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RESUMO

RESUMO

Neste estudo propbs-se comparar o teste intradérmico de Mitsuda e os
alelos HLA-DR2 /HLA -DR3 e HLA-DQ1 relacionados com as formas clinicas
da hanseniase, visando contribuir para o delineamento de nova metodologia
no auxilio prognéstico desta doenga. Foram estudados 176 pacientes
hansenianos (50 HT, 50 HV e 76 HD). A tipificacdo do HLA-DR e HLA -DQ
foi determinada pela técnica de PCR/SSP e a reagdo de Mitsuda pela
intradermorreagao com leitura em 28 dias. Na forma HT os resultados
demonstraram que a reacado de Mitsuda foi positiva em todos os pacientes,
sendo 16% positivo1+, 68% positivo2+ e 16% positivo3+. O didmetro de
induragcdo variou entre 4,0 a 18,0mm, com valor médio de 7,5mm. A
especificidade HLA-DR2 esteve presente em 28% dos pacientes deste grupo
(24% HLA-DRB1*15 e 4% HLA-DRB1*16). A especificidade HLA-DR3
esteve presente em 16% dos pacientes (8% HLA-DRB1*17 e 8% HLA-
DRB1*18), 2% apresentaram os alelos HLA-DR2 e HLA-DRS3
simultdneamente, totalizando 46% da amostra estudada com o marcador. A
forma HV apresentou a reagdo de Mitsuda negativa em todos os pacientes
estudados. A especificidade do HLA-DQ1 esteve presente em 74% dos
pacientes (34% HLA-DQB1*05, 28% HLA-DQB1*06 e 12% HLA-DQB1*05 e
HLA-DQB1*06). No grupo HD, o padrdo de leitura da reagcdo de Mitsuda
resultou em negativo em 48,7%, duvidoso 5,2%, positivo 1+ 30,3% e positivo
2+ 15,8%. O didamentro da induragdo variou entre negativo a 7,5mm com
valor médio de 2,4mm. Com relagéo aos alelos HLA, nao foi possivel realizar
a comparacao, por nao se ter verificado apos estudo de associagdo, nenhum
alelo relacionado ao grupo HD. Realizou-se também analise néo
estratificada dos pacientes de acordo com a resposta ao teste de Mitsuda.
Oitenta e cinco pacientes foram positivos para o teste de Mitsuda e destes,
43,5% possuiam o alelo HLA-DR2 ou HLA-DR3. Noventa e um pacientes
tiveram reacdo de Mitsuda negativa, destes 65,9% apresentaram o alelo



RESUMO

HLA-DQ1. Os dados obtidos neste estudo permitiram concluir que a
utilizacao isolada da tipificacdo HLA nao constitui uma ferramenta adequada
para auxilio no prognostico da doenga, embora o emprego em conjunto das

duas metodologias poderdo complementar o diagndstico da hanseniase.

Palavras-Chave: Hanseniase. HLA. Antigeno de Mitsuda. Mycobacterium

leprae.



ABSTRACT

ABSTRACT

The relation between the Mitsuda intradermal test, the clinical form of
leprosy, and HLA-DR2/HLA-DR3 and HLA-DQ1 alleles was studied. These
investigations were done to find a way to assess the prognosis of the
disease. A total of 176 patients were studied (50 tuberculoid (T), 50
lepromatous (L) and 76 borderline (B) - Madrid classification). The HLA-DR
and -DQ typing was done through PCR/SSP and the intradermal reaction
against the Mitsuda antigen was read after 28 days. The Mitsuda reaction
was positive in all T patients, 16% were 1+ positive, 68% were 2+ positive
and 16% 3+ positive. The diameter of the induration varied from 4 to 18 mm
with a mean value of 7.5 mm. HLA-DR2 was present in 28% of the patients
(24% HLA-DRB1*15 and 4% HLA-DRB1*16). HLA-DR3 was present in 16%
of the patients (8% HLA-DRB1*17 and 8% HLA-DRB1*18). Simultaneous
HLA-DR2 and HLA-DR3 alleles were present in 2% of the patients. Total
46% of the samples studied were positive with these markers. All patients
with L form showed negative response to the Mitsuda antigen. The HLA-DQ1
was present in 74% of the patients (34% HLA-DQB1*05, 28% HLA-
DQB1*06, 12% HLA-DQB1*05 and HLA-DQB1*06). In the group B, the
response to the Mitsuda antigen was negative in 48.7% of the patients,
suspect in 5.2%, 1+ positive in 30.3% of the patients and 2+ positive in
15.8%. The diameter of the induration varied from negative to 7.5 mm with a
mean value of 2.4 mm. A comparison with the HLA alleles could not be done
because no antigen showed statically any association. A non-stratified
analysis of the patients according to response to the Mitsuda test was also
performed. Eighty-five patients were positive for the Mitsuda test and among
those 43.5% showed HLA-DR2 or HLA-DRS3 alleles. Ninety-one patients
were negative for the Mitsuda test and 65.9% of them showed the HLA-DQ1
alleles. These data lead to the conclusion that phenotyping alone is not an
adequate auxiliary tool for prognosis of leprosy; nevertheless, the use of both

methods together may be helpful for classification of the disease.

Key-Words: Leprosy. HLA. Lepromin. Mycobacterium leprae.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais

A hanseniase € uma doencga infecciosa crénica que acomete cerca de
600.000 individuos por ano’, sendo a América Latina responsavel por 85.000
casos?®. Dos 122 paises nos quais é considerado problema de satde publica,
Angola, Brasil, Republica Africana Central, Congo, india, Libéria,
Madagascar, Mogambique, Nepal e Tanzania ndo conseguiram alcancgar a
meta de eliminagao proposta pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS). O
Brasil € um dos principais paises endémicos de hanseniase no mundo, com
79.908 doentes, representando, em 2003, um coeficiente de prevaléncia de
4.6 casos por 10.000 habitantes. As regides Norte, Nordeste e Sudeste
contribuem com 80% dos casos novos'.

Apesar da hanseniase ter baixa mortalidade, apresenta elevado grau de
contagio, constituindo um grave problema de saude publica e social, devido
as deformidades e incapacidades fisicas por ela gerada e,
consequentemente, discriminagéo e segregacao dos doentes®.

Seu agente etiolégico, o Mycobacterium leprae (M. leprae), foi
descoberto por Armauer Hansen em 1873. E um bacilo em forma de
bastonete, gram positivo, alcool-acido resistente, que ao ser corado pelo
método de Ziehl-Neelsen apresenta coloragdo vermelha, podendo ser
encontrado isoladamente ou formando grupamentos em esfregagos de pele
ou em cortes histologicos denominados globia. Apesar de todo o
desenvolvimento tecnoldgico disponivel, ndo é possivel cultivar este bacilo in
vitro *°.

A transmissdo da doenca ainda nao esta totalmente esclarecida;
acredita-se que ocorra, na maioria das vezes, através do contato intimo,
direto e prolongado de pessoas suscetiveis com pacientes baciliferos, e que
fatores externos tais como a desnutricdo, promiscuidade, miséria e falta de

higiene favorecam a transmissao®.
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A eliminagdo dos bacilos ocorre principalmente pelas vias aéreas
superiores, através das goticulas de Flugge’®®. Outras vias de eliminacéo
podem ser consideradas, tais como hansenomas ulcerados, leite materno,
urina e fezes, sendo que as trés ultimas ndao possuem importancia
epidemiologica®.

A hanseniase pode se manifestar sob varias formas clinicas,
dependendo da resisténcia do hospedeiro ao M. Iepraem. E classificada, de
acordo com os critérios estabelecidos no VI Congresso Internacional de
Leprologia (Madrid 1953)"" em dois tipos polares totalmente distintos, sob o
aspecto clinico e imunologico: o pélo tuberculdide (HT), com imunidade
celular eficiente a proliferagdo do bacilo, e o virchoviano (HV), com pouca ou
nenhuma resposta celular'®.

Além dos pdlos estaveis, existem dois grupos intermediarios
denominados indeterminado (HI), que é considerado a fase inicial da
doenga, e dimorfo (HD), que apresenta manifestagbes variaveis entre HT e
HV, segundo o estado imunoldgico do paciente frente ao M. leprae'® .

Ridley e Jopling (1966)" propuseram uma classificagdo com algumas
subdivisbes baseadas em critérios clinicos, imunoldgicos e histologicos. A
partir dela, os dimorfos (borderline) foram subdivididos e passaram a incluir
0s casos proximos aos polos HT e HV, que se diferenciavam conforme
esses critérios. Criou-se, assim, um espectro, no qual os extremos eram
constituidos pelos tipos polares tuberculdide (TT) e lepromatoso (LL) e pelos
dimorfos, subdivididos em borderline-tuberculéide (BT), borderline-borderline
(BB) e borderline-lepromatoso (BL).

Em 1982, a OMS™ estabeleceu uma classificagdo que pudesse
selecionar o esquema adequado de poliquimioterapia (PQT). As formas
clinicas da doenca foram, entdo, divididas em paucibacilares (PB), nos
casos com até cinco lesdes cutaneas e, multibacilares (MB), com mais de
cinco™. Sob o ponto de vista operacional, portanto, os PB passaram a
abranger pacientes com as formas HI, HT e HD préximos ao pdélo HT,
enquanto os pacientes MB englobariam aqueles classificados como HV, HD

e HD préximos ao pélo HV.

18



INTRODUCAO

A classificagdo oficial utilizada atualmente no Brasil baseia-se no
proposto pelo VI Congresso Internacional de Leprologia de Madrid"", porém
nao se pode descartar a de Ridley-Jopling, muito utilizada para a pesquisa’
e também a classificacdo operacional no tratamento com PQT da OMS™ '°.

Clinicamente, a forma HT apresenta lesbes em forma de maculas ou
placas, em pequeno numero, bem localizadas e delimitadas, com coloragéo
em tom castanho. Pode apresentar bordo mais ou menos elevado e centro
plano e hipocrémico. Observam-se alteragdes acentuadas da sensibilidade
térmica, dolorosa e tatil. A baciloscopia € negativa e a reagdo de Mitsuda,
positiva. O quadro histopatoldgico revela granulomas de células epitelidides
bem diferenciadas, contornadas por linfécitos com bacilos escassos ou

ausentes'®'"18,

Os linfécitos T (LT) com fendtipo supressor/citotoxico
(CD8+) estdo localizados predominantemente na regido do manto e
raramente dentro do granuloma. Os LT com fendtipo auxiliar/indutor (CD4+),
por sua vez, encontram-se em grande quantidade entre os agregados de
células epitelivides’.

