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 ABSTRACT 

 Immunogenetics  is  based  on  the  study  of  genes  called  immunorelevants  due  to  their 

 influence  on  the  body's  homeostasis,  where  human  leukocyte  antigen  (HLA)  genes  occupy  a 

 prominent  position.  Numerous  associations  between  HLA  antigens  and  adverse  drug  reactions 

 have  been  described  over  the  years,  such  as  HLA-B*58:01  directly  linked  to  severe  reactions 

 in  patients  using  Allopurinol.  Allopurinol  inhibits  hypoxanthine  oxidase  and  effectively 

 reduces  serum  urate  levels,  which  puts  it  at  the  base  of  gout  treatment  and  other  pathologies, 

 but  occasionally  induces  severe  reactions  such  as  Stevens-Johnson  Syndrome  (SJS)  and 

 Epidermal  Necrosis  Toxic  (NET),  where  the  mortality  rate  for  NET  is  very  high  reaching  50% 

 of  cases  and  5%  for  SJS.  Individuals  with  HLA-B*58:01  have  a  97-fold  greater  risk  of 

 developing  one  of  the  clinical  conditions  induced  by  Allopurinol  than  in  individuals  who  do 

 not  have  this  allele.  Studies  suggest  a  high  demand  for  HLA-B*58:01  as  a  biomarker  of 

 hypersensitivity  to  allopurinol.  Pharmacovigilance  is  defined  as  a  science  whose  objective  is 

 to  promote  the  reduction  of  morbidity  and  mortality  rates  through  the  early  detection  of 

 problems  associated  with  the  use  of  drugs.  Therefore,  the  PCR-RFLP  technique  becomes  an 

 attractive  alternative  in  the  search  for  a  rapid,  sensitive  and  low-cost  test,  with  the  main 

 objective  of  standardizing  a  PCR-RFLP  protocol  to  identify  HLA*B-58:  01  .  The  only  method 

 in  the  literature  for  HLA-B*58:01  typing  that  fills  the  described  prerequisites  is  based  on 

 tag-SNP  analysis,  which  consists  of  using  polymorphisms  in  absolute  binding  with  the 

 HLA-B*58:01  allele  which  is  or  SNP  rs9263726  (MAKAWA  et.  al.,  2012;  VIDAL  et. 

 al,  2015).  After  the  standardization  of  the  method,  37  samples  from  the  Bethlehem  population 

 were  typed  through  indirect  detection  by  SNP  rs9263726,  observing  7  positive  heterozygous 

 individuals  for  the  SNP,  obtaining  a  frequency  of  9.45%  of  the  total  samples  tested,  the  result 

 is  in  equilibrium  Hardy-Weinberg  and  within  the  range  of  established  variance.  Thus,  the 

 frequency  found  was  higher  than  the  average  of  the  continental  and  world  frequencies,  as 

 reported  in  other  populations,  however,  it  presented  within  the  range  of  allelic  variance, 

 confirming the results of the tests. 

 Keywords: Immunogenetics, Allopurinol,  HLA-B*58:01  ,  Stevens-Johnson Syndrome. 



 RESUMO 

 A  imunogenética  baseia-se  no  estudo  de  genes  denominados  imunorrelevantes,  devido 

 sua  influência  na  homeostasia  do  organismo,  onde  genes  de  antígenos  leucocitários  humanos 

 (HLA:  Human  Leucocytary  Antigens  )  ocupam  uma  posição  de  destaque.  Durante  anos  foram 

 descritas  inúmeras  associações  entre  antígenos  HLA  e  reações  adversas  a  alguns 

 medicamentos,  como  é  o  caso  do  HLA-B*58:01  diretamente  ligado  a  reações  graves  em 

 pacientes  que  utilizam  Alopurinol.  O  Alopurinol  inibe  a  hipoxantina  e  reduz  de  forma  eficaz  a 

 síntese  de  urato,  o  que  o  coloca  na  base  do  tratamento  da  gota  e  outras  patologias,  porém, 

 esporadicamente  induz  reações  graves  como  a  Síndrome  de  Stevens-Johnson  (SSJ)  e  Necrose 

 Epidérmica  Tóxica  (NET),  onde  a  taxa  de  mortalidade  para  NET  é  bem  elevada  chegando  a 

 50%  dos  casos  e  5%  para  a  SSJ.  Indivíduos  portadores  do  HLA-B*58:01  possuem  um  risco  97 

 vezes  maior  de  desenvolver  um  dos  quadros  clínicos  induzidos  pelo  Alopurinol,  do  que  em 

 indivíduos  que  não  possuem  esse  alelo.  Estudos  sugerem  uma  grande  demanda  para  pesquisa 

 de  HLA-B*58:01  como  biomarcador  de  hipersensibilidade  ao  Alopurinol.  A 

 farmacovigilância  é  definida  como  uma  ciência  que  tem  por  objetivo  promover  a  redução  das 

 taxas  de  morbidade  e  mortalidade,  através  da  detecção  precoce  de  problemas  associados  ao 

 uso  de  medicamentos.  Diante  disso  a  técnica  de  PCR-RFLP  torna-se  uma  alternativa  atraente, 

 na  busca  de  um  teste  rápido,  sensível  e  de  baixo  custo,  tendo  como  objetivo  principal, 

 padronizar  um  protocolo  de  PCR-RFLP  para  identificar  o  HLA*B-58:01  .  O  único  método  na 

 literatura  para  tipagem  de  HLA-B*58:01  que  preenche  os  pré-requisitos  descritos  é  baseado 

 em  análise  de  tag-SNP,  que  consiste  em  usar  polimorfismos  em  absoluta  ligação  com  o  alelo 

 HLA-B*58:01  que  é  o  SNP  rs9263726  (MAKAWA  et.  al.,  2012;  VIDAL  et.  al,  2015).  Após  a 

 padronização  do  método,  37  amostras  da  população  de  Belém  foram  tipadas  através  da 

 detecção  indireta  por  SNP  rs9263726,  observando  7  indivíduos  positivos  heterozigotos  para  o 

 SNP,  obtendo  frequência  de  9,45%  do  total  de  amostras  testadas,  o  resultado  está  em 

 equilíbrio  de  Hardy-Weinberg  e  dentro  do  intervalo  de  variância  estabelecido.  Com  isso  a 

 frequência  encontrada  foi  superior  à  média  das  frequências  continentais  e  mundial,  como 

 relatado  em  outras  populações,  no  entanto,  apresentou-se  dentro  do  intervalo  de  variância 

 alélica, confirmando o resultado dos testes. 

 Palavras Chave: Imunogenética, Alopurinol,  HLA-B*58:01,  Síndrome de Stevens-Johnson  . 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwibvfeJy_TNAhUJRCYKHSV0CooQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FS%25C3%25ADndrome_de_Stevens-Johnson&usg=AFQjCNFc66oGkynX88fmkSt_Z4wCZdkXzQ&sig2=zrjCR3plUiai2dsrc1yPkA&bvm=bv.127178174,d.eWE
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwibvfeJy_TNAhUJRCYKHSV0CooQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FS%25C3%25ADndrome_de_Stevens-Johnson&usg=AFQjCNFc66oGkynX88fmkSt_Z4wCZdkXzQ&sig2=zrjCR3plUiai2dsrc1yPkA&bvm=bv.127178174,d.eWE


 1  INTRODUÇÃO 

 1.1  IMUNOGENÉTICA E GENES HLA 

 A  imunogenética  baseia-se  no  estudo  de  genes  denominados  imunorrelevantes,  devido 

 sua  influência  na  homeostasia  do  organismo,  no  que  diz  respeito  ao  equilíbrio  saúde  e  doença, 

 dentre  esses,  encontram-se  os  genes  de  antígenos  leucocitários  humanos  (HLA:  Human 

 Leucocytary  Antigens  )  ocupando  uma  posição  de  destaque.  Os  genes  HLA  estão  localizados 

 no  complexo  principal  de  histocompatibilidade  (MHC:  Histocompatibility  Complex  ),  este 

 complexo  foi  descrito  pela  primeira  vez  em  1958  na  França  por  Dausset,  médico 

 hematologista,  que  identificou  o  aloantígeno  denominado  HLA-A2.  Atualmente,  define-se 

 como  um  conjunto  de  locos  gênicos  ligados  intimamente  e  localizados  no  braço  curto  do 

 cromossomo 6 humano (6p21.3) (SHIINA  et. al.,  2009;  CHAPLIN, 2010; DAUSSET, 1958). 

 Com  a  descoberta  de  Dausset,  vários  pesquisadores  passaram  a  estudar  o  complexo  e  a 

 partir  de  então,  encontros  ocorreram  para  discutir  dados  de  pesquisas,  técnicas,  reagentes, 

 propostas,  comparar  resultados  e  comunicar  novas  descobertas  relacionadas  ao  HLA.  O 

 primeiro  encontro,  ocorreu  em  1964  nos  Estados  Unidos  com  o  objetivo  principal  de 

 comparar  técnicas  para  detectar  antígenos  leucocitários  usados  por  diferentes  pesquisadores 

 da  época  (AMOS,  1965).  Outros  encontros  aconteceram  estabelecendo  uma  importante  linha 

 de  pesquisa  e  após  a  terceira  reunião,  em  1968,  um  Comitê  da  Organização  Mundial  da  Saúde 

 foi  criado  para  padronizar  a  nomenclatura  HLA.  Este  Comitê  é  o  responsável  por  nomear 

 oficialmente os alelos e loci HLA. 

 Os  primeiros  loci  HLA  descobertos  foram  os  HLA-A  e  -B  (KISSMEYER-NIELSEN 

 et.  al.,  1968),  logo  em  seguida  descoberto  o  locus  HLA-C  (SOLHEIM  et.  al.,  1973  ),  estes 

 antígenos  passaram  a  ser  classificados  como  HLA  de  classe  I.  A  descoberta  do  locus  HLA-D 

 foi  divulgada  no  sexto  encontro  de  pesquisadores  em  1975  (THOTSBY  &  PIAZZA,  1975). 

 Estudos  posteriores  mostraram  que  o  locus  HLA-D,  consistia  de  vários  loci  diferentes 

 fortemente  ligados  entre  si,  que  codificavam  três  diferentes  séries  de  determinantes, 

 denominados  de  DR,  DQ  e  DP,  sendo  estes,  posteriormente  classificados  como  HLA  de  classe 

 II (KLEIN,1977; THORSBY,2009). 

 No  ano  de  1986,  Goulmy  et  al.  ,  (1977)  demonstraram  a  restrição  do  MHC  para  a 

 resposta  imune  mediada  por  linfócitos  T  em  humanos,  trabalhando  com  linfócitos  T 

 citotóxicos  e  Bergholtz  et  al.  ,  (1977)  com  linfócitos  T  helper  ;  Bjorkman  et  al.  ,  (1987a,  1987b) 

 forneceram  em  seus  trabalhos  explicações  que  mudaram  o  paradigma  da  imunologia  em  geral, 
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 demonstraram  a  estrutura  da  molécula  HLA-A2  e  de  peptídeo  desconhecido  encontrado  em 

 um  sítio  dessa  molécula,  utilizando  cristalografia  de  raios  X.  Esses  estudos  contribuíram  de 

 forma significativa com achados de que as moléculas HLA eram apresentadoras de peptídeos. 

 Desde  a  década  de  50,  os  estudos  e  descobertas  científicas  na  área  do  HLA 

 demonstraram  que  os  antígenos  de  histocompatibilidade,  possuem  papel  essencial  na 

 imunologia  pelo  seu  envolvimento,  em  toda  fase  indutora  da  resposta  imune  celular  e 

 humoral.  As  primeiras  linhas  de  estudo  relacionadas  a  genes  HLA  eram  associadas  a  enxertos 

 e  transplantes  de  órgão  e  tecidos,  onde  a  compatibilidade  dos  genes  HLA  estava  ligada 

 sobrevida  do  enxerto  em  longo  prazo  e  a  incompatibilidade  HLA  envolvida  a  processos  de 

 rejeição  celular  ou  humoral  (OPELZ  &  DӧHLER,  2007)  posteriormente  várias  outras 

 descobertas foram direcionando linhas variadas de pesquisa envolvendo o complexo HLA. 

 1.2  COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE-MHC 

 O  MHC  humano  está  localizado  no  braço  curto  do  cromossomo  6,  ocupando  ~4Mb, 

 correspondente  a  0,13%  de  todo  genoma  humano  e  contém  ~0,5%  (~160)  dos  ~32000  genes 

 codificadores  de  proteínas  conhecidas,  é  dividido  de  acordo  com  a  estrutura  e  a  função  dos 

 produtos gênicos em três regiões, como: classe I, classe II e classe III (SHIINA  et. al.,  2009). 

 Figura  1  :  Mapa  da  região  HLA  (banda  6p21.3  do  cromossomo  6).  Os  genes  e  pseudogenes  estão  representados 
 de acordo com a cor do seu grupo alélico. 

