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Polimorfismo HLA e Duffy em candidatos ao transplante renal da regiéo

Norte/Noroeste do Estado do Parana

RESUMO

Os sistemas leucocitario humano (HLA) e eritrocitario Duffy sdo considerados antigenos de
histocompatibilidade principais e secundarios, respectivamente, e podem ser potenciais
biomarcadores para a doenca renal crénica (DRC). Nesse estudo, foi avaliado o polimorfismo
dos grupos alélicos HLA e antigenos Duffy, em pacientes portadores de DRC, a espera de um
transplante. A tipificacdo HLA foi realizada pelo método de reacdo em cadeia da polimerase-
sequéncia especifica de oligonucleotideos (PCR-SSO), associado a tecnologia Luminex. Para
a definicdo dos fenotipos eritrocitarios Duffy foi utilizado o método de aglutinacdo em
colunas de gel, com anti-soros monoclonais anti-Fy* e anti-Fy®. No primeiro artigo, foram
estudados os fenotipos Duffy, ABO e Rh em 231 pacientes renais. Dentre 0s pacientes
investigados, 46,3% eram do grupo sanguineo O, e 89,2% eram Rh positivos. N&do houve
diferenca, estatisticamente significativa, nas frequéncias ABO e Rh entre pacientes e
individuos saudaveis. O fenotipo Fy(atb+) foi o mais prevalente. Foram observadas
diferencas, estatisticamente significativas, nas frequéncias dos fendtipos Fy(a+b+) e Fy(a+b-)
entre pacientes e individuos saudaveis da mesma regido. No segundo artigo, o polimorfismo
dos antigenos Duffy e dos grupos alelicos HLA foram estudados em 183 pacientes. O
fenétipo Fy(atb+) novamente foi o mais prevalente. Foram observadas diferencas,
estatisticamente significativas, nas frequéncias dos fenétipos Fy(a+b+) e Fy(a+b-), entre
pacientes e individuos saudaveis da mesma regido. Os grupos alélicos HLA mais freqlientes
para cada locos foram: HLA-A*02 e -B*51 e -DRB1*11. Quando comparadas as frequéncias
dos grupos alélicos HLA dos pacientes com individuos saudaveis, observamos que o HLA-
B*42, HLA-B *45, -B*51 e DRB1*03 foram mais frequentes em pacientes (p<0,05) e o
HLA-B*44 em individuos saudaveis (p<0,05). Este estudo permitiu o conhecimento do
polimorfismo dos grupos alélicos HLA e antigenos Duffy, em pacientes com DRC, a espera
de um transplante. Foi possivel observar o envolvimento do fenétipo Duffy Fy(a+b-), e de
alguns grupos alélicos HLA na DRC, sugerindo alguma relacdo da expressdo de seus
antigenos com a doenca.

Palavras-chave: Insuficiéncia Renal. Transplante. Sistema do Grupo Sanguineo Duffy.

Antigenos HLA. Receptores de Citocinas. Genética Populacional.



HLA and Duffy polymorphism in renal transplant candidates in North/

Northwest of Parana State

ABSTRACT

The human leukocyte system (HLA) and the Duffy erythrocyte system are considered primary
and secondary antigens of histocompatibility, respectively, and may be potential biomarkers
for chronic kidney disease (CKD). In this study, we evaluated the HLA allelic polymorphism
and antigens of Duffy in CKD patients waiting for a transplant. The HLA typing was
performed, by the method of polymerase chain reaction-sequence specific primers (PCR-
SS0), associated with Luminex technology. For the definition of Duffy phenotypes was used
agglutination gel columns method with monoclonal antisera anti-Fya and anti-Fyb. In the first
article, we studied the phenotypes Duffy, ABO and Rh in 231 renal patients. Among the
patients studied, 46.3% were blood group O and 89.2% were positive Rh. There was no
statistically significant difference in the frequencies between ABO and Rh patients and
healthy subjects. The phenotype Fy(a+b+) was the most watched. There were statistically
significant differences in the frequencies of Fy(atb+) and Fy(atb-) between patients and
healthy subjects from the same region. In the second article, the polymorphism of the Duffy
antigens and HLA allelic groups were studied in 183 patients. The phenotype Fy(a+b+) was
the most watched. There were statistically significant differences in the frequencies of Fy(a+
b+) and Fy(a+b-) between patients and healthy subjects from the same region. The most
frequent HLA allelic groups for each locus were: HLA-A*02 and -B*51 and -DRB1*11.
When comparing the frequencies of HLA allelic groups of patients with healthy subjects, we
found that the HLA-B*42, HLA-B*45,-B*51 and DRB1*03 were more frequent in patients (p
<0.05) and HLA-B*44 in healthy subjects (p <0.05). This study allowed the knowledge of
HLA allelic groups polymorphism and Duffy antigens in CKD patients waiting for a
transplant. It was possible to observe the involvement of Duffy phenotype Fy(a+b-) and some
HLA allelic groups in the DRC, suggesting some association between the expression of their
antigens with the disease.

Keywords: Renal Insufficiency. Transplantation. Duffy Blood-Group System. HLA Antigens.

Receptors, Cytokine. Genetics, Population.
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1. CAPITULO I

1.1.  INTRODUCAO

Historicamente, o primeiro sucesso no transplante de dérgdos ocorreu, em 1954, na
cidade de Boston, EUA, onde foi realizado um transplante de rins, entre gémeos idénticos.
Este fato foi um marco para o tratamento da doenga renal cronica (DRC) terminal
(MURRAY, 2011). O fator mais importante no transplante de 6rgéos continua sendo a
compatibilidade entre doador e receptor. Essa compatibilidade, atualmente, € definida através
da tipagem sanguinea e, principalmente, pela tipagem HLA (Human Leucocyte Antigen).
Quanto mais semelhantes forem os alelos HLA do doador e do receptor, melhores serdo o0s
resultados. Por este motivo, laboratérios de histocompatibilidade e centrais de transplante que,
atendem estes pacientes, mantém um banco de dados com as tipagens HLA, seguindo o que
preconiza a politica nacional de transplantes de 6rgéo e tecidos'. Esses bancos de dados, por
garantirem uma consulta rapida da tipagem HLA de doadores e receptores, favorecem a
melhor distribuicdo de 6rgéos.

1.2.  SISTEMA HLA

O sistema HLA foi descoberto em 1958, quando Jean Dausset observou a capacidade
do soro de pessoas politransfundidas aglutinar leucdcitos de outros individuos, descrevendo
assim, a primeira molécula HLA que, foi chamada de MAC (atualmente HLA-A*02)
(DAUSSET, 1958; PORTO; PONTES, 2007). Em 1963, Van Rood e Van Leeuwen
descobriram o primeiro loco do sistema de antigenos leucocitarios humanos, chamado de 4
(FOUR) (atualmente HLA-B) (VAN ROOD; VAN LEEUWEN, 1963). Posteriormente,
surgiram evidéncias de novos sistemas antigénicos analogos, associados ao HLA-C
(SOLHEIN et al.,1973) e HLA-DR (DUQUESNOY; MARRARI; ANNEN, 1979). As
investigacOes levaram ao reconhecimento, em 1983, dos genes que codificam os isotipos
HLA-DR, HLA-DQ e DP. Atualmente, a estrutura e funcdo dos genes do sistema HLA, ja séo
conhecidos detalhadamente (STEINMETZ; HOOD, 1983; BJORKMAN et al., 1987).