Na forma HV, de menor resisténcia, as lesdes na pele sao polimorfas,
numerosas, em geral com limites imprecisos; ha comprometimento das
mucosas, nervos, articulacdes, ossos e visceras. O indice baciloscopico é
sempre positivo e a reagao de Mitsuda, negativa. A histopatologia mostra
granulomas extensos, constituidos por aglomerados de macrofagos
volumosos, multivacuolados, com grande quantidade de bacilos em seu
interior'®. Os LTCD4+ e TCD8+ estdo uniformemente distribuidos por entre
os granulomas histiocitarios, sendo menor o numero de células TCD4+ em
relagdo as TCD8+'°.

O grupo HD apresenta manifestagdes intermediarias entre os pélos HT e
HV, de acordo com o grau de resposta imune ao bacilo. Existem casos
semelhantes aos da forma HT, tanto do ponto de vista clinico, como do
imunoldgico. A baciloscopia é positiva, mas nao intensa e a reagdo de
Mitsuda é fracamente positiva. Outros HD diferem muito pouco das lesdes
encontradas no pdélo HV, a baciloscopia € positiva e a reacdo de Mitsuda

negativa e ha aqueles no meio do espectro ou dimorfos verdadeiros, que

19



INTRODUCAO

apresentam lesdes caracteristicas "esburacadas" ou foveoladas, com
baciloscopia sempre positiva e reagdo de Mitsuda negativa. Nos dimorfos o
comprometimento dos nervos periféricos é intenso, provocando graves
incapacidades’’.

O grupo HI, considerado a fase inicial da doenga, caracteriza-se por
maculas hipocrédmicas ou areas circulares de pele aparentemente normais,
com disturbios da sensibilidade. Nao ha comprometimento de troncos
nervosos e, portanto, ndo ocorrem incapacidades ou deformidades. A
baciloscopia é negativa e a reagcdo de Mitsuda pode ser negativa ou positiva.
O quadro histopatoldgico apresenta infiltrado mononuclear inespecifico, com
linfécitos delimitando o filete nervoso com rarissimos ou nenhum bacilo em
seu interior'’.

Modlin et al. (1982, 1983)"9%%2' gsugeriram que os arranjos
imunohistologicos estariam relacionados a resposta imune do hospedeiro.
Assim, na forma HT, a associacido entre os linfocitos auxiliares e as células
epitelidides resultariam em resposta imune eficiente. Os LTCD8+,
localizados na periferia do granuloma, atuariam na restricdo da reagéo
granulomatosa. Na forma HV, a distribuicdo ao acaso das células auxiliares
e supressoras originaria uma resposta imune deficiente, favorecendo a
multiplicagcdo bacilar. Os autores sugeriram, ainda, que a proximidade
desses dois tipos celulares poderia inibir a maturagdo dos macrofagos em
diregdo as células epitelidides e impedir a apresentagdo antigénica as
células imunocompetentes, caracterizando uma resposta imune deficiente.

Os mecanismos imunolégicos envolvidos na resposta celular dos
pacientes HV ainda permanecem obscuros, todavia estudos revelam que
essa anergia € especifica ao M. leprae, permanecendo inalterada ou
levemente diminuida em relagédo a outros antigenos, como o PPD (derivado
protéico purificado), a tricofitina, a candidina e o DNCB

(dinitroclorobenzeno)?* 2%,

Na hanseniase, varios estudos?°26:27:28

comprovam a relagao da resposta
imune do paciente com as diferentes formas da doenga, devido a dicotomia

imunoldgica entre hospedeiro e bacilo. Mutis et al. (1993)%*°, estudando o
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padrdo de citocinas produzidas pelos LT do sangue periférico em
hansenianos, encontraram linfécitos com atividades semelhantes aos LTH1
(helper 1) e LTH2 (helper 2). Segundo os autores, na forma HT os bacilos
estimulariam os linfécitos TH1 a produzirem altos niveis de interleucina-2 (IL-
2) e de interferon gama (IFNy), responsaveis pela ativacdo macrofagica,
enquanto, na forma HV, a estimulagdo dos LTH2 levaria a producédo de
niveis elevados de IL-4, a interleucina que atua sobre os linfécitos B (LB)

levando a producgéo de anticorpos (Ac).

1.2. Reacao de Mitsuda

Em 1914, Yoshinobu Hayashi, procurando um meio de cultivo para o M.
leprae, iniciou testes cuténeos utilizando a suspensao de cultura contendo
bacilos inativados pelo calor. Em um primeiro passo de seu experimento, o
antigeno foi inoculado na regido abdominal de cinco cobaias; como resultado
obteve reacdo negativa em todos os animais. Em seguida, realizou o teste
em 60 pacientes hansenianos, dos quais 44 apresentavam a forma
lepromatosa (HV) e 16 do tipo neural (HT) da doencga. Os resultados foram
negativos na maioria dos pacientes com a forma lepromatosa (72,7%), e
positivos naqueles com a forma neural (75%). Como na época Yoshinobu
Hayashi n&o realizou o estudo com pessoas sadias, ndo se pode discutir o
valor deste experimento para fins diagnésticos‘°’°.

Esse estudo despertou o interesse de Kensuke Mitsuda®!, um
leprologista, que, em 1919, retomou as pesquisas no intuito de obter um
teste que auxiliasse no diagndstico da hanseniase. Mitsuda preparou
suspensdes de trés tipos, partindo de ndédulos de pacientes hansenianos.
Duas contendo poucos bacilos e constituidas do sobrenadante de
hansenomas. A terceira, rica em bacilos, constituida de tecido nodular

fervido por duas horas em solugéo fisioldgica.
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Essas suspensodes foram testadas em 403 hansenianos, sendo 279 com
a forma HV e 124 HT. Baseando-se nos resultados obtidos, o autor concluiu
que apenas aquela originada a partir de hansenomas obteve sucesso e que
a injecao cutadnea de 0,1ml desse material seria capaz de provocar uma
reacao eritematosa inicial, que desapareceria apos dois ou trés dias nos
pacientes HV, mas evoluiria nos portadores da forma HT, apresentando ao
final de duas semanas uma papula infiltrada que persistiria por semanas ou
meses. Ao realizar comparacao histopatolégica, verificou haver similaridade
das lesdes préprias deste tipo clinico com a reacédo presente nos pacientes.
A injecdo intracutdanea da suspensdo a partir dos nédulos hansénicos foi
conclusiva para Mitsuda afirmar ser esta uma reacao especifica para a
hanseniase.

Ao contrario de Yoshinobu Hayashi, Mitsuda estudou essa reagcdo em
criangas sadias e em individuos portadores de outras doencas, com o
propésito de avaliar o valor prognéstico da suspensao. No grupo estudado a
reacao foi positiva, concluindo o autor que a reagdo nao possuia um valor
diagnodstico para a hanseniase e sugeriu a sua utilizagdo no prognostico da
doencga®".

Esses experimentos ficaram restritos ao Japao, até sua apresentacao
durante a Conferéncia de Strasbourg, em 1923. Contudo, somente
ganharam credibilidade quando, prosseguindo com as pesquisas de
Mitsuda, Fumio Hayashi, publicou seus resultados®.

Fumio Hayashi, em 1933, descreveu com detalhes os procedimentos
utilizados na preparagao da suspensao idealizada por Mitsuda e também os
critérios para a avaliagao clinica da reagdo. Em seu estudo, utilizou o
antigeno em 192 pacientes, sendo que nos pacientes tuberosos observou
91% de negatividade e na forma neural 97% de positividade. Hayashi
confirmou que resultados positivos dariam bom prognéstico para a doenca®.

A leitura clinica da reagao foi realizada, inicialmente, apds oito dias da
introdugéo do antigeno e, posteriormente, com 16 e 24 dias. A positividade
da reacdo era baseada na medida do diametro da area infiltrada, e a partir

desta, classificada em cruzes. Reacdes que medissem 3,0 a 5,0 mm eram
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consideradas como uma cruz (+); as de 5,0 a 10,0 mm, como duas cruzes
(++), aquelas maiores do que 10,0 mm e com pus, como trés cruzes (+++)>2.

Somente em 1953, no 6° Congresso Internacional de Leprologia'!, a
reacdo de Mitsuda foi definitivamente incorporada aos critérios de
classificagdo da hanseniase, nos quais os pacientes HT foram definidos
como Mitsuda positivos. A forma HV e a maioria dos HD foram definidas
como Mitsuda negativos. No grupo HI, a reagao poderia variar de acordo
com a capacidade imune do individuo, assim a reacao indicaria para qual
polo a doencga evoluiria.

A suspensao idealizada por Mitsuda recebeu varias denominacées como
lepromina, lepromina integral, lepromina H, mitsudina, antigeno de Mitsuda,
sendo este o nome oficialmente adotado pelo Brasil desde 197732

Devido a dificuldade na obtencdo desses antigenos, ensaios foram
realizados com tatus (Dasypus novemcinctus), modelo experimental da
hanseniase, através da inoculagdo do M.leprae. Os resultados obtidos a
partir desses experimentos foram positivos, entdo uma nova lepromina
originada de tatus comegou a ser utilizada, recebendo o nome de lepromina
A (armadillo)®* 3%

Atualmente, sdo utilizados trés tipos de antigenos: o integral, que
consiste em uma suspensao obtida a partir de hansenomas oriundos de
pacientes multibaciliferos, diluida em cloreto de sddio a 0,85% e fenol a 5%,
com concentragdo final entre 4,0 a 16 x10’ M. leprae/ml*’; o bacilar
composto de bacilos sem os restos teciduais e o protéico, que utiliza
proteinas do citosol, da membrana ou de proteinas soluveis da parede do M.
leprae®.

A reacado cuténea ao antigeno integral de Mitsuda origina duas respostas
independentes, conhecidas como reagao precoce (reagao de Fernandez) e
reacao tardia (reacao de Mitsuda).

A reacdo de Fernandez® positiva é considerada uma reagdo de
hipersensibilidade tipo IV, desencadeada por componentes hidrossoluveis de
natureza protéica do bacilo, s6 se manifestando em organismos previamente

sensibilizados. Caracteriza-se pelo aparecimento em 48 a 72 horas de um
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eritema e induracdo com didmetro maior ou igual a 10 mm.
Histopatologicamente apresenta um infiltrado inflamatério composto,
principalmente por neutréfilos e linfocitos.