 Fonte:  ©Cambridge University Press  (modificado), 2003. 
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 A  região  de  classe  I;  constituída  de  seis  genes  e  onze  pseudogenes,  sendo  três  deles  os 

 chamados  clássicos,  HLA-A,  B  e  C  ,  os  quais  tem  maior  relevância  clínica  e  são  mais  variáveis, 

 cada  um  contendo  mais  de  dois  mil  alelos  responsáveis  pela  expressão  de  glicoproteínas  de 

 superfície  celular,  que  são  encontradas  na  membrana  das  células  nucleadas  do  organismo  e 

 determinam  o  reconhecimento  do  antígeno  pelo  linfócito  T,  como  parte  do  mecanismo  do 

 sistema  imune  para  a  identificação  e  resposta  a  antígenos  próprios  e  não  próprios  (CHAPLIN, 

 2010)  ;  os  genes  HLA  de  classe  II  (DR,  DQ  e  DP)  expressam-se  em  linfócitos  B,  macrófagos, 

 monócitos,  linfócitos  T  ativados  e  células  dendríticas  foliculares,  determinando  as  interações 

 celulares  durante  a  resposta  imunológica;  a  região  de  classe  III  contém  muitos  genes 

 responsáveis  por  várias  funções,  incluindo  proteínas  do  sistema  complemento  (C2,  C4  e  fator 

 B),  enzimas  (21-hidroxilase  e  as  enzimas  glicosiladoras  de  moléculas  HLA,  fator  de  necrose 

 tumoral  alfa  e  beta,  dentre  outras),  além  de  outros  genes,  cujos  produtos  ainda  não  foram 

 definidos (CHAPLIN, 2010; HANSEN  et. al.,  1993). 

 O  MHC  de  organismos  distintos  recebe  denominações  particulares,  dependendo  da 

 espécie  em  questão.  Em  humanos,  ele  é  denominado  antígeno  leucocitário  humano  (do  inglês 

 Human  Leucocyte  Antigen  ,  HLA),  uma  vez  que,  inicialmente,  esses  genes  foram  descritos  nas 

 superfícies  de  leucócitos  e  associados  à  identificação  de  anticorpos  leucoaglutinadores  no  soro 

 de  pacientes  que  receberam  transfusões  múltiplas  (  ABBAS  et  al  .,  2012).  Os  genes  HLA  são 

 os  mais  polimórficos  do  genoma  humano  e  os  mais  polimórficos  entre  os  mamíferos,  com 

 uma  grande  variedade  de  alelos  descritos  (  MACK  et.  al.  ,  2013;  HORTON  et.  al.  ,  2004).  As 

 bases  fundamentais  de  transplantes  estão  intimamente  relacionadas  ao  Complexo  Principal  de 

 Histocompatibilidade  humano  e  cerca  de  250  genes  descritos  no  MHC  têm  papel  fundamental 

 no sistema imunológico (SHIINA  et. al  ., 2004). 

 Os  produtos  gênicos  do  MHC  participam  tanto  da  resposta  imune  adaptativa,  no 

 processamento  e  apresentação  de  antígenos  aos  linfócitos  T,  na  inflamação  e  também 

 participam  na  resposta  imune  inata  por  meio  da  interação  com  as  células  “  Natural  Killer  ” 

 (NK)  (SHIINA  et.  al.,  2009),  sendo  responsáveis  por  diversas  funções,  incluindo  a  seleção 

 clonal,  indução  de  tolerância,  imunidade  mediada  por  células  T,  resposta  inflamatória  e 

 produtos  celulares  como  as  citocinas  e  anticorpos.  Consequentemente,  há  grande  interesse 

 médico  no  papel  do  MHC,  pois  está  diretamente  relacionado  com  a  rejeição  de  órgãos  e 

 tecidos  e  a  suscetibilidade  para  algumas  doenças  infecciosas,  autoimunes  e  reações  adversas  à 

 medicamentos (TROWSDALE & KNIGHT, 2013). 
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 O  polimorfismo  do  sistema  HLA  é  enorme;  cada  loco  HLA  (A,  B,  C,  DR,  DQ  e  DP) 

 pode  ser  ocupado  alternativamente  por  uma  série  de  genes  alélicos.  Os  HLA-A,  B  e  C  ,  os  quais 

 tem  maior  relevância  clínica,  possuem  uma  grande  variedade  alélica,  cada  um  contendo  mais 

 de  dois  mil  alelos.  Os  genes  HLA  de  classe  II  conhecidos  são  19  e  em  conjunto  apresentam 

 mais  de  3600  alelos  já  descritos,  como  mostrado  no  gráfico  1,  sendo  os  genes  HLA-DRB  e 

 DQB  os  mais  polimórficos,  apresentando  conjuntamente  mais  de  2000  alelos  conhecidos 

 (hla.alleles.org). 

 Gráfico  1:  Gráfico  mostrando  o  número  de  alelos  descritos  por  ano  de  1987  a  Março  de  2017.  Em  verde  claro 
 alelos do HLA de classe 1 e em preto alelos do HLA de classe 2. 

 Fonte:  hla.alleles.org/nomenclature/stats.html, 2017(Modificado). 

 A  variedade  de  genes,  o  polimorfismo,  a  herança  mendeliana  simples  e  a  participação 

 desse  complexo  na  resposta  imune,  constituem  as  principais  características  que  tornam  o 

 complexo  HLA  extremamente  atraente  sob  o  ponto  de  vista  de  estudos  em  doenças.  Foram 

 descritas  muitas  associações  importantes  entre  antígenos  HLA  em  mais  de  40  doenças 

 humanas.  O  exemplo  clássico  de  associação  é  o  da  espondilite  anquilosante  com  o  antígeno 

 HLA-B*27  ,  o  qual  está  presente  em  90%  dos  pacientes  e  somente  em  5%  a  8%  dos  controles. 

 Outras  associações  importantes  também  já  foram  descritas  como,  HLA-DQA  e  DQB  e  doença 
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 celíaca  (CHAPLIN,  2010),  progressão  ou  imunidade  a  doenças  infecto  parasitárias  ( 

 PRUGNOLLE  et.  al.,  2005)  e  a  relação  entre  alelos  HLA  e  reações  adversas  a  alguns 

 medicamentos  como,  HLA-A*31:01  e  HLA-B*15:02  relacionados  a  reações  adversas  a 

 antiepiléticos  e  HLA-B*58:01  diretamente  ligado  a  reações  graves  em  pacientes  que  utilizam 

 Alopurinol no tratamento de Artrite Gotosa também chamada de gota (AMSTUTZ  et. al.,  2014)  . 

 1.3  ESTRUTURA MOLECULAR E FUNÇÕES DO HLA 

 Os  loci  HLA  estão  localizados  no  braço  curto  do  cromossomo  6  na  banda  6p21.3 

 formando  um  complexo  sistema  de  genes  funcionalmente  relacionados  entre  si  (BENDER  et. 

 al.,  1983).  O  sistema  HLA,  com  cerca  de  4  Mb  (megabases)  de  extensão,  está  subdividido  em 

 três regiões: classe I, classe II e classe III, de acordo com a estrutura e função dos seus genes. 

 As  moléculas  HLA  da  classe  I  são  formadas  por  duas  cadeias  polipeptídicas:  uma 

 cadeia  α  (pesada)  e  a  cadeia  β  (leve).  A  cadeia  α  é  codificada  por  genes  localizados  na  porção 

 mais  telomérica  do  sistema  HLA,  são  constituídos  por  vários  éxons,  intercalados  por  íntrons  e 

 possui  peso  molecular  de  44kD,  e  uma  cadeia  β  codificada  no  cromossomo  15,  com  peso 

 molecular  de  12  kD,  como  mostrado  na  figura  2.  A  cadeia  α  é  formada  por  um  polipeptídio 

 central  contendo  um  ou  dois  oligossacarídeos.  A  cadeia  β  interage  não  covalentemente  com  a 

 porção  extracelular  da  cadeia  α,  não  possuindo  uma  ligação  direta  com  a  célula  (MARSH  et. 

 al.,  2000).  A  região  de  classe  I  é  dividida  em  quatro  domínios:  um  domínio  extracelular 

 aminoterminal  altamente  polimórfico  formado  a  partir  dos  domínios α1  e α2  de  ligação  com 

 peptídeos,  um  domínio  extracelular  altamente  conservado  tipo  imunoglobulina α3  ao  qual  se 

 liga  os  linfócitos  T  CD8+,  um  domínio  transmembranar  contendo  aminoácidos  hidrofóbicos 

 pelos  quais  a  molécula  é  ancorada  na  membrana  celular  e  um  domínio  citoplasmático 

 contendo   sítios  de  fosforilação  e  de  ligação  a  elementos  do  citoesqueleto  (HORTON  et.  al., 

 2004)  . 
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 Figura  2  :  Desenho  esquemático  da  estrutura  molecular  de  MHC  de  classe  I,  dividida  em  quatro  domínios:  um 
 extracelular  aminoterminal,  formado  a  partir  dos  domínios α1  e α2,  um  domínio  extracelular  tipo 
 imunoglobulina α3 e um domínio transmembranar contendo aminoácidos hidrofóbicos. 

 Fonte:  ABBAS  et. al.,  2005. 

 Os  polimorfismos  nos  genes  classe  I  localizam-se  essencialmente  nos  éxons  2  e  3,  os 

 quais  codificam  as  estruturas  moleculares  α  1  e  α  2  do  receptor  membranar  onde  se  localiza  o 

 sítio  de  ligação  aos  antígenos  (MALISSEN  et.  al.,  1982).  Estes  receptores  membranares  na 

 porção  α  3  interagem  com  linfócitos  T  CD8+  positivos,  que  detectam  alterações  de  expressão 

 nas  células,  alterações  estas  que  podem  ocorrer  devido  a  infecções  ou  ao  desenvolvimento  de 

 células  tumorais.  Desta  forma  os  linfócitos  T  (CD8+)  reconhecem  as  células  que  deverão 

 atacar  para  combater  o  avanço  de  uma  determinada  infecção  ou  de  um  tumor  (DOHERTY  et. 

 al.,  1975).  

 As  Moléculas  de  MHC-I  e  MHC-II  exibem  forte  similaridade  estrutural.  Assim,  como 

 mostrado  na  figura  3,  o  heterodímero  de  classe  I  é  formado  por  uma  cadeia  α  pesada  e  a 

 β2-microglobulina,  as  moléculas  de  classe  II  são  também  heterodímeros  formados  por  cadeias 

 α e β, codificadas pelos genes A e B, respectivamente (GOLDBERG  et. al.,  2004). 
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 Figura  3:  Desenho  esquemático  da  estrutura  molecular  do  MHC  de  classe  II.  Domínios  aminoterminais 
 extracelulares  (N)  e  carboxiterminais  intracelulares  (C),  cadeias  α  e  β  são  subdivididas  em  dois  segmentos 
 denominados α1 e α2 ou β1 e β2. 

 Fonte:  ABBAS  et. al.,  2005. 

 Os  genes  de  classe  II  localizam-se  na  região  mais  centromérica  do  sistema  HLA  e 

 codificam  as  estruturas  α  e  β  de  receptores  membranares  que  se  expressam  nas  células  que 

 apresentam  antígenos,  como:  linfócitos  B  e  células  dendríticas.  As  duas  cadeias  de  classe  II 

 são  semelhantes  entre  si,  sendo  a  cadeia  α  (32  a  34  kD)  um  pouco  maior  do  que  a  cadeia  β  (29 

 a  32  kD).  Nas  moléculas  de  classe  II,  ambas  as  cadeias  polipeptídicas  contêm  grupos 

 oligossacarídeos  e  também  aminoterminais  extracelulares  e  carboxiterminais  intracelulares,  e 

 mais  de  dois  terços  de  cada  cadeia  estão  localizados  no  espaço  extracelular  (MARSH  et.  al., 

 2000).  Ambas  as  cadeias  de  classe  II  são  polimórficas,  porém  o  éxon  2,  que  codifica  a 

 estrutura  extracelular  do  receptor  membranar,  responsável  pela  ligação  aos  antígenos, 

 concentra  a  maior  parte  dos  polimorfismos.  As  partes  extracelulares  das  cadeias  α  e  β  são 

 subdivididas  em  dois  segmentos  denominados  α1  e  α2  ou  β1  e  β2,  de  acordo  com  a  cadeia.  A 

 região  de  ligação  dos  peptídeos  na  molécula  HLA  classe  II  é  formada  pela  interação  das  duas 

 cadeias,  mais  especificamente  entre  os  segmentos  α1  e  β1  (HORTON  et.  al.,  2004).  Estes 

 receptores  membranares,  constituídos  por  uma  porção  extracelular,  uma  região 

 transmembranar  e  um  segmento  citoplásmático,  reconhecem  a  presença  de  elementos 
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 estranhos  e  estimulam  os  linfócitos  T  CD4  +,  reforçando  a  resposta  imunológica  contra 

 agentes infecciosos (DOHERTY  et. al.,  1975; GATTI  & PIERRE, 2003).  