O Sistema HLA esta inserido nos genes do MHC (Major Histocompatibility Complex),
localizado no bracgo curto do cromossomo 6, na posicado p21.3 (LAMM, 1974, SENGER et al.,
1993). Existem duas classes de moléculas MHC: MHC de Classe I, a que codifica o0s

antigenos HLA Classe | (locos A, B e C), e MHC de Classe Il, a que codifica os antigenos

! Lei n°9.434/97, Lei n°10.211/01, Lei n°8.080/90 e Lei n°8.142/90.
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HLA Classe Il (DR, DQ e DP), classes que diferem em sua estrutura e fungdo (JANEWAY et
al., 2002; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A estrutura das moléculas do sistema HLA de Classe | (Figura 1) consiste em duas
cadeias polipeptidicas, ligadas de forma ndo covalentes, a cadeia a (ou cadeia pesada) de 44 a
47 kDa e, a cadeia p2-microglobulina, uma subunidade de 12 kDa, ndo codificada pelo MHC.
Os segmentos aminoterminais al e a2 interagem para formar uma plataforma de oito fitas, em
estrutura B-pregueada, nas quais se apoiam duas a-hélices paralelas. Esta estrutura forma a
fenda de ligacdo de peptideos, nas moléculas de Classe I, sendo a regido onde se concentra o
polimorfismo da molécula, devido as substituicdes nucleotidicas, nos éxons 2 e 3. As
moléculas de MHC da Classe Il (Figura 1) sdo compostas de duas cadeias polipeptidicas,
ligadas de forma ndo-covalente, uma cadeia o com 32 a 34 kDa e uma cadeia 3 de 29 a 32
kDa. Ao contrario das moléculas de Classe I, ambas as cadeias das moléculas de Classe 11 séo
codificadas por genes MHC polimérficos (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

]
L ]
az |
&
|

MHC Classe | MHC Classe Il

Figura 1. Estrutura das moléculas HLA de Classe I e Il (MHC Classe | e MHC Classe I1). A molécula HLA de
Classe | possui trés dominios extracelulares classificados em ol, 02 e a3, um segmento transmembrana (TM) e
uma pequena cauda citoplasmética (C). A molécula B2 microglobulina (B2m) estd particularmente ligada ao
dominio a3 fora da célula. A molécula HLA de Classe II possui uma cadeia o ¢ uma B, as quais possuem dois
dominios extracelulares cada uma, al e a2, e Bl e B2, respectivamente, além de um segmento transmembrana e

uma por¢ao citoplasmatica. Adaptado de BODMER (1987).
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Entre os locos de Classe | e os locos de Classe Il existe uma porc¢do ndo relacionada,
ocupada por genes que, desempenham outras funcdes do sistema imune, e por outros sem
funcéo definida. Esses locos sdo denominados como regido MHC de Classe 111. Nessa regido,
estdo presentes os locos que codificam proteinas do complemento, genes de citocinas, 0 gene
da enzima 21-hidroxilase (CYP 21B); gene do citocromo P-450, bem como alguns genes de
proteinas de choque térmico (HSP) (JANEWAY et al., 2002; ABBAS; LICHTMAN, 2005;).
As moléculas HLA de Classe | sdo expressas, ha maioria das células humanas nucleadas, e
sdo as principais responsaveis pela apresentacdo de antigenos enddgenos. Quando hd uma
infeccdo viral ou alteracdo de proteinas da propria célula, as proteinas citosolicas sdo
degradadas no proteossomo, formando peptideos capazes de se ligar as moléculas HLA de
Classe I, resultando em um complexo na superficie celular. Os linfécitos T CD8+ reconhecem
esse complexo, e desencadeiam uma resposta que, resulta na eliminacdo da célula
(DOHERTY; ZINKERNAGEL, 1975; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

As moléculas HLA de Classe Il sdo expressas principalmente nos macréfagos e
células dendriticas. Essas moléculas estdo envolvidas na apresentacdo dos antigenos as
células T CD4+, ativando-as. As celulas apresentadoras de antigenos (APCs) interiorizam as
proteinas extracelulares nos endossomas que, por acdo de enzimas, sdo clivadas. Apds o
processamento, essas proteinas séo ligadas ao MHC de Classe 11, formando um complexo que
migra até a superficie celular, para ser reconhecido pelos linfocitos T CD4+. A partir desse
reconhecimento, serdo secretadas citocinas que, desencadeiam as cascatas de reacdes
imunologicas (MAGALHAES; BOHLKE; NEUBARTH, 2004; ABBAS; LICHTMAN,
2005).

O sistema HLA tem como caracteristica principal o seu alto grau de polimorfismo,
sendo considerado o conjunto de genes mais polimérfico, entre todos os locos expressos no
genoma humano. Atualmente, ja foram identificados mais de 8000 alelos diferentes para o
HLA de Classe | e Il (DORAK et al., 2006; EBI, 2012).

Pelo fato do sistema HLA ser composto de moléculas, encontradas na superficie dos
leucocitos, e em quase todas as células de tecidos, e seus genes serem extremamente
polimérficos e co-dominantes (JANEWAY et al., 2002), a compatibilidade dos antigenos
HLA do doador e do receptor torna-se essencial, pois 0s anticorpos anti-HLA, presentes no
soro do receptor, representam um sério fator de risco para o transplante, podendo gerar um
fendmeno chamado de Rejeicdo Mediada por Anticorpos (AMR) e, consequente perda do
enxerto (TERASAKI; OZAWA, 2004; GLOOR, et al. 2008).
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Além do complexo sistema HLA, outros sistemas, presentes no organismo humano,
estdo envolvidos no estudo da compatibilidade entre doador e receptor. Os sistemas
eritrocitarios sdo importantes parametros utilizados na transfusdo e no transplante, sendo o
ABO e Rh os mais conhecidos e relevantes, porém, muito se discute a respeito da participacao
do sistema Duffy.

1.3. SISTEMA ERITROCITARIO DUFFY

O sistema eritrocitario Duffy esta relacionado com reacgdes transfusionais hemoliticas
imediatas e tardias, doenca hemolitica do recém-nascido (DANIELS et al., 2002) e em
processos de rejeicdo de 6rgaos (SEGERER et al., 2003; LERUT et al., 2007).

A descoberta do sistema eritrocitario Duffy ocorreu em 1950, quando Cutbush et al.
(1950) identificaram um novo anticorpo, presente no soro de um paciente hemofilico
politransfundido. Este novo anticorpo foi chamado de anti-Fy* , e o novo sistema, batizado em
homenagem ao paciente em questédo, o Sr. Duffy (CUTBUSH; MOLLISON; PARKIN, 1950;
CUTBUSH; MOLLISON, 1950). No ano seguinte, foi relatada a existéncia do anticorpo anti-
Fy®, par antitético do anti-Fy* , encontrado no soro de uma mulher multipara (IKIN et al.,
1951).

Os antigenos Fy* e Fy” sdo os principais representantes do sistema Duffy, sendo
produtos de seus respectivos alelos FY*A e FY*B. Estes antigenos estdo presentes, nos
eritrocitos, a partir da 6% semana de gestacdo (TOIVANEN; HIRVONEN, 1973). Os soros
anti-Fy* e anti-Fy® permitem a definicdo de trés fen6tipos maiores dentro da populacdo
caucasiana: Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a+b+). A auséncia dos antigenos Fy? e Fy” nos eritrécitos
define um quarto fenétipo Fy(a-b-), comum em individuos afro-descendentes (CUTBUSH;
MOLISSON, 1950; CHAUDHURI et al., 1995). Além dos eritrocitos, o antigeno Duffy é
expresso em outros tecidos como: rim, baco, coracao, pulmao, musculo, duodeno, pancreas,
placenta, cérebro, intestino, glandula tiredide, e em células de Purkinje do cerebelo
(CHAUDHURI et al., 1995; HADLEY; PEIPER, 1997; GIRARD et al., 1999).