A reacao de Mitsuda positiva processa-se gradualmente e atinge sua
intensidade maxima entre 21 a 28 dias. Histopatologicamente caracteriza-se
com infiltrado inflamatério granulomatoso composto por células epitelidides,
células gigantes e linfécitos, assumindo aspecto tuberculdide.

O critério adotado para a leitura foi formulado em 1946 na Il Conferéncia
Panamericana de Lepra e confirmado pelo Congresso Internacional de
Leprologia de Madrid (1953)"", como segue:

negativo (-) auséncia de resposta;

duvidoso () infiltragdo com didmetro < 3,0 mm;

positivo (+) infiltracdo com didmetro entre 3,0 € 5,0 mm;

positivo (++) infiltragcdo com diametro > 5,0 mm;

positivo (+++) infiltragdo com didmetro = 10 mm e ulcerado.

Um dos estudos pioneiros para explicar a influéncia genética na resposta
ao antigeno de Mitsuda foi realizado por Rotberg, em 1937%°, quando
sugeriu a existéncia de um fator natural de resisténcia a hanseniase.
Segundo o autor, a maioria (90%) da populagdo demonstraria resisténcia a
infeccdo pelo M. leprae e, somente uma pequena fracdo (10%) dos
individuos seria geneticamente incapaz de montar uma resposta imunolégica
ao bacilo, razédo pelo qual seria, permanentemente, Mitsuda negativo. A este
grupo o autor denominou de margem anérgica. Relatou que a forma
virchoviana da doenca se originaria destes individuos Mitsuda negativos*’.

Em 1962, Beiguelman estudou 220 familias que nao apresentavam casos
de hanseniase, e demonstrou que a reagdo de Mitsuda possui carater
familial. Foi encontrada uma associac¢ao entre as distribuicdes dessa reacao
nas geragoes paterna e filial, resultante de os filhos de genitores Mitsuda-
negativo terem maior probabilidade de apresentar resposta negativa ao teste
de Mitsuda que os filhos de genitores Mitsuda-positivo. Essa associagao

familial permitiu aventar a hipotese de que seria em decorréncia de um par
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principal de alelos autossémicos a relagdo de dominancia, sendo a resposta
negativa ao teste de carater recessivo. Aceitou-se, entretanto, que uma parte
dos homozigotos recessivos poderia manifestar reagdo positiva, como
decorréncia da acao de fatores do ambiente. Essa associagdao também foi

confirmada em outras amostras de familias do Brasil e da india*'.

1.3. O Complexo HLA

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC), no homem
denominado de complexo HLA (Human Leukocyte Antigen), foi inicialmente
descrito na década de 50 por Dausset. Ele notou, no sangue de mulheres
multiparas e no de individuos transfundidos, a presenca de anticorpos que
aglutinavam leucécitos originarios de outros individuos*? 4344,

O MHC é definido como um conjunto de locos génicos, localizados no
braco curto do cromossomo 6 (6p-21.3), que codificam aloantigenos
(antigenos que diferem dentre individuos de uma mesma espécie). Sua
importancia foi reconhecida inicialmente no campo dos transplantes de
tecidos e 6rgaos, por induzirem o processo de rejeicao quando transferidos

para um hospedeiro incompativel*>*®

. Atualmente, sabe-se que os LT
reconhecem o0s antigenos quando apresentados juntamente com as
moléculas do complexo HLA na superficie da célula apresentadora de
antigeno (APC), onde a resposta imune especifica se inicia, incluindo a
producao de interleucinas, a proliferagéo e o controle das fungdes efetoras e
reguladoras dos linfécitos*” 4849,

O MHC ¢ dividido em trés regides distintas: classe |, classe Il e classe lll.
Na regido de classe |, existem genes que codificam glicoproteinas de
superficie celular que correspondem aos antigenos HLA-A, HLA-B e HLA-C,
conhecidos como antigenos classicos de transplante. Sdo muito polimérficos

e determinam o reconhecimento do antigeno pelo LT CD8+. As moléculas
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de classe | estdo presentes em todas as células nucleadas do organismo.
Sao constituidas por uma cadeia o com peso molecular de 44 KDa,
polimorfica, codificada pelo MHC, que se associa na membrana celular a 2-
microglobulina, uma proteina com peso molecular de 12 KDa, n&o
polimédrfica, que é codificada por um gene localizado fora do MHC, no
cromossomo 15°0°152,

A regiao de classe Il contém genes que codificam as moléculas HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP, que se ligam aos LT CD4+ durante o reconhecimento do
antigeno. Essas moléculas apresentam distribuicdo restrita, estando
presentes somente nas APC, como nos LB, nos macréfagos, nos mondcitos,
nos LT ativados e nas células dendriticas. As moléculas de classe Il
apresentam-se sob a forma de heterodimeros, constituidos por uma cadeia
o de 34 KDa, associada a uma cadeia 3 de 29 KDa, ambas polimorficas e
codificadas por genes localizados no MHC*%253,

Na regido de classe lll, encontram-se genes responsaveis por varias
fungdes. Como exemplo, genes codificadores de proteinas do sistema
complemento (C2, C4, fator B), genes para a enzima 21-hidroxilase, fatores
de necrose tumoral a e B (TNF), linfotoxinas e proteinas do choque
térmico®.

Estruturalmente, as moléculas de classe | apresentam um dominio
citoplasmatico carboxiterminal (COOH), uma regido transmembranica e trés
dominios externos aminoterminais (NH2), compostos pelas cadeias a1, a2,
a3, sendo o dominio a3 ligado ndo covalentemente a B2-microglobulina. Os
dominios a1 e a2 estdo localizados na regido hipervariavel, caracterizando o
polimorfismo das moléculas de classe I1°* *°. Devido a este polimorfismo, a
apresentacao do peptideo pode variar de uma molécula para outra.

As moléculas de classe Il estdo associadas nao-covalentemente,
contendo a por¢do NH2 extracelular e a porcao intracelular COOH, sendo
dois tergos desta cadeia localizada na porcéo extracelular. Os dominios a1 e
B1 formam o sitio de ligagdo com o antigeno, constituindo a por¢ao variavel

49,52

da molécula (regidao hipervariavel) Os dominios a2 e B2 séao
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conservados, apresentando homologia com as regides constantes das
imunoglobulinas, indicando que os genes do MHC e das imunoglobulinas
evoluiram a partir de um gene ancestral comum da superfamilia das
imunoglobulinas, assim como outras moléculas envolvidas na ativagdo dos
LT, como receptores especificos de LT (TCR), CD3, CD4, CDS8 e seu ligante
LFA3, receptores para Fc de IgG, entre outros®*°%>".

A nomenclatura do complexo HLA é periodicamente revisada pelo
Comité da Organizagcao Mundial da Saude (WHO) no qual estabelece que os
locos génicos sejam designados por letras (ex HLA-A, HLA-B, HLA-DR) e os
alelos denominados pela adicdo de numero apos a letra (ex HLA-A2, HLA-
B8). Inicialmente os alelos eram definidos por métodos sorolégicos, com
limitagbes, atualmente, com o advento de técnicas moleculares, estes
podem ser definidos com maior precisdo, com maior numero de
especificidades identificadas, sendo designados por um quarto numero
adicionado apés o loco (ex: HLA-A*0101 e HLA-DRB1*0101), sendo os dois
primeiros numeros a especificidade definida sorologicamente (fenétipo) e os
dois seguintes o subtipo dentro da especificidade (genétipo)®.

Os genes do MHC s&o herdados em blocos denominados haplétipos.
Cada haplétipo é originado a partir de um cromossomo hapléide de origem
paterna e outro de origem materna, que sao expressos de forma
codominante na superficie celular. O conjunto desses hapldtipos constitui o
gendtipo HLA do individuo. Logo, cada individuo apresenta dois haplétipos,
um de origem paterna e outro de origem materna®.

A transmissdo de uma geracgao para outra desses haplotipos obedece a
herangca mendeliana simples. Assim, a probabilidade de se encontrar em
uma familia dois irméaos com os dois haplétipos comuns (HLA idénticos) € de
25%, com apenas um haplétipo comum (HLA haploidéntico) € de 50%, e de
nao apresentarem haplétipos comuns (HLA distintos) é de 25%°>*°°.

O polimorfismo do complexo HLA é enorme, cada loco HLA (A, B, C, DR,
DQ e DP) pode ser ocupado, alternadamente, por uma série de genes
alélicos, sendo que a frequéncia de heterozigose, em populagdes

acasaladas ao acaso aproxima-se de 100%. E praticamente impossivel
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encontrar dois individuos, ndo aparentados, portando 0 mesmo genotipo
HLA®.,

A frequéncia dos antigenos e haplétipos HLA variam consideravelmente
em diferentes grupos étnicos. Existem ainda diferencas, nas frequéncias,
quando se consideram diferentes populagdes dentro de um mesmo grupo
racial®’.

Além da diversidade de genes e do polimorfismo dos alelos, outra
importante caracteristica do complexo HLA é a existéncia de associacdes
preferenciais entre determinados alelos de diferentes locos, denominadas de
desequilibrio de ligagéo, ou seja, se a frequéncia concomitante de dois ou
mais alelos, em um mesmo haplétipo observado, for maior do que a
freqUéncia esperada, pode-se dizer que os genes estao em desequilibrio de
ligag&o®.

Com relacdo a associacdo do complexo HLA com as doencgas, muitos
estudos abrangendo as mais variadas patologias tém sido realizados.
Associagdes importantes e interessantes tém sido descritas, devido a
caracteristicas peculiares contidas neste complexo, como o polimorfismo, a
diversidade de genes e o envolvimento com a resposta imune®?.

Estudos foram iniciados a partir da década de 70, com a descricdo da
associacdo do antigeno HLA B-27 e a espondilite anquilosante pelos
pesquisadores Schlosstein et al.®* e Brewerton et al.®® em 1973. Eles
demostraram a frequéncia deste antigeno presente em 88% dos 96
pacientes estudados, enquanto, no grupo controle, apenas 4% a 8% possuia
o antigeno.

