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FREQUENCIA’DOS ALELOS HLA A, B E DRB1 EM DOADORES VOLUNTARIOS
DE MEDULA OSSEA DO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL NO PERIODO
DE 2012 A 2013.

RESUMO: A populacdo brasileira apresenta grande miscigenagdo racial e originou-se,
principalmente, de caucasoéides de origem européia, africanos e indios. Devido a diferengas no grau e
padrdao de miscigenagao, a composi¢cao de nossa populagdo pode variar consideravelmente de uma
regido para outra. Portanto, a investigacao da frequéncia dos antigenos HLA e sua diversidade alélica
€ extremamente relevante permitindo o aprimoramento da rotina de transplantes em no estado de
MS. O presente estudo objetivou investigar a frequéncia dos antigenos HLA e sua diversidade alélica
no periodo de 2012 a 2013. Os resultados das tipagens de HLA foram obtidos de dados secundarios
do banco de amostras processadas pelo Laboratério de Biologia Molecular e Histocompatibilidade
Ltda. (Laboratério Biomolecular), coletadas em parceria com o Centro de Hematologia e Hemoterapia
de Mato Grosso do Sul (MS) "José Scaff" (HEMOSUL). As determinacgées alélicas foram realizadas
utilizando os kits LABType PCR-SSO One Lambda. Os dados foram inseridos em uma planilha Excel,
que posteriormente foi processado, por dois softwares, IBM SPSS Statistics 22 (SPSS -
StatisticalPackage for the Social Sciences) e Arlequin. Foram selecionadas de forma aleatdria 10%
das 16.430 amostras analisadas no periodo, sendo assim, o estudo contou com 1.643 amostras. Os
individuos foram categorizados em: Brancos (n=999; 60,8%), Pardos (n=421; 25,6%), Amarelos
(n=24; 1,4%), Pretos (n=86; 5,2%), Indigenas (n=11; 0,7%) e 102 (6,3%) individuos que nao
declararam sua raga. Também foram categorizados por regides do Estado de Mato Grosso do Sul:
Centro-Norte (n=366; 22,3%), Leste (n=497; 30,2%), Pantanal (n=281; 17,1%) e Sudoeste (n=499;
30,4%). Os alelos HLA A, B e DRB1 mais comuns foram A*02 (24,4%), B*35 (11,7%) e DRB1*04
(14,0%). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes quanto a heterozigosidade e
também no que se refere aos resultados do teste de Hardy-Weinberg.

Palavras-chave: Tipagem HLA. Frequéncia genética. Frequéncias Haplotipicas.



THE FREQUENCY OF ALLELES HLA A, B AND DRB1 ON VOLUNTEER BONE
MARROW DONORS FROM SOUTH MATO GROSSO STATE FROM 2012 TO
2013.

ABSTRACT: The Brazilian population presents great racial miscegenation and it has originated
primarily, from the Caucasians of European origin, Africans and Indians. The Brazil's largest
population group is understood by mixed race people originated from the miscegenation occurred
between different races. Therefore, the investigation of the frequency of HLA antigens and their allelic
diversity, held in the state of Mato Grosso do Sul, it is extremely relevant enabling the improvement of
routine transplants in our state. This study aimed to investigate the frequency of HLA antigens and
their allelic diversity from 2012 to 2013. The results of HLA typing were obtained from secondary data
from the sample database processed by the Molecular Biology Laboratory and Histocompatibility Ltda.
(Biomolecular Laboratory), collected in partnership with the "José Scaff" Center of Hematology and
Hemotherapy of Mato Grosso do Sul (MS-HEMOSUL). The allele determinations were made using the
kits LABType PCR-SSO One Lambda. The data were placed in an Excel spreadsheet, which was then
processed by two softwares, IBM SPSS Statistics 22 (SPSS - StatisticalPackage for Social Sciences)
and Arlequin. It was randomly selected 10% of the 16,430 samples analyzed in the period, and the
study had 1,643 samples. The subjects were categorized into: White people (n = 999; 60.8%), Brown
people (n = 421; 25.6%), Yellow people (n = 24; 1.4%), Black people (n = 86; 5, 2%), Indigenous (n =
11; 0.7%) and 102 (6.3%) patients who did not declare their race. They were also categorized by
regions of Mato Grosso do Sul: Central - north (n = 366; 22.3%), East (n = 497; 30.2%), Pantanal (n =
281; 17.1%) and Southwest (n = 499; 30.4%). The HLA A, B alleles and common DRB1 were A * 02
(24.4%) B * 35 (11.7%) and DRB1 * 04 (14.0%). No statistically significant differences were observed
regarding the heterozygosity, and also on the results of Hardy-Weinberg test.

Keywords: HLA typing. Genetics frequency. haplotype frequencies
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11
1 INTRODUGAO

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility
Complex - MHC), o qual codifica proteinas de superficie celular denominadas HLA
(Human Leucocyte Antigens) em humanos, compreende um grupo de genes
localizados no brago curto do cromossomo 6 e agrupados em trés sub-regides: HLA
classe | (A, B e C), HLA classe Il (DR, DQ e DP) e HLA classe lll, sendo que apenas
os genes HLA classe | e classe Il determinam compatibilidade tecidual (MONTE et
al., 2004).

Os antigenos codificados pelo MHC sao utilizados na pratica para avaliar a
compatibilidade entre doador e receptor de transplantes, de tecidos e 6rgaos e como
auxiliar na coleta de evidéncias da pratica forense. Além disso, tem-se tornado
importante ferramenta no entendimento da patogenia de varias doengas. O
conhecimento dos alelos ou haplétipos HLA herdados por um individuo permite
predizer o risco de ele vir a desenvolver determinada doenga ou estar protegido
dela. O diagnostico de doengas associadas ao HLA aumenta diariamente e o grau
de associagao € bastante variavel (ALVES et al., 2005).

Novos métodos de tipificacdo e a frequente atualizacdo da nomenclatura tém
facilitado o entendimento do polimorfismo desse sistema e sua relagcdo com varias
doengas. Entretanto, estas contribuicbes ndo tém sido adequadamente divulgadas
na literatura clinica, dificultando a compreensdo do HLA na pratica médica (ALVES
et al., 2005).

O transplante de 6rgaos entre dois individuos geneticamente relacionados
pode induzir uma resposta imune potente por parte do receptor ou do enxerto,
dependendo do tipo de transplante, conduzindo a rejei¢do. Esta reagdo imunoldgica
€ largamente determinada por fatores genéticos. As estratégias para inibir esta
reacao incluem o6tima compatibilidade genética entre doador e receptor e a utilizagao
de terapia imunossupressora evitando, assim, a rejeicdo. Além do sistema de
antigenos HLA, outros fatores imunogenéticos surgem como sendo de interesse
significativo nos transplantes (LAPERROUSAZ et al., 2012).

A populagao brasileira apresenta grande miscigenagao racial e originou-se,
principalmente, de caucasoides de origem européia, africanos e indios. O maior
grupo populacional do Brasil é compreendido pelos mesticos, originarios da

miscigenagao ocorrida entre as diferentes ragas. Devido a diferengas no grau e
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padrao de miscigenagdo, a composicdo da populagdo pode variar
consideravelmente de uma regido para outra, ocorrendo grande variabilidade dos
“subtipos” de mestigos (DALALIO et al., 2002).

Os estudos relacionados com a associagdo dos antigenos de
histocompatibilidade (HLA) e doencas baseiam-se, fundamentalmente, nas
comparagdes das frequéncias desses marcadores entre pacientes e individuos
saudaveis utilizados como controles. Uma vez que os genes que codificam as
moléculas HLA apresentam um polimorfismo muito grande nas diversas populagdes
estudadas, a definicdo do perfil imunogenético da populagdo de individuos
saudaveis de cada regidao € essencial para esses estudos. Mesmo em individuos
caucasianos da América do Norte ou da Europa, o numero de especificidades dos
loci HLA-A, -B, -C e das regides HLA-DR e -DQ é significativamente grande, quando
comparado, por exemplo, com o dos individuos nativos ou com os dos aborigenes
da América Latina (DONADI et al., 2000).