O gene Duffy esta localizado no braco longo do cromossomo 1, na regido 1g22-23
(DONAHUE et al., 1968; MATHEW et al., 1994). Os antigenos Fy* e Fy” sdo codificados por
duas formas alélicas, FY*A e FY*B, que diferem por uma substituicdo de base no nucleotideo
125. No alelo FY*A, a base é a guanina (G) que, produz um codon para glicina, no
aminoécido 42 (Gly**) e, no alelo FY*B, a base é adenina (A), que produz um cédon para
4cido aspartico (Asp*?). Essa substituicdo de um aminoécido, no dominio amino-terminal da

proteina, é suficiente para definir os dois antigenos antitéticos, levando & identificagdo dos
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fendtipos Fy(at+b-), Fy(a-b+) e Fy(atb+) (CHAUDHURI et al., 1995; IWAMOTO et al,,
1995; MALLINSON et al., 1995).

O fenotipo Fy(a-b-) apresenta bases moleculares diversas. Por este motivo, as
frequéncias deste fenotipo sdo discrepantes em afro-descendentes e caucasianos (MENY,
2010). A mutacdo que possibilita o fenotipo Fy(a-b-) em individuos afro-descendentes esté
localizada na posicdo -33T>C da regido promotora do alelo FY*B que interrompe o sitio de
ligagdo do fator de transcricio GATA-1, resultando na auséncia de expressdo do antigeno Fy”
apenas nos eritrocitos, ndo alterando a expressdo desta proteina em outros tecidos
(TOURNAMILLE et al., 1995; IWAMOTO et al., 1996). O mesmo fenétipo Fy(a-b-)
identificado em caucasianos é causado por mutacdes pontuais do tipo substituicdo e delec¢do,
ocorrendo a ndo expressdo da proteina Duffy tanto em eritrécitos quanto nos outros tecidos.
No estudo de Rios et al. (2000) foram identificadas mutagdes pontuais codificando “stop
codons” prematuros para ambos os alelos, FY*A e FY*B. Assim, as proteinas traduzidas
apresentavam-se instaveis e de rapida degradacdo (MALLISON et al., 1995; RIOS et al.,
2000).

A glicoproteina Duffy (GPD) (Figura 2) € uma molécula com um peso molecular de
35-43kDa, tambeém considerada um receptor de quimiocinas, sendo chamada de DARC (Duffy
Antigen Receptor Chemokine), além de exibir uma homologia com o receptor de Interleucina-
8 (IL-8) de humanos e coelhos (HADLEY et al., 1984; NEOTE, et al., 1994; CHAUDHURI
et al., 1994).

A GPD pode ser constituida dos epitopos Fy* e Fy®, além dos epitopos Fy3, Fy4, Fy5 e
Fy6. Os epitopos Fy* e Fy” estdo localizados no dominio extracelular, e o epitopo Fy3 esta
localizado na terceira alca extracelular. O epitopo Fy6 foi mapeado em um heptapeptideo,
englobando os residuos 19-25. E, este epitopo esta localizado entre dois sitios glicosilados
(MOORE; WOODROW,; MCCLELLAND, 1982; TANNER et al., 1988; MURPHY, 1994).
Masouredis et al. (1980) estimaram que hemécias Fy(a+b-) e Fy(a-b+) carreiam entre 13.000
e 14.000 sitios antigénicos Fy? e Fy®, respectivamente (MASOUREDIS et al., 1980).
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Figura 2. Estrutura da glicoproteina Duffy. A glicoproteina Duffy ou DARC possui em sua estrutura sete
dominios transmembranas, trés algas e um dominio amino-terminal extracelular, trés alcas e um dominio
carboxi-terminal intracelular, podendo apresentar seus epitopos, representado na figura pelas regides dos
antigenos Fya, Fyb, Fy3 e Fy6. Adaptado de HADLEY; PEIPER (1997).

Uma das principais fungbes do sistema Duffy esta relacionada com a entrada dos
agentes malaricos Plasmodium knownlensi e Plasmodium vivax nos eritrocitos (MILLER et
al., 1975; MILLER et al., 1976). Outro papel atribuido ao sistema Duffy esta relacionado a
funcéo de receptor de citocinas. Foi estabelecido por Darbonne et al. (1991) que, os eritrocitos
possuem receptores para quimiocinas, dentre estes, 0 DARC (DARBONNE et al., 1991). Em
1994 foi observado que a organizacdo dos dois éxons do gene DUFFY é a mesma encontrada
nos genes de outros receptores de quimiocinas (NEOTE et al., 1994, CHAUDHURI et al.,
1994; MURPHY, 1994). Supde-se que, essa caracteristica do antigeno DARC também esteja
relacionada ao mecanismo de regulacdo dos altos niveis de quimiocinas, produzidas em
algumas situacdes patologicas. Desta forma, os eritrocitos desempenhariam a funcdo de
“escoadouro” de substancias toxicas, devido a interagdo DARC-quimiocinas (DARBONNE et
al., 1991). Por outro lado, a glicoproteina Duffy também esta presente nas células endoteliais
das vénulas pos-capilares, a sua expressdo pode favorecer o deslocamento dos granulécitos
para os sitios de inflamacdo, resultado da sinalizacdo das quimiocinas ligadas ao receptor
(TOURNAMILLE, 2000).

Em estudos sobre a influéncia dos fendtipos Duffy, na evolucdo de pacientes
transplantados renais, foi observada uma queda na funcéo renal, associada ao fenotipo Fy(a-
b-) (AKALIN; NEYLAN, 2003). Segerer et al. (2003) observaram o0 aumento da expresséo de
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DARC, em pacientes que apresentavam rejeicdo, celular e humoral, associada a maior
deposicdo da fracdo C4d em capilares peritubulares (SEGERER et al., 2003). Além disso,
Lerut et al. (2007), em estudo de investigacdo da participacdo do sistema Duffy no transplante
renal, concluiu que, os enxertos doador/receptor incompativeis para o sistema Duffy tinham,
significativamente, mais lesdes cronicas em comparacdo com 0s enxertos doador/receptor
compativeis, sugerindo o envolvimento dos antigenos Duffy, no processo de rejeicao.

Outros estudos demonstram a interdependéncia dos sistemas HLA e Duffy. Picard et
al., (2009) relataram a existéncia de uma relacdo positiva entre os grupos alélicos HLA-
DRB1*04 e HLA- DRB1*15, na apresentacdo de peptideos do antigeno Fy?, em individuos
com fendtipo Fy(a-b-).

1.4. JUSTIFICATIVA

A maior compatibilidade possivel entre o doador e receptor € o primeiro quesito
necessario para o sucesso do transplante. Por esse motivo, os exames laboratoriais utilizam os
antigenos de histocompatibilidade mais relevantes, como parametro de comparacdo. Tendo
em vista a participacdo dos sistemas HLA e Duffy como antigenos de histocompatibilidade
principais e secundarios, respectivamente e, considerando-se suas funcbes fisiologicas,
relacionadas a resposta imune em diversas doencas e processos inflamatorios, torna-se
importante a pesquisa da frequéncia de seus antigenos na populacdo. No caso dos pacientes
renais crénicos, esses dados favorecem um melhor entendimento da relacéo entre os antigenos
leucocitario e eritrocitario ao desenvolvimento da doenca renal, além de contribuir no

planejamento de distribuicdo de 6rgdos, de acordo com o perfil imunoldgico de cada regiao.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Geral

Avaliar os polimorfismos das moléculas HLA (Classe | e 11) e Duffy (Fy* e Fy?) em
pacientes com doenca renal cronica a espera de um transplante.

1.5.2. Especificos

Verificar a tipagem ABO e Rh dos pacientes.

