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RESUMO 
 

 Vários estudos têm relacionado genes envolvidos com a resposta imune, 
como os do sistema HLA, com variações na aceitação e na taxa de sobrevida do 
aloenxerto em transplantes renais. Contudo, outros genes não HLA podem estar 
também influenciando, como por exemplo, os genes codificantes de receptores 
semelhantes à Imunoglobulina das células Natural Killer (KIR). Evidências 
experimentais têm demonstrado a infiltração das células NK em órgãos 
transplantados, juntamente com o aumento de sua atividade logo após o transplante. 
A ação citotóxica das células NK é mediada por interações entre receptores de 
superfície celular, dentre os quais está o foco deste estudo (receptores KIR) e 
moléculas HLA de classe I específicas na superfície da célula alvo. A ausência de 
ligantes HLA I específicos na superfície da célula alvo para receptores inibidores KIR 
pode levar a aloreatividade das células NK do receptor contra células do aloenxerto 
(hipótese “missing-self”). Esta ausência do ligante específico é denominada em 
vários estudos como “Incompatibilidade KIR-Ligante”. No presente estudo foi 
analisada, através da técnica de tipagem PCR-SSOP, a presença de 16 locos KIR 
em 100 duplas de transplantados renais e a possível influência da identidade 
(presença do loco tanto no receptor quanto no doador) de 5 destes locos (2DL1, 
2DL2 e 2DL3, KIR inibidores; 2DS1 e 2DS2, KIR ativadores) cujos ligantes 
específicos são as moléculas HLA-Cw e à ocorrência de episódios de rejeição 
aguda. Verificou-se também a influência da incompatibilidade KIR-Ligante para estes 
mesmos 5 locos, sobre a rejeição aguda ao aloenxerto renal (com a tipagem dos 
ligantes HLA-Cw pela técnica PCR-SSP). Dentre as 100 duplas analisadas, 59 
sofreram episódios de rejeição aguda. Constatou-se que a não identidade entre 
receptor e doador para os locos 2DL2, 2DS1 e 2DS2 pode ter relação com a 
ocorrência de episódios de rejeição (OR=2,64, IC95%=1,12-6,22; OR=3,47, 
IC95%=1,26-9,56; OR=2,82; IC95%=1,20-6,66, respectivamente). Contudo, a 
estratificação dos transplantados renais de acordo com o grau de compatibilidade 
HLA (0-2MM, 3MM e 4-6MM), para reduzir a influência destes genes no resultado do 
transplante, permitiu observar que a não identidade para o loco 2DS2 mostra um 
aumento de 4,62 vezes na chance de ocorrência de episódios de rejeição em 
transplantes haploidênticos (3MM) (OR=4,62; IC95%=1,06-20,16). Não foram 
encontradas diferenças estatisticamente significantes na distribuição dos grupos com 
e sem rejeição em relação à incompatibilidade KIR-Ligante. 
 

xi 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 Transplante é o processo de coletar células, tecidos ou órgãos de um 

indivíduo, transferindo este material (enxerto) para outro local do mesmo indivíduo 

(transplante autólogo) ou para um indivíduo diferente da mesma espécie (transplante 

alogênico). Na prática clínica, o transplante é utilizado com a finalidade de tentar 

superar uma deficiência funcional ou anatômica do paciente. Como todo 

alotransplante, o sucesso deste ou a “pega do enxerto” depende, entre outros 

fatores, da prevenção da rejeição do órgão pelo organismo do receptor. Embora a 

rejeição seja um processo dependente de células T, a destruição do aloenxerto 

resulta de uma ampla distribuição de mecanismos efetores. Um destes mecanismos, 

ainda pouco estudado, é a atividade aumentada das células Natural Killer (NK) logo 

após o transplante apesar de forte imunossupressão, sugerindo que a citotoxicidade 

destas células do receptor contra o doador possa ser um componente adicional 

previamente não reconhecido do processo de rejeição. Em humanos, o aumento do 

número de células NK circulantes, tem sido observado, durante a rejeição aguda de 

aloenxertos renais (COOKSEY et al., 1984), além da infiltração destas células em 

órgãos como coração (MARBOE et al., 1983) e rim (HANCOCK et al., 1985; 

TOTTERMAN et al., 1989) após o transplante. A atividade citolítica das células NK 

humanas é regulada pela interação de receptores de membrana ativadores e 

inibidores, expressos por estas células, com moléculas de superfície presentes em 

células alvo, como por exemplo, as moléculas HLA (Antígenos Leucocitários 

Humanos) de classe I expressas por células hospedeiras (MIDDLETON et al., 2005). 

Isto conduziu à hipótese do “missing-self”, que postula que as células NK 

reconhecem e eliminam as células que não expressam moléculas próprias do MHC 

(Complexo Principal de Histocompatibilidade, do inglês Major Histocompatibility 

Complex) (MIDDLETON et al., 2005). Das famílias de receptores de células NK 

conhecidas optou-se no presente trabalho em estudar as relações entre os 

Receptores semelhantes à Imunoglobulina das células Natural Killer (KIR do inglês, 

Killer-cell Ig-like Receptors) e sua possível influência no prognóstico e na sobrevida 

do aloenxerto em pacientes renais. São ainda poucos os estudos que investigam as 

relações entre receptores KIR e aceitação de aloenxertos renais. 
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2. REVISÃO BILIOGRÁFICA 
2.1 Transplante de Órgãos 
 

 A atividade de transplante de órgãos e tecidos,no Brasil, iniciou-se no ano de 

1964 na cidade do Rio de Janeiro e no ano de 1965 na cidade de São Paulo, com a 

realização dos dois primeiros transplantes renais do país. No ano de 1997 foi criado 

pelo do Ministério da Saúde o Sistema Nacional de Transplantes (SNT) tendo como 

atribuição normatizar e desenvolver o processo de captação e distribuição de 

tecidos, órgãos e partes retiradas do corpo humano para finalidades terapêuticas. 

Três anos após a criação do SNT, foi estruturada pelo mesmo a Central Nacional de 

Notificação, Captação e Distribuição de Órgãos (CNNCDO), cujo objetivo principal é 

coordenar o trabalho das CNCDO estaduais, no sentido de agilizar a atividade 

executiva do programa de transplantes, que cabe às Secretarias Estaduais de 

Saúde. Informações disponíveis no site do Sistema Nacional de Transplantes 

(http://dtr2001.saude.gov.br/sas/dsra/integram.htm Acesso em: Julho de 2006)  
 Uma das mais importantes atribuições da CNCDO é dar continuidade a 

normatização e a distribuição de órgãos entre os estados, que, anteriormente, 

ocorria de forma aleatória. Segundo estatísticas apresentadas por estas instituições, 

foram realizados no país 50751 transplantes de órgãos (abrangendo transplantes de 

coração, pâncreas, pulmão, fígado, córnea, rim entre outros) no período de 1995 a 

2003, de doadores vivos ou cadavéricos (TABELA 1). 

 O transplante de tecidos para substituição de órgãos doentes é, atualmente, 

uma importante terapia médica. Tal transferência de órgãos ou tecidos recebe a 

denominação de transplante autólogo, quando é feita para o mesmo indivíduo, e de 

transplante alogênico quando para indivíduos diferentes mas da mesma espécie. 

Entretanto, na maioria dos casos, a resposta imune desenvolvida pelo organismo do 

receptor em relação ao tecido transplantado estranho, se constitui no principal 

impedimento para um transplante bem sucedido. Em tecidos contendo células 

nucleadas, as respostas de células T às moléculas MHC podem desencadear uma 

reação ao aloenxerto. A compatibilidade para genes MHC, há muito tempo tem sido 

considerada um dos principais fatores responsáveis pela “pega do enxerto” 

(tolerância ao órgão transplantado). Esta compatibilidade entre doador e receptor 

aumenta a taxa de sobrevida do aloenxerto (JANEWAY et al., 2000; ABBAS, 
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LICHTMAN & POBER, 2000). 

 

TABELA 1. NÚMERO DE TRANSPLANTES DE ÓRGÃOS REALIZADOS NO 
BRASIL (1995-2003) 

 
TRANSPLANTES REALIZADOS POR ANO* 

 
1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 TOTAL
4134 3979 3932 4299 5128 6299 7229 7981 7770 50751 

 
TRANSPLANTES DE RIM POR ANO 

 
1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 TOTAL
1530 1501 1502 1578 2050 2383 2551 2645 2496 18236 

Tabela 1. Número de transplantes realizados no Brasil no período entre os anos de 1995 e 2003. * 
Dados calculados a partir de transplantes de coração, rim, córnea, medula óssea, fígado, pulmão e 
pâncreas. Durante este período foi registrado um acréscimo no número de transplantes da ordem de 
97,6%, enquanto que o acréscimo de transplantes renais foi de 66,2% no mesmo período. Dados 
retirados do site do Sistema Nacional de Transplantes. 
(http://dtr2001.saude.gov.br/sas/dsra/integram.htm, acesso em Agosto de 2006).  
 

 

 Contudo, o sucesso do alotransplante depende, entre outros fatores, da 

prevenção da rejeição, que se inicia com o reconhecimento de antígenos de 

histocompatibilidade presentes no enxerto do doador, por linfócitos T do receptor. 

Esta reação recebe a denominação de alorreconhecimento e pode se dar de duas 

formas: 

 Alorreconhecimento Direto: receptores de células T (TCRs) reconhecem 

antígenos não processados nas Células Apresentadoras de Antígenos (CAA) do 

tecido ou órgão transplantado (FIGURA 1a). 

 Alorreconhecimento Indireto: requer a internalização, o processamento e a 

apresentação dos antígenos do enxerto por Células Apresentadoras de Antígenos 

do próprio receptor via moléculas apresentadoras de antígenos (moléculas MHC) a 

Linfócitos T, ativando caminhos de sinalização intracelular (FIGURA 1b), que 

resultam no processo de rejeição. 
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FIGURA 1. ALORRECONHECIMENTO DE ALOANTÍGENOS 

Figura 1. Alorreconhecimento de peptídeos antigênicos do órgão transplantado. a) 
cimento direto, apresentação de aloantígenos via Célula Apresentadora de Antígenos 
próprio doador a linfócitos T do receptor. b) Alorreconhecimento Indireto, requer a 
o, processamento e a apresentação dos aloantígenos por CAAs do receptor a linfócitos T 
receptor. FONTE: ABBAS, A.K.; LICHTMAN, A.H.; POBER, J.S. Cellular and molecular 
. 4ed., Saunders, 2000. 

ipo de rejeição pode ser classificado segundo alguns critérios em: 

Rejeição Hiperaguda: ocorre 

Alorreconhe
(CAA) do 
internalizaçã
também do 
Immunology

 

 O t

- dentro de 48 horas após a ocorrência da 

 drogas antilinfocitárias são efetivos na 

anastomose das artérias e vasos sanguíneos nos receptores e, decorre da 

presença de anticorpos anti-HLA pré-formados presentes no soro do 

receptor em decorrência de um estímulo prévio (gestação, transfusões, 

transplante... etc.). É caracterizada por febre e por anúria. A ligação de 

anticorpos citotóxicos no endotélio vascular ativa o complemento, com 

subseqüente agregação de neutrófilos e plaquetas, resultando em 

trombose. É um evento irreversível onde a única opção de tratamento é a 

remoção imediata do enxerto. 

- Rejeição Aguda: tipo mais comum de rejeição, é devido a respostas 

alogênicas primárias (tais como o alorreconhecimento direto e indireto) 

ocorrendo dentre 6 a 120 dias após o transplante. É mediado por células T 

e anticorpos, os quais podem causar tubulite e vasculite, respectivamente. 

Altas doses de esteróides e

reversão da resposta pelas células T, aproximadamente em 80 a 90% das 

vezes, mas anticorpos antilinfocitários somente revertem a vasculite em 

aproximadamente 60% das vezes. 
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- Nefropatia Crônica do Enxerto (anteriormente referida como Rejeição 
Crônica): ocorre quando a tolerância ao aloenxerto é interrompida, após 4 

 do transplante. É caracterizada pela proteinúria, ocasional 

hematúria, hipertensão e síndrome nefrótica. O mediador primário deste 

renal ocorre pelo desconhecimento e descuido dos portadores das 

ou mais meses

tipo de rejeição é o anticorpo. 

 Mesmo com a administração de modernos agentes imunossupressores, a 

rejeição aguda ainda pode ocorrer, sendo freqüentemente conduzida a permanente 

disfunção do enxerto ou a perda deste (VAMPA et al., 2003). 

 

 

2.1.1 Transplante Renal 

 

 Apesar dos avanços técnicos no procedimento de diálise, o transplante renal 

é uma alternativa de tratamento para pacientes com doenças renais em estágio final 

(BENFIELD et al., 1999; CECKA, 2001) como por exemplo, a Insuficiência Renal 

Crônica (IRC). Essa condição resulta de lesões renais irreversíveis e progressivas, 

provocadas por doenças que tornam o rim incapaz de realizar as suas funções. As 

principais causas para o desenvolvimento da IRC são: nefropatia diabética, 

glomerulonefrite crônica, pielonefrite crônica, nefrosclerose maligna e doença renal 

policística. O ritmo de progressão depende da doença original e de causas 

agravantes, como hipertensão, infecção urinária, nefrite, gota e diabete. Muitas 

vezes a falência 

doenças renais. Nas fases iniciais da IRC, diminuir proteínas, sal e alimentos que 

contenham fósforo é fundamental no tratamento dietético. Se a doença continuar 

danificando o rim até atingir 90% de sua atividade, os 10% restantes serão 

insuficientes para manter a saúde do paciente. Nessa condição, a dieta, os 

diuréticos, os anti-hipertensivos e outros medicamentos já não são efetivos. Torna-

se necessário o uso da diálise e/ou o transplante renal (informações disponíveis no 

site do ABC da Saúde, http://www.abcdasaude.com.br/artigo.php?268 Acesso em: 

Julho de 2006). 

 Alguns testes pré-transplante são realizados tanto no receptor quanto no 

doador, dentre os quais se incluem: tipagem do sistema sanguíneo ABO (os 

antígenos ABO estão presentes nos eritrócitos e no endotélio vascular); teste cross-
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match ou prova cruzada (testa anticorpos do receptor contra possíveis antígenos na 

superfície celular de linfócitos do doador); e tipagem HLA (teste para determinar o 

nível de compatibilidade HLA entre receptores e doadores). A prova-cruzada (cross-

match) é importante para evitar que anticorpos anti-HLA pré-existentes danifiquem o 

endotélio do enxerto, causando assim, a rejeição hiperaguda. 

 A compatibilidade HLA entre receptor e doador no transplante renal, assim 

como em muitos outros tipos de transplante, demonstram que quanto maior a 

similaridade HLA entre ambos, maior será a sobrevida do enxerto. Estudos clínicos 

têm permitido concluir que de todos os locos de classe I e de classe II, a similaridade 

to os locos HLA-A e HLA-B se 

xpressam em todas as células do órgão transplantado (ABBAS & LICHTMAN, 

HLA-A, HLA-B e HLA-DR entre doador e receptor é de grande importância para 

prever o prognóstico do transplante. Em geral, nos transplantes de órgãos sólidos, a 

similaridade entre os locos HLA-A e HLA-B é importante tanto no período inicial 

quanto no tardio, após o transplante. A compatibilidade do locos HLA-DR só é 

importante nos três primeiros meses após o transplante, devida sua expressão 

limitada à APCs e células dendríticas, enquan

e

2005). 

 Os alelos HLA são expressos de forma co-dominante. Por essa razão, na 

investigação e tipagem dos três locos acima citados, para se definir o grau de 

compatibilidade HLA entre a dupla receptor/doador, pode-se observar de zero a seis 

similaridades (matches) entre receptores e doadores. Seis matches são preditivos de 

uma melhor sobrevida do enxerto e, quanto menor o número de matches, menor a 

taxa de sobrevida (ABBAS & LICHTMAN, 2005). 

 

 Embora a rejeição seja um processo dependente de células T, a destruição 

do aloenxerto resulta de uma ampla participação de mecanismos efetores. Um 

destes mecanismos, ainda pouco estudado, é a atividade aumentada das células 

Natural Killer (NK) logo após o transplante, mesmo estando o paciente sob um 

regime forte de imunossupressão. Este fato é sugestivo de que a citotoxicidade das 

células NK do receptor contra o doador seja um alvo previamente não reconhecido 

do processo de rejeição. Em humanos, o aumento do número de células NK 

circulantes, tem sido observado durante a rejeição aguda de aloenxertos renais 

(COOKSEY et al., 1984), podendo haver infiltração destas células no tecido 
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transplantado (HANCOCK et al., 1985; TOTTERMAN et al., 1989). Este mesmo 

processo de infiltração pode ocorrer em aloenxertos cardíacos (MARBOE et al., 

983). As células NK têm a habilidade para lisar células epiteliais do rim humano in 

itro (LIN et al., 1993). O trabalho de Hancock e colaboradores (1985) demonstra 

orpos monoclonais direcionados contra vários marcadores 

ucocitários, detectam células NK CD56 no aloenxerto renal durante as fases 

iciais

 e moleculares realizados em workshops internacionais de 

par de domínios semelhantes à 

unoglobulina. A proteína HLA é ancorada à membrana celular por regiões 

LA são subdivididas em classe 

I e II. As moléculas de classe I, são heterodímeros constituídos de uma cadeia α 

1

v

que painéis de antic

le

in  do processo de rejeição. Após esta fase ocorre um fluxo de células T e 

macrófagos (HANCOCK et al., 1985). A importância destas células, em transplantes 

de órgãos sólidos, tem sido também demonstrada em alotransplantes de modelos 

animais (MAIER et al., 2001; POPOOLA et al., 2001). 

 

 

2.2. O MHC humano 

 

 A identificação do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) na 

espécie humana ocorreu na década de 50, por Dausset, Payne e van Rood. (ABBAS 

& LICHTMAN, 2005). Estes autores descobriram que alguns anticorpos, presentes 

no soro de indivíduos politransfundidos, eram reativos a antígenos presentes em 

leucócitos. Estudos genéticos relacionados às esses aloantígenos, bem como 

estudos sorológicos

histocompatibilidade, permitiram a identificação de vários locos gênicos polimórficos 

e polialélicos situados em uma região do braço curto do cromossomo 6 humano 

(6p21.31) (FIGURA 2). Essa região do genoma, foi subdividida em regiões de classe 

I, II e III (FIGURA 2) (LAMM et al., 1985; BELL, 1989; CHRISTANSEN et al., 1994) 

de acordo com a estrutura e função dos produtos dos genes nela situados. Estes 

genes codificam aloantígenos expressos na superfície de leucócitos, os quais 

receberam a designação de Antígenos Leucocitários Humanos (HLA) (ABBAS & 

LICHTMAN, 2005). 

 Cada molécula HLA consiste em uma fenda (ou sulco) extracelular que se liga 

a peptídeos proteicos, seguido de um 

Im

transmembrânicas e citoplasmáticas. As moléculas H
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composta por três domínios (α1, α2 e α3) ligada de forma não covalente a uma 

molécula de β2-microglobulina. Proteínas de classe II são heterodímeros formados 

por uma cadeia α, com dois domínios (α1 e α2), e uma cadeia β, também com dois 

domínios (β1 e β2) (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Suas características e diferenças 

estão representadas na tabela 2 e na figura 3. 

 

FIGURA 2. Localização e estrutura do MHC humano 

 
F
h

igura 2. Localização do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) humano. Disponível em 
ttp://nejm.org/teaching_tools/jpegs_large/klei.fig1.jpg, acesso em Novembro de 2006) 
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TABELA 2.Características das moléculas HLA de classe I e II 

Característica HLA de classe I HLA de classe II 
α (44-47 kD) α (32-34 kD) Cadeias polipeptídicas 

β2-microglobulina (12 kD) β (29-32 kD) 
Localização de resíduos de 

Aác polimórficos Domínios α  e α21 Domínios β1 e β2

Local de ligação para co-
receptores da célula T 

A região α3 liga CD8 (de 
linfócitos T CD8+) 

A região β2 liga CD4 (de 
linfócitos T CD4+) 

Tamanho da fenda de ligação 
de peptídeos 

Acomoda peptídeos com 8-11 
Aác 

Acomoda peptídeos com 10-
30 Aác 

Locos HLA-A, HLA-B, HLA-C HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP 
A minoácidos 

 

FIGURA 3. Estrutura das moléculas HLA de classe I e de classe II 

ác = a

 
Figura 3. TM = região transmembrânica. Moléculas de classe I formadas por um heterodímero 
constituído por uma cadeia α e uma cadeia leve denominada β2-microglobulina, enquanto que 
moléculas de classe II formam um heterodímero de uma cadeia α e uma cadeia β. 
 

 A descoberta deste sistema de histocompatibilidade deu início à área clínica 

em crescente expansão de transplante de órgãos e tecidos. Em humanos, os genes 

HLA, codificam proteínas que auxiliam no processo de imunomodulação da resposta 

imune, e no reconhecimento do próprio e do não próprio (células e tecidos) por 

células do sistema imune e sua principal função é apresentar antígenos estranhos a 

linfócitos T.  

 Embora a compatibilidade HLA entre doador-receptor seja um requisito 

fundamental para o sucesso do transplante, o papel dos anticorpos, células 

apresentadoras de antígenos, células T helper e citotóxicas, moléculas de superfície 
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de células do sistema imune, mecanismos de sinalização e outros mecanismos 

fetores da resposta imune, não foram totalmente elucidados e necessitam de e

maiores esclarecimentos. Dentre estes está o objetivo deste estudo, que é investigar 

o papel das células NK na rejeição aguda ao aloenxerto renal. 
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2.3. Células Natural Killer 
 

 As células NK (Natural Killer) são linfócitos derivados da medula óssea que 

possuem importantes funções na regulação da resposta imune inata. Entretanto, 

baseado em sua linhagem de origem, repertório de receptores e funções efetoras, as 

células NK parecem ser um tipo celular transicional, que seria uma ponte entre o 

sistema imune inato e o adaptativo (LANIER, 2005). Estas células são componentes 

cruciais no controle imune de células tumorais, células infectadas por vírus e células 

sob “stress” (TRINCHERI, 1989; DOKUN et al., 2001; BRUTKIEWICZ & WELSH, 

1995; MORETTA et al., 2002; FRENCH & YOKOYAMA, 2003; LONG, 2002), além 

de participar da rejeição em transplante de medula óssea em modelos experimentais 

murinos (BIX et al., 1991). Um sofisticado repertório de receptores de superfície 

elular controlam sua ativação, proliferação e funções efetoras (SPITS, et al. 1998). 

 Mais do que ser regulada por apenas um receptor, as células NK parecem 

atuar pela integração de inúmeros sinais provenientes de vários receptores. Sua 

ativação é controlada por receptores inibidores que, presumivelmente funcionam 

como um sistema “a prova de falhas”, evitando assim estimulação inadvertida, a qual 

resultaria em dano às células normais do organismo (LANIER, 2005). O 

reconhecimento de células alvo, por células NK envolve a ligação e interação entre 

receptores ativadores e inibidores presentes em sua membrana celular com 

moléculas ligantes na superfície da célula alvo, além da integração de sinais 

transmitidos por estes receptores determinando se a célula deve ou não ser ativada. 