Portanto, a investigacdo da frequéncia dos antigenos HLA e sua diversidade
alélica, ainda n&o realizadas no Estado do Mato Grosso do Sul, é extremamente
relevante, permitindo o aprimoramento da rotina de transplantes em nosso estado,
maior agilidade em relacdo a lista de receptores e o conhecimento prévio da
identidade genética predominante nessa populagao.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Complexo Principal de Histocompatibilidade
2.1.1 Histérico

O MHC (Major Histocompatibility Complex) foi descrito primariamente em
camundongos, na década de 30, por Peter A. Gorer. Evidéncias demonstraram a
existéncia de um grupo de antigenos envolvidos nos processos de rejeicbes dos
transplantes de pele entre diferentes linhagens desses animais (GORER, 1937).
Esses antigenos responsaveis pela rejeicdo de tecidos foram denominados
antigenos de histocompatibilidade e a regido foi designada de sistema H2 no
camundongo estando localizada no cromossomo 17. Desde a descoberta do MHC
em camundongos, o MHC se tornou uma das regiées génicas mais estudadas no
genoma dos vertebrados (KLEIN, 1986).

Em 1958, um aloantigeno presente nos leucdcitos humanos foi identificado,
tornando-se o “primeiro” antigeno leucocitario humano (HLA), denominado HLA-A2
(DAUSSET, 1958)

Esta pesquisa foi continuada por George Snell, que estabeleceu que a
rejeicdo de enxerto em camundongos € devido a incompatibilidade a certos
antigenos. O MHC murino foi chamado de "H2" em honra do antigeno Il descoberto
por Gorer (SNELL, 1986).

Durante quase 20 anos apods a descoberta do MHC, a sua unica funcao
documentada foi em relagdo a rejeicdo de transplantes. Foi descoberto
posteriormente que regides génicas do MHC eram fundamentais para todas as
respostas imunologicas a antigenos proteicos. Em 1960, Baruj Benacerraf, Hugh
McDevitt e colaboradores descobriram que linhagens endogamicas de cobaias de
camundongos diferiam na sua habilidade em produzir anticorpos contra polipeptidios
sintéticos simples. Os genes do MHC foram denominados de genes da resposta
imune e todos foram encontrados no mapa do MHC (ABBAS, 2011).

Posteriormente, verificou-se que todos os vertebrados possuem genes do
MHC e seus produtos, e que as respostas de rejeicao a transplantes eram mediadas

por células T. Trata-se de uma familia génica que inclui varios genes altamente
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polimorficos e que participa ativamente na defesa de vertebrados contra parasitas e
outros patdgenos. Os antigenos codificados pelos genes do MHC estdo expressos
virtualmente em todas as células nucleadas do organismo. O MHC controla a
atuacao do sistema imune em todos os vertebrados e tem-se mantido durante a

evolucao dessas espeécies (SILVA, 2012).

O estudo dos autores Dausset, Payne e Rolfs, Van Rood, Eernisse e
colaboradores, demonstravam a presengca de anticorpos no soro humano de
pacientes politransfundidos ou mulheres multiparas, que reagiam com leucdcitos,
mas nao de todos os individuos testados. Os anticorpos destes soros detectavam
um sistema polimérfico de antigenos nos leucdcitos humanos. O crédito da
descoberta do primeiro antigeno HLA foi dado a Jean Dausset, que em 1980
recebeu o Prémio Nobel de Medicina. Ele nomeou este antigeno de MAC em
homenagem a trés individuos voluntarios, cujos nomes comegavam com M, A e C,
respectivamente. O antigeno MAC, que mais tarde foi denominado HLA-A2, estava
presente em 60% da populagdo francesa. Finalmente, o estudo dos antigenos
leucocitarios adquiria grande importancia em transplante de tecidos. Desde a
descoberta do HLA-A2, Workshops Internacionais de Imunogenética e
Histocompatibilidade (WIIH) s&o realizados, quando os investigadores da area se
encontram e comparam seus reagentes, técnicas, resultados e comunicam novas
descobertas. Varias descobertas importantes foram discutidas e publicadas nos
WIIH, conforme Quadro 1 (THORSBY, 2009).
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Quadro 1: Principais tdpicos discutidos desde a criagcdo dos Workshops

Internacionais de Imunogenética e Histocompatibilidade.

Ano Principais tépicos discutidos

Demonstracdo da associagdo dos antigenos HLA com

1967
doencgas

Criacao de um comité da Organizacdo Mundial da Saude
1968 (OMS) para o estabelecimento da nomenclatura para os
alelos HLA

Estabelecimento de dois loci HLA, LA (posteriormente HLA-A)
e 4 (mais tarde HLA-B) e constatacao de que os loci eram
ligados e continham pelo menos sete e oito alelos,
respectivamente

1970

Descoberta de que o sistema HLA constituia-se em uma
1972 importante ferramenta para investigagdes antropolégicas
devido ao polimorfismo observado

Mapeamento do MHC no brago curto do cromossomo 6 (ja

1977 descritos os loci HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ e -DP)
1980 Papel da compatibilidade HLA em transplantes renais

Introducéo de varias técnicas para o estudo do polimorfismo
1984 ;

dos loci HLA

Estabelecimento de um painel de referéncia de linhagens
1987 L

celulares tipificadas

Estabelecimento da acessibilidade publica a bancos de dados
2002

sobre HLA
2008 Novos dados e aplicagbes em medicina, antropologia etc.

fonte: Thorsby, 2009.
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2.2 Nomenclatura das especificidades HLA

Um assunto que gera muita confusao tem sido a nomenclatura do sistema de
HLA, que é periodicamente avaliado e revisto pelo Comité de Nomenclatura da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), demonstrado na figura 1 e no quadro 2. O
complexo principal de histocompatibilidade ou MHC é um termo geral utilizado para
todas as espécies e refere-se a regiao genética prolongada, que contempla muitos
loci. Existem mais de 400 genes que mapeiam para o MHC do ser humano ou do
camundongo, e embora tecnicamente eles sejam todos os genes MHC, s&o
separados em MHC de classe | (MHC-I) e MHC de classe Il (MHC-II), que consistem
em um conjunto de /oci que codificam proteinas que estdo intimamente relacionadas
em estrutura e a fungdo. Esses genes em especifico sdo designados por uma letra
(ou letras) para seus respectivos loci (por exemplo, HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR)
e genes alélicos foram denotados pela adicdo de um numero ou uma letra. Assim, o
HLA-A2 e HLA-A3 sao alelos do locus HLA-A e HLA-B8 e HLA-B27 sao alelos do
locus HLA-B (NAIK, 2003).

Com o passar dos anos, o avango nas técnicas de detecgdo de antigenos
HLA permitiu a identificagcdo de inumeras moléculas. Na década de 70, quando a
técnica de microlinfocitotoxicidade ainda era padrao na identificagcao de alelos HLA,
o Comité da OMS estabeleceu que os loci HLA fossem designados por uma letra,
precedida pela sigla HLA (por exemplo HLA-A) e que as especificidades antigénicas
determinadas por sorologia fossem indicadas por numeros (por exemplo: HLA-A1).
Com o advento das técnicas moleculares, tornou-se possivel identificar os alelos do
sistema HLA, e a nomenclatura foi restabelecida. Quando a sequéncia é conhecida,
deve-se assinalar a letra correspondente ao locus HLA com um asterisco (por
exemplo HLA-A*). No Workshop de 1987 foi determinado que os alelos HLA
recebessem quatro digitos para diferenciar as proteinas que eles codificavam. Os
primeiros dois numeros descrevem o correspondente soroldgico para um grupo
alélico especifico (por exemplo: HLA-A*02). O terceiro e quarto digitos se referem a
substituicbes de um ou mais nucleotideos que mudam a sequéncia de aminoacidos
da proteina codificada, ou seja, a variante alélica (por exemplo: HLA-A*0201). Desde

entdo, esta nomenclatura tem sido aperfeicoada e um alelo pode possuir até 8
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digitos. Para facilitar a identificacdo dos alelos, foi estabelecida a introducéo de dois
pontos (:) na nomenclatura (por exemplo: A*02:01) (BORTOLOTTO, 2011).

Separador Sufixo usado para denotar

Hifen usado para separar o nome do @ i
gene do prefixo de HLA. Separadores de campo mudancas na expressio

wne——HLA-A*02: 101 :01:02N

Gene @

. 9
Campe 1- grupo 2lélico Campo 4: usado para mostrar
@ diferencas na regido nio codificante

Campo 2: proteina HLA especifica @
Campo 3: usado para mostrar
substitubphes sindnimas na regido codificante

Figura 1 - Esquema representativo da nomenclatura atual do antigeno leucocitario humano. Cada
alelo de HLA tem um numero Unico, correspondendo a até 4 campos de digitos separados por":". O
tamanho da designacgéo do alelo depende da sequéncia do alelo e genes préximos. Todos os alelos
recebem pelo 4 digitos, que correspondem aos campos 1 e 2; os campos 3 e 4 s6 sao designados

quando necessario.