Comparar as frequéncias ABO e Rh dos pacientes renais com outros estudos na populacédo
saudavel.

Verificar os fendtipos Duffy da populacéo estudada.

Verificar a tipificagdo molecular HLA dos pacientes.
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Comparar o polimorfismo HLA e Duffy dos pacientes com estudos utilizando populagdes

saudaveis.
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Summary

Frequency of erythrocyte phenotypes ABO, Rh, Duffy and their association with CKD
patients in the Southern region of Brazil was evaluated. It was used direct hemagglutination
method in tubes to define ABO and Rh erythrocyte phenotypes and agglutination in gel
columns method defined Duffy erythrocyte phenotype. Pearson’s y2 test was used to detect
differences among phenotype frequencies with regard to studies undertaken with voluntary
blood (VBD) and voluntary bone marrow (VBMD) donors. No statistically significant
differences in general frequencies of ABO erythrocyte phenotypes were reported when
compared to VBDs or among all four phenotypes. There were not reported statistically
significant differences between Rh erythrocyte phenotypes compared to VBMD. Rates were
statistically significant with phenotype Fy(a+b+), OR=0.691 (IC 0.4975-0.9612) and
p=0.0343 and with phenotype Fy(a+b-), OR=2.347 (IC 1.543-3.571) and p=0.0001, when
compared to VBMD. Phenotype Fy(a+b-) is associated to great risk for chronic kidney

disease.

Keywords: blood group antigens; immunohematology; transplantation; chronic disease; renal

dialysis.
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Introduction

Chronic kidney disease (CKD) comprises a kidney lesion with progressive and irreversible
loss of kidney functions [1].

Several studies have been undertaken worldwide to detect genetic markers involving CKD
susceptibility and the rejection of kidney allografts [2,3,4,5]. However, lack of data exists that
would underpin the association between antigens of blood groups and CKD in Brazilian
population.

According to a review by Logdberg et al. [6], 30 blood group systems are extant in humans.
Current analysis evaluates the frequency of erythrocyte phenotypes ABO, Rh, Duffy and their

association with CKD patients in Southern Brazil.

Subjects and Methods

Ethical aspects of the study

Current investigation was approved by the Ethics Committee in Research of the State
University of Maringa (Process 18592).

Selection of patients

A total of 231CKD patients under treatment in Maringa (the Northwestern region of Parana
state, southern Brazil) were selected between January and March 2011. Inclusion criteria were
CKD patient, undergoing hemodialysis, over 18 years old, signing of free consent term.

Data collection

Data were collected from medical clinical records in the hemodialysis clinics. Ethnicity was
determined by self-definition.

Blood collecting
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It was collected 5 mL of blood were collected from each patient by venous puncture in
vacuum tubes (Vacutainer; Becton and Dickson, Oxford UK) with anti-coagulant
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA).

Identification of erythrocyte phenotypes ABO, Rh and Duffy

Erythrocyte phenotypes ABO and Rh were defined by the hemagglutination method
standardized in tubes (Fresenius Kabi, S&o Paulo, Brazil). Gel column agglutination method
was employed to define Duffy erythrocyte phenotypes. (Diamed Latinoamerica, Lagoa Santa
MG Brazil).

Statistical analysis

GraphPad Instat 3.06 (GraphPad Software, Inc. La Jolla CA USA) was used for statistical
calculations and Pearson’s 2 test detected differences between the frequencies of phenotypes
Rh and Duffy analyzed with regard to a study undertaken with voluntary bone marrow donors
(VBMD) in the same region [7]. The same Pearson’s y2 test detected differences between the
frequencies of the phenotypes ABO with regard to a study with voluntary blood donors
(VBD) in S&o Paulo [8]. Odds Ratio and Confidence Interval at 95% were calculated and

error o was equal to 5%.

Results

Table 1 shows the general characteristics of 231 CKD patients under analysis. Patients’ mean
age was 54.42 (+ 15.47 years) (xMean Standard Deviation), ranging between 18 and 90 years.
Further, 129 patients (55.84%) had undergone between 1 and 5 years of hemodialysis. Table 2
shows that representatives of all erythrocyte phenotypes ABO could be found among the
patients analyzed. When compared to healthy population of VBD [8], no statistically
significant differences were reported in general frequencies (x> = 3,504; p = 0.320) and in

comparisons among the four phenotypes (Table 2).
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Further, 89.2% of patients were positive to Rh phenotype. No statistically significant
differences in the frequency of Rh erythrocyte phenotypes (3> = 0.884; p = 0.347) were
reported in CKD patients and in VBMD [7] (Table 3).

Phenotypes Fy(at+b+) and Fy(a-b+) were more predominant among kidney patients under
analysis and among VBMD [7] (Table 4). Phenotypes Fy(a+b+) and Fy(at+b-) were found
respectively in 39.0% and 25.1% of patients studied.

The general comparison among current results and those by Guelsin et al. [7] is shown in
Table 4. Statistically significant differences of Duffy phenotype frequency were observed (y°=
19.857; GL = 3; p = 0.0002).

Comparative analysis of the phenotypes Fy(atb+) + Fy(a-b+) and Fy(atb-) + Fy(a-b-)
suggests that the antigen Fy® functions as a protective factor for CKD (OR: 0.4143 (IC 95%:
0.2796 — 0.6140), y*: 19.005; p < 0.0001).

Table 5 shows the distribution of Duffy phenotypes according to patients’ ethnicity.

Discussion

Since antigen Duffy is related to inflammation response mechanisms [9] and occurs on the
surface of endothelial cells [10,11], it may be asked whether it may be related to kidney lesion
in CKD.

A comparative analysis among CKD patients and VBMD showed that the frequency of
antigen Fy* was higher in CKD patients. When Duffy erythrocyte phenotypes of kidney
patients were compared to those of VBMD of the same region [7], rates become statistically
significant, with phenotype Fy(a+b+) having OR=0.691 (IC 95% 0.4975-0.9612) and
p=0.0343 and phenotype Fy(a+b-) having OR=2.347 (IC 95% 1.543-3.571) and p=0.0001.
The other phenotypes, or rather, approximately 36% of the sample, failed to show any

statistically significant rates (Table 4).This fact suggested an association between the chronic
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kidney condition and Fy* and the same antigen might be a risk factor for the illness.
Phenotypes Fy(at+b+) and Fy(a-b+) were more predominant among kidney patients under
analysis and among VBMD, but the phenotype Fy(a+b-) showed higher frequency in patients
than in the group of volunteers. It was possible through statistical tests was possible to
observe this difference, and the frequency of the phenotype Fy (a+b-) was two times higher in
patients. The general comparison among current results and those by Guelsin et al. [7] had
statistically significant differences of Duffy phenotypes (x°= 19.857; GL = 3; p = 0.0002).
When frequencies of phenotypes Fy(a+b-) and Fy(a-b+) were compared, they also showed
statistically significant differences (OR= 2.384 (IC 95% 1.488 — 3.822); y°= 12.460 and p=
0.004).

Studies by Luo et al. [12] and Zarbock et al. [13] with knock-out mice for Duffy molecules
showed that knock-out mice in a neutrophil-dependent kidney failure model have lower
neutrophil infiltrates and better kidney function than wild type in the local damage model.
Faults in neutrophil movement are associated with kidney protection. These same authors also
reported that wild mice had higher bond chemokines levels in the blood.

