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“Qualquer que seja a dificuldade, se vocé a encarar
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(MASSAHARU TANIGUCHI)



Marcadores genéticos HLA e desenvolvimento de anticorpos anti-HLA em

candidatos ao transplante renal da regido Norte/Noroeste do Estado do Parand

RESUMO
O sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) possui papel de destaque entre os sistemas
bioldgicos envolvidos no processo de rejeicao. Nesse trabalho, foram avaliadas as frequéncias
alélicas, fenotipicas e haplotipicas HLA classe I (HLA-A, -B e -C) e classe Il (HLA-DRBI, -
DQA1 e -DQB1) e anticorpos anti-HLA, em pacientes com doenga renal cronica (DRC),
candidatos ao transplante renal, da regido Norte/Noroeste do Estado do Parand, Sul do Brasil.
A tipificacdo HLA foi realizada pelo método de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia
especifica de oligonucleotideos (PCR-SSO), associado a tecnologia Luminex. A determinag@o
da reatividade contra painel (PRA) e das especificidades de anticorpos anti-HLA foram
realizados pelos kits LSIPRA e LS2PRA (One Lambda, Inc.), associados a tecnologia
Luminex. As frequéncias dos genes HLA-A, -B e -DRB1 foram estudadas em 522 pacientes
(319 caucasianos, 134 mesticos e 69 negros). Foram identificados 20 grupos alélicos HLA-A,
32 HLA-B e 13 HLA-DRBI. Os grupos alélicos HLA-A*02 (25.4%), HLA-B*44 (10.9%) e
HLA-DRBI*13 (13.9%) e o haplotipo HLA-A*01-B*08-DRB1*03 (2.3%) foram os mais
frequentes. Diferencas significativas (p < 0.05) foram observadas nas frequéncias alélicas
HLA-A*68, -B*08 e -B*58 entre os grupos étnicos. As frequéncias dos genes HLA-A, -B, -C,
-DRBI, -DQAT1 e -DQBI1 foram estudadas em 366 pacientes (220 caucasianos, 95 mesti¢os e
51 negros). Um total de 20 grupos alélicos HLA-A, 30 HLA-B, 14 HLA-C, 13 HLA-DRBI, 6
HLA-DQA1 e 5 HLA-DQBI1 foram identificados. Dos 88 grupos alélicos, foram encontrados
19 com frequéncia maior do que 10%. Diferencas significativas (p < 0.05) foram observadas
nas frequéncias alélicas HLA-A*68 e -C*07 entre os grupos étnicos. O haplétipo mais
frequente foi o HLA-A*01-B*08-C*07-DRBI1*03-DQA1*05-DQBI1%*02 (2.4%). A resposta
imune humoral aos antigenos HLA foi avaliada em 269 pacientes, 182 (67.7%) pacientes
apresentaram PRA positivo. Os potenciais fatores de risco para o desenvolvimento de
anticorpos anti-HLA (gestagdes, transfusdes sanguineas e transplantes prévios) nao
apresentaram diferencas significativas, entre os grupos PRA positivo e negativo. Somente o
género diferiu estatisticamente entre estes grupos (p < 0.05). Entre os pacientes com PRA
positivo, 62 (34.1%) eram classe I positivos e classe II negativos; 39 (21.4%) eram classe |
negativo e classe II positivos e 81 (44.5%) eram classes I e II positivos. Os grupos alélicos

HLA-A*02 (24.2%), HLA-B*44 (10.6%) HLA-DRBI*11 (13.6%) e os anticorpos anti-HLA



A34 (24.7%); B57 (20.9%); C15 (3.3%); C16 (3.3%); DR51 (29.1%); DQ8 (31.3%) e DP14
(1.6%) foram os mais comuns. Este estudo permitiu o conhecimento da diversidade HLA, e
do perfil de anticorpos anti-HLA, em pacientes com DRC, em lista de espera por um 6rgao,
na regido Norte/Noroeste do Estado do Parana.

Palavras-chave: Transplante. Antigenos HLA. Polimorfismo genético. Alelos. Anticorpos.



Genetic markers HLA and development of anti-HLA antibodies in renal

transplant candidates from North/Northwest of Parana State

ABSTRACT
The HLA systems (Human Leukocyte Antigen) have a prominent role among the biological
systems involved in the rejection process. In this study, we evaluated the HLA class I (HLA-
A,-B and-C) and class II (HLA-DRBI1,-DQAT1 and-DQB1) allele, phenotype and haplotype
and anti-HLA antibodies frequencies, in patients with chronic kidney disease (CKD), renal
transplant candidates from Northern/Northwestern of Parana State, Southern Brazil. HLA
typing was performed by the method of polymerase chain reaction-sequence specific primers
(PCR-SSO) associated with Luminex technology. The determination of panel reactive
antibodies (PRA) and the specificities of anti-HLA antibodies were performed by Kkits
LSTPRA and LS2PRA (One Lambda, Inc.) associated with Luminex technology. HLA-A,-B
and -DRB1 gene frequencies were studied in 522 patients (319 Caucasians, 69 blacks and 134
mestizos). Twenty HLA-A, 32 HLA-B and 13 HLA-DRBI1 allelic groups were identified.
HLA-A*02 (25.4%), HLA-B*44 (10.9%) and HLA-DRB1*13 (13.9%) allelic groups and HLA-
A*01 B*08 DRB1%*03 haplotype (2.3%) were the most frequent. Significant differences (p <
0.05) were observed in the allele frequencies HLA-A*68, -B*08 and -B*58 among ethnic
groups. HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1 and -DQB1 gene frequencies were studied in 366
patients (220 caucasians, 95 blacks and 51 mestizos). A total of 20 HLA-A, 30 HLA-B, 14
HLA-C, 13 HLA-DRBI, 6 HLA-DQAI1 and 5 HLA-DQBI allelic groups were identified. Of
the 88 allelic groups, 19 were found with a frequency greater than 10%. Significant
differences (p < 0.05) were observed in the allele frequencies HLA-A*68 and -C*07 among
ethnic groups. The most frequent haplotype was HLA-A*08 C*01 B*07 DRBI1*03 DQAI*05
DQBI1%02 (2.4%). The humoral immune response to HLA antigens was assessed in 269
patients, 182 (67.7%) patients had PRA positive. Potential risk factors for the development of
anti-HLA antibodies (pregnancies, blood transfusions and previous transplants) showed no
significant differences between PRA positive and negative groups. Only gender was
statistically different between these groups (p < 0.05). Among patients with PRA positive, 62
(34.1%) were class 1 positive and class Il negative; 39 (21.4%) were class I negative and class
IT positive and 81 (44.5%) were class I and II positive. The HLA-A*02 (24.2%), HLA-B*44
(10.6%) e HLA-DRBI*11 (13.6%) allelic groups and anti-HLA-A34 (24.7%); B57 (20.9%);
C15 (3.3%); C16 (3.3%); DR51 (29.1%); DQS8 (31.3%) e DP14 (1.6%) antibodies were the



most common. This study allowed the knowledge of HLA diversity and profile of anti-HLA
antibodies in CKD patients in organ transplant waiting list from Northern/Northwestern of

Parana State.

Keywords: Transplantation. HLA antigens. Genetic polymorphism. Alleles. Antibodies.
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1. CAPITULOI

1.1. COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) ou MHC (do inglés, Major
Histocompatibility Complex) é uma extensa regido formada por genes altamente polimérficos,
responsaveis por codificar moléculas que participam de importantes processos da resposta
imune. O MHC foi descoberto como um loco génico, através de pesquisas conduzidas na
década de 1930, por Peter Gorer (GORER, 1936; GORER, 1937) e na década de 1940, por
George Snell (SNELL, 1948). Estes pesquisadores investigavam a rejeicdo de tumores e de
tecidos normais alogé€nicos, em linhagens de camundongos. O loco, em especial, responsavel
pela rejeicdo de tecidos enxertados estava localizado no cromossomo 17 de camundongos e
codificava um grupo sanguineo polimoérfico, denominado antigeno II. Consequentemente,
essa regido foi chamada de histocompatibilidade-2 (H-2) (ABBAS et al., 2008).

Com o desenvolvimento de técnicas de transfusido sanguinea foi possivel a descoberta
do MHC em humanos. Os genes do MHC estdao presentes em todos os mamiferos, e sdo
homologos aos genes do H-2 identificados em camundongos. Em 1954, Dausset, observando
individuos politransfundidos, verificou que, em seus soros estavam presentes anticorpos
capazes de aglutinar, quando entravam em contato com leucdcitos de outros individuos
(DAUSSET, 1954). Baseado nesta descoberta, em 1958, Dausset, através da técnica de
leucoaglutinag@o no soro de politransfundidos, descreveu o primeiro antigeno pertencente ao
que, mais tarde, seria chamado de sistema HLA. Esse antigeno recebeu o nome de “Mac”,
correspondente ao atual antigeno HLA-A2 (DAUSSET, 1958; TERASAKI; PARK, 2000).

Ainda em 1958, outros pesquisadores obtiveram descobertas semelhantes, através da
observacdo de anticorpos contra leucdcitos, no soro de mulheres multiparas (VAN ROOD et
al., 1958; PAYNE; ROLFS, 1958).

A partir da década de 1960, diversos pesquisadores tiveram interesse pela investigacao
do MHC. Para que fossem discutidos os resultados obtidos por diferentes centros de pesquisa,
e a padronizagdo, tanto dos testes utilizados quanto a nomenclatura do sistema HLA, foram
criados os Encontros Internacionais de Histocompatibilidade ou IHWS (do inglés,
International Histocompatibility Workshop). Foi assim que, em 1964, iniciou-se uma série
desses encontros, com a finalidade de atualizar continuamente as descobertas, nas areas de
imunogenética e histocompatibilidade. Ao longo dos IHWS foi definido que, uma regidao do

MHC, em humanos, receberia o nome de HLA (do inglés, Human Leucocyte Antigen), € a
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primeira especificidade HLA, identificada por Dausset, e depois por outros pesquisadores,
receberia 0 nome de HL-A2. Em 1967, foi estabelecido o Comité de Nomenclatura dos
fatores do sistema HLA da Organizacio Mundial da Saide (OMS), responsavel pela
normatiza¢do da nomenclatura do sistema HLA (NOMENCLATURE, 1968). A comunidade
cientifica, ao longo dos véarios IHWS, caracterizou, estruturalmente e funcionalmente, varios

genes pertencentes ao sistema HLA.

(€N

O MHC, localizado no brago curto do cromossomo 6 humano (segmento 6p21.3),

(€N

didaticamente divido em 3 regides: regido de classe I, II e III (Figura 1). Cada regidao
constituida de diversos locos, os quais contém genes que codificam os antigenos ou moléculas
HLA de classe I e II. Tais moléculas s@o glicoproteinas altamente polimérficas, que diferem

entre si quanto a distribuicdo em tecidos, estrutura e fungdes (ABBAS et al., 2008).
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Figura 1. Estrutura génica do MHC (Major Histocompatibility Complex) (adaptado de KLEIN; SATO, 2000).

Os genes da regido de classe I codificam as moléculas cldssicas HLA-A, -B e -C,
presentes em células nucleadas e plaquetas, portanto, em quase todas as células somaticas do
organismo. Elas se ligam aos receptores de linfécitos TCD8+, e possuem papel relevante na

resposta imune, detectando alteracdes de expressdao nas células, devido a infeccdes ou ao
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desenvolvimento de células tumorais. Os genes da regido de classe I codificam também as
moléculas ndo classicas HLA-E, -F e -G. Essas moléculas (HLA-E, -F e -G) possuem fun¢des
ainda pouco definidas, polimorfismos limitados e expressdes restritas a determinados tipos
celulares. O HLA-E e HLA-F sdo expressos em tecidos fetais, e o HLA-G predomina na
interface materno-fetal, especialmente em citotrofoblastos invasivos. Estruturalmente, as
moléculas de classe I s@o constituidas por uma cadeia polipeptidica pesada (cadeia a),
codificada na regido do MHC, de aproximadamente 44 a 47 kD, a qual se encontra ligada ndo
covalentemente a uma proteina ndo polimorfica, codificada por um gene localizado no
cromossomo 15 humano (f2-microglobulina de 12 kD) (ENGELHARD, 1994; ABBAS et al.,
2008).

Os genes da regido de classe II codificam as moléculas HLA-DR, -DQ e -DP. As
moléculas de classe II possuem uma distribuicdo mais restrita, se comparadas as de classe I,
sendo encontradas, principalmente na superficie de células que participam diretamente da
resposta imune, tais como macréfagos, mondcitos, células dendriticas, células de Langerhans,
linfécitos B e linfécitos T ativados. Elas se ligam aos receptores de linfécitos TCD4+ e
permitem, assim, a ativacdo dessas cé€lulas por apresentarem peptideos derivados de
organismos e proteinas extracelulares. Portanto, as moléculas do MHC desempenham papel
importantissimo no reconhecimento de antigenos. Estruturalmente as moléculas de classe 11
sao constituidas de duas cadeias polipeptidicas ligadas ndo covalentemente, uma cadeia o com
32 a 34 kD e uma cadeia 3 de 29 a 32 kD. Ao contrario das moléculas de classe I, ambas as
cadeias das moléculas de classe Il sdo codificadas por genes do MHC (BROWN et al., 1993;
ABBAS et al., 2008).

Os genes da regido de classe III ndo codificam moléculas HLA, porém, codificam
componentes do sistema complemento (C2, C4, fator B), enzima 21-hidroxilase, fator de
necrose tumoral (TNFs), entre outros (ABBAS et al., 2008).

Os alelos da regidao do MHC sao expressos codominantemente. O conjunto dos alelos
MHC, presentes em cada cromossomo, ¢ chamado de haplétipo. Todo individuo herda dois
haplétipos, sendo um de origem materna e outro de origem paterna (ABBAS et al., 2008).

O sistema HLA pode ser uma ferramenta importante em estudos de genética de
populacdes (PROBST et al., 2000; MONTE et al, 2004). A populacdo brasileira é constituida
pela mistura de diversas etnias e racas, gerando uma populacdo de individuos mesticos.
Devido a enorme extensdo territorial do Brasil, bem como a diversidade de imigrantes que

participaram de sua colonizacdo, sabe-se que diferentes regides do pais apresentam
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diversidades, misturas e predominincia de um ou mais grupos étnicos. Portanto, entre
diferentes populacdes, ou mesmo entre diferentes regides do Brasil, podemos observar
variacdo, tanto na frequéncia de alelos, quanto de haplétipos HLA (PROBST et al., 2000;
MONTE et al, 2004).

1.2. IMPORTANCIA DO SISTEMA HLA EM TRANSPLANTES DE ORGAOS

O transplante de tecidos e 6rgaos € uma alternativa terapéutica para uma variedade de
doencas. Uma grande limitacdo, para o sucesso do transplante, é a resposta imune do receptor
ao tecido ou 6rgao do doador. Quando um 6rgao ou tecido alogénico € transplantado em um
receptor, ele é reconhecido como estranho pelo seu sistema imune. O reconhecimento de
antigenos transplantados, como préprias ou nao-proprias, € determinado principalmente pelas
moléculas HLA. Esse processo é conhecido como alorreconhecimento, € tem como evento
central o reconhecimento do antigeno do enxerto, via MHC pelo receptor de célula T (TCR)
(ABBAS et al., 2008).

O alorreconhecimento pode ocorrer por duas vias distintas: a via direta e a via indireta

(Figura 2).