Atualmente mais de 40 doengas tem ligagcdes genéticas estabelecidas
com o complexo HLA, tais como, narcolepsia e HLA-DRZ2, artrite reumatoide
e HLA-DR4, hemocromatose e HLA-A3, psoriase e HLA-Cw6, esclerose
multipla e HLA-DR2, doenca celiaca e HLA-DR3. Os mecanismos destas
associagbes com os alelos, em particular, ainda nao estdo totalmente
esclarecidos, acredita-se que para algumas destas doengas ocorra uma

falha na expressdo da molécula HLA, que resultaria em moléculas
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deficientes, em outros casos os defeitos seriam em outros genes que
influenciariam na expressado destas moléculas na superficie celular %4

Para estudar o complexo HLA e doencas, dois tipos de analise podem
ser utilizados: a analise de associagao (estudo populacional) e a analise de
cossegregacao ou de ligagao (estudo familiar).

Na analise de associagao é realizada a comparacao das frequéncias dos
antigenos entre pacientes e controles ndo aparentados, mas de mesma
etnia ®. Calcula-se o risco relativo, em que é possivel estimar-se a forca da
associacdo. O risco relativo indica quantas vezes um individuo portador de
um determinado alelo € mais suscetivel a determinada doenca do que um
individuo n&o portador °’.

O estudo familiar € um método para a verificagdo de genes de
suscetibilidade a doencgas dentro ou proximos ao complexo HLA por analise
de ligagao, que utiliza familias com mais de um irmé&o afetado, nos quais é
feita a comparacgao da ocorréncia da doencga a heranga dos haplétipos HLA
68.

A anadlise de ligagdo permite a avaliagdo do carater recessivo ou
dominante do gene de suscetibilidade, ndo havendo necessidade de
homogeneidade étnica entre as familias estudadas. Torna possivel, também,
detectar genes de suscetibilidade mesmo que n&o correspondam a genes
HLA conhecidos e/ou ndo estejam em desequilibrio de ligagdo com os
mesmos e pode auxiliar na localizagdo do gene dentro do complexo HLA,
desde que algum irmao afetado apresente recombinagao entre os genes do
complexo HLA®®.

As doencas infecciosas sdo as principais causas de morbidez e morte
prematura nos paises em desenvolvimento. Ainda que para algumas
doengas infecciosas um gene principal de suscetibilidade tenha sido
sugerido, a suscetibilidade para o agente infeccioso bem como a patogénese
da doencga sao geralmente caracteristicas multifatoriais. Em alguns casos, o
componente genético ainda permanece desconhecido, mas para a maioria

das doencas os genes t&m sido identificados’®.
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1.4. Hanseniase e Complexo HLA

Ha muito tempo se tem considerado que a capacidade de certos
individuos resistirem a algumas doencgas, entre elas, a hanseniase, poderia
estar influenciada por fatores genéticos’'. O fenétipo de suscetibilidade para
a infecgdo pelo M.leprae é complexo e sofre influéncia de varios fatores,
tanto do hospedeiro quanto do parasita, além das condicdes ambientais’?.

O complexo HLA na hanseniase tem sido amplamente estudado, na
tentativa de elucidar os mecanismos que certos individuos possuem em
relagdo a suscetibilidade ou a resisténcia a doencga, uma vez que estes
alelos atuam de forma direta na resposta imune, através da apresentacao do
peptideo antigénico para a célula T. Devido ao alto polimorfismo do sistema,
as respostas imunes geradas sdo diferentes entre os individuos’*">.
Segundo Ottenhoff (1984)"*, antigenos iguais sdo reconhecidos tanto por
individuos doentes, quanto por individuos sadios, mas observam-se
diferencas na habilidade desses individuos para responder a essas
proteinas.

Vaérios estudos de associagcdo foram realizados com os antigenos de
classe | em diferentes populacbes na tentativa de encontrar marcadores
genéticos para a hanseniase, mas esses estudos apresentaram resultados
controversos.

Thorsby et al. (1973)"°, estudando uma populacédo da Etidpia, verificaram
aumento do antigeno HLA-B21 em pacientes HT, enquanto, Mehra et al.
(1975)"°, estudando na india a mesma forma da doenca, observaram a
frequéncia diminuida do antigeno HLA-A9, associagdo também encontrada
por Greiner et al. (1978)"’, na Tailandia, e por Chan et al. (1979)"8, na China.

Miyanaga et al. (1981)"°, estudando a populagdo do Japdo, ndo
encontraram diferengas entre a frequéncia dos antigenos. Agrewala et al.
(1989)%, na India, verificaram aumento do antigeno HLA-A11 em pacientes

HV com eritema nodoso hansénico.
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No que diz respeito aos antigenos de classe Il, os resultados s&o mais
concordantes. A maioria das pesquisas revela associacbes positivas
relacionando a hanseniase com o antigeno HLA-DR2 e DR3, em pacientes
HT e do antigeno HLA-DQ1, em HV.

Van Eden et al. (1981)81, estudando a populacdo da india, observaram
aumento do HLA-DR2 no pdlo HT, e, na populagdo do Suriname (1982)%?,
aumento do HLA-DR3 nos pacientes HT e diminuigdo do mesmo antigeno
nos HV.

No Japao, Izumi et al. (1982)% encontraram freqiiéncia elevada do HLA-
DR2 em pacientes HT, enquanto, nos HV, aumento do HLA-DQ1. Resultado
semelhante foi obtido por Ottenhoff (1984)** em estudo realizado na
Venezuela.

No Brasil, Visentainer et al. (1997)%° e Marcos et al. (2000)*, em estudos
semelhantes, confirmaram o0s resultados descritos na literatura
internacional®!" %,

Com a utilizagdo de técnicas de biologia molecular, atualmente, é
possivel especificar as subdivisbes existentes no complexo HLA,
denominados “splits”. Na hanseniase a forma HT esta relacionada com o
alelo HLA-DRB1*15 que € um subtipo do HLA-DR2 e HV relacionada com
HLA-DQB1*06, subtipo do HLA-DQ187:88:89.90,

A suscetibilidade para a hanseniase, atualmente, tém sido muito
discutida envolvendo varios marcadores, sendo estes, relacionados ou néo
com o MHC que atuam diretamente na resposta imune inata e adaptativa.

Além dos estudos classicos de associagdo com as regides de classe | e |l
do MHC, atualmente tém se pesquisado a participacdo de outros
componentes como as proteinas transportadoras de antigeno (TAP),
relacionadas com a ligacao e transporte do peptideo do M. leprae ao MHC-|
do reticulo endoplasmatico & superficie celular®'.

A regido de classe Ill também tem sido estudada, pois, nesta regido, séo
codificados componentes importantes para resposta imune inata e
adaptativa, como os polimorfismos do TNFa, responsavel pela ativacao

macrofagica, linfotoxina o, secretada pelas células natural killer, fatores do
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complemento, como C4B na imunidade inata, a proteina do choque térmico
de 70 kD 1A (HSPA1A) relacionada com as respostas mediadas pelo
receptores Toll-like 2 e 4 (TLR2 e TLR4)*".

Estudos envolvendo marcadores nao relacionados ao MHC séao
encontrados como o COL3A1(procolageno lll alfa 1) e CTLA4(antigeno
associado ao linfécito T citotoxico), receptores de vitamina D (VDR),
receptores Toll-like 2(TLR2), lecitinas ligadoras de manose(MBL2)*".

O gene NRAMP1 (natural resistance associated macrophage protein
1),homdélogo humano de genes identificados em camundongos,
denominados Lsh, Ity ou Bcg, estariam associados a suscetibilidade a varios
parasitas intracelulares, como M. lepraemurium, M. bovis e espécies de
Leishmania e Salmonella. Esse gene pode ser considerado um dos mais
importantes para a determinacdo da suscetibilidade ou da resisténcia do
individuo a infecgdes micobacterianas’".

Abel et al. (2000)%, estudando a associacdo entre genes NRAMP1 e a
reacao de Mitsuda em uma populagcdo de 20 familias do Vietna, com pelo
menos dois irmaos hansenianos, observaram a existéncia de relagao
positiva entre os genes NRAMP1 e a reagdo de Mitsuda. Segundo os
autores, esses genes estariam participando da regulagcdo da resposta imune
antimicobacteriana. Por outro lado, Hatagima et al. (2001)%, reproduzindo
estudo similar em um grupo de 30 irmdos brasileiros hansenianos e
saudaveis, ndo encontraram nenhuma associagao significativa entre a
reacao de Mitsuda e genes NRAMP1.

Recentemente foi demonstrado por Mira et al.*

que a suscetibilidade
para a hanseniase, ndo importando a forma clinica, estaria associada aos
genes PARK2 e PACRG, localizados no cromossomo 6 (q25-q26) em
pacientes de origem vietnamita e brasileira.

Com relagao aos genes do complexo HLA, acredita-se que atuem mais
efetivamente na modulagdo da forma e na manifestagao clinica da doenga (a
exemplo do que se verifica na positividade/negatividade da reacédo de

Mitsuda) do que na suscetibilidade para a infecgéo propriamente dita’®.
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Como a reacdo de Mitsuda positiva indica presenga de resposta imune
celular especifica ao bacilo, direcionando a manifestacao clinica da doenca
para a forma HT e a reagao negativa, para a forma HV, da mesma forma, os
alelos HLA-DR2, HLA-DR3 e o alelo HLA-DQ1, também sugerem,
respectivamente, prognéstico da doenga para a forma HT ou HV.

Trabalhos realizados até o momento descrevem associacdes entre os
antigenos HLA e as formas HT e HV, porém nenhum estudo foi encontrado
com pacientes HD. Devido a falta de informacbes para este grupo, um
estudo de associacao foi realizado.

Como nédo encontramos na literatura registros de estudos sobre a
possivel relagdo entre alelos HLA de pacientes hansenianos HT, HD e HV
com a leitura clinica da reacdo de Mitsuda o trabalho foi proposto. Com o
objetivo de comparar os resultados da leitura clinica da reagdo de Mitsuda
em pacientes hansenianos HT, HD, HV com os alelos do complexo HLA,
através da reacgdo intradérmica de Mitsuda e da tipificagdo dos alelos do
complexo HLA de classe Il (locos DRB1* e DQB1*).