No caso de a

c

tivação, a célula NK responde reorganizando e liberando grânulos 

erar poros na 

membrana da célula alvo). Conseqüentemente sua resposta lítica pode ser ativada 

em minutos sem requerer transcrição, tradução ou proliferação celular (LANIER, 

2005). Os mecanismos, envolvidos na ativação e na inibição destas células, estão 

aos poucos sendo elucidados, sendo a hipótese do “missing-self” (perda do próprio) 

(KÄRRE, 1985; KÄRRE, 2002) a mais aceita atualmente. 

citotóxicos, além da transcrição e secreção de citocinas (LANIER, 2005). As NK 

estão prontas para agir, expressam constitutivamente transcritos para granzimas 

(proteases da mesma família das enzimas digestivas tripsina e quimiotripsina) e 

perfurinas (proteínas que se polimerizam ao serem secretadas para g
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2.3.1. Hipótese do “Missing-Self” (perda do próprio) 

 

 Inicialmente as células NK foram descritas como não restritas ao MHC em seu 

processo de reconhecimento de células alvo, devido a sua capacidade de lisar 

células que não expressavam moléculas MHC ou que expressavam várias 

moléculas alogênicas. Contudo, Karre e colaboradores notaram que, mais do que 

ignorar o MHC, as células NK parecem ser ativamente inibidas de uma resposta 

citotóxica quando elas encontram células tumorais que expressam certas moléculas 

MHC de classe I (KÄRRE, 1985). Subseqüentemente, foi demonstrada a habilidade 

das NK em reconhecer e eliminar células hematopoéticas normais que não 

expressam moléculas MHC de classe I, em um estudo de rejeição de células da 

medula óssea dependente de células NK de camundongos singênicos deficientes de 

β2-microglobulina (BIX, et al. 1991; HOGLUND, et al. 1991). De acordo com a 

hipótese “Missing-self” (LJUNGGREN & KARRE, 1990), as células NK fornecem a 

imunovigilância para células que tenham diminuição da expressão de moléculas 

MHC de classe I, um evento freqüentemente resultante da transformação celular ou 

infecção por vírus. Até recentemente, aceitava-se que as células NK lisavam 

quaisquer células que não expressam ligantes MHC de classe I para receptores 

inibidores das NK (LANIER, 2005). Uma modificação contemporânea dessa hipótese 

“missing-self”, indica que células NK patrulham por células anormais, as quais não 

expressam ou possuem uma expressão reduzida de moléculas MHC de classe I ou 

uma expressão aumentada de ligantes para receptores ativadores das células NK 

(FIGURA 4).  

 Evidências experimentais têm permitido sugerir que receptores inibidores para 

MHC de classe I possam servir somente para atenuar, mais do que inibir 

completamente, as funções efetoras da células NK e que, a quantidade de proteínas 

MHC I na superfície celular do alvo é proporcional ao grau de inibição. 
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FIGURA 4. HIPÓTESE “MISSING-SELF” REVISADA 

Figura 4. Hipótese “Missing-self” revisada. Representação do encontro entre uma célula NK e a 
célula alvo e possíveis resultados. A) Em algumas circunstâncias, receptores inibidores da célula NK 
(diferentes dos KIR) reconhecendo outros ligantes que não as proteínas MHC de classe I podem 
suprimir respostas das células NK. B) A expressão de moléculas MHC de classe I ligantes para os 
receptores inibidores KIR desabilita a resposta, além da não expressão de ligantes ativadores. C) A 
não expressão da molécula MHC I ligante do receptor inibidor KIR conjuntamente com a expressão 
de ligantes para receptores ativadores resultam em mecanismos responsivos efetores. D) Quando 
interagem com células alvo expressando ligantes para ambos receptores ativadores e inibidores, o 
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resultado é determinado pela soma da extensão dos sinais. A quantidade dos receptores ativado
res nas células NK e a quantidade de ligantes nas células alvo, tanto quanto diferen

res e 
ças 

ualitativas nos sinais transduzidos, determinam à extensão da resposta das células NK. FONTE: 

Modelos experimentais predizem que, quando múltiplos receptores ativadores 

 (LANIER, 2005). Um 

xemplo dessa situação seria a não resposta das células NK aos eritrócitos, 

abendo-se que estes não expressam moléculas MHC I em sua superfície. Uma 

a que junto a não expressão de MHC I, existiria também a falta de 

inibido
q
LANIER, L.L. NK cell recognition. Annu. Rev. Immunol. 23: 225-274; 2005. 
 

 
de células NK são engajados simultaneamente (LANIER, et al. 1997) ou quando 

apenas um potente receptor ativador é adequadamente estimulado (CERWENKA, et 

al. 2001; DIEFENBACH, et al. 2001), as células NK são capazes de eliminar células 

alvo mesmo com a interação de seus receptores inibidores com ligantes específicos 

MHC de classe I. 

 Por outro lado, uma das características marcantes dessa hipótese admite que 

a falha na resposta das células NK a alvos potenciais pode ser devido à ativa 

inibição mediada por receptores inibidores ou alternativamente, devido à ausência 

de sinais de ativação suficientes para iniciar a resposta

e

s

explicação seri

ligantes capazes de se ligarem com receptores ativadores das NK. Uma outra 

explicação alternativa para a incapacidade das células NK de danificar tecidos 

normais, com baixos níveis de expressão de MHC I (ex. tecidos neurais) ou 

nenhuma expressão (ex. eritrócitos), é a possibilidade de que esta proteção da 

célula alvo seja mediada por receptores inibidores que reconhecem ligantes não 

MHC I (LANIER, 2005). 

 É difícil admitir que as células NK tenham primariamente evoluído para rejeitar 

tumores e certamente menos ainda, rejeitar células não transplantadas (autológas). 

Sendo assim, se propôs, que a morte de células autólogas infectadas por vírus, seria 

uma provável força direcional para a evolução do reconhecimento da “perda do 

próprio” (“Missing-self”) (KIESSLING et al. 1975; KÄRRE, 1985). 
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2.3.2. Diferentes Estruturas de Reconhecimento das Células Natural Killer 

. Dois destes receptores com ligantes não 

O receptor 2B4 (também denominado CD244) e seu ligante CD48 (BROWN et 

l., 1998; LATCHMAN et al., 1998) são membros da família CD42 de proteínas 

 

o cromossomo 1 humano (1q22). Estes receptores estão presentes em todas as 

is 

omínios extracelulares tipo Ig e caudas citoplasmáticas contendo 4 motivos Thr-x-

yr-x-x-Leu/Ile (onde cada x denota um aminoácido qualquer). Em células NK 

, estes receptores comportam-se como receptores ativadores. 

 

2.3.2.1. Receptores de células NK que reconhecem ligantes não MHC 

 

 As células NK possuem vários sistemas de receptores de membrana que 

evoluíram para detecção de moléculas MHC de classe I e moléculas relacionadas ao 

MHC I, as quais regulam suas respostas citolíticas. Contudo, estas células possuem 

mecanismos adicionais que regulam seu comportamento quando se trata de alvos 

potenciais que não expressam proteínas MHC ou relacionadas (LANIER, 2005). Não 

está claro ainda se receptores com ligantes não MHC possam servir como 

receptores “coestimulatórios”, aumentando a sinalização de outros receptores, ou 

independentemente iniciar uma resposta

MHC estão abaixo relacionados, receptores 2B4 e DNAM-1. 

 

 

Receptor 2B4 

 

a

relacionadas à Imunoglobulinas (Ig), codificadas por um grupo de genes localizados

n

células NK, na maioria das células T TCR+ γδ e das células T CD8+ (tipicamente o 

grupo de células com o fenótipo efetor/memória) (GARNI-WAGNER et al.,1993; 

VALIANTE & TRINCHIERI, 1993; PERITT et al., 1999; SPEISER et al., 2001), além 

de monócitos e basófilos (NAKAJIMA et al., 1999). A proteína 2B4 possui do

d

T

maduras humanas

Entretanto, se este receptor 2B4 é capaz de ativar funções efetoras 

independentemente ou servir como um receptor “coestimulador”, não está ainda 

definido (VALIANTE & TRINCHIERI, 1993; KUBIN et al., 1999; NAKAJIMA et al., 

1999; SIVORI et al., 2000).  
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Receptor DNAM-1 
 O receptor DNAM-1 (também denominado CD226) é membro da superfamília 

das Ig, sendo codificado por um gene localizado no cromossomo 18 humano 

(18q22.3), que se expressa em células NK, células T, um grupo de células B, 

monócitos e plaquetas (BURNS et al., 1985; SCOTT et al., 1989; SHIBUYA et al., 

las tumorais, aumentam a citotoxicidade 

ediada por NK e produção de citocinas. Estes ligantes possuem uma expressão 

umentada em células tumorais humanas (MASSON et al., 2001; BOTTINO et al., 

Além disso, a migração de monócitos, através de junções intracelulares de 

ptores de células NK que reconhecem ligantes relacionados ao MHC 

o complexo MHC e não possuem 

struturas de ligação a peptídeos para a apresentação de antígenos às células T. 

1996). Seus ligantes foram identificados como sendo o CD112 (também conhecido 

por Receptor do Vírus da Pólio (PVR)) e CD155 (também chamado de Nectina-2) 

(BOTTINO et al., 2003; TAHARA-HANAOKA et al., 2004). Interações entre DNAM-1 

em células NK e CD112 e CD155 em célu

m

a

2003; TAHARA-HANAOKA et al., 2004). 

 

células endoteliais, envolve o DNAM-1 (em monócitos) e CD155 em células 

endoteliais vasculares (REYMOND, et al., 2004), sugerindo a possibilidade de um 

papel similar para estes receptores no tráfego das células NK (LANIER, 2005). 

 

 

2.3.2.2. Rece

 

 São receptores, dentre os quais o NKG2D, que reconhecem proteínas de 

superfície celular estruturalmente relacionadas com o MHC I, sendo a maioria destes 

ligantes não codificados por genes situados n

e

 

 

Receptor NKG2D 
 O receptor NKG2D reconhece glicoproteínas de superfície celular 

estruturalmente relacionadas ao MHC I. Diferentemente de outros receptores das 

células NK, o NKG2D é codificado por apenas um gene não polimórfico localizado 

no cromossomo 12 (12p12.3-p13.2) (HOUCHINS et al., 1991; SHUM et al., 2002) 

que codifica um receptor essencialmente ativador. Todas as células T CD8+, 

incluindo células T naive presentes no cordão umbilical, constitutivamente 
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expressam o NKG2D (BAUER et al., 1999). Este receptor liga-se a uma família de 

proteínas com homologias estruturais às moléculas MHC I, como MICA, MICB, 

ULBP1, ULBP2, ULBP3 e ULBP4 (BAUER et al., 1999; COSMAN et al., 2001; JAN 

et al., 2003). Destes, apenas os MICA e MICB são codificados por genes localizados 

no complexo MHC (ligados ao HLA-B) (BAHRAM et al., 1994). 

 A estimulação de células NK através do NKG2D ativa a citotoxicidade 

mediada por célula e, em alguns casos, induz a produção e a secreção de citocinas 

e quimiocinas (LANIER, 2005). Os receptores NKG2D têm sido implicados na 

imunidade contra vírus e células tumorais.  

res de células NK que reconhecem ligantes MHC de Classe I 

o inglês, Killer-cell Ig-like 

 MHC I “não convencionais” (ex. HLA-E). Estes genes estão situados no 

complexo NK localizados no cromossomo 12 humano (12p12.3-p13.2). Em humanos 

um único gene CD94 está intimamente ligado a quatro genes da família NKG2 

(NKG2A, NKG2C, NKG2E e NKG2F) (HOUCHINS et al., 1991). Diferente de outros 

genes codificantes de receptores, os genes CD94 e NKG2 possuem pouca variação 

alélica, o que tem demonstrado não afetar as funções destes receptores (SHUM et 

 

 

2.3.2.3. Recepto

 

 Receptores reconhecendo moléculas MHC de classe I “clássicas” e “não 

clássicas” codificadas por genes localizados no complexo MHC têm sido 

identificados, como a família de receptores CD94/NKG2, os Receptores semelhantes 

à Ig Leucocitários - LILR (do inglês, leukocyte Ig-like receptors) e os Receptores 

semelhantes à Ig das células Natural Killer – KIR (d

Receptors). 

 Não existem ainda evidências aceitáveis de que células NK reconheçam 

moléculas MHC de classe II, baseadas em análises de camundongos deficientes de 

MHC II e em estudos funcionais in vitro, usando células alvo humanas e murinas 

expressando MHC de classe II (LANIER, 2005). 

 

 

Receptor CD94/NKG2 
 As famílias gênicas NKG2 e CD94 codificam receptores que reconhecem 

ligantes
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al., 2002). Ambos os genes codificam proteínas transmembrânicas do tipo II, da 

mília semelhante à lectina do tipo C (FIGURA 5). Os receptores CD94/NKG2 são 

xpressos na maioria das células NK e células T TCR+ γδ e em um subgrupo de 

élulas T CD8+ TCR+ αβ (ARAMBURU et al., 1990; TOYAMA-SORIMACHI et al., 

001). Diferentemente dos receptores KIR, que são estavelmente mantidos uma vez 

xpressos, a expressão dos receptores CD94/NKG2 nas células NK e células T é 

odulada por citocinas do ambiente. A IL-15 (MINGARI et al., 1998), TGF-β 

ERTONE et al., 1999) e IL-12 (DERRE et al., 2002) têm induzido a expressão de 

D94/NKG2 nas células T in vitro. 

eceptor LILR 

A família dos genes LILR (também conhecidos por LIR, ILT e CD85) está 

calizado no LRC (Complexo de Receptores Leucocitários, do inglês Leukocyte 

eceptor Complex) no cromossomo 19 (19q13.4), próxima aos genes KIR. Dos três 

enes LILR, dois, LILRB1 (ILT2/LIR1) e LILB2 (ILT4 LIR2), codificam receptores 

ibidores que ligam moléculas MHC I (COLONNA et al., 1997; COSMAN et al., 

997). Entretanto, LILB2 não é expresso em células NK. 

O receptor LILB1 é uma glicoproteína de superfície celular com quatro 

omínios semelhantes à Ig na região extracelular e quatro ITIMs (Motivo Inibidor 

aseado em Tirosina) no domínio citoplasmático (FIGURA 5). É variavelmente 

xpresso em células NK do sangue periférico (variando de níveis indetectáveis até 

5% das células NK) e em um subgrupo de células T, mas é uniformemente e 

ltamente expresso em células B e monócitos (COLONNA et al., 1997; COSMAN et 

l., 1997). Esta expressão aumentada do receptor LILB1 em células B, sugere que 

fa
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este receptor tenha um papel significante na regulação destes leucócitos, uma vez 

que as células B não expressam receptores KIR e nem CD94/NKG2 (LANIER, 

2005). 
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FIGURA 5. RECEPTORES DAS CÉLULAS NK COM LIGANTES MHC I 

 
 
Figura 5. Representação gráfica dos receptores de célula NK para ligantes MHC de classe I. 
Receptores Inibidores: KIRs inibidores (ex. KIR2DL e KIR3DL), LILB1 e CD94/NKG2A contendo ITIMs 
(motivos inibidores baseados em tirosina) em seus domínios citoplasmáticos. Receptores Ativadores: 
Proteínas CD94/NKG2C e algumas moléculas KIR faltando os ITIMs em sua cauda, possuindo um 
resíduo carregado em seus domínios transmembrana, resíduos estes de ligação com proteínas 
adaptadoras (DAP12) com ITAMs (motivos de ativação baseado em tirosina) (ex. KIR2DS e KIR3DS).  
O KIR2DL4 é uma exceção, possui o domínio citoplasmático com ITIM e está associado com uma 
proteína adaptadora. E ligantes MHC de classe I .O símbolo ? significa ligante desconhecido ou 
duvidoso. FONTE: LANIER, L.L. NK cell recognition. Annu. Rev. Immunol. 23: 225-274; 2005. 
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2.4. Receptor KIR  
 

2.4.1. ESTRUTURA DAS PROTEÍNAS KIR  

 

 Os receptores semelhantes à Ig da
imunoglobulin-like receptor) são membros d

encontradas na superfície das células 

identificados por sua habilidade de conf

mediada por células NK (HAREL-BELLAN e

especificidade se dá através da interaçã

moléculas HLA de classe I. Essa interação 

espontânea causada pela citólise mediad

isotipos KIR podem estimular esta atividade (CARRINGTON & NORMAN, 2003). 

Análises de clones NK revelaram que células clones expressam diferentes grupos de 

KIRs inibidores ou ativadores, entretanto cada clone expressa pelo menos um 

receptor inibidor (MINGARI et al., 1995; MORETTA et al., 2003; VIVIER & ANFOSSI, 

2004). 

 As proteínas KIR são membros da super-família das imunoglobulinas (Ig) e se 

estruturam em dois ou três domínios extracelulares semelhantes à Ig (D0, D1 e D2) 

(FIGURA 6 e 7). As moléculas com caudas citoplasmáticas longos são do tipo 

inibidor (inibem a ação citolítica da célula Natural Killer), em virtude da presença em 

sua cauda citoplasmática de imunoreceptores com motivos inibidores baseados em 

Tirosina (ITIM) responsáveis pela transdução de sinais para inibição de funções 

efetoras (FIGURA 6 e 7). 

s células Natural Killer (KIR – killer cell 

e um grupo de moléculas reguladoras 

NK. Os KIRs foram primeiramente 

erir alguma especificidade na citólise 

t al., 1986; MORETTA et al., 1990). Esta 

o de isotipos de moléculas KIR com 

protege células saudáveis da destruição 

a por células NK. Entretanto, outros 
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KIR2D

KIR3D KIR3DA

D0

D1

D2

KIR2D

KIR3D KIR3DA

D0

D1

D2

DFIGURA 6. RECEPTORES KIR ATIVADORES E INIBIDORES AS CÉLULAS NK 

D0

D1

D2

KIR2D

KIR3DB

D0

D1

D2

KIR2D

KIR3DB

 
Figura 6. Todos os receptores KIR são membros da superfamília das imunoglobulinas, e podem 
conter dois ou três domínios Ig na região extracelular. A) Receptores KIR inibidores, todos os 
membros da família apresentam seqüências de aminoácidos inibidoras da ativação celular (ITIM) (em 
vermelho) na cauda citoplasmática. B) Os receptores KIR ativadores não apresentam domínios 
inibitórios ITIM, porém apresentam aminoácidos carregados no domínio transmembrana. A cor verde 
representa a proteína adaptadora (DAP-12) que possui os ITAMs dos receptores ativadores KIRs. A 
letra D seguida dos números 0, 1 e 2 indicam os domínios extracelulares semelhantes à Ig. 
FONTE: Modificado de: LANIER, L. NK cell receptors. Annual Review of immunology
Baltimore, v. 16, p. 359-393, 1998. 

, 
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FIGURA 7. CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS DOS RECEPTORES KIR 

(ATIVADORES E INIBIDORES) DAS CÉLULAS NK 

 
Figura 7. Estrutura das proteínas KIR. Características estruturais das proteínas KIR com 2 (KIR2D) 

vadores com as 
roteínas adaptadoras é mostrado em verde, enquanto que os ITIMs dos receptores inibidores são 
ostrados em vermelho. A letra D seguida dos números 0, 1 e 2 indicam os domínios extracelulares 
melh

tam os receptores inibidores, pode ser suficiente para 

la sinalizadora capaz 

e gerar um sinal ativador. Isto facilita a interação desta molécula DAP-12 com a 

ou 3 (KIR3D) domínios extracelulares semelhantes à Ig. A associação dos KIRs ati
p
m
se antes à Ig. 
FONTE: Disponível em: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html Acesso em: julho de 2006 
 

 As moléculas com cauda citoplasmática curta possuem uma alteração em um 

resíduo de aminoácido (lisina) localizado na região transmembrânica. Esta alteração, 

causada por mutações que afe

introduzir um outro aminoácido com polaridade diferente que resulte em versões 

ativadoras capazes de ligar o peptídeo de sinalização DAP12 (Proteína de Ativação 

de 12 kD DNAX - DNAX activation protein of 12 kD). Estas proteínas também 

conhecidas por KARAP (Proteína Associada ao Receptor Ativador de Células NK - 

Killer Cell Activating Receptor Associated Protein), uma molécu

d
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proteína KIR, além da concomitante perda dos motivos ITIMs (CARRINGTON & 

NORMAN, 2003; MORETTA & MORETTA, 2004). Essas moléculas adaptadoras 

é pouco definida e pode também incluir ligantes não HLA de 

TTA, 2004). A molécula KIR2DL4 contém seqüências 

As proteínas com dois domínios semelhantes à Ig (KIR2D), podem ser 

As proteínas KIR variam de 306 a 456 resíduos de aminoácidos de 

 proteínas possui 

aproximadamente 21 resíduos de aminoácido. Contudo, a presença de um códon 

iniciador diferente no receptor KIR2DL4 gera um peptídeo líder mais longo 

(SELVAKUMAR, et al., 1996). 

 

 

2.4.2. Interações entre receptores KIR e seus ligantes HLA de classe I 

 

NYDER et al., 1999; FAN et al., 2001; SAULQUIN et al., 2003;). 

ontudo, nenhuma estrutura cristalográfica dos receptores KIR3D foi descrita 

ENG & MARIUZZA, 2006).  

1 2

ntes receptores KIR2D (DENG & MARIUZZA, 2006). 

possuem os ITAMs (Imunoreceptores com Motivos Ativadores baseados em 

Tirosina) (FIGURA 5) (CARRINGTON & NORMAN, 2003). A especificidade desta 

estimulação pelos KIRs 

classe I (MORETTA & MORE

de ambos receptores ativadores e inibidores (CARRINGTON & NORMAN, 2003). 

classificadas em dois grupos distintos conforme os domínios (D0, D1 e D2) que elas 

apresentam. Por exemplo, proteínas KIR2D Tipo I (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, 

KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4 e KIR2DS5) exibem os domínios D1 e D2, 

enquanto que os receptores KIR2D Tipo II (KIR2DL4 e KIR2DL5) não possuem o 

domínio D1 e sim o domínio D2 (FIGURA 5). 

 

comprimento, e o peptídeo líder da maioria dessas

 O entendimento da estrutura e das relações entre ligantes HLA e os 

receptores KIR foi obtido com base em estudos de cristalografia das moléculas 

KIR2D livres (S

C

(D

 As moléculas KIR2D são formadas por dois domínios N-terminais em tandem 

(D1 e D2), unidos por um conector de 3 a 5 aminoácidos (FIGURA 8). Cada domínio 

é constituído por duas folhas β antiparalelas. A angulação entre estes dois domínios 

varia de 60 a 80 graus de acordo com a variação dos resíduos na interface D -D , 

nos difere
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FIGURA 8. Estrutura da região extracelular da molécula KIR2D. 

 
Figura 8. Estrutura dos domínio lulares D1 e D2 de um receptor KIR2D. CC´, EF, A´B, FG e 
BC = “loops” que interagem com ula HLA. 
FONTE: Modificado de BOYINGTON, J.C.; MOTYKA, S.A.; SCHUCK, P.; BROOKS, A.G.; SUN, P.D. 
Crystal structure of an NK cell i lobulin-like recept mplex with its class I MHC ligand. 
Nature 405: 537-543; 2000. 
 

trutura dos complexos KIR2D/HLA-Cw 

Receptores KIR 

s extrace
 a moléc

mmunog or in co

 

2.4.2.1. Es

 

 As moléculas HLA-Cw (pertencentes ao MHC de classe I) são os principais 

ligantes dos receptores KIR. Estas proteínas ligam-se a 3 receptores KIR inibidores 

(dos receptores com ligantes conhecidos até o momento) e a 2 receptores 

ativadores. As relações entre as moléculas HLA-Cw e os receptores KIR inibidores e 

ativadores são apresentadas na tabela 3.  

 

TABELA 3. RECEPTORES KIR E SEUS LIGANTES HLA-Cw 

Epítopos HLA-Cw 
INIBIDORES ATIVADORES 

Cw4 
Cw2 
Cw5 

ASN77 e LYS80 

G
rupo1 
(G

1) 2DL1 2DS1 

Cw3 
Cw6 

Cw1 
2DL2 

Cw7 
SER77 e ASN80 

Cw8 

G
rupo2 
(G

2) 

2DL3 
2DS2 

Tabela 3. Relações entre receptores KIR e seus ligantes HLA-Cw. Os epítopos HLA-Cw estão 
reunidos em dois grupos distintos: Grupo 1 ou G1= a molécula HLA-Cw possui o aminoácido lisina na 
posição 80 (LYS-80) e Grupo 2 ou G2= onde a molécula possui o aminoácido asparagina na mesma 
posição (ASN-80). 
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 Se os indivíduos forem molecularmente tipados para o locos HLA-Cw, faz-se 

necessária a conversão destes dados moleculares em dados sorológicos onde se 

pode prever a estrutura da proteína, a fim de se estabelecer a qual grupo (G1 ou G2) 

o indivíduo é pertencente. Tais conversões podem ser estabelecidas a partir da 

tabela 4. 