Direct alloantigen recognition
Allogeneic MHC

Allogeneic T cell recognizes
antlgeT unprocessed
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CRLIENE T cell MHC molecule
on graft APC

Indirect alloantigen recognition

Allogeneic Professional
MH APC in recipient Alloreactive
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Presentation of
processed peptide
of allogeneic
MHC molecule bound
to self MHC molecule

Self MHC

Uptake and processing of Peptide derived
allogeneic MHC molecules from allogeneic
by recipient APC MHC molecule

© Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunolegy e - www.studentconsult.com

Figura 2. Via direta e indireta de alorreconhecimento de antigenos (ABBAS et al., 2008).

Ambas as vias de alorreconhecimento, direta e indireta, podem ocorrer

simultaneamente, ou em tempos diferentes, no processo de rejeicdo. A via direta de
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alorreconhecimento envolve o reconhecimento do MHC-peptideo intacto na superficie das
células apresentadoras de antigenos (APCs) do enxerto, por linfécitos T do receptor. A via
indireta envolve o reconhecimento pelos linfécitos T do receptor, de peptideos do doador
processados e apresentados via MHC pelas APCs do receptor. O processo de
alorreconhecimento, por meio das vias direta ou indireta, desencadeia ativacao de linfécitos T
e pode resultar na rejeicao do enxerto (SHERMAN; CHATTOPADHYAY, 1994; ABBAS et
al., 2008).

Tanto os linfécitos T CD4+ quanto os linfécitos T CD8+ sdo capazes de mediar a
rejeicdo, através de mecanismos diferentes. Os linfécitos T CD4+ se diferenciam em células
efetoras, produtoras de citocinas, que irdo lesar o enxerto e ativar os linfécitos B a produzir
anticorpos anti-HLA. Os linfécitos T CD8+ se diferenciam em linfécitos citotdxicos, com
potencialidade de destruir as células do enxerto, que expressam moléculas HLA classe 1
(ABBAS et al., 2008).

A rejei¢do de enxertos € classificada em hiperaguda, aguda e cronica, com base nas
caracteristicas histopatoldgicas, ou no curso temporal da rejeicdo. A resposta imune, na
rejeicdo, pode ser dividida em dois grupos: reposta imune celular e resposta imune humoral.
A disting¢do entre os processos celulares e humorais, nem sempre € evidente, sendo que, na
maioria das rejeicdoes, ambos os processos podem estar atuantes. A rejei¢do mediada por
células pode se manifestar como uma rejeicao aguda. Em contrapartida, a rejeicio mediada
por anticorpos pode se manifestar como uma rejei¢do hiperaguda, aguda ou cronica (CAI
TERASAKI, 2005; ABBAS et al., 2008).

A rejeicdo hiperaguda € caracterizada por oclusao trombética dos vasos do enxerto, e
tem inicio dentro de minutos ou horas, depois que os vasos do receptor sdo anastomosados
com os do enxerto. E normalmente causada por anticorpos pré-existentes, na circulacio do
receptor, os quais se ligam ao endotélio do enxerto (MICHAELS et al.,, 2003; CAIL
TERASAKI, 2005; ABBAS et al.,, 2008). A rejeicdo aguda € um processo de dano
parenquimal e vascular, mediado por linfécitos T e anticorpos, € ocorre, normalmente, depois
da primeira semana de transplante. Na rejeicdao aguda, mediada por anticorpos, geralmente
ocorre disfuncdo do enxerto rapidamente. O processo de rejeicdo cronica € caracterizado por
fibrose e anormalidades vasculares, com perda da fun¢do do enxerto, que ocorre durante um
periodo prolongado. Na rejeicdo cronica, mediada por anticorpos, a disfuncdo do enxerto

ocorre mais lentamente e, geralmente, € acompanhada de proteindria (ABBAS et al., 2008).
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Desde a década de 1960 ja se conhece a importancia dos anticorpos anti-HLA na
rejeicdo do enxerto (KISSMEYER-NIELSEN et al., 1966). Virios estudos evidenciaram que
quase todos os individuos que sofreram uma rejei¢do hiperaguda ou aguda de um 6rgao,
sendo este 0 primeiro enxerto ou retransplante, podem apresentar em seus soros anticorpos
anti-HLA (PATEL; TERASAKI, 1969; HALLORAN, 1990). Estes anticorpos podem ser
formados, em decorréncia de uma sensibilizagdo prévia ao transplante. Normalmente, sdao
desenvolvidos em mulheres multiparas (VAN ROQOD et al., 1958; PAYNE; ROLFS, 1958;
VONGWIWATANA et al, 2003), transfusdes sanguineas (DAUSSET, 1954;
VONGWIWATANA et al., 2003) e transplantes prévios (THICK et al., 1984;
VONGWIWATANA et al., 2003). Portanto, a deteccdo desses anticorpos na fase pré-
transplante ¢ uma ferramenta necessaria para o sucesso do transplante.

Desde a década de 1950, a sorologia formou a base dos testes clinicos de investigacao
HLA. Esses testes melhoraram significativamente, quando o ensaio de leucoaglutinacdo foi
substituido pelo teste de CDC (microlinfocitotoxicidade dependente de complemento),
desenvolvido por Terasaki e McClelland em 1964 (TERASAKI; MCCLELLAND, 1964).

Historicamente, o método padrdo ouro para deteccdo de anticorpos anti-HLA € o
método de CDC. O CDC pode ser utilizado para realizacdo do teste de prova cruzada
(crossmatch), sendo utilizado, até hoje, na investigacdo pré-transplante. Através desse teste,
utilizando o soro do receptor e células mononucleares do doador, € possivel detectar se um
paciente possui anticorpos anti-HLA especificos contra um potencial doador. Anticorpos
doador-especifico (DSA), detectados através da prova cruzada realizada pelo método CDC,
ou seja, prova cruzada positiva, sugere contraindicacdo ao transplante (GEBEL et al., 2003),
sendo importante para evitar a rejeicao hiperaguda, e perda imediata do enxerto (PATEL;
TERASAKI, 1969).

Os testes de tipificacdo HLA do doador e receptor também sido importantes, na
investigacao pré-transplante, pois, o nimero de incompatibilidades HLA (ou seja, nimero de
antigenos no doador diferentes do receptor) pode estar associado a menor sobrevida do
enxerto (OPELZ; DOHLER, 2007). Até a década de 1990, as tipificacdes HLA também eram
realizadas por métodos soroldgicos. Atualmente, foram substituidas por biologia molecular,
por serem mais especificos e distinguirem a homozigosidade.

Outro teste de investigacdo pré-transplante é o teste de PRA (Reatividade contra
Painel), que verifica o grau de sensibiliza¢do, geralmente em percentual, em relacdo a um

painel de antigenos HLA. Para realizar este teste, o mesmo teste de CDC da prova cruzada
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pode ser realizado, porém, utilizam-se vérias células (¢ ndo somente do doador), que sdo
representativas da distribuicdo de antigenos HLA, na populagdo. Sendo que, um nimero
percentual define a reatividade existente a esse painel de células. Esse percentual varia de 0%
(ndo sensibilizado ou ndo produtor de anticorpos) a 100% (hipersensibilizado ou produtor de
anticorpos) (TRIVEDI et al.,, 2007). De acordo com alguns estudos, pacientes com PRA
elevada apresentam maiores chances de desenvolver rejeicoes (BARAMA et al.,, 2000;
BRYAN et al., 2000).

Os métodos de deteccdo de anticorpos anti-HLA tém-se aprimorado no sentido de
aumentar a sensibilidade e especificidade dos resultados. Os testes soroldgicos evoluiram, e
passaram a utilizar ensaios de fase sélida. Dentre as técnicas para detec¢do de anticorpos,
anti-HLA, utilizadas atualmente, estdo: ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immunosorbent

Assay) e citometria de fluxo (Flow Citometry).

1.3. DOENCA RENAL CRONICA E TRANSPLANTE RENAL

A doenga renal cronica (DRC) é uma importante causa de morbimortalidade, gerando
enormes custos aos Sistemas Nacionais de Saide (CHERCHIGLIA et al., 2010). Verifica-se,
a cada ano, um significante aumento na incidéncia e prevaléncia da populacdo em programa
dialitico. No Brasil, segundo censo de 2011 da Sociedade Brasileira de Nefrologia, estima-se
que existam mais de 91.000 pacientes, em tratamento dialitico (SBN, 2011).

O transplante renal € o tratamento de escolha para uma parcela significativa dos
pacientes com DRC. Esta opcdo possibilita a melhoria da qualidade de vida e sobrevida
desses pacientes (SAYEGH; CARPENTER et al.,, 2004). Levando em consideracdo a
complexidade e custos que envolvem o processo de transplante renal, todas as formas de
minimizar os riscos de rejeicdo sdao fundamentais, para o sucesso desse procedimento, e
obtenc¢do de maior sobrevida do enxerto renal.

A investigacdo da compatibilidade HLA, entre doador e receptor, e a avaliagdo pré-
transplante da resposta imune humoral aos antigenos HLA sao importantes para o sucesso do
transplante renal (PATEL; TERASAKI, 1969; SUSAL; OPELZ, 2002). Visando avaliar o
grau de compatibilidade, entre doador e receptor, € minimizar o risco de rejei¢do, os
candidatos ao transplante renal sdo submetidos a varios exames laboratoriais. Dentre estes
exames estdo a tipificacdio HLA (HLA-A, -B e -DR), e a avalia¢do da resposta imune humoral

aos antigenos HLA (anticorpos anti-HLLA), por meio do teste de PRA.
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A maior compatibilidade HLA, entre doador e receptor, favorece a tolerancia do
sistema imune, aumentando a sobrevida do enxerto renal, tanto em transplante intervivos,
quanto em doador falecido (OPELZ; DOHLER, 2007). A sensibilizacdo pré-transplante aos
antigenos HLA ¢ um fator de risco para a faléncia do enxerto (BARAMA et al., 2000).
Percentuais elevados de PRA, associados ou ndo, ao aumento de incompatibilidade HLA,
entre doador e receptor, resultam em um impacto negativo na evolucdo do enxerto
(BARAMA et al., 2000; BRYAN et al., 2000). Por estar presente em praticamente todas as
células do organismo, o HLA ¢é considerado um potente marcador de sobrevida em
transplantes, apresentando papel de destaque entre os sistemas bioldgicos envolvidos no

processo de rejeicao, sendo até hoje, foco de muitos estudos.

1.4. JUSTIFICATIVA

Hoje, no Brasil, milhares de pessoas estdo na lista de espera por um transplante.
Enquanto aguardam por um 6rgdo, esses futuros receptores podem entrar em contato com
diferentes moléculas HLA, e desenvolver niveis variados de anticorpos contra estas
moléculas. Quanto maior o percentual de sensibilizacdo do futuro receptor em relacdo a
populacdo, menor € a chance de encontrar um doador apropriado, uma vez que a produgdo
prévia de anticorpos contra o doador pode levar a uma resposta de rejei¢ao hiperaguda.

A populagido brasileira ¢ formada pela mistura de diferentes etnias e racas. Toda essa
miscigenacdo, e diversidade étnica, pode ser um dos fatores que, dificultam a busca por um
doador com melhor compatibilidade imunolégica. Devido a grande extensdo territorial do
Brasil e as diversidades de sua colonizacdo, diferentes regides do pais podem apresentar
variacdo na frequéncia de alelos e haplétipos HLA em sua populagdo.

A avaliagdo pré-transplante da resposta imune humoral aos antigenos HLA, e a
compatibilidade HLA, entre doador e receptor, sdo importantes para o €xito do transplante
renal. No entanto, no Brasil, e especialmente no Estado do Parand, verifica-se escassez de
estudos sobre diversidade HLA em candidatos ao transplante renal, principalmente, estudos
de frequéncia dos locos HLA-C, DQAT e DQBI1, bem como de avaliacdo de resposta imune
humoral aos antigenos HLA.

O conhecimento da diversidade e distribuicdo dos alelos HLA, na populacdo de
candidatos ao transplante renal, pode auxiliar na compreensdo de mecanismos associados a
suscetibilidade a diferentes doengas, em pacientes portadores de DRC. A avaliagdo tanto da

diversidade alélica, quanto da resposta imune aos antigenos HLA, na fase pré-transplante,
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pode contribuir para o entendimento de futuros eventos, relacionados a aceitacdo ou rejeicao
de enxertos, tornando, desta forma, importante o estudo da diversidade de alelos HLA, e

avaliacdo da resposta imune humoral aos antigenos HLA, em candidatos ao transplante renal.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. GERAL

Avaliar as frequéncias de alelos, fenétipos e haplétipos HLA classe I (HLA-A, -B e -C) e
classe II (HLA-DRBI, - DQAT e -DQBI), e a resposta imune humoral aos antigenos HLA,

em candidatos ao transplante renal da regido Norte/Noroeste do Estado do Parand, Brasil.

1.5.2. ESPECIFICOS

- Determinar as frequéncias de alelos HLA classe I (HLA-A, -B e -C) e classe II (HLA-
DRBI, -DQAT1 e -DQB1);

- Verificar a conformidade das frequéncias genotipicas observadas em relagdo as expectativas
em equilibrio de Hardy-Weinberg;

- Determinar as frequéncias fenotipicas HLA classe 1 (HLA-A, -B e -C) e classe II (HLA-
DRBI, -DQAT1 e -DQB1);

- Estimar os haplétipos HLA mais frequentes;

- Comparar as frequéncias alélicas e haplotipicas HLA entre os grupos étnicos;

- Determinar o percentual de reatividade contra painel (PRA);

- Determinar as frequéncias de especificidades de anticorpos anti-HLA em pacientes com
PRA positiva;

- Verificar a associagcdo entre presenga de anticorpos anti-HLA e fatores de sensibilizagao

(gestacdo, transfusdo sanguinea e transplante).
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Resumo

As frequéncias alélicas, fenotipicas e haplotipicas HLA-A, -B e -DRBI1 foram estudadas em
522 pacientes renais cronicos, candidatos ao transplante renal, cadastrados em centrais de
transplantes da regido Norte/Noroeste do Estado do Parana, Sul do Brasil. Os pacientes foram
classificados de acordo com o grupo étnico (319 caucasianos, 134 mesticos [misturas de
racas/descendentes de europeus, africanos e amerindios] e 69 negros). A tipificacdo HLA foi
realizada através do método de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia especifica de
oligonucleotideos (PCR-SSO), associado a tecnologia Luminex. Na andlise do total de
amostras, foram identificados 20 grupos alélicos HLA-A, 32 HLA-B e 13 HLA-DRBI. Os
grupos alélicos mais frequentes, em cada locus, foram HLA-A*02 (25.4%), HLA-B*44
(10.9%) e HLA-DRBI*13 (13.9%). Os haplétipos mais frequentes foram HLA-A*01-B*0S-
DRBI1%03 (2.3%), A*02-B*44-DRB1*07 (1.2%) e A*03-B*07-DRBI1*11 (1.0%). Diferencas
significativas (p < 0.05) foram observadas nas frequéncias alélicas HLA-A*68, -B*08 e -B*58
entre os grupos étnicos. Os dados do presente estudo permitiram o conhecimento da
frequéncia alélica, fenotipica e haplotipica HLA-A, -B e -DRBI1 de candidatos ao transplante

renal da regido Norte/Noroeste do Estado do Parand, Brasil.