Deste modo, uma associagao positiva entre o alelo HLA e a reacao de
Mitsuda, poderia contribuir de maneira mais efetiva no auxilio da

classificagao e progndstico da hanseniase.
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2.0. MATERIAL E METODOS

2.1. Critérios de Elegibilidade

Participaram do estudo 176 pacientes com diagndstico clinico de
hanseniase firmado de acordo com os critérios clinicos, baciloscopicos,
imunoldgicos e histopatoldgicos estabelecidos pelo 6° Congresso
Internacional de Madri (1953), totalizando 50 HT, 50 HV e 76 HD, oriundos
do Servigo de Dermatologia Dr. Diltor V. A. Opromolla do Instituto Lauro de
Souza Lima de Bauru. Os participantes foram informados sobre o propésito
do estudo e somente participaram aqueles que concordaram, assinando o
termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1). O protocolo foi
aprovado pela Comissdo de Etica e Cientifica em Pesquisa, sob n°
02/2002/ILSL.

O grupo controle consistiu em 168 individuos sadios da mesma etnia e
nao aparentados, que compareceram ao Laboratério de Imunogenética do
Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL) para realizagdo de exames de

Histocompatibilidade.

2.2. Métodos

2.2.1. Teste de Mitsuda

A suspensdo de bacilos na concentracdo de 6,0 x 10" M. leprae/ml em
solucao isotbnica de cloreto de sodio, esterilizada pelo calor e conservada
com acido fénico foi preparada no ILSL, injetada na face anterior do brago
por via intradérmica no volume de 0,1ml, utilizando seringa tipo tuberculinica

de 1ml e agulha de 13 x 3,8mm®.
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Apods 28 dias foi realizada a leitura clinica da reagéo, utilizando-se como
medida milimetros de induragao. Calculou-se a média aritmética dos dois
maiores diametros do noédulo, seguindo os critérios propostos pelo
Congresso Mundial de Leprologia (Madrid, 1953)"!, descritos a seguir:

Negativo (-) auséncia de resposta;

Duvidoso () infiltracdo com didmetro < que 3,0 mm;

Positivo (+) infiltragado com didmetro entre 3,0 e 5,0 mm;

Positivo (++) infiltracdo com diametro > que 5,0mm;

Positivo (+++) infiltragdo com didmetro = 10 mm e ulcerado

2.2.2. Tipificacdo HLA de classe Il

A tipificacdo HLA de classe Il locos -DRB1* e -DQB1* foi realizada
através da técnica de polimorfismo de DNA, pelo método de PCR-SSP
(reacdo em cadeia da polimerase, com primers de sequéncia especifica),
utilizando kits de baixa resolu¢cdo da marca One-Lambda-USA.

Coleta de sangue: Foram coletados 5ml de sangue venoso periférico em
tubo de coleta a vacuo descartavel, contendo anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetraacético).

Extracdo do DNA: Utilizou-se a técnica de Salting-out® para a extragdo
de DNA, como descrito abaixo:

Centrifugar o sangue por 25 minutos a 1500 rpm. Apds centrifugacgéo,
retirar e desprezar o plasma, recuperar o anel de leucdcitos em 2 tubos tipo
Eppendorff® (capacidade de 2ml) com 0,8ml de tampao para lise de células
vermelhas (anexo 1), homogeneizar em agitador de tubos aproximadamente
10 segundos e centrifugar por 2 minutos a 12.000 rpm. Retirar o tubo da
centrifuga, desprezar o sobrenadante, homogeneizar o botdo formado em
1ml de tampao de lise de células vermelhas, em agitador de tubos por

aproximadamente 10 segundos e novamente centrifugar por 2 minutos a
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12.000 rpm. Repetir esse procedimento até obter total lise das hemacias. A
ultima lavagem devera ser realizada com &agua ultrapura. Desprezar o
sobrenadante recuperando o botdo de leucdcitos, acrescentar 0,04 ml de
tampao de Proteinase K (anexo 2), 0,03ml de Proteinase K (anexo 3), 0,02ml
de SDS (dodecilsulfato de sodio) 20% (anexo 4) e 0,24 ml de agua ultrapura.
Homogeneizar em agitador de tubos e incubar por 30 minutos a 55°C em
banho-maria (BM), com agitagdo em intervalos de 15 minutos. Retirar do
BM, acrescentar 0,1ml de NaCl(cloreto de soédio) 6M (anexo 5) e
homogeneizar fortemente em agitador de tubos. Centrifugar por 6 minutos a
13.000 rpm. Apds centrifugagéo, transferir o sobrenadante para um outro
tubo por inversdo e dobrar o volume obtido com etanol absoluto.
Homogeneizar gentilmente por inversao durante 30 segundos e centrifugar
por 1 minuto a 13.000 rpm. Retirar da centrifuga, desprezar o sobrenadante
e acrescentar 1ml de etanol a 70%, agitar manualmente e centrifugar por 1
minuto a 13.000 rpm. Finalmente, desprezar todo o sobrenadante
cuidadosamente e reconstituir com agua ultrapura em volume variavel entre
0,03 ml a 0,08 ml.

Verificar a concentracdo e a pureza da amostra através de leitura em
espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm,
respectivamente. Acertar a concentragdo da amostra em 100ng/ul conforme
descrigao do kit, utilizando a férmula da relagédo entre soluto e solugéo (V1x
C1= V32 x Cy).

Reacdo da PCR: Descrita conforme especificagdes técnicas do fabricante
(MicroSSP™ Generic Lote 05A One-Lambda/USA), como segue:

Retirar o material necessario do freezer —80°C para a realizagao das
tipificagbes e, apds descongelamento, homogeneizar o mixer com o0s
nucleotideos em agitador de tubos. Dispensar no microtubo do controle

negativo 1ul de agua ultrapura e 9ul de mixer com 2 ul da enzima Taq
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polimerase. Logo apds, acrescentar 39 ul da amostra de DNA extraido na
solugdo do mixer e homogeneizar. Nos microtubos, ja contendo os primers
especificos para os locos -DRB1* (DRB1*01, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*08,
DRB1*09, DRB1*10, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13, DRB1*14, DRB1*15,
DRB1*16, DRB1*17, DRB1*18 e -DQB1* (DQB1*02, DQB1*04, DQB1*05,
DQB1*06, DQB1*07, DQB1*08, DQB1*09), dispensar 10-ul da solugao
mixer. Vedar bem toda a placa com microtubos e iniciar a amplificagdo em

termociclador Applied Biosystems seguindo o programa descrito abaixo):

Numero de Passo Temperatura (°C) Tempo (seQ)
ciclos
01 01 94 130
02 63 60
09 01 94 10
02 63 60
20 01 94 10
02 59 50
03 72 30
Final 01 04 -

Finalizada a amplificacdo, retirar os microtubos do termociclador,
transferir 10ul da reagdo PCR para gel de agarose 2,5% (Sigma) acrescido
de 10ul de brometo de etideo 0,01% (Sigma), utilizando o equipamento
Micro SSP Gel System (One-Lambda-USA). A seguir realizar a eletroforese
em tamp&o TBE (Tris Borato EDTA) (anexo 6) por 4 minutos a 150 volts.
Fotografar o gel sobre o transluminador UV. Anotar a leitura final nos

protocolos especificos que acompanham o kit (anexo 7).
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2.2.3. Andlise Estatistica

Para o estudo de associagao entre HD e alelos HLA utilizou-se o Teste
Exato de Fisher. Os valores corrigidos de P(Pc) foram calculados
multiplicando-se o valor de P pelo numero de antigenos testados®’.

O Teste do Qui-quadrado foi utilizado para detecgédo de associagao entre
os resultados do teste de Mitsuda, independentemente da forma clinica, e
alelos HLA.

As analises estatisticas foram realizadas ao nivel de 5% de significancia

com o emprego do pacote estatistico SPSS 11.0 for Windows.
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3.0. RESULTADOS

3.1. Teste de Mitsuda e Tipificacdo HLA

Dos 176 pacientes estudados, a forma clinica HT consistiu em 26
homens e 24 mulheres, com idade variando entre 8 e 80 anos (média 50
anos[+20]). Na forma HV, 32 eram homens e 18 mulheres entre 25 a 91
anos (média 54 anos [+£17]). No grupo HD, 41 eram homens e 35 mulheres
entre 23 a 92 anos (média 57 anos [+15]).

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados da reagao de Mitsuda em
pacientes HT e os alelos HLA de classe Il. A leitura clinica da reacéo,
seguindo a classificagcéo proposta'’, demonstrou que todos os pacientes HT
apresentaram resultado positivo. O padrdo de leitura foi positivo 1+ em 8
(16%) casos estudados; positivo 2+ em 34 (68%) e positivo 3+ nos 8 (16%)
casos restantes. O didmetro da induragao variou entre 4,0 mm a 18,0 mm e
o valor médio dos resultados foi de 7,5 mm (+2,6).

Na Tabela 2, encontram-se representados os 50 pacientes HT, Mitsuda
positivos. Destes, 14 (28%) apresentaram o alelo HLA-DR2 (DRB1*15 ou
DRB1*16), sendo 12 (24%) com o alelo HLA-DRB1*15 e 2 (4%) com HLA-
DRB1*16. O alelo HLA-DR3(DRB1*17 ou DRB1*18) foi observado em 8
(16%) pacientes, sendo que 4 (8%) apresentaram o alelo HLA-DRB1*17 e 4
(8%) HLA-DRB1*18. Concomitantemente, em apenas 1 (2%) paciente, foram
observados os dois alelos HLA-DRB1*15 e HLA-DRB1*17. Assim, do
numero total de pacientes estudados, 23 (46%) apresentaram o marcador
relacionado com a forma HT.

Na Tabela 3, estdo expressos os resultados dos alelos HLA-
DQ1(HLADQ1*05 e HLA-DQB1*06) em todos os 50 pacientes HV, Mitsuda
negativos.

Na Tabela 4, esta demonstrada a distribuicdo da presenca dos alelos
HLA nos pacientes HV, Mitsuda negativos. Trinta e sete (74%) apresentaram
o alelo HLA-DQ1(HLA-DQB1*05 ou HLA-DQB1*06), sendo 17 (34%) com
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HLA-DQB1*05, 14 (28%) HLA -DQB1*06 e 6 (12%) HLA-DQB1*05 e HLA-
DQB1*06.

Na Tabela 5, encontram-se representados os resultados da leitura clinica
da reacao de Mitsuda e os alelos HLA em pacientes do grupo HD. O padrao
da leitura clinica do teste resultou negativo em 37 doentes (48,7%); duvidoso
em 4 (5,2%); positivo 1+ em 23 (30,3%) e positivo 2+ em 12 (15,8%) casos
estudados. O didmetro da induragdo variou entre negativo a 7,5mm de
induracéao, representando uma média de 2,4 mm (£2,5).