Fonte: http://hla.alleles.org/announcement.html.
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Quadro 2 - Nomenclatura vigente dos alelos e antigenos HLA e seus respectivos

significados.

Exemplos de Nomenclaturas | Significado

Classe |

HLA-A, -B, -C Genes do HLA de Classe | que codificam as moléculas

de Classe | classicas

HLA-A2, -B1, -Cw2

Moléculas ou antigenos do HLA de Classe | definido por

sorologia, mostrando exemplos de antigenos em cada

tipo

HLA-A*, -B*, -C* HLA de Classe I, definido por biologia molecular

HLA-A*02 HLA de Classe |, locus A, antigeno 02 (codificado por
varios alelos), anteriormente definido pela sorologia
como HLA-A2

HLA-A*0201 HLA de Classe |, locus A, grupo alélico 02, alelo
especifico 01

Classe ll

HLA-DR, -DQ, -DP

Principais regides do HLA de Classe I

HLA-DR1 HLA de Classe Il, locus DR, antigeno 1, definido por
sorologia
HLA-DRB1* HLA de Classe Il, locus DR, cadeia Beta, gene 1,

definido por biologia molecular

HLA-DRB1*13

HLA de Classe I, locus DR, cadeia Beta, gene 1, grupo
alélico 13 (codificado por varios alelos), antes definido

pela sorologia como HLA-D

HLA-DRB1*1301

HLA de Classe Il, locus DR, cadeia Beta, gene 1, grupo
alélico 13, alelo 1 (representa um alelo especifico e nao

um grupo de alelos)

HLA-DRB1*1301N

Alelo nulo

HLA-DRB1*130102

Alelo que difere por uma mutacgio sinbnima

HLA-DRB1*13010102

Alelo que contétm uma mutagdo fora da regido

codificadora

HLA-DRB1*13010102N

Alelo nulo com uma mutacgéao fora da regido codificadora

Fonte: Marsh et al., 2002.
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2.3 Genética dos Loci do Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano

O MHC é uma regido do genoma que se estende por cerca de 4.000 kb no
braco curto do cromossomo 6 humano entre 6p21.31 e 6p21.32. O mapa humano
revela aglomerados de genes agrupados basicamente em uma regido de classe
MHC Il com cerca de 1.000 kb, uma regido de classe MHC lll, e uma regido MHC de
classe I. Os genes MHC | e Il codificam os denominados antigenos de leucocitos
humanos (HLA). Genes HLA-DP (DPA que codifica a cadeia a, e DPB que codifica a
cadeia B) estdo proximos do centrdbmero no brago curto do cromossomo e estédo
ligados aos genes que codificam para o HLA- M relacionado a molécula (DMB e
DMA) como demonstrado na figura 2 (NAIK, 2003).

LMP

DMB , , DQB DRB 210H G
Sy omal | Doa DRA T B mymp E - Hlyy,
" Bat |
O%M#HWHM I P o
cenfromere DPB I I
DPA T;—\P C4A B BC A
MHC-II Region (1000 kb)  MHC-III Region (1000 kb) MHC-I Region (2000 kb)

Short arm of Chromosome 6

Figura 2 - Organizagdo genémica da regiao do MHC no cromossomo 6.

Fonte: Jornal Indian Rheumatol Association.

Os genes do complexo MHC sdo expressos de forma codominante e
herdados em haplétipos (unidade isolada do cromossomo 6), sendo um proveniente
do pai e outro da mae (MAGALHAES, 2004).

Assim, a segregacdo independente pode resultar em quatro combinagdes
diferentes entre os haplétipos paterno e materno: 25% de chance de herdar os
mesmos 2 haplétipos do irmao, 25% de chance de n&o herdar nenhum dos
haplétipos dos seus irmaos e 50% de chance de compartilhar pelo menos 1
haplétipo com seus irmaos (SILVA, 2015).

2.4 Estrutura da molécula HLA

As moléculas de MHC da classe | contém duas cadeias polipeptidicas
separadas: uma cadeia a (pesada), codificada pelo MHC com aproximadamente
44kDa e uma cadeia 3 ndo codificada pelo MHC, com 12 kDa. A cadeia a & formada
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por um polipeptideo central contendo um ou dois oligossacarideos. Cada cadeia a &
orientada de tal modo que cerca de trés quartos do peptideo completo, incluindo a
regiao aminoterminal e o(s) grupos(s) oligossacarideos estao externamente a célula
com uma porcdo transmembranica, e os 30 residuos de aminoacidos da porg¢ao
carboxiterminal estdo localizados no citoplasma. A cadeia B, denominada .-
microglobulina interage ndo covalentemente com a porg&o extracelular da cadeia q,
nao tendo assim uma ligagcao direta com a célula. Podemos dividir a molécula da
classe | em quatro porgdes: uma porgao extracelular aminoterminal responsavel pela
ligacdo com peptideos; uma porcao extracelular semelhante a imunoglobulina; uma
porcao trans-membranico; e uma porcao citoplasmatica. A cadeia a € entdo dividida
em trés dominios conhecidos como a1, a2 e a3. O sitio de ligagdo do peptideo esta
entre a1 e a2. O segmento a3 da cadeia pesada e a cadeia B2-microglobulina
formam um dominio semelhante ao de imunoglobulina na molécula de classe |,
como observado na figura 3 (MAGALHAES; BOHLKE; NEUBARTH, 2004).

MHC Classe |

Fenda ligadora .

Regian
_transmembrana

micoglobulina

9]

Ligacao dissulfeto

Cominiolg : ,

Figura 3 - Estrutura esquemaética da molécula de antigeno HLA de classe I.

Yy oy

Fonte: ABBAS et al., 2011.

Os produtos dos genes de classe IlI, também, sao glicoproteinas, mas
formadas por duas cadeias polipeptidicas nao covalentemente associadas, a e . As
cadeias a e 3 sdo transmembrénicas tendo a mesma estrutura geral. Uma porgéo

extracelular composta por dois dominios de cadeia a (a1 e a2) e uma cadeia f3,
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também com dois dominios (31 e B2), ancorada na membrana por uma pequena
regido transmembranica e um dominio citoplasmatico. O polimorfismo de classe |l
ocorre na regiao aminoterminal do dominio 1 (Figura 4). Os dominios a1 e (31
formam a fenda de ligagao para os peptideos, que podem medir mais de 12 residuos
de aminoacidos. Os genes que codificam as cadeias a sdo designados A (por
exemplo, DRA, DQA) e os genes que codificam as cadeias 3 sdo designados como
B (por exemplo, DRB, DQB). Os genes que codificam as cadeias a e f do HLA-DR
sao DRA1 e DRB1 (MARSH; PARHAM; BARBER, 2000).

MHC Classell
- Fenda ligadora do  —
f[I'r peptideo \‘\

i1} \/
QA

MN

Regiao
transmem brana

Ligacdo dissulfeto ==~

Dominic Ig : ,

Figura 4 - Estrutura esquematica da molécula de antigeno HLA de classe Il.

e
0

Fonte: ABBAS et al., 2011.

2.5 Polimorfismo genético

Até outubro de 2013 foram descritos 10.104 alelos HLA, sendo 7.678 alelos
de classe | e 2.268 alelos de classe Il. O locus HLA classe Il que tem maior
variabilidade € o DRB1, com 1.476 alelos, enquanto HLA-DQA1 tem 51 e DQB1 459
alelos ja identificados (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). Os antigenos

HLA mostram variagdes caracteristicas de um grupo racial para outro. As
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frequéncias de alelos HLA individuais variam fortemente dentro de uma populacéo e
entre populagdes distintas (PIMENTA et al., 2006).

Dentre as variagbes caracteristicas de um grupo racial para outro, podemos
observar, o alelo que codifica HLA-B8 é muito comum em populacdes caucasianas
(frequéncia génica de 7,7% a 16,3%), mais muito pouco frequente em populagdes
asiaticas (frequéncia génica de 0% a 0,2%). Por outro lado, o alelo que codifica HLA-
B46 € comum em populagdes asiaticas (frequéncia génica de 4,7% a 12,5%), mas
virtualmente ausente em caucasianos. Essa diversidade mais uma vez reforca a
necessidade do conhecimento das frequéncias de alelos e haplétipos (combinagdes
de alelos) em populagdes especificas. (SILVA, 2012)

Um nivel adicional de complexidade existe na sub-regido HLA-DR. Cerca de
90% dos individuos tém um segundo gene DRB: DRB3, DRB4 ou DRB5. Este
segundo loci DRB codifica pelo menos um sorotipo polimérfico DR52, DR53 e DR51
respectivamente (LAPERROUSAZ et al., 2012).