Palavras-chave: Transplante de rim, Alelos HLA, Haplétipos, Polimorfismo, Populagao

brasileira.
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1. Introducao

O transplante renal € considerado a melhor opcao terapéutica, e de reabilitacdo, para
pacientes com doenca renal cronica em estidgio terminal [1]. Uma grande limitagdo para o
sucesso do transplante € a resposta imunoldgica do receptor ao 6rgdo ou tecido enxertado. O
reconhecimento das células transplantadas, como préprias ou nao-préprias, é determinado
principalmente pelos antigenos leucocitdrios humanos (HLA) [2]. O sistema HLA ¢
considerado um potente marcador de sobrevida em transplantes, apresentando papel de
destaque entre os sistemas bioldgicos envolvidos no processo de rejeicao [3-5].

Os testes de tipificacdo HLA do doador e receptor sdo fundamentais na investigacao
pré-transplante, pois o nimero de incompatibilidades HLA (mismatches) pode estar associado
a menor sobrevida do enxerto [5]. A maior compatibilidade HLLA entre doador e receptor
favorece a tolerancia do sistema imune, € aumenta a sobrevida do enxerto tanto em
transplantes intervivos, quanto em doador falecido [5-8].

A populacdo brasileira € formada pela mistura de diferentes grupos étnicos, gerando
uma populacio de individuos mesticos [9]. Toda essa miscigenagdo e diversidade étnica pode
ser um dos fatores que, dificultam a busca por um doador com melhor compatibilidade
imunoldgica. Devido a enorme extensao territorial do Brasil, e as diversidades de imigrantes
que participaram de sua colonizagdo, diferentes regides do pais podem apresentar variagao na
frequéncia de alelos e haplétipos HLA [10-12].

No entanto, no Brasil, e principalmente no Estado do Parana, verifica-se escassez de
estudos sobre diversidade HLA em pacientes candidatos ao transplante renal. O conhecimento
da diversidade, e distribuicao dos alelos HLA nesta populagdo, pode auxiliar em processos de
alocagdo de orgdos para o transplante e na compreensdo de mecanismos associados a
suscetibilidade a diferentes doencgas em pacientes portadores de doenga renal cronica.

Diante do exposto, nos propusemos a estudar a diversidade dos alelos e haplétipos
HLA-A, -B e -DRB1 em candidatos ao transplante renal da regido Norte/Noroeste do Estado

do Paran4, Sul do Brasil.

2. Sujeitos e métodos

2.1. Amostras
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O estudo foi realizado com 522 amostras de sangue total de pacientes renais cronicos,
candidatos ao transplante renal, que estavam cadastrados em centrais de transplantes da regiao
Norte e Noroeste do Estado do Parand, no periodo de julho de 2010 a margco de 2011.
Somente foram incluidos pacientes com cadastros atualizados (pacientes ativos/potenciais
receptores). Os pacientes foram divididos em trés grupos étnicos: caucasianos (n= 319),
mesticos (misturas de racas/descendentes de europeus, africanos e amerindios) (n=134) e
negros (n=69). O grupo étnico foi informado pelas centrais de transplantes, sendo utilizada a
autodefinicado como critério de determinagdo do grupo étnico. Este estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Maringd (Parecer n° 333/2011).

2.2. Extracdo de DNA e tipificacdo HLA classe I e Il

Para a realizagdo da tipificacdo HLA foram coletados 5 mL de sangue total, por meio
de puncdo venosa, em tubos a vicuo (Vacutainer; Becton and Dickson, Oxford, Inglaterra)
contendo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. Em seguida, foi
realizada a extracdo do DNA gendmico, pelo método de separacao por coluna, utilizando o kit
comercial para extragdo de DNA Biopur (Biometrix, Curitiba, Parand, Brasil), seguindo o
protocolo do fabricante. Apds ajuste de concentragdo do DNA obtido por densidade 6ptica, a
tipificagdo HLA foi realizada pelo método de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia
especifica de oligonucleotideos (PCR-SSO) associado a tecnologia Luminex. Neste método, o
DNA gen6mico foi amplificado utilizando sequéncias “primers” loco-especificos biotinilados
para classe I (HLA-A e -B) e classe Il (HLA-DRBI1) em termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Na sequéncia, foi realizada a
hibridizacdo com sondas complementares ao DNA, conjugadas com microesferas (beads),
marcadas com diferentes fluorocromos, para identificar sequéncias complementares do DNA
amplificado, utilizando o kit comercial SSO-LABType (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA,
USA) baixa média resolucao, seguindo o protocolo do fabricante. Ap6ds hibridizacdo, a leitura
dos resultados foi realizada através do citdometro de fluxo Plataforma LABScan™100 (One
Lambda, Inc.), seguida de andlise através do software HLA Fusion versdao 2.0 (One Lambda,

Inc.).

2.3. Anadlises estatisticas
O programa Arlequin, versao 3.11 [13], foi utilizado para os célculos de frequéncia

alélica e haplotipica, e verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias
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haplotipicas foram estimadas, utilizando o algoritmo de maximizacao de expectativa (método
da méxima verossimilhanga). Os programas Statistica 7.0 e o software R foram utilizados para
o célculo de frequéncia fenotipica, e na comparagdo entre as frequéncias alélicas dos grupos
étnicos. Diferencas significativas, entre as frequéncias alélicas dos grupos étnicos, foram
calculadas pelo teste exato de Fisher, com correcdo de Bonferroni para comparagdo maultipla.
Os valores de p foram considerados significativos quando inferiores a 0,05. Valores de odds

ratio (OR) e intervalos de confianga (IC) ao nivel de 95% foram calculados.

3. Resultados

Entre os 522 candidatos ao transplante renal, 314 (60.1%) eram homens. O grupo
étnico predominante foi o caucasiano (61.1%), seguido pelo mestico (25.7%) e negro
(13.2%).

Os loci HLA-A e HLA-DRBI1 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0.05).
No locus A, a heterozigosidade observada foi de 86.4% e a esperada 89.0% (p = 0.508). Para
o locus DRBI, estes valores foram de 87.3 e 89.6%, respectivamente (p = 0.309). No locus B
foi de 90.6% e 93.9%, respectivamente. No entanto, foi observada diferenca significativa
entre a heterozigosidade observada e esperada, somente para o locus B (p = 0.022).

A tabela 1 apresenta as frequéncias alélicas e fenotipicas no total de amostras. Na
andlise do total de amostras foram identificados 20 grupos alélicos HLA-A, 32 HLA-B e 13
HLA-DRBI. Os grupos alélicos HLA-A*02, -A*24 e -A*03 foram os mais frequentes para o
locus A. No locus B os grupos alélicos mais frequentes foram HLA-B*44, -B*35 e -B*51 e no
locus DRB1 os grupos alélicos HLA-DRBI*13, -DRBI1*I11 e -DRBI*04 foram os mais
comuns.

A tabela 2 apresenta as frequéncias dos grupos alélicos, no total de amostras, e em
comparacdo com os grupos étnicos. Houve grande concordancia, na distribui¢do das
frequéncias alélicas, entre os trés grupos étnicos. Diferengas significativas foram observadas
na frequéncia do grupo alélico HLA-A*68, na comparagdo entre mesticos e negros (1.9 e
11.6%, respectivamente), OR: 6.89 (IC 95%: 2.47-19.26). No grupo alélico HLA-B*08 houve
diferenga significativa entre mesticos e caucasianos (1.9 e 7.2%, respectivamente), OR: 4.09
(IC 95%: 1.61-10.40) e no grupo alélico HLA-B*58 entre caucasianos e negros (1.2 e 6.5%,
respectivamente), OR: 5.5 (IC 95%: 2.08-14.51).
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Os hapl6tipos mais comuns estdo representados na tabela 3. Destacaram-se o haplétipo
HLA-A*01-B*08-DRB1*%03 (2.3%), A*02-B*44-DRBI1*07 (1.2%) e A*03-B*07-DRBI*11
(1.0%) no total de amostras. O haplotipo HLA-A*01-B*08-DRB1*03 foi o mais frequente no
grupo étnico caucasiano (3.0%) e negro (2.9%) e o haplétipo HLA-A*02-B*15-DRB1*13, no

grupo étnico mesti¢o (2.1%).

4. Discussao

A populagdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, sendo composta por
uma variada mistura de grupos étnicos [9]. No contexto dos transplantes, toda essa
miscigenacdo étnica pode dificultar a busca por um doador que, apresente melhor
compatibilidade imunoldgica, principalmente no sistema HLA. A investigacdo de alelos e
haplétipos HLA fornecem dados importantes para estudos de composi¢do genética e origem
de populagdes [10]. O Brasil possui uma populagdo extremamente miscigenada, e as
frequéncias dos alelos e haplétipos HLA podem variar de acordo com o grupo étnico
predominante na regido estudada [10-12].

As amostras avaliadas em nosso estudo sdo oriundas do Estado do Parand, localizado
na regido Sul do Brasil. Este estado brasileiro é caracterizado pela forte influéncia da
colonizagdo europeia, mas apresenta importante nimero de descendentes africanos e
amerindios [10]. Tal influéncia pode ser observada em nossos resultados, aos quais revelam
grande contribui¢do de alelos HLA de origem europeia [14-16], assim como, ocorréncia de
alelos de influéncia africana [17,18].

Até onde sabemos, ndo existem estudos de diversidade alélica e haplotipica HLA em
candidatos ao transplante renal realizados no Sul do Brasil. No entanto, um grande nimero de
estudos de diversidade HLA foi realizado, em diferentes regides brasileiras, utilizando
individuos aparentemente saudaveis [10-12, 19-30].

Em nosso estudo, foi observada diferenca significativa, entre a heterozigosidade
observada e esperada, somente para o locus B. No locus B foi observado alto grau de
heterozigosidade (90.6%), porém a populacdo ndo se encontrou em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p < 0.05). O nimero de individuos em heterozigose foi menor que o esperado. Esta
diferenca pode ser explicada pelo nimero de amostras ou segundo Chen et al. (1999) [31], em
diferentes populacdes de individuos sauddveis, o desvio da proporcao de Hardy-Weinberg

pode estar relacionado a forgcas naturais, como a vantagem seletiva ou recente mistura racial,
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selecdo natural, ao fluxo génico decorrente de migragdes ou pode refletir dificuldades
relacionados com a identificagdo dos alelos HLA. No entanto, devido a nossa amostra ser
constituida de individuos portadores de doenca renal cronica, ou seja, individuos nao-
sauddveis, esse desvio da propor¢do de Hardy-Weinberg também pode estar relacionado a
propria condi¢do patoldgica, estando ou ndo, relacionado a causas genéticas, ou devido a nio
exclusdo de individuos, que possuiam algum grau de parentesco entre si.

Na comparacdo entre os grupos étnicos estudados, em nossa amostra, foram
encontradas diferencas e similaridades nas frequéncias dos grupos alélicos HLA, sendo, sua
distribuicdo geral muito semelhante aos estudos com amostras de individuos saudéveis, de
Estados da regiao Sul do Brasil [12,21,22].

Apenas alguns grupos alélicos HLA exibiram diferencgas significativas na comparacao
das frequéncias alélicas, entre os grupos étnicos. O HLA-A*68 apresentou diferenca
significativa, na comparacao das frequéncias alélicas entre mesti¢cos e negros, o HLA-B*08
apresentou diferenga significativa entre mesticos e caucasianos e o HLA-B*58, entre
caucasianos e negros, demonstrando que tais grupos alélicos HLA podem ser tipicos de
determinados grupos étnicos da amostra.

No entanto, grupos alélicos, comumente de origem caucasiana, como HLA-A*02, -
B*35, -B*44, -B*51, -DRBI*11 e -DRBI*04 apresentaram frequéncia elevada tanto em
caucasianos, mesticos e negros, ndo demonstrando, portanto, diferencas significativas entre os
trés grupos étnicos estudados. As similaridades encontradas nas frequéncias alélicas, entre os
grupos étnicos estudados, refletem a dificuldade de definir a etnia de cada individuo,
utilizando como base somente a avaliacdo fisica e de cor, particularmente em popula¢des com
elevado grau de miscigenacdo. Porém, estudos de diversidade HLA permitem o conhecimento
da ancestralidade de uma populagdo, sendo, portanto, importantes em populacdes como a
brasileira.

Estudos de distribuicdo de alelos HLA com amostras de populagdes dos cinco
continentes demonstraram diferencas entre os alelos HLA encontrados, e consequente
aumento dessas diferencas em populacdes com misturas de etnias [32,33]. No entanto, um
estudo composto por cinco diferentes amostras de populacdes brasileiras, composta de
caucasianos e negros, demonstrou que as semelhancas nas frequéncias dos alelos HLA entre
essas populacdes sdo muito mais evidentes do que as diferencas observadas [29],

corroborando com nossos resultados.
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No locus HLA-A, o grupo alélico HLA-A*02 foi o mais observado em nossa amostra,
assim como em outros estudos de frequéncia HLA, conduzidos no Sul do Brasil [12,21]. No
entanto, o grupo alélico HLA-A*02 em nossa amostra apresentou maior frequéncia em relacao
ao estudo do Parand [21], mesmo se comparado somente entre 0s grupos de caucasianos dos
estudos. Em relagdo ao estudo do Rio Grande do Sul [12], o grupo alélico HLA-A*02 de nossa
amostra apresentou menor frequéncia, mesmo em comparagdo entre os grupos de caucasianos
dos estudos. Quanto ao locus HLA-B, o grupo alélico HLA-B*44 foi o mais frequente,
seguido pelo HLA-B*35. Em estudos conduzidos no Sul do Brasil esta ordem se inverte,
mantendo, no entanto, os dois grupos alélicos como mais observados em suas amostras. O
grupo alélico HLA-DRB1*13 foi também o mais frequente nesse locus, no estudo conduzido
no Rio Grande do Sul [12].

Apesar das pequenas variacdes nas frequéncias alélicas, os mesmos grupos alélicos
HLA de nosso estudo estdo entre os mais frequentes em amostras do Parand [21] e Rio
Grande do Sul [12], pois sdo alelos caracteristicos de populacdes de origem europeia que,
participaram ativamente na colonizagdo destes dois estados do Sul do Brasil.

Se comparado ao estudo de frequéncia HLA do Estado de Pernambuco [30],
localizado na regido nordeste do pais, que apresenta predominancia de descendentes de
origem africana, o grupo alélico HLA-B*15 (12.3%) foi o mais frequente nesse estudo para o
locus HLA-B, enquanto que em nossa amostra, encontramos o HLA-B*44 como o mais
frequente (10.9%). No entanto, nosso grupo mestico apresentou a mesma frequéncia que eles
relataram para HLA-B*15, e essa mesma frequéncia também foi encontrada para este grupo
alélico, em afro-brasileiros do estudo do Parana [21].

Comparativamente, houve semelhan¢a em relacdo aos grupos alélicos HLA mais
comuns, entre a nossa amostra como um todo, e resultados de estudos de frequéncia HLA de
outros paises americanos, como Venezuela [34], Colombia [35], Uruguai [36], e Costa Rica
[37]. Esta semelhanga observada pdde ser possivelmente explicada, devido a presenga de
europeus que participaram da colonizacao desses paises americanos, incluindo o Brasil.