 A  região  classe  III  do  sistema  HLA  localiza-se  entre  os  genes  classe  I  e  classe  II  e 

 apesar  de  não  ser  tão  polimórfico  como  estes  últimos,  constitui  o  segmento  do  genoma 

 humano  com  maior  densidade  de  genes  (XIE,  2003).  Ao  contrário  da  região  classe  I  e  classe 

 II  onde  existem  dezenas  de  pseudogenes,  a  região  classe  III  possui  apenas  dois  (THE  MHC 

 SEQUENCING  CONSORTIUM,  1999).  Os  genes  presentes  nesta  região  possuem  funções 

 variadas,  com  destaque  na  expressão  de  proteínas  solúveis,  importantes  na  modulação  e 

 regulação  da  resposta  imunológica,  como  proteínas  do  sistema  complemento  e  moléculas 

 envolvidas  na  inflamação,  e  não  são,  na  sua  maioria,  relacionados  entre  si  com  os  genes  da 

 classe I e II e não possuem um padrão comum de expressão proteica (XIE, 2003). 

 1.4  NOMENCLATURA 

 Com  a  grande  variedade  genética  dos  genes  HLA,  tornou-se  necessário  estabelecer 

 uma  padronização  para  a  nomenclatura  destes  loci  ,  tendo  sido  organizado,  em  1968,  o 

 primeiro  encontro  do  Comitê  de  Nomenclatura  da  Organização  Mundial  de  Saúde  (WHO, 

 1968).  O  nome  de  cada  alelo  HLA  tem  um  número  único  correspondente  a  até  quatro 

 conjuntos  de  dígitos  separados  por  dois  pontos.  O  nome  do  alelo  HLA  é  dependente  da 

 sequência  de  DNA  do  alelo  e  do  seu  mais  próximo  alelo  HLA  relacionado.  Todos  os  alelos 

 HLA  recebem  um  nome  com  pelo  menos  quatro  dígitos,  ou  seja  o  nome  HLA  mais  o  Grupo 

 alélico  (A,  B,  C  etc.)  mais  os  dois  primeiros  conjuntos  de  dígitos  após  o  asterisco  (MARSH 

 et. al.,  2010). 

 Após  a  primeira  reunião  do  comitê  para  estabelecer  as  regras  de  nomenclatura  dos 

 HLA,  foi  desenvolvido  um  padrão  baseado  em  campos  (hla.alleles.org).  O  primeiro  campo 

 determina  o  grupo  alélico,  como  no  seguinte  exemplo  HLA-B*58  .  Dentro  deste  grupo  alélico 

 há  diversos  outros  alelos,  como  é  o  caso  dos  HLA-B*58:01  e  HLA-B*58:05  .  A  utilização  de 

 um  asterisco  depois  da  designação  do  nome  do  locus  permitiu  distinguir  a  caracterização 

 alélica  por  métodos  moleculares  ou  por  métodos  sorológicos.  O  segundo  campo  define  alelos 

 que  determinam  alterações  na  sequência  proteica.  Um  terceiro  campo  pode  ser  usado  para 

 determinar  substituições  nucleotídicas  sinônimas  ou  mutações  sinônimas  na  região 

 codificante  que  não  modificará  a  proteína  produzida,  como  por  exemplo,  HLA-B*58:01:01  e 

 HLA-B*58:01:02  (que  significa  que  estes  alelos  codificam  a  mesma  sequência  peptídica  que 

 8 



 dará  origem  à  proteína,  mas  diferem  por  mutações  sinônimas).  Um  quarto  campo  pode  ainda 

 ser  usado,  para  descrever  mutações  em  regiões  não  codificantes,  como  em  íntros  e  regiões 

 reguladoras ou promotoras (BODMER  et. al.,  1991; Site:  hla.alleles.org). 

 Em  uma  visão  simplificada,  cada  locus  tem  a  sua  própria  designação  seguida  por  um 

 asterisco  (tais  como  HLA-A*  e  HLA-C*).  Estes  são  seguidos  por  designações  de  alelos,  que 

 são  números  exclusivos  que  compõem  até  quatro  conjuntos  de  dígitos  separados  por  dois 

 pontos.  Um  sufixo,  também,  pode  ser  adicionado  ao  nome  do  alelo  para  indicar  proteínas 

 como,  nula  (N)  ou  baixa  expressão  (L)  e  aquelas  que  são  secretadas  (S)  no  citoplasma  (C), 

 aberrante (A), ou questionável (Q), como exemplificado na figura a seguir. 

 Figura 4:  Nomenclatura oficial, designada aos genes  do complexo MHC. 

 Fonte:  hla.alleles.org (Modificado), 2016. 

 1.5  HLA*B-58:01 ASSOCIADO A  SÍNDROME DE STEVENS-JOHNSON  E NECROSE 
 EPIDÉRMICA TÓXICA 

 o  HLA-B  é  o  mais  polimórfico  dos  genes  HLA,  com  4.765  alelos  já  descritos,  dos 

 quais  3.465  formam  diferentes  proteínas  (hla.alleles.org).  Dentre  os  Genes  HLA-B,  alguns 

 estão  fortemente  relacionados  com  patologias,  como  é  o  caso  do  HLA*B-27,  diretamente 

 ligado  à  espondilite  anquilosante  (HAROON,  2015)  e  outros  estão  relacionados  à 

 hipersensibilidade  a  fármacos,  como  inúmeros  estudos  demonstram  a  relação  do 

 HLA*B-58:01  com  reações  adversas  ao  Alopurinol,  medicamento  amplamente  utilizado  no 
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 tratamento  de  Gota  e  Hiperuricemia,  que  esporadicamente  induz  reações  graves,  como  a 

 Síndrome  de  Stevens-Johnson  (SSJ)  e  Necrose  Epidérmica  Tóxica  (NET)  em  indivíduos 

 susceptíveis,  onde  a  taxa  de  mortalidade  para  NET  é  bem  elevada  chegando  a  50%  do  casos  e 

 5% para a SSJ (  MOCKENHAUPT & SCHÖPF, 1996)  . 

 A  SSJ  e  NET  ocorrem  em  aproximadamente  duas  a  três  pessoas  por  milhão/ano  na 

 Europa  e  EUA  (FRITSCH  &  SIDOROFF,  2000).  Acometem  pacientes  de  todas  as  idades, 

 raças  e  sexo,  e  estão  relacionadas  principalmente  ao  uso  de  fármacos.  Nos  EUA,  os  casos 

 tendem  a  aparecer  na  primavera  e  inverno  (www.sjsupport.org  /  www.emedicine.com).  Dados 

 brasileiros  são  escassos  em  relação  à  sua  prevalência,  dos  casos  detectados  a  SSJ  varia  de  1,2 

 a  6  por  milhão/ano  e  a  NET  de  0,4  a  1,2  por  milhão/ano,  no  país;  estas  síndromes  são  fatais 

 em  5%  dos  casos  para  SSJ  e  a  NET  em  30%  a  50%  (WOLKENSTEIN  et.  al.  ,  1998; 

 MOCKENHAUPT  &  SCHÖPF,  1996)  .  Alguns  fatores  podem  ser  predisponentes  como 

 comorbidades  múltiplas  e  o  uso  de  medicamentos  para  tratá-las,  idade  avançada,  e 

 principalmente  susceptibilidade  genética  e  doenças  com  ativação  imune  (ROUJEAU  et.  al.  , 

 1995).  Na  NET  há  extensa  perda  de  epiderme,  devido  a  necrose  acometendo  mais  de  30%  da 

 superfície corpórea. 

 O  risco  de  desenvolver  um  dos  quadros  clínicos,  induzidos  pelo  Alopurinol  em 

 indivíduos  portadores  do  alelo  HLA-B*58:01  ,  pode  ser  muito  elevado,  alcançando  um 

 patamar  97  vezes  maior  em  comparação  com  outros  indivíduos  que  possuam  tipo  de  HLA 

 diferente  do  HLA-B*58:01  ,  e  essa  probabilidade  é  muito  semelhante  em  todas  as  populações 

 estudadas (  CHAPLIN  , 2010)  . 

 No  mundo,  a  frequência  desse  alelo  é  variável,  atingindo  um  percentual  de  até  17%  na 

 China,  onde  se  têm  a  maior  frequência  do  alelo,  seguida  da  Índia  e  República  de  Camarões, 

 ambos  apresentando  frequência  de  até  15%,  dependendo  da  localidade,  e  Taiwan  que  varia  de 

 1%  a  10,7%,  de  acordo  com  a  região,  segundo  o  banco  de  dados  virtual  Allele  Frequencies 

 Net  Databases  (AFND)  (www.allelefrequencies.net).  Essas  são  as  maiores  frequências  no 

 mundo,  de  acordo  com  o  banco  de  dados,  porém  muitos  outros  países  e  localidades 

 apresentam frequências relevantes para esse alelo. 

 No  continente  americano  a  frequência  desse  tipo  específico  de  HLA,  também  é 

 variada.  Na  América  do  Norte,  por  exemplo,  essa  frequência  vai  de  0,6%  no  México  a  8,7% 

 nos  Estados  Unidos,  tendo  notificações  no  AFND  de  apenas  algumas  localidades  desses  dois 

 países.  Nas  regiões  centro  e  Sul  do  continente,  temos  uma  média  de  2%  da  presença  do 

 HLA-B*58:01  na  população,  incluindo:  Argentina,  Brasil,  Chile,  Cuba  e  Guatemala,  tendo 
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 menor  frequência  na  Argentina  com  0,6%  e  maior  frequência  em  Cuba  com  4,8%  dos  alelos 

 HLA  notificados.  No  entanto,  são  resultados  não  muito  precisos,  devido  à  falta  de  notificação 

 e triagem para esse gene (www.allelefrequencies.net). 

 No  Brasil  a  Frequência  desse  alelo  é  em  média  de  2,1%  na  população,  porém,  não  se 

 conhece  esses  números  em  diversos  estados  brasileiros,  nos  quais  o  Pará  se  inclui  (AFND, 

 2016). 

 O  HLA-B*58:01  tem  uma  prevalência  elevada  em  populações  orientais  como  a 

 chinesa,  entretanto,  é  relatado  também  em  outras  populações,  incluindo  a  europeia,  tailandesa, 

 italiana,  coreana  e  americana  (  CHAPLIN  ,  2010)  ,  mostrando-se  importante  a  criação  de  um 

 programa  de  triagem  e  notificação  antes  de  se  iniciar  o  tratamento  com  Alopurinol,  para 

 conhecer  a  frequência  da  presença  do  alelo  no  Brasil  e  com  objetivo  de  reduzir  o  risco  do 

 surgimento da SSJ/NET após a utilização do fármaco. 

 1.6  ARTRITE GOTOSA E ALOPURINOL 

 Relatos  sobre  a  artrite  gotosa  ou  gota,  são  observados  desde  o  século  V  a.C.,  o  que 

 permite  enfatizar  que  esta,  é  uma  das  mais  antigas  patologias  que  acometem  o  homem.  O 

 termo  gota  deriva  da  palavra  grega  gutta  ,  que  significa  uma  gota.  Foi  usado  inicialmente  no 

 século  XIII,  com  base  na  crença  de  Hipócrates,  de  que  a  doença  seria  ocasionada  a  partir  de 

 uma  substância  nociva  ou  venenosa  que  caía  gota  a  gota  na  articulação  (WYNGAARDEN  & 

 SMITH,  1986).  Os  autores  ainda  complementam  suas  ideias,  expondo  que  na  antiguidade  esta 

 doença  recebeu  o  nome  de  doença  de  Reis,  visto  que  a  nobreza  e  as  pessoas  mais  ricas  da 

 época,  pareciam  mais  vulnerável  à  moléstia  e  também  devido  o  fato  de  grandes 

 personalidades  da  história  serem  portadores  da  enfermidade,  como  o  pintor  Michelangelo  e 

 Isaac Newton . 

 BUSON  (1997);  BRUNNER  &  SUDDARTH  (1998)  e  RIZZO  (1998),  relatam  que  a 

 artrite  gotosa,  decorre  de  uma  alteração  no  metabolismo  das  purinas,  resultando  no  acúmulo 

 de ácido úrico sérico, devido ao aumento de sua síntese ou pela dificuldade de eliminá-lo. 

 No  momento  em  que  se  depositam  nas  articulações,  os  cristais  são  reconhecidos  como 

 antígenos  (Ag)  pelo  organismo.  Este,  envia  leucócitos  ao  líquido  sinovial,  os  quais,  segundo 

 SODEMAN  &  SODEMAN  (1993)  ,  fagocitam  os  cristais  desencadeando  um  processo 

 inflamatório  que  ocasiona  a  dor,  tendo  como  consequência  a  destruição  celular  e  liberação  de 
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 enzimas  digestivas  dos  lisossomos,  desencadeando  uma  reação  inflamatória,  o  que  caracteriza 

 a  fase  aguda.  A  reincidiva  dessas  crises  agudas  levam  à  artrite  gotosa  crônica.  Esta  patologia 

 acomete as articulações e quando não tratada, causa diversas sequelas. 

 A  gota  pode  ter  origem  primária  ou  secundária.  Para  HOOD  &  DINCHER  (1995),  a 

 gota  primária  resultaria  de  uma  herança  genética,  no  entanto,  ainda  não  foi  determinado  o 

 padrão  da  moléstia  em  questão.  Já  a  gota  secundária  seria  adquirida  em  decorrência  de 

 doenças  pré-existentes  que  causam  hiperurecemia  e  levam  ao  surgimento  de  artrite  gotosa. 

 Ambas  podem  ser  controladas,  pois  os  níveis  de  ácido  úrico  sérico  podem  ser  facilmente 

 revertidos com a medicação adequada. 