2.6 Expressao génica e o reconhecimento dos antigenos pelos receptores das

células Te B

A caracteristica mais distinta do reconhecimento de antigenos pelas células T
€ a forma como o receptor dessa célula reconhece o ligante. Este compreende um
peptideo derivado do antigeno unido a uma molécula do MHC. As moléculas do
MHC séao glicoproteinas de superficie celular que possuem fenda de ligagdo ao
peptideo na qual pode se ligar a uma grande variedade de fragmentos peptidicos
(JANEWAY et al., 2002).

Em linhas gerais, antigenos endogenos irdo se ligar ao MHC classe | da
seguinte maneira (Figura 5): O proteassoma €& um complexo multiprotéico
citoplasmatico que degrada proteoliticamente algumas proteinas citoplasmaticas.
Quando uma proteina antigénica esta no interior da célula, a proteassoma ira
quebrar estas proteinas gerando peptideos antigénicos que serdo liberados no
citoplasma e posteriormente transportados para o reticulo endoplasmatico (RE). No
RE estes peptideos antigénicos irdo se associar e se ligar aos dimeros recém-
formados da classe | do MHC. A ligagdo aos peptideos estabiliza as moléculas da

classe | do MHC, permitindo que se forme uma vesicula que deixara o RE e migrara
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pelo complexo de Golgi até a membrana celular. Parte do complexo peptideo-MHC

7

entdo € exteriorizada permitindo o seu reconhecimento pelas células T CD8+
citotoxicas (MAGALHAES; BOHLKE; NEUBARTH, 2004).

Virusno  Proteina viral
citoplasma  sintetizada Vesicula

\ TAP axocitica
Pe tldeos i ‘ I
—r@ : -
Proteina
ubiquitinada @ﬁ

Proteassoma

Producdo de Degradacao Transporte do Montagem do Expressac do complexo
proteinas no proteolitica peptideo do complexo MHC classe MHC classe l/peptideo
citosol das proteinas citosol para o RE l/peptideo no RE na superficie da APC
q

Linfocito T

E
agossoma | CD8 citolitico

ntigeno protéico 4.0
o microrganismao do MHC
.._. ingerido e classe |
transportado para

J‘:‘L

o citoplasma

RE - Reticulo endoplasmatico.
TAP - Proteina transportadora associada ao processamento de antigeno.
p2-m - beta-2 microglobulina.

Figura 5 - Esquema representativo do processamento e apresentagédo de antigenos via MHC de
classe | as células T CD8.

Fonte: Imunologia fundagdo CEDERJ (2010).

Para os antigenos exdgenos por sua vez (Figura 6), as células
apresentadoras de antigenos (APCs) especializadas, incluindo macréfagos,
linfocitos B e células dendriticas interiorizam as proteinas extracelulares nos
endossomas para processamento pela via de classe Il do MHC. Antigenos derivados
de patdégenos extracelulares, proteinas internalizadas por fagocitose e proteinas
aderidas a superficie celular via imunoglobulina nas células B sao internalizadas por
endocitose e armazenados em um endossomo citoplasmatico. Este endossomo
torna-se acido e comecga a clivar proteoliticamente as proteinas exogenas. Neste
momento, no reticulo endoplasmatico, os heterodimeros recém-sintetizados da
classe Il do MHC associam-se a cadeia invariante, sendo liberados no interior de um
endossomo especializado que € transportado pelo complexo de Golgi até a vesicula
contendo as particulas antigénicas. Ocorre entdo a fusdo dos dois endossomos, a

cadeia invariante é clivada proteoliticamente e um pequeno remanescente peptidico
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da cadeia invariante é removido da fenda de ligagdo peptidica das moléculas do
MHC II. Os peptideos antigénicos se associam a molécula do MHC formando o
complexo peptideo-MHC, que migra até a superficie celular, permitindo seu
reconhecimento pelas células T CD4+ helper. A associagao de um peptidio exdgeno
com uma proteina MHC classe Il indica que uma célula encontrou um antigeno
extra-celular e serve como pedido de auxilio para as células T helper iniciarem a

resposta imune especifica. (MAGALHAES; BOHLKE; NEUBARTH, 2004).

Compar- Processa-

timento mento na Peptideo pro-

vesicularda  wvesicula Biossintese do cessado e a sua Expressao

APC com endossoma/ MHC de classe associagao com do complexo

a proteina lisossoma Il & o seu trans- o MHC de clas- peptideo-MHC
extracelular  da proteina porte para os se |l na vesicula na superficie
endocditada internalizada endossomas endossomal celular

Antigeno protéico
Lisossoma

Vesicula
endocitica

Vesicula

exocitica Célula T CD4
helper

Endossoma

Golgi

Figura 6 - Esquema de processamento e apresentacado de antigenos via MHC de classe Il as células
T CDA4.

Fonte: Imunologia fundagdo CEDERJ (2010).

Os genes de classe | na regido do MHC, considerados principais agentes da
resposta imune, sao apenas trés, HLA-A, B e C, e sdo os chamados classicos. Estes
genes codificam glicoproteinas, consideradas as moléculas classicas de
histocompatibilidade de classe |, sdo expressas na superficie de todas as células
nucleadas e sao responsaveis por apresentar peptideos enddégenos as células T
CD8+. Na regiao de classe Il, sdo reconhecidos diversos genes, sendo que os loci
HLA-DR, DQ e DP que codificam glicoproteinas expressas na superficie de células
do sistema imune, neste caso as células apresentadoras de antigenos (APCs),

incluindo, linfécito B, macréfago e células dendriticas. As moléculas classicas de
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histocompatibilidade de classe Il estdo envolvidas na rejeicdo contra enxertos e na
apresentacao de peptideos exdgenos aos receptores dos linfocitos T CD4+. Além
desses, também s&o conhecidos varios outros genes de classe Il que ndo codificam
as moléculas apresentadoras de antigenos, mas codificam outras moléculas que
podem participar de alguma forma da resposta imune do individuo (MEDONCA,;
FERREIRA, 2010).

Zinkernagel e Dougherty demonstraram, em 1974, que, para induzir a
resposta imune, os linfocitos T devem ter a mesma molécula HLA que a da célula
apresentadora de antigeno. O fato de que os peptideos s&o ligados as moléculas
HLA e estes complexos s&o reconhecidos na superficie das células T pelos seus
receptores de células T (TCR) ficou conhecido como restricdo ao MHC
(ZINKERNAGEL; DOHERTY, 1974). Tal descoberta resultou de experimentos
mostrando que um linfécito T somente reconhecera peptideos quando eles
estiverem ligados a uma molécula MHC prépria. O descobrimento da restricdo
imunologica pelo MHC desempenhou papel chave na resposta imune adaptativa e
permitiu que seu alto polimorfismo fosse interpretado no contexto funcional. A
combinacao especifica MHC-peptideo foi usada para concluir que a resposta imune
de individuos heterozigotos nos loci MHC seria mais efetiva por responderem de

forma bem-sucedida a uma maior variedade de patégenos (HEDRICK, 2000).

2.7 Tipificagao dos loci HLA

Este procedimento tem a finalidade de realizar a tipificagdo molecular para a
caracterizagao dos alelos HLA do individuo através das tecnologias de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). O primeiro passo € a extracdo do DNA, realizada
através de purificagao utilizando Kit BIOPUR (Mobius Life Science - Curitiba).

Os alelos HLA-A, -B e -DRB1 sao tipificados utilizando reagdo em cadeia da
polimerase e técnicas de hibridizagado através de sondas de oligonucleotideos (PCR-
SSO0). Os kits utilizados para a tipificagdo pode ser RSSO1A para HLA-A, RSSO1B
para HLA-B e RSSO2B1 para HLA-DR (One Lambda, CA-USA). Os iniciadores
(primers) acompanham os kits comerciais de acordo com o fabricante.

Resumidamente, o DNA extraido é amplificado utilizando iniciadores (primers)
que anelam em &’ e 3’ das regides flanqueadoras. O DNA amplificado pelos primers
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da PCR abrangem fragmentos que incluem os exons 2 e 3. A amplificacao feita é
realizada em termociclador (Figura 7).