Devido ao seu grande polimorfismo e fun¢do relacionada ao sistema imune, o sistema
HLA tem sido cada vez mais estudado, como um marcador genético, envolvido na
suscetibilidade a vérias doencas [38,39]. O grupo alélico HLA-A*74 ¢ HLA-DRBI*11 que, em
nosso estudo apresentou frequéncia de 1.4% e 13.2%, respectivamente, foi associado
positivamente com doenca renal cronica terminal, em um estudo realizado com reduzido

nimero de pacientes brasileiros, esperando o transplante renal [40].
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Na andlise haplotipica, foi possivel observar que o haplétipo HLA-A*01-B*08-
DRBI1*03, tipico de caucasianos, foi 0 mais comum, na nossa amostra, € no grupo étnico
caucasiano (2.3% e 3.0%), o que estd em concordancia com os dados relatados em outros
estudos do Estado do Parana (2,4% e 2,5%) [21] e Rio Grande do Sul (2,8% e 3,0%) [12].
Entretanto, foi observado que, houve varia¢des nas frequéncias dos haplétipos, de acordo com
o grupo étnico avaliado em nossa amostra. O haplétipo HLA-A*01-B*08-DRB1*03 também
apareceu como 0 mais comum no grupo étnico negro (2.9%), no entanto, com menor
frequéncia, se comparado com o grupo étnico caucasiano (3.0%), enquanto no grupo étnico
mestico ndo houve a ocorréncia de tal haplétipo. Bardi et al. (2012) [22] também
encontraram, em amostras do Parand, o haplétipo HLA-A*01-B*08-DRBI1*03 como o mais
comum em caucasianos (2.7%) e afro-brasileiros (1.5%). O mesmo haplétipo também foi
relatado como um dos mais frequentes em americanos com ascendéncia italiana (4.9%), e
com ascendéncia espanhola (2.1%) [41]. Devido ao fato da maior parte da populagdo da
regido Norte/Noroeste do Estado do Parand ser de ascendéncia europeia, os dados, obtidos
neste estudo, foram semelhantes ao perfil genético HLA, encontrado em americanos
descendentes de europeus.

O haplétipo HLA-A*02-B*15-DRBI1*13 foi o mais frequente em mesticos de nossa
amostra (2.1%). Os haplétipos encontrados neste grupo étnico podem ser resultantes da
contribuicao de alelos HLA de diferentes populacdes europeias, africanas ou amerindias que
colonizaram a regido estudada.

As frequéncias dos haplétipos deste estudo foram estimadas, utilizando como base os
grupos alélicos HLA encontrados em nossa amostra. As informacdes dos antepassados de
cada individuo seriam necessdrias para identificar os haplétipos herdados e, assim, obter a
verdadeira distribuicdo desses haplétipos, na amostra estudada. O conhecimento da
distribuicdo de hapldtipos HLA permite a identificacdo da influéncia étnica e ancestralidade
da populagao em estudo [12].

A similaridade genética do sistema HLA, observada através das andlises de grupos
alélicos e haplétipos HLA de nossa amostra, em relagdo a grupos populacionais da mesma
regido do pais, pode ser explicada pela similar imigracdo de populagdes, que realizaram a
colonizagdo da regido Sul do Brasil. No entanto, este estudo ndao pode concluir sobre a acdo
evolutiva das for¢as de imigracdo na geracdo, ou mesmo na manutencdo da diversidade
genética do sistema HLA nesta populagdo, fornecendo, porém, importante informagao sobre a

diversidade deste sistema entre os grupos étnicos na regido estudada.
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Em conclusio, a distribuicao de alelos e haplétipos HLA de candidatos ao transplante
renal foram muito semelhantes as amostras de outros estudos da populacdo brasileira.
Observamos maiores diferencas entre os grupos étnicos de nossa amostra e de diferentes
regides do pais. A origem étnica influencia a distribuicdo de alelos HLA de uma determinada
populacdo. O Sul do Brasil tem maior frequéncia de alelos HLA de origem caucasiana, o que
foi claramente observado em nossa amostra, diferentemente da regidao Nordeste do pais, que é
caracterizada por uma populacdo mesti¢ca, descendentes, principalmente, de africanos e que,
consequentemente, possuem frequéncia elevada de alelos HLA comumente encontrados em
africanos [30].

Os dados deste estudo permitiram o conhecimento da frequéncia de alelos, fendtipos e
haplétipos HLA-A, -B e -DRBI1, em candidatos ao transplante renal da regido Norte/Noroeste
do Estado do Parand, Brasil. Tais dados refletem a origem antropoldgica da populagcdao do
Parand, e serdo importantes na compreensdo da biologia da distribuicdo desses alelos em
nossa populacdo, bem como em estudos de suscetibilidade a diferentes doengas, em pacientes
portadores de doenca renal cronica, possibilitando a comparacdo com outros grupos

populacionais, e em processos de alocagdo de 6rgdos para o transplante.
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Tabelas (Tables)

Tabelal. Frequéncias (f) alélicas e fenotipicas no total de amostras (n = 522).

HLA locus f alélica f fenotipica HLA locus f alélica f fenotipica HLA locus f alélica f fenotipica
A*01 0.0929 0.1858 B*07 0.0699 0.1398 DRBI1*01 0.0929 0.1858
A*02 0.2538 0.5077 B*08 0.0536 0.1073 DRBI1*03 0.1121 0.2241
A*03 0.0939 0.1877 B*13 0.0172 0.0345 DRB1*04 0.1264 0.2529
A*]] 0.0527 0.1054 B*14 0.0316 0.0632 DRBI*07 0.1216 0.2433
A*23 0.0517 0.1034 B*15 0.0843 0.1686 DRBI1*08 0.0575 0.1149
A*24 0.1015 0.2031 B*18 0.0498 0.0996 DRBI1*09 0.0125 0.0249
A*25 0.0192 0.0383 B*27 0.0259 0.0517 DRBI*10 0.0230 0.0460
A*26 0.0431 0.0862 B*35 0.1073 0.2146 DRBI*11 0.1322 0.2644
A*29 0.0402 0.0805 B*37 0.0125 0.0249 DRBI1*12 0.0115 0.0230
A*30 0.0584 0.1169 B*38 0.0268 0.0536 DRBI*13 0.1389 0.2778
A*3] 0.0374 0.0747 B*39 0.0364 0.0728 DRBI*14 0.0354 0.0709
A*32 0.0268 0.0536 B*40 0.0489 0.0977 DRBI*15 0.0958 0.1916
A*33 0.0316 0.0632 B*4] 0.0201 0.0402 DRBI*16 0.0402 0.0805
A*34 0.0096 0.0192 B*42 0.0239 0.0479
A*36 0.0048 0.0096 B*44 0.1092 0.2184
A*66 0.0134 0.0268 B*45 0.0211 0,0421
A*68 0.0508 0.1015 B*47 0.0019 0.0038
A*69 0.0010 0.0019 B*48 0.0038 0.0077
A*74 0.0144 0.0287 B*49 0.0316 0.0632
A*80 0.0029 0.0057 B*50 0.0268 0.0536

B*51 0.0958 0.1916
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B*52

B*53

B*54

B*55

B*56

B*57

B*58

B*67

B*78

B*81

B*82

0.0163

0.0211

0.0010

0.0077

0.0019

0.0278

0.0201

0.0019

0.0010

0.0019

0.0010

0.0326

0.0421

0.0019

0,0153

0.0038

0.0556

0.0402

0.0038

0.0019

0.0038

0.0019
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Tabela 2. Frequéncias (f) alélicas no total de amostras (n = 522) e suas comparacdes entre 0s

grupos étnicos.

HLA falélica falélica falélica falédlica @~CXM  OR(IC95%) CXN(p OR(IC95%) MXN(p OR(IC95%)
locus (p valor) valor)

Total C M N

valor)
A*0] 0.0929  0.0972  0.0933  0.0725
A*02 02538 02602 02612  0.2101
A*03 0.0939 0.0878 0.1194  0.0725
A*11 0.0527  0.0564 0.0560  0.0290
A*23 0.0517  0.0549  0.0448  0.0507
A*24 0.1015  0.1113  0.0821  0.0942
A*25 0.0192 0.0188 0.0261 0.0072
A*26 0.0431  0.0408 0.0485 0.0435
A*29 0.0402  0.0455 0.0299  0.0362
A*30 0.0584 0.0486  0.0709  0.0797
A*3] 0.0374  0.0455 0.0224  0.0290
A*32 0.0268 0.0313  0.0224 0.0145
A*33 0.0316  0.0266  0.0261  0.0652
A*34 0.0096  0.0047 0.0149  0.0217
A*36 0.0048 - 0.0112  0.0145
A*66 0.0134  0.0094 0.0187 0.0217
A*68 0.0508 0.0502 0.0187  0.1159 0.00114  6.89 (2.47-
19.26)

A*69 0.0010  0.0016 - -
A*74 0.0144  0.0063  0.0299  0.0217
A*80 0.0029  0.0031  0.0037 -



B*07

B*08

B*13

B*14

B*15

B*18

B*27

B*35

B*37

B*38

B*39

B*40

B*41

B*42

B#44

B*45

B*47

B*48

B*49

B*50

B*51

B*52

B*53

0.0699

0.0536

0.0172

0.0316

0.0843

0.0498

0.0259

0.1073

0.0125

0.0268

0.0364

0.0489

0.0201

0.0239

0.1092

0.0211

0.0019

0.0038

0.0316

0.0268

0.0958

0.0163

0.0211

0.0737

0.0721

0.0188

0.0298

0.0721

0.0596

0.0298

0.1034

0.0141

0.0251

0.0345

0.0486

0.0219

0.0157

0.1097

0.0188

0.0016

0.0031

0.0329

0.0235

0.1082

0.0157

0.0172

0.0448

0.0187

0.0187

0.0373

0.1231

0.0373

0.0224

0.1119

0.0112

0.0336

0.0336

0.0410

0.0187

0.0410

0.1082

0.0299

0.0037

0.0299

0.0336

0.0933

0.0187

0.0224

0.1014

0.0362

0.0072

0.0290

0.0652

0.0290

0.0145

0.1159

0.0072

0.0217

0.0507

0.0652

0.0145

0.0290

0.1087

0.0145

0.0072

0.0072

0.0290

0.0290

0.0435

0.0145

0.0362

0.0248

4.09 (1.61-

10.40)
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B*54

B*55

B*56

B*57

B*58

B*67

B*78

B*81

B*82

DRBI*01

DRBI*03

DRBI*04

DRBI*07

DRBI*08

DRBI*09

DRBI*10

DRBI*11

DRBI*12

DRBI*13

DRBI*14

DRBI*15

DRBI*16

2n

0.0010

0.0077

0.0019

0.0278

0.0201

0.0019

0.0010

0.0019

0.0929

0.1121

0.1264

0.1216

0.0575

0.0125

0.0230

0.1322

0.0115

0.1389

0.0354

0.0958

0.0402

1044

0.0016

0.0063

0.0031

0.0235

0.0125

0.0016

0.0016

0.0862

0.1144

0.1238

0.1317

0.0596

0.0141

0.0235

0,1285

0.0078

0.1442

0.0408

0.0846

0.0408

638

0.0112

0.0336

0.0149

0.0075

0.0933

0.0970

0.1343

0.1119

0.0485

0.0075

0.0299

0.1306

0.0187

0.1567

0.0261

0.1119

0.0336

268

0.0072

0.0362

0.0652

0.0072

0.0072

0.1232

0.1304

0.1232

0.0942

0.0652

0.0145

0.0072

0.1522

0.0145

0.0797

0.0290

0.1159

0.0507

138

0.0279

5.5 (2.08-

14.51)

C, caucasianos; M, mesti¢cos; N, negros; -. Nao ocorreu neste grupo
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Tabela 3. Frequéncia dos 20 haplétipos HLA-A-B-DRB1 mais comuns no total de amostras e

nos diferentes grupos étnicos.

Haplétipo HLA Total Caucasianos Mesticos Negros
A*01-B*08-DRB1%03 0.0227 0.0302 - 0.0290
A*02-B*44-DRB1*07 0.0118 0.0157 0.0112 0.0072
A*03-B*07-DRB1*11 0.0104 0.0016 0.0112 0.0290
A*02-B*15-DRB1%04 0.0102 0.0141 0.0048 -
A*02-B*35-DRB1*03 0.0096 0.0031 - 0.0217
A*33-B*14-DRB1*01 0.0096 0.0078 - 0.0217
A*02 B*44 DRBI*13 0.0095 0.0141 0.0037 -
A*30-B*42-DRB1%03 0.0085 0.0094 - -
A*02 B*39 DRB1*16 0.0085 0.0110 0.0075 -
A*]11-B*35-DRB1%*01 0.0081 0.0097 0.0037 -
A*02-B*51-DRB1%14 0.0074 0.0047 0.0075 -
A*02-B*18-DRBI1*11 0.0067 0.0025 - -
A*23-B*44-DRBI1*07 0.0067 0.0094 0.0037 -
A*24-B*35-DRB1%11 0.0067 0.0117 - 0.0072
A*02-B*07-DRB1*01 0.0066 0.0063 - -
A*26-B*38-DRB1%13 0.0066 0.0063 0.0037 -
A*02-B*07-DRBI1*15 0.0064 0.0094 - -
A*02-B*15-DRBI*13 0.0064 - 0.0213 -
A*30-B*13-DRBI1*07 0.0063 0.0078 - -
A*02-B*50-DRBI1*07 0.0061 0.0078 - -

-. Nao ocorreu neste grupo.
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Artigo 2: “Diversidade de alelos e haplétipos HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1 e -DQB1
em candidatos ao transplante renal da regiao Norte/Noroeste do Estado do Parana, Sul

do Brasil”.
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Resumo

Frequéncias de alelos, fenotipos e haplétipos dos antigenos leucocitdrios humanos (HLA) dos
loci HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1 e -DQBI1 foram estudados, em uma amostra de 366
candidatos ao transplante renal, da regido Norte/Noroeste do Estado do Parand, Sul do Brasil.
Os participantes foram classificados, de acordo com o grupo étnico, (220 caucasianos, 95
mesticos [misturas de racas/descendentes de europeus, africanos e amerindios] e 51 negros).
A tipificacdo HLA foi realizada, utilizando o método de reacdo em cadeia da polimerase-
sequéncia especifica de oligonucleotideos (PCR-SSO), associado a tecnologia Luminex. Um
total de 20 grupos alélicos HLA-A, 30 HLA-B, 14 HLA-C, 13 HLA-DRBI1, 6 HLA-DQAI e
5 HLA-DQBI1 foram identificados. Dezenove grupos alélicos (HLA-A*02, -A*24, -B*35, -
B*44, -C*04, -C*07, -DRB1*03, -DRB1*04, -DRB1*07, -DRB1*11, -DRB1*13, -DQAI*01, -
DQAI*02, -DQAI1*03, -DQA1%*05, -DQBI1*02, -DQBI1*03, -DQBI1*05 e -DQB1%*06) foram
encontrados com frequéncia maior do que 10%. Diferengas significativas (p < 0.05) foram
observadas nas frequéncias alélicas HLA-A*68 e -C*07, entre os grupos étnicos. Os trés
haplétipos mais frequentes foram HLA-A*01-B*08-C*07-DRBI1*03-DQAI1*05-DQBI*02
(2.5%), HLA-A*02-B*51-C*15-DRBI1*11-DQAI1*05-DQB1*03 (1.0%) e HLA-A*24-B*35-
C*04-DRBI1*11-DQA1*05-DQBI1*03 (0.9%). Os dados do presente estudo permitiram o
conhecimento da distribuicdo de alelos, e haplétipos HLA-A, -B -C, -DRBI1, -DQAI e -
DQBI1, em candidatos ao transplante renal da regido Norte/Noroeste do Estado do Parand, Sul

do Brasil.