 O  tratamento  da  gota  permaneceu  inalterado  por  muito  tempo,  sendo  os 

 antinflamatórios  não  esteroidais  a  primeira  linha  de  tratamento  para  a  doença.  Atualmente  o 

 direcionamento  do  tratamento  é  a  redução  da  produção  de  ácido  úrico  pela  inibição  da  xantina 

 oxidase,  usando-se  duas  possíveis  drogas:  o  Febuxostat  e  o  Alopurinol.  Adicionalmente  a 

 Colchicina  via  oral  ajuda  a  suprimir  a  formação  de  inflamossomos,  inibindo  o  processo 

 de fagocitose do macrófago e  reforçando  a  membrana  lisossomal,  com  consequente 

 diminuição das enzimas inflamatórias (  MULLEN  et. al.,  2015). 

 O  Alopurinol  é  um  análogo  de  hipoxantina  que  inibe  a  enzima  xantina  oxidase  e  reduz 

 de  forma  eficaz  os  níveis  séricos  de  urato,  o  que  o  coloca  na  base  do  tratamento  da  gota.  No 

 entanto,  reações  adversas  dermatológicas  na  forma  de  erupção  cutânea,  conhecidas  como 

 farmacodermias,  ocorrem  em  2%  dos  pacientes  tratados  com  Alopurinol.  Além  desta  forma 

 não  severa  de  reação  ao  medicamento,  uma  forma  mais  grave  pode  ocorrer  com  grau  de 

 mortalidade  de  até  25%  dos  casos,  combinando  erupção  cutânea  com  febre,  eosinofilia  e 

 disfunção orgânica múltipla (CRUZ, 2006). 

 Uma  meta  análise  recente,  sugere  uma  prevalência  global  de  uso  do  Alopurinol  entre 

 0,4%-0,7%,  e  uma  incidência  anual  de  0,6-2,68%  a  cada  mil  habitantes  (  WIJNANDS  et.  al., 

 2014). 

 Mesmo  sem  estatísticas  conhecidas  no  estado  do  Pará  sobre  sua  prevalência, 

 incidência  e  distribuição  dos  esquemas  terapêuticos  que  usam  Alopurinol,  as  estatísticas 

 gerais  sugerem  uma  grande  demanda  para  pesquisa  de  HLA-B*58:01  como  biomarcador  de 

 hipersensibilidade ao Alopurinol. 
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 1.7  ALOPURINOL, APLICAÇÕES E REAÇÕES ADVERSAS A DROGAS 

 O  Alopurinol  é  um  dos  medicamentos  de  primeira  linha  para  tratar  a  gota  e 

 hiperuricemia  (OKAMOTO,  2008),  no  entanto  é  utilizado  no  tratamento  de  várias  outros 

 quadros  relacionados  com  o  acúmulo  de  ácido  úrico,  como:  Tofos  cutâneos  e  nefrolitíase  ou 

 naqueles  pacientes  que  apresentam  um  risco  clínico  potencial  (por  exemplo,  que  estão  em 

 tratamento  de  tumores  que  podem  desencadear  nefropatia  aguda  por  ácido  úrico)  (ETTINGER 

 et.  al.,  1986).  Sua  indicação  está  relacionada  a  patologias  ou  circunstâncias  que  cursem  com 

 níveis séricos elevados de ácido úrico. 

 SCHLESINGER  et.  al  .,  em  uma  revisão  de  junho  de  2009  sobre  a  terapia  da  gota, 

 descreve  novas  possibilidades  terapêuticas,  mas  enfatiza  o  Alopurinol  como  uma  das  bases 

 fundamentais  no  tratamento  da  gota.  Nesse  estudo  o  Alopurinol  foi  a  droga  de  eleição  no 

 tratamento  da  hiperuricemia  e  da  artrite  gotosa  crônica,  apresentando  também  excelente 

 tolerabilidade  e  segurança  mesmo  em  grupos  de  risco  como  idosos,  pacientes  com 

 insuficiência  renal  e  nos  tratados  com  ciclosporina,  apenas  atentando  para  a  redução  das  doses 

 prescritas confirmando estudos anteriores (SCHLESINGER  et. al  ., 2009; FAM, 1998). 

 BRUCE  et.  al  .,  em  um  estudo  duplo  cego  randomizado,  avaliou  a  eficácia  do 

 Alopurinol  na  prevenção  e  na  recorrência  dos  cálculos  renais  de  oxalato  de  cálcio 

 (ETTINGER,  1986).  Concluíram  que  o  alopurinol  pode  ter  uma  atividade  protetora  em  15  a 

 20%  dos  pacientes  que  apresentem  cálculos  de  oxalato  de  cálcio  e  hiperuricosúria  isolada, 

 embora não tenha nenhum efeito sobre os pacientes com hipercalciúria. 

 A  Síndrome  de  Lise  Tumoral  (SLT)  é  uma  constelação  de  distúrbios  metabólicos 

 observados  em  tumores  com  altas  modificações.  Está  associada  à  alta  morbidade  e 

 mortalidade.  A  SLT  caracteriza-se  pelo  aumento  na  liberação  de  conteúdos  intracelulares 

 (ácido  úrico,  potássio,  fósforo)  no  compartimento  extracelular,  que  acaba  por  ultrapassar  a 

 capacidade  de  “clearence”  do  organismo.  SLT  é  usualmente  causada  pela  quimioterapia,  ainda 

 que  possa  ocorrer  espontaneamente.  Uma  vez  que  o  ácido  úrico,  o  potássio  e  fósforo  sejam 

 eliminados  pelos  rins,  SLT  pode  causar  hiperuricemia,  hipercalemia  e  hiperfosfatemia 

 evoluindo  com  insuficiência  renal.  A  fisiopatologia  da  insuficiência  renal  da  SLT  é 

 provavelmente  multifatorial  (JEHA,  2001),  no  entanto  um  sinal  cardinal  é  a  hiperuricemia 

 levando  a  nefropatia  pelo  ácido  úrico.  O  tratamento  adequado  da  SLT  consiste  de  hidratação 

 venosa  abundante,  terapia  diurética,  alcalinização  da  urina,  e  inibição  da  produção  de  altos 

 níveis de ácido úrico com doses elevadas de Alopurinol (MALAGUARNERA, 2006). 
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 Suzuki  et.  al  .,  fizeram  uma  revisão  (2009),  onde  são  propostas  novas  indicações 

 terapêuticas  para  o  uso  do  Alopurinol,  avaliando  um  possível  papel  na  síndrome  metabólica, 

 na  esteatose  hepática,  na  esteatohepatite  e  na  doença  cardiovascular,  diminuindo  o  risco  de 

 morte por doença cardíaca, além de importante papel como antioxidante (SUZUKI, 2009). 

 Em  relação  a  esse  medicamento  um  dos  tipos  mais  comuns  de  efeito  adverso  é  um 

 ataque  agudo  de  gota,  após  o  início  da  terapia  com  Alopurinol.  No  geral,  existem  duas 

 categorias  de  reações  adversas  aos  medicamentos;  reações  do  tipo  A,  que  são  responsáveis 

 por  até  90%  de  todas  as  reações  adversas.  Elas  são  previsíveis  com  base  nas  propriedades 

 farmacológicas  do  medicamento  e  que  podem  afetar  qualquer  indivíduo,  se  a  sua  exposição  à 

 droga for suficientemente elevada para isso (CORONA, 2009; DEAN, 2016). 

 As  reações  do  tipo  B,  conhecidas  como  idiossincráticas  constituem  a  média  de  10-15% 

 das  reações  adversas  a  medicamentos.  O  desenvolvimento  das  reações  tipo  B  imunes  não  são 

 completamente  entendidas,  mas  um  dos  fatores  mais  fortemente  associado  a  elas  é  a 

 variabilidade  de  genes  HLA,  conforme  determinada  por  vários  estudos  de  triagem  genômica 

 (MCCORMACK  et.  al.,  2011;  ZHANG  et.  al.,  2012).  Essas  reações  incluem  a 

 hipersensibilidade  que  acontecem  em  indivíduos  susceptíveis.  Tais  reações  de 

 hipersensibilidade  podem  ocorrer  em  qualquer  dose  e  desenvolver-se  através  de  um 

 mecanismo  que  não  está  relacionado  com  o  mecanismo  de  ação  do  fármaco.  Por  esta  razão,  é 

 difícil  de  prever  quando  uma  reação  de  hipersensibilidade  induzida  por  drogas  vai  ocorrer 

 (GRUCHALLA  et. al.,  2003;  ADKINSON  et. al.  2006  ;  BERND  et. al.,  2005). 

 Reações  cutâneas  graves  são  classificadas  como  reações  do  tipo  B,  que  incluem  a  SSJ 

 e  a  NET,  considerada  a  mais  grave;  bem  como,  reação  medicamentosa  com  eosinofilia  aguda, 

 sintomas  sistêmicos  e  síndrome  de  hipersensibilidade  ao  Alopurinol  (SHA).  O  Alopurinol  é  a 

 causa  mais  comum  da  SSJ/NET  no  continente  Europeu  (STAMP  et.  al.,  2015).  Esses  quadros 

 clínicos  são  condições  de  risco  de  vida  que  são  caracterizados  principalmente  por  lesões  da 

 pele  (descolamento  da  epiderme)  e  membranas  mucosas  (erosões  graves),  também  estão 

 associadas  à  febre,  aumento  de  contagem  de  células  brancas  (Leucocitose),  hepatite  e 

 insuficiência renal aguda, afetando todo o organismo (STAMP  et. al.,  2015). 

 Embora  o  Alopurinol  induza  reações  adversas,  esse  feito  é  raro,  tendo  um  risco 

 estimado  em  0,1  a  0,4%  dos  pacientes  em  tratamento,  entretanto,  o  Alopurinol  é  amplamente 

 utilizados  em  diversos  quadros,  fazendo  com  que  esse  percentual  se  torne  grande  em  relação 

 ao  número  de  pacientes  que  o  utilizam,  além  de  ser  uma  das  causas  mais  graves  de  reações 

 14 



 adversas,  o  que  acarreta  uma  taxa  de  mortalidade  de  até  25%  nos  pacientes  que  a 

 desenvolvem  (HERSHFIELD  et. al.,  2013; SAITO  et. al.,  2015). 

 Algumas  teorias  dizem  que  uma  reação  farmacológica  direta  da  droga  (por  exemplo, 

 Alopurinol)  com  os  receptores  do  sistema  imunológico  (células  T  ativadas  específicas  do 

 fármaco)  fornecem  um  sinal  inicial  para  induzir  a  ativação  das  células  T  e  desencadear  uma 

 reação  de  hipersensibilidade  mediada  por  estas  células.  O  sinal  pode  ser  reforçado  através  da 

 interação  com  moléculas  de  HLA  adicionais  (por  exemplo,  HLA-B*58:01  )  (YUN  et.  al., 

 2012; LIN  et. al.,  2015). 

 A  recomendação  da  dose  de  Alopurinol  para  o  tratamento  de  artrite  gotosa  ou 

 hiperuricemia  e  os  outros  quadros  relacionados  é  inicialmente  com  uma  dose  diária  de  100  mg 

 e  se  necessário  titula-se  a  dose  para  cima,  para  uma  dose  diária  máxima  de  800  mg,  até  que  as 

 concentrações  de  ácido  úrico  estejam  menores  que  6,0  mg/dl.  O  Alopurinol  é  muitas  vezes 

 prescrito  em  doses  que  podem  ser  muito  baixas  para  atingir  um  objetivo  terapêutico,  em 

 muitas  ocasiões  com  o  objetivo,  em  parte,  de  reduzir  o  risco  de  hipersensibilidade  ao 

 medicamento (ZINEH  et. al.,  2011). 

 Um  estudo  mostrou  que  uma  dose  inicial  mais  baixa  do  Alopurinol  pode  reduzir  o 

 risco  à  síndrome  de  hipersensibilidade  ao  fármaco  (STAMP  et.  al.,  2012),  porém,  a  dose  mais 

 baixa  pode  vir  a  não  alcançar  o  objetivo  terapêutico,  não  obtendo  melhora  no  quadro  do 

 paciente,  resultando  no  fracasso  do  tratamento  (CHAO  &  TERKELTAUB,  2009)  ;  logo,  uma 

 triagem  para  determinar  alelos  que  aumentem  as  chances  do  paciente  desenvolver  reações 

 adversas  graves,  seria  de  extrema  importância  para  reduzir  o  aparecimento  dessas 

 enfermidades e optar por uma linha terapêutica alternativa antes de se iniciar o tratamento. 

 1.8  FARMACOVIGILÂNCIA 

 A  farmacovigilância  passou  por  várias  mudanças  em  relação  aos  conceitos  que  a 

 define,  o  que  pode  significar  o  amadurecimento  das  atividades  a  ela  relacionadas.  LAPORTE 

 &  CARNÉ  (1993)  conceituaram  a  farmacovigilância  como  um  conjunto  de  atividades 

 destinadas  a  identificar  e  avaliar  os  efeitos  do  uso  agudo  e  crônico,  dos  tratamentos 

 farmacológicos na população ou em indivíduos expostos a tratamentos específicos. 