Ao final desta etapa, as amostras ficam prontas para analise e interpretacao
do resultado através da leitura do amplificado em gel de agarose 2,5% corado com
brometo de etideo, com a finalidade de verificar o padrdo da amplificacédo, e
posteriormente, para a etapa de hibridizag&o (Figura 8).

Os produtos de PCR sao imobilizados em membranas de nylon hibridados
com sondas correspondentes as sequéncias polimorficas dos alelos HLA-A, -B e -
DRB1. O sinal de hibridagcdo é detectado com um substrato quimioluminescente,
Estreptavidina conjugada com Ficoeritrina (SAPE), como observado na figura 9.

Através do analisador de fluxo, (LABScan 100 - Luminex) identifica-se a
intensidade fluorescente da PE (ficoeritrina) em cada micro-esfera. Por fim, as
analises foram feitas através do software HLA Fusion versdo 3.0 (One Lambda), que

realiza a determinag&o dos genaotipos HLA.

Analise de Fluxo

(Beads)
Ciclagem

N° de Ciclos Temperatura °C Tempo

1 96°C 3:00

96°C 00:20

5 60°C 00:20

72°C 00:20

96°C 00:10

30 60°C 00:15

72°C 00:20

1 72°C 10:00

1 4°C oo

% mOI BIOMETARIX

Figura 7 - Condigbes da amplificacdo para PCR com a técnica de SSO para tipificagdo do HLA-A, -B,
-DR.
Fonte: www.onelambda.com. Acesso:13/0310016.
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Andlise de Fluxo
(Beads)

2 exons = 2 bandas
571bp (Exon 2)
348-349bp (Exon 3)

Locus A

2 exons = 2 bandas
579-594bp (Exon 2)
333-338bp (Exon 3)

Locus B

1 exons = 1 banda

Locus DRB1
SRS 266-288bp (Exon 2)

%
¥ mol - -
N BIOMETAIX

Figura 8 - Esquema ilustrando os possiveis resultados do gel de agarose 2,5% do resultado da PCR
SSO para tipificagao do HLA-A, -B, -DR.
Fonte: www.onelambda.com. Acesso:13/0310016
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Analise de Fluxo

(Beads)
Principio

Estreptoavidin [ Ficoeritrina (emite

a (afinidade " SA PE “— fluorescéncia quando
com a biotina) excitado pela luz do

laser)

xxxx <4——— Amplicon

desnaturado ligado a

I sonda

o *+— Bead Luminex
Marcacdo do

amplicon (primers)

com biotina
% mOI BiOMETRIX
Figura 9 — Esquema demonstrando afinidade do amplicon marcado com biotina pela

streptoavidina/ficoeritrina
Fonte: www.onelambda.com. Acesso: 13/03/2016.

2.8 HLA e doencgas

O sistema HLA é fortemente associado a diversas doencas, incluindo na
maioria, as autoimunes. Nos estudos existentes na area, um ou mais antigenos HLA
sdo associados a uma determinada patologia se as suas frequéncias estiverem
aumentadas ou reduzidas significativamente nos doentes quando comparadas com
um grupo controle adequado. Dessa maneira, é possivel calcular o risco relativo de
um paciente desenvolver a doenga (BORTOLOTTO, 2011).

2.8.1 HLA e doengas auto-Imune

A consequéncia normal de uma resposta imune adaptativa contra um
antigeno é eliminacdo deste. As respostas aos antigenos teciduais préprios,
denominadas resposta autoimune podem levar a doencas auto-imunes
caracterizadas por lesdo tecidual e a rejeicdo de enxertos pds transplantes
(JANEWAY et al., 2002).
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Para o diabetes mellitus insulino-dependente, essa metodologia demonstrou
uma associagao com o alelo DR3 e DR4 - inicialmente descoberta pela sorotipagem
do HLA utilizando anticorpos. Esses estudos demonstram que o alelo MHC de
classe Il HLA-DR2 tem efeito protetor dominante; observa-se que individuos
portadores de HLA-DR2, mesmo em associagdo com um dos alelos de

suscetibilidade, raramente desenvolvem a doencga (JANEWAY et al., 2002).

Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é uma doenga crbnica auto-imune
caracterizada por deficiéncia na secrecdao de insulina. Atualmente a incidéncia da
DM1 aumenta mais depressa do que o esperado. Etiologicamente a DM1 é
complexa, e os fatores genéticos e ambientais desempenham papéis
importantissimos. O risco para a doenga € aumentado quando encontrado
principalmente os alelos especificos DRB1*03-DQB1*02:01(DR3) ou DRB1*04-
DQB1*03:02(DR4) (KESKIN et al., 2012).

No caso da psoriase, outra doenga auto-imune, existe a detecgao de 70% de
HLA-Cw6 nos pacientes portadores dessa doenca, a qual frequentemente inicia-se
antes dos 40 anos. O risco relativo aumenta pela presenca de outros marcadores,
incluindo HLA-B13 e HLA-B17 (MARQUES, 2009). Em caucasianos, a presenga do
alelo HLA-Cw6 aumenta em 10 vezes o seu risco de desenvolvimento da doenca.
Para a associacdo entre psoriase e a artrite sacroiliaca, o HLA-B27 é bem
determinante (RUIZ; AZEVEDO; LUPI, 2012).

2.8.2 HLA e doencgas infecciosas

Descobertas de associacado entre alelos HLA e doencas infecciosas mostram
que a variagao no sistema HLA esta relacionada a resisténcia ou a susceptibilidade
a doencgas infecciosas, como 1) demonstrado por evidéncias que indicam
associacdo HLA e doencgas infecciosas mostram casos em que os patdgenos
contribuem para a distribuicdo dos alelos HLA em populagées humanas, 2) ou ainda
naqueles que mostram que individuos heterozigotos para os alelos HLA que podem
ser mais resistentes a algumas doengas infecciosas do que os homozigotos
(CARRINGTON; NELSON, 1999).

Células T CD8+ sao componentes chave do sistema imunologico adaptativo

na resposta ao imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1), tanto na forma aguda da
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infeccdo quanto na crénica. Esta resposta € dirigida pela apresentagcéo de epitopos
do HIV-1 nas superficies das células infectadas através das moléculas HLA de
classe | do hospedeiro. O locus HLA-B tem sido relatado como o mais associado a
doenca, entretanto, os efeitos benéficos de certos alelos como HLA-A e o HLA-Cw
também tém sido relatados (MATTHEWS, et al, 2012). Células T CD8+
desempenham um papel crucial contra formas cronicas diversas das infeccbes
virais. Na infeccao por HIV-1, a frequéncia de células T CD8+ se correlaciona
inversamente com a viremia e a progressao da doenca para AIDS (ELAHI;
HORTON, 2012).

Muitos linfécitos TCD8+ HIV especificos possuem receptores de membrana
restritos aos alelos HLA-B*27 ou HLA-B*57 (alelos de prote¢do), e podem continuar

a proliferar em todo processo da infecgao cronica (HORTON et al., 2006).

Alguns alelos ja foram relacionados com progressdo para sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), resisténcia ou susceptibilidade ao HIV, tais como:
A1, A2, A3, A11, A24, A31, A32, A28, A29, A48, A66 (MATTE, 2012).

Nos ultimos anos, tem havido uma intensificagao nos estudos sobre o HLA e
na maneira que sdo apresentados os antigenos virais para células T CD4+ e T
CD8+. Na Espanha, analisaram o gendtipo de HLA-DRB1 em pacientes com
hepatite aguda e cronica causadas pelo virus da Hepatite B (HBV) e descobriram
que o alelo HLA-DRB1*1301 e DRB1*1302 foram os alelos associados com a
resolucao da infecgdo (COTRINA et al., 1997).

Diversas pesquisas apontam a resposta especifica ao virus da Hepatite C
(HCV) restrita ao MHC classe | através de LTCD8+, contribuindo para eliminagéo
viral bem como para o desenvolvimento de doencga hepatica durante a infecgao.
Embora a resposta celular citotéxica mediada por LTCD8+ tenha inicialmente o
objetivo de eliminar a infecgdo viral do organismo, sua execugao defeituosa é um
dos responsaveis pela cronificagdo da Hepatite C (Il CONSENSO DA SOCIEDADE
PAULISTA DE INFECTOLOGIA PARA MANUSEIO E TERAPIA DA HEPATITE C -
2004).