Na Tabela 6, esta demonstrado o estudo de associacao realizado entre
alelos HLA e grupo HD. Os resultados obtidos ndo sugeriram nenhum alelo
HLA associado a esta forma clinica da doencga (p>0,05) quando comparados
com grupo controle de pessoas sadias.

Uma outra forma de analise foi realizada na qual os pacientes nao
foram estratificados de acordo com sua forma clinica, mas separados de
acordo com a reacgao de Mitsuda em positivos e negativos.

Na Tabela 7, verifica-se a distribuicdo de 85 (48,3%) pacientes
hansenianos Mitsuda positivos, quanto a presenca de alelo HLA-DRB1*15
ou HLA-DRB1*16 (HLA-DR2) e HLA-DRB1*17 ou HLA-DRB1*18 (HLA-DR3)
e de 91(51,7%) pacientes Mitsuda negativos, quanto a presenca do alelo
HLA-DQB1*05 ou HLA-DQB1*06 (HLA-DQ1). No grupo com reacdo de
Mitsuda positiva, 37 (43,5%) possuiam o alelo HLA-DR2 ou HLA-DR3 e no
grupo com reacao negativa, 60 (65,9%) possuiam o alelo HLA-DQ1.
Verificou-se associagcdo entre os pacientes Mitsuda negativo e alelo HLA-

DQ1 a um nivel descritivo de 0,002, pelo teste do Qui-quadrado.
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Tabela 1. Resultados da leitura clinica da reacdo de Mitsuda em milimetros

(mm) e alelos HLA em 50 pacientes HT.

Pacientes Mitsuda (mm) | HLA
DRB1* DRB1* DQB1* | DQB1*

01 5,0 08 08 04 04
02 6,0 11 18 04 07
03 10,0 13 17 02 06
04 7,0 04 07 08 09
05 7,5 07 09 02 02
06 8,0 08 17 02 04
07 18,0 10 11 05 07
08 7,5 07 16 02 05
09 6,5 01 15 05 -
10 7,0 04 04 07 07
11 9,5 11 13 07 07
12 55 07 13 02 06
13 7,0 15 13 06 06
14 5,0 04 11 07 07
15 55 07 17 02 02
16 4,0 14 15 06 -
17 7,0 07 - 02 05
18 55 07 11 02 07
19 9,0 01 15 05 06
20 4,0 01 04 05 04
21 7,0 18 13 02 04
22 6,5 09 - 04 -
23 11,0 17 07 02 02
24 7,0 11 11 07 07
25 6,5 04 08 04 07
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o6 6.0 13 15 06 06
27 8,0 07 13 %0 %
55 6.0 08 14 04 05
55 55 15 07 06 02
30 9.0 13 18 04 06
T 20 T 13 07 06
32 7,0 15 o7 % >
33 7,0 01 10 o %
34 7,0 18 o7 0 o
35 12,0 09 11 06 02
36 11,5 08 14 o %
37 9,0 09 " 0 i

38 75 07 " 0 o
39 10,0 07 13 02 0
0 13,5 15 09 06 02
71 12,0 01 15 05 0
42 5,0 10 15 0 %
43 7,0 01 o1 o %
44 8,0 15 17 % -
45 5,0 01 16 o %
46 6.5 13 15 % %
47 5,0 04 " o %
48 7,0 01 04 0 %
49 6.0 09 13 09 %
50 6.0 01 15 % o

(-): ndo identificado
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Tabela 2. Distribuicdo da presenga de alelo HLA-DR2 (HLA-DRB1*15 e
HLA-DRB1*16) e HLA- DR3 (HLA- DRB1*17 e HLA-DRB1*18) em 50

pacientes HT com reacao de Mitsuda positiva.

Marcador Alelo HLA

Presenca de alelo

Pacientes %
com alelo
DR2 DRB1*15 12 24
DRB1*16 2 4
DR3 DRB1*17 4 8
DRB1*18 4 8
DR2+DR3 DRB1*15 + DRB1*17 1 2
Outros alelos 27 54
Total 50 100
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Tabela 3. Distribuicdo de 50 pacientes HV, Mitsuda negativos, quanto os
alelos HLA

Pacientes HLA
DRB1* |DRB1* |DQB1* |DQB1*

01 08 13 04 09
02 08 08 07 07
03 16 17 02 07
04 17 07 06 02
05 11 16 07 -
06 09 16 02 05
07 04 16 07 04
08 01 13 05 -
09 11 13 06 07
10 01 11 05 07
11 01 13 05 -
12 11 18 07 04
13 04 04 08 08
14 13 - 05 07
15 01 10 05 05
16 15 09 06 09
17 13 15 06 06
18 10 13 05 06
19 08 15 06 07
20 01 04 05 08
21 07 15 06 09
22 16 11 05 06
23 04 13 04 06
24 04 15 02 06
25 01 14 05 05
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26 01 A A
27 16 17 02 05
28 o7 |08 |04 09
29 oz |16 05 09
30 or |18 |06 109
31 14 17 05 02
37 04 07 02 08
33 01 04 04 05
34 11 16 |06 -

35 A A L
36 04 16 08 )

37 o7 jo8 02 -

38 04 13 04 05
39 15 17 02 0
40 15 11 S
41 01 11 05 o
42 o s 02
43 04 |13 |05 08
44 13 16 06 o7
45 10 |11 R il
46 15 |16 05 106
47 01 LS R
48 15 v o208
49 15 |16 05 106
50 L L

(-): ndo identificado
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Tabela 4. Distribuigdo da presenga de alelos HLA-DQ1(HLA-DQB1*05 e
HLA-DQB1*06) nos 50 pacientes HV com reagao de Mitsuda negativa.

Marcador Alelo HLA Presenca do alelo
Pacientes %
com alelo

DQ1 DQB1*05 17 34

DQB1*06 14 28

DQB1*05 e DQB1*06 6 12
Outros alelos 13 26
Total 50 100
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Tabela 5. Resultados da leitura clinica da reagao de Mitsuda em milimetros

(mm) e alelos HLA em 76 pacientes HD.

Pacientes Mitsuda HLA
DRB1* |DRB1* |DQB1* [ DQB1*

01 6,0 08 13 07 07
02 2,0 01 14 05 07
03 3,5 13 14 05 06
04 Negativo 07 10 02 05
05 7,0 13 13 06 06
06 6,0 01 08 04 05
07 3,5 14 15 05 06
08 Negativo 01 13 - -
09 Negativo 13 15 06 07
10 Negativo 01 13 05 07
11 Negativo 01 04 05 07
12 Negativo 10 01 05 05
13 4,0 08 13 04 06
14 Negativo 01 17 02 05
15 2,5 11 13 06 06
16 7,0 01 17 05 02
17 Negativo 18 10 05 04
18 5,0 07 13 06 02
19 Negativo 01 15 05 04
20 Negativo 01 11 05 06
21 Negativo 04 04 07 07
22 5,0 04 10 05 08
23 Negativo 13 14 05 06
24 Negativo 07 16 02 05
25 Negativo 17 17 02 02
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26 2,5 13 15 06 06
27 3,5 11 16 05 07
28 5,0 09 15 06 -

29 Negativo 15 18 02 04
30 Negativo 13 - - -

31 Negativo 08 13 04 06
32 4,0 04 04 07 08
33 Negativo 04 16 08 -

34 Negativo 04 11 07 08
35 Negativo 07 13 06 09
36 Negativo 17 07 02 09
37 5,0 11 04 07 07
38 Negativo 15 15 06 06
39 6,0 15 15 06 06
40 Negativo 11 15 06 07
41 5,0 04 07 02 07
42 3,5 04 07 07 04
43 Negativo 07 11 02 09
44 6,0 11 13 06 07
45 3,5 11 15 06 07
46 3,5 13 15 06 06
47 Negativo 13 15 06 06
48 3,5 11 14 05 07
49 5,0 11 16 05 07
50 Negativo 04 17 02 08
51 4,5 01 10 05 07
52 6,5 01 13 05 07
53 3,5 13 15 06 06
54 Negativo 10 15 05 06
55 6,0 08 11 04 07
56 Negativo 07 11 07 09
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57 6,0 01 16 05 05
58 Negativo 04 11 07 07
59 4,0 13 13 06 06
60 Negativo 11 15 07 -

61 7,5 01 14 05 05
62 4,0 11 13 07 05
63 55 07 17 02 02
64 4,0 13 15 06 06
65 Negativo 07 15 02 06
66 3,0 04 13 06 08
67 6,0 11 11 07 07
68 Negativo 17 15 02 06
69 Negativo 09 11 07 -

70 2,5 01 13 05 06
71 Negativo 04 07 07 02
72 Negativo 04 04 07 07
73 5,0 15 15 06 06
74 3,5 11 15 06 07
75 Negativo 08 11 04 07
76 Negativo 01 11 07 07

(-): ndo identificado
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Tabela 6. Frequéncias de alelos HLA em 76 pacientes HD e 168 controles
sadios(C).

HLA Freq. HD % | Freq.C% P Pc

DRB1*13(6) | 34,2 24,4 0,03 0,63(ns)
DRB1*15(2) | 30,3 16,7 0,02 0,42 (ns)
DQB1*02 | 224 39,3 0,01 0,21 (ns)
DQB1*06(1) | 54,0 36,3 0,01 0,21 (ns)

P= valor de P, Teste Exato de Fisher; P<0,05
Pc= P corrigido; P<0,05

ns= nao significativo

Tabela 7. Distribuicdo de 85 pacientes hansenianos Mitsuda positivos
quanto a presenca de alelo HLA-DRB1*15 ou HLA-DRB1*16 (HLA-DR2),
HLA-DRB1*17 ou HLA-DRB1*18 (HLA-DR3) e de 91 pacientes Mitsuda
negativos quanto a presenga do alelo HLA-DQB1*05 ou HLA-DQB1*06
(HLA-DQ1).