 Em  2002  o  termo  foi  definido  como:  “a  ciência  e  atividades  relativas  a  u  m  conjunto  de 

 procedimentos  relacionados  à  detecção,  avaliação,  compreensão  e  prevenção  de  reações 
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 adversas  a  medicamentos  ou  quaisquer  outros  possíveis  problemas  relacionados  a  fármacos”. 

 Recentemente  a  OMS  ampliou  seu  campo  de  atuação  para  incluir:  produtos  fitoterápicos; 

 medicamentos  tradicionais  e  complementares;  hemoterápicos;  produtos  biológicos;  produtos 

 para  a  saúde  e  vacinas  (  ABBING  ,  1993;  CRAVEN  et.  al.,  1997;  MEYBOOM  et.  al.,  1999; 

 FRACCHIA  et. al.,  2000; OMS, 2002). 

 O  objetivo  principal  da  farmacovigilância  é  promover  a  redução  das  taxas  de 

 morbidade  e  mortalidade  associada  ao  uso  de  medicamentos,  através  da  detecção  precoce  de 

 problemas  de  segurança  desses  produtos  para  os  pacientes,  além  de  melhorar  a  seleção  e  o  uso 

 racional dos medicamentos pelos profissionais de saúde  (OMS, 2000;  ANVISA, 2001). 

 Seus  objetivos  específicos  são:  melhorar  o  cuidado  com  o  paciente  e  a  segurança  em 

 relação  ao  uso  de  medicamentos  e  a  todas  as  intervenções  médicas  e  paramédicas;  melhorar  a 

 saúde  pública  e  a  segurança  em  relação  ao  uso  de  fármacos;  contribuir  para  a  avaliação  dos 

 benefícios,  danos,  efetividade  e  riscos  dos  medicamentos,  incentivando  sua  utilização  de 

 forma  segura,  racional  e  mais  efetiva  e  promover  a  compreensão,  educação  e  capacitação 

 clínica em farmacovigilância e sua comunicação efetiva ao público (ERICE, 1997). 

 Cabe  à  farmacovigilância  identificar,  avaliar  e  monitorar  a  ocorrência  dos  eventos 

 adversos  relacionados  ao  uso  dos  medicamentos  comercializados  no  mercado  brasileiro,  com 

 o  objetivo  de  garantir  que  os  benefícios  relacionados  ao  uso  desses  produtos,  sejam  maiores 

 que os riscos por eles causados (OMS, 2000). 

 A  utilização  do  termo  farmacovigilância,  surgiu  especialmente  depois  da  tragédia 

 causada  pela  talidomida,  em  1961,  quando  foram  feitos  os  primeiros  esforços  internacionais 

 sistemáticos  para  abordar  questões  de  segurança  de  medicamentos,  reforçando  a  iniciativa  do 

 desenvolvimento de processos de monitoramento de medicamentos no Brasil (DIAS, 2005). 

 A  décima-sexta  Assembleia  Mundial  da  Saúde  (1963)  adotou  uma  resolução  (WHA 

 16.36)  que  reafirmou  a  necessidade  de  ações  imediatas  em  relação  à  disseminação  rápida  de 

 informações  sobre  reações  adversas  a  medicamentos  e  que  conduziu,  posteriormente,  à 

 criação  do  Projeto  de  Pesquisa  Piloto  para  a  Monitorização  Internacional  de  Medicamentos  da 

 OMS  em  1968.  Seu  propósito  era  desenvolver  um  sistema  aplicável  na  esfera  internacional, 

 para  identificar  previamente  efeitos  adversos  a  medicamentos  desconhecidos  ou  pouco 

 estudados.  Em  seguida,  a  OMS  produziu  um  relatório  técnico  com  base  na  reunião  consultiva 

 realizada em 1971(WHO, 1972; WHO, 1973). 

 A  participação  no  Programa  Internacional  de  Monitorização  de  Medicamentos  da 

 OMS  é  coordenada  pelo  Centro  Colaborador  da  OMS  para  Monitorização  Internacional  de 
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 Medicamentos,  conhecido  como  the  Uppsala  Monitoring  Centre  (UMC)  na  Suécia,  com  a 

 supervisão  de  um  comitê  internacional.  O  número  de  centros  nacionais  que  participam  do 

 Programa  Internacional  de  Monitorização  de  Medicamentos  da  OMS  começou  com  um 

 programa  piloto  envolvendo  10  países,  em  1968,  nos  quais  estavam  presentes:  Austrália, 

 Canadá,  Dinamarca,  Alemanha,  Irlanda,  Holanda,  Nova  Zelândia,  Suécia,  Reino  Unido  e 

 EUA  (OMS,  2004;  UMC,  2005).  Aumentando  para  67  em  2002.  Os  centros  variam 

 consideravelmente  em  tamanho,  recursos,  estrutura  de  apoio  e  escopo  das  atividades.  Sua 

 atividade  precípua  é  a  coleta  de  notificações  espontâneas  de  suspeitas  de  Reações  Adversas  a 

 Medicamentos (RAMs). 

 Atualmente  são  86  países  participantes  do  programa  da  OMS,  destes  75  são  membros 

 oficiais  e  11  são  considerados  membros  associados.  Os  últimos  países  a  entrar  no  programa 

 foram  a  Nigéria  e  Malta,  no  ano  de  2004  (OMS,  2004;  UMC,  2005).  O  Brasil  foi  inserido 

 neste  programa  no  ano  de  2001,  como  o  62º  membro  oficial  (OPAS,  2002;  PETRAMALE, 

 2002).  Outra  função  deste  centro  colaborador  é  receber  notificações  de  todos  os  países  que 

 mantêm  a  Vigibase,  uma  base  de  dados  mundial  sobre  RAMs  que  atualmente,  contêm  mais  de 

 três milhões de notificações (OMS, 2004; UMC, 2005). 

 Os  centros  nacionais  tiveram  papel  significativo  no  aumento  da  conscientização 

 pública  quanto  à  segurança  dos  medicamentos.  Como  resultado,  a  farmacovigilância,  cada  vez 

 mais,  é  vista  como  mais  que  uma  atividade  regulatória,  tendo  também  papel  importante  a 

 desempenhar  na  prática  clínica  e  no  desenvolvimento  de  políticas  de  saúde  pública.  Os 

 principais  centros  dos  países  desenvolvidos  estabeleceram  programas  de  vigilância  ativa, 

 utilizando  sistemas  de  conexão  de  registros  entre  diferentes  bases  de  dados  (  record  linkage 

 systems  )  e  de  monitorização  de  eventos  relacionados  à  prescrição  (  Prescription  Event 

 Monitoring  –  PEM)  para  coletar  informações  epidemiológicas  sobre  reações  adversas  a 

 medicamentos  específicos.  Tais  sistemas  já  foram  implementados  na  Nova  Zelândia,  no  Reino 

 Unido, na Suécia e nos Estados Unidos da América (OMS, 2004). 

 Alguns  países  ainda  utilizam  resultados  de  pesquisas  realizadas  pelas  indústrias  e 

 também  pelas  instituições  de  ensino  para  monitorização  de  RAMs.  Os  dados  obtidos  são 

 úteis,  na  medida  em  que  tentam  esclarecer  os  efeitos  de  uso  nas  condições  clínicas, 

 possibilitando  a  identificação  de  algumas  reações  adversas,  sendo  as  mais  frequentes  as 

 reações  graves  ou  letais,  de  óbvia  detecção,  como  as  farmacodermias  que  acometem 

 principalmente  a  pele  dos  pacientes  susceptíveis  a  essas  reações,  ou  de  reações  que  se 

 desenrolam em curto prazo (NUNES, 2000). 
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 A  expansão  do  conhecimento  científico  sobre  segurança  de  medicamentos  pode  ser 

 atribuída  à  maior  conscientização  e  interesse  acadêmico  nesse  campo.  Centros  universitários 

 de  farmacologia  e  farmácia,  associados  a  estudos  biomédicos  de  imunogenética  para 

 identificação  de  pacientes  suscetíveis  a  essas  reações,  tem  desempenhado  papel  importante 

 por  meio  de  ensino,  capacitação,  pesquisa,  desenvolvimento  de  políticas,  investigações 

 clínicas,  comitês  de  ética  (conselhos  institucionais  de  revisão)  e  dos  serviços  clínicos  que 

 proporcionam  (  MOORE,  2001  ).  Em  muitas  instituições  médicas,  particularmente  nos  países 

 desenvolvidos,  a  monitorização  de  RAMs  é  reconhecida  como  uma  atividade  essencial  de 

 garantia  da  qualidade.  É  preciso  que  haja  ainda  maior  integração  da  farmacovigilância  com  a 

 prática clínica. 

 Atualmente  o  acesso  a  informações  atualizadas,  imparciais  e  clinicamente  relevantes 

 sobre  medicamentos  é  inadequado.  A  pesquisa  e  a  capacitação  em  cursos  de  pós-graduação 

 nessa  área  permanecem  negligenciadas  por  muitas  escolas  de  Ciências  da  Saúde  e  a  crescente 

 aliança  entre  a  indústria,  a  universidade  e  as  autoridades  regulatórias  de  medicamentos  têm 

 implicações para a farmacovigilância (HALL  et. al  .,  1995). 

 Normalmente,  recomenda-se  aos  pacientes  que  suspeitem  ter  sido  afetados  por  uma 

 RAM  que  notifiquem  a  seus  médicos  para  que  eles  possam  notificar  ao  centro  de 

 farmacovigilância.  Porém,  uma  vez  que  se  estima  que  só  5%  dos  médicos  participam  do 

 sistema  de  farmacovigilância,  esse  processo  não  é  eficiente  para  assegurar  que  as 

 preocupações  do  paciente  estejam  sendo  registradas.  Há  estudos  que  indicam  que  sistemas  de 

 registro  de  queixas  dos  pacientes  poderiam  identificar  novos  sinais  de  segurança  de 

 medicamentos  precocemente  aos  sistemas  que  contam  somente  com  a  notificação  do 

 profissional  (  EGBERTS  et.  al  .,  1996).  Outros  inúmeros  estudos,  relacionam  RAM  e  genes  dos 

 antígenos  leucocitários  humanos  (HLA;  do  inglês  Human  Leucocytary  Antigens  ),  como  é  o 

 caso  do  HLA-B*58:01  diretamente  ligado  a  RAMs  em  pacientes  que  utilizam  o  Alopurinol, 

 além  de  outros  genes  HLA  relacionados  a  diretamente  a  RAMs  desencadeadas  por  fármacos, 

 evidenciando  um  marcador  precursor  de  RAM  e  possibilitando  um  diagnóstico  precoce  e  de 

 prevenção a essas reações(  MOCKENHAUPT & SCHÖPF, 1996;  CHAPLIN  , 2010). 

 Para  se  alcançar  algo  mais  próximo  da  prática  ideal,  é  necessário  mais  atenção  na 

 capacitação  dos  profissionais  da  saúde  no  que  se  refere  a  diagnóstico,  gerenciamento  e 

 prevenção  de  RAMs.  Nem  todos  os  sinais  são  tão  específicos,  dramáticos  e  prontamente 

 diagnosticados  como  foram  a  focomelia  e  micromelia  causadas  pela  talidomida.  O 

 reconhecimento  de  efeitos  adversos  menos  óbvios  requer  atenção,  agilidade,  diagnóstico 
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 preciso  e  compreensão  dos  princípios  da  avaliação  da  causalidade,  para  se  evitar  uma 

 evolução negativa do quadro do paciente (  MEYBOOM  et.  al  ., 1997). 

 Erros  de  medicação  e  RAMs  em  pacientes  hospitalizados  e  não  hospitalizados  têm 

 sido  bastante  documentados  e  contribuem  substancialmente  para  a  morbidade  e  mortalidade 

 (  POUYANNE  et.  al  .,  2000;  VAN  DEN  BEMT  et.  al  .,  2000  ).  Eles  também  contribuem  para  o 

 aumento  do  número  de  internações  hospitalares  e  ocorrem  rotineiramente  no  ambiente  da 

 comunidade.  Muitos  são  previsíveis  e  evitáveis  se  houver  conhecimento  e  protocolos  padrões 

 de  diagnóstico  precoce  (  LAZAROU  et.  al  .,  1998),  por  isso  como  proposta  do  presente 

 trabalho,  temos  a  padronização  de  um  protocolo  de  identificação  rápida  para  HLA-B*58:01  , 

 diretamente  relacionado  a  RAMs  desencadeadas  pelo  uso  do  Alopurinol,  prevenindo  o 

 surgimento  de  RAMs  em  pacientes  que  utilizam  o  medicamento  e  aumentando  a  segurança  e 

 efetividade da ação do fármaco em pacientes que necessitam utiliza-lo. 
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 2  OBJETIVOS 

 2.1  OBJETIVO GERAL 

 ✔  Padronizar  um  Protocolo  utilizando  a  Técnica  de  PCR-RFLP  para  Detecção  do  Alelo 

 HLA*B-58:01  , com a finalidade de triagem clínica e  terapêutica. 