As células NK representam a primeira linha de defesa contra infecgdes e

tumores e atuam matando diretamente as células infectadas, tumorais e também
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modulam uma resposta imune existente por secrecao de fatores soluveis, tais como
as citocinas. As células NK efetoras sédo reguladas por um complexo sistema de
moléculas de superficie, incluindo Receptores Ativadores das Células Killers (KARS)
e Inibitérios (KIRS). Estes ultimos, ligam-se ao HLA de Classe | e o conjunto de
sinais ativadores ou inibitérios podem induzir ou ndo a agao citotdéxica dessas
células (HADAYA et al., 2008).

A infeccdo pelo citomegalovirus (CMV) é a mais comum complicagéo para o
transplante de células tronco (TCTH) e também para o transplante de 6rgaos solidos
(SOT). Embora a imunidade provocada pelas células T citotoxicas especificas
represente um fator-chave para eliminar o CMV, pouco se sabe sobre o potencial
papel de agao antiviral das células Natural Killer (NK) nas células pos-transplante
(HADAYA et al., 2008).

Estudos recentes tém chamado a atenc&o para o papel dos genes de classe |
nao classicos, como o HLA-G, visto que esta molécula esta envolvida na supressao

da resposta do sistema imunoldgico durante as infecgdes virais (MATTE, 2012).
2.8.3 Transplantes e HLA

O transplante é um processo de retirada de células, tecidos ou 6rgaos de um
individuo e sua inser¢cdo em um individuo (geralmente) diferente. Um enxerto
transplantado de um individuo para si mesmo € chamado de enxerto autélogo. Um
enxerto transplantado entre dois individuos geneticamente diferentes da mesma

espécie € chamado enxerto alogénico (ou aloenxerto) (ABBAS et al,. 2011).

O polimorfismo do HLA representa uma importante barreira imunologica no
transplante de 6rgaos, e o risco de rejeicdao aguda ou crénica devido a antigenos
HLA incompativeis persiste. O numero de disparidades do HLA aumenta o risco de
faléncia do enxerto. A compatibilidade HLA melhora as chances de um sucesso do
transplante (LAPERROUSAZ et al., 2012).

O primeiro transplante renal foi realizado com éxito entre gémeos univitelinos
no ano de 1958, demonstrando a importancia dos estudos de histocompatibilidade
HLA na evolugao e sobrevida do enxerto (OLIVEIRA, 2009).
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Em transplantes de tecidos e 6rgdos envolvendo células nucleadas ocorrem
respostas de células T as moléculas do MHC, altamente polimorficas, quase sempre
desencadeando uma resposta contra o 6rgao enxertado. O éxito no transplante
aumenta quando ha compatibilidade entre doador e receptor, principalmente quando
sdo parentes. Porém, mesmo com parentesco, diferengas em outros /oci podem
desencadear a rejeicdo. Ainda existem limitagcbes quanto ao numero de doadores,
sejam vivos ou falecidos, dessa forma o numero de pacientes em lista de espera
aumenta e consequentemente o numero de doadores vivos geneticamente nao-
relacionados (SILVA, 2015).
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3 ORIGEM E FORMAGAO DA POPULAGAO DE MATO GROSSO DO SUL

O crescimento do Sul de Mato Grosso nas primeiras décadas do Séc. XX se
deu pela implantacédo da ferrovia que facilitou o intercambio com cidades de outras
regidbes do Brasil. Pessoas e mercadorias circularam mais intensamente
dinamizando a vida das localidades por onde os trilhos passavam. A ferrovia foi
construida para o Oeste sob a alegagdo da guarnicdo das fronteiras internacionais

com a Bolivia e com o Paraguai (IBGE, 2010).

Presente no Estado de Mato Grosso do Sul desde o primérdio, a migragao
das mais diversas regides do pais contribuiu para o seu desenvolvimento e com as
caracteristicas culturais do povo deste Estado. Com o tempo a base comercial,
outrora sediada em Corumba, transferiu-se aos poucos para a capital, Campo

Grande, com contribuigdo da visédo estratégica dos arabes (IBGE, 2010).

No censo demografico de 1920, os estrangeiros representavam apenas
9,12% da populacdo do Brasil. Entretanto, eles contribuiram com uma influéncia
decisiva na vida das cidades do Estado. Foram fatos primordiais da identidade
campo-grandense, 0s japoneses que participavam da constru¢ado da ferrovia, e os
arabes porque Ihe agregaram uma nova fungéo, que passa a ser um de seus tragos,
o de centro do comércio regional. A estes seguem os portugueses, italianos e
espanhois que vieram em busca de oportunidades. Chegam também os arménios e
palestinos, além de paraguaios e bolivianos que, dada a proximidade com seus
paises de origem, tinham aqui uma oportunidade para emigrar. Cada grupo
contribuindo do seu jeito com suas caracteristicas para a diversidade e riqueza
cultural do Estado de Mato Grosso do Sul (IBGE, 2010).

O estado do Mato Grosso do Sul é o mais meridional do Brasil, formado por
uma area de aproximadamente 357.145,534 Km? com uma populacdo estimada em
mais de 2 milhdes e 449 mil habitantes e Campo Grande, sua capital, possui
786.797 habitantes. O ultimo censo demografico demonstra que a distribuigdo racial
no Mato Grosso do Sul é caracterizada por 49,6% de brancos, 4,9% de pretos,
43,9% de pardos e 1,6% de amarelos ou indigenas (IBGE, 2010).
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Tais aspectos definem a relevancia de nosso estudo, uma vez estabelecida a
importancia do HLA em relacdo a saude humana, que o pioneirismo em determinar a
frequéncia dos principais alelos HLA permitira importantes decisdes por parte dos
servigos publicos de saude para agilizarem a realizagao de transplantes bem como o

melhor prognostico dos transplantados.
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4 REGISTRO NACIONAL DE DOADORES DE MEDULA OSSEA - REDOME

Para reunir informagdes tais como dados pessoais, condicbes quanto a
higidez, caracteristicas genéticas e outras, obtidas de pessoas que se voluntariaram
a doacao de medula 6ssea para transplante foi criado no Brasil, o Registro Nacional
de Doadores de Medula Ossea (REDOME), com sede no Instituto Nacional do
Cancer (INCA-RJ). O REDOME é um sistema informatizado que cruza as
informagdes genéticas dos doadores voluntarios de medula 6sssea com os dados
dos pacientes que precisam de transplante. Quando é verificada compatibilidade, o

doador é convocado para efetivar a doagdo (REDOME , 2016).

Quando ndo ha um doador aparentado compativel (geralmente um irméo ou
parente proximo, geralmente um dos pais), a solugado para o transplante de medula é
fazer uma busca nos registros de doadores voluntarios, tanto no REDOME como
nos registros pertencentes a outros paises. No Brasil a miscigenagcdo de ragas
dificulta a localizacdo de doadores compativeis, entretanto. atualmente existem mais

de 21 milhdées de doadores cadastrados em todo o mundo. Somente no Brasil,o o

REDOME conta com mais de 3 milhdes de doadores (REDOME , 2016).

Sempre que potenciais doadores compativeis sédo identificados, a equipe do
REDOME entra em contato para confirmar a vontade e a disponibilidade destes
realizarem a doagédo. A informacéo é logo transmitida ao médico do paciente inscrito
na busca de um doador e este, junto com a equipe do REDOME, analisa as
melhores possibilidades, faz a escolha e é dado inicio aos procedimentos de
selecdo. Os doadores sao, entdo, convocados a realizar novos testes confirmatorios
e a avaliagao clinica. A retirada das células para a doagao é feita em hospital
habilitado, o mais proximo possivel da residéncia do doador. Assim que retiradas, as
células sao transportadas até o centro onde o sera feito o transplante (REDOME |,
2016).

Os bancos internacionais também acessam os dados dos candidatos a
doadores a partir de sistemas especializados. O registro brasileiro foi 0 que mais
cresceu na ultima década. A chance de identificar um doador compativel, no Brasil,
na fase preliminar da busca é de até 88%, e ao final do processo, 64% dos

pacientes tém um doador compativel confirmado (REDOME , 2016).
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral
Estimar a frequéncia dos Alelos HLA A, B e DR em doadores voluntarios de

medula éssea no estado de Mato Grosso do Sul no periodo de 2012 a 2013.

5.2 Objetivos especificos
a) Estimar os parametros da diversidade genética.
b) Verificar a diferenciagdo genética com base na raga declarada.
c) Verificar a diferenciagdo genética com base na procedéncia regional da

amostra.
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6 METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo transversal, estimando a frequéncia dos alelos HLA A,
B e DRB1 em doadores voluntarios de medula 6ssea do estado de Mato Grosso do
Sul no periodo de 2012 a 2013.