Palavras-chave (Keywords): alelos; brasileiros; haplétipos; antigenos leucocitdrios

humanos; polimorfismo, transplante renal.
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Introducao

Os genes do sistema HLA (human leukocyte antigens) estdo localizados no braco curto do
cromossomo 6, e sdo responsdveis por codificar os antigenos HLA de classe I (HLA-A, -B, -
C) e classe Il (HLA-DR, -DQ, -DP), relevantes no transplante de 6rgaos (1). O sistema HLA ¢é
considerado um importante marcador de sobrevida em transplantes, apresentando papel de
destaque, entre os sistemas bioldgicos envolvidos no processo de rejeicdo de enxertos (2,3).
Embora a importancia da compatibilidade HLA-A, -B e -DR, em transplante de o6rgaos
sOlidos, ja seja conhecida ha muitos anos (3,4), o papel do HLA-C e -DQ, em termos de
sensibiliza¢do ou sobrevivéncia do enxerto, tem sido documentado (5,6).

A populacdo brasileira € uma das mais miscigenadas do mundo (7), podendo dificultar
a busca por um doador, com melhor compatibilidade imunoldgica, no sistema HLA. A
investigacdo de alelos e haplétipos HLA € importante para estudos de composicdo genética e
origem das populagdes (8). No Brasil, as freqiiéncias dos alelos e haplétipos HLA podem
variar, de acordo com o grupo étnico predominante em cada regido (8,9,10).

Até onde sabemos, ndo existem estudos no Brasil sobre diversidade HLA em
candidatos ao transplante renal, principalmente, estudos de frequéncia dos loci HLA-C, -
DQA1 e -DQBI1. O conhecimento da diversidade e distribuicdo dos alelos HLLA, na populacao
de candidatos ao transplante renal, podera auxiliar em processos de aloca¢do de 6rgdos para
transplante, € na compreensdo de mecanismos associados a suscetibilidade a diferentes
doencas, em pacientes portadores de doenca renal cronica.

Neste estudo avaliamos as frequéncias de alelos e haplétipos HLA -A, -B, -C, -DRBI,
-DQAI1 e -DQB1, em candidatos ao transplante renal da regido Norte/Noroeste do Estado do

Parana, Sul do Brasil.

Materiais e método

Amostras

O estudo foi realizado com 366 amostras de sangue total de pacientes renais cronicos,
candidatos ao transplante renal, que estavam cadastrados em centrais de transplante da regiao
Norte e Noroeste do Estado do Parand, no periodo de julho de 2010 a mar¢co de 2011.
Somente foram incluidos pacientes com cadastros atualizados (pacientes ativos/potenciais

receptores). Os pacientes foram divididos em trés grupos étnicos: caucasianos (n=220),
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mesticos (misturas de racas/descendentes de europeus, africanos e amerindios) (n=95) e
negros (n=51). O grupo étnico foi informado pelas centrais de transplante, sendo utilizada a
autodefinicao, como critério de determinagao do grupo étnico. Este estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Maringa (Parecer n° 333/2011).

Extracao de DNA e tipificacio HLA classe I e I1

Para a realizagdo da tipificacdo HLA foram coletados 5 mL de sangue total, por meio
de puncdo venosa, em tubos a vacuo (Vacutainer; Becton and Dickson, Oxford, Inglaterra),
contendo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. Em seguida, foi
realizada a extracdo do DNA gendmico, pelo método de separacao por coluna, utilizando o kit
comercial para extracdo de DNA Biopur (Biometrix, Curitiba, Parand, Brasil), seguindo o
protocolo do fabricante. Apds ajuste de concentracio do DNA, obtido por densidade 6ptica,
foi realizado o método de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia especifica de
oligonucleotideos (PCR-SSO), associado a tecnologia Luminex. Neste método, o DNA
genomico foi amplificado, utilizando sequéncias “primers” loco-especificos biotinilados, para
classe I (HLA-A, -B, -C) e classe II (-DRBI1, -DQA1, -DQB1), em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seguido de hibridizacdo com
sondas complementares ao DNA, conjugadas com microesferas (beads), marcadas com
diferentes fluorocromos, para identificar sequéncias complementares do DNA amplificado,
utilizando o kit comercial SSO-LABType (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, USA),
seguindo o protocolo do fabricante. Apds hibridizacdo, a leitura dos resultados foi realizada
através do citdometro de fluxo Plataforma LABScan™100 (One Lambda, Inc.), seguida de
andlise, através do software HLA Fusion, versdo 2.0 (One Lambda, Inc.). Os resultados

obtidos foram de baixa média resolucao.

Analises estatisticas

O programa Arlequin versdao 3.11 (11) foi utilizado para os cdlculos de frequéncias
alélicas e haplotipicas e verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias
haplotipicas foram estimadas, utilizando o algoritmo de maximizacao de expectativa (método
da méxima verossimilhanga). Os programas Statistica 7.0 e o software R foram utilizados para
o célculo de frequéncia fenotipica, e na comparagdo entre as frequéncias alélicas dos grupos
étnicos. Diferencas significativas, entre as frequéncias alélicas dos grupos étnicos, foram

calculadas, utilizando o teste exato de Fisher, com correcdo de Bonferroni, para comparagdao
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multipla. Os valores de p foram considerados significativos, quando inferiores a 0,05. Valores

de odds ratio (OR) e intervalos de confianga (IC), ao nivel de 95%, foram calculados.

Resultados

Entre os 366 candidatos ao transplante renal participantes, 229 (62.6%) eram homens. O
grupo étnico predominante foi o caucasiano (60.1%), seguido pelo mestico (26.0%) e negro
(13.9%).

Todos os loci HLA investigados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0.05).
No locus A, a heterozigosidade observada foi de 86.3% e a esperada 90.0% (p = 0.396). Para
o locus B, estes valores foram de 90.2 e 94.0%, respectivamente (p = 0.074). No locus C foi
de 89.1% e 88.4% (p = 0.595), respectivamente. Para o locus DRBI1, estes valores foram de
87.1% e 89.6% (p = 0.065), respectivamente. No locus DQAT1 foi de 68.6% e 72.8% (p =
0.506), respectivamente e no locus DQB1 foi de 72.9% e 76.4% (p = 0.515), respectivamente.

A tabela 1 apresenta as frequéncias alélicas e fenotipicas HLA classe I (-A, -B e -C),
no total de amostras. Foram identificados 20 grupos alélicos HLA-A, 30 HLA-B e 14 HLA-C.
Os grupos alélicos HLA-A*02, -A*24, -B*35, -B*44, -C*07 e -C*04 foram encontrados com
frequéncia maior do que 10%.

A tabela 2 apresenta as frequéncias alélicas e fenotipicas HLA classe II (-DRBI, -
DQA1 e DQB1), no total de amostras. Foram identificados 13 grupos alélicos HLA-DRBI, 6
HLA-DQA1 e 5 HLA-DQBI. Os grupos alélicos HLA-DRBI1*03, -DRB1%*04, -DRBI1%07, -
DRBI1*11, -DRBI*13, -DQAI*01, -DQAI*02, -DQAI1%*03, -DQAI*05 -DQBI*02, -
DQBI1*03, -DQBI*05 e DQBI*06 foram encontrados com freqiiéncia maior do que 10%.

As tabelas 3 e 4 apresentam as frequéncias dos grupos alélicos, no total de amostras, e
em comparacdo com 0s grupos étnicos. Houve grande concordancia na distribuicdo das
frequéncias alélicas, entre os trés grupos étnicos. Diferengas significativas foram observadas
na frequéncia do grupo alélico HLA-A*68, na comparagdo entre caucasianos e negros (5,0% e
14.7%, respectivamente), OR: 3.27 (IC 95%: 1.51-6.90), e entre mesticos e negros (2.1 e
14.7%, respectivamente) OR: 7.96 (IC 95%: 2.44-33.91). No grupo alélico HLA-C*07 houve
diferenca significativa entre mesticos e caucasianos (15.2 e 27.0%, respectivamente), OR:
2.06 (IC 95%: 1.30-3.34).

Os haplétipos mais comuns estdo representados na tabela 5. Os haplétipos HLA-A*01

B*08 C*07 DRBI*03 DQAI*05 DQBI*02 (2.4%), A*02 B*51 C*15 DRBI*11 DQAI*05
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DQOBI*03 (0.9%) e A*24 B*35 C*04 DRBI1*11 DQAI1*05 DQBI*03 (0.9%) foram os mais
comuns no total de amostras. O haplétipo HLA-A*0I B*08 C*07 DRBI*03 DQAI*05
DQBI1*02 foi o mais frequente no grupo étnico caucasiano (2.9%) e negro (3.9), e o haplétipo
HLA-A*02-B*51-C*15-DRBI1*11 DQAI1*05-DQB1%*03 foi o mais frequente no grupo étnico
mestico (2.1%).

Discussao

No Brasil, até onde sabemos, nao existem estudos de diversidade HLA, envolvendo os loci
HLA-A, -B, -C, -DRBI1, -DQA1 e -DQBI, em candidatos ao transplante renal. Estudos, ao
redor do mundo, abordando a diversidade HLLA, em portadores de doenca renal cronica ou em
candidatos ao transplante renal sdo escassos (12). Ocorrendo, na grande maioria, estudos
envolvendo os loci HLA-A, -B e -DRBI1 (12), ou quando ha a anélise de outros loci como,
HLA-C, -DQA1 e DQBI, sdo estudos de investigacdo do perfil populacional, utilizando
individuos aparentemente saudaveis (13,14,15). No Brasil, um grande nimero de estudos de
diversidade HLA foi realizado, em diferentes regides brasileiras, utilizando individuos
sauddveis, porém, nenhum envolvendo os loci HLA-A, -B, -C, -DRBI, -DQAI1 e DQBI1
conjuntamente (8,9,10,16,17,18,19,20,21,22).

A populagdo brasileira é caracterizada por uma grande mistura de grupos étnicos,
resultado da imigracdo de populacdes oriundas de varios paises, que realizaram a colonizagdo
do Brasil, durante cinco séculos, verificando-se uma mistura inter-racial de componentes
europeus, africanos, amerindios e asidticos (7). A investigacdo de alelos e haplétipos HLA €
importante, pois fornecem dados da origem das populacdes de um determinado pais (8), além
de auxiliar em estudos de suscetibilidade as doencgas (23,24).

As amostras avaliadas, neste estudo, sdo oriundas da regido Norte/Noroeste do Estado
do Parand, localizado na regiao Sul do Brasil. A populacdo deste estado brasileiro apresenta
grande influéncia da colonizagdo européia, apresentando grande ndmero de individuos
caucasianos. No entanto, verifica-se, também, importante nimero de descendentes africanos e
amerindios em sua populagdo (8). Tal influéncia pdde ser observada nos resultados do
presente estudo, aos quais revelam grande contribuicao dos alelos HLA de origem europeia,
como o HLA-A*02, -B*35 e -B*44 (25, 26, 27,28), assim como, a ocorréncia de alelos de
origem africana, como o HLA-A*30 e -B*15 (29, 30,31).
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Devido a sua func¢do bioldgica, e elevado grau de polimorfismo, o sistema HLA tem
sido cada vez mais estudado como um marcador genético, envolvido na suscetibilidade de
varias doencas (23,24). O grupo alélico HLA-A*74 e HLA-DRBI*11 que, neste estudo,
apresentou frequéncia alélica de 1.5% e 13.9%, respectivamente, foi associado positivamente
com doenca renal cronica terminal, em um estudo com pacientes brasileiros, esperando o
transplante renal (32).

Na comparagdo geral, entre as frequéncias alélicas de todos os loci HLA investigados
e, os grupos étnicos da amostra deste estudo foram encontradas mais similaridades do que
diferencgas, sendo a distribuicdo geral em relacdo aos loci HLA-A, -B e DRBI1, semelhante aos
estudos da regiao Sul do Brasil, onde a maioria da populacdo também foi descrita como de
caucasianos (10,17).

Apenas alguns grupos alélicos HLA exibiram diferencas significativas na comparacao
das frequéncias alélicas, entre os grupos étnicos. O HLA-A*68 apresentou diferenca
significativa na comparagdo entre caucasianos € negros e entre mesticos e negros ¢ o HLA-
C*07, entre mesticos e caucasianos. Demonstrando assim que, estes alelos podem ser
caracteristicos de determinado grupo étnico, na populacido estudada. No entanto, os grupos
alélicos que possuem geralmente frequéncia elevada em caucasianos, como o HLA-A*02,
HLA-B*35, -B*44, -B*51, -C*04, -DRBI*11, -DRBI*04, -DQAI*05 e -DQBI*03
apresentaram frequéncias semelhantes e elevadas tanto em caucasianos, mesticos € negros e,
portanto, ndo demonstraram diferengas significativas, entre os trés grupos étnicos estudados.

As similaridades encontradas nas frequéncias alélicas, entre os grupos étnicos
estudados, refletem a miscigenacao de grupos étnicos da populacdo brasileira, e a dificuldade
de definir a etnia de cada individuo, com base na autodefinicdo, e utilizando somente a
avaliagdo fisica e cor. Porém, estudos de diversidade HLA auxiliam no conhecimento da
ancestralidade, e do grau de miscigena¢do de uma populacdo, sendo, portanto, importantes em
populacdes com grande mistura de etnias, como a encontrada no Brasil. Foi observado em
estudos com amostras de populagdes dos cinco continentes, diferencas entre os alelos HLA
encontrados, e aumento dessas diferencas em populagdes que apresentavam alto grau de
miscigenacdo de etnias (33,34). No entanto, um estudo de cinco diferentes amostras de
populacdes brasileiras, composta tanto de caucasianos quanto de negros, demonstrou maiores
semelhangas nas frequéncias dos alelos HLA entre essas populagdes do que diferengas (22),
como foi observado na comparacao das frequéncias HLA entre os grupos étnicos do presente

estudo.
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Muitas vezes, as frequéncias alélicas HLA do grupo étnico mestico ndo foram as
intermedidrias, entre negros e caucasianos, em raziao do grupo étnico mesti¢o ser constituido
pela mistura de diferentes populagdes de origem européia, africana ou amerindia que
colonizaram a regido estudada.

Na andlise haplotipica, foram observadas varia¢des de frequéncias dos haplétipos, de
acordo com o grupo étnico avaliado, em nossa amostra. O haplétipo HLA-A*01-B*08-C*07-
DRB1*03-DQAI1*05-DQBI1*02 foi o mais comum, no total de nossa amostra (2.4%), no
grupo étnico caucasiano (2.9%) e negro (3.9%), porém, no grupo étnico mestico nao houve a
ocorréncia de tal haplotipo. No entanto, o haplétipo HLA-A*02-B*51-C*15-DRBI1*11
DQAI1*05-DQBI1*03 foi o mais comum no grupo étnico mestico (2.1%), sendo que em
caucasianos e negros nao houve a ocorréncia de tal haplétipo. Os haplétipos, encontrados no
grupo étnico mestico, podem ser resultantes da contribuicdo de alelos HLA de diferentes
populacdes europeias, africanas ou amerindias.