 2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 ✔  Padronizar e validar a Tipagem do Alelo  HLA*B-58:01  ; 

 ✔  Determinar  a  Frequência  do  alelo  HLA*  B-58:01  em  um  grupo  da  População  de 

 Belém; 

 ✔  Avaliar  as  frequências  do  alelo  HLA*B-58:01  encontradas  em  um  grupo  amostral  da 

 população  de  Belém  e  do  SNP  utilizado  para  detecção  e  verificar  se  as  frequências  são 
 compatíveis. 
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 3  MATERIAL E MÉTODOS 

 3.1  AMOSTRAS 

 Esse  trabalho  foi  realizado  no  Laboratório  de  Genética  Humana  e  Médica  (LGHM)  na 

 Universidade  Federal  do  Pará  (UFPA),  Brasil.  As  amostras  foram  divididas  em  2  grupos: 

 Sendo  um  grupo  de  5  amostras  de  portadores  do  alelo  HLA*B-58:01  ,  obtidas  da  fundação 

 HEMOPA,  usadas  como  controle  positivo  para  a  padronização  do  método  e  um  segundo 

 grupo,  correspondente  a  37  amostras  de  indivíduos  da  população  de  Belém,  todas  oriundas  do 

 banco  de  amostras  do  LGHM-UFPA,  para  validação  e  determinação  da  frequência  alélica 

 nesse grupo. 

 Os  controles  positivos,  referentes  as  5  amostras  HLA*B-58:01  positivas  foram 

 disponibilizadas  pelo  Laboratório  de  Imunogenética  da  Fundação  Centro  de  Hemoterapia  e 

 Hematologia  do  Pará  (LIG-Hemopa):  este  serviço  é  referência  para  cadastramento  de 

 candidatos  a  doadores  de  medula  óssea  no  Estado  do  Pará,  no  Registro  Nacional  de  Doadores 

 de  Medula  Óssea  (REDOME),  realiza  tipagem  para  HLA,  o  qual  disponibilizou  amostras  de 

 pacientes conhecidas através de sequenciamento, para a realização da padronização do teste. 

 3.2  COLETA DAS AMOSTRAS 

 As  amostras  de  DNA  genômico,  foram  obtidas  através  de  leucócitos  do  sangue 

 periférico,  coletadas  em  tubos  com  EDTA  anticoagulante  (Ácido  Etilenodiaminotetracético)  e 

 o  DNA  genômico  foi  isolado  do  restante  do  sangue  utilizando  o  Pure  Link™  Genimic  DNA 

 mini Kit (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante. 

 3.3  PCR-RFLP 

 O  único  método  na  literatura  para  tipagem  de  HLA-B*58:01  que  preenche  os 

 pré-requisitos  de  baixos  custo  e  complexidade  laboratorial  é  baseado  em  análise  de  tag-SNP, 

 que  consiste  em  usar  polimorfismos  em  absoluta  ligação  com  o  alelo  HLA-B*58:01  .  O  SNP 

 rs9263726,  encontrado  no  gene  candidato  de  suscetibilidade  a  psoríase  (PSORS1C1),  ligado 

 ao  gene  HLA-B,  mostrou-se  em  absoluto  desequilíbrio  de  ligação  com  o  alelo  HLA-B*58:01  e 

 pode  ser  usado  para  sua  genotipagem  indireta,  via  uma  Reação  em  Cadeia  da  Polimerase  por 
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 Polimorfismo  do  Comprimento  dos  Fragmentos  de  Restrição  (PCR-RFLP)  (MAKAWA  et.  al., 

 2012; VIDAL  et. al,  2015). 

 A  genotipagem  por  rs9263726  foi  realizada  usando  uma  técnica  de  PCR-RFLP,  em 

 uma  região  alvo  de  260pb  dentro  do  gene  PSORS1C1  que  foi  amplificado  na  PCR,  utilizando 

 50ng  de  DNA  e  um  par  de  iniciadores  de  oligonucleotídeos  a  0,2µM  (para: 

 AAGCTCCATCCACCCCTGGT;  Rev:  ACACATTGGGTGGGGGACAT).  A  PCR  foi 

 realizada  utilizando  0,625  unidades  de  Platinum®  Taq  DNA  Polimerase  (Invitrogen),  e  foi 

 realizada  usando  as  seguintes  condições  no  termociclador:  em  alta  temperatura  de  5  min  a 

 94ºC,  seguido  de  35  ciclos:  94ºC  /  1  minuto  (desnaturação),  56ºC  /  1  minuto 

 (emparelhamento/hibridização)  e  72°C  /  1  minuto  (alongamento/extensão),  seguida  de  5 

 minutos 72°C  para a finalização da reação. 

 O  produto  de  PCR  foi  digerido  utilizando  a  enzima  FokI  (R0109S-New  England 

 Biolabs,  Beverly,  MA,  U.S.A  .)  em  um  volume  total  de  reação  de  25  µl,  usando  0,625 

 unidades  de  enzima  de  restrição  (FokI).  A  reação  foi  incubada  a  37ºC  durante  120  minutos, 

 seguido  de  desativação  da  enzima  durante  20  min  a  65ºC.  A  presença  dos  rendimentos  de 

 alelos,  foram  dois  fragmentos  digeridos  de  119pb  e  141pb  em  homozigotos,  em  heterozigotos 

 de  três  fragmentos  de  DNA,  um  maior  contendo  260pb  e  dois  menores  de  119pb  e  141pb, 

 em  indivíduos  negativos  para  a  tipagem,  o  rendimento  obtido  após  a  digestão  é  de  apenas  um 

 fragmento  de  260  pb,  correspondente  a  região  alvo  amplificada  como  exemplificado  no 

 esquema da figura 5 (VIDAL  et. al.,  2015). 

 Figura  5:  Esquema  exemplificando  os  padrões  de  bandas  para  HLA-B*58:01  ,  formadas  a  partir  de  fragmentos 
 do  produto  de  PCR  após  a  digestão  pela  enzima  FOK1.  Em  A,  indivíduo  positivo  homozigoto  para  o  alelo,  em  B 
 indivíduo positivo heterozigoto e em C indivíduo negativo para o alelo. 
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 Os  produtos  da  reação  foram  visualizados  por  eletroforese  em  gel  de  poliacrilamida  a 

 6%,  no  qual,  as  amostras  foram  aplicadas  em  poços  separados  junto  à  solução  azul  de 

 bromofenol  (  Bromophenol  Blue  Solution  )  na  proporção  de  8µl  para  2µl  respectivamente,  foi 

 utilizado  também  um  poço  sem  amostra  (identificado  como  branco)  para  controle  de 

 contaminantes e um poço com marcador de peso molecular. 

 Após  a  aplicação,  o  gel  através  da  cuba  de  eletroforese  imerso  em  Tampão  (TEB  1x), 

 sofreu  ação  de  corrente  elétrica  de  250µA,  a  80v  por  40  minutos.  Após  a  migração  dos 

 produtos,  o  gel  foi  fixado  em  solução  de  ácido  acético  e  álcool  etilico  por  20  minutos,  logo 

 após  em  Nitrato  de  Prata  a  20  minutos  em  agitação,  lavado  com  água  destilada  1x,  e  mantido 

 em  Hidróxido  de  sódio  por  20  minutos  em  agitação,  acrescentando  após,  gotas  de  formol  a 

 10%  até  que  o  gel  escureça  e  as  bandas  de  DNA  possam  ser  visualizadas  para  análise, 

 modificações  da  técnica  podem  ocorrer  no  decorrer  do  trabalho,  baseadas  em  outros  estudos  e 

 para melhorar a análise e interpretação dos resultados. 

 3.4  DETERMINAÇÃO DA FREQUÊNCIA ALÉLICA 

 A  validação  foi  realizada  com  material  de  5  indivíduos  portadores  do  HLA*B-58:01 

 que  foi  obtido  de  colaboradores  do  Laboratório  de  Imunogenética  da  Fundação  Centro  de 

 Hemoterapia e Hematologia do Pará (LIG-Hemopa). 

 Foram  genotipadas  37  amostras  aleatórias  de  indivíduos  da  população  de  Belém,  para 

 se  conhecer  as  frequências  alélicas,  avaliando  a  concordância  das  frequências  alélicas, 

 haplotípicas  e  padrões  de  desequilíbrio  de  ligação  com  o  descrito  na  literatura  e 

 sistematicamente disponibilizado no AFND. 

 3.5  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Comparações  de  frequências  alélicas  e  genotípicas  foram  realizadas  por  teste  exato  de 

 Fisher.  Equilíbrio  de  Hardy-Weinberg,  frequências  alélicas,  haplotípicas  e  desequilíbrio  de 

 ligação  entre  os  loci  foram  estimados  pelo  programa  BIOSTAT  versão  5.0  (AYRES  et  al., 

 2010),  podendo  ser  estimados  online  na  homepage  do  programa  genepop 

 (http://genepop.curtin.edu.au/).  Para  criar  uma  estimativa  das  frequências  alélicas  para  a 

 população  de  Belém,  para  ambos  os  alelos,  como  variância  alélica  e  limite  de  confiança 
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 foram  utilizadas  fórmulas  já  estabelecidas,  descritas  no  quadro  baixo  (SEBBENN  & 

 SEOANE, 2005). 

 Quadro 1  : Cálculos e fórmulas utilizados na análise. 

	CÁLCULOS	 	FÓRMULAS	 	OBSERVAÇÕES	

 ✔  Frequência Alélica 
 𝑃 =  𝐴𝑃 

 𝐴𝑇 
 *P: Frequência Alélica 

 *AP: Alelos Positivos 

 *AT: Total de Alelos 

 ✔  Cálculo de variância θ 2  𝑝 =  𝑃 .  1 − 𝑃 ( )
 2  𝑛 

 *Ɵ²p: Variância 
 *P: Frequência do Alelo 
 *n: Número de Amostras 

 ✔  Desvio Padrão 
 𝐷𝑃 = θ 2  𝑝 

 *DP: Desvio Padrão 

 *  : Raiz quadrada da θ 2  𝑝 
 variância 

 ✔  Intervalo de Confiança 
 ●  Limite Inferior 

 𝑙 .  𝑖    =  𝑃 −  2 .     𝐷𝑃  *l.i: Limite Inferior 

 *P:Frequência 

 *DP: Desvio Padrão 

 ✔  Intervalo de Confiança 
 ●  Limite Superior 

 𝑙 .  𝑆 =  𝑃 +  2 .     𝐷𝑃  *l.S: Limite Inferior 

 *P:Frequência 

 *DP: Desvio Padrão 

 Quadro 1:  Cálculos e fórmulas utilizados na análise  estatística e para determinação da frequência alélica. 
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 4  RESULTADOS 

 4.1  PADRONIZAÇÃO E VALIDAÇÃO DO MÉTODO 

 Para  a  padronização  e  validação  da  metodologia  que  melhor  se  adequava  nos 

 pré-requisitos  de  baixo  custo,  complexidade  laboratorial  e  praticidade,  foi  utilizado  como  base 

 o  trabalho  de  Maekawa  et  al  .,(  2012)  com  algumas  adaptações  para  a  execução  dos  testes.  Em 

 seu  trabalho  a  descrição  é  de  uma  metodologia  com  os  pré-requisitos  já  citados,  baseado  em 

 análise  de  tag-SNP,  que  consiste  em  usar  polimorfismos  em  absoluto  desequilíbrio  de  ligação 

 (DL=1)  com o alelo  HLA-B*58:01  . 

 O  SNP  rs9263726,  encontrado  no  gene  candidato  de  suscetibilidade  a  psoríase 

 (PSORS1C1),  ligado  ao  gene  HLA-B,  mostrou-se  em  absoluto  desequilíbrio  de  ligação  com  o 

 alelo  HLA-B*58:01  na  população  japonesa,  ou  seja  sempre  que  o  polimorfismo  for  presente  o 

 alelo  também  estará,  logo,  pode  ser  utilizado  para  sua  genotipagem  indireta,  via  uma  Reação 

 em  Cadeia  da  Polimerase  por  Polimorfismo  do  Comprimento  dos  Fragmentos  de  Restrição 

 (PCR-RFLP)  (  MAEKAWA  et.  al.,  2012;  VIDAL  et.  al,  2015).  Por  isso  foi  utilizado  como 

 marcador  alternativo,  por  estar  em  plena  associação  com  o  alelo  em  questão  e  ser  menos 

 polimórfico, reduzindo as chances de resultados falsos positivos. 

 Após  a  escolha  do  método  a  ser  utilizado,  foram  recebidas  amostras  de  5  indivíduos 

 portadores  do  HLA-B*58:01  ,  obtidas  de  colaboradores  da  fundação  HEMOPA,  identificadas 

 através  de  sequenciamento,  para  a  padronização  e  validação  do  método.  Obtendo  resultados 

 positivos  como  o  esperado,  obedecendo  a  um  padrão  de  heterozigose  para  o  alelo  nas  5 

 amostras,  através  da  detecção  do  polimorfismo  utilizado  para  a  tipagem  indireta,  garantido 

 então  a  funcionalidade  da  técnica  e  a  padronização  da  metodologia,  todos  os  resultados  foram 

 confirmados em duplicata. 