Presenca de Alelo HLA nos pacientes

Reacdao de . - Total
Mitsuda ~ SIM Nao .
p
N % N %
Positivo' 37 43,5 48 56,5 0,233 85
Negativo® 60 65,9 31 34,1 0,002 91
Total 176

* teste de Qui-quadrado, gl = 1.
1. em relagcdo a HLA-DR2 e HLA-DR3
2. em relagao a HLA-DQ1.
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4.0. DISCUSSAO

Os estudos sobre a distribuicido da hanseniase entre os géneros
masculino e feminino em varias regiées do mundo, concordam que a doenga
afeta ambos os sexos, com predominancia em homens®® *. Esta diferenca é
explicada por varios motivos como: grau de exposig¢ao, condigdes culturais e
hébitOSmo' 101,102.

Neste estudo, os pacientes foram selecionados ao acaso, conforme
encaminhamento médico e apds diagndstico confirmado de hanseniase.
Observamos a frequéncia de homens (56,2%) discretamente maior que as
mulheres (43,8%), corroborando com a literatura. Verificamos também a
predominancia do sexo masculino na forma HV (32 homens para 18
mulheres), fato também descrito na literatura % 104195,

A hanseniase, por ser uma doenca infecciosa cronica, tem a
multiplicagdo bacilar lenta, como consequéncia possui um longo periodo de
incubagdo. Acomete com maior freqiiéncia os adultos entre 30 a 60 anos®
% Com relagdo as idades dos pacientes incluidos neste estudo, houve
variagcao entre 50 (x20) anos na forma HT, 54 (£17) anos na HV e 57 (x15)
anos no grupo HD. Estas variagbes sao similares aos relatados por Barro
(2004)'°? quando avaliou a situagdo da hanseniase no municipio de
Londrina-PR e encontrou maior incidéncia da doenca na faixa etaria entre 35
a 54 anos. Por outro lado, Brasil et al. (1998)'% relataram uma maior
incidéncia de casos, na faixa etaria acima de 60 anos, na cidade de
Severinia-SP

Embora o M. leprae tenha sido identificado como patogénico ao homem
ha mais de um século, até hoje nao foi cultivado in vitro, fato este que
dificulta um maior conhecimento das caracteristicas bioldgicas desse agente.

Desde 1919, quando Kensuke Mitsuda ' idealizou o teste cutaneo obtido
a partir de hansenomas para a avaliagcao da resposta imune celular, nenhum

outro parametro confiavel para avaliar essa resposta in vivo foi proposto.
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A dificuldade na obtenc&o dos antigenos para o preparo da suspensao é
um dos fatores que torna necessario o encontro de novos métodos para a
substituicdo desse teste, uma vez que se utilizam hansenomas obtidos de
pacientes multibacilares ou entao, de tatus infectados para o seu preparo.

A partir do teste de Mitsuda, novos antigenos comecaram a ser
desenvolvidos como testes diagndsticos, incluindo o MLSA (antigeno soluvel
do M.leprae) %, MLSA-LAM (antigeno soltvel do M. leprae com quantidades
minimas de lipoarabinomanana) e o MLCwA (antigeno associado a parede

celular do M. leprae)'®.

A finalizacdo do seqiiénciamento do genoma do M.leprae em 2000'%°
proporcionou oportunidade Uunica para identificar antigenos puros e
especificos, capazes de induzir resposta celular, excluindo possiveis
interferéncias que ocorrem quando se utiliza material de origem humana ou
animal. Assim, peptideos sintetizados com base no genoma do bacilo sdo os
candidatos ideais para induzir resposta cutadnea em individuos que nunca
tiveram contato com o bacilo, naqueles que mantém contato direto com
hansenianos e nos proprios doentes com algum grau de resisténcia.

Apesar desses estudos, o teste de Mitsuda continua sendo o Unico
parametro imunoldgico aceito, internacionalmente, como critério para o
auxilio na classificacdo das formas clinicas da hanseniase.

A avaliacdo macroscépica da reacao realizada através de leitura clinica,
frequentemente, encontra correspondéncia com a histopatologia, embora
existam relatos de incompatibilidade entre essas avaliagdes %', No
presente estudo, os 50 pacientes HT analisados apresentaram resultados
positivos na leitura clinica da reacdo de Mitsuda, com variagdes no diametro
da induracdo. Nossos resultados concordam com as descricbes da
literatura*® nos quais 90% dos individuos demonstraram resultados positivos
2" para a reacéo de Mitsuda.

A capacidade de resposta que tanto individuos saudaveis como doentes
possuem em reconhecer os mesmos antigenos € determinada através de
caracteristicas genéticas’*. O complexo HLA por sua vez, possui

caracteristicas genéticas importantes tais como o polimorfismo de genes,
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heranca mendeliana e atuacdo de forma direta na resposta imune. Na
hanseniase, estudou-se amplamente este complexo, na tentativa de
esclarecer os mecanismos de suscetibilidade ou resisténcia que certos
individuos possuem para a doencga.

Atualmente, acredita-se que a participagdo do complexo HLA na
hanseniase ocorra na modulagcdo da forma e na manifestacdo clinica da

doenca e nao na suscetibilidade propriamente dita para a infecgao’® ™.

Estudos envolvendo diferentes populacdes do mundo®: 8" 82 83. 84, 85, 86
incluindo a brasileira, evidenciam os alelos HLA-DR2 e HLA-DR3 associados
com a forma HT, sugerindo que estes alelos poderiam induzir uma vigorosa
resposta de célula T, enquanto o alelo HLA-DQ1, estaria associado a HV,
induzindo a uma resposta ineficiente, talvez pela indugdo de células T
supressoras especificas ao M. leprae’'?. De forma geral, os resultados entre
os estudos indicam que as formas, HT e HV, estdo associadas com HLA-
DR2 e HLA-DQ1, respectivamente, em diferentes populagdes, confirmando a
participacdo do HLA de classe Il no direcionamento da forma clinica da
doenca.

No presente estudo, realizamos a reagdo de Mitsuda e a tipificacdo HLA
de classe Il nos pacientes com as diferentes formas clinicas da hanseniase,
com O objetivo de estabelecer uma possivel relacdo entre esses dois
parametros. Nosso trabalho consistiu em uma investigagado inédita, n&o
tendo sido localizado nenhum relato na literatura consultada que
demonstrasse o comportamento da reacdo de Mitsuda comparada a
freqUéncia dos alelos HLA nas formas HT, HD e HV. Nossos resultados nao
permitiram estabelecer nenhuma relagado entre alelos HLA com as formas
clinicas isoladas da hanseniase e a reacédo de Mitsuda.

Na amostra HT, apesar de todos os pacientes apresentarem reacéao de
Mitsuda positiva, apenas 46% apresentaram os alelos HLA-DR2 (28%),
HLA-DR3 (16%) e HLA-DR2/DR3 (2%), contrariando nossas expectativas de
encontrar maior porcentagem de pacientes com esses alelos associados a

resisténcia e direcionamento da forma clinica da doenca.
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Nos HV, Mitsuda negativo, 74% apresentaram o alelo HLA-DQ1. Apesar
da porcentagem elevada, apds anadlise estatistica n&o verificamos
comparacgao significativa.

Portanto, nas formas HT e HV n&o conseguimos afirmar o envolvimento
direto dos alelos HLA-DR2 / HLA-DR3 e HLA-DQ1, com a resposta da
reacao de Mitsuda.

No grupo HD, os resultados foram mais discordantes, pois nao
demonstramos, apos a realizacdo do estudo de associagdo, nenhum alelo
HLA associado a esta forma da doenga (p> 0,05), portanto n&o obtivemos
parametros para realizar a comparacdo com a reagao de Mitsuda que
concordando com a literatura, neste grupo, variou entre negativa a
fracamente positiva.

Ottenhoff et al. (1987)'™ em estudo envolvendo apenas pacientes HD
que estavam em reacdo, localizados préximos ao poélo tuberculdide e
pacientes nao reacionais, verificou associacdo do HLA-DR3 com a resposta
fortemente positiva da reacdo de Mitsuda nos pacientes reacionais. Segundo
os autores, a frequéncia elevada do HLA-DR3 sugere a participagdo deste
na imunidade celular dos pacientes que sofrem o surto reacional, fato
também observado por Marcos et. al (2000)%®, em estudo com pacientes HT
e HD reacionais.

A discordancia entre nossos resultados e os obtidos nestes estudos pode
ser justificada através da metodologia utilizada, uma vez que, nesse estudo
empregamos a técnica de tipificagdo por biologia molecular, a qual
apresenta melhor definicdo dos alelos, enquanto que nas referéncias acima
citadas, os resultados foram obtidos através de técnicas sorologicas.

Como néo encontramos associacido positiva entre alelos HLA e reacao
de Mitsuda, nas formas clinicas isoladas, optamos por uma outra forma de
analise na qual os pacientes foram separados em Mitsuda positivos e
negativos.

Nos pacientes Mitsuda positivos, composto pelos HT e HD proximos ao
polo T ndo foi encontrada qualquer relagdo com os alelos HLA-DR2 e HLA-

DR3, pois apenas 43,5% apresentaram o alelo, discordando da literatura,
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que sugere a participagado destes antigenos na indugdo de uma resposta
imune celular eficiente contra o M. leprae, no entanto, no grupo com reagéo
de Mitsuda negativa, composta pelos pacientes HV e HD préximos ao pélo
V, foi possivel detectar associagao estatisticamente significante a um nivel
descritivo de 0,002, pelo teste do Qui-quadrado, com o alelo HLA-DQ1em
65,9% dos pacientes, confirmando a descricdo da literatura quanto a
participacdo deste antigeno na resposta imune celular deficiente ™ 2.
Fundamentado nos resultados obtidos, foi possivel verificar o perfil de
resposta imune celular especifica para o M. leprae e a distribuicdo dos alelos
HLA na populagao brasileira nas formas clinicas isoladas ou ndo. Todavia,
os estudos devem ser ampliados para que se possa avaliar e compreender,
com maior fidelidade, mecanismos como os de imunorregulagao e
fisiopatologia e evidenciar a participagdo destes componentes na infec¢ao
hansénica, para que diagnosticos mais precisos sejam firmados e novas

terapéuticas sejam instituidas.
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5.0. CONCLUSAO

A partir deste trabalho foi possivel concluir que:

A utilizagdo isolada da tipificagdo dos alelos HLA ndo constitui um

método adequado para avaliar o progndstico da doenga;

A reacéo intradérmica de Mitsuda mantém-se como valiosa ferramenta

utilizada na classificagdo e no prognostico da doenga;

Quando utilizados em conjunto, a tipificagdo dos alelos HLA poderia

complementar o diagnostico da hanseniase.
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,
declaro que fui devidamente informado e concordo em participar do projeto
de pesquisa denominado: "ESTUDO COMPARATIVO ENTRE REACAO DE
MITSUDA E FENOTIPAGEM HLA EM PACIENTES HANSENIANOS", que
estd sendo realizado sob responsabilidade da Dr® Maria Esther Salles

Nogueira e Fabiana Covolo de Souza, no Instituto Lauro de Souza Lima.