 

TABELA 4. CONVERSÃO SOROLÓGICA DAS TIPAGENS MOLECULARES DE 

HLA-Cw 

HLA-Cw 
Molecular (DNA) Sorologia (Proteína) 

Cw*01 Cw1 
Cw*02 Cw2 
Cw*03 Cw9(w3), Cw10(w3) 
Cw*04 Cw4 
Cw*05 Cw5 
Cw*06 Cw6 
Cw*07 Cw7 
Cw*08 Cw8 
Cw*12 indef 
Cw*14 Cw1/indef 
Cw*15 indef 
Cw*16 indef 
Cw*17 Cw7/indef 
Cw*18 Cw6/indef 

Tabela 4. Nem todos os dados moleculares possuem dados sorológicos, sendo assim identificados 
por “indef”. 
 

 A interação entre as duas moléculas ocorre via: domínios α1 e α2 das 

roteínas HLA de classe I; porções C-terminais do peptídeo ligado a fenda desta 

ltima molécula, além dos domínios D1 e D2 do receptor KIR2D (FIGURA 9). No 

omplexo formado KIR2D-HLA de classe I, o eixo dos domínios D1-D2 da molécula 

IR é aproximadamente ortogonal ao eixo do peptídeo ligado ao sulco formado 

elas hélices α1 e α2 do HLA, alinhando assim o domínio D1 com a hélice α1 e o D2 

om a α2. Os KIR fazem contato com seus ligantes através de “loops” em sua região 

ter domínios (FIGURA 8). 

A tabela 5 apresenta as principais características dos receptores KIR e seus 

gantes (quando conhecidos). 

p

ú

c

K

p
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F  9. I L OTEÍN 2D E HLA DE 

 E

IGURA

CLASSE I

NTERAÇÃO MOLECU

SPECÍFICOS 

AR ENTRE AS PR AS KIR

 
Figura 9. Interação molecular entre receptores KIR2D e moléculas HLA-C Azul = estrutura dos 
domínios semelhantes à Ig (D1 e D2) da molécula KIR; verde = estrutura da molécula HLA de classe I 
(domínios α1, α2 e α3, além da β2-microglobulina); vermelho = peptídeo na fenda da molécula HLA. 
FONTE: Modificado de BOYINGTON, J.C.; MOTYKA, S.A.; SCHUCK, P.; BROOKS, A.G.; SUN, P.D. 
Crystal structure of an NK cell immunoglobulin-like receptor in complex with its class I MHC ligand. 
Nature 405: 537-543; 2000. 
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TABELA 5.  FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS DOS RECEPTORES KIR  CARACTERÍSTICAS

KIR Aminoácido carregado em Nº de aác. no domínio 
citoplasmático; Nº de Ligantes Região 

extracelular 
(d domínio transmembrânico conhecidos ITIMs * omínios Ig) 

Função 

3DL1 D0-D1-D2 — 84; 2 HLA-Bw4 Inibitória 
3DL2 
3DS1 
2DL1  

2DL2,3  
2DS1 D a 
2DS2 

2DS3,5 a 
2DS4 a 
2DL4 dora 
2DL5 D

D0-D1-D2 — 95; 2 HLA-A3, outros? Inibitória 
D0-D1-D2 Lys 22 ou 27; 0 ? Ativadora 

D1-D2 — 84; 2 HLA-C com Lys80 Inibitória
D1-D2 — 84 ou 76; 2 HLA-C com Asn80 Inibitória

1-D2 Lys 39; 0 HLA-C com Lys80 Ativador
D1-D2 Lys 39; 0 HLA-C com Asn80 Ativadora 
D1-D2 Lys 39; 0 ? Ativador
D1-D2 Lys 39; 0 HLA-C Ativador
D0-D2 Arg 115; 1 ou 11; 0 HLA-G Inibitória/Ativa

0-D2 — 115; 2 ? Inibitória 

Tabela 5. * ITIM (motivos inibidores baseados em tirosina); aác = aminoácidos.  
FONTE: Modificado de: VILCHES, C.; PARHAM, P. KIR: diverse, rapidly evolving receptors of 
innate and adaptive immunity. Annual Review of Immunology, Palo Alto, v. 20, p.217-251, 
2002. 

 



 28

2.4.3. GENES KIR  

 

 Os genes KIR localizam-se no braço longo do cromossomo 19 humano 

(19q13.4), dentro de um complexo gênico de 1Mb denominado de LRC (Complexo 

de Receptores Leucocitários - Leukocyte Receptor Complex) (FIGURA 10). Os 

genes LRC conhecidos podem ser agrupados baseando-se na sua organização, 

filogenia e estrutura, em quatro famílias multi-gênicas. Estas são: Família 1 - 

Receptores Leucocitários semelhantes à Ig, LILRs (leukocyte Ig-like receptors) e 

Transcritos semelhantes à Ig, ILTs (Ig-like transcripts); Família 2 - Receptores 

semelhantes à Ig das células Natural Killer, KIRs (Killer-cell Ig-like Receptors), 

Glicoproteína VI Receptor de colágeno de plaquetas, GPVI (platelet collagen 

receptor glycoprotein VI); Família 3 - um grupo representado pelos receptores de IgA 

Fc, FCAR, e NKp46; e Família 4 - Receptores semelhantes à Ig Associados a 

Leucócitos, LAIRs (Leukocyte-associated Ig-like Receptors) (MARTIN et al., 2002). 
O LRC contém genes que expressam uma seleção de 30 receptores semelhantes à 

Ig, dependendo do haplótipo analisado. Os novos genes LRC, denominados de 

LENGs (LRC - Encoded Novel Genes), codificados na extremidade centromérica do 

complexo, não estão estruturalmente relacionados ao Receptores semelhantes à Ig. 

Estes incluem o LENG5, que expressa a subunidade SEN34 de uma endonuclease 

de recomposição de transferência de RNA e LENG7 que expressa um fator de 

alongamento 1 (VALES-GOMEZ et al., 1998).  

 O complexo LRC mostra uma similaridade evolutiva e estrutural ao Complexo 

Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex – MHC) situado 

no cromossomo 6 humano, o qual contém os locos gênicos HLA (Human Leukocyte 

Antigen, Antígenos Leucocitários Humanos) de classe I e II que codificam e 

expressam moléculas de superfície celular envolvidas na regulação da imunidade 

celular (SHIMIZU & DEMARS, 1989). Alguns produtos do MHC de classe I são 

ligantes alvo de alguns membros da Família dos Receptores semelhantes à Ig 

(MARTIN et al., 2004), como, por exemplo, as moléculas expressas pelos genes 

KIR. Embora a maioria dos ligantes dos receptores LRC sejam moléculas HLA de 

classe I, uma família estrutural relacionada de genes (compreendendo FCAR, 
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NKp46 e GPVI), na extrmidade telomérica do LRC, expressa receptores que 

interagem com ligantes não HLA (MARTIN et al., 2003). 
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FIGURA 10. REGIÃO CROMOSSÔMICA DO LRC E DOS KIR 

 
F
g

igura 10. Localização cromossômica do LRC (Complexo do Receptor Leucocitário) destacando os 
enes KIR que se situam no cromossomo 19 (19q13.4). Dentro do LRC, encontram-se várias famílias 
ênicas, dentre elas estão: os LILRs (leukocyte Ig-like receptors); os ILTs (Ig-like transcripts); os KIRs 
Killer-cell Ig-like Receptors); os GPVI (platelet collagen receptor glycoprotein VI); os receptores de 

ociated Ig-like Receptors). 

ONTE: MARTIN, A.; KULSKI, J. K.; WITT, C.; PONTAROTTI, P.; CHRISTIANSEN, F. T. Leukocyte 
-like receptor complex (LRC) in mice and men. Immunology V.23: No.2; 2002. 

g
(
IgA Fc, FCAR e NKp46; além dos LAIRs (Leukocyte-ass
 
F
Ig
 Os genes KIR variam em comprimento de 4 a 16Kb (seqüência genômica 

completa) e podem conter de 4 a 9 exons. São classificados como pertencentes a 

um de 3 grupos de acordo com suas características estruturais: 
1) Genes KIR2D Tipo I; 

Codificam proteínas com 2 domínios extracelulares com uma 
conformação D1 e D2. 

 
2) Genes KIR2D Tipo II; 

Codificam proteínas com 2 domínios extracelulares com uma 
conformação D0 e D2. 
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3) Genes KIR3D; 

  Codificam proteínas com 3 domínios extracelulares (D0, D1 e D2). 

 6 nucleotídeos maior do que o exon 1 dos demais 

IR, além de possuir um códon iniciador diferente dos outros genes. 

 

 

3) Genes KIR3D 

 

 Estes genes possuem os 9 exons e incluem os genes estruturalmente 

relacionados KIR3DS1, KIR3DL1, KIR3DL2 e KIR3DL3. Dentro deste grupo os 4 

genes diferem no comprimento de sua região codificante da cauda citoplasmática no 

exon 9 (COLONNA & SAMARIDIS, 1985; DOHRING, et al., 1996; TORKAR, et al., 

e 23 resíduos de 

minoácido (codificados por alguns alelos do gene KIR3DS1) até 116 resíduos 

 

 

1) Genes KIR2D Tipo I 
 

 Neste grupo incluem-se os genes KIR2DS1-5, KIR2DL1-3 e o pseudogene 

KIR2DP1. Estes genes possuem 8 exons, sendo o exon 3 não codificante 

(COLONNA & SAMARIDIS, 1985; WAGTMANN, et al., 1995; VILCHES, et al., 2000A 

e 2000B). Os genes KIR2DL1 e KIR2DL2 compartilham uma deleção comum no 

exon 7, o que os distinguem dos demais genes KIR. Já os genes KIR2DS1-5 e os 

KIR2DL1-3 diferem entre si pelo comprimento de sua cauda citoplasmática 

codificada pelo exon 9. 

 

 

2) Genes KIR2D Tipo II 
 

 Inclui os genes KIR2DL4 e KIR2DL5, que possuem uma deleção 

característica do exon 4 e diferem do grupo KIR2D Tipo I pelo exon 3 ser codificante. 

O KIR2DL4 tem o exon 1 cerca de

K

 

1998). Este comprimento da cauda citoplasmática pode variar d

a
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(codificados por alelos do gene KIR2DL4). O gene KIR3DS1 difere dos genes 

O), denominado de 

omitê de Nomenclatura para Fatores do Sistema HLA (WHO - World Health 

rganization Nomenclature Committee) foi designado para nomear os genes KIR e 

tema gênico KIR leva 

onsidera a estrutura da proteína KIR e consiste de quatro grupos principais, 

eles que têm como produto uma proteína com 3 domínios são KIR3D. Este 

lês Short), no caso KIR2DS e KIR3DS (OLCESE et 

al., 1997; LANIER et al., 1998). Os pseudogenes KIR são identificados pela letra “P” 

logo após o dígito correspondente ao tipo de domínio, como, por exemplo, nos 

KIR3DL1 e KIR3DL2 apresentar uma seqüência mais curta do exon 8. Já o KIR3DP1 

difere dos demais por não possuir o exon 6. A mais notável característica de um 

gene KIR se refere ao gene KIR3DP1, cujo segmento gênico do exon 6 ao 9 foi 

deletado, e ocasionalmente também o exon 2 (VILCHES, et al., 2000C). 

 

 

2.4.3.1. NOMENCLATURA DOS GENES KIR 

 

 
 O subcomitê do Human Genome Organization (HUG

C

O

seus alelos (MARSH et al., 2003). A denominação do sis

c

divididos com base em duas características: número de domínios Ig extracelulares 

(2D ou 3D) e características da cauda citoplasmática da proteína KIR. Existe ainda 

um outro tipo de nomenclatura adotada na literatura, mas tal não se baseia na 

estrutura, função ou localização da proteína (HSU et al., 2002A). Esta é denominada 

de CD e se baseia na ordem de proximidade centrômero-telomérica dos genes 

localizados no cromossomo 19. 

 Com base na nomenclatura apresentada pela HUGO, os genes que codificam 

proteínas com dois domínios extracelulares são representados por KIR2D. Enquanto 

que aqu

sistema de nomenclatura separa ainda os KIR2D e KIR3D em dois grupos, 

considerando-se o tipo de cauda citoplasmática apresentada pela proteína. As 

moléculas KIR com cauda citoplasmática longa possuem na denominação, junto ao 

seu número de domínios extracelulares, a letra “L” (do inglês Long) indicando assim 

que a cauda citoplasmática é longa. Por exemplo, os genes KIR2DL ou KIR3DL. As 

moléculas que possuem a cauda citoplasmática curta são codificadas por genes 

designados pela letra “S” (do ing
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pseudogenes KIR2DP ou KIR3DP. Após a nomeação destas 2 características, o 

dígito final é correspondente aos diferentes locos (FIGURA 11). Quando dois ou 

URA DOS GENES KIR 

mais genes KIRs possuem seqüências e expressam estruturas protéicas muito 

similares (entretanto não idênticas), a eles é dado o mesmo número, contudo são 

distintos por uma letra final, por exemplo os genes KIR2DL5A e KIR2DL5B 

(MORETTA & MORETTA, 2004). 

 

FIGURA 11. NOMENCLAT

Acrônimo 

 
Figura 11. Nomenclatura adotada pelo HUGO (Human Genome Organization). 

 alelos onde diferenças nas seqüências de éxons 

 

FONTE: Disponível em: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html Acesso em: julho de 2006 
 

 

 A maioria dos genes KIR apresenta variação alélica e esta diversidade tem 

sido nomeada com base na nomenclatura adotada para os locos HLA (SHILLING et 

al., 2002; GARDINER et al., 2001). Assim, os três primeiros dígitos, após a 

designação do loco, distinguem

conferem mudanças não sinônimas. Os dois próximos dígitos indicam alelos que se 

distinguem por diferenças na seqüência de éxons e que difiram em um íntron, 

promotor ou outra região não codificante (MORETTA & MORETTA, 2004). No 

primeiro relatório do Comitê de Nomenclatura, 87 alelos foram nomeados (SIVORI et 

al., 1997). Subseqüentemente, 18 alelos foram adicionados em 2003, mais dois em 

2004 e um alelo foi excluído (MORETTA & MORETTA, 2004). 

 

 

2.4.3.2. ESTRUTURA GÊNICA E VARIABILIDADE ALÉLICA 
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 O conjunto de genes KIR localiza-se no cromossomo 19, ocupando cerca de 

150kb de um complexo gênico denominado LRC. Vários genes KIR seguem um 

arranjo básico quanto à organização de sua estrutura exon-intron: os exons 1 e 2 

codificam a seqüência líder da proteína KIR; cada um dos domínios Ig (os domínios 

D0, D1 e D2) corresponde a um único exon (exons 3, 4 e 5, respectivamente). Apenas 

um exon é responsável pela região de ligação e um pela porção transmembrânica 

(exon 6 e 7, respectivamente), sendo o domínio citoplasmático codificado pelos dois 

exons finais (8 e 9) (FIGURA 8) (WILSON et al., 1997, 2000; TROWSDALE et al., 

2001). 

 A organização genômica dos genes KIR2DL1, 2DL2 e 2DL3 e todos os 

KIR2DS (estes são conhecidos como KIRs com dois domínios Ig Tipo 1) (VILCHES 

& PARHAM, 2002) é a mesma que dos genes codificadores de moléculas de 3 

domínios. Entretanto, o exon 3 dos KIRs com 2 domínios é um pseudoexon, o qual 

pode ser eventualmente excisado por recomposição, possivelmente devido a uma 

deleção de 3 pares de bases. Contudo, freqüentemente este exon permanece 

(VILCHES & PARHAM, 2002).  
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FIGURA 12. ESTRUTURA GÊNICA DOS KIR 

 
Figura 12. Estrutura dos genes KIR.  Os genes KIR que compartilham uma organização estrutural 
similar estão aqui agrupados, enquanto os demais genes KIR com peculiaridades estruturais são 
mostrados por si só. As regiões codificantes estão representadas como caixas azuis e as nem 
sempre codificantes estão representadas em vermelho, seu tamanho em pares de bases (pb) está 
mostrado acima das caixas. O exon 3 não expresso e o exon 2 deletado do gene KIR3DP1 são 
mostrados em vermelho. As chaves na porção final do diagrama representam a maneira que os 
exons codificam para cada domínio e região da proteína.  
FONTE: Disponível em: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html Acesso em: julho de 2006 
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O produto dos genes KIR2D tipo 1 conseqüentemente perde o domínio D0 

(VILCHES et al., 2000C). Os KIR2Ds tipo 2 incluem 2DL4, 2DL5A e 2DL5B 

(VILCHES & PARHAM, 2002), que se caracterizam pela ausência completa do exon 

4 (SELVAKUMAR et al., 1997A), o que conseqüentemente causa a perda do 

domínio D1 no produto protéico. Os genes KIR3D possuem toda a estrutura dos 

exons intacta, com exceção dos 3DL3 que não possuem o exon 6. (CARRINGTON & 

NORMAN, 2003).  

 Dois pseudogenes foram identificados e nomeados através de suas 

semelhanças com os genes KIR, podendo estar presentes em certos haplótipos. O 

KIR2DP1 possui uma identidade de seqüência de aproximadamente 97% quando 

comparado aos KIR2DL1, 2DL2 e 2DL3, e contém dois exons, o 3 e 4. Um segundo 

pseudogene KIR, KIR3DP1 é diferenciado por uma deleção de 1,5kb, que remove o

e os 

esmos possam ser controlados por mecanismos similares. O promotor do 

IR3DL3 possui um valor menor de similaridade (89%), o que pode esclarecer a 

diminu

scrição AML1, o que irá impedir a 

expres

tribui para esta 

diversidade da região genômica KIR é o polimorfismo alélico (VALIANTE et al., 1997; 

SHILLING et al., 2002) gerado por mutações de ponto e recombinação homóloga 

(VALIANTE et al., 1997; SHILLING et al., 2002). Tais polimorfismos alélicos têm sido 

identificados para todos os genes KIR (HSU et al., 2002A). Esta variação pode 

ocorrer dentro de seqüências codificadoras responsáveis pela interação dos 

receptores KIR com as moléculas HLA de classe I, poderia interferir em tal interação 

 

exon 2 (WILSON et al., 2000).  

 Existe uma similaridade de 91% compartilhada entre as seqüências 

promotoras da maioria dos KIRs (VALIANTE et al., 1997), o que sugere qu

m

K

ta expressão do 3DL3. Alternativamente, o KIR2DL4 é expresso em 

virtualmente 100% dos clones de NK, uma característica única do 2DL4. O alelo 

KIR2DL5B (o mais comum em caucasóides) do gene KIR2DL5 não é expresso 

devido à presença de uma mutação na sua seqüência promotora. Essa mutação 

ocorre em um sítio de ligação do fator de tran

são deste. O mesmo acontece com o pseudogene KIR3DP1 (VILCHES et al., 

2000A). 

 A maioria dos genes KIR contém sítios variáveis, enquanto que o restante 

mostra pouca variação (SELVAKUMAR et al., 1997; WITT et al., 2000; GARDINER 

et al., 2001; SHILLING et al., 2002). Um fator significante que con
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(FAN et al., 1997, 2001; BOYINGTON et al., 2000; BOYINGTON & SUN, 2002).  Nos 

genes KIR, variações nas seqüências nucleotídicas têm sido observadas em toda a 

diferentes 

TON & NORMAN, 2003). 

 ORGANIZAÇÃO GÊNICA E DIVERSIDADE HAPLOTÍPICA 

 

extensão do gene, diferentemente da variação observada para os genes HLA de 

classe I e II, que é primariamente restrita a um ou dois éxons (HUGHES, 2002). O 

histórico de permutas desiguais e a similaridade de seqüências entre os KIRs têm 

dificultado a distinção de alelos de um mesmo loco e de locos 

(CARRING

 

 

2.2.4.3.3.

 Os genes KIR estão organizados dentro do complexo LRC em haplótipos, os 

quais têm mostrado uma extensa variação no número e no tipo de genes KIR 

presentes. A ordem dos genes KIR determina dois haplótipos distintos. (FIGURA 

13). Os genes estão organizados de forma “cabeça-a-cauda” (do inglês head-to-tail), 

e cada gene ocupa de 10 a 16kb de comprimento, com uma seqüência intermediária 

de aproximadamente 2kb separando cada par de genes, exceto por uma seqüência 

única de 14kb anterior ao KIR2DL4. Todos os haplótipos KIR conhecidos estão 

flanqueados em sua extremidade centromérica pelo loco KIR3DL3 e em sua 

extremidade telomérica pelo KIR3DL2, além de dois locos centrais, os KIR3DP1 e 

KIR2DL4. Estes genes presentes virtualmente em todos os haplótipos são 

denominados “genes de moldura do haplótipo” (do inglês, frameworks) (VILCHES, et 

al., 2000B, 2002; WILSON et al., 2000; TROWSDALE, et al., 2001). A variação 

haplotípica encontrada no complexo KIR é devido a variação no número de genes 

que compõem o haplótipo bem como pelo polimorfismo alélico em vários desses 

genes (SELVAKUMAR et al., 1997; UHRBERG et al., 1997; SHILLING et al., 2002). 

A investigação dos haplótipos KIR sugere uma história de duplicação gênica e 

permuta desigual nesta região (CARRINGTON & NORMAN, 2003). Com exceção 

dos KIR de “moldura”, o conteúdo gênico dos genes KIR dentro dos haplótipos varia 

de indivíduo para indivíduo, de tal modo que um haplótipo pode exibir menos de 8 ou 

mais de 14 genes e pseudogenes KIR, dependendo da presença ou ausência dos 

locos ativadores (UHRBERG et al., 1997; WITT et al., 1999; WILSON et al., 2000; 

HSU et al., 2002B).  
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Com base no conteúdo gênico, os haplótipos têm sido divididos em dois 

grupos primários, denominados A e B (FIGURA 13), os quais foram originalmente 

iferenciados usando a técnica PCR-RFLP (Reação em Cadeia da Polimerase - 

olimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrição) baseado na presença de 

III de aproximadamente 24Kb (UHRBERG et al., 1997). Esse 

agmento também está presente nos haplótipos B e mais tarde foi relacionado à 

resença do gene KIR2DL5 (UHRBERG, et al., 1997; VILCHES, et al., 2002). A 

princip

d

P

um fragmento de Hind

fr

p

al distinção entre estes dois haplótipos é o número de genes de receptores 

ativadores presentes. O haplótipo A tem 7 genes: KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 

3DL1, 3DL2 e 3DL3, contendo apenas um gene ativador (2DS4). O gene KIR2DS4 

possui um alelo nulo com uma freqüência populacional de cerca de 84% (MAXWEL 

et al., 2002). Sendo assim, alguns indivíduos podem ser homozigotos para um 

haplótipo A onde nenhum KIR ativador é expresso (HSU et al., 2002B). Enquanto 

que o haplótipo B possui várias combinações de genes ativadores: KIR2DS1, 2DS2, 

2DS3, 2DS5, 3DS1 e 2DS4; além dos demais KIR2DL4, 3DL2, 3DL3 e 3DP1 

(CARRINGTON & NORMAN, 2003) (FIGURA 14). As freqüências dos haplótipos A e 

B na população Caucasóide são similares, entretanto em relação ao conteúdo 

gênico, o haplótipo B possui uma maior variedade de subgrupos. Contudo existe 

uma ampla variação destes entre diferentes etnias (WITT et al., 1999; NORMAN et 

al., 2001). O haplótipo A possui uma freqüência de 75% em Japoneses e apenas 

15% em Aborígines Australianos (TONEVA et al., 2001; YAWATA et al., 2002). 
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FIGURA 13. REPRESENTAÇÃO DOS HAPLÓTIPOS A E B 

 
Figura 13. Representação dos haplótipos A e B. Diagrama representando a organização de 3 
possíveis Haplótipos KIR. O grupo haplotípico A representa um típico Haplótipo KIR A, enquanto que 
o grupo B é demonstrado por dois dos possíveis haplótipos B, mostrando que este grupo haplotípico 
é bastante variável. ACO11501, ACO06293, AY320039 e AL133414 são os códigos de entrada dos 
dados seqüenciados no banco de dados do GenBank. Esta representação não está em escala. 
FONTE: Disponível em: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html Acesso em: julho de 2006 
 

 
O aumento e a diminuição da região do KIR parece ter ocorrido devido em 

parte a permutas desiguais e duplicações gênicas. Uma conseqüência destes 

eventos moleculares é a possível geração de haplótipos KIR que contenham duas 

(ou mais) cópias de um mesmo gene em um único haplótipo e o rearranjo da ordem 

dos genes (CARRINGTON & NORMAN, 2003).  