Caucasian ethnicity among CKD patients under analysis was predominant in the highly
ethnical miscigenation country population as Brazil (Table 1). The high prevalence of the
phenotype Fy(a+b+) in 39% of the population of patients studied was also registered, with
43.7% of patients featuring phenotype Fy(a+b+) were Caucasians (Table 5). Such phenotype
characteristic occurs in European populations which provide approximately 43% of
individuals with phenotype Fy(a+b+) [14]. On the other hand, Brazil has one of the most
heterogeneous populations in the world, featuring the miscegenation of European, African,
Asian and Amerindian populations [15]. The current study should also represent an interracial
mixture that makes skin color or ethic self-determination a rather imprecise datum and a

difficult categorization factor of individuals with regard to their ethnicity and their correct
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association with blood groups. Therefore, results on ethnicity in current study should not be
defining factors for the southern region of Brazil.

Studies for the most predominant Duffy phenotype in a population are useful for a region’s
epidemiological profile [7,14]. In the case of CKD patients, the survey is relevant due to the
Duffy phenotype association with renal transplantation [3,16] since these patients may be
potential receptors too.

In their study on the association of Duffy blood systems and kidney transplants in Afro-
American peoples, Akalin et al. [3] reported that patients with Duffy(a-b-) have a shorter graft
survival with regard to delayed graft function (DGF). They also emphasize that Duffy
mitigates the inflammation effects of DGF since it functions as a chemokine outlet. Besides,
negative Duffy patients should be more vulnerable to DGF. Moreover, in a similar study on
the participation of Duffy and Kidd blood groups in kidney transplant, Lerut et al. [16]
concluded that mismatching kidney grafts Duffy donor/receptor had significantly more
chronic lesions when compared to matching grafts donor/receptor. The above suggested the
role of Duffy antigens and, in a lesser mode, of Kidd as lower histological matching antigens
and their potential role in transplants. They could even be involved in kidney graft rejection.
Current investigation showed limitations in evaluating a small number of patients. In fact, not
all patients undertaking dialysis in the region were studied, owing to the inclusion of few
clinics. The influence of the phenotype Duffy in post-transplant interval was not investigated.
It may be concluded that the phenotype Fy(a+b-) is associated with higher risks in chronic

Kidney diseases.
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Table 1. General characteristics of chronic kidney disease patients in the Northwestern region

of Parana state, Brazil.

Variable n %
Gender
Male 140 60.6
Female 91 39.4
Age (years)
18-30 18 7.8
31-40 25 10.8
41-50 47 20.3
51-60 62 26.8
61-70 40 17.3
71-80 32 13.8
Above 80 7 3.0
Ethnicity

Caucasians 151 65.4
Mestizos 48 20.8
Blacks 24 10.4
Orientals 8 3.5
Time of dialysis (years)

Less than 1 64 27.7
1to5 129 55.8
61to 10 26 11.2
Over 10 12 5.2




36

Table 2. Frequency of ABO erythrocyte phenotypes of chronic kidney disease patients

(CKDP) and voluntary blood donors (VBD).

Phenotype = CKDP VBD OR IC 95% e p

N % N %
A 91 394 830 337 1.278 0.968-1.686 2.782 0.095
B 28 121 343 13,9 0.852 0.564-1.286 0.440 0.507
AB 5 2.2 7 3,1 0.658 0.274-1.711  0.377 0.539
O 107 46.3 1212 49,2 0.890 0.679-1.166 0.603 0.437
Total 231 100.0 2462 100.0

CKDP: current study; VBD: NOVARETTI et al., 2000.

Table 3. Frequencies of erythrocyte phenotypes Rh in chronic kidney disease patients (CKDP)

and voluntary bone marrow donors (VBMD) from northwestern region of the Parana state,

Brazil.

Phenotype CKDP VBMD OR IC 95% ¥ p
N % N %

Rh pos 206 89.2 345 862 1.314 0.794-2.173  0.884 0.347

Rh neg 25 108 55 13.8

Total 231 100.0 400 100.0

CKDP: current study; VBMD: GUELSIN et al., 2011.
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Table 4. Frequency of erythrocyte phenotypes Duffy in chronic kidney disease patients
(CKDP) and voluntary bone marrow donors (VBMD) from the northwestern region of the

Parana state, Brazil.

Phenotypes CKDP VBMD OR  IC95% x p

N % N %

Fy(atb¥) 90 39.0 192 480 0.691 0.497-00961 4.481 0.034
Fy(a+b-) 58 251 50 125 2347 1.543-3571 15532 0.0001
Fy(a-b+) 72 312 148 370 0771 0546-1.088 1.943  0.163

Fy(@b) 11 47 10 25 1950 0.815-4.666 1679  0.195

Total 231 100.0 400 100.0

CKDP: current study; VBMD: GUELSIN et al., 2011.

Table 5. Distribution of phenotypes Duffy according to ethnicity of chronic kidney disease

patients from northwestern region of the Parana state, Brazil.

Phenotype
Ethnicity Fy(a-b-) Fy(a+b-) Fy(a+b+) Fy(a-b+) Total
N % N % N % N %

Caucasians 4 2.6 31 20.5 66 43.7 50 33.1 151

Mestizos 3 6.2 15 31.2 14 29.2 16 10.6 48

Blacks 4 16.7 8 33.3 6 25.0 6 250 24

Orientals 0 0 4 50.0 4 50.0 0 0 8




2.2.

ARTIGO 2: “Polimorfismo de antigenos leucocitario e eritrocitario em

pacientes nefropatas da regido Sul do Brasil”
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o polimorfismo dos antigenos leucocitérios
humanos (HLA) e eritrocitarios Duffy, em pacientes nefropatas da regido Sul do Brasil.
Materiais e métodos: Participaram desse estudo 183 pacientes, portadores de doenca renal
cronica (DRC), acima de 18 anos de idade, em regime de hemodialise, atendidos na regido
Noroeste do Estado do Parand, Sul do Brasil. Para a definicdo HLA dos pacientes, utilizou-se
0 kit comercial “LABType®SSO” locos -A,-B e —-DRB1. Os fenétipos Duffy foram obtidos
através da metodologia de aglutinagdo em colunas de gel, utilizando os anti-soros
monoclonais anti-Fy? e anti-Fy".

Resultados: Do total de pacientes estudados, a faixa etaria mais prevalente foi de 51 a 70
anos (43%). Quanto ao género, a etnia, e o tempo de dialise, a maior prevaléncia incidiu nos
homens (62%), brancos (62%) e 1 a 3 anos (40%), respectivamente. O fenotipo Fy(a+b+) foi
0 mais frequente, representado por aproximadamente 35% da populagédo. O fenotipo Fy(a-b-)
foi o mais raro, observado em 5% da populacdo estudada. Na anélise do total de amostras,
foram identificados 19 grupos alélicos HLA-A, 30 grupos para 0 HLA-B e 13 para o HLA-
DRBL1. Os 15 alelos HLA mais frequentes, na populacdo do presente estudo, foram: HLA-
A*01, -A*02, -A*03, -A*11, -A*24; HLA-B*07, -B*15, -B*35, -B*44, -B*51; HLA-
DRB1*03, -DRB1*04, -DRB1*07, -DRB1*11 e -DRB1*13. A freqliéncia dos fendtipos
Fy(a+b-) e Fy(a+b+) da populacéo estudada, quando comparada com individuos saudaveis da
mesma regido, apresenta diferencas estatisticamente significantes com p<0,0001, OR=2,56 (
1C95%=1,60-4,07) e p=0,0039, OR= 1,71 (1C95%=1,18-2,51), respectivamente. Quando
comparadas as frequéncias dos grupos alélicos HLA dos pacientes com individuos saudaveis,
observou-se que, o0 HLA-B*42, -B *45, -B*51 e DRB1*03 foram mais frequentes em
pacientes (p<0,05), e 0 HLA-B*44 em individuos saudaveis (p<0,05).