 4.2  DETERMINAÇÃO DA FREQUÊNCIA ALÉLICA 

 O  Próximo  passo  a  partir  da  padronização  foi  a  genotipagem  das  amostras  oriundas 

 do  banco  de  amostras  do  Laboratório  de  Genética  Humana  e  Médica  da  Universidade  Federal 

 do  Pará  (LGHM-UFPA).  Com  o  objetivo  de  definir  a  frequência  do  alelo  no  grupo  da 

 população  de  Belém,  foram  utilizadas  um  total  de  37  amostras,  provenientes  de  indivíduos 

 aparentemente saudáveis. 
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 Das  37  amostras  tipadas,  7  foram  positivos  para  o  alelo,  sendo  todos  heterozigotos, 

 apresentando  um  padrão  de  três  bandas  de  fragmentos  de  DNA,  como  o  esperado,  uma  banda 

 de  260pb  resultante  da  amplificação  da  PCR  e  outras  duas  de  141pb  e  119pb 

 respectivamente,  resultantes  da  digestão  enzimática  confirmando  a  presença  do  polimorfismo, 

 alcançando  uma  frequência  de  9,45%  para  o  SNP  rs9263726  indiretamente  ligado  ao 

 HLA-B*58:01  . 

 Todos  os  testes  foram  realizados  em  duplicata  para  confirmar  esses  resultados.  E  para 

 garantir  que  não  houve  erro  durante  a  tipagem,  foi  utilizado  o  teste  de  equilíbrio  de 

 Hardy-Weinberg  pelo  programa  BIOSTAT  versão  5.0  e  através  deste  teste,  foi  possível 

 confirmar  que  a  frequência  alélica  está  dentro  do  esperado  e  de  acordo  com  o  equilíbrio  de 

 Hardy-Weinberg (tendo um p> 0,05). 

 Desta  forma,  o  resultado  de  frequência  de  9,45%  encontrado  nas  amostras  testadas 

 encontra-se dentro do intervalo de variância estimado, dando suporte ao resultado dos testes. 

 Figura  6:  Imagem  referente  ao  gel  de  poliacrilamida  a  6%,  mostrando  os  padrões  de  bandas  encontrados.  O 
 poço  1  (da  esquerda  para  direta)  é  o  controle  branco  apenas  com  reagentes,  do  poço  2  ao  8  amostras  de  pacientes 
 testadas, onde os poços 3 e 4 foram positivos para a tipagem, mostrando um padrão de 3 bandas. 

 4.3  HLA*B-58:01  E SNP rs9263726, FREQUÊNCIA E DISTRIBUIÇÃO  MUNDIAL 

 Para  verificar  e  comparar  as  frequências  do  alelo  HLA-B*58:01  e  do  SNP  rs9263726, 

 foram  utilizados  critérios  disponíveis  nos  sites  AFND  e  www.ncbi.nlm.nih.gov  (NCBI)  e 

 consulta  de  alguns  trabalhos  que  estimaram  o  desequilíbrio  de  ligação  entre  alelo  e  SNP  .  Os 
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 indivíduos  portadores  do  alelo  HLA-B*58:01  também  são  portadores  do  SNP  rs9263726,  na 

 maior  parte  das  populações  estudadas  e  identificadas.  Com  exceção  de  um  grupo  australiano 

 segundo  o  trabalho  de  Vidal  et  al.  (2016)  ,  no  entanto,  muitas  populações  podem  ter  o  alelo  em 

 total  desequilíbrio  de  ligação  com  o  SNP  rs9263726,  como  mostrado  no  gráfico  a  seguir,  em 

 que  as  populações  do  Japão  e  Quênia  foram  tipadas  tanto  para  o  alelo  quando  para  o  SNP  e 

 possuem  a  mesma  frequência  média  entre  os  dois,  evidenciando  total  desequilíbrio  de  ligação, 

 reforçando a ideia de utilizar o SNP para a detecção do alelo. 

 Gráfico  2:  Gráfico  mostrando  desequilíbrio  de  ligação  entre  HLA-B*58:01  e  do  SNP 

 rs9263726 nas populações do Japão, chineses-americanos e Quênia. 

 Gráfico  2:  Esquema  exemplificando  as  populações  encontradas  em  total  desequilíbrio  de  ligação  para 
 HLA-B*58:01  e  o  SNP  rs9263726,  em  que  alelo  e  SNP  apresentam  a  mesma  Frequência  média  na  População, 
 com base em dados do AFND e NCBI. 

 Para  verificar  a  média  da  frequência  do  alelo  de  acordo  com  os  continentes  do  mundo, 

 foram  utilizados  dados  disponíveis  no  site  AFND  e  calculada  a  média  dentre  as  populações 

 tipadas de acordo com os continentes. 
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 Gráfico  3:  Gráfico  mostrando  a  média  da  frequência  do  HLA-B*58:01  nos  continente  e 

 no mundo. 

 Gráfico 3:  Esquema mostrando a média da frequência  do alelo  HLA-B*58:01  nas populações tipadas de acordo 
 com seus continentes. 

 5  DISCUSSÃO 
 Durante  muitas  décadas,  as  linhas  de  estudo  relacionadas  a  genes  HLA  eram 

 associadas  apenas  a  enxertos  e  transplantes  de  órgãos  e  tecidos,  onde  a  compatibilidade  dos 

 genes  HLA  estava  ligada  a  sobrevida  do  enxerto  em  longo  prazo  e  a  incompatibilidade  do 

 HLA  envolvida  a  processos  de  rejeição  celular  ou  humoral  (OPELZ  &  DӧHLER,  2007).  A 

 partir  da  década  de  50,  os  estudos  e  descobertas  científicas  na  área  do  HLA  demonstraram  que 

 os  antígenos  de  histocompatibilidade,  possuíam  papel  essencial  na  imunologia,  pelo  seu 

 envolvimento  em  toda  fase  indutora  da  resposta  imune  celular  e  humoral,  direcionando  várias 

 outras vertentes envolvendo os genes HLA e o MHC (OPELZ & DӧHLER, 2007). 

 Com  base  nas  novas  linhas  de  pesquisas  desenvolvidas  nesse  período,  surgiu  a 

 imunogenética,  que  baseia-se  no  estudo  de  genes  denominados  imunorrelevantes,  devido  sua 
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 influência  na  homeostasia  do  organismo,  no  que  diz  respeito  ao  equilíbrio  saúde  e  doença, 

 evidenciando  a  associação  entre  antígenos  HLA  com  mais  de  40  doenças  humanas  além  da 

 relação  importante  do  HLA  com  reações  adversas  a  certos  medicamentos,  como  é  o  caso  do 

 HLA-B*58:01  diretamente  ligado  a  pré-disposição  a  reações  graves  como  a  SSJ  e  NET  em 

 pacientes  que  utilizam  Alopurinol  no  tratamento  de  artrite  gotosa  e  outras  patologias 

 (CHAPLIN, 2010). 

 Percebeu-se  então  que  indivíduos  que  possuíam  esse  alelo  eram  97  vezes  mais 

 susceptíveis  para  ao  desenvolvimento  de  RAMs  que  pacientes  que  possuíam  outro  HLA,  onde 

 a  taxa  de  mortalidade  para  NET  chega  a  50%  dos  casos  e  5%  para  a  SSJ  (  MOCKENHAUPT 

 & SCHÖPF, 1996)  . 

 Pela  descoberta  dessas  associações,  pela  alta  taxa  de  mortalidade  dos  pacientes 

 acometidos  por  essas  reações  e  pela  falta  de  testes  diagnósticos  preditivos  mais  acessíveis  que 

 evitem  esses  acontecimentos,  surgiu  o  interesse  do  presente  trabalho,  em  desenvolver  um 

 método  rápido,  de  baixo  custo  e  complexidade  laboratorial  com  o  objetivo  de  triar  os 

 pacientes  que  necessitem  utilizar  o  medicamento,  diminuindo  os  riscos  do  surgimento  de 

 RAMs. 

 Para  isso,  foi  buscado  um  método  que  se  enquadrasse  nos  pré-requisitos  citados  e 

 então  encontrado  o  método  de  PCR-RFLP  descrito  por  MAEKAWA  et.  al,  (  2012)  e  outro 

 estudo  que  descrevia  uma  variação  da  metodologia  evidenciado  por  VIDAL  et.  al,  (2015),  que 

 serviram como base para a padronização do protocolo. 

 Com  as  informações  obtidas  da  metodologia  dos  dois  trabalhos  e  de  outros  materiais 

 consultados,  foram  feitas  modificações  na  reação  de  PCR,  obtendo  resultados  significativos, 

 reprodutivos  e  satisfatórios,  com  testes  em  amostras  controles  para  o  alelo,  obtidas  de 

 colaboradores  do  hemocentro  do  Pará,  apresentando  resultados  compatíveis  com  os  já 

 detectados, determinando o sucesso na padronização do novo protocolo. 

 Evidenciando  também  o  baixo  custo  da  técnica  em  comparação  a  métodos  já 

 existentes,  como  sequenciamento  que  é  de  alta  especificidade  e  sensibilidade,  no  entanto, 

 possui  um  custo  altíssimo  e  aparelhos  altamente  especializados,  além  da  demora  na  entrega 

 dos  resultados,  e  segundo  VIEIRA  (2011)  uma  reação  de  PCR  completa  (extração  de 

 DNA+PCR+Eletroforese)  pode  custar  bem  menos  que  uma  reação  sorológica,  devido  ao  alto 

 preço  de  alguns  anticorpos  comerciais  e  menos  de  um  terço  do  valor  da  reação  de 

 sequenciamento,  por  ser  menos  complexa  e  não  exigir  reagentes  e  materiais  com  valores  tão 

 altos como tais reações. 
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 Uma  PCR  convencional  custa  aproximadamente  R$  7,00  por  amostra,  a  técnica 

 utilizada  no  seguinte  trabalho  tem  custo  médio  de  R$  10,00  a  R$  15,00  por  amostra  devido  a 

 utilização  de  enzima  de  restrição,  enquanto  que  outras  técnicas  podem  custar  até  dez  vezes 

 mais,  além  de  ter  também  alta  especificidade  e  sensibilidade,  corroborando  com  a  importância 

 do  nosso  estudo  para  a  eficiência  do  diagnóstico  e  redução  de  gastos  (VIEIRA,  2011; 

 BIERHALS  et. al  ., 2016)  . 

 Por  outro  lado  a  técnica  utilizada  faz  a  detecção  de  um  SNP  supostamente  ligado  ao 

 alelo  HLA-B*58:01  e  a  comunidade  científica  e  as  grandes  indústrias  farmacêuticas  exigem 

 que  as  reações  de  PCR  sejam  altamente  específicas,  de  total  eficiência  e  total 

 reprodutibilidade  (VIEIRA,  2011).  Portanto,  para  um  protocolo  padronizado  atingir  o  status 

 descrito acima, deve no mínimo, atender a estas condições. 

 Para  isso,  estudos  em  diversas  populações  e  sites  de  bancos  de  dados  de  genética 

 foram  consultados  para  confirmar  que  HLA-B*58:01  e  SNP  rs9263726  estavam  em  total 

 desequilíbrio  de  ligação,  significando  dizer  que  sempre  que  o  SNP  está  presente  o  alelo  em 

 questão também estará. 

 Como  resultado,  na  maior  parte  das  populações  estudadas  que  identificaram  o  alelo 

 HLA-B*58:01  e  SNP  rs9263726  através  de  tipagem,  possuíam  frequências  compatíveis  com 

 desequilíbrio  de  ligação  absoluto  segundo  dados  do  AFND  e  NCBI,  entretanto  um  estudo 

 mostrou  que  em  um  grupo  australiano  essa  hipótese  não  é  verdadeira,  segundo  o  trabalho  de 

 Vidal  et  al.  (2015)  ;  evidenciando  pacientes  negativos  para  o  alelo  e  positivos  para  o 

 polimorfismo  (falsos  positivos),  e  pacientes  positivos  heterozigotos  para  o  alelo  sem  o  SNP 

 (falsos  negativos),  com  tudo  esse  foi  um  caso  isolado,  muitas  populações  podem  ter  o  alelo 

 em  total  desequilíbrio  de  ligação  com  o  SNP  rs9263726,  como  mostrado  por  MAEKAWA  et. 

 al,  (  2012)  que  evidenciou  esse  total  desequilíbrio  de  ligação  entre  o  HLA-B*58:01  e  SNP 

 rs9263726  em  uma  população  japonesa,  confirmado  posteriormente  por  TOHKIN  et.  al., 

 (2013)  que  observou  a  mesma  relação  em  japoneses  e  em  uma  população  de  americanos  com 

 descendência  chinesa.  No  Brasil  não  se  tem  conhecimento  desses  dados,  tampouco  nas 

 diversas populações do país, exaltando a necessidade de estudos como o do presente trabalho. 