O número de cópias dos genes KIR também é variável, com pelo menos dois 

genes sendo exibidos mais de uma vez por haplótipo (GOMEZ-LOZANO et al., 

002). Finalmente, o polimorfismo dos genes KIR é o maior contribuinte para a 

s alelos conhecidos e provavelmente mais 

inda a serem identificados para cada loco KIR (HSU et al., 2002A). 

2

diversidade da região KIR, com múltiplo

a
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FIGURA 14. DIVERSIDADE DO GRUPO HAPLOTÍPICO B 

 
Figura 14. A diversidade do grupo B aqui apresentada foi identificada por dois estudos separados 
que envolveram a análise de segregação familial, seqüenciamento genômico e análises de ordem 
gênica (SHILLING, et al., 2002; HSU, et al., 2002). As caixas azuis indicam os genes de “moldura”, as 
vermelhas os genes correspondentes a receptores inibidores enquanto que as verdes, os genes de 
proteínas ativadoras. As caixas amarelas representam os pseudogenes. O gráfico não está em 
escala.  
FONTE: Disponível em: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/index.html Acesso em: julho de 2006 
 

 

2.4.3.4. CONTROLE DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

 O fator que contribui para o repertório diversificado de células NK com 

diferentes grupos de moléculas KIR é a expressão e a manutenção de um grupo 

único de moléculas KIR para cada célula NK. Embora exista essa diversificação 

entre os genes KIR, suas regiões reguladoras são bastante conservadas. A 

explicação de mecanismos reguladores que esclareçam a expressão diferencial dos 

KIRs ainda é limitada. Mecanismos epigenéticos têm sido especulados para o 

estabelecimento e a manutenção de diferentes padrões de expressão. Um 

mecanismo importante encontrado na regulação de genes é a metilação de citosinas 

dentro de dinucleotídeos CpG (ilhas CpG). Essa modificação está associada à 

inibição da transcrição. A metilação do DNA é mantida durante as divisões celulares 
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seguintes, o que fornece a capacidade de diversificar a expressão gênica de células 

individuais e transmiti-lá para sua progênie (MORETTA & MORETTA, 2004). 

Santourlidis e colaboradores (2002) identificaram uma ilha CpG anterior à região dos 

genes 

las NK recentemente isoladas. 

m roedores identificaram genes que expressam receptores de 

uperfície celular denominados Ly49, com especificidade a moléculas MHC de 

classe , 1992; 

CORREA & RAULET, 1995). Subseqüentemente, vários grupos de pesquisadores 

identific a

ligantes H

WAGTMA 5). Ambos KIR e Ly49 são clonalmente expressos em 

diferentes células NK (MORETTA & MORETTA, 2004). Atualmente, os complexos 

gênicos

ou seja, p

(WILSON 

et al., 20

espécies distintas é um interessante exemplo de evolução convergente (MORETTA 

KIR, a qual possui estrutura similar em todos os genes KIR expressos, com 

exceção do KIR2DL4 onde a densidade de dinucleotídeos CpG é baixa. As ilhas 

CpG altamente metiladas correspondem a KIRs não expressos, pois os genes que 

são expressos não são metilados. Esta correlação foi observada (SANTAOURLIDIS 

et al., 2002) em linhagens celulares NK e em célu

Estudos confirmam que a manutenção da expressão clonalmente restrita para genes 

KIR altamente homólogos e alelos é feita por metilação nas células NK. Foi também 

demonstrado que em clones de NK, somente um alelo é expresso e sugere-se que 

seja o resultado da demetilação monoalélica, indicando assim, que os genes KIR 

são regulados independentemente. Os clones de NK mostraram claramente uma 

expressão dos genes KIR clonalmente restrita, mesmo após extensiva cultura e 

expansão clonal (CHAN et al., 2003). 

 

 

2.4.3.5. EVOLUÇÃO  
 

 

Estudos e

s

I (LIAO et al., 1991; DANIELS et al., 1992; KARLHOFER et al.

ar m os genes humanos KIRs que mostraram especificidade a moléculas 

LA de classe I (COLONNA et al., 1993; D’ANDREA et al., 1995; 

NN et al., 199

 KIR em humanos e Ly49 em roedores são vistos como análogos funcionais, 

ossuem a mesma função, mas diferem quanto a sua estrutura e origem 

et al., 2000; BARTEN et al., 2001; TROWSDALE, 2001; MAKRIGIANNIS 

02). A existência de moléculas diferentes com funções similares em 
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& MORETTA, 2004). Ambos os genes (KIR e Ly49) codificam proteínas agrupadas 

em fa

expressam

proteínas 

compartilh es 

inibidores com especificidade a moléculas ligantes MHC de classe I. Outra 

característi

inibidores 

extracelula

genes KIR uma espécie 

ancestral contendo genes Ly49, pois um único pseudogene Ly49 ainda é observado 

dentro do Complexo Natural Killer (NKC) no cromossomo 12 humano (WESTGAARD 

et al., 1998; BARTEN et al., 1999). A região sintênica NKC nos ratos localiza-se no 

cromossomo 6, a qual contém também genes codificantes de outros receptores 

lectina tipo-C expressos em células NK tais como CD94 e NKG2A, em adição aos 

múltiplos genes Ly49. Como o NKC, o LRC tem uma região homóloga e sintênica 

definida em ratos, localizada no cromossomo 7. Embora existam muitas 

similaridades entre o LRC humano e o LRC de ratos, nenhum homólogo dos genes 

KIR humanos foi encontrado em ratos (HSU et al., 2002A). Esta ausência de genes 

KIR em roedores, junto com uma notável diversidade gênica e alélica em haplótipos 

KIR humanos, sugere uma rápida e recente evolução da família de genes KIR, o que 

induz à idéia de que estes tenham se desenvolvido apenas a partir dos primatas 

(MORETTA & MORETTA, 2004). Contudo, evidências de um gene funcional Ly49 

inibidor e múltiplos genes KIR no genoma de bovinos apóiam o modelo de que o 

gene Ly49 ancestral antecedeu a divergência dos mamíferos placentários e que o 

ancestral KIR antecedeu a irradiação dos primatas (KHAKOO et al., 2000). Existe 

um número variável de genes contidos no haplótipo KIR humano, que pode ser 

resultado de uma extensiva duplicação gênica e permutas desiguais, facilitadas por 

alta similaridade de seqüências, organização de modo "cabeça-à-cauda" e 

proximidade dos genes (MARTIN et al., 2003). Estima-se que estes eventos de 

duplicação gênica que conduziram à geração da região genômica dos KIRs 

ocorreram há 30-45 milhões de anos (VILCHES & PARHAM, 2002). Alguns 

pesquisadores supõem que a diversificação instantânea apresentada pelo grupo 

mílias protéicas estruturalmente distintas. Os genes KIR codificam e 

 moléculas relacionadas à Ig, enquanto que os genes Ly49 expressam 

relacionadas à lectina tipo-C. No entanto, tais famílias gênicas 

am algumas características, uma das quais é a expressão de receptor

ca comum entre os KIR e Ly49, é conter pares de receptores ativadores e 

que mostram uma alta homologia de seqüências em seus domínios 

res (LANIER, 1998; LONG, 1999; RAULET et al., 2001). A evolução dos 

 na linhagem humana tem se dado provavelmente a partir de 

 



 43

haplotípico B do KIR, é resultado da seleção mediada por patógenos (UHRBERG et 

l., 1997; ZAMBELLO et al., 2003). 

às células T que são 

restritas pelo alotipo MHC, as células NK podem responder à ausência do MHC 

próprio intitulada de hipótese do "Missing-Self". Os antígenos MHC de classe I estão 

presentes em todas as células nucleadas e são compostas de uma cadeia pesada 

de 45 kD codificada pelos genes HLA-A, HLA-B e HLA-Cw, situados no MHC, no 

cromossomo 6. Essa cadeia pesada associa-se não covalentemente com um 

polipeptídeo de 12 kD, a β2-microglobulina codificada por um gene localizado no 

cromossomo 15 (KLEIN & SATO, 2000). A atividade das NK é provavelmente o 

resultado de um balanço entre receptores de superfície ativadores e inibidores, as 

moléculas KIR (LANIER, 2001), e a interação destes com moléculas HLA de classe 

I. Os receptores KIR, o grupo de moléculas receptoras melhor caracterizado das NK, 

são isotipo específicos. Assim, aloenxertos com moléculas HLA de classe I KIR-

Ligante incompatíveis podem ser potencialmente reconhecidos e mortos. A 

incompatibilidade KIR-Ligante foi definida como a ausência de grupos alélicos HLA 

de classe I no tecido do doador, os quais são ligantes para as proteínas KIRs 

inibidoras do paciente (3DL1, 2DL2/3, 2DL1 e 3DL2). Estudos indicam a ocorrência 

de aloreações mediadas pelo repertório KIR, quando o alvo alogênico não expressa 

alelos HLA de classe I que os bloqueie (RUGGERI et al., 2004). O conhecimento 

atual das especificidades KIR ativadoras ou inibidoras da lise celular através da 

ligação com epítopos presentes nas moléculas HLA, ainda é incompleto, embora 

existam alguns exemplos de especificidade entre o KIR e o HLA já conhecidos. Por 

exemplo, o KIR2DL1 liga-se somente ao HLA-Cw (Asn77, Lys80) do grupo 1, e o 

KIR2DL2 liga-se somente à moléculas HLA-Cw (Ser 77, Asn 80) do grupo 2 

(COLONNA et al., 1993) (TABELA 5). 

 Estas células são ativadas logo após o transplante, apesar da forte 

a

 

 

2.4.3.6. GENES KIR E TRANSPLANTE 

 

 As células NK fazem parte da imunidade inata, formando assim, uma primeira 

linha de defesa contra antígenos estranhos. Em contraste 
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imunossupressão, sugerindo que a citotoxicidade destas células do receptor contra o 

oador possa ser um alvo, previamente não reconhecido, do processo de rejeição. 

os pares de doadores e receptores pouco 

ompatíveis, onde o receptor pode não expressar o repertório correto de receptores 

rdíacos (MARBOE et 

te conduz à permanente disfunção do 

eptores de reconhecimento e a 

d

Tal situação é observada especialmente n

c

inibidores para prevenir a morte das células do doador. O pico da atividade das NK 

ocorre dentro de 3 dias do início da resposta imune, precedendo a atividade das 

células T. Elas têm um significante papel na defesa contra tumores (TRINCHERI, 

1989), infecção viral (TRINCHERI, 1989; DOKUN et al., 2001), e a rejeição do 

transplante de medula óssea (BIX et al., 1991). Diferentemente das células T, elas 

não requerem preparação e são capazes de matar células alvo independentemente 

de ativação. Sua importância, em transplantes de órgãos sólidos, tem sido 

recentemente demonstrada em alotransplantes de modelos animais (MAIER et al., 

2001; POPOOLA et al., 2001). Em humanos, o aumento do número de células NK 

circulantes tem sido observado durante a rejeição aguda de aloenxertos renais 

(COOKSEY et al., 1984), além de participar em infiltrados ca

al., 1983) e renais (HANCOCK et al., 1985; TOTTERMAN et al., 1989).  

As células NK possuem a capacidade de lisar células epiteliais do rim humano 

in vitro (LIN et al., 1993). A utilização de painéis de anticorpos monoclonais, 

direcionados contra vários marcadores leucocitários, mostram células NK CD56 

presentes no aloenxerto renal durante o princípio da rejeição, seguido por um fluxo 

de células T e macrófagos (HANCOCK et al., 1985). 

 Os testes pré-transplantes, tais como tipagem HLA e prova curzada, para 

seleção de doadores, associados com os modernos agentes imunossupressores têm 

permitido um aumento na taxa de sobrevida do aloenxerto renal, chegando em 

algumas unidades transplantadoras a mais de 90% dos casos em 1 ano. Entretanto, 

a rejeição aguda ainda ocorre e freqüentemen

enxerto ou a perda deste (VAMPA et al., 2003). A rejeição é o problema mais 

comum dos primeiros 3 meses imediatamente após o transplante de rim 

(ETTENGER et al., 1990; McENERY et al., 1992). Neste contexto uma melhor 

compreensão dos mecanismos associados à aceitação/rejeição do alo-enxerto, 

como a atividade das células NK, de seus rec

interação destes com seus ligantes, poderá contribuir para o aumento da sobrevida 

do enxerto. 
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3. OBJETIVOS 

 

• Caracterizar epidemiologicamente a amostra de pacientes renais. 

 

• Estimar as freqüências dos genes, dos haplótipos e dos genótipos KIR, no 

grupo de receptores renais e em seus respectivos doadores, 

isoladamente. 

 

• Comparar a freqüência da identidade genética para os locos KIR 

inibidores e ativadores (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DS1 e 2DS2) com ligantes 

HLA-Cw específicos, em duplas receptor-doador no grupo de pacientes 

com rejeição aguda ao aloenxerto e no grupo de pacientes sem rejeição 

(controles). 

 

• Comparar a incompatibilidade KIR-Ligante (locos KIR inibidores 2DL1, 

2DL2 e 2DL3, e seus ligantes HLA-Cw específicos, quando conhecidos) 

nas duplas receptores-doadores no grupo de pacientes com rejeição 

aguda ao aloenxerto e no grupo de pacientes sem rejeição (controles). 

 

• Comparar a incompatibilidade KIR-Ligante (locos KIR ativadores 2DS1 e 

-Cw específicos, quando conhecidos) nas 

duplas receptores-doadores no grupo de pacientes com rejeição aguda ao 

2DS2, e seus ligantes HLA

aloenxerto e no grupo de pacientes sem rejeição (controles). 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

 O atual estudo tem como justificativa o fato de haver poucos trabalhos 

relatando o papel dos genes KIR no contexto dos transplantes renais. A sugestiva 

atuação dos receptores KIR das células Natural Killer no processo imunomodulador 

da resposta imune, no sentido de induzir ou impedir a rejeição aguda (dependendo 

da combinação de seu repertório com seus ligantes HLA de classe I) justificam a 

realização de estudos nessa área, cujos resultados possam contribuir para elucidar a 

importância dos genes KIR na aceitação do aloenxerto renal. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 

5.1. CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

 

 

ição; b) pacientes que 

ão apresentaram episódios de rejeição aguda (baseado em prontuários médicos) 

splante, 

sendo caracterizados como amostra controle. Tais amostras foram obtidas de 

transplantes renais realizados no período entre 1996 e 2005, no Hospital 

Universitário Evangélico de Curitiba (HUEC). Os pares receptor/doador foram 

selecionados segundo os seguintes critérios: grau de similaridades HLA (número de 

matches nos locos HLA-A, HLA-B e HLA-DR); grupo étnico (predominantemente 

caucasóides) e idade (semelhantes entre doador e receptor).  

 Considerando-se o grau de compatibilidade HLA para os três locos (HLA-A, 

HLA-B e HLA-DR) pode-se dividir as duplas receptor/doador em: HLA idêntico, 

quando apresentam similaridades para todos os grupos alélicos dos três locos, 

portanto 6 compatibilidades e 0 incompatibilidades (compatibilidades também são 

designadas como matches (M) e as incompatibilidades como mismatches (MM)); 

HLA haploidêntico, os quais possuem um haplótipo comum com seus respectivos 

doadores, incluem as duplas com 3-5 M (matches); e HLA diferente, onde os 

indivíduos apresentavam 2-0 M. Houveram 17 transplantes onde as duplas foram 

HLA idênticos (17%), 61 transplantes HLA haploidênticos (61%) e 21 com as duplas 

mais comum foi a Glomerulonefrite 

Crônica (GNC), presente em 69 dos pacientes renais (69%) associada ou não a 

outras doenças, como: Insuficiência Renal Crônica (IRC) presente em 12 pacientes 

(12%); Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS), em 40 indivíduos (40%); Diabetes 

Mellitus (DM) em 7 pacientes (7%); dentre outras.  

 A imunossupressão pré-transplante foi empregada de acordo com 6 

diferentes protocolos, com distintas combinações de imunossupressores: 

Foi conduzido um estudo caso-controle composto de uma amostra de 100 

pares receptor-doador. Os pacientes transplantados renais foram sub-divididos em 

dois grupos: a) pacientes que apresentaram quadro de reje

n

no período compreendido entre uma semana até quatro meses após o tran

HLA diferentes (21%). Em um dos transplantes, devido a falta de dados, não foi 

possível confirmar o grau de compatibilidade. 

 Quanto à freqüência da doença de base, a 
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ciclosporina (CsA), predinisona e mofetil micofenolato (MMF) em 32 pacientes 

5.2. EXTRAÇÃ

(32%); CsA, predinisona e rapamicina, em 3 (3%); tacrolimus (FK506), predinisona e 

rapamicina em 5 pacientes renais (5%); FK506, predinisona e MMF, em 58 

pacientes (58%); rapamicina, predinisona e MMF em um (1%); e predinisona mais 

FK506 também em um paciente (1%). Nos casos onde houve rejeição ao órgão 

transplantado, utilizou-se uma terapia imunossupressora complementar, que em sua 

maioria consistia na administração de metil predinisona associada ou não a 

anticorpos policlonais (ATG) ou monoclonais (OKT3). 

 Dependendo do estado clínico do paciente, esses critérios de pareamento 

entre as duplas receptor e doador poderiam ser flexibilizados no sentido de 

contemplar o paciente com o transplante. Com relação ao teste pré-transplante da 

prova cruzada ou cross-match (soro do receptor x linfócitos do doador), todas as 

duplas apresentaram resultados negativos (receptor não apresentou anticorpos anti-

HLA pré-formados contra antígenos HLA do doador o que poderia resultar em 

rejeição hiperaguda contra o aloenxerto). Os dados referentes aos pacientes foram 

obtidos a partir de prontuários médicos em visitas semanais na Casa de Apoio ao 

Paciente Transplantado Renal do HUEC. As tipagem HLA foram realizadas no 

Hospital Universitário Cajuru. 

 

 

O DO DNA GENÔMICO 

 indivíduo, 

através de punção venosa, em tubos estéreis tipo vacutainer com EDTA para coleta 

sangüínea. Essas amostras foram centrifugadas para obtenção da camada de 

leucócitos da qual foi extraído o DNA pela técnica de salting-out (JOHN et al., 1990, 

modificado por LAHIRI e NURNBERGER, 1991) (ANEXO II). 

 

 

5.3 CONCENTRAÇÃO DO DNA 

 

 A concentração de DNA das amostras foi medida pela leitura de densidade 

ótica, utilizando-se o espectrofotômetro Gene Quantpro RNA/DNA calculator. 

 

Dez mililitros (10 ml) de sangue periférico foram coletados de cada
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5.4. TIPAGEM DOS GENES KIR PELA TÉCNICA PCR-SSOP 

 

 O méto  dos IR util e estudo foi a 

PCR-SSOP (Reaçã adeia da  Sonda O eotídica Seqüência 

Específica - Polymerase Chain Reaction Sequence-Specific Oligonucleotide Probe) 

empregando-se o “ R SSO est fabricado pela empresa One 

Lambda Inc. A amplificação do produto específico foi feita através de três pares de 

iniciadores (Primers cíficos s 3, 5 e  até o 9 (7-9). Tais 

iniciadores estão p s já no agem d KIR da empresa 

fabricante. Após a ação, o licado em gel de agarose 2,5% e 

corado com brome tídio, co de de se ar quais amostras 

tiveram seus produtos amplificados e quais amostras não. Para a realização da 

reação de amplificação é necessário uma DNA polimerase, neste caso a enzima Taq 

 os demais reagentes da Mistura de 

kit” 

. A realização da amplificação do segmento específico foi realizada no 

aparelho termociclador Perkin-

o 

do para tipificação  genes K izado no present

o em C Polimerase ligonucl

kit” KI Genotyping T

) espe para os exon 7

resente  “kit” para tip e genes 

amplific  produto é ap

to de e m a finalida  verific

Platinum da empresa Invitrogen sendo que

Reação (dNTPs, tampão da enzima, cofatores da enzima) estão presentes no “

de tipagem

Elmer 9600 e as condições de amplificação são 

mostradas na TABELA 6.  

 A técnica de PCR-SSOP baseia-se na desnaturação química da dupla fita de 

DNA do produto já amplificado com iniciadores marcados com Biotina (reagente 

fluorescente), seguida por neutralização química de ambas as fitas do DNA abertas 

e posterior hibridização com sondas oligo-específicas (FIGURA 15a). Tais sondas 

estão pré-conjugadas em micro-esferas (“pérolas”), sendo que cada micro-esfera 

possui um tipo de sonda específico. Seguinte à hibridização, as sondas que 

hibridizaram são marcadas com um produto fluorescente, a SAPE (Estrepavidina 

conjugada com R-Ficoeritrina - R-Phycoerythrin-conjugated Strepavidin) (FIGURA 

15b). A leitura das micro-esferas marcadas é realizada com a ajuda de um citômetro 

de fluxo (LABScanTM), equipamento que através de laser na cor vermelha, 

comprimento de onda de 633nm, reconhece a cor da microesfera e outro laser 

verde, comprimento de onda 532nm, reconhece se esta microesfera está ou não 

marcada com SAPE, o que determinaria sua positividade. A interpretação dos 

resultados é feita através do software HLA VISUAL Versão 2.0 (cedido pela 

empresa) que analisa as combinações de sondas nas micro-esferas detectadas pel
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aparel

 são desenvolvidos pela 

empre

ho, o qual consulta um banco de dados interno e sugere quais são os locos 

presentes. As concentrações dos reagentes não são fornecidos e os volumes foram 

utilizados conforme metade do recomendado pela empresa, colaborando assim para 

uma substancial redução dos custos de tipagem por amostra. 

O “kit” e o software para realização dos testes

sa Norte-Americana One Lambda Inc. Todos os procedimentos para seu uso 

foram realizados de acordo com as instruções do fabricante. 

 

FIGURA 15a. PRINCÍPIOS DA TÉCNICA PCR-SSOP PARA TIPAGEM KIR 

Figura 15
pares de 
(hidróxido
(ácido acé

s Iniciadores  
Iniciadores Biotinilado
a. Princípios da técnica de tipagem PCR-SSOP. 1) Amplificação do produto desejado com 
iniciadores marcados com Biotina (reagente fluorescente). 2) Desnaturação química 

 de sódio) da dupla fita do produto amplificado e posterior neutralização também química 
tico) a fim de manter ambas as fitas separadas. 