Conclusdo: As frequéncias dos antigenos Duffy e HLA variam entre as diferentes
populacdes. O polimorfismo destes dois marcadores, quando comparado entre 0s pacientes
nefropatas sul brasileiros e outros estudos sugerem que, os antigenos Duffy e os grupos
alélicos HLA podem estar envolvidos com a DRC. Novos estudos serdo necessarios para
analisar a influéncia destes marcadores, na evolucdo da DRC, bem como na evolu¢do do
transplante.

Palavras-chave: Sistema do Grupo Sanguineo Duffy, Antigenos HLA, Genética

Populacional, Insuficiéncia Renal, Antigenos de Histocompatibilidade, Transplante.
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INTRODUCAO

O sistema HLA (Human Leucocyte Antigen) é composto de moléculas encontradas na
superficie dos leucdcitos, bem como em quase todas as células de tecidos. Seus genes sdo
extremamente polimorficos e co-dominantes [1]. Diversos estudos relataram a participacao
dos alelos HLA associados a diversas doencas [2,3]. Além disso, o sistema HLA desempenha
importante papel no transplante, uma vez que, a compatibilidade dos antigenos HLA do
doador e do receptor é essencial na prevencao da rejei¢do [4].

Além do complexo sistema HLA, outros sistemas presentes no organismo humano estéo
envolvidos no estudo da compatibilidade, entre doador e receptor. Os sistemas eritrocitarios
sdo importantes parametros utilizados na transfusdo e no transplante, sendo o ABO e Rh os
mais conhecidos e relevantes, porém, muito se discute a respeito da participacdo do sistema
eritrocitario Duffy, uma vez que, esse sistema esta relacionado com reacdes transfusionais
hemoliticas imediatas e tardias, doenca hemolitica do recém-nascido [5] e em processos de
rejeicdo de dérgaos [6,7].

Sabendo da importancia do sistema Duffy e do sistema HLA, muitos estudos conseguiram
tracar o perfil eritrocitario e leucocitario, em popula¢bes saudaveis de varias regides do
mundo [8,9,10,11,12], porém, poucos estudos definiram o perfil deste sistema em pacientes
com Doenca Renal Cronica (DRC). Considerando que, a DRC é uma doenca crdnica e 0s
pacientes acometidos por ela sdo potenciais candidatos a um transplante, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o polimorfismo dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) e

eritrocitarios Duffy em pacientes nefropatas da regido Sul do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Selecéo dos pacientes

Foram selecionados pacientes de ambos 0s géneros, portadores de DRC, acima de 18 anos,
em regime de hemodidlise, atendidos na cidade de Maringa, regido Noroeste do Estado do
Parand, Sul do Brasil, no periodo de janeiro a marco 2011.

Coleta de dados

Dados referentes a faixa etaria, género, etnia e tempo de dialise dos pacientes foram obtidos
de prontuarios médicos existentes nas clinicas de hemodialises. O critério de determinacao
étnica foi realizado por meio da autodefinicdo.

Tipificacdo HLA

Foram coletados 5SmL de sangue de cada paciente em tubos “Vacutainer” (Becton and

Dickson, Oxford, Inglaterra), contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) como
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anticoagulante. Foi retirada a camada leucocitéria e realizada a extracdo do DNA genémico
pelo método ‘“PureLink™” (Invitrogen Life Technologies). A partir do DNA extraido,
utilizou-se o kit comercial “LABType®SSO” locos -A,-B e —-DRB1 (One Lambda, INC,
Canoga Park, CA, USA) para a tipificacdo HLA dos pacientes. Esta técnica € constituida de
um processo de amplificagdo do DNA, hibridizacdo, leitura em aparelho especifico
(LABScan™ 100) e interpretacdo em software (HLA Fusion™). Todo o procedimento foi
realizado seguindo as recomendacg0es do fabricante.

Tipificagio Duffy

Para a definicdo dos fenétipos eritrocitarios Duffy foi utilizado o método de aglutinagdo, em
colunas de gel, segundo as instrucGes do fabricante. Um volume igual a 10uL da suspensao de
hemaécias a 3% de cada amostra, preparada em diluente isotdnico, fornecido pelo fabricante,
foi adicionado a microtubos do cartdo de tipagem contendo 30pL dos anti-soros monoclonais
anti-Fy* e anti-Fy” (Diamed Latinoamerica, Lagoa Santa, MG, Brasil), respectivamente. Cada
cartao foi centrifugado a 1.000 rpm durante 15 minutos, e os resultados foram determinados
com base na presenca ou auséncia de aglutinacéo.

Analise Estatistica

A anélise estatistica foi feita através dos programas “Microsoft Excel 2007 e “Statistica -
versao 7”. Como parametro de comparagdo, foi utilizado o teste exato de Fisher ¢ a
estimativa do risco relativo, avaliado por meio de OR (odds ratio) com intervalo de confianca
de 95%.

Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Maringa (Processo UEM 18592). Todos os procedimentos seguidos estiveram de acordo com
a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude que regulamenta a realizacdo de
pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil e com a Declaracdo de Helsinki de 1975,

revisado em 2000.

RESULTADOS

As caracteristicas gerais (faixa etaria, género, etnia e tempo de dialise) dos pacientes
estudados estdo representados na Tabela 1. Do total de 183 pacientes estudados, o género
masculino foi o mais observado, representando 62% da populacdo. A etnia branca foi
predominante, com 62% da populacao e, 40% dos pacientes estavam em tratamento entre 1 e

3 anos.
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Podemos observar, na Tabela 2, a freqiéncia dos fendtipos Duffy dos pacientes nefropatas
estudados. O fendtipo Fy(at+b+) foi o mais frequente, representado por, aproximadamente,
35% da populagdo. O fenotipo Fy(a-b-) foi o mais raro, observado em 5% da populacdo
estudada.

Na andlise do total de amostras, foram identificados 19 grupos alélicos HLA-A, 30 grupos
para 0 HLA-B e 13 para 0 HLA-DRBL. Os grupos alélicos HLA-A*02, -A*03 e -A*24 foram
os mais frequentes para o locos A. No locos B os grupos alélicos mais frequentes foram HLA-
B*35 -B*44, e -B*51 e, no locos DRB1 os grupos alélicos HLA-DRB1*04, -DRB1*11 e
HLA-DRB1*13 foram o0s mais comuns. A frequéncia dos alelos HLA observados esta
demonstrada na Tabela 3.

Na Tabela 4, esta representada a comparacdo feita entre a frequéncia dos fenotipos Duffy dos
pacientes nefropatas e outros estudos com individuos saudaveis do Estado do Parana (mesma
regido do presente estudo) [10], Sdo Paulo [8] e do mundo [11]. A frequéncia dos 15 alelos
HLA mais encontrados nos pacientes nefropatas foi comparada com a frequéncia de outros
estudos em individuos saudaveis do Estado do Parana [9] e do Rio Grande so Sul [12]. Esta

comparacgdo pode ser observada na Tabela 5.

DISCUSSAO

A populacdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, sendo composta por uma
enorme mistura de grupos éetnicos [13]. No contexto dos transplantes, toda essa miscigenacao
étnica pode dificultar a busca por um doador que apresente melhor compatibilidade
imunologica, sendo necessaria a investigacdo dos antigenos de histocompatibilidade
predominantes em uma populacéo.