6.2 Coleta de dados referentes a tipagem HLA

Os resultados das tipagens de HLA foram obtidos de dados secundarios do
banco de amostras processadas pelo Laboratério de Biologia Molecular e
Histocompatibilidade Ltda. (Laboratorio Biomolecular), coletadas em parceria com o
Centro de Hematologia e Hemoterapia de Mato Grosso do Sul (MS) "José Scaff"
(HEMOSUL). Esse banco conta com dados referentes ao HLA de 16.430 amostras,
coletadas no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2013.

As coletas foram feitas pelo Hemosul nas seguintes regides do estado:
Regido do Pantanal (Aquidauana e Corumba), Regido Centro-Norte (Campo
Grande, Coxim e Dourados), Regidao Sudoeste (Ponta Pora e Navirai) e Regido

Leste (Nova Andradina, Trés Lagoas e Paranaiba).

6.3 Sujeitos da pesquisa

Foram coletadas amostras de sangue periférico utilizando tubos com anti-
coagulante EDTA. As determinagdes alélicas foram feitas pelo Laboratorio
Biomolecular de Campo Grande MS, utilizando os kits LABType PCR-SSO One
Lambda (CA-USA), através da metodologia que determina tanto MHC Classe |
quanto MHC Classe II.

Foram incluidos no estudo dados secundarios relativos a amostras de
individuos de 18 a 59 anos, higidos de ambos os sexos, racas distintas que
procuraram o HEMOSUL para doagao de medula éssea, no periodo de 2012 a 2013.
Os individuos foram de forma voluntaria ao Hemosul ou a postos de coletas e
preencheram um formulario contendo nome, endereco, idade, nacionalidade, sexo,

raga e tipagem sanguinea.
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Foram excluidos do banco de dados secundarios as informacdes relativas aos
pacientes que apresentaram algum tipo de ambiguidade em suas tipagens ou algum
tipo de problema durante a extracdo do DNA, ndao sendo possivel a imediata
tipagem.

As informacgdes referentes a autodeclaragao de cor foram obtidas de todos os
individuos n&o relacionados, de acordo com a classificacido adotada para o Censo
Demografico 2010, coletado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE).

6.4 Analise de dados

Os dados foram inseridos em uma planilha Excel, que posteriormente foram
processada por dois softwares, IBM SPSS Statistics 22® (SPSS - StatisticalPackage
for the Social Sciences) e Arlequin® 3.5 (2009).

6.5 Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

Verificada por Hardy e Weinberg em 1908.

Este equilibrio pode ser matematicamente demonstrado baseando-se em uma
binominal simples (para dois alelos) ou multinominal (alelos multiplos) e na
distribuicdo da frequéncia genética, como descrito a seguir: p2 +pq + q2 . Adotando-
se como limite de significancia p>0,05.

Em uma populagdo grande, com casamento aleatério, se selecdo, mutagao
ou migracao, as frequéncia alélicas e genotipicas permanecem constantes de
geracao a geragao, considerando-se uma populacédo em completo equilibrio.

Com as frequéncias alélicas de uma populacdo real construimos uma
populacado tedrica e comparamos as duas distribuicdes de frequéncias genotipicas.
Fazemos isso porque a distribuicdo tedrica tem propriedades matematicas que
permitem tirar conclusdes importantes. Se a populagdo real for semelhante a
populagdo tedrica podemos entender as conclusbes para a populagdo real e
compreender seu comportamento genético. Se as frequéncias genotipicas das duas
populagdes forem diferentes, os acasalamentos, nesta populagdo, ndo séao

aleatorios.
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O qui-quadrado € uma estatistica que avalia diferencas entre distribuicbes
esperadas e observadas. Se o qui-quadrado calculado for menor que o qui-quadrado
de tabela , podemos dizer que as diferengcas entre as duas distribuicdbes nao sao
significativas e usar a distribuicdo tedrica como se fosse a distribuicéo real. O qui-
quadrado de referéncia, na tabela de qui-quadrado, é 3,841. A formula do qui-

quadrado:

2 _ Z(O—E)
T E

6.6 Analise estatistica
6.6.1 Frequéncia alélica

As frequéncias alélicas foram feitas através da contagem direta dos alelos
encontrados. Pressupondo que exista um estado ideal de EHW, a variancia de uma
frequéncia alélica é representada por:

,  x(1—x)
7= "o

x é a frequéncia alélica e n, o numero de individuos da amostra.
6.6.2 Diversidade e heterozigosidade

Heterozigosidade é a medida de variabilidade genética, onde considera-se um
locus polimérfico quando o alelo mais comum tem frequéncia menor que 0,9. E a
numero de alelos e da sua frequéncia na populacéo.

A heterozigosidade observada é a proporcéo de individuos heterozigotos nas
amostras da populacdo. A heterozigosidade média esperada ou diversidade
genética de um Joco é equivalente a heterozigosidade observada, considerando-se
apenas as populacdo em completo equilibrio.

Portanto, a heterozigosidade observada é a determinagdo da proporgao de
genes que sao heterozigotos e o numero de individuos que sao heterozigotos para
cada gene em particular. Para apenas um /ocos:

n? de heterozigotos em cada loco

heterozigosidade observada = — -
g n? total de individuos pesquisados
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6.7 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul sob o numero CAAE 35097914.0.0000.0021
submetido em 15 de Agosto de 2014 (Anexo 1).
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7 RESULTADOS

Foi selecionado de forma aleatdria 10% das 16.430 amostras analisadas no
periodo, sedo assim, o estudo contou com 1.643 amostras. Os 1.643 individuos
foram categorizados em: branco (n=999; 60,8%), pardo (n=421; 25,6%), amarelo
(n=24; 1,4%), preto (n=86; 5,2%), indigena (n=11; 0,7%) e 102 (6,3%) individuos que
nao declararam sua raga. Também foram separados por regides do estado de Mato
Grosso do Sul: Centro-Norte (n=366; 22,3%), Leste (n=497; 30,2%), Pantanal
(n=281; 17,1%) e Sudoeste (n=499; 30,4%).

7.1 Frequéncias alélicas do estado do Mato Grosso do Sul

O numero de alelos representado nos loci HLA-A, -B e -DRB1 foram
respectivamente: 21, 33 e 13. Os Loci HLA-A mais frequentes foram: A*02 (24,4%),
A*24 (10,8%), A*03 (8,9%) e A*01 (8,8%), observados na figura 10. Para os loci
HLA-B, B*35 (11,7%), B*15 (10,3%), B*44 (10,2%) e B*51 (7,5%), observados na
figura 11. Para os loci HLA-DR, DRB1*04 (14,0%), DRB1*13 (13,0%), DRB1*07
(12,1%) e DRB1*11 (12,0%), observados na figura 12.
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Figura 10 - Distribuicdo percentual do Alelo HLA-A no estado de Mato Grosso do Sul em amostra de

doadores voluntarios de medula éssea em 2012 - 2013 (n=1643).
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Figura 11 - Distribuicdo percentual do Alelo HLA-B no estado de Mato Grosso do Sul em amostra de
doadores voluntarios de medula éssea em 2012 - 2013 (n=1643).
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Figura 12 - Distribuicao percentual do Alelo HLA-DR no estado de Mato Grosso do Sul em amostra de
doadores voluntarios de medula éssea em 2012 - 2013 (n=1643).

7.1.1 Frequéncias alélicas por regiao do estado de Mato Grosso do Sul

As frequéncias alélicas dos loci HLA-A, -B e -DRB1 observadas em todas as
regides estdo demonstradas nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente. Os alelos mais
frequentes do HLA-A na Regido do Centro-Norte foi, A*02, seguido do A*24 e A*01.
Para HLA-B foi B*15, seguido do B*44 e B*51. Quando considerado o HLA-DR
foram DRB1*13, seguido do DRB1*11 e DRB1*04. Na regido Leste do Estado os
mais frequentes alelos HLA-A foram A*02, seguido do A*03 e A*01. Para HLA-B
foram B*35, seguido do B*15 e B*44, ja os alelos HLA-DR os mais frequentes foram
DRB1*04, seguido do DRB1*07 e DRB1*13. Os alelos mais frequentes do HLA-A na
Regidao do Pantanal foram, A*02, seguido do A*24 e A*68. Para HLA-B foram B*35,
seguido do B*15 e B*39. Quanto aos alelos HLA-DR foram DRB1*04, seguido do
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DRB1*13 e DRB1*07. Na regido Sudoeste do Estado os mais frequentes alelos
HLA-A foram A*02, seguido do A*24 e A*03. Para HLA-B foram B*35, seguido do
B*44 e B*15, j4 os alelos HLA-DR mais frequentes foram DRB1*04, seguido do

DRB1*13 e DRB1*11.