Biotinilados 
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FIGURA 15b. PRINCÍPIOS DA TÉCNICA PCR-SSOP PARA TIPAGEM KIR 

(continuação) 
Figura 15b. Princípi pagem P 3) Hib uto amplificado às 
sondas (processo depen de elevação ra) ligadas à sferas. 4) Amplificação 
do sinal fluorescente pel nte SAPE (Es  conjugada com R-Ficoeritrina). 

os da técnica de ti CR-SSOP. ridização do prod
dente de temperatu s microe

o reage trepavidina
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TABELA 6. CONDIÇÕES DE AMPLIFICAÇÃO PARA A REALIZAÇÃO DA PCR 

SOP PARA TIPAGEM DE KIR S

TEMPERATURA TEMPO Nº DE CICLOS 

96 ºC 3 minutos 1 ciclo 

96 ºC 20 segundos  

60 ºC 20 segundos 5 ciclos 

72 ºC 20 segundos  

96 ºC 10 segundos  

60 ºC 15 segundos 30 ciclos 

72 ºC 20 segundos  

72 ºC 10 minutos 1 ciclo 

4 ºC ∞ 1 ciclo 

 

5.5 TIPAGEM DOS GENES HLA-Cw PELA TÉCNICA DE PCR-SSP 

 

Foi utilizada a metodologia da PCR-SSP (Reação em Cadeia da Polimerase 

om polimorfismo de nucleotídeo único); e a 

Iniciador Seqüência-Específico - Polymerase Chain Reaction Sequence-Specific 

Primer) empregada pelo “kit” de tipagem Micro SSPTM HLA Class I C Locus Specific 

Typing Tray, da empresa One Lambda, Inc. Esta técnica baseia-se no princípio de 

que oligonucleotídeos iniciadores totalmente complementares são mais 

eficientemente usados para amplificar uma seqüência alvo pela Taq polimerase 

recombinante, do que oligonucleotídeos iniciadores mal pareados. Pares de 

oligonucleotídeos iniciadores são confeccionados para terem um pareamento 

perfeito com apenas um único alelo ou um grupo de alelos. Sob condições de PCR 

estritamente controladas, pares de oligonucleotídeos iniciadores perfeitamente 

pareados resultam na amplificação da seqüência alvo (resultado positivo), enquanto 

pares de oligonucleotídeos iniciadores mal-pareados não resultam em amplificação 

(resultado negativo). Logo, os iniciadores são sintetizados de duas formas: a forma 

“normal”, refratária ao DNA “mutante” (c

forma “mutante”, refratária ao DNA com a seqüência “normal”. Para garantir que 

mesmo assim não haja hibridização, são colocadas bases adicionais não 

complementares na posição 3’ terminal do iniciador. 
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Os iniciadores com correspondência completa, durante o processo de PCR, 

hibridizam-se à seqüência alvo do DNA em estudo, amplificando esta seqüência e 

produzindo um resultado positivo. Contrariamente, os pares de iniciadores sem 

correspondência não se hibridizam ao DNA, fazendo com que não ocorra 

amplificação e portando, gerando um resultado negativo.  

Após o processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificado obtidos são 

separados por eletroforese em gel de agarose (2,5%) e visualizados por coloração 

em brometo de etídeo e exposição à luz ultravioleta. A interpretação dos resultados 

baseia-se na presença ou ausência de um fragmento de DNA amplificado específico 

(FIGURA 16). Devido ao fato de que a reação de PCR pode ser influenciada por 

vários fatores, tais como qualidade do DNA, presença de inibidores e erros humanos 

(na manipulação do DNA, na pipetagem...), adiciona-se à reação um par de 

iciad

Na presença de uma banda de tipagem positiva (amplificação 

a banda 

. A folha para análise 

ork

in ores de controle interno, os quais amplificam uma região conservada de um 

gene (gene da β-globina humana), que está presente em todas amostras de DNA. 

Esta é uma prova utilizada para confirmar a integridade da reação de PCR, pois 

aparecerá a banda controle (correspondente a essa região conservada do gene) no 

final das reações. 

específica de um alelo HLA), o produto dos iniciadores de controle poderá ser fraco 

ou ausente, devido às diferenças de concentração e de temperaturas de hibridização 

entre os iniciadores específicos e os de controle interno. Os fragmentos de DNA dos 

pares de iniciadores específicos são menores que os de controle interno, mas 

maiores do que a banda de iniciadores não incorporados. Como conseqüência, a 

reação positiva é vista no gel como um fragmento de DNA amplificado entre 

de controle e a banda de iniciador não incorporado. Uma foto de um gel de agarose 

pode ser vista na figura 17. Todos os procedimentos para o uso do “kit” foram 

realizados de acordo com as instruções do fabricante

(W sheet) inclusa no “kit” está no anexo III. As condições de amplificação 

adotadas, estão descritas na tabela 7. 
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FIGURA 16. INTERPRETAÇÃO DAS BANDAS PARA TIPAGEM DO GENE HLA-Cw 

 
Figura 16. O par de iniciadores, responsáveis pelo controle interno, amplifica uma região conservada 
do gene da β-globina humana, presente em todas as amostras de DNA. Tal banda é utilizada para se 
confirmar a integridade da reação da PCR. A banda de controle interno e a de iniciador não 
incorporado atuam como marcadores de tamanho e deverão ser considerados como marcadores de 
tipagem positivo. 
 

 

FIGURA 17- PADRÃO DE BANDAS PARA TIPAGEM DO GENE HLA-Cw 

 
Figura 17. A interpretação do gel deve ser feita de acordo com a Figura 16. 

 

 

TABELA 7. CONDIÇÕES DE AMPLIFICAÇÃO PARA A REALIZAÇÃO DA PCR SSP 
PARA TIPAGEM HLA-Cw 

TEMPERATURA TEMPO Nº DE CICLOS 

96ºC 2,1 minutos 1 ciclo 

63 ºC 1 minuto  

96 ºC 10 segundos 9 ciclos 

63 ºC 1 minuto  

96 ºC 10 segundos  

59 ºC 50 segundos 20 ciclos 

72 ºC 30 segundos  

4 ºC ∞ 1 ciclo 
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5.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

rupo dos receptores e do 

rupo dos doadores e entre as duplas (receptor/doador) com e sem rejeição, foram 

os valores do qui-quadrado (χ2) resultantes foram comparados, segundo ao 

ar a correção de Yates. Esta correção consiste na subtração 

Possíveis correlações entre a média de idade (receptores e doadores) e o 

período compreendido entre o dia do transplante e o início da rejeição, foram 

estimadas a partir da matrix de correlação empregada pelo programa Statística. 

 A relação entre o parentesco da dupla receptor/doador e a presença ou 

ausência da reação ao aloenxerto, foi analisada utilizando-se o teste de contingência 

com três classes: I) parentesco de primeiro grau (pai, mãe, filhos e irmãos); II) 

parentesco de segundo grau (avós, netos, tios e primos) e III) parentes de terceiro 

grau e duplas sem parentesco. 

 A freqüência da presença de cada um dos 16 genes KIR para todas as 

amostras, juntamente das frequências haplotípicas, dentro do grupo de receptores e 

do grupo de doadores, foram obtidas por contagem direta a partir de uma tabela 

geral de dados montada no programa Microsoft Excel. 

 

 As freqüências das diferentes etnias dentro do g

g

obtidas por contagem direta. 

 A análise da distribuição dos sexos em relação aos episódios de rejeição foi 

realizada utilizando-se tabelas de contingência (produzidas no programa Microsoft 

Excel), 

número de graus de liberdade, à tabela do qui-quadrado. Considerou-se que os dois 

grupos seriam significativamente diferentes se o valor de p fosse inferior a 0,05. Os 

graus de liberdade, para tal análise, foram calculados segundo a fórmula: (nº de 

linhas – 1) x (nº de colunas – 1). Quando o número amostral do grupo analisado 

fosse muito pequeno (inferior a 10), o que pode diminuir a acurácia do teste χ2, 

convencionou-se utiliz

de 0,5 dos desvios entre as freqüências observada e esperada. Tal correção foi 

adotada na análise da distribuição dos sexos nos grupos com e sem rejeição. 

 As diferenças, entre as médias de idade dos receptores com rejeição e sem 

foram testadas a partir do teste de Student (t), os valores das médias de idade e os 

respectivos desvios também são fornecidos. O teste de Student ou teste de t foi 

realizado com o auxílio do programa STATISTICA 5.5 (ano 2000). Todas as análises 

referentes à média de idades foram realizadas por este método. 
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 Para calcular as freqüências gênicas, primeiramente assumiu-se que as 

freqüências observadas seguem as proporções do equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

Duas formas de cálculo de freqüência gênica foram adotadas, sendo que para uma 

delas convencionou-se que a freqüência de ausência do gene é igual a q2, onde 

extraindo-se a raiz quadrada obtém-se o valor de q, sendo p = 1 – q, temos o valor 

de p. O erro padrão destas freqüências foi calculado a partir da fórmula √((pq)/2N). 

Para os genes cuja freqüência da presença não era 100%, foi possível estimar a 

freqüência dos heterozigotos a partir de 2pq (duas vezes a freqüência de p vezes a 

freqüência de q). A freqüência de p2 foi calculada levando-se em conta que a soma 

das freqüências, p2, 2pq e q2 é igual a 1 (ou seja, 100%). Foi também calculado o 

erro padrão destas freqüências segundo a fórmula: √(pq)/2N, onde N é igual ao 

través da fórmula de Bernstein, onde: freqüência gênica = 1 - √(1-f), sendo f a 

eqüência da presença do gene observada. Esta formula também assume as 

num 

omo uma população com N = 100) e do grupo de doadores (também tratada como 

ma população) com freqüências encontradas na literatura foram analisadas a partir 

es entre os grupos de receptores e de doadores foi realizada utilizando-

e o teste de contingência empregado pelo programa RxC. 

os genes 

KIR entre receptores e doadores e compatibilidade entre receptores KIR do receptor 

e seus ligantes HLA-Cw jeição aguda e duplas sem 

rejeição, foi efetuada pela análise d  de cont ncia. de 

classes sadas supe ada empregando-se o programa 

RxC (MILLER, 1997), assumindo como significantes va res de p menores ou iguais 

cálculo foi 

tamanho total da amostra utilizada. 

 O segundo método empregado para se calcular a freqüência gênica foi 

a

fr

proporções do equilíbrio de Hardy-Weinberg. Ambos os métodos coincidem 

mesmo resultado. 

 Possíveis diferenças entre as freqüências do grupo de receptores (tratado 

c

u

de testes de contingência utilizando o programa RxC desenvolvido por Miller (1997). 

Este programa realiza análises de contingência empregando um algoritmo de 

metropolis, obtendo-se assim, uma estimativa imparcial do valor exato de p. 

 As freqüências dos haplótipos A e B foram obtidas por contagem direta. As 

comparaçõ

s

 A determinação das diferenças e similaridades (equivalência para 

no doador), entre duplas com re

e tabelas ingê Sendo o número 

anali rior a 4, a análise foi realiz

lo

a 0,05. Análises onde o número de classes foram inferiores ou igual a 4, o 
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realizado a partir de tabelas de contingência produzidas no programa Microsoft 

o Odds 

Ratio (OR) com intervalo de confiança (IC) de 95% através do método de Woolf 

(WOOLF, 1955). Quando um dos dados da tabela assumir o valor zero, foi utilizada 

a correção de Haldane, que consiste em acrescentar o valor de 0,5 a todos os dados 

da tabela de contingência, com o objetivo de prevenir a impossibilidade de cálculo 

do OR, quando da divisão de um valor por zero. 

 Para verificar a compatibilidade entre os locos que codificam moléculas KIR 

(do receptor renal) e seus ligantes codificados pelo gene HLA-Cw (do doador), foram 

necessárias conversões dos dados moleculares (resultantes da tipagem molecular 

do gene HLA-Cw) em seus equivalentes sorológicos. Esses epítopos sorológicos 

 distinção entre os dois rupos 

va em conta qual aminoácido está presente na posição 80 da proteína HLA-Cw. A 

osição 80 da molécula é de grande importância durante interações destas com os 

w*05 e Cw*08 não podem ser diferenciados, os seus 

pítopos também não os foram. Os epítopos referentes a estes grupos alélicos 

ertencem a grupos de epítopos diferentes, sendo Cw5 pertencente ao grupo G1, e 

 Cw8 ao grupo G2. Sendo assim, quando essa ambigüidade na tipagem foi 

erificada, a compatibilidade entre os receptores e doadores não foi passível de 

grupos alélicos HLA-Cw tipados 

molecula ente e que n correspondentes sorológicos, não pertencendo 

a nenh  grupos G1 e G2, sendo portanto considerados como 

incompatibilidade. Tais conversões foram apresentadas na tabela 4, na página 25 do 

presente trabalho. 

Excel. Para os valores que mostraram significância estatística foi calculado 

(Cw) podem ser reunidos em dois diferentes grupos. A  g

le

p

diferentes receptores KIR. O grupo G1 reúne epítopos que possuem o aminoácido 

lisina na posição 80 (LYS-80), e o grupo G2, o aminoácido asparagina (ASN-80). 

Contudo, devido à limitações na técnica de tipagem molecular dos grupos alélicos 

HLA-Cw, onde os grupos C

e

p

o

v

verificação. Estes dados estão indicados nas tabelas 21 e 22 pela letra N. Nestas 

mesmas tabelas, o símbolo “?” representa 

rm ã  o possuem

um dos dois
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6 ULTADOS 

 

6.1. Dados Epidemiológicos das Duplas receptor/doador 

 

 A amostra foi analisada considerando-se a ausência/prese

. RES

nça de episódios 

res, 13% (13) são caucasóides, 

tnia de receptores e doadores estão representados no 

) de caucasóides e 5% (2) de negróides e 0% (0) de inígenas(GRÁFICO 2). 

entre as duplas com rejeição 39% (23) não constavam dados sobre sua etnia nos 

rontuários, e entre as duplas sem episódios de rejeição 49% (20). 

de rejeição e sua relação com a etnia, sexo, idade, grau de parentesco, freqüência 

da presença dos genes KIR e de seus ligantes HLA-Cw entre receptores e doadores 

renais. 

 Quanto à etnia, 37% (37) dos receptores são caucasóides, 4% (4) negróides e 

0% (0) de origem indígena, os 59% (59) restantes não constavam informações sobre 

sua etnia nos prontuários médicos. Dentre os doado

2% (2) negróides e 1% (1) indígenas, 84% (84) faltam informações sobre sua etnia. 

Dados referentes a etnia de 59 receptores e 84 doadores não constavam nos 

prontuários médicos. 

 Os dados referentes à e

gráfico 1. Com relação às duplas (receptor/doador) com rejeição e sem, 53% (31) 

das duplas com reação alogênica são caucasóides, 7% (4) negróides e 2% (1) 

indígenas. As duplas que não apresentaram rejeição, foram observadas em 46% 

(19

D

p
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GRÁFICO 1. Etnia de receptores (N=100) e doadores (N=100) 
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Gráfico 1. REC = receptores, DOA = doadores; Cau = caucasóides, Neg = negróides, Ind = 
indígenas; Não inf. = receptores e doadores cujas informações sobre etnia não constavam nos 
prontuários médicos. 
 

 

GRÁFICO 2. Etnia de receptores+doadores com (N=59) e sem rejeição (N=41) 
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Gráfico 2. REC+DOA CR = duplas com rejeição, REC+DOA SR = duplas sem rejeição; Cau = 
caucasóides, Neg = negróides, Ind = indígenas; Não inf. = receptores e doadores cujas informações 
sobre etnia não constavam nos prontuários médicos..  
 

 

 A análise da distribuição dos sexos em relação aos episódios de rejeição 

(TABELA 8) mostrou uma diferença significativa (χ2
1 = 5,1229; p<0,05) quando se 

comparou o número de receptores homens com o número de receptores mulheres 
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com (CR) e sem rejeição (SR). A porcentagem de cada sexo está representada no 

gráfico 3.  

ABELA 8. Distribuição dos sexos entre duplas com e duplas sem rejeição 

 

T

 Homens 
n(%) 

Mulheres 
n(%) total  

CR 38 (64,41) 21(35,59) 59 χ2
1
 = 4,898; p<0,05 

SR 17(41,46) 24(58,54) 41 χ2
1
  = 1,196; p>0,10 

total 55 45 100  

 χ2
1=5,1229; p<0,05   

Tabela 8. CR= duplas com rejeição; SR= duplas sem rejeição. Para 1 grau de liberdade. 

 

GRÁFICO 3. Representação da distribuição dos sexos em relação à rejeição 

64,41%

35,59%
41,46%

58,54%

0,00%
10,00%
20,00%
30,00%
40,00%
50,00%
60,00%
70,00%

CR SR

PORCENTUAL SEXO / REJEIÇÃO

REJEIÇÃO

Homens
Mulheres

 
 duplas com rejeição; SR= duplas sem rejeição. 

 

 

 A análise da distribuição entre duplas receptor/doador de mesmo sexo e 

duplas de sexos diferentes, na presença ou ausência de episódios de rejeição, não 

demonstrou significância estatística quando da comparação dos dois grupos (χ2
1 = 

0,08; p>0,78) (TABELA 9).  

 

 

 

 

Gráfico 3. CR=
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TABELA 9. Distribuição das duplas (receptores e doadores) de mesmo sexo e com 

sexos diferentes nos grupos com e sem rejeição 

 mesmo sexo 
 (H/H + M/M) 

sexo diferente 
 (H/M + M/H) total 

CR 29 (60,42) n(%) 30 (57,69) 59 

SR 
n(%) 19 (39,58) 22 (42,31) 41 

total 48 52 100 
(χ2

1=0,08; p>0,78) 
Tabela 9. H = homem e M = mulher. H/H = receptor homem / doador homem; M/M = receptor mulher / 
doador mulher; H/M receptor homem / doador mulher; M/H = 
duplas com rejeição; SR = duplas sem rejeição. Para 1 grau d

receptor mulher / doador homem. CR = 
e liberdade. 

 

 As médias de idade entre os receptores renais com a ocorrência de rejeição 

ao enxerto foi de 34,48+12,57 anos, e o grupo que não apresentou a rejeição foi de 

39,56+12,22 anos. Dentre os doadores essa média foi de 39,89+10,39 anos para 

aqueles onde o receptor apresentou episódios de rejeição. Doadores de pacientes 

sem rejeição tiveram a média de idade igual a 37,46+10,54 anos. 

 Os dados referentes às médias de idade entre receptores e doadores, e suas 

comparações quando agrupados segundo fatores como presença de rejeição e 

sexo, foram tabulados juntamente com os valores de t na tabela 10. Foram 

encontradas diferenças significativas entre a média de idade do grupo de receptores 

com e as médias do grupo sem rejeição (t1 = 2,00; p<0,04). O teste para os 

doadores não demonstrou diferenças significativas. 

 A comparação das médias de idade entre os sexos e os grupos com e sem 

rejeição mostrou significância apenas em doadores. Essa diferença estatística foi 

observada entre doadores do sexo masculino entre os grupos com e sem rejeição (t6 

= 2,16; p<0,03) (TABELA 10). 

 A análise da média das diferenças das idades entre receptores e doadores na 

época do transplante não mostrou diferenças significativas (TABELA 11). Os dados 

provenientes da comparação entre médias de idades estão representados no gráfico 

4. 
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TABELA 10 Média das idades de receptores e doadores em relação ao sexo e a 

ocorrência ou não de rejeição 

RECEPTORES DOADORES CRx
 

H + M H M H + M H M 

SR 

 CR 
(59) 

SR 
(41) 

CR 
(38) 

SR 
(17) 

CR 
(21) 

SR 
(24) 

CR 
(59) 

SR 
(41) 

CR 
(35) 

SR 
(23) 

CR 
(24) 

SR 
(19) 

Média 34,48 
+12,57 

39,56 
+12,22 

34,45 
+11,92 

40,17 
+13,19 

34,52 
+13,94 

39,12 
+11,76 

39,89 
+10,39 

37,46 
+10,54 

40,63 
+11,10 

34,60 
+8,82 

38,82 
+9,42 

41,11 
+11,66 

Teste 
t 

(t1 = 2,00; 
p<0,04) 

(t4 = 1,58; 
p>0,11) 

(t3 = 1,20; 
p>0,23) 

(t2 =1,12; 
p>0,26) 

(t6 = 2,16; 
p<0,03) 

(t5  = 0,69; 
p>0,49) 

Tabela 10. H = homem e M = mulher. H+M = todos os indivíduos do grupo independentemente de 

seus sexos. CR = duplas com rejeição; SR = duplas sem rejeição. 
 

 

TABELA 11. Médias das diferenças de idades entre receptores e doadores em 

relação a ocorrência ou não de rejeição 

Diferença Rec/Doa CRxSR 
 

H + M 

 CR (55) SR (45) 

Média 12,6 + 9,83 12,15 + 11,64 

Teste 
t (t = 0,20; p>0,83) 

Tabela 11. H = homem e M = mulher. CR = duplas com rejeição; SR = duplas sem rejeição. 
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GRÁFICO 4. Média das idades entre os grupos com e sem rejeição 
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 mulher e H+M 

ao

ram

rau
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os

ren

tre

co entre

re s de primeiro grau (65 transplantes), 7% 

dos 4 t sp tes od  os demais transplantes foram realizados entre 

las 

ana

pto

e o

ren

de  d ore era con ng eos mas o grau de pa

por

r e

lta 

pr

 da

nç

rela

trou diferenças significantes 

2

es ao grau de parentesco estão representados no gráfico 5. 
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GRÁFICO 5. Distribuição do grau de parentesco em relação à presença ou ausência 

de re ãojeiç  
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Gráfic . CR = gru m rejei m rejeição. Ñ relac = duplas receptor/doador sem 
parentesco. 

 

6.2. F QÜ NC DO

 

 s f ê s p e  genes KIR e as estimativas de p, q, p2, 

2pq e q2 são apresentadas na tabela 14. A comparação entre as freqüências da 

presença dos genes nos g o es não apresentou diferenças 

significativa

 No o dos e s KIR2D que codificam moléculas KIR 

inibidoras como o 2DL1, estavam presentes em 98%, o 2DL2 em 49%, o 2DL3 em 

%  gene 2DL4 (conhecido como gene de 

“moldura”) esteve presente em 100% dos receptores. Os genes codificantes para 

léc  in or KIR iguais a 92% para o loco 

old a freqüência da presença foi de 100%, 

enqu o p  o ne L3 (também gene de “moldura”) estava presente em 99% 

s  Pa de doadores, genes com dois domínios 

semelhantes à Ig que codific as ativadoras, tiveram a freqüência de 

presença de 97% para o gene  para 2DL2, 89% para 2DL3 e 56% para 

2DL5 ntr s do  o g stava presente em 97% dos indivíduos, 

o 5 po co ção;

ENE

res

rup

ptor

os 

 SR = grupo se

S KIR  

nça dos 16

s receptores e doador

es, os gene

indivíduos. O

ura” 3DL2, 

ra o grupo 

am proteín

 2DL1, 47%

ene 2DL4 e

 

RE Ê IA S G

A reqü ncia da 

s (p = 0,99; EP= 0,0005) (TABELA 12). 

grup rec

90  e o 2DL5 em 50% d

mo

3D

ulas

pa

ibid

o g

as 

e 

3D, apresentaram freqüências 

“mL1, ra en de 

ant ara  ge  3D

do  indivíduos analisados.

. E e o doa res
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diferentemente dos 100% nos receptores. Os genes KIR3D apresentaram uma 

freqüência de 92% do loco 3DL1, 99% para 3DL2 e 100% para 3DL3 (sendo estes 

dois últimos genes, framework ou de moldura). 

 Os genes que codificam nas as d  KIR2

nos rece , uma ênci sen l a 3 ra o g

para 2DS , 85 ra 2DS 0% par 5. Já os genes do tipo 

KIR3D, 4 dos re re  a ntaram . Dentre os doadores, 41% 

apresentaram o gene , 54% o gene 2DS 2DS3, 81% o S4 e 22% o 

. O gene 3DS1 obteve uma freqüência de 40% também em doadores. 

 f ncia d eudog  2DP1  99% n ceptore e 98%

doadores, e do 3DP1 A 

ia  pr sen no rup s ce s f i c ara a c o g upo  

r s nh ma diferença significativa 

(TABELA 14). 

st freq ên  fo io  

n e  l ra e obtidos de estu  re liza  em  d po la

predominantemente caucasóides  france ENIS et al., 2005), e outra inglesa 

K e , 20 3); s p pu es egr es, ma eg esa EN  et  

   d  C  (C O al ão ori

chinesa (JIANG et al., 2005) (TABELA 13). 

