se um individuo que possui os antigenos A2, B8 e B12 apresenta hapléti-
pos A2/B8 e A2/B12 ou A2/B8 e —/B12 ou, finalmente, —/B8 e A2/B12.

Como j& se viu, diversas formas alélicas dos antigenos HLA
ocorrem com diferentes freq(iéncias em diversos grupos raciais. Alguns
desses antigenos parecem ser. exclusivos de certas populagbes enquanto
outros ocorrem segundo distribuicSes diferentes. Tal fato estd ilustrado
na Tabela 1, fundado no mais recente relatério do Laboratério de Pes-
quisas sobre o HLA relativamente 4s Américas.
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4.3. NOMENCLATURA

.Os métodos de identificacdo de antigenos leucocitirios foram
desenvolvidos independentemente, em diversos laboratérios, de tal sorte
que cada grupo de trabalho adotou terminologia técnica prépria para os
antigenos que descobriam. A primeira simplificacdo ocorreu ao se con-
cluir que alguns dos anti-soros preparados possuiam antigenos idénticos.
Em 1968, a Organizacdo Mundial da SaGde sugeriu nomenclatura padrdo
para os antigenos leucocitarios que pudessem ser identificados.com certeza
( HLA-A1,2,3,5,7,8,9), o que se repetiu em 1970, 1972 e 1975. Desde
a Gltima revisdo, em 1975, todo o complexo de histocompatibilidade é
chamado “HLA".

Os loci genéticos pertencentes ao sistema sdo identificados por
uma ou mais letras em seguida ao ‘“HLA". Os alelos individuais de cada
locus e as correspondentes especificidades foram designados por niimeros
em seguida ao simbolo do locus. Provisoriamente, as especificidades iden-
tificadas foram caracterizadas pela letra W. Este simbolo, que indica uma
especificidade provisoria, serd suprimido ao ser a especificidade efetiva-
mente caracterizada.

Atualmente, os antigenos que s3o controlados por gens do
locus A, B e C podem ser determinados por métodos sorolégicos comuns
a classificagdo de tecidos, isto é, principalmente mediante testes de linfoci-
toxicidade. Os determinantes do locus D podem ser reconhecidos através
da cultura de leucdcitos. :

4.4. ANTI-SOROS

Para a identificacdo dos antigenos leucocitarios s3o necessarios
anti-soros mono-especificos que podem ser obtidos pelos seguintes meios:

a) mulheres gravidas, tanto primiparas quanto multiparas. Ne-
las formam-se, normalmente, anticorpos contra antigenos estranhos pro-
venlentes de suas crnanc;as ( |sto é, herdados do pai ).

b) pessoas que sofreram transfusBes de sangue, principalmente
apos vérios episoddios. Nesse caso, porém, como estao envolvidos diversos
doadores de sangue, os antlcorpos formados por vna de regra ndo sdo
monoespecufloos

c) voluntarnos |mumzados medlante enxertos de pele ou injes
¢Oes intracutaneas-de leucdcitos ( imunizacdo planejada.). Dependendo do
grau de incompatibilidade: entre-doador e receptor ‘08 antlcorpos serdo
mais ou menos:especificos. . i : :

d) antropdides imunizados ( chimpanzés'). R
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Para a producdo de anti-soros HLA em grande quantidade,
usam-se, normalmente, soros de mulheres imunizadas por meio do proces-
so gravidico. Durante o parto ou apds as primeiras semanas, encontram-se
anticorpos linfocitoxicos de 15 a 20% dé soro. Cerca de 10% desses soros,
entretanto, sio- especificos contra antigenos HLA ou n3o se relacionam
com especificidades do HLA.

Os anticorpos HLA n3do s3o geralmente monoespecificos.
Quando um anti-soro possui diversos anticorpos para diferentes antigenos,
pode-se, entdo, sob certas condigGes, produzir um anti-soro monoespecifi-
co através de condigBes especiais. H4 também, entretanto, anticorpos que
reagem, simultaneamente, com vérias especificidades ( anticorpos “‘cross-
reacting’’ ). Nesse caso, o anticorpo todo é removido por absorcao median-
te especificidade parcial.

A especificidade de um anticorpo é determinada por andlise
comparativa ( reacdo do soro com um grande namero de células ja conhe-
cidas do doador ), por estudos de absor¢do { quando as reaghes cruzadas
““cross-reactions’’ devem ser levadas em consideragao) e por investigagdes ge-
nealdgicas. .
A padronizagdo dos anti-soros HLA é sempre. um problema,
pois diferentes métodos sdo usados pelos mais variados laboratérios, de-
correndo, destarte, variacdo consideravel quanto a sensibilidade.

45. METODOS

Embora os antigenos HLA sejam encontrados em todas as cé-
lulas nucleadas do corpo, prefere-se utilizar células sanguineas ( granuléci-
tos, linfocitos e trombéceitos ) por serem de mais facil acesso. Outras cé-
lulas, como, por exemplo, de nddulos linféticos e do bago, ou culturas de
fibroblastos, medula éssea e outros érgdos, sdo cogitados somente em casos
especiais.