Nosso estudo esta em concordancia com outros estudos, conduzidos no Sul do Brasil,
onde o haplétipo HLA-A*0I1-B*08-DRBI1*03 foi o mais frequente, no total de amostras
(10,17). Tal haplétipo também foi o mais comum em caucasianos (2,7%) e afro-brasileiro
(1,5%) no estudo do estado do Parand (18). Em relacdo a estudos de outros paises, em
americanos descendentes de europeus o haplétipo HLA-A*01-B*08-C*07-DRBI1%*03 (4.3%)
(28) e o haplétipo DRBI*03-DQA1*05-DQB1*02 (13,14%) (35) também foram os mais
frequentes. O haplotipo HLA-A*01-B*08-C*07-DRBI1*03-DQBI1*02 foi encontrado, em
populacdes caucasianas européias das Ilhas Baleares (Balearic Island) de Ibiza, Majorca e
Minorca localizadas no Mar Mediterraneo (Espanha), com frequéncia de 6.1%, 5.7% e 0.8%
respectivamente (36), e da Albania (3.1%) (37).

As frequéncias dos haplétipos deste estudo foram estimadas, utilizando-se como base
os alelos HLA identificados na amostra em estudo. O conhecimento da distribuicao de
haplétipos fornece informagdes importantes de influéncia étnica, e de ancestralidade das
populacdes em estudo, informacdes estas que, no contexto do transplante, podem auxiliar na
busca por um doador com melhor compatibilidade imunolégica HLA (10).

Em conclusdo, os dados deste estudo permitiram o conhecimento da diversidade de
alelos, fenétipos e haplotipos HLA de classe I (HLA-A, -B e -C) e classe 1l (HLA-DRBI, -
DQA1 e DQB1), em candidatos ao transplante renal da regido Norte/Noroeste do Estado do
Parand, Sul do Brasil. Tais dados serdo importantes para compreensdo da biologia da

distribuicao desses alelos em nossa populacdo, bem como em estudos de suscetibilidade a
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diferentes doencas, em pacientes portadores de doenca renal cronica; e em processos de

alocacgdo de 6rgdos para o transplante.
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Tabela 1. Frequéncias (f) alélicas e fenotipicas HLA classe I (-A, -B e -C) no total de

amostras (n=366).

HLA-A falélica f fenotipica HLA-B falélica f fenotipica HLA-C falélica f fenotipica
A*01 0.0997 0.1995 B*07 0.0669 0.1339 c*01 0.0328 0.0656
A*02 0.2500 0.5000 B*08 0.0574 0.1148 c*02 0.0738 0.1475
A*03 0.0997 0.1995 B*13 0.0150 0,0301 c*03 0.0861 0.1721
A*11 0.0560 0.1120 B*14 0.0287 0.0574 c*04 0.1489 0.2978
A*23 0.0519 0.1038 B*15 0.0820 0.1639 Cc*05 0.0383 0.0765
A*24 0.1011 0.2022 B*18 0.0478 0.0956 Cc*06 0.0970 0.1940
A*25 0.0246 0.0492 B*27 0.0328 0.0656 c*07 0.2309 0.4617
A*26 0.0451 0.0902 B*35 0.1120 0.2240 c*08 0.0328 0.0656
A*29 0.0396 0.0792 B*37 0.0096 0.0191 C*12 0.0902 0.1803
A*30 0.0546 0.1093 B*38 0.0301 0.0601 C*14 0.0246 0.0492
A*31 0.0314 0.0628 B*39 0.0355 0.0710 C*15 0.0492 0.0984
A*32 0.0232 0.0464 B*40 0.0519 0.1038 C*16 0.0533 0.,1066
A*33 0.0260 0.0519 B*41 0.0178 0.0355 c*17 0.0383 0.0765
A*34 0.0082 0.0164 B*42 0.0232 0.0464 c*18 0.0041 0.0082
A*36 0.0055 0.0109 B*44 0.1107 0.2213
A*66 0.0068 0.0137 B*45 0.0219 0.0437
A*68 0.0560 0.1120 B*47 0,0014 0.0027
A*69 0.0014 0.0027 B*48 0.0041 0.0082
A*74 0.0164 0.0328 B*49 0.0328 0.0656
A*80 0.0027 0.0055 B*50 0.0301 0.0601

B*51 0.0915 0.1831

B*52 0.0150 0.0301

B*53 0.0219 0.0437

B*54 0.0014 0.0027

B*55 0.0096 0.0191

B*56 0.0014 0.0027

B*57 0.0273 0.0546



B*58 0.0178

B*81 0.0014

B*82 0.0014

0.0355

0.0027

0.0027
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Tabela 2. Frequéncias (f) alélicas e fenotipicas HLA classe II (-DRB1, -DQAT1 e -DQB1) no

total de amostras (n=366).

HLA-DRB1 falélica f fenotipica HLA-DQA1 falélica f fenotipica HLA-DQB1 falélica f fenotipica
DRB1*01 0.0997 0.1995 DQA1*01 0.4044 0.8087 DQB1*02 0.2063 0.4126
DRB1*03 0.1079 0.2158 DQA1*02 0.1243 0.2486 DQB1*03 0.3333 0.6667
DRB1*04 0.1352 0.2705 DQA1*03 0.1448 0.2896 DQB1*04 0.0601 0.1202
DRB1*07 0.1161 0.2322 DQA1*04 0.0519 0.1038 DQB1*05 0.1954 0.3907
DRB1*08 0.0505 0.1011 DQA1*05 0.2650 0.5301 DQB1*06 0.2049 0.4098
DRB1*09 0.0137 0.0273 DQA1*06 0.0096 0.0191

DRB1*10 0.0205 0.0410

DRB1*11 0.1393 0.2787

DRB1*12 0.0123 0.0246

DRB1*13 0.1284 0.2568

DRB1*14 0.0423 0.0847

DRB1*15 0.0970 0.1940

DRB1*16 0.0369 0.0738

Tabela 3. Frequéncias (f) alélicas HLA classe I (-A, -B e -C) no total de amostras (n=366) e

comparagdes entre 0s grupos étnicos.

HLA f f f f CXM CXN OR(IC95%)  MXN OR(IC95%)
alélica alélica alélica alélica
total C M N p-valor p-valor p-valor
A*01 0.0997 0.1000 0.1053 0.0882 ns ns ns
A*02 0.2500 0.2545 0.2632  0.2059 ns ns ns
A*03 0.0997 0.0977 0.1316 0.0490 ns ns ns
A*11 0.0560 0.0591 0.0579 0.0392 ns ns ns
A*23 0.0519 0.0545 0.0421 0.0588 ns ns ns



A*24 0.1011 0.1114 0.0789 0.0980 ns ns ns

A*25 0.0246 0.0250 0.0316  0.0098 ns ns ns
A*26  0.0451 0.0409 0.0579 0.0392 ns ns ns
A*29 0.0396 0.0523 0.0263 0.0098 ns ns ns
A*30 0.0546 0.0455 0.0526  0.0980 ns ns ns
A*31 0.0314 0.0341 0.0263 0,0294 ns ns ns
A*32 0.0232 0.0295 0.0158 0.0098 ns ns ns
A*33 0.0260 0.0227 0.0105 0.0686 ns ns ns
A*34 0.0082 0.0023 0.0158 0.0196 ns ns ns
A*36  0.0055 - 0.0158  0.0098 ns ns ns
A*66 0.0068 0.0068 0.0105 - ns ns ns
A*68 0.0560 0.0500 0.0211 0.1471 ns 0.0300 3.27(1.51- 0.00108  7.96 (2.44-
6.90) 33.91)
A*69 0.0014 0.0023 - - ns ns -
A*74  0.0164 0.0068 0.0368 0.0196 ns ns ns
A*80 0.0027 0.0045 - - ns ns -
B*07 0.0669 0.0705 0.0474 0.0882 ns ns ns
B*08 0.0574 0.0727 0.0263  0.0490 ns ns ns
B*13  0.0150 0.0136 0.0263 - ns ns ns
B*14  0.0287 0.0295 0.0263 0.0294 ns ns ns
B*15 0.0820 0.0614 0.1263 0.0882 ns ns ns
B*18 0.0478 0.0636 0.0316 0.0098 ns ns ns
B*27 0.0328 0.0386 0.0263 0.0196 ns ns ns
B*35 0.1120 0.1159 0.1053 0.1078 ns ns ns
B*37 0.0096 0.0114 0.0053 0.0098 ns ns ns
B*38 0.0301 0.0273 0.0368 0.0294 ns ns ns
B*39  0.0355 0.0295 0.0316 0.0686 ns ns ns
B*40 0.0519 0.0500 0.0421 0.0784 ns ns ns
B*41 0.0178 0.0182 0.0158 0.0196 ns ns ns
B*42  0.0232 0.0091 0.0421 0.0490 ns ns ns
B*44  0.1107 0.1159 0.1000 0.1078 ns ns ns
B*45 0.0219 0.0205 0.0316 0.0098 ns ns ns

B*47  0.0014 0.0023 - - ns ns -



B*48

B*49

B*50

B*51

B*52

B*53

B*54

B*55

B*56

B*57

B*58

B*81

B*82

c*01

c*02

c*03

C*04

c*05

C*06

c*07

c*08

C*12

C*14

Cc*15

C*16

Cc*17

Cc*18

0.0041

0.0328

0.0301

0.0915

0.0150

0.0219

0.0014

0.0096

0,0014

0.0273

0,0178

0.0014

0.0014

0.0328

0.0738

0.0861

0.1489

0.0383

0.0970

0.2309

0.0328

0.0902

0.0246

0.0492

0.0533

0.0383

0.0041

0.0023

0.0364

0.0295

0.0977

0.0159

0.0182

0.0023

0.0068

0.0023

0.0227

0.0136

0.0023

0.0341

0.0682

0.0636

0.1568

0.0386

0.1000

0.2705

0.0364

0.0932

0.0205

0.0477

0.0500

0.0205

0.0053

0.0263

0.0421

0.1000

0.0158

0.0211

0,0158

0.0368

0.0158

0.0368

0.0895

0.1053

0.1316

0.0421

0.1105

0.1526

0.0211

0.0895

0.0368

0.0474

0.0632

0.0632

0.0105

0.0098

0.0294

0.0098

0.0490

0.0098

0.0392

0,0098

0.0294

0.0392

0.0098

0.0196

0.0686

0.1471

0.1471

0.0294

0.0588

0.2059

0.0392

0.0784

0.0196

0.0588

0.0490

0.0686

0.0098

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0.0196 2.06 (1.30-
3.34)

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

C, caucasianos; M, mesticos; N, negros.

- .Nao ocorreu neste grupo.

ns, ndo significativo.
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Tabela 4. Frequéncias (f) alélicas HLA classe II (-DRB1, -DQA1 e -DQB1) no total de

amostras (n=366) e comparagdes entre os grupos étnicos.

HLA falélica falélicaC falélicaM  falélicaN CXM p- CXN p- M XN p-
Total valor valor valor
DRB1*01 0.0997 0.0886 0.1105 0.1275 ns ns ns
DRB1*03 0.1079 0.1136 0.0895 0.1176 ns ns ns
DRB1*04 0.1352 0.1364 0.1316 0.1373 ns ns ns
DRB1*07 0.1161 0.1341 0.0895 0.0882 ns ns ns
DRB1*08 0.0505 0.0477 0.0474 0.0686 ns ns ns
DRB1*09 0.0137 0.0159 0.0105 0.0098 ns ns ns
DRB1*10 0.0205 0.0227 0.0211 0.0098 ns ns ns
DRB1*11 0.1393 0.1364 0.1368 0.1569 ns ns ns
DRB1*12 0.0123 0.0068 0.0263 0.0098 ns ns ns
DRB1*13 0.1284 0.1250 0.1632 0.0784 ns ns ns
DRB1*14 0.0423 0.0477 0.0316 0.0392 ns ns ns
DRB1*15 0.0970 0.0864 0.1053 0.1275 ns ns ns
DRB1*16 0.0369 0.0386 0.0368 0.0294 ns ns ns
DQA1*01 0.4044 0.3909 0.4474 0.3824 ns ns ns
DQA1*02 0.1243 0.1386 0.1000 0.1078 ns ns ns
DQA1*03 0.1448 0.1432 0.1421 0.1569 ns ns ns
DQA1*04 0.0519 0.0455 0.0579 0.0686 ns ns ns
DQA*05 0.2650 0.2705 0.2526 0.2647 ns ns ns
DQA1*06 0.0096 0.0114 0.0000 0.0196 ns ns ns
DQB1*02 0.2063 0.2318 0.1684 0.1667 ns ns ns
DQB1*03 0.3333 0.3205 0.3316 0.3922 ns ns ns
DQB1*04 0.0601 0.0614 0.0579 0.0588 ns ns ns
DQB1*05 0.1954 0.1909 0.2053 0.1961 ns ns ns
DQB1*06 0.2049 0.1955 0.2368 0.1863 ns ns ns

C, caucasianos; M, mesticos; N, negros.
- .Nao ocorreu neste grupo.

ns, ndo significativo
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Tabela 5. Frequéncia dos 10 haplétipos HLA mais comuns no total de amostras (n=366) e nos

diferentes grupos étnicos.

Haplétipo Total caucasianos Mesticos Negros
HLA-A-B-C-DRB1-DQA1-DQB1

A*01-B*08-C*07-DRB1*03-DQA1*05- DQB1*02 0.0246 0.0295 - 0.0392
A*02-B*51-C*15-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 0.0096 - 0.0210 -
A*24-B*35-C*04-DRB1*11-DQA1*05-DQB1*03 0.0094 0.0159 - 0.0098
A*11-B*35-C*04-DRB1*01-DQA1*01-DQBI1*05 0.0082 0.0114 - -
A*02-B*35-C*04-DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02 0.0082 0.0090 - -
A*02-B*07-C*07-DRB1*01-DQA1*01-DQB1*05 0.0082 0.0045 - -
A*26-B*38-C*12-DRB1*13-DQA1*01-DQB1*06 0.0082 0.0068 0.0105 -
A*03-B*07-C*07-DRB1*15-DQA1*01-DQB1*06 0.0082 0.0045 - -
A*02-B*40-C*03-DRB1*04-DQA1*03-DQB1*03 0.0080 0.0102 - -
A*02-B*39-C*12-DRB1*16-DQA1*0- DQB1*05 0.0068 0.0091 - -

- .Nao ocorreu neste grupo.
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Artigo 3: “Avaliacao da resposta imune humoral aos antigenos leucocitarios humanos

em brasileiros candidatos ao transplante renal”.
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Resumo

A sensibiliza¢do pré-transplante aos antigenos leucocitarios humanos (HLA) € um fator de
risco para a faléncia do enxerto. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta imune humoral
aos antigenos HLA, em 269 pacientes renais cronicos, candidatos ao transplante renal da
regido Norte/Noroeste do Estado do Parand, Brasil. A tipificacdo HLA foi realizada pelo
método de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia especifica de oligonucleotideos (PCR-
SSO) associado a tecnologia Luminex pelo kit comercial SSO-LABType (One Lambda, Inc.,
Canoga Park, CA, USA). A determinacao do percentual de reatividade contra painel (PRA) e
especificidades de anticorpos anti-HLA foram realizados, utilizando os Kkits comerciais
LS1PRA e LS2PRA (One Lambda, Inc.), através da tecnologia Luminex. O grupo com PRA
positivo consistiu de 182 (67.7%) pacientes, € o grupo com PRA negativo 87 (32.3%)
pacientes. Apenas o gé€nero apresentou diferenca significativa entre os dois grupos. Entre os
182 pacientes com PRA positivo, 62 (34.1%), eram classe I positivos e classe II negativos; 39
(21.4%) eram classe I negativos e classe II positivos; 81 (44.5%) eram classes I e II positivos.
Os grupos alélicos HLA-A*02, -A*24, -A*01, -B*44, -B*35, -B*15 -DRB1*11, -DRBI1*04 e -
DRBI1*13 foram os mais frequentes. As especificidades de anticorpos anti-HLA mais comuns
foram: A34; B57; C15; C16; DR51; DQ8 e DP14. Os dados do presente estudo permitiram o
conhecimento do perfil de anticorpos anti-HLA, em pacientes renais cronicos, em lista de
espera por um 6rgdo na regidao Norte/Noroeste do Parand, sendo observada alta sensibilizacdao

aos antigenos HLA (PRA positivo) na amostra estudada.
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Introducao

Desde a década de 1960, ja se conhece a importancia dos anticorpos anti-HLA no transplante
de orgdos [1]. Vérios estudos evidenciaram que, individuos que sofreram uma rejeicao
hiperaguda de um 6rgdo, ou episédios de rejeicdo aguda, sendo este o primeiro enxerto ou
retransplante, podem apresentar em seus soros anticorpos anti-HLA [1-3]. Estes anticorpos
podem ser formados, em decorréncia de gestagcdes [4-6] e transfusdes sanguineas [6, 7], além
de transplantes prévios [6, 8].