 Somente a comparação de nossos dados com aqueles referentes às 

a õe  C ina e S ne pre en

 o eptores  0,000 0,000001 e p = 0,000001; EP=0,000001, 

respectivamente) (TABELA 14) quanto no grupo dos doadores (p = 0,000001; 

,0 0  e  = 00 1; ,0 00 sp ctiv nte  (T LA 5)  

a ç ent e co po õe  pa cada loc

receptores e de doadores, foram analisadas separadamente (Tabelas 14 e 15, 

c va te)

 

 proteí

a de pre

% pa

ativador

ça igua

4 e 3

o tipo

9% pa

a 2DS

D apresentaram, 

ene 2DS1ptores

2, 29% para 

 freqü

2DS3

, 55% 

 0% cepto s prese  o 3DS1

2DS1 2, 37% o 2D

2DS5

 A reqüê os ps enes:  é de os re s e d  nos 

 de 100% entre os receptores e de 98% nos doadores. 

freqüênc  da e ça g o do re ptore o omp d om r  de

doado e  e ne u foi encontrada (p = 0,99; EP= 0,0005) 

 E as ü cias ram ainda comparadas com dados populac nais

dispo ív is na ite tura dos a dos : uas pu ções 

, uma sa (D

(COO t l.a 0  dua o la õç n óid u s ne al  D( IS  al.,

2005) e o autr o aribe O K t  e ., 2003); além de uma populaç  e l nta

popul ç s da h  e d e gal a s taram diferenças significativas tanto no 

grupo d s rec  (p = 001; EP=

EP=0 0 001 p 0,00 0 EP=0 00 1, re e ame ) ABE  1 . As

comp ra ões r as cin  pulaç s ra o KIR entre os grupos de 

respe ti men . 
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TABELA 12. Freqüência da presença dos genes KIR entre receptores e doadores (continua) 

  RECEPTORES (N=100)  DOADOR ) ES (N=100

KIR  
freq 
(N) 

 p 
(EP) 

 q 
(EP) 

 p2  2pq  q2  freq 
(N) 

 p 
(EP) 

 q 
(EP) 

 2pq  q2 p2

2DL1  
0,98 
(98) 

 
0,86 

(+0,02) 
 

0,14 
(+0,02) 

 0,74  0,24  0,02  
0,97 
(97) 

 
0,83 

(+0,03) 
 

0,17 
(+0,03) 

 0,03  0,68  0,29 

2DL2  
0,49 
(49) 

 
0,29 

(+0,03) 
 

0,71 
(+0,03) 

 0,08  0,41  0,51  
0,47 
(47) 

 
0,27 

(+0,03) 
 

0,73 
(+0,03) 

 0,53 

2DL3  
0,90 
(90) 

 
0,68 

(+

 0,07  0,40 

0,03) 
 

0,32 
(+0,03) 

 0,47  0,43  0,10  
0,89 
(89) 

 
0,67 

(+0,03) 
 

0,33 
(+0,03) 

2DL4  
1,00 
(100) 

 
1,00 

(+

 0,45  0,44  0,11 

0,00) 
 

0,00 
(+0,00) 

 ?  ?  0,00  
0,97 
(97) 

 
0,83 

(+0,03) 
 

0,17 
(+0,03) 

 0,68  0,29 

2DL5  
0,50 
(50) 

 
0,29 

(+

 0,03 

0,03) 
 

0,71 
(+0,03) 

 0,09  0,41  0,50  
0,56 
(56) 

 
0,34 

(+0,03) 
 

0,66 
(+0,03) 

 0,11  0,45  0,44 

2DP1  
0,99 
(99) 

 
0,90 

(+0,02) 
 

0,10 
(+0,02) 

 0,81  0,18  0,01  
0,98 
(98) 

 
0,86 

(+0,02) 
 

0,14 
(+0,02) 

 0,74  0,24 

2DS1  
0,39 
(39) 

 
0,22 

(+

 0,02 

0,03) 
 

0,78 
(+0,03) 

 0,05  0,34  0,61  
0,41 
(41) 

 
0,23 

(+0,03) 
 

0,77 
(+0,03) 

 0,05  0,36 

2DS2  
0,55 
(55) 

 
0,33 

(+

 0,59 

0,03) 
 

0,67 

(+0,03) 
 0,11  0,44  0,45  

0,54 
(54) 

 
0,32 

(+0,03) 
 

0,68 
(+0,03) 

 0,10  0,44 

2DS3  
0,29 
(29) 

 
0,16 

(+

 0,46 

0,03) 
 

0,84 
(+0,03) 

 0,02  0,27  0,71  
0,37 
(37) 

 
0,21 

(+0,03) 
 

0,79 
(+0,03) 

 0,04  0,33 

2DS4  
0,85 
(85) 

 
0,61 

(+

 0,63 

0,03) 
 

0,39 
(+0,03) 

 0,38  0,47  0,15  
0,81 
(81) 

 
0,56 

(+0,04) 
 

0,44 
(+0,04) 

 0,32  0,49 

2DS5  
0,30 
(30) 

 
0,16 

(+

 0,19 

0,03) 
 

0,84 
(+0,03) 

 0,03  0,27  0,70  
0,22 
(22) 

 
0,12 

(+0,02) 
 

0,88 
(+0,02) 

 0,01  0,21 

3DL1  0,92  0,72  0,28  0,51  0,41  0,08  0,92  0,72  0,28  0,51  0,41 

 0,78 

 0,08 
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 (92) (+0,03) + ( 0,03) (92) (+0,03) (+0,03

1,00 
(100) 

1,00 

(+

) 

3DL2   
0,00) 

0,00 
(+

 
0,00) 

0,99 
(99) 

0,90 
(+

 ?  ?  0,00   
0,02) 

0,10 
(+

 
0,02) 

 0,81  0,18 

L
0

 0,01 

3D 3  
,99

(99) 

 
 

0,
(+

90 
0,02) 

0 
 

0,1
(+0,02) 

0
0 

 0,81  ,18  0,01  
1,0
(100) 

0 
 

1
(+

,0
0,00) 

00 
+

 
(

0,
0,00) 

?

1,00 
(100) 

1,00 
(+

  ?   0,00 

3DP1   
0,00) 

0,00 
(+

 
0,00) 

0,98 
(98) 

0,86 
(+

 ?  ?  0,00   
0,02) 

0,14 
(+

 
0,02) 

 0,74  0,24 

3DS1 
40 

 
(+

 0,02 

 
0,
(40) 

0,23 
0,03) 

 
(+

0,77 
0,03) 

 0,05  0,35  0,60  
(40) 

 
(+

0,40 0,23 
0,03) 

 
(+

0,77 
0,03) 

0,0

p = 0,99 (para as freqüências absolutas de presença dos locos entre Receptores e Doadores) 

 5  0,35  0,60 

Tabela 12. Os valores de p e q foram calculados partindo-se do princípio que a população segue as proporções do equilíbrio de H rdy-Weinbe
os genes p2 , q2 e 2pq, são estimativas das freqüências de heterozigotos e homozigotos calculados a partir da freqüência do homozigoto para a a
(q2 ela fórmula de Bernstei freq da p
do gene. Os genes em negrito, são aquele ados genes de “moldura” (framework), virtualmente presentes ím
está presente quando a freqüência de hom  heterozigotos não pode ser diferenciada. 

a rg. Para 
usência 
resença 
bolo “?” 

). O valor de p, pode ser calculado também p
s den
ozig

n. A porcentagem (%) apresentada é referente a üência relativa 
s os indivíduos. Oom

otos
in
 e

em todo  s
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TABELA 13. Comparação das freqüências da presença dos locos KIR ent  o upo

p or, o grupo doa or e outras cinco populações (continua) 
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  p1  p2  
p1 = 1,00 

p2 = 0,99 
 

p1 = 0,99 

p2 = 0,57 
 

p = 0,24 p = 0,00 p = 0,00 1 

p2 = 0,07 
 

1 

p2 = 0,00 
 

1 

p2 = 0,00 

1 Denis et al., 2005  4 Denis et al., 2005 
2 Cook et al., 2003  5 Jiang et al., 2005 

 Cook et al., 2003     3    

Tabela 13. ão ; * o dado não pode ser an ; p1 = valor de p para compara
entre o grupo dos receptores e a população a ada; p2 = valor de p para comparação entre o gr
dos doadore ação analisada. Genes em negrito são aqueles denominados d  genes de 
“moldu a”. 

NT = loco n  tipado alisado ção 
upo nalis

s e a popul e
r
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TABELA 14. Compar ção das reqüências da presença, loco por loco KIR en re o

o receptores e ou ras inco pop lações (continua) 
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p<0,05    

   
 

98 
(98)        

91 
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92 
(92)      

L1 
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100 
(100)           3DL2 
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(99)         3DL3 
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(100)           3DP1 
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,001 

Tabela 14. Os s em n nificam qu hum  dife statistica  significante foi 
encontrada. 

espaço  bra c igo s e n ne a rença e m eent
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TABELA 15. Comparação das freqüências da presença, loco por loco KIR entre o 

rupo doadores e outras cinco populações (continua) 
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    χ2=8,800;  χ2 ,652;    

Tabela 15. Os e ços e  branco significam que nenhuma difere ign cante i 
encontrada. 

ação da distribuição das freqüências dos locos KIR 

ntre receptores e doadores foram realizadas (TABELA 16). O primeiro teste, 

spa m nça estatisticamente s ifi  fo

 

 

 Análises para compar

e

comparou o grupo de receptores com rejeição com seus respectivos doadores e não 

se observou nenhuma significância estatística na distribuição dos dados entre as 

amostras (p = 0,99; EP = 0,003). O mesmo resultado foi obtido quando da 

comparação entre receptores sem rejeição e doadores sem rejeição (p = 0,99; EP = 

0,0002), e para receptores com rejeição e receptores sem rejeição (p = 0,98; EP = 

0,004). 
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TABELA 16. Comparação das freqüências da presença dos locos KIR entre 

receptores e doadores com e sem rejeição 

  REC CR 
(59)  DOA CR 

(59)  REC SR 
(41)  DOA SR 

(41) 

KIR  
freq 
(N) 
 

 
freq 
(N) 
 

 
freq 
(N) 
 

 
freq 
(N) 
 

2DL1  
0,98 
(58) 

 
 

0,95 
(56) 

 
 

0,98 
(40) 

 
 

1,00 
(41) 

 

2DL2  
0,49 
(29) 

 
 

0,41 
(24) 

 
 

0,49 
(20) 

 
 

0,56 
(23) 
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(54) 
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0,85 
(35) 
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1,00 
(59) 
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(56) 

 
 

1,00 
(41) 

 
 

1,00 
(41) 
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0,51 
(30) 
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(31) 

 
 

0,49 
(20) 

 
 

0,61 
(25) 

 

2DP1  
0,98 
(58) 
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1,00 
(41) 

 
 

1,00 
(41) 
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(27) 

 

2DS3  
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0,31 
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(19) 
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(47) 

 
 

0,90 
(37) 

 
 

0,83 
(34) 
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0,36 
(21) 
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(11) 

 
 

0,22 
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0,27 
(11) 
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0,88 
(52) 

 
 

0,90 
(53) 

 
 

0,98 
(40) 

 
 

0,95 
(39) 

 

3DL2  
1,00 
(59) 

 
 

1,00 
(59) 

 
 

1,00 
(41) 

 
 

0,98 
(40) 
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(59) 
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0,98 
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1,00 
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1,00 
(59) 

 
 

0,97 
(57) 

 
 

1,00 
(41) 

 
 

1,00 
(41) 

 

3DS1  
0,46 
(27) 

 
 

0,37 
(22) 

 
 

0,32 
(13) 

 
 

0,44 
(18) 

 
 
  p1 = 0,99 

EP = 0,003  p2 = 0,99 
EP = 0,0002  

   
  p3 = 0,98 

EP = 0,004   

Tabela 16. Os genes em negrito são aqueles denominados de genes de “moldura”. p1 = comparação 
entre Receptores com rejeição e doadores com rejeição; p2 = comparação entre receptores e 
doadores sem rejeição; p3 = comparação entre receptores com e sem rejeição. EP = erro padrão. 
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6.3. FREQUÊNCIA HAPLOTÍPICA E GENÓTIPOS ENCONTRADOS 

 

 e 

rece , 

juntamente com as comparações das

receptores e doadores com e sem rejeiç

pa s a  

strou diferenças significa 1 = 0,68; EP = 0,01). Também foram 

o 

ransplante, e nenhuma das três análises a seguir relacionadas mostrou 

o 

= o 

m rejeição x receptores sem rejeição (p  = 

P = 0,006). 

Á

A freqüência dos haplótipos A e B foi analisada dentro dos grupos d

ptores e de doadores (GRÁFICO 6). As freqüências de cada haplótipo

 suas freqüências entre os grupos de 

ão, são apresentadas na tabela 17. A 

lótcom

dem

com

alot

sign

(p

ração das freqüência  de cada h p ipo entre os receptores e doadores não

on tivas (p

paradas estas frequências em relação à presença ou a ausência da rejeição a

ificância: receptores com rejeição x doadores do gurpo que apresentou rejeiçã

2 

(p

 0,10; EP = 0,004); receptores sem rejeição x doadores do grupo sem rejeiçã

3 = 0,35; EP = 0,009) e receptores co

0,18
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FICO 6. Distribuição haplotípica entre receptores (N=100) e doadores (N=100) 
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TABELA 17. Freqüência dos haplótipos dentro dos grupos receptor e doador 

  
REC 
(100) 

 
DOA 
(100) 

 REC CR 
(59) 

 DOA CR 
(59) 

 REC SR 
(41) 

 DOA SR 
(41) 

HAP  
freq 
(N) 

 
 

freq 
(N) 

 

 freq 
(N) 

 

 freq 
(N) 

 

 freq 
(N) 

 

 freq 
(N) 

 

AA  
0,28 
(28) 

 
 

0,34 
(34) 

 
 

0,24 
(14) 

 
 

0,42 
(25) 

 
 

0,34 
(14) 

 
 

0,22 
(9) 

 
0,08 
(8) 

 
 

0,08 
(8) 

 
 

0,12 
(7) 

 
 

0,09 
(5) 

 
 

0,03 
(1) 

 
 

0,07 
(3) 

 
0,64 
(64) 

 
 

0,58 
(58) 

 
 

0,64 
(38) 

 
 

0,49 
(29) 

 
 

0,63 
(26) 

 
 

0,71 
(29) 

 
 

1 = 0,68; EP = 0,01  p2 = 0,10; EP = 0,004  p3 = 0,35; EP = 0,009 

BB  

AB  

 
 p

        p4 = 0,18; EP = 0,006   
 

Tabela 17. REC = receptores, DOA = doadores, CR = com rejeição, SR = sem rejeição. p1 = 
ceptores e doadores (CR+SR). p2 = comparação entre receptores com rejeição 

(REC CR) e doadores com rejeição (DOA CR). p3 = comparação entre receptores sem rejeição (REC 
SR) e doadores sem rejeição (DOA SR). p4 = comparação entre receptores com rejeição (REC CR) e 

R). EP = erro padrão. 
 

 Os perfis ou genótipos KIR tipados no presente estudo estão listados na 

tabela 18, juntamente com o número total de locos, freqüências absoluta e relativa 

os dentro dos grupos de receptores e doadores, bem como o número de 

locos inibidores e ativadores. Os genótipos dos grupos de receptores e de doadores 

são apresentados numa mesma tabela a fim de uma melhor visualização e 

comparação entre os dois grupos. Dentre os 72 receptores com haplótipo BB ou AB, 

KIR, enquanto que entre os 67 indivíduos 

. Os indivíduos com o haplótipo A (o 

qual não apresenta diferentes genótipos) não foram listados na tabela 18, sendo que 

28 receptores e 33 doadores apresentaram tal haplótipo. Dentro de cada genótipo o 

 KIR varia, podendo ter um mínimo de 7 e um máximo de 16 

máximo de 6 locos. Entretanto o número de genes inibidores que compõem um perfil 

é maior, podendo variar de 4 a 9 locos. Pelo fato do loco 2DS4, dependendo das 

circunstâncias, apresentar função ativadora ou inibidora, a freqüência para o gene 

 foi incluída, quando presente, tanto no grupo de locos 

s inibidores. Os dois genótipos mais freqüentes 

comparação entre re

sem (REC S

dos loc

foram observados 35 diferentes perfil 

doadores observamos 39 diferentes genótipos

número total de locos

genes. Se analisarmos apenas os locos ativadores, o número mínimo é de 0 e o 

codificante da proteína 2DS4

ativadores quanto no grupo de loco
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entre os receptores, também o foram entre os doadores, ou seja, os genótipos 12 e 

10, que apresentam 2 e 3 locos ativadores respectivamente, além de 8 e 9 locos 

inibidores, respectivamente. 
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TABELA 18. Distribuição dos genótipos entre receptores e doadores com os haplótipos B e AB (continua) 

Genot 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 2DP1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DP1 3DS1 HAP NG REC freq DOA freq ATIV INIB 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 B 14 1 0,01 2 0,03 5 7 
2 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 B 13 1 0,01 1 0,01 4 7 
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 B 13 1 0,01 1 0,01 4 7 
4 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 B 8 0 0,00 1 0,01 0 6 
5 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 B 12 0 0,00 1 0,01 4 6 
6 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 B 12 0 0,00 1 0,01 4 6 
7 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 B 7 0 0,00 2 0,03 3 4 
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 16 4 0,06 2 0,03 6 8 
9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 AB 14 1 0,01 2 0,03 4 8 

10 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 AB 13 7 0,10 6 0,09 3 8 
11 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 AB 15 4 0,06 3 0,04 5 8 
12 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 AB 11 14 0,19 6 0,09 2 7 
13 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 AB 14 0 0,00 2 0,03 5 7 
14 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 AB 14 3 0,04 3 0,04 4 8 
15 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 AB 14 2 0,03 1 0,01 4 8 
16 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 AB 13 4 0,06 3 0,04 4 7 
17 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 AB 10 1 0,01 2 0,03 2 6 
18 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 AB 14 2 0,03 1 0,01 5 7 
19 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 AB 13 0 0,00 1 0,01 5 6 
20 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 AB 12 1 0,01 1 0,01 3 7 
21 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 AB 12 0 0,00 1 0,01 3 7 
22 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 AB 12 0 0,00 1 0,01 3 7 
23 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 AB 11 0 0,00 1 0,01 2 7 
24 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 AB 14 0 0,00 1 0,01 5 7 
25 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 AB 13 0 0,00 1 0,01 3 8 
26 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 AB 13 0 0,00 1 0,01 4 7 
27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 AB 14 1 0,01 3 0,04 4 8 
28 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 AB 12 0 0,00 1 0,01 3 7 
29 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 AB 12 0 0,00 1 0,01 3 7 
30 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 AB 10 0 0,00 1 0,01 1 7 
31 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 AB 14 1 0,01 1 0,01 5 7 
32 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 AB 13 0 0,00 1 0,01 4 7 



 

 

79 

33 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 AB 13 0 0,00 1 0,01 4 7 
34 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 AB 13 0 0,00 1 0,01 3 8 
35 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 AB 15 1 0,01 3 0,04 5 8 
36 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 AB 12 2 0,03 1 0,01 4 6 
37 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 AB 13 3 0,04 2 0,03 4 7 
38 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 AB 10 1 0,01 1 0,01 2 6 
39 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 AB 12 2 0,03 2 0,03 3 7 
40 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 B 12 1 0,01 0 0,00 4 6 
41 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 AB 8 1 0,01 0 0,00 1 5 
42 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 B 13 2 0,03 0 0,00 5 6 
43 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 AB 11 1 0,01 0 0,00 2 7 
44 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 B 11 1 0,01 0 0,00 3 6 
45 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 B 11 1 0,01 0 0,00 4 5 
46 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 AB 8 1 0,01 0 0,00 2 5 
47 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 AB 12 1 0,01 0 0,00 2 8 
48 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 AB 12 1 0,01 0 0,00 3 7 
49 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 AB 10 1 0,01 0 0,00 2 6 
50 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 AB 14 1 0,01 0 0,00 4 8 
51 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 AB 11 1 0,01 0 0,00 3 6 
52 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 AB 10 1 0,01 0 0,00 2 6 
53 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AB 15 1 0,01 0 0,00 6 7 

                 Total indivíduos 72  67    
                 Nº genótipos 35  39    

Tabela 18. Os locos em negrito são aqueles denominados de genes de “moldura”. A cor verde representa a presença do gene e a cor vermelha a 
ausência deste. A cor amarela destaca a ausência do loco de “moldura” em alguns genótipos. HAP = haplótipo, NG = número de genes por genótipo, 
REC = receptores, DOA = doadores. ATIV = número de locos ativadores por genótipo, INIB = número de locos inibidores por genótipo. As maiores 
freqüências estão destacadas em negrito. A presença do loco 2DL4, que codifica uma molécula que aparenta possuir as duas funções de ativador e 
inibidor foi contabilizado, quando presente, tanto no número de locos ativadores, quanto no número de inibidores. 
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6.4. IDENTIDADE GENÉTICA PARA OS LOCOS KIR COM LIGANTES ESPECÍFICOS 

HLA-Cw ENTRE RECEPTORES E DOADORES 

 

 A identidade genética para os locos KIR pode ser definida como a presença ou 

ausência de um determinado loco no receptor e também no doador. 

 Verificou-se a identidade dos locos KIR inibidores e ativadores com ligantes HLA-

Cw conhecidos. Sendo assim, os locos inibidores 2DL1, 2DL2 e 2DL3, e os locos 

ativadores 2DS1 e 2DS2, foram analisados. Primeiramente, a análise da equivalência 

dos locos inibidores (TABELA 19) e ativadores (TABELA 20) entre duplas com e sem 

rejeição, foi realizada em separado. 

 Para os locos KIR inibidores com ligantes específicos HLA-Cw, a comparação 

dos diferentes níveis de identidade (identidade para os três locos, para pelo menos 

dois, para pelo menos um e sem nenhuma identidade) entre as duplas com e sem 

rejeição, mostrou que estes dois grupos são significativamente diferentes (p = 0,03; EP 

= 0,004) (TABELA 19). Tais análises de identidade para os locos inibidores tiveram os 

testes de contingência repetidos com redução do número de classes agrupando-se em: 

pelo menos uma identidade; pelo menos duas; identidade para todos os locos e 

nenhuma identidade. Mesmo assim o teste demonstrou significância ao comparar os 

grupos com e sem rejeição (p = 0,006: EP = 0,001) (estes dados não são mostrados na 

tabela 19). 
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TABELA 19. Identidade para locos KIR inibidores com ligantes específicos HLA-Cw 

entre duplas com e sem rejeição 

INIBIDORES     

2DL1 2DL2 2DL3 Duplas 
CR freq Duplas 

SR freq 

E E E 24 0,41 27 0,66 
N N N 2 0,03 0 0,00 
E E N 5 0,08 1 0,02 
E N E 25 0,42 9 0,22 
N E E 1 0,02 0 0,00 
N N E 0 0,00 0 0,00 
N E N 0 0,00 2 0,05 
E N N 2 0,03 2 0,05 
  total 59  41  
   p = 0,029260; EP = 0,004541 

Tabela 19. E = dupla com identidade para a presença ou a ausência do loco; N = dupla sem identidade 
para a presença ou a ausência do loco. Duplas CR = duplas receptor/doador com episódio de rejeição; 
Duplas SR = duplas sem rejeição. EP = erro padrão. 
 