Na populacdo de pacientes nefropatas estudada, o fendtipo Duffy Fy(a+b+) foi o mais
observado, representando quase 35% da populacdo. Este valor ficou muito proximo ao
encontrado por outros autores [10]. Guelsin et al. [10], no estudo do polimorfismo dos
sistemas eritrocitarios em individuos saudaveis da populacdo do Estado do Parana,
encontraram uma frequéncia de 48% para o fenotipo Fy(a+b+). Quando comparados 0s
resultados dos dois estudos, observa-se uma diferenca estatisticamente significante, indicando
uma maior predominancia desse fendtipo na populacdo de individuos saudaveis (p=0,0039,
OR= 1,71 (1C95%=1,18-2,51). Outra frequéncia que apresentou uma diferenca significativa,
na comparacdo desses estudos, foi a do fenotipo Fy(a+b-), sendo duas vezes mais
predominante nos pacientes nefropatas (p<0,0001, OR=2,56 (1C95%=1,60-4,07) (Tabela4).

Por se tratar de dois estudos realizados com individuos da mesma regido do Estado, estes
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dados comparativos sugerem alguma relacdo do fendtipo Duffy com a DRC. Desta forma,
novos estudos sdo necessarios para esclarecer esta relacao.

Na comparacdo com o estudo de Novaretti et al. [8] foram observadas diferencas
estatisticamente significantes em quase todos os fendtipos Duffy, sendo a diferenca mais
marcante observada na comparacdo das frequéncias do fenétipo Fy(a-b-) (p<0,0001, OR=8,53
(1C95%=4,49;18,20) (Tabela 4). Essas diferencas, possivelmente, estdo relacionadas a etnia
predominante das populagdes, uma vez que, no estudo de Novaretti et al. [8] cerca de 66%
dos individuos era composta por negros e mulatos, e a populagdo do presente estudo foi
composta, na grande maioria, por individuos que se declararam caucasianos ou brancos
(62%), sendo apenas 35% negros e mulatos. Estudos demonstram que o fen6tipo Fy(a-b-) é
caracteristico de individuos afro-descendentes, isto acontece devido a mutacdo que ocorre na
posicao -33T>C da regido promotora do alelo FY*B, resultando na auséncia de expressdo do
antigeno Fy" ,apenas nos eritrécitos, nio alterando a expressdo desta proteina em outros
tecidos [11,14,15]. O mesmo fenotipo Fy(a-b-) € identificado raramente em caucasianos,
sendo causado por mutagdes pontuais do tipo substituicdo e delecdo, ocorrendo a ndo
expressdo da proteina Duffy, tanto em eritrocitos ,quanto nos outros tecidos [16,17,18].
Quando comparamos os fenotipos Duffy dos pacientes nefropatas, com o levantamento
mundial feito por Howes et al. [11], podemos verificar diferencas significativas nos fenotipos
Fy(a-b+) e Fy(a-b-), indicando maior freqiiéncia do fendtipo Fy(a-b+) na populacdo de
pacientes do que na populacdo mundial (p=0,0019, OR=1,67 (1C95%=1,20;2,29). A falta de
expressao dos antigenos Duffy €, proporcionalmente, maior na populacdo mundial do que nos
pacientes nefropatas. Esta relacdo foi observada pela existéncia de uma maior frequéncia do
fenotipo Fy(a-b-) na populacdo mundial (p=0,0004, OR=2,81 (IC95%=1,49;5,97) (Tabela 4).
Estudos de Luo et al. [19] e Zarbock et al. [20] demonstraram que, ratos knock-out para o
antigeno Duffy possuiam menor infiltrado de células, e melhor funcdo renal do que os
selvagens em modelo de injuria local. Essa falha no movimento de neutréfilos esta associada
com a protecéo renal.

O antigeno Duffy pode ser encontrado em células ndo eritréides [21,22,23]e, por este motivo,
sua expressdo na superficie dessas células pode funcionar como um fator de
histocompatibilidade, influenciando na sobrevida de um enxerto. Lerut et al. [7], em estudo de
investigacdo da participacdo do sistemas Duffy no transplante renal, concluiram que, o0s
enxertos renais doador/receptor incompativeis (mismatching) para o sistema Duffy
apresentavam, significativamente, mais lesbes crénicas em comparagdo com 0S enxertos

doador/receptor compativeis (matching). Isto sugere que, os antigenos Duffy poderiam atuar
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como antigenos de histocompatibilidade secundarios. Além disso, Segerer et al. [6]
observaram o aumento da expressdo de moléculas Duffy, em pacientes que apresentavam
rejeicdo, celular e humoral, associada a maior deposicdo da fracdo C4d em capilares
peritubulares.

A investigacdo do polimorfismo HLA fornece dados importantes para estudos de genética e
populacbes de um determinado pais [24]. O Brasil possui uma populagdo com grande
miscigenacao étnica, e por isso as frequéncias dos alelos HLA podem variar, de acordo com o
grupo étnico predominante, na regido estudada [12,24,25]. Estudos realizados, com amostras
de populagdes dos cinco continentes, revelaram diferencas entre as frequéncias dos alelos
HLA encontrados, e aumento dessas diferencas em populacdes com misturas de racas [26,27].
No entanto, um estudo composto de diferentes amostras de populagdes brasileiras, composta
por caucasianos e negros, demonstrou que, as semelhancas entre as frequéncias dos alelos
HLA dessas populacdes sdo maiores do que as diferencas encontradas [28], o que corrobora
com o que foi observado neste estudo.

Os 15 alelos HLA mais frequentes, na populacdo do presente estudo, foram: HLA-A*01, -
A*02, -A*03, -A*11, -A*24; HLA-B*07, -B*15, -B*35, -B*44, -B*51; HLA-DRB1*03, -
DRB1*04, -DRB1*07, -DRB1*11 e -DRB1*13. Comparando os resultados das frequéncias
HLA dos pacientes nefropatas desse estudo, com os individuos saudaveis de Ruiz et al. [9] e
Bortoloto et al. [12], ambos estudos com amostras também da regido Sul do Brasil, podemos
observar uma grande semelhanca entre as populacdes (Tabela 5). Porém, houve diferenca
estatistica entre os grupos alélicos HLA-B*42, B*44, B*45, B*51 deste estudo, e o de
Bortolotto et al. [12], e entre grupos alélicos HLA-B*44, B*51, DRB1*03 deste estudo e o
estudo de Ruiz et al. [9]. Os grupos alélicos HLA-B*42, HLA-B *45, —-B*51 e DRB1*03
foram mais frequentes em pacientes (p<0,05), e 0 HLA-B*44 em individuos saudaveis
(p<0,05) (Tabela 5).

Devido ao elevado grau de polimorfismo de seus genes, o sistema HLA tem sido estudado
como marcador genético envolvido na suscetibilidade de diversas doencas [2,3]. Em um
estudo de caso-controle com pequeno nimero de pacientes nefropatas brasileiros, da regido
Sudeste aguardando o transplante renal, os grupos alélicos HLA-A*74 e HLA-DRB1*11
apresentaram associacdo positiva com DRC terminal, [29].

De fato, as frequéncias dos antigenos Duffy e HLA variam entre as diferentes populagdes. O
polimorfismo destes dois marcadores, quando comparados entre os pacientes nefropatas sul
brasileiros, e individuos saudaveis de diferentes regides do Brasil e do mundo sugerem que,

os antigenos Duffy e os grupos alélicos HLA podem estar envolvidos com a DRC. Novos
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estudos serdo necessarios para analisar a influéncia destes marcadores, na evolucédo da DRC,

bem como na evolugéo do transplante.
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TABELAS
Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos pacientes nefropatas da regido Sul do Brasil.

Variaveis n (183) f

Faixa etaria (anos)

18-30 14 0,076503
31-50 65 0,355191
51-70 79 0,431694
acima de 70 25 0,136612
Género

Feminino 69 0,377049
Masculino 114 0,622951
Etnia

Oriental 5 0,027322
Branca 114 0,622951
Mestica 42 0,229508
Negra 22 0,120219

Tempo de diélise (anos)

Menos de 1 41 0,224044
la3 74 0,404372
4236 38 0,20765

Acima de 6 30 0,163934

Tabela 2 — Frequéncia dos fendtipos Duffy em pacientes nefropatas da regido sul do Brasil.