O presente estudo tem por finalidade verificar se existe relacdo entre
a reacdo de Mitsuda e os antigenos do complexo HLA. Para tanto, sera

necessario coletar 5ml de sangue venoso periférico (uma colher de sopa).

Declaro também que estou ciente de que os responsaveis por este
trabalho estardo disponiveis em responder a quaisquer duvidas de minha

parte.

Por estes termos, firmo o presente.

Bauru, de de

participante

orientador

pesquisador
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ANEXOS

Reagentes utilizados na extragao do DNA

Reagente 1:

Tampéao para lise de células vermelhas 5X:
5489 sucrose (concentracao final 1,6M)

50 ml Triton-X (concentragéo final 5% v/v)

25 ml MgClI,6H,0 1M (concentragao final 25 mM)
60 ml Tris-HCI pH 7,5 ( concentragao final 60 mM)

Dissolver a sucrose em 500 ml de agua pura. Adicionar o Triton-X,
MgCl,6H20 e o Tris-HCI. Ajustar o volume para 1000 ml com agua pura.

Estocar a 4°C. Para uso diluir para 1X.

Reagente 2:

Tampéao Proteinase K:

750 ul NaCl 5M ( concentragéo final 0,12M)

2,4 ml EDTA 0,5M pH 8,0 (concentragéo final 0,12M)

Ajustar o volume para 10 ml com agua pura. Filtrar com Millipore 0,45um.

Estocar a 4°C.
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Reagente 3:

Solucéo da enzima Proteinase K:
10 mg proteinase K

1 ml de agua pura

Dissolver a proteinase em agua pura. Estocar a — 20°C. Preparar

aliquotas com pequenos volumes para o congelamento.

Reagente 4:
Solucéo de SDS 20%:
2 gde SDS

Dissolver em 8 ml de agua pura. Ajustar o volume para 10 ml. Estocar em

temperatura ambiente.

Reagente 5:
Solucéo de NaCl 6M:
350,69 NaCl

Dissolver em 800ml de agua pura. Ajustar o volume para 1000ml.
Preparar, deixar descansar 24 horas, retirar o sobrenadante para utiliza-lo.

Autoclavar e estocar em temperatura ambiente.
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Reagente 6:

Tampao TBE 10X:

108g de tris base

559 de acido bdrico

40 ml de EDTA 0,5M pH 8,0

Dissolver o tris e o acido bdérico em 700 ml de agua pura. Adicionar o
EDTA. Ajustar o volume para 1000 ml. Estocar em temperatura ambiente.

Para uso diluir para 1X.
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Protocolo de leitura utilizado nas tipificagdes HLA:

WORKSHEET

Position 2G/6C/10C: 125/ 175/ 200 bps
Position 2A/6A/10A; 100 / 125/ 150/ 175/ 200 bps

Position 3F/7F/11F: 160/ 175/ 200 / 225 bps

Photo Documentation

Please refer to Primer Information document for revision information.

Micro SSP™ Generic HLA Class Il DNA Typing Tray, Lot #05A

IHCHRRI A

Cat #SSP2L & LSSP2L

O Patient [ Male
0O Denor O Female

Name
Sample 1.D. Race Birthdate ABO/Rh
Disease Relationship to Patient
Results Tray Exp. Date
Tray Dot #
D-mix Lot #/Batch #
Comments: (384-Well Format Only)
Load Position: 14 [Q2
Oa O3
Test No.:
Test Performed by Date
Read by Date
Reviewed by Date

SSP2L 05A WS2 REV 4: PAGE 1 OF 3
One Lambda, Inc. 21001 Kittridge Street, Canoga Park, CA 91303-2801 Tel: (818) 702-0042 Fax: (818) 702-6904 www.onelambda.com
Templ_SSP_WS2 Rev 3

Nomenclature includes HLA alleles listed in the January 2004 update of the IMGT database (Rebinson J, et al., "IMGT/HLA database - a sequence database for the human major
histocompatibility complex.” Tissue Antigen (2000) 55,280-287). Camplete update information is located at www.anthonynotan.com/HIG/index.html.
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WORKSHEET
Micro SSP™ Generic HLA Class Il DNA Typing Tray, Lot #05A

Name Sample ID
D R B L H 1/5/9 2/6/10 37T 4/8/12
ocCl nalFle[p[clBa|n]e]F]e[p[c|a]a|H]a]F|e|o[c|e|a|H|c|F|e[D|c|a]aA
Reaction Results (mark positive locations) \ |
w0 wlglz|alsle g
Approximate Product Size (bp) slalalalalalt lalalela 888|288 e 8w slz|gigle
BIEIRSIS(BRIBISI 8IS als [alals RIS EIR B RISIE | 1|
Serology Equivalent DRB Loci Allele Group = S=EE2R| 2
N.C Negative Control 1 1 |
DR DR- DRB1°010101-0202/04-11
DR108 DRB1°0103
DRB1°080101-0102/04-0502/08/13~16/
PRI7DRA R 18~20/22~23/25 |
DRI DRB1°030201-08 i
DR3.DA17 DRB1°0306/11
DR3.DR- DRB1°0307/21 i T
DR- ~|oAB1-oans HE N | |
DR17 —___|bmB1%03io
DR3,DR13.0R6 DRB1°0312.0RB1" 1320/28 | [
DAB1°0317/24;DAB1°1344:DRB1" 1442~ [
DR- a5 | = =
DRB1-040101-14/16-560
DRB1°0415 |
DRB1°070101-08 | | [ 1
DRB1°080101-08/10-16/18-19/22-24/ I [
26-27 |
DR8.DA- DRB1"0809/21,0AB1°1415 | i |
DR& DRE1°0817 i [ —
DR DRB1°0820,DAB 11347 | H l
m———————
DRY,DR- DRB1°090102-03
DA10 DRE1°100101-0102 |
DRE1"110101-0105/0401-0402/0601~
DR11,0R- 0602/09/15/18-19/24/2701~29/31 33/
35/37-39/43- 44/46-47/49 |
DR11.DR- DRB1"1102/14/16/20-21/48 1 I B
DR11,0R- DRB1°1103/11/40-41
DA11.DR- DRB1°1105/22/26/30/34
DA1T1 DRB1"1107 ! i | |
[DRTIDR-  [DRB17110801-080242 | ]
DR11,0R- DRB1°1110/1201-1202 | [
DR11 DRB1"1113 B |
DR-DA14 DAB1°1117:DRB1" 1411 7 || I
DR11.DR- DRB1"1123/25/45_
DR DRB1"1136 I I
DR12,DR- DRB1"120101-0302/05-08
DRS DRB1-1204
DR- DRB1-1209 ] N |
DRB1"130101-04/12/15-16/21-23/28/
HRRQHEOR: 30-36/38~40/48-49/51~53/58-59/61 L Il
DRB171305-0702/10~11/1401~1402/26/ | T
BRIAER: 37/42/46/50/62
DR13.DR- DRB1*1308/18/57 - 150 [
DR-DR14 DRB1"1309,DRB1"1422/24-25/37 X
DR13,DR- DRB1*1313/55
DR18 DRB11317 T HE EER
DR13 DRB1°1318 1 5
DR- DRB1°1324/54
Di DRB1"1325/66 ] =
DA13.0R- DRB{*1327/41
DA- DRB1°1343 e
OA- DRB1°1345 Bl
DA- DRB1°1360 = ]
DR14.0A- DRB1"140101-0102/0701-08/26/35/39
DRB1"1402/0501~06/09/14/17-21/230 |
PRIDR-DREDRTS o9 a0raa/a6r4144-45647-48
DR1403, DR 14.0R- DRB1*140301-0302/12/40 .
DR1404,0R14.DR- DRB1"1404/10/28
DR14 DRB1"1413 m ]
DR6 DRBI°1416
DR14 DRB1"1427
DR- DHB1*1431 | |
DR- DRB1°1432/34/38 B | 1 |
DR- DRB1" 1446 B fiuil |

l
SSP2L_05A WS2 REV 4: PAGE 2 OF 3
One Lambda, Inc. 21001 Kittridge Street, Canoga Park, CA 91303-2801 Tel: (818) 702-0042 Fax: (818) 702-8904 www.onelambda.com
Templ SSP_WS2 Rev 3
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WORKSHEET
Micro SSP™ Generic HLA Class Il DNA Typing Tray, Lot #05A

Name Sample 1D

DRB L . 758 2/6/10 - &t 4/8/12
ocl u|a[F|e[n]c/sa|[n]c[F[e[o[c[s][a|n|c|F|elnlc/8|a|H|c FlEn|cB|A

Reaction Results (mark positive locations)

T

| I
i & g 888 8la
Approximate Product Size (bp) il | @ | £ N8 R[2RS e
2|8|18/18 8 &4[=|8 82
- i el s hel (R gielq|8/8|8 i i
Serology Equivalent DRB Loci Allele Group = == R |
DR15,DA2.DR DRB1°150101~14 | | = i) | il |
DR16.0A2.0R DAB1*160101~0501/07-08 | |

0101-06/08~11:DABS"

|
) DRB3 A7

Egealy DRB3-030101-03 |
DRSZ DRE3"0107 H
OR DRB3"0218 |
DR53,0R63 Blank’ DA-_| DAB4°01010101-06 ] il |
DR51,08-,0R51"Blank” DRB5°010101-12;DRB5°0202-05 ‘ | 1

DQB1 Locus /el F[e]o]c[al

Reaction Results (mark positive locations) |

Approximate Product Size (bp)

w 0low|vv|s
SRR EEER
Serology Equivalent DQB Locus Allele Group
Do2 DOB10201-03
DQ7,DO- 008 DOB1°030101-0102/04/08~10/13 ]
DQ8.ba- DQB17030201-~0202/0501-0503/07-08/ 11 {
DOB.D03 D0 DOB 170303021 > |
DOa DOB1°0401-02 — ] ‘
oS DOB1"050101-04 i ] |
DGE,DO- 00T DOBT 060101 -19/21 | [ A
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