 Dentre os locos KIR ativadores com ligantes específicos HLA-Cw a comparação 

entre os grupos com e sem rejeição, também mostrou diferenças significativas (p = 

0,02; EP = 0,002) (TABELA 20). A mesma análise com o número reduzido de classes 

(pelo menos um loco com identidade, identidade para todos os locos e nenhuma 

identidade) continuou a afirmar a significância entre os dois grupos (com e sem 

rejeição) (p = 0,006; EP = 0,001) (dados não mostrados na tabela 20). 

 

TABELA 20. Identidade para os locos KIR ativadores com ligantes específicos HLA-Cw 

entre duplas com e sem rejeição 

ATIVADORES     

2DS1 2DS2 Duplas 
CR freq Duplas 

SR freq 

E E 21 0,36 26 0,63 
N N 14 0,24 2 0,05 
E N 16 0,27 9 0,22 
N E 8 0,14 4 0,10 
 total 59  41  
  p = 0,017440; EP = 0,001992 

Tabela 20. E = dupla com identidade para a presença ou a ausência do loco; N = dupla sem identidade 
para a presença ou a ausência do loco. Duplas CR = duplas receptor/doador com episódio de rejeição; 
Duplas SR = duplas sem rejeição. EP = erro padrão. 
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 A tabela 21 apresenta os dados referentes à união das combinações de 

identidade para os locos inibidores (2DL1, 2DL2 e 2DL3) e ativadores (2DS1 e 2DS2). 

Quando comparadas as combinações dos cinco locos, entre duplas com e sem 

rejeição, os dois grupos mostraram ser significativamente diferentes (p=0,03; EP=0,01).  

 

TABELA 21. Identidade para os locos KIR ativadores e inibidores com ligantes 

específicos HLA-Cw entre duplas com e sem rejeição 

INIBIDORES ATIVADORES     
2DL1 2DL2 2DL3 2DS1 2DS2 CR freq SR freq 

E E E E E 14 0,24 23 0,56 
E E E N N 2 0,03 0 0,00 
E E E E N 1 0,02 1 0,02 
E E E N E 7 0,12 3 0,07 
N N N E E 1 0,02 0 0,00 
N N N N N 0 0,00 0 0,00 
N N N E N 0 0,00 0 0,00 
N N N N E 1 0,02 0 0,00 
E E N E E 4 0,07 1 0,02 
E E N N N 1 0,02 0 0,00 
E E N E N 0 0,00 0 0,00 
E E N N E 0 0,00 0 0,00 
E N E E E 1 0,02 0 0,00 
E N E N N 9 0,15 1 0,02 
E N E E N 15 0,25 8 0,20 
E N E N E 0 0,00 0 0,00 
N E E E E 1 0,02 0 0,00 
N E E N N 0 0,00 0 0,00 
N E E E N 0 0,00 0 0,00 
N E E N E 0 0,00 0 0,00 
N N E E E 0 0,00 0 0,00 
N N E N N 0 0,00 0 0,00 
N N E E N 0 0,00 0 0,00 
N N E N E 0 0,00 0 0,00 
N E N E E 0 0,00 1 0,02 
N E N N N 0 0,00 0 0,00 
N E N E N 0 0,00 0 0,00 
N E N N E 0 0,00 1 0,02 
E N N E E 0 0,00 1 0,02 
E N N N N 2 0,03 1 0,02 
E N N E N 0 0,00 0 0,00 
E N N N E 0 0,00 0 0,00 
    total 59  41  
     p = 0,030960; EP = 0,010566 
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Tabela 21. E = dupla com identidade para a presença ou a ausência do loco; N = dupla sem identidad
para a presença ou a ausência do loco. Duplas CR = duplas receptor/doador com episódio de rejeição; 
Duplas SR = duplas sem rejeição. EP = erro padrão. As combinações mais freqüentes entre o
receptores e a mais freqüentes entre os doadores estão em negrito.  
 

 Foram testadas, dentro dos grupos com rejeição e sem, a presença dos locos

KIR inibidores nos receptores e seus ligantes específicos nos doadores (condição ess

que iremos denominar incompatibilidade KIR-Ligante). Para os locos inibidores 

diferenças significativas na compatibilidade entre os dois grupos CR e SR, não foram 

encontradas (p = 0,78; EP = 0,016) (TABELA 22). 

 

TABELA 22. Incompatibilidade KIR-Ligante entre locos KIR inibidores do receptor e seu 

ligante HLA-Cw (grupo alélico com LYS-80 = G1 e grupo com ASN-80 = G2) do doador 

 INIBIDORES     
 2DL1 2DL2 2DL3 CR freq SR freq 

Compatíveis C C C 16 0,27 7 0,17 
Incompatíveis I I I 0 0,00 1 0,02 
Pelo menos 2 C C I 0 0,00 0 0,00 

 C I I 0 0,00 0 0,00 
 I C C 24 0,41 22 0,54 

Pelo menos 1 I I C 0 0,00 0 0,00 
 I C I 0 0,00 0 0,00 
 C I I 11 0,19 8 0,20 
 N N N 2 0,03 1 0,02 
 N C C 4 0,07 2 0,05 
 C N N 1 0,02 0 0,00 
 ? ? ? 1 0,02 0 0,00 
   total 59  41  
    p = 0,781640; EP = 0,015774 

Tabela 22. Comparação entre grupos com e sem rejeição quanto a incompatibilidade KIR-Ligante. 
doador possui o ligante para o KIR do receptor; I = doador não possui o ligante; N = não é po
verificar a compatibilidade devido a limitações na técnica de tipagem; ? = não há correspondência entre 
dados moleculares e sorológicos. 
 

 Com relação aos locos KIR ativadores, os grupos com rejeição e sem, também 

não demonstraram diferenças significativas entre si (p = 0,76; EP = 0,012) (TABEL

23). 
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TABELA 23. Incompatibilidade KIR-Ligante entre os locos KIR ativadores do receptor e 

seu ligante HLA-Cw (grupo alélico com LYS-80 = G1 e grupo com ASN-80 = G2) do 

doador 

 ATIVADORES     
 2DS1 2DS2 CR freq SR freq 

Compatíveis C C 16 0,27 7 0,17 
Incompatíveis I I 0 0,00 1 0,02 
Pelo menos 1 C I 11 0,19 8 0,20 

 I C 24 0,41 22 0,54 
 N N 2 0,03 1 0,02 
 N C 4 0,07 2 0,05 
 C N 1 0,02 0 0,00 
 ? ? 1 0,02 0 0,00 
  total 59  41  
   p = 0,758760; EP = 0,012341 

Tabela 23. Comparação entre grupos com e sem rejeição quanto a incompatibilidade KIR-Ligante. 
doador possui o ligante para o KIR do receptor; I = doador não possui o ligante; N = não é po
verificar a compatibilidade devido a limitações na técnica de tipagem; ? = não há correspondência entre 
dados moleculares e sorológicos. 
 

 A amostra foi subdividida de acordo com o grau de incompatibilidade 

(mismatches ou MM) HLA entre as duplas receptor/doador: de zero a dois mismat

(0-2 MM); com três mismatches (3 MM); e de quatro a seis mismatches (4-6 MM). Essa 

divisão da amostra em grupos por incompatibilidade HLA tem como objetivo verificar se 

a identidade dos locos KIR entre receptores e doadores pode influenciar, ou não, na 

ocorrência dos episódios de rejeição, diminuindo a influência do HLA. 

 A distribuição em duplas receptor/doador com identidade para os genes KIR 

grupos com e sem rejeição (TABELA 24) dentro de grupos subdivididos pelo grau d

incompatibilidade HLA (de zero a dois mismatches (0-2 MM); com três mismatches

MM); e de quatro a seis mismatches (4-6 MM)) (TABELA 25). Diferenças estatísticas

somente foram observadas para os locos: 2DS1, dentre as duplas com 0-2 MM 

(χ2=4,047; 0,05>p>0,02; OR=5,67; IC95%=0,94-34,03) e duplas com 3 MM  (χ2=4,744; 

0,05>p>0,02; OR=11,40; IC95%=0,61-211,97); e 2DS2 dentre duplas com 3 MM 

(χ2=4,494; 0,05>p>0,02; OR=4,62; IC95%=1,06-20,16). 
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TABELA 24. Distribuição das identidades dos locos inibidores e ativadores KIR entre as duplas com e sem rejeição, com 

0-2 MM, 3 MM e 4-6 MM (Mismatches) HLA 

  INIBIDORES ATIVADORES 

 2DL1  2DL2 2DL3 2DS1 2DS2 

E  N  E N E N E N E N 

CR SR 

  
5 6 
  

18 3 
  

7 3 
  

30 12 
 

ão 
 

  
  
  
  

Mismatche
HLA 

(A, B e DR) 
 

0-2 MM 
 

3 MM 
 

4-6 MM 
 

total 

Tabela 2
(SR), e
m

s 
 CR SR  CR SR  CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR 

                     
 11 18  4 1  8 14 7 5 11 17 4 2 9 17 6 2 10 13 
                     
 31 12  0 1  16 9 15 4 28 11 3 2 22 13 9 0 13 10 
                     
 13 8  0 0  6 6 7 2 10 7 3 1 6 4 7 4 6 5 
                     
 55 38  4 2  30 29 29 11 49 35 10 5 37 34 22 6 29 28 
      

4. Distribuição entre duplas com identidade (E) e sem identidade (N) para os locos KIR, dentre grupos com rejeição (CR) e sem rejeiç
stes grupos foram subdivididos de acordo com o grau de incompatibilidade HLA ( de 0 a 2 mismatches (0-2), 3 mismatches (3) e de 4 a 6

ismatches (4-6)).  
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TABELA 25. Comparações das identidades dos locos inibidores e ativadores KIR entre as duplas com e sem rejeição, 

dentro dos grupos com 0-2 MM, 3 MM e 4-6 MM (Mismatches) HLA 

   
   

INIBIDORES ATIVADORES 

    
   2DL1  2DL2 2DL3 2DS1 2DS2 

Mismatches 
HLA 

(A, B e DR) 

 
 CR  SR  CR SR CR SR CR SR CR SR 

                         
0-2 E             

 N   
χ2=3,061;  

0,10>p>0,05    
χ2=1,520;  

0,30>p>0,20   
χ2=1,503;  

0,30>p>0,20   
χ2=4,047;  

0,05>p>0,02   
χ2=0,012  

0,95>p>0,90  

 
 

            
OR= 5,67 

IC95%=0,94-
34,03 

    

                   
3 E             
 N   

χ2=2,440;  
0,20>p>0,10    

χ2=1,159;  
0,30>p>0,20   

χ2=0,296;  
0,70>p>0,50   

χ2=4,744;  
0,05>p>0,02   

χ2=4,494  
0,05>p>0,02  

 
 

            
OR= 11,40 

IC95%=0,61-
211,97 

  
OR= 4,62 

IC95%=1,06-
20,16 

 

                   
4-6 E             

 N   
χ2=1,513;  

0,30>p>0,20    
χ2=1,683;  

0,20>p>0,10   
χ2=0,359;  

0,70>p>0,50   
χ2=0,029;  

0,70>p>0,50   
χ2=0,531  

0,50>p>0,30  
               

     
                   

Tabela 25. Comparações entre duplas com identidade (E) e sem identidade (N) para cada loco KIR, dentro dos grupos com e sem rejeição, 
somente para as duplas com 0-2 mismatches; para duplas com 3 mismatches e duplas com 4-6 mismatches. Análises com resultado significativo 
(em negrito) foram submetidas ao OR (Odds Ratio). (1 grau de liberdade). 
 

 



 87

 

e 

L3, 

7), 

 

 As distribuições das duplas KIR-Ligante compatíveis (onde o doador possui os

ligantes HLA-Cw específicos para cada loco KIR do receptor) e KIR-Ligant

incompatíveis (sem correspondência entre os locos KIR e seus ligantes foram 

subdivididos em grupos de acordo com seu grau de incompatibilidade HLA (0-2 MM; 3 

MM e 4-6 MM) (TABELA 26). Nenhum dos cinco locos analisados (2DL1, 2DL2, 2D

2DS1 e 2DS2) apresentou diferenças estatisticamente significativas (TABELA 2

quando da comparação dos grupos acima relacionados. 
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TABELA 26. Distribuição das incompatibilidades KIR-Ligante entre as duplas com e sem rejeição, com 0-2 MM, 3 MM e 

4-6 MM(Mismatches) HLA 

  INIBIDORES ATIVADORES 

 2DL1  2DL2 2DL3 2DS1 2DS2 

C  I  C I C I C I C I 

CR SR 

  
4 4 
  

5 1 
  

3 1 
  

12 6 
 

ão 
, 3 

  
  
  
  

Mismatche
HLA 

(A, B e DR) 
 

0-2 
 

3 
 

4-6 
 

total 

Tabela 26. 
(CR) e 
m

s 
 CR SR  CR SR  CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR CR SR 

                     
 4 7  7 11  8 14 4 4 9 15 4 4 5 6 7 10 8 13 
                     
 14 3  13 8  25 10 5 1 25 10 5 1 14 3 14 0 25 10 
                     
 7 3  5 3  10 6 3 2 10 6 3 2 7 3 5 4 10 6 
                     
 25 13  25 22  43 30 12 7 44 31 12 7 26 12 26 14 43 29 
      

Distribuição entre duplas compatíveis (C) e incompatíveis (I) para os locos KIR e seus ligantes HLA-Cw, dentre grupos com rejeiç
sem rejeição (SR), estes grupos foram subdivididos de acordo com o grau de incompatibilidade HLA ( de 0 a 2 mismatches (0-2)

ismatches (3) e de 4 a 6 mismatches (4-6)).  
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TABELA 27. Comparações das incompatibilidades KIR-Ligante entre as duplas com e sem rejeição, dentro dos grupos 

com 0-2 MM, 3 MM e 4-6 MM (Mismatches) HLA 

   
  

INIBIDORES ATIVADORES 

   
  2DL1  2DL2 2DL3 2DS1 2DS2 

s  
 CR  SR  CR SR CR SR CR SR CR SR 

  
 

 
 
 

Mismatche
HLA 

(A, B e DR) 
 

0-2 
 I 

                      
C            

  
χ2=0,018;  

0,90>p>0,80    
χ2=0,455;  

p=0,50   
χ2=0,389;  

0,70>p>0,50   
χ2=0,050;  

0,90>p>0,80   
χ2=0,338;  

0,70>p>0,50  
                   
                   

3 C             
 I   

χ2=1,910;  
0,20>p>0,10    

χ2=0,370;  
0,70>p>0,50   

χ2=0,370;  
0,70>p>0,50   

χ2=2,735;  
0,10>p>0,05   

χ2=0,370;  
0,70>p>0,50  

                   
                   

4-6 C             
 I   

χ2=0,113;  
0,80>p>0,70    

χ2=0,010;  
0,95>p>0,90   

χ2=0,010;  
0,95>p>0,90   

χ2=0,425;  
0,70>p>0,50   

χ2=0,010;  
0,95>p>0,90  

                   
                   

Tabela 27. Comparações entre duplas compatíveis (C) e incompatíveis (I) para cada loco KIR no receptor e a presença de seu ligante HLA-Cw no 
doador, dentro dos grupos com e sem rejeição, somente para as duplas com 0-2 mismatches; para duplas com 3 mismatches e duplas com 4-6 
mismatches.  
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7. DISCUSSÃO 
 

7.1. DADOS EPIDEMIOLÓGICOS DAS DUPLAS RECEPTOR/DOADOR 

 

 Neste trabalho, pacientes renais e seus doadores eram predominantemente 

Caucasóides, o que pode ser reflexo do componente europeu introduzido durante a 

colonização do estado do Paraná, mais precisamente na região de Curitiba. 

 Quando testada a distribuição dos sexos, em pacientes renais (receptores) 

dentro dos grupos com e sem episódios de rejeição, esperava-se que uma proporção 

similar entre homens e mulheres (1:1) fosse observada. Para o grupo onde as duplas 

apresentaram rejeição, a distribuição entre homens e mulheres apresentou diferenças 

significativas (χ2 = 4,898; p<0,05) (TABELA 6), existindo uma maior proporção de 

homens (64,41%) com rejeição do que mulheres (35,59%). Estudos epidemiológicos na 

área de transplante renal têm demonstrado que as taxas de aderência à medicação 

imunossupressora são distintas entre os sexos (DESENHAERYNK et al., 2007) Outros 

estudos demonstram uma taxa de não aderência a imunoterapia em 3-7% dos dias 

monitorados eletrônicamente em pacientes adultos renais (NEVINS et al., 2001; 

FELDMAN et al.,1998; WENG et al., 2005). Desenhaerynk e colaboradores observaram 

que os homens foram significativamente mais não aderentes à medicação do que 

mulheres (OR=0,37; IC95%=0,20-0,68), este resultado foi comparado a outros 12 

diferentes estudos na literatura, onde destes apenas um observou a situação inversa 

(DESENHAERYNK et al., 2007). A não aderência a imunossupressão é associada ao 

aumento do número de episódios de rejeição aguda e à conseqüente falha tardia do 

enxerto renal (HILBRANDS et al., 1995; DOBBELS et al., 2004; VLAMINCK et al., 

2004). Uma outra explicação para uma maior proporção de homens com rejeição 

poderia estar vinculada a “Hipótese da Hiperfiltração de Brenner” (BRENNER et al., 

1992). Essa hipótese leva em conta que o tamanho dos rins e a idade avançada do 

doador são fatores conhecidos de diminuição da massa funcional do rim (KWON et al., 

2005). Sendo assim, um homem recebendo um rim de uma doadora mulher, possuiria 

uma massa funcional menor (assumindo que mulheres possuem rins menores que o 
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sexo masculino) e isso pode progredir para a falha do enxerto devido a hipertrofia dos 

néfrons a fim de compensar a sobrecarga de volume a ser filtrado, e eventualmente 

conduzindo este órgão a exaustão (TERASAKI et al., 1994). 

 A análise das médias de idade nos grupos com e sem rejeição mostraram 

diferenças significativas entre receptores (independentemente do sexo) (t=2,00; p<0,04) 

e entre doadores homens (t=2,16; p<0,03). Uma menor idade entre os receptores é 

apontada por Desenhaerynk e colaboradores como fator de risco para um maior não 

aderência à medicação imunossupressora (OR=0,96; IC95%=0,94-0,99) e conseqüente 

aumento no número de episódios de rejeição aguda (DESENHAERYNK et al., 2007). 

Kwon e colaboradores observaram que a idade avançada de doadores é um fator de 

risco para a sobrevida a longo prazo do aloenxerto (p<0,0000) (KWON et al., 2005). 

Vários estudos relatam a rejeição aguda como sendo o principal fator para diminuição 

da sobrevida do órgão transplantado (JIN et al., 1996; KIM et al., 2004; PARK et al., 

2004; AKIOKA et al., 2005). Entretanto, outros estudos não encontraram diferenças 

entre as médias de idade de doadores em relação a sobrevida do enxerto e relatam 

apenas uma diminuição relativa na taxa de filtração glomerular (De La Vega et al., 

2004). Estudos relacionando diretamente o sexo e a idade do doador com a presença e 

a ausência de episódios de rejeição aguda não foram encontrados. 

 Diferentemente de alguns trabalhos que sugerem que diferenças entre as idades 

de receptores e doadores possuem uma forte influência na taxa de sobrevida do 

enxerto, a análise da média das diferenças das idades entre receptores e doadores (na 

época do transplante) não mostrou diferenças significativas em nosso estudo (t=0,20; 

p>0,83). 

 Os diferentes graus de parentesco entre receptores e doadores foram 

uniformemente distribuídos nos grupos com e sem rejeição (0,50>p>0,30), resultado 

este muito similar ao encontrado por Park e colaboradores (PARK et al., 2004). 
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7.2. FREQUÊNCIA DOS GENES KIR 

 

 Nota-se que as freqüências de presença dos genes para moléculas inibidoras é 

superior à dos genes de moléculas ativadoras, isso tanto em receptores quanto em 

doadores. Em ambos os grupos (receptores e doadores) alguns locos KIR conhecidos 

como “genes de moldura”, apresentaram freqüências distintas de 100%. Na literatura 

específica pode-se constatar que os genes de moldura estão virtualmente presentes em 

100% dos haplótipos (VILCHES, et al., 2000; WILSON et al., 2000; TROWSDALE, et 

al., 2001; VILCHES, et al., 2002). No entanto, em nosso trabalho a freqüência da 

presença destes locos variou entre 97 e 100%. Alguns estudos populacionais não 

realizam a tipagem para estes “genes de moldura” (COOK et al., 2003), talvez por 

possuírem uma freqüência esperada de 100%. 

 A grande similaridade das distribuições de freqüência dos KIR inibidores e 

ativadores, entre a população do Paraná e as populações Caucasóides da literatura (da 

França e do Reino Unido), podem refletir não só a predominância de caucasóides na 

amostra como o tipo de colonização ocorrida na região. A ocupação do estado se deu 

de forma paulatina, onde imigrantes de origem européia (portugueses, italianos, 

alemães, poloneses e ucranianos) constituíram um dos componentes principais 

(caucasóide) na formação da população paranaense (MICHAELE, 1969). Outros 

componentes como o negróide, constituído por escravos trazidos da África, (pequeno 

no início da colonização, contudo crescente nos dias atuais) que mesmo sendo de 

suma importância foi estatisticamente demonstrado que a proporção deste componente 

em relação ao caucasóide é significativamente menor (CULPI & SALZANO, 1984; 

PROBST et al., 2000). O componente indígena da população do Paraná é formado por 

três tribos Guarani, Kaingang e Xetá. Todas elas sofreram uma drástica redução no 

tamanho populacional devido à colonização e atualmente sobrevivem em pequenas 

reservas no estado. A história da colonização do estado demonstra uma grande parcela 

de contribuição do componente caucasóide (europeu) na formação da população 

paranaense, contudo sugere também que outros componentes como o indígena e o 

negróide tenham grande importância na diversidade apresentada no estado. 
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7.3. HAPLÓTIPOS A e B 

 

 Em estudos anteriores a freqüência de indivíduos AA foi de 42% na população 

caucasóide (TONEVA et al., 2001), 57% na população senegalesa (DENIS et al., 2005) 

e 58,7% na população chinesa (JIANG et al., 2005), enquanto que no presente estudo a 

frequência observada foi de 28% dos indivíduos AA no grupo dos receptores, já dentre 

os doadores esta frequência foi de 34% AA (TABELA 19). Esta ampla variação nas 

freqüências observadas demonstra uma clara diferença na distribuição dos 

homozigotos AA entre caucasóides e outras etnias. 

 A comparação das freqüências de cada haplótipo entre os receptores e doadores 

não demonstrou diferenças significativas (p1=0,68; EP=0,01), também foram 

comparadas estas frequências em relação à presença ou a ausência da rejeição ao 

alotransplante, onde nenhuma das três análises mostrou significância, como se segue: 

receptores com rejeição x doadores com rejeição (p2=0,10; EP=0,004); receptores sem 

rejeição x doadores sem rejeição (p3=0,35; EP=0,009) e receptores com rejeição x 

receptores sem rejeição (p4=0,18; EP=0,006). Isto sugere que devido à proximidade dos 

valores de p2 e p4 do valor de p de 0,05, o que significaria diferenças entre os dois 

grupos analisados estatisticamente significantes, seria interessante aumentar o 

tamanho amostral a fim de aumentar a confiabilidade estatística. 