Pacientes Nefropatas

Fen6tipo Duffy (n=183)
n f
Fy(a+h-) 49 0.27
Fy(atb+) 64 0,35
Fy(a-b+) 60 0,33

Fy(a-b-) 10 0,05
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Tabela 3 - Frequéncia dos alelos HLA-A, -B e -DRB1 em pacientes nefropatas da regido Sul

do Brasil.

HLA-A n f HLA-B n f HLA-DRB1 n f
01 35 0,0956284 07 28 0,0765027 01 32 0,0874317
02 85 0,2322404 08 17 0,0464481 03 42 0,1147541
03 40 0,1092896 13 6 0,0163934 04 52 0,1420765
11 26 0,0710383 14 13 0,0355191 07 39 0,1065574
23 19 0,0519126 15 30 0,0819672 08 21  0,057377
24 43 0,1174863 18 21 0,057377 09 7 0,0191257
25 6 0,0163934 27 12 0,0327869 10 11 0,0300546
26 16 0,0437158 35 37 0,1010929 11 55 0,1502732
29 12 0,0327869 37 3 0,0081967 12 2 0,0054645
30 20 0,0546448 38 9  0,0245902 13 39 0,1065574
31 17 0,0464481 39 15 0,0409836 14 18 0,0491803
32 11 0,0300546 40 15 0,0409836 15 34 0,0928962
33 13 0,0355191 41 8 00218579 16 14 0,0382514
34 3 0,0081967 42 9  0,0245902 17 0 0
36 2 0,0054645 44 24 0,0655738
66 0,0027322 45 12 0,0327869
68 13 0,0355191 47 1 0,0027322
69 1 0,0027322 48 2 0,0054645
74 3 0,0081967 49 9  0,0245902
80 0 0 50 10 0,0273224
43 0 0 51 44 0,1202186

52 10 0,0273224

53 9  0,0245902

54 1 0,0027322

55 4 0,010929

56 1 0,0027322

57 7 0,0191257

58 6 0,0163934

67 2 0,0054645

81 1 0,0027322

78 0 0

82 0 0

73 0 0

46 0 0
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Tabela 4 — Freqiéncia dos fenotipos Duffy dos pacientes nefropatas do Sul do Brasil

comparada com individuos saudaveis de outros estudos [8,10,11].

. Pacientes HOWES et al (2011)
Fenétipo GUELSIN et al (2011) (PR) NOVARETTI et al (2000) (SP)
nefropatas (Mundo)
Duffy (n=400) (n=2462)
(n=183) (n=50578)
. OR p- OR p- OR
n
valor (1C95%) valor (1C95%) valor (1C95%)
2,56 1,80
Fy(a+b-) 49 0,27 0,125 <0,0001 0,17  0,0012 0,33 10,0594 -
(1,60;4,07) (1,25;2,56)
) 191
Fy(a+b+) 64 0,35 0,48  0,0039 0,22  0,0001 0,30 0,1452 -
(1,18;2,51) (1,37;2,66)
1,67
Fy(a-b+) 60 0,33 0,37 0,3521 - 0,28  0,2026 - 0,23 0,0019
(1,20;2,29)
Fy(a-b-) 10 0,05 0,025 0,0853 - 0,33 <0,0001 ' 0,14 0,0004 '
(4,49;18,20) (1,49;5,97)
TOTAL 183 1 0,99 0,99 0,99

Tabela 5 — Distribuicdo dos grupos alélicos HLA mais prevalentes nos pacientes nefropatas

sul brasileiros comparada com individuos saudaveis de outros estudos [9,12].

Pacientes
RUIZ et al (2005) (PR) BORTOLOTO et al (2012) (RS)
Alelo HLA nefropatas
(n=3500) (n=5000)
(n=183)
p- OR p-
HLA-A* n f f f OR (1C95%)
valor  (I1C95%) valor
01 35  0,095628 0,095 0,9273 0,101 0,7914
02 85 0,23224 0,228 0,8481 0,278 0,0568
03 40 0,10929 0,093 0,311 0,104 0,7275
11 26  0,071038 0,052 0,1187 0,051 0,0922
24 43 0,117486 0,104 0,43 0,103 0,3818
HLA-B*
07 28  0,076503 0,069 0,597 0,07 0,6027
15 30 0,081967 0,07 0,4013 0,084 1
35 37  0,101093 0,112 0,6089 0,125 0,1963
1,67
44 24 0,065574 0,105 0,0134 0,12 0,0009 1,94 (1,28;3,09)
(1,1;2,66)
1,47
51 44 0,120219 0,085 0,0278 0,087 0,0309 1,43 (1,01;1,99)
(1,04;2,05)
HLA-DRB1*
1,65
03 42 0,114754 0,073 0,0057 0,099 0,3277
(1,15;2,31)
04 52  0,142077 0,12 0,2172 0,124 0,2953
07 39  0,106557 0,12 0,5079 0,131 0,2051
11 55  0,150273 0,125 0,1694 0,119 0,072
13 39  0,106557 0,117 0,6159 0,137 0,1027
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3. CAPITULO IlI

3.1. CONCLUSOES

Apresentamos neste topico as conclusdes gerais do presente trabalho. As conclusfes
especificas estdo descritas ao longo dos artigos que fazem parte desta dissertacao.

Este estudo permitiu o conhecimento do polimorfismo dos grupos alélicos HLA e de
antigenos Duffy, em pacientes candidatos ao transplante renal da regido Norte/ Noroeste do
Estado do Parand, sendo possivel observar o envolvimento do fenotipo Duffy e de alguns
grupos alélicos HLA na DRC, sugerindo alguma relacdo da expressdo de seus antigenos com
a doenga.

Através do estudo do polimorfismo HLA e Duffy foi possivel tracar o perfil desses
marcadores, em potenciais candidatos ao transplante de uma regido. Assim, dados deste
estudo podem ser utilizados como parametros epidemiolégicos, na distribuicdo de 6rgaos na
area sul-brasileira. No mesmo estudo, a comparacdo dos perfis HLA e Duffy dos pacientes

com a populacdo saudavel evidenciou a diferenca existente entre regides e suas populacdes.

3.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo de antigenos de histocompatibilidade, principal e sencundario, na DRC auxilia
na compreensao da doenga, selecdo no transplante de 6rgéos e evolucdo do enxerto.

O conhecimento do polimorfismo HLA, na populacdo de candidatos ao transplante,
podera contribuir em estudos de associacdo e suscetibilidade a diversas doencas as quais 0s
pacientes portadores de DRC séo acometidos.

O antigeno Duffy esta presente em outras células, aléem dos eritrocitos. Por ser
considerado um receptor de citocinas, ele possui um importante papel nos processos
inflamatdrios. E, em virtude dessa caracteristica, sua participacdo na evolucdo da doenca renal
precisa ser melhor investigado.

A relacdo dos sistemas HLA e Duffy ndo ocorre apenas de forma independente no
organismo. Em casos de incompatibilidade dos antigenos Duffy, entre doador e receptor, o
sistema HLA desempenha sua funcdo na apresentacao desses antigenos, desencadeando uma
resposta apropriada. O polimorfismo existente na expressdo das moleculas HLA e Duffy pode
influenciar nesta relacdo, tornando necessaria uma pesquisa mais aprofundada sobre o

mecanismo de interacdo, entre as diferentes moléculas do sistema HLA e produtos do gene

Duffy.