 Em  outro  trabalho  MAEKAWA  et.  al.,  (2015)  também  mostrou  essa  relação  de  total 

 desequilíbrio  de  ligação  entre  HLA-A*31:01  e  o  SNP  rs3869066,  já  que  este  alelo,  aumenta  os 

 riscos  de  RAMs  em  pacientes  que  utilizam  Carbamazepina  (MAEKAWA  et.  al,  2015), 

 sugerindo  que  SNPs  podem  ser  utilizados  para  a  detecção  indireta  de  alelos  HLA,  por  serem 

 menos polimórficos, quando comprovado o desequilíbrio de ligação. 
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 Para  afirmar  e  comprovar  que  o  mesmo  desequilíbrio  ocorre  na  população  de  Belém  e 

 do  Brasil,  são  necessário  estudos  mais  aprofundados  entre  as  diferentes  populações,  tipando 

 tanto  o  SNP  como  o  alelo,  para  estabelecer  se  ambas  as  frequências  são  compatíveis,  como  na 

 maioria  da  populações,  a  exemplo  do  Quênia  que  segundo  dados  do  AFND  comparados  com 

 informações  do  NCBI  possui  a  mesma  média  de  frequência  tanto  para  o  alelo  quando  para  o 

 SNP  como  mostrado  anteriormente  no  gráfico  2.  Assim  como  as  populações  japonesa  e 

 chinesa  (MAEKAWA  et.  al,  2015;  TOHKIN  et.  al.,  2013),  reforçando  a  ideia  da  utilização  do 

 SNP  ,menos  polimórfico,  para  detectar  o  HLA-B*58:01  diminuindo  as  chances  de  resultados 

 falso positivos e falso negativos. 

 De  acordo  com  os  dados  obtidos  do  AFND,  foi  feita  a  consulta  da  frequência  do 

 HLA-B*58:01  nos  países  que  possuíam  informações  disponibilizadas  no  banco  de  dados.  Foi 

 evidenciado  que  o  alelo  está  presente  em  maiores  frequências  médias  na  Ásia,  seguido  de 

 África,  Oceania,  América  e  Europa,  como  mostrado  no  gráfico  3.  Já  é  bem  descrito  que  as 

 maiores  frequências  do  HLA-B*58:01  são  encontrada  em  populações  de  países  asiáticos,  no 

 entanto  alguns  estudos  demonstram  a  presença  desse  tipo  específico  de  HLA  em  países  da 

 Europa,  como  a  Itália  (YEO,  2013),  sugerindo  que  o  HLA-B*58:01  pode  ser  encontrado  em 

 frequências  maiores  em  diversas  populações.  Além  do  mais,  nem  todos  os  países  notificam  e 

 fomentam  os  bancos  de  dados  de  genética,  deixando  faltar  informações  necessárias  para  se 

 obter as frequências precisas desse alelo em cada população. 

 Muitos  dos  números  relacionados  a  essas  frequências  são  adquiridos  de  redes  de 

 doadores  de  medula  óssea  (REDOME)  e  trabalhos  de  pesquisa  soltos,  atualizando  essas 

 informações  de  forma  lenta  e  nem  sempre  precisas  devido  a  precariedade  de  estudos 

 envolvendo  alelos  HLA  em  diversos  países,  expondo  a  autenticidade  e  importância  do 

 seguinte  trabalho,  além  de  ser  o  primeiro  trabalho  no  Brasil  nesta  linha  de  pesquisa  a  propor 

 um método diagnóstico para a detecção do alelo. 

 Com  o  objetivo  de  verificar  a  frequência  do  HLA-B*58:01  na  população  de  Belém 

 através  da  detecção  indireta  pelo  SNP,  foram  selecionadas  amostras  aleatórias  do  banco  de 

 amostras do LGHM-UFPA para aplicação dos testes e identificação da frequência alélica. 

 Do  total  de  40  amostras  selecionadas,  apenas  37  amplificaram  através  da  PCR-RFLP 

 e  destas,  7  foram  heterozigotos  positivo  para  o  SNP  ligado  ao  HLA-B*58:01  e  30  foram 

 negativas,  representando  uma  frequência  de  9,45%  sob  o  total  de  amostras  testadas,  e  de 

 acordo  com  os  testes  estatísticos  encontra-se  compatível  com  equilíbrio  Hardy-Weinberg  e 

 dentro  dos  limites  de  confiança,  que  formam  o  intervalo  de  2,6%  a  16,18%.  Confirmando  que 
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 os  resultados  obtidos  das  tipagens,  estão  de  acordo  com  o  esperado  e  encontram-se  dentro  do 

 intervalo  de  confiança  estimado,  dando  suporte  ao  resultado  dos  testes  (SEBBENN  & 

 SEOANE, 2005). 

 Todavia,  a  frequência  encontrada  no  grupo  amostral  de  Belém  foi  bem  superior  à 

 média  das  frequências  do  continente  americano  e  do  Brasil,  assim  como  a  média  mundial, 

 como mostrado a seguir no gráfico 4. 

 Gráfico  4:  Esquema  exemplificando  a  média  da  frequência  do  HLA-B*58:01  no  mundo,  na  América  Central  e 
 do  Sul  e  no  Brasil,  com  base  em  dados  do  AFND  e  NCBI,  comparando-as  a  frequência  encontrada  na  população 
 de Belém no presente trabalho via detecção indireta através do SNP rs9263726. 

 A  frequência  encontrada  pode  ter  tido  esse  número,  devido  a  quantidade  de  amostras 

 testadas  ou  pelo  fato  de  não  se  ter  conhecimento  exato  desses  números  nos  continentes,  pois 

 informações  em  relação  a  frequência  do  HLA-B*58:01  no  Brasil,  se  tem  apenas  em  poucas 

 regiões  como  mostrado  na  tabela  a  seguir  ,  não  podendo  estimar  com  precisão  esses  dados 

 (AFND,  2017),  além  do  mais,  sabe-se  que  frequências  muito  superiores  a  essas  médias  e  a 

 encontrada  no  presente  trabalho,  já  foram  estimadas  em  diversas  populações,  como  a  China 

 que  é  responsável  pela  maior  frequência  mundial  do  alelo,  alcançando  17%  em  uma 

 determinada  população  e  também  possui  o  alelo  em  total  desequilíbrio  de  ligação  com  o  SNP 

 (  TOHKIN  et. al.,  2013). 
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 Tabela 1  : Frequências do  HLA-B*58:01  em algumas regiões do Brasil. 

 POPULAÇÃO  Nº DE AMOSTRAS  FREQUÊNCIA 

 BELO HORIZONTE 
 (CAUCASIANOS)  95  2,10% 

 BRASIL (VARIADO)  108  2,20% 

 VALE DO RIBEIRA 
 (QUILOMBOLA)  144  0% 

 BELÉM (VARIADO)  37  9,45% 

 Tabela  1:  Tabela  mostrando  a  frequência  do  HLA-B*58:01  em  algumas  populações  do  Brasil,  relacionando-as  ao 
 número de amostras testadas, comparadas a frequência de Belém encontrada no presente trabalho. 

 Outros  dados  também  corroboram  com  nossos  resultados  mostrando  que  as  altas 

 frequências  do  alelo  não  se  encontram  apenas  em  países  orientais  ou  asiáticos,  pois  as  outras 

 duas  maiores  frequências  mundiais  encontradas  estão  na  Índia  e  República  de  Camarões, 

 ambos  apresentando  até  15%  de  frequência  alélica  para  o  HLA-B*58:01  ,  e  Taiwan  que  chega 

 a  10,7%  (AFND,  2017),  evidenciando  que  em  diversas  populações  a  frequência  desse  alelo 

 pode  ser  aumentada,  associando  a  presença  do  alelo  ao  risco  de  desenvolvimento  de  RAMs 

 em  caso  de  utilização  do  Alopurinol  e  reforçando  a  necessidade  de  um  método  de  triagem 

 para  pacientes  que  precisam  utilizar  a  medicação  já  que  a  presença  do  HLA-B*58:01  aumenta 

 em  quase  100  vezes  as  chances  de  desenvolver  reações  que  podem  levar  a  morte  (  CHAPLIN  , 

 2010; LIN  et. al.,2015  ). 

 Uma  triagem  preditiva  em  pacientes  que  iniciarão  o  tratamento  com  o  Alopurinol  é 

 de  extrema  necessidade,  haja  vista  que  é  comprovado  sua  relação  com  reações  graves  em 

 quem  possui  HLA-B*58:01  ,  e  a  triagem  auxiliaria  os  profissionais  de  saúde  em  uma 

 terapêutica  eficaz  e  segura  para  o  paciente  no  tratamento  pretendido,  reduzindo  os  riscos  do 

 desenvolvimento  de  RAMs  relacionados  ao  alelo.  E  um  dos  medicamentos  de  segunda  linha 

 que  poderia  substituir  o  Alopurinol  seria  o  Febuxostat  (  MULLEN  et.  al.,  2015),  que  possui  o 

 mesmo  efeito  farmacológico  através  de  uma  estrutura  molecular  diferente,  e  que  pode  ser  um 

 medicamento  alternativo  para  os  pacientes  HLA-B*58:01  positivos,  embora  novos  estudos 

 sejam  necessários  para  provar  que  o  uso  do  Febuxostat  não  venha  a  desenvolver  reações 

 graves  nesses  pacientes,  o  que  se  sabe  certamente  é  que  RAMs  relacionadas  ao  Febuxostat 

 não  estão  associados  ao  HLA-B*58:01,  garantindo  eficácia  na  substituição  do  Alopurinol 

 nesses pacientes (MAEKAWA  et. al,  2012)  . 
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 Além  da  triagem  preditiva  nos  pacientes  pré-tratamento  com  o  Alopurinol,  nosso 

 método  tem  como  objetivo  a  redução  das  taxas  de  morbidade  e  mortalidade,  em  relação  ao 

 HLA-B*58:01  e  o  uso  do  Alopurinol,  redução  de  custos  hospitalares  referentes  aos  pacientes 

 que  necessitem  de  cuidados  especiais  em  Unidade  de  Terapia  Intensiva  (UTI),  haja  vista  que 

 pacientes  que  desenvolvem  SSJ/NET  necessitam  de  cuidados  em  UTI,  que  além  da 

 necessidade  de  tratamento  nessas  unidades  é  sugerido  que  se  possível  envie  o  paciente  para 

 unidade de queimados (BULISANI  et. al  ., 2006) como  relatado em vários estudos. 

 O  custo  médio  da  diária  em  UTI  em  hospital  público,  segundo  o  estudo  de  DE  SÁ 

 et.  al.,  (2015)  gira  em  torno  de  R$  4.000,00  (DE  SÁ  et.  al.,  2015)  de  acordo  com  o  grau  de 

 gravidade  do  paciente  e  o  quadro  clínico  em  que  se  encontra,  vale  ressaltar  também  que  o 

 tratamento  para  essas  moléstias  duram  de  dias  a  meses  e  que  nem  sempre  tem  um  resultado 

 satisfatório evoluindo ao óbito do paciente (  MOCKENHAUPT  & SCHÖPF, 1996)  . 

 Outro  dado  de  grande  relevância  são  os  números  relativos  ao  percentual  de 

 internações  hospitalares  causadas  por  RAMs  que  no  Reino  Unido  apontam  para  até  12%  das 

 admissões  em  hospitais  e  5%  de  todos  os  óbitos  hospitalares  (PIRMOHAMED  et.  al.,  2004  ; 

 SARKER  et.  al.,  2015).  Com  isso  ressalta-se  a  falta  de  conhecimento  sobre  esses  dados  no 

 Brasil,  evidenciando  um  dos  objetivos  do  presente  trabalho,  alertar  os  profissionais  de  saúde 

 para  o  reconhecimento  do  desenvolvimento  dessas  RAMs  em  pacientes  que  utilizam 

 Alopurinol,  contribuindo  assim  para  o  rápido  diagnóstico  e  introdução  da  terapia  de  reversão 

 do  quadro.  Outro  benefício  seria  o  reconhecimento  de  unidades  de  farmacovigilância  para 

 notificações  de  possíveis  casos,  pois  a  falta  de  notificação  desses  quadros  negligenciam  ainda 

 mais estudos como o do nosso grupo. 

 O  presente  trabalho  faz  parte  de  uma  rede  de  Imunogenética  que  busca 

 constantemente  meios  diagnósticos  e  de  reconhecimento  de  patologia  e  quadros  clínicos, 

 relacionados  a  genes  HLA,  buscando  identificar,  relatar  e  retardar  o  aparecimento  dessas 

 patologias  e  de  reações  ligadas  a  esses  genes,  buscando  melhorar  a  qualidade  de  vida  dos 

 pacientes  com  o  rápido  diagnóstico  e  reduzir  significativamente  o  número  de  sequelas  e 

 mortes causadas. 
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 6  CONCLUSÃO 

 Os  resultados  apresentados  e  discutidos  permitem  concluir,  que  houve  sucesso  na 

 padronização  do  protocolo  de  PCR-RFLP  para  detecção  indireta  do  HLA-B*58:01  através  de 

 SNP  rs9263726,  uma  vez  que  as  amostras  controle  apresentaram  resultados  compatíveis  com 

 os  já  estabelecidos  através  de  sequenciamento;  o  alelo  HLA*B-58:01  obteve  frequência  de 

 9,45%  no  grupo  de  amostras  da  população  de  Belém  por  detecção  indireta  sob  o  total  de 

 amostras  testadas  pelo  método  padronizado  em  equilíbrio  Hardy-Weinberg  e  dentro  do 

 intervalo  de  confiança  estimado;  a  frequência  encontrada  foi  superior  a  média  das  frequências 

 continentais  e  mundial  como  relatado  em  outras  populações,  no  entanto,  apresentou-se  dentro 

 do  intervalo  de  confiança  alélica;  o  método  foi  padronizado  e  está  pronto  para  testes  e 

 posterior implantação e validação. 
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