 

7.4. GENÓTIPOS 

 

 Próximo ao número de genótipos observado na população do Reino Unido (44 

genótipos) (COOK et al., 2003), observamos 39 diferentes genótipos na população do 

presente estudo (TABLE 2). Os dois genótipos mais freqüentes (genótipo 10 e 12, 

observados em 9% dos indivíduos), foram também observados em freqüências 

relativamente altas na população caucasóide da França (13%) (DENIS et al., 2005), do 

Reino Unido (13%) (COOK et al., 2003) e de negróides de Senegal (17%) (DENIS et al., 

2005). Outros genótipos com freqüência alta nas populações caucasóides do Reino 

Unido (25%) e na população Afro-caribenha (27%), possuem uma freqüência bastante 
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reduzida na amostra estudada (1%). No total a média de presença dos genes 

ativadores foi menor (3,62) do que a observada para genes inibidores (7,00) dentro dos 

genótipos encontrados. Estas médias estão próximas às da população da Finlândia 

(3,07 para os ativadores e 6,79 para os inibidores), de Guadeloupe (2,88 e 7,01) e 

francesa (2,84 para os ativadores). Toda essa diversidade e similaridade das 

freqüências dos genes, haplótipos e genótipos KIR encontradas no presente estudo 

demonstram a extensa miscigenação de etnias que forma a população paranaense. 
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7.5. IDENTIDADE GENÉTICA KIR E INCOMPATIBILIDADE KIR-LIGANTE 

 

 A morte de células autólogas mediada por células NK é prevenida pelo 

reconhecimento de grupos alélicos HLA próprios por receptores KIR inibidores co-

expressos por células NK (RUGGERI et al., 2004A). A distribuição clonal dos receptores 

KIR dá origem a subpopulações de células NK que expressam exclusivamente um 

receptor KIR cujo reconhecimento do ligante cognato presente em uma célula alvo 

(própria ou não-própria) resultará na inibição funcional da célula NK. Entretanto, a 

ausência deste ligante resultará na sua ativação e a conseqüente lise da célula alvo 

(DUPONT & HSU, 2004). 

 No presente estudo, comparações referentes à identidade genética entre duplas 

receptor/doador, para os locos KIR com ligantes específicos HLA-Cw (2DL1, 2DL2, 

2DL3, 2DS1 e 2DS2) nos grupos com e sem rejeição demonstram que a distribuição da 

identidade genética das duplas para os locos inibidores (p=0,029; EP=0,0045) (TABELA 

21), ativadores (p=0,017; EP=0,0019) (TABELA 22) e em conjunto (inibidores + 

ativadores) (p=0,03; EP=0,010)) (TABELA 23) foi significativamente diferente. Dentre os 

locos inibidores, se analisarmos as freqüências das diferentes combinações de 

identidade KIR, verificamos que o grupo das duplas sem rejeição possui uma 

freqüência maior de indivíduos com os três locos com identidade (66%) do que o grupo 

com rejeição (41%). Diferentemente, a combinação onde os locos 2DL1 e 2DL3 

possuem identidade e não a possuem para o loco 2DL2, apresentou uma maior 

freqüência para as duplas com rejeição (42%) do que as duplas sem (22%). As duplas 

sem identidade para o loco 2DL2 possuem probabilidades 2,64 vezes maiores de 

apresentarem episódios de rejeição do que pares receptor/doador com identidade para 

este mesmo loco (OR=2,64; IC95%=1,12-6,22). O mesmo foi observado durante a 

análise dos locos ativadores, onde duplas sem identidade para o gene 2DS1 têm 

probabilidades 3,47 vezes maiores de sofrerem rejeição do que duplas com identidade 

(OR=3,47; IC95%=1,26-9,56), e 2,82 vezes mais probabilidades quando não possuíram 

identidade para o gene 2DS2 (OR=2,82; IC95%=1,20-6,66). As duplas com rejeição 

apresentaram uma maior freqüência da combinação onde os dois locos (2DS1 e 2DS2) 
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possuem identidade (24%), do que as duplas sem rejeição (5%). O contrário é 

observado nas duplas sem rejeição, onde a combinação dos dois genes sem identidade 

possui uma maior freqüência neste grupo (63%) quando comparada as duplas com 

rejeição (36%). Para os demais genes (2DL1 e 2DL3) a razão de risco relativo não foi 

significativa. Estes dados sugerem que os genes para os quais o risco relativo foi 

significativo (2DL2, 2DS1 e 2DS2) possam ter uma maior contribuição no controle da 

aloreatividade mediada pelas células NK. 

A fim de reduzir a influência da incompatibilidade HLA na análise da identidade 

dos genes KIR entre receptores e doadores e a ocorrência de episódios de rejeição, a 

amostra foi dividida segundo o grau de incompatibilidade HLA apresentado pela dupla 

(0-2 MM; 3 MM e 4-6 MM). A comparação das identidades dos genes KIR, dentre as 

duplas com 0-2 mismatches, entre os grupos com e sem rejeição (TABELA 27) mostrou 

diferenças significativas na distribuição das duplas somente para o loco ativador 2DS1 

(χ2=4,047; 0,05>p>0,02; OR=5,67; IC95%=0,94-34,03). Para as duplas com 3 MM essa 

mesma comparação (TABELA 23 e 24) mostrou diferenças significativas na distribuição 

das duplas somente para os locos ativadores 2DS1 (χ2=4,744; 0,05>p>0,02; OR=11,40; 

IC95%=0,61-211,97) e 2DS2 (χ2=4,494; 0,05>p>0,02; OR=4,62; IC95%=1,06-20,16). A 

análise de risco relativo para os diferentes locos somente mostrou significância para o 

loco 2DS2 dentre duplas com 3 MM HLA, o que significa que duplas deste grupo, sem 

identidade para o loco 2DS2, possuem uma probabilidade de 4,62 vezes mais de 

apresentarem episódios de rejeição. 

 Outros estudos na literatura envolvendo genes KIR e transplantes objetivam suas 

análises na incompatibilidade KIR-Ligante, e não realizam comparações da identidade 

dos genes KIR entre as duplas receptor/doador, o que dificulta que os dados do 

presente trabalho sejam comparados com dados de outros estudos. 

 A incompatibilidade KIR-Ligante pode ser definida como a ausência no doador de 

grupos alélicos HLA de classe I reconhecidos pelos receptores KIR das células NK do 

receptor. Essa definição considera a hipótese de que a incompatibilidade KIR-Ligante 

poderia influenciar a aloreatividade anti-doador mediada por células NK do receptor e 

conseqüentemente alterar a taxa de sobrevida do aloenxerto (HIEN TRAN et al., 2005). 
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 Quanto à incompatibilidade KIR-ligante entre pacientes e seus doadores, os 

locos inibidores foram igualmente distribuídos entre os grupos com e sem rejeição 

(p=0,78; EP=0,015) (TBELA 24). O mesmo ocorreu para os locos ativadores (p=0,75; 

EP=0,012) (TABELA 25). A análise da incompatibilidade KIR-Ligante quando 

novamente realizada com a amostra subdividida quanto ao grau de incompatibilidade 

HLA (0-2 MM, 3 MM e 4-6 MM) (TABELA 28 e 29) também não mostrou diferenças nas 

distribuições das duplas entre os grupos com e sem rejeição para nenhum dos cinco 

locos analisados. Estes resultados estão de acordo com os resultados apresentados 

por Hien Tran e colaboradores, onde a análise multivariada de transplantados renais 

sugere uma ausência de efeito da incompatibilidade KIR-Ligante na variação da taxa de 

sobrevida do aloenxerto (HIEN TRAN et al., 2005). Esta mesma observação foi relatada 

por Bishara e colaboradores em transplantes de células precursoras hematopoéticas 

HLA haploidênticos (BISHARA et al., 2004). Um estudo relacionando a atividade das 

células NK, em pacientes renais, com KIR e mismatches HLA, observaram que de 6 

pacientes onde a citotoxicidade mediada por células NK após o transplante diminuiu, 4 

destes não possuíam KIR ativadores que reconhecessem ligantes HLA I do doador. E 

dentre 15 pacientes onde esta citotoxicidade aumentou após o transplante, 10 

possuíam pelo menos 1 KIR ativador com o correspondente ligante HLA I no doador 

(VAMPA et al., 2005). Estes dados sugerem um papel da incompatibilidade KIR-Ligante 

na aloreatividade anti-doador mediada por células NK. Na literatura, poucos trabalhos 

avaliam as relações dos genes KIR e seus ligantes em transplante renal. Grande parte 

dos estudos envolvendo genes KIR e transplante foram realizados em transplante de 

células precursoras hematopoéticas (DAVIES et al., 2002; GIEBEL et al., 2003; 

BISHARA et al., 2004; DUPONT & HSU, 2004; RUGGERI et al., 2004A, 2004B, 2005 e 

2006; HOWE et al., 2005; FARAG et al., 2006) O papel da incompatibilidade KIR-

Ligante em transplante de células precursoras hematopoéticas é analisado sob o 

enfoque da aloreatividade de células NK do doador contra células do receptor que não 

apresentam o ligante específico para estas células NK. Essa incompatibilidade KIR-

Ligante direcionada para a Doença do Enxerto versus Paciente (GvHD, do inglês Graft 

versus Host Disease) neste tipo de transplante possui uma potencial atividade 
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antileucêmica (BISHARA et al., 2004; DUPONT & HSU, 2004; RUGGERI et al., 2004A, 

2004B, 2005 e 2006; HOWE et al., 2005; FARAG et al., 2006). Alguns destes estudos 

têm sugerido que essa incompatibilidade KIR-Ligante que possa originar uma 

aloreatividade do doador contra o receptor, possa ser utilizada como uma ferramenta 

terapêutica contra a reincidência de Leucemia Mielóide Aguda (LMA), já que vários 

destes trabalhos apontam uma reduzida taxa de reincidência de LMA quando a dupla 

receptor/doador é KIR-Ligante incompatível no sentido da GvHD (falta do ligante HLA I 

no receptor para o KIR na célula NK do doador) (LEUNG, et al., 2004; RUGGERI et al., 

2004, 2006). Isto sugere que a situação inversa também seja verdadeira no transplante 

renal, onde aloreações anti-doador mediadas por células NK do receptor poderiam 

estar destruindo as células do enxerto, contudo os poucos estudos não observaram 

variações na taxa de sobrevida do enxerto quando duplas com potencial aloreatividade 

NK na direção da rejeição foram comparadas (BISHARA et al., 2004). 

 Os dados apresentados neste trabalho sugerem um papel secundário da 

aloreatividade das células NK, modulada por interações dos receptores KIR e seus 

ligantes HLA-Cw, no processo de rejeição aguda ao aloenxerto renal. Entretanto, 

análises de identidade dos locos KIR entre receptores e doadores, indicam que a 

relação do número de receptores inibidores e ativadores entre receptores e doadores 

possa influenciar na ocorrência dos episódios de rejeição. Acredita-se que Isso se deva, 

em parte, a esta proporção do número de receptores inibidores sobre o número de 

receptores ativadores, e a receptores KIR cujo ligantes não são bem conhecidos, ou 

mesmo a outros receptores das células NK que modulam sua ação citolítica. Outros 

fatores como: a não aderência à medicação imunossupressora de alguns pacientes 

com conseqüente aloreação mediada por células T residuais e a ampla diversidade de 

protocolos de imunossupressão podem contribuir também para um aumento da 

ocorrência dos episódios de rejeição aguda ao aloenxerto renal. 
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 A fim de colher subsídios que possam auxiliar na compreensão dos mecanismos 

envolvendo o alorreatividade de células NK que possam contribuir para a ocorrência de 

episódios de rejeição, pretende-se dar continuidade ao presente trabalho. Perspectivas 

futuras pretendem: 

 

 - Analisar a identidade genética KIR para os locos inibidores e ativadores (não 

sendo um gene de moldura) aqui não analisados (2DL5, 2DL3, 3DL1, 2DS3, 2DS4, 

2DS5 e 3DS1), criando um modelo que possa explicar diferenças significativas 

observadas; 

 - Investigar a relação do número de locos KIR inibidores e locos KIR ativadores, 

entre receptores e doadores, a fim de investigar se: um menor número de locos 

inibidores e/ou um maior número de locos ativadores no grupo de receptores pode 

influenciar na presença da rejeição aguda a aloenxertos renais; 

 - Aprofundar o conhecimento das interações entre os receptores KIR2DS e seus 

ligantes HLA-Cw; 

 - Analisar a incompatibilidade KIR-Ligante para outros locos KIR com ligantes 

conhecidos (locos inibidores KIR3DL1 com ligante específico HLA-Bw4 e KIR2DL4 com 

ligante HLA-G); 

  - Investigar a existência de Incompatibilidades KIR-Ligante entre a dupla 

receptor/doador que justificariam a ocorrência de episódios de rejeição; 

 - Avaliar o papel de outros receptores das células NK com ligantes HLA e 

relacionados, na ocorrência da rejeição aguda a aloenxertos renais; 

 



 100

8. CONCLUSÃO 

 

 A análise dos Perfis KIR nas amostras de pacientes transplantados renais e seus 

doadores, com e sem episódios de rejeição, permitiu as seguintes conclusões: 

 

- Ambas amostras de receptores e de doadores (predominantemente caucasóides) 

possuem perfis KIR com freqüências observadas diferentes daquelas observadas em 

populações negróides e orientais, previamente estudadas e disponíveis na literatura; 

 

- Duplas onde não há identidade KIR entre receptores e doadores para o loco inibidor 

KIR2DL2, possuem uma probabilidade 2.64 vezes maior de ocorrência de episódios de 

rejeição aguda do que as duplas onde há identidade; 

 

- A probabilidade de ocorrência de episódios de rejeição aguda é 3,47 vezes maior em 

duplas onde não há identidade KIR para o loco ativador KIR2DS1 e 2,82 vezes maior 

em duplas onde não há identidade KIR para o loco ativador KIR2DS2; 

 

- Considerando-se apenas as duplas HLA haploidênticas, a não identidade KIR para o 

loco KIR2DS2 proporciona uma probabilidade 4,62 vezes maior na ocorrência de 

episódios de rejeição aguda; 

 

- Não foi encontrada relação entre a incompatibilidade-KIR-Ligante para os locos KIR 

(KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS1 e KIR2DS2) e a ocorrência de episódios de 

rejeição aguda em pacientes transplantados renais. 
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ANEXO I 
TABELA DE SINÔNIMOS DOS LOCOS KIR 
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TABELA 1 

Símbolo 
do gene  

Símbolo da 
proteína  

Descrição Sinônimos 

KIR2DL1 KIR2DL1 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática longa, 1 

47.11, CD158a, 
cl-42, nkat1, p58.1 

KIR2DL2 KIR2DL2 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática longa, 2 

CD158b1, cl-43, nkat6 

KIR2DL3 KIR2DL3 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática longa, 3 

CD158b2, cl-6, nkat2, nkat2a, 
nkat2b, p58 

KIR2DL4 KIR2DL4 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática longa, 4 

15.212, 103AS, CD158d 

KIR2DL5A KIR2DL5A Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática longa, 5A 

CD158f, KIR2DL5.1 

KIR2DL5B KIR2DL5B Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática longa, 5B 

KIR2DL5.2, KIR2DL5.3, 
KIR2DL5.4 

KIR2DS1 KIR2DS1 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática curta, 1 

CD158h, EB6Actl, EB6Actll 

KIR2DS2 KIR2DS2 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática curta, 2 

183Actl, CD158j, 
cl-49, nkat5 

KIR2DS3 KIR2DS3 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática curta, 3 

nkat7 

KIR2DS4 KIR2DS4 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática curta, 4 

CD158i, cl-39, KKA3, nkat8 

KIR2DS5 KIR2DS5 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, cauda citoplasmática curta, 5 

CD158g, nkat9 

KIR2DP1 KIR2DP1 Receptor semelhante à Ig da célula NK, dois 
domínios, pseudogene 1 

KIR2DL6, KIR15, KIRY, KIRZ 

KIR3DL1 KIR3DL1 Receptor semelhante à Ig da célula NK, três 
domínios, cauda citoplasmática longa, 1 

AMB11, CD158e1, cl-2, cl-11, 
KIR, nkat3, NKB1, NKB1B 

KIR3DL2 KIR3DL2 Receptor semelhante à Ig da célula NK, três 
domínios, cauda citoplasmática longa, 2 

CD158k, cl-5, nkat4, nkat4a, 
nkat4b 

KIR3DL3 KIR3DL3 Receptor semelhante à Ig da célula NK, três 
domínios, cauda citoplasmática longa, 3 

CD158z, KIR3DL7, KIR44, 
KIRC1 

KIR3DS1 KIR3DS1 Receptor semelhante à Ig da célula NK, três 
domínios, cauda citoplasmática curta, 1 

CD158e2, nkat10 

KIR3DP1 KIR3DP1 Receptor semelhante à Ig da célula NK, três 
domínios, pseudogene 1 

CD158c, KIR2DS6, 
KIR3DS2P, KIR48, KIRX 
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ANEXO II 
PROTOCOLOS DE TÉCNICAS 
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PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DE DNA – MÉTODO SALTING OUT 
 

 
1. Identificar tubos de 1,5mL tipo Eppendorf 

2. Transferir 500µL de buffy-coat para cada tubo 

3. Acrescentar 800µL de tampão de lise de células vermelhas (RCLB 1X) 

4. Passar rapidamente no Vórtex 
5. Centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos 
6. Desprezar o sobrenadante e ressuspender o botão de células em 1mL de RCLB 1X, passar no Vórtex, 

centrifugar 13000 rpm por 2 minutos e desprezar o sobrenadante 
7. Repetir o passo 6 até que se obtenha um precipitado claro 

8. Desprezar o último sobrenadante e adicionar: 80µL de tampão da Proteinase K, 40µL da Proteinase 

K, 20µL de SDS a 20% e 240µL de água Milli-Q. Homogeneizar em Vórtex 

9. Incubar em banho-maria a 55 °C por 40 minutos. Agitar aos 20 minutos 

10. Deixar atingir temperatura ambiente antes de prosseguir 

11. Adicionar 100µL de solução saturada de NaCl (6M). Agitar no vórtex 

12. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos 
13. Transferir o sobrenadante para um novo tubo de 1,5mL com 100µL de NaCl (6M) e centrifugar 

novamente a 13000 rpm por 5 minutos 

14. Transferir o sobrenadante para novo tubo de 1,5mL e acrescentar 800µL de ETOH absoluto gelado e 

inverter gentilmente várias vezes para precipitar o DNA 
15. Centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos 
16. Desprezar o sobrenadante e adicionar 1mL de etanol 70% 
17. Centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos 
18. Desprezar o sobrenadante e deixar secar a temperatura ambiente 

19. Ressuspender o DNA em 50µL de água Milli-Q 

20. Deixar em geladeira por pelo menos um dia para reidratar o DNA 
21. Deixar em banho-maria por 30 minutos para dissolver bem 
22. Homogeneizar  

23. Proceder a leitura da Densidade Ótica ou armazenar a -20°C 

 



 119

Obs.: Antes dos procedimentos, deve-se efetuar a limpeza das bancadas com Álcool 70%. Após o término, 
nova limpeza com Hipoclorito 1% e Álcool 70%. 

PROTOCOLO DE HIBRIDIZAÇÃO (PCR-SSOP) 
 
1. Identificar uma placa de PCR nova para os 3 grupos de primers (G1, G2 e G3); 
2. Pegar recipientes para Tampão de Lavagem, Tampão de Neutralização e Tampão 

de Desnaturação; 
3. Pegar borracha para tampar a placa de PCR (na gaveta dentro de uma caixa); 
4. Ligar termociclador no programa SSO 60ºC; 
5. Transferir 2,5µL de cada Dna amplificado para a nova placa de PCR (usando a 

pipeta multicanal da Eppendorf (possui ponteiras específicas)); 
6. Fechar placa com a borracha; 
7. Pôr o Tampão de Desnaturação no seu recipiente (fica numa caixa sobre a 

bancada); 
8. 1,25µL de Tampão de desnaturação em cada poço da placa (colocar gota na parede 

do poço – usar uma ponteira para todas as amostras); 
9. Bater fraco na bancada para descer o reagente; 
10. Tampar; 
11. Agitar no vortex, dar um spin na centrífuga até 2000rpm (a coloração ficará mais 

rosa); 
12. Incubar na bancada à temperatura ambiente por 10 MIN; 
13. Devolver Tampão; 
14. * Durante esse tempo de espera prepara-se as Beads; 
15.  Separar e identificar 3 tubos eppendorf, um para cada grupo de Beads (G1, G2 e 

G3); 
16.  Pegar papel alumínio para cubrir os eppendorfs com as Beads (na gaveta junto ao 

suporte); 
17. 544µL do Tampão de Hibridização em cada um dos 3 eppendofs (volume para 32 

amostras); 
18.  Homogeneizar bem as Beads (aproximadamente 1 MIN cada, devido sua tendência 

de aglomerar (ficam na geladeira)); 
19. Dar uma flicada de leve para descer; 
20. 64µL de cada Bead (cuidar a identificação das Beads (usar ponteiras com filtro)); 
21. Homogeneizar com a ponteira; 
22. Deixar o mix de Beads em local escuro (na gaveta); 
23. Guardar Tampão e Beads; 
24. ** Dado o tempo de incubação, colocar o Tampão de Neutralização no recipiente; 
25. Pegar isopor com gelo na terceira porta do freezer -80°; 
26. 2,5µL de Tampão de Neutralização em cada poço (pôr gota na parede); 
27. Bater de leve na bancada; 
28. Fechar placa com a borracha e agitar no vortex com cuidado para não formar bolhas 

(verificar se todos os poços mudam de cor (para amarelo), não ficando, adicionar um 
pouco mais de volume de tampão diretamente no poço); 

29. Deixar no gelo; 
30. Guardar o Tampão de Neutralização; 
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31. 17,8µL do Mix de Beads em cada poço (cuidar identificação das Beads (retirar o 
alumínio a fim de pegar o volume com a ponta da ponteira, diminuindo assim o 
volume de reagente que fica por fora da pipeta)); 

32. Verificar se não faltou em nenhum poço e passar para a próxima Bead; 
33. Tampar; 
34. Agitar demoradamente no vortex (misturar bem); 
35. Pôr no termociclador a 60°C por 15MIN (com a borracha de vedação do termo); 
36. * Preparar o Tampão da SAPE; 
37. Retirar da geladeira o tampão; 
38. O volume para uma placa é de 2376µL, isso é dividido em dois eppendorfs com 

1188µL cada (para isso usa-se 2 vezes o volume de 594µL na pipeta, devido sua 
limitação de volume); 

39. Fechar e armazenar no escuro e à temperatura ambiente (na gaveta); 
40. * Recongelar a placa com o produto amplificado; 
41. * Colocar o Tampão de Lavagem no recipiente; 
42. Passados os 15 minutos, retirar a placa do termociclador; 
43. Rapidamente acrescentar 50 uL de Tampão de Lavagem em cada poço; 
44. Centrifugar por 5 minutos; 
45. Após o tempo, flicar de uma só vez na pia e deixar a placa virada sobre papel 

toalha; 
46. Repetir os passos 43 ao 45 por mais duas vezes; 
47. *Durante a última centrifugada: 
48. Pegar o tampão da SAPE na gaveta; 
49. Passar a SAPE no vortex (devagar), deixar o ambiente o mais escuro o possível; 
50. Para 96 poços, passar um volume de 24uL de SAPE (divididos em dois tubos de 

Tampão de SAPE = 12 uL para cada) 
51. Misturar com a própria pipeta; 
52. Fechar os tubos e retorná-los para a gaveta; 
53. Flicar a placa que estava centrifugando; 
54. Homogeneizar a SAPE em vortex; 
55. Transferir o volume de 23,7uL de Tampão + SAPE para cada poço da placa; 
56. Verificar se todos os poços têm; 
57. Fechar placa e passar no vortex por aproximadamente 20 segundos; 
58. Pôr no termociclador à 60ºC por 5 minutos; 
59. Ao sair do termociclador, acrescentar 50uL de Tampão de Lavagem; 
60. Centrifugar por 5 minutos; 
61. * Desligar o termociclador; 
62. Flicar a placa; 
63. Colocar 50uL de Tampão de Lavagem; 
64. Transferir para a placa do Luminex (de fundo em V); 
65. Durante a transferência homogeneizar com a ponteira por pelo menos 20 vezes 

cada poço; 
66. Pôr no aparelho para leitura;  
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ANEXO III 
FOLHAS DE INTERPRETAÇÃO DO “KIT” DE TIPAGEM PARA HLA-Cw 
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