A detecg@o dos anticorpos anti-HLA € uma ferramenta importante para o sucesso do
transplante [2, 9] uma vez que, a sensibiliza¢do pré-transplante aos antigenos HLA € um fator
de risco para a faléncia do enxerto [10, 11]. Pacientes com elevados percentuais de
reatividade contra painel (PRA) apresentam probabilidades maiores de rejei¢ao [10-12].

Estudos sobre o perfil imunoldgico relacionado a anticorpos anti-HLA classe I (A, B e
C) e classe II (DR, DQ e DP), em populacdes de brasileiros, candidatos ao transplante renal,
sa0 escassos, particularmente no Estado do Parand. Diante do exposto, o objetivo deste estudo
foi avaliar a resposta imune aos antigenos HLA em pacientes renais cronicos, candidatos ao

transplante renal, da regido Norte/Noroeste do Estado do Parand, Brasil.

Materiais e métodos

Pacientes

O estudo foi realizado com 269 pacientes renais cronicos, que estavam cadastrados nas
centrais regionais de transplantes da regido Norte e Noroeste do Estado do Parand, Brasil, em
julho de 2010. Somente foram incluidos pacientes com cadastros atualizados (pacientes
ativos/potenciais receptores). Os dados referentes as caracteristicas demograficas, e de
potenciais fatores de risco para o desenvolvimento de anticorpos anti-HLA (transfusoes,
gestacdes e transplantes prévios) foram informados pelas centrais de transplantes e clinicas de
hemodiélise.

De acordo com os resultados de percentual de reatividade contra painel (PRA), os
pacientes foram divididos em grupos de PRA negativo (PRA=0) e PRA positivo (PRA>0).

Posteriormente, pacientes com PRA positivo foram subdivididos em 2 grupos, de acordo com
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o valor de PRA classe I e classe II, separadamente. O grupo 1 incluiu pacientes com PRA
entre 1% a 50%, e o grupo 2 incluiu pacientes com PRA entre 51% a 100% .
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual

de Maringd, Parand, Brasil (Parecer n® 333/2011).

Extracdo de DNA e tipificacdo HLA classe I e 11

Para a realizacdo da tipificacio HLA, foram coletados 5 mL de sangue total por meio de
puncdo venosa em tubos a vacuo (Vacutainer; Becton and Dickson, Oxford, Inglaterra),
contendo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. Em seguida, foi
realizada a extracdo do DNA genomico pelo método de separacao por coluna, utilizando o kit
comercial para extragdo de DNA Biopur (Biometrix, Curitiba, Parand, Brasil), seguindo o
protocolo do fabricante. Apds ajuste de concentracio do DNA, obtido por densidade 6ptica,
foi realizado o método de reacdo em cadeia da polimerase-sequéncia especifica de
oligonucleotideos (PCR-SSO), associado a tecnologia Luminex, kits comerciais SSO-
LABTYype para classe I (HLA-A, -B) e classe II (HLA-DRB1) (One Lambda, Inc., Canoga
Park, CA, USA), que apresentam resultados de baixa e média resolucao, seguindo o protocolo
do fabricante. Apds o processamento das amostras, foi realizada a leitura de resultados através

do citdmetro de fluxo Plataforma LABScan™100 (OneLambda, Inc.), seguida de anélise

através do software HLLA Fusion versao 2.0. (One Lambda, Inc.).

Determinacdo do percentual de reatividade contra painel (PRA) e de especificidades de

anticorpos HLA

Para determinag¢do do percentual de reatividade contra painel (PRA) e especificidades de
anticorpos anti-HLA foram utilizados os soros dos pacientes e os kits LSIPRA e LS2PRA
(One Lambda, INC, Canoga Park, CA, USA), associado a tecnologia Luminex, seguindo o
protocolo do fabricante. Apds o processamento das amostras, foi realizada a leitura de
resultados através do citdometro de fluxo Plataforma LABScan''100 (One Lambda, Inc.),
seguida de andlise através do software HLA Fusion versao 2.0 (One Lambda, Inc.), utilizando
para andlise a fluorescéncia minima recomendada pelo fabricante (intensidade de

fluorescéncia mediana igual ou maior que 500).
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Andlises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas através do programa Statistica 7. As
frequéncias alélicas e fenotipicas foram calculadas por contagem direta. O teste exato de
Fisher foi utilizado na comparagcdo das caracteristicas demogréficas e potenciais fatores de
risco para o desenvolvimento de anticorpos anti-HLA, entre os grupos em estudo. O nivel de

significancia do teste estatistico adotado foi de 95% (p < 0.05).

Resultados

As caracteristicas demograficas e potenciais fatores de risco para o desenvolvimento de
anticorpos anti-HLA, de acordo com resultado de PRA, estdo representados na tabela 1.

O grupo com PRA positivo consistiu de 182 (67.7%) pacientes, e o grupo com PRA
negativa 87 (32.3%) pacientes. Apenas o género apresentou diferenga significativa entre os
dois grupos. O grupo PRA positivo apresentou maior nimero de individuos do género
feminino, e o grupo PRA negativo, maior nimero de individuos do género masculino.

As frequéncias dos grupos alélicos HLA-A, -B e -DRBI1 dos pacientes podem ser
observadas na tabela 2. Os grupos alélicos HLA-A*02, -A*24 e -A*01 foram os mais
frequentes para o locus A. No locus B os grupos alélicos mais frequentes foram HLA-B*44, -
B*35 e -B*15, e no locus DRB1 os grupos alélicos HLA-DRBI1*11, -DRBI1*04 e -DRB1*13
foram os mais comuns.

A distribui¢do de anticorpos anti-HLA, de acordo com a porcentagem de PRA, esta
demonstrada na tabela 3.

Entre os 182 pacientes com PRA positivo, 62 (34.1%) eram classe I positivos e classe
II negativos; 39 (21.4%) eram classe I negativo e classe II positivos; 81 (44.5%) eram classes
I e II positivos. De acordo com as porcentagens de PRA de classe I, 97 (67.8%) pacientes
foram do grupo 1 e 46 (32.2%) foram do grupo 2. Para classe II, 69 (57.5%) pacientes foram
do grupo 1 e 51 (42.5%) foram do grupo 2.

A frequéncia geral de anticorpos anti-HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ e -DP, no grupo de
pacientes com PRA positivo, estd representado nas tabelas 4 e 5. As especificidades de

anticorpos anti-HLA mais frequentes foram: A34; B57; C15; C16; DR51; DQS8 e DP14.

Discussao
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Muitos estudos demonstraram a importancia dos antigenos HLA no transplante de 6rgaos, e o
efeito que, os anticorpos anti-HLA possuem na sobrevida e rejeicao de enxertos [1-3, 13]. Por
este motivo, antes do transplante ser realizado, hd necessidade de garantir a melhor
compatibilidade imunoldgica entre o doador e o receptor. Além da compatibilidade, €
necessario averiguar a existéncia de anticorpos pré-formados, uma vez que, a presenga desses
anticorpos, no receptor contra antigenos especificos do doador, pode resultar em uma resposta
deletéria ao transplante [1, 9]. Desse modo, a defini¢do das especificidades de anticorpos anti-
HLA, no soro de pacientes renais cronicos, candidatos ao transplante, ¢ de suma importancia.

A producao de anticorpos anti-HLA ocorre como resultado de eventos sensibilizantes
[4-8]. No entanto, podem haver diferengas interindividuais para o desenvolvimento desses
anticorpos. Diferentemente de resultados de estudos, realizados em outros paises [14-16], a
maioria dos pacientes avaliados, neste estudo, apresentou PRA positivo (67.7%). No entanto,
as metodologias utilizadas para determinacao do percentual de reatividade contra painel foram
diferentes entre os estudos. O elevado nimero de pacientes sensibilizados para os antigenos
HLA, também, pode ser explicado, em parte, pela ndo utilizacdio do monitoramento pré-
transplante de anticorpos anti-HLA, como critério para realizacdo de transfusdes sanguineas
mais seletivas, ndo atentando para a possibilidade de sensibilizacdo destes pacientes aos
antigenos HLA, através das transfusdes sanguineas.

Diversos estudos relataram as gestacdes, transfusdes sanguineas e os transplantes
prévios, como os potenciais fatores de risco para desenvolvimento de anticorpos anti-HLA [6,
17]. A grande maioria dos pacientes investigados, neste estudo, ja realizou transfusdes
sanguineas (59,5%), alguns pacientes ja realizaram transplantes prévios (7,4%) e a maioria
das mulheres ja teve gestagoes (79,4%).

O processo de gestagdo como fator imunogénico na produgdo de anticorpos da mae
contra os antigenos do pai que o feto carrega, ja foi relatado por diversos estudos [4, 5].
Estudos de Heise et al. (2001) [14], Ozdemir et al. (2004) [15] e Karahan et al. (2009) [16]
encontraram associacdo da gestacdo com a producdo de anticorpos anti-HLA. No presente
estudo, a grande maioria das pacientes ja teve gestacdes, e podem ter sido sensibilizadas nesse
processo. No entanto, os grupos PRA positivo e negativo nao diferiram quanto a esse
potencial fator de risco para o desenvolvimento de anticorpos anti-HLA. Uma possivel

explicacdo pode estar na existéncia de compatibilidade materna aos antigenos HLA do pai que
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o feto carrega, ou na imunogenicidade (maior ou menor) de determinados antigenos HLA, aos
quais a gestante possa ter entrado em contato, através do feto.

A transfusdo sanguinea continua sendo um importante fator de sensibilizacdo em
pacientes em hemodidlise. Apesar do emprego da eritropoetina recombinante humana em
pacientes em hemodidlise, ter resultado em melhora no nivel de hemoglobina e nos sintomas
da anemia, reduzindo significativamente o nimero de transfusdes necessdrias, sua utilizagao
nao eliminou completamente a necessidade de transfusdes sanguinea por parte dos pacientes
[18-20].

Foram poucos os pacientes que realizaram transplantes prévios. O transplante de
orgdos sofreu grande progresso, tanto na terapia imunossupressora, quanto nos exames €
acompanhamentos laboratoriais. Este progresso reflete no nimero de casos de rejeicado e,
consequentemente, na redu¢do do nimero de pacientes que retornam a fila de espera, apés um
transplante mal sucedido. Phelan et al. (2012) [21] acompanharam 2.381 transplantados
renais, observando que, apenas 190 pacientes apresentaram rejeicdo. Os mesmos autores
relataram uma diminuicdo dos casos de rejei¢ao, no decorrer dos anos, sendo de 7% em 1990
e menos de 1% em 2009.

No entanto, os grupos PRA positivo e negativo ndo diferiram quanto aos potenciais
fatores de risco para o desenvolvimento de anticorpos anti-HLA, diferente dos resultados
encontrados em estudos realizados em outros paises [14-16]. Porém, o presente estudo foi
realizado em uma amostra de renais cronicos brasileiros, diferindo também dos demais
estudos, por apresentar maior nimero de pacientes com PRA positivo em relagdo ao PRA
negativo, além de utilizar uma metodologia de determinacdo de PRA e anticorpos anti-HLA
diferente.

Entre os pacientes com PRA positivo, foi observado elevado nimero de pacientes
positivos para ambas as classes (I e II) de anticorpos anti-HLA (44.5%). Consequentemente,
como esperado, foi elevado também o nimero de loci HLA, aos quais os anticorpos eram
reativos no grupo com PRA entre 51% a 100% (grupo 2) em relagdo ao grupo com PRA,
entre 1% a 50% (grupo 1), para as duas classes de anticorpos anti-HLA.

Foi observado que, uma parcela importante dos pacientes com PRA positivo
apresentaram PRA entre 51% a 100%, demonstrando alto grau de sensibilizac@o aos antigenos
HLA, tanto de classe I quanto de classe II, em pacientes renais neste estudo.

Nosso estudo também apresentou a frequéncia de especificidades de anticorpos anti-

HLA-C e anti-HLA-DP, geralmente, pouco explorados em estudos de perfis de anticorpos. A
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significancia clinica de anticorpos anti-HLA-C e anti-HLA-DP pré-transplante ndo tem sido
muito investigado, apesar de estudos ja terem relatado o efeito de HLA-C e -DP sobre a
sobrevivéncia do enxerto renal. Estudos com pacientes HLA-C incompativeis demonstraram
um aumento na chance de rejeicdo aguda [22, 23], rejeicao hiperaguda [24], rejeicdo mediada
por anticorpos aguda [25, 26] e rejei¢ao cronica [27], na presenca de anticorpos anti-HLA-C.
Qiu et al. (2005) [28] detectaram anticorpos anti-HLA-DP, em uma frequéncia maior, em
pacientes que rejeitaram seus enxertos, do que aqueles com enxerto funcionante, encontrando
anticorpos anti-HLA-DP em 5.1% de 138 receptores de transplante renal com enxertos
funcionantes, e em 19.5% de 185 pacientes com enxertos rejeitados, atentando para o fato de
13% dos pacientes que, haviam rejeitado o enxerto, apresentaram apenas anti-HLA-DP, como
anticorpo anti-HLA [28]. Relatos de rejeicdo aguda [25, 29, 30] e rejei¢do mediada por
anticorpos cronica [31], em receptores de transplante renal, na presenca de anticorpos anti-
HLA-DP também foram realizados. Justificando-se, portanto, a importancia do conhecimento
e estudo das especificidades desses anticorpos, com a finalidade de melhorar a sobrevida do
enxerto.