Para a classificagdo de tecidos pode-se utilizar quatro métodos
diferentes. Trés deles sdo métodos sorolégicos usados para demonstracio
de antigenos HLA bem definidos e pertencentes ao locus A, B e C:{ teste
de toxicidade linfocitéria, teste de fixacdo de complemento trombocitario
CFT, teste de aglutinacao leucocitédria ). O quarto método, o da cultura de
leucdcitos, é usado para reconhecer os determinantes do Jocus D,

Atuaimente, o teste de toxicidade linfocitdria é o mais difun-
dido e usado devido a reprodutibilidade, sensibilidade e methor eficacia
dos anti-soros. O teste de aglutinagdo leucocitéria tem a desvantagem de
ser mais suscetive! as perturbacdes externas'e, por essa razio, possibilita
menor reprodutibilidade. Apenas, recentemente, o0 método do CFT obteve
uma aplicagio regular. A dificuldade reside na disponibilidade de anti-
soros adequados, apesar de haver, por outro lado facnlldade para isolar e
conservar os trombdécitos. : - :
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4.6. APLICAGCAO MEDICO-LEGAL: INVESTIGAGAO
DE PATERNIDADE

O extremo polimorfismo e a validade das leis de Mendel, fazem
do sistema HLA meio extremamente adequado aos propdsitos da investi-
gacdo de paternidade e da genética populacional. Desde 1972, tem-se de-
monstrado que, para a excluséo de paternidade ou maternidade, o sistema
HLA representa o melhor sistema disponivel, considerando-se que o em-
prego dos antigenos HLA disponiveis confere a este sistema uma probabi-
lidade de exclusdo ‘“‘a priori” da ordem de 76%. Usando-se todos os anti-
genos HLA descritos e em via de definicdo, o indice tedrico de exclusio
“‘a priori” para o sistema HLA é calculado em cerca de 90%.

Conseqiientemente, o emprego do sistema HLA aumenta a
eficdcia de toda a escala de investigacdo genética, tornando possivel ex-
cluir-se a paternidade de forma mais decisiva e segura.

Em razdo do grande nimero de possiveis alelos, o sistem HLA
€ ideal para ser usado em investigacGes de paternidade e maternidade. Al-
guns dos supostos pais podem ser excluidos com absoluta confianga e o
verdadeiro pai poderd ser indicado com alto grau de confiabilidade, uma
vez que sejam conhecidos a distribuicdo dos antigenos e a freqiiéncia dos
haplotipos na populagdo correspondente.

OCORRENCIA DE HAPLOTIPOS HLA ENTRE OS BRANCOS
AMERICANOS E/OU POPULAGAO AMERICANA
NEGRA, SEGUNDO ALBERT E COLS

Haplbtipos Freqiiéncia de Haplotipos Frequeng:p(i:azl:plotlpo s
branco negro branco negro
A1/B8 6.7%* 1.6%* 1.4% 0.2%
A3/B7 4.3%* 2.1%* 1.5% 0.7%
A2/B12 6.1%* 2.5% 4.5% 1.8%
A2/B7 3.9% 2.0% 3.8% 1.6%
A2/B27 2.4%* 0.2% 1.6% 0.4%
A2/Bw40 2.6% 1.6%* 1.9% 0.7%
A2/Bw1b 2.6%* 0.3% 1.6% 0.3%
A2/Bw35 1.4% 2.9%* 2.1% 3.2%
A9/B7 1.0% 2.1% 1.3% 1.3%
A9/Bw35 1.2% 1.8% 0.7% 2.5%
A28/Bw17 0.2% 2.7%* 0.2% 1.3%
A2/B8 1.9%** 0.8% 3.1% 0.7%

{*) Freqguéncia de hapl6tipos maiores que o esperado — evidéncia de de-
sequilibrio genético.

(**) Exemplo de freqiiéncia de hapl6tipos menor que o esperado.
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Os haplétipos dos pais podem ser identificados pela andlise da
segregacdo de ant{genos nas respectivas criancas, segundo o que foi descri-
to anteriormente. Estd claro, no exemplo seguinte, que o homem, ndo
pode ser o pai da crianga 3.

PAI MAE
HLA: A1,B8/A3,B7 HLA: A2,812/A10,B7

CRIANGAS

1. HLA: A1,B8/A2,B12
2. HLA: A3,B7/A2B12 -
3. HLA: A9,B5/ A10,B7

Tivemos a oportunidade de proceder a pericia hematolégica,
para excluir, ou ndo, a paternidade de um individuo em relagdo a uma
crianga, possivel fruto do congresso sexual daquele com a mée do tltimo.

Conquanto n3o se possa afirmar a paternidade ( ou maternida-
de ) na pericia hematoldgica de filiagdo, a ocorréncia de fatores raros, no
filho e no suposto pai, sugerindo indicio de filiacdo, pode indicar a Justica
solugdo que se compadecesse com outros elementos comprobatérios do
processo.

O resultado parcial da pericia foi o abaixo:

Sistema MN Sistema Rh Sistema H.L.A.
Suposto pai Mg M CcDE A28/Bw17 / A2/B12
Mie M N CcDee A1/B8 / A2/B12
Filho Mg M CcDE A2/B12 / A28/Bw27

O encontro dos caracteres raros no filho, além de permitir a
possibilidade de vinculo, traduz também um indicio do mesmo. Em algu-
mas legislagBes o encontro de fatores raros é considerado de elevada im-
portancia, como indicio de relagio genética. No caso em aprego, no sis-
tema MN detectou-se no suposto pai e no filho o antigeno Mg; no sistema
HLA, suposto pai e filho apresentavam o haplétipo A28/Bw17. Antigeno
Mg, fator E e hapl6tipo A28/Bw17 ocorrem todos com baixissima fre-
qiiéncia nas populagOes, em geral, vale dizer, constituindo indicios de pa-
ternidade quando detectadas no suposto pai e filho.

A classificagdo dos antigenos HLA n3o substitui outros estu-
dos de investigagdo de vinculo genético. Qual complemento, entretanto,
das provas hemdticas e séricas, a pesquisa dos antigenos do sistema HLA
é aceita nos tribunais, justificando, de forma ampla, sua requisicdo ao lado
dos sistemas tradicionais.
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