A frequéncia de grupos alélicos HLA encontrada neste estudo foi semelhante ao de
individuos sauddveis do Sul do Brasil [32-34]. A populacdo brasileira é uma das mais
heterogéneas do mundo, sendo composta por diversos grupos étnicos [35], e de acordo com o
grupo étnico predominante, na regiao estudada, podem ocorrer variagdes nas frequéncias dos
alelos HLA [33, 36, 37]. As amostras avaliadas, no presente estudo, sdo oriundas do Estado
do Parana, Sul do Brasil. Esse estado brasileiro, assim como os demais estados do Sul do
Brasil, é caracterizado pela forte influéncia da colonizacdo europeia, mas apresenta
importante ndmero de descendentes africanos e amerindios em sua populagdo [36]. Tal
influéncia pode ser observada nos resultados deste estudo que, revelaram enorme contribui¢do
de grupos alélicos HLA de origem europeia, como o HLA-A*24 e -B*44 [38-40], assim como,
a ocorréncia de grupos alélicos de influéncia africana, como o HLA-A*30 e -B*15 [41, 42].

Os grupos alélicos HLA mais frequentes, no presente estudo, foram HLA-A*02, -
A*24, -A*01, -B*44, -B*35, -B*15, -DRBI*11, -DRB1*04 e -DRBI*I3. Enquanto as
especificidades de anticorpos anti-HLA para os loci A, B e DR mais frequentes foram A34,
A24, A68, B57, B58, B27, DR51, DR12 e DR9. Houve semelhancas, mas também diferencas,
entre os grupos alélicos HLA, e as especificidades de anticorpos anti-HLA encontrados neste
estudo, o que estd em concordancia com os resultados encontrados, em outro estudo de

correlacdo, entre frequéncia de alelos HLA e anticorpos anti-HLA, em candidatos ao
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transplante renal [43]. Antigenos HLA incompativeis, geralmente, produzem um anticorpo
especifico para esse antigeno. Desse modo, seria de esperar que, a frequéncia de
especificidade do anticorpo anti-HLA se correlacionaria, naturalmente, com a frequéncia do
fendtipo na populagdo, ou seja, se um fenétipo HLA possui frequéncia baixa na populagdo, os
anticorpos, especificos para este fenétipo, também seriam raros. No entanto, Idica et al., 2006
[44] demonstraram que, a imunizag¢do contra fendtipos de frequéncia baixa pode ocorrer
frequentemente, corroborando com os resultados encontrados no presente estudo. Foi
observado, no presente estudo que, antigenos poucos frequentes, como A34, A68, B5S8, DRO,
DR12 estdo entre os que mais induziram a produ¢do de anticorpos anti-HLA. Esta constatacao
também pode ser explicada pela mistura de grupos étnicos da populacdo brasileira, levando a
uma variedade de combina¢des de haplédtipos e alelos HLA e, consequentemente, maiores
probabilidades de incompatibilidades HLA e sensibilizagdo aos antigenos HLA.

Heise et al. (2001) [14] e Karahan et al. (2010) [16] evidenciaram que, determinados
fendtipos HLA podem estar associados ao desenvolvimento de anticorpos anti-HLA, em
pacientes renais cronicos. Karahan et al. (2010) [16] demonstraram que, as frequéncias dos
fendtipos HLA-A3, HLA-A66 e HLA-B18 foram significantemente elevadas em pacientes
PRA positivos, em relacdo aos pacientes PRA negativos e que, o alelo DRB1*07 foi mais
frequente em pacientes com histérico de eventos de sensibilizagdo e ndao producdo de
anticorpos anti-HLA, sugerindo que, o DRB1*07 pode ser associado ao baixo risco de
formacgdo de anticorpos anti-HLA. Heise et al. (2001) [14] encontraram associagdo positiva
para o desenvolvimento de anticorpos anti-HLA com os fen6tipos HLA de classe I (HLA-
A10, -A19, -A36, -B42 e -B53), e associagdes negativas com os fendtipos HLA classe 1 (A1,
A2, All; B8, B12, B40) e classe II (DR1, DR4, DR7). Ainda no mesmo estudo, foi
apresentado o fen6tipo DR3 associado a elevados valores de PRA, e baixa sobrevida do
enxerto, e os fenotipos DR1 e DR4 associados com baixos valores de PRA, e boa sobrevida
do enxerto. No entanto, alguns fenétipos HLA, como o HLA-A2 e -B18, que demonstraram
associagdes negativas ou positivas nestes estudos, sdo frequentes, tanto em pacientes renais
cronicos do presente estudo, quanto em populacdes de individuos saudéveis [33, 34]. Estes
estudos corroboram para a importancia do conhecimento da diversidade HLA, e perfil de
anticorpos dirigidos ao sistema HLA, no contexto dos transplantes.

As limitagdes do presente estudo estdo, particularmente, na utilizagdo de pequeno
nimero de amostras, e nas dificuldades para obteng¢do de informacdes de sensibilizacdo

(gestacOes, transfusdes sanguineas e transplantes prévios), em virtude da maioria das clinicas
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de hemodidlise e centrais de transplantes ndo possuirem um sistema de dados eficiente e
atualizado para tais informacdes. As transfusdes sanguineas nao foram avaliadas pelo nimero
de transfusdes realizadas, em razdo das diferentes centrais de transplantes e clinicas de
hemodidlise divergirem quanto ao nimero de bolsas de hemoderivados correspondentes a
transfusdes sanguineas. Apesar dessas limitacdes, o presente estudo revelou dados
importantes sobre a sensibiliza¢ao aos antigenos HLA.

Os dados deste estudo permitiram o conhecimento do perfil de anticorpos anti-HLA,
em pacientes renais cronicos, em lista de espera por um 6rgdo da regido Norte/Noroeste do
Parand, sendo observada alta sensibilizacdo aos antigenos HLA (PRA positivo), na amostra
estudada. A avaliacdo da resposta imune aos antigenos HLLA, na fase pré-transplante, podera
contribuir para futuros estudos de associac@o de alelos HLA, e desenvolvimento de anticorpos
anti-HLA em pacientes brasileiros, portadores de doenca renal cronica e, para o entendimento

de futuros eventos, relacionados a aceitacao ou rejei¢ao de enxertos.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas e potenciais fatores de risco para o desenvolvimento

de anticorpos anti-HLA de acordo com resultado de PRA.

PRA - Positivo PRA - Negativo p - valor
(n=182) (n=87)
Idade média (anos) 52.0+13.2 524 +£12.0
Género
Masculino 106 (58.2%) 66 (75.9%)
Feminino 76 (41.8%) 21 (24.1%) 0.0064
Grupo étnico
Caucasiano 104 (57.1%) 52 (59.7%)
Mestigos 54 (29.7%) 16 (18.4%)
negros 20 (11.0%) 14 (16.1%)
orientais 4 (2.2%) 5 (5.8%)
Potenciais fatores de risco

Meédia de duragdo da didlise (anos) 7.0+£3.8 6.3+34
Alguma transfusdo (n° de pacientes) 110 (60.4%) 50 (57.5%)
Alguma Gravidez (n° de mulheres) 62 (81.6%) 15 (71.4%)
Histéria de Transplante prévio (n° de
pacientes) 16 (8.8%) 4 (4.6%)

Tabela 2. Frequéncias alélicas e fenotipicas HLA (-A, -B e -DRB1) no total de pacientes.

HLA- frequéncia frequéncia HLA- Frequéncia frequéncia @ HLA- frequéncia Frequéncia
A* alélica fenotipica  B* alélica fenotipica DRBI1* alélica fenotipica
01 0.1041 0.2082 07 0.0613 0.1227 01 0.0855 0.1710
02 0.2416 0.4833 08 0.0558 0.1115 03 0.1097 0.2193
03 0.0892 0.1784 13 0.0186 0.0372 04 0.1338 0.2677
11 0.0651 0.1301 14 0.0260 0.0520 07 0.1115 0.2230
23 0.0446 0.0892 15 0.0874 0.1747 08 0.0558 0.1115
24 0.1152 0.2305 18 0.0390 0.0781 09 0.0204 0.0409
25 0.0316 0.0632 27 0.0242 0.0483 10 0.0260 0.0520
26 0.0372 0.0743 35 0.1041 0.2082 11 0.1357 0.2714
29 0.0242 0.0483 37 0.0112 0.0223 12 0.0093 0.0186
30 0.0520 0.1041 38 0.0279 0.0558 13 0.1301 0.2602



31

32

33

34

36

66

68

69

74

80

0.0335

0.0279

0.,0279

0.0093

0.0074

0.0112

0.0576

0.0019

0.0149

0.0037

0.0669

0.0558

0.0558

0.0186

0.0149

0.0223

0.1152

0.0037

0.0297

0.0074

39

40

41

42

44

45

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

81

82

0.0409

0.0651

0.0186

0.0242

0.1059

0.0223

0.0019

0.0093

0.0316

0.0335

0.0836

0.0204

0.0242

0.0056

0.0112

0.0019

0.0260

0.0149

0.0019

0.0019

0.0818

0.1301

0.0372

0.0483

0.2119

0.0446

0.0037

0.0186

0.0632

0.0669

0.1673

0.0409

0.0483

0.0112

0.0223

0.0037

0.0520

0.0297

0.0037

0.0037

14

15

16

0.0446

0.1078

0.0297

0.0892

0.2156

0.0595
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Tabela 3. Distribuicdo de anticorpos anti-HLA de acordo com a porcentagem de PRA.

Grupo 1 Grupo 2
PRA =1% - 50% PRA =51% - 100%
Anti-Classe I
(N=143)
Anti-locus A 23 4
Anti-locus B 42 0
Anti-locus C 1 0
Anti-locus A+B 26 29
Anti-locus A+C 0 0
Anti-locus B+C 2 0
Anti-locus A+B+C 3 13
Anti-classe II
(N=120)
Anti-locus DR 21 4
Anti-locus DQ 10 1
Anti-locus DP 0 0
Anti-locus DR+DQ 36 38
Anti-locus DR+DP 0 0
Anti-locus DQ+DP 0 0

Anti-locus DR+DQ+DP 2 8




Tabela 4. Frequéncia de anticorpos anti-HLA de classe I nos pacientes com PRA positivo.

anti-HLA-A frequéncia anti-HLA-B frequéncia anti-HLA-C frequéncia

anti-Al 0.1758 anti-B7 0.1484 anti-C1 0.0055
anti-A2 0.2143 anti-B8 0.1374 anti-C4 0.0220
anti-A3 0.0714 anti-B13 0.0989 anti-C6 0.0110
anti-Al1 0.0989 anti-B18 0.1044 anti-C7 0.0055
anti-A23 0.1978 anti-B27 0.1703 anti-C9 0.0055
anti-A24 0.2308 anti-B35 0.1538 anti-C12 0.0110
anti-A25 0.1319 anti-B37 0.0330 anti-C14 0.0110
anti-A26 0.0879 anti-B38 0.0495 anti-C15 0.0330
anti-A29 0.0769 anti-B39 0.1044 anti-C16 0.0330
anti-A30 0.0769 anti-B41 0.0440 anti-C18 0.0055
anti-A31 0.1044 anti-B42 0.1374
anti-A32 0.1319 anti-B44 0.0934
anti-A33 0.1264 anti-B45 0.0934
anti-A34 0.2473 anti-B46 0.0055
anti-A36 0.1154 anti-B47 0.0385
anti-A66 0.1429 anti-B48 0.1319
anti-A68 0.2253 ant-B49 0.1154
anti-A69 0.1868 anti-B50 0.1209
anti-A74 0.0385 anti-B51 0.1209
anti-A80 0.0824 anti-B52 0.1264

anti-B53 0.1154

anti-B54 0.1044

anti-B55 0.1044

anti-B56 0.1484

anti-B57 0.2088

anti-B58 0.1813

anti-B59 0.0604

anti-B60 0.1593

anti-B61 0.1374

anti-B62 0.0934

anti-B63 0.1319

anti-B64 0.0769

anti-B65 0.1044

anti-B67 0.1538

anti-B71 0.0659

anti-B72 0.0659

anti-B73 0.0275

anti-B75 0.0604

anti-B76 0.0659

anti-B78 0.0989

anti-B81 0.1374

anti-B82 0.0769




Tabela 5. Frequéncia de anticorpos anti-HLA de classe II nos pacientes com PRA positivo.

anti-HLA-DR frequéncia anti-HLA-DQ frequéncia anti-HLA-DP frequéncia

anti-DR1 0.2308 anti-DQ2 0.0934 anti-DP1 0.0055
anti-DR4 0.2198 anti-DQ4 0.0769 anti-DP2 0.0055
anti-DR7 0.2143 anti-DQ5 0.0714 anti-DP3 0.0110
anti-DR8 0.2198 anti-DQ6 0.0989 anti-DP4 0.0055
anti-DR9 0.2747 anti-DQ7 0.2088 anti-DP5 0.0110
anti-DR10 0.1538 anti-DQS8 0.3132 anti-DP13 0.0110
anti-DR11 0.1484 anti-DQ9 0.2967 anti-DP14 0.0165
anti-DR12 0.2802 anti-DP18 0.0055

anti-DR13 0.1923
anti-DR14 0.1374
anti-DR15 0.2033
anti-DR16 0.2473
anti-DR17 0.1868
anti-DR18 0.1703
anti-DR51 0.2912
anti-DR52 0.1209
anti-DR53 0.1868
anti-DR103 0.1923
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2. CAPITULO III

3.1. CONCLUSOES

Como opg¢do, apresentamos neste topico as conclusdes gerais da dissertagdo. As
conclusdes especificas estdo ao longo dos trés artigos que, compdem esta dissertacao.

Os dados deste estudo serviram como base para o conhecimento das frequéncias de
alelos, fenétipos e haplotipos HLA classe I (HLA-A, -B e -C) e classe 1 (HLA-DRBI, -
DQAT1 e -DQBI) e do perfil de anticorpos anti-HLA em candidatos ao transplante renal da
regido Norte/Noroeste do Estado do Parand, Brasil.

Observamos maiores similaridades do que diferencas, na comparacdao geral das
frequéncias alélicas HLA, entre os grupos étnicos deste estudo. A distribuicao, tanto de alelos,
quanto de haplétipos HLA de candidatos ao transplante renal foi muito semelhante a de
estudos abrangendo populacdes sauddveis da regido Sul do Brasil. Devido a maior parte da
populacdo do Sul do Brasil ser de origem caucasiana, e de descendéncia europeia, os alelos e
haplétipos HLA encontrados, neste estudo, refletem a origem genética dos povos que,
participaram ativamente na coloniza¢do tanto do Estado do Parand, quanto dos demais estados
do Sul do Brasil.

Foi observada, também, alta sensibilizacao aos antigenos HLA classe I e II, entre os
pacientes investigados, onde a grande maioria apresentou PRA positiva, e grande diversidade

de especificidades de anticorpos anti-HLA.
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3.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

O conhecimento da distribuicdo de alelos e haplétipos HLA, na populacdao de
candidatos ao transplante renal e em diferentes grupos étnicos, poderd contribuir em estudos
de associacdo e suscetibilidade a diversas doengas, aos quais os pacientes portadores de
doenca renal cronica sdo acometidos, bem como auxiliar em futuros estudos de implicac¢des
dessa diversidade alélica para o desenvolvimento de anticorpos.

A determinagdo dos alelos HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1 e -DQB1, em uma amostra
de candidatos ao transplante renal, também auxiliard na futura padronizagdo do painel virtual,
para realizacdo da reatividade contra painel (PRA) virtual, como teste de auxilio na
investigacdo pré-transplante, pois permitirdi que a reatividade obtida seja, de fato,
correspondente aos antigenos da populagao de nossa regiao.

A avaliacdo da resposta imune aos antigenos HLA contribuird para o entendimento de

futuros eventos relacionados a aceitacdo ou rejei¢do do enxerto.