Tabela 1 - Frequéncias Alélicas no Locus HLA-A em doadores voluntarios de medula

Ossea nas diferentes regides do estado de Mato Grosso do Sul - 2012 e 2013.

HLA-A Centro-Norte Leste Pantanal Sudoeste Frequencia
(n=366) (n=497) (n=281) (n=499) Geral
(n=1643)

A*01 0.0833 0.1016 0.0801 0.0822 0.0879
A*02 0.2678 0.2404 0.2651 0.2184 0.2441
A*03 0.0765 0.1026 0.0605 0.1022 0.0895
A*11 0.0423 0.0573 0.0463 0.0531 0.0508
A*23 0.0587 0.0584 0.0463 0.0411 0.0511
A*24 0.0984 0.0956 0.1192 0.1212 0.1080
A*25 0.0082 0.0131 0.0142 0.0140 0.0125
A*26 0.0246 0.0282 0.0160 0.0281 0.0253
A*29 0.0587 0.0352 0.0445 0.0481 0.0460
A*30 0.0574 0.0614 0.0623 0.0551 0.0587
A*31 0.0669 0.0392 0.0765 0.0681 0.0606
A*32 0.0273 0.0302 0.0196 0.0381 0.0301
A*33 0.0301 0.0252 0.0267 0.0271 0.0271
A*34 0.0068 0.0080 0.0125 0.0060 0.0079
A*36 0.0068 0.0040 0.0053 0.0030 0.0046
A*43 0.0014 0 0 0 0.0003
A*66 0.0027 0.0131 0.0125 0.0100 0.0097
A*68 0.0683 0.0674 0.0783 0.0772 0.0724
A*69 0 0.0030 0 0 0.0009
A*74 0.0123 0.0141 0.0142 0.0060 0.0113
A*80 0.0014 0.0020 0 0.0010 0.0012
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Tabela 2 - Frequéncias Alélicas no Locus HLA-B em doadores voluntarios de medula
o0ssea nas diferentes regides do estado de Mato Grosso do Sul - 2012 e 2013.

HLA-B Centro-Norte Leste Pantanal Sudoeste Frequencia
(n=366) (n=497) (n=281) (n=499) Geral
(n=1643)

B*07 0.0669 0.0724 0.0694 0.0711 0.0703
B*08 0.0396 0.0453 0.0409 0.0451 0.0432
B*13 0.0150 0.0161 0.0107 0.0230 0.0170
B*14 0.0396 0.0382 0.0409 0.0571 0.0447
B*15 0.0997 0.1076 0.1103 0.0952 0.1026
B*18 0.0423 0.0523 0.0569 0.0441 0.0484
B*27 0.0219 0.0252 0.0107 0.0110 0.0177
B*35 0.0888 0.1227 0.1281 0.1253 0.1169
B*37 0.0123 0.0141 0.0071 0.0110 0.0116
B*38 0.0191 0.0181 0.0107 0.0240 0.0189
B*39 0.0560 0.0372 0.0890 0.0471 0.0533
B*40 0.0642 0.0412 0.0641 0.0641 0.0572
B*41 0.0150 0.0171 0.0107 0.0150 0.0149
B*42 0.0123 0.0221 0.0196 0.0070 0.0149
B*44 0.0970 0.1066 0.0801 0.1122 0.1016
B*45 0.0191 0.0211 0.0142 0.0160 0.0180
B*47 0.0014 0.0010 0 0 0.0006
B*48 0.0191 0.0070 0.0249 0.0060 0.0125
B*49 0.0314 0.0231 0.0196 0.0261 0.0253
B*50 0.0178 0.0211 0.0125 0.0261 0.0204
B*51 0.0956 0.0714 0.0712 0.0651 0.0749
B*52 0.0260 0.0091 0.0107 0.0210 0.0167
B*53 0.0191 0.0231 0.0178 0.0210 0.0207
B*54 0.0014 0.0010 0 0.0010 0.0009
B*55 0 0.0060 0.0071 0.0070 0.0052
B*56 0.0041 0.0010 0.0018 0.0010 0.0018
B*57 0.0328 0.0342 0.0231 0.0301 0.0307
B*58 0.0328 0.0332 0.0409 0.0230 0.0313
B*67 0 0.0010 0 0.0010 0.0006
B*73 0.0014 0.0020 0 0.0010 0.0012
B*78 0.0014 0.0020 0.0036 0.0010 0.0018
B*81 0.0068 0.0050 0.0018 0.0010 0.0037

B*82 0 0.0010 0.0018 0 0.0006
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Tabela 3 - Frequéncias Alélicas no Locus HLA-DRB1 em doadores voluntarios de
medula éssea nas diferentes regides do estado de Mato Grosso do Sul - 2012 e
2013.

HLA-DRB1 Centro-Norte Leste Pantanal Sudoeste Frequencia
(n=366) (n=497) (n=281) (n=499) Geral
(n=1643)

DRB1*01 0.0656 0.0865 0.0605 0.1042 0.0828
DRB1*03 0.0902 0.0976 0.0783 0.0832 0.0883
DRB1*04 0.1243 0.1439 0.1548 0.1383 0.1397
DRB1*07 0.1216 0.1298 0.1103 0.1192 0.1214
DRB1*08 0.0820 0.0694 0.0890 0.0531 0.0706
DRB1*09 0.0246 0.0161 0.0267 0.0180 0.0204
DRB1*10 0.0219 0.0282 0.0142 0.0190 0.0216
DRB1*11 0.1407 0.1177 0.0943 0.1212 0.1199
DRB1*12 0.0123 0.0131 0.0160 0.0130 0.0134
DRB1*13 0.1421 0.1258 0.1192 0.1323 0.1302
DRB1*14 0.0478 0.0322 0.0783 0.0491 0.0487
DRB1*15 0.0874 0.1026 0.0943 0.1022 0.0977
DRB1*16 0.0396 0.0372 0.0641 0.0471 0.0453

7.1.2 Frequéncia alélica por raga declarada

As frequéncias alélicas dos loci HLA-A, -B e -DRB1 podem ser observadas
segundo a raga declarada entre os doadores de medula éssea do estado do MS
podem ser observadas nas tabelas 4, 5 e 6, respectivamente.

Os alelos mais frequentes do HLA-A entre aqueles que se declararam
pertencentes a raga branca foram A*02, seguido do A*03 e A*24. Para HLA-B foi
B*35, seguido do B*44 e B*15. Para o HLA-DR foi DRB1*13, seguido do DRB1*04 e
DRB1*11. Na raga parda do estado, os alelos HLA-A mais frequentes foram A*02,
seguido do A*24 e A*68. Para HLA-B foi B*15, seguido do B*35 e B*44, ja em
relagdo HLA-DR o mais frequente foi DRB1*04, seguido do DRB1*07 e DRB1*13.
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Os alelos mais frequentes do HLA-A na raga preta foram A*02, seguido do
A*23 e A*30. Para HLA-B foi B*15, seguido do B*35 e B*44. Em relagdo ao HLA-DR
o DRB1*15 foi o mais frequente, seguido do DRB1*07 e DRB1*04. Na ragca amarela
do estado os alelos HLA-A mais frequentes foram A*02, seguido do A*24 e A*30.
Para HLA-B foi B*44, seguido do B*35 e B*51, ja o HLA-DR mais frequente foi
DRB1*11, seguido do DRB1*04, DRB1*03 e DRB1*15. E por ultimo os alelos HLA-A
mais frequentes na racga indigena foram o A*02, seguido do A*24. Para HLA-B foi o
B*39, seguido do B*40. E quanto a frequencia mais encontrada do HLA-DR foi do
DRB1*04.

Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias dos alelos no Locus HLA-A entre os
doadores voluntarios de medula 6ssea, segundo a raga declarada no estado de
Mato Grosso do Sul - 2012 e 2013.

HLA-A Branca Parda Preta Amarela Indigena Frequencia
(n=999) (n=421) (n=86) (n=24) (n=11) Geral
(n=1541)
A*01 0.0941 0.0808 0.0465 0.1458 0.0455 0.0883
A*02 0.2357 0.2577 0.2791 0.2083 0.4091 0.2450
A*03 0.1031 0.0748 0.0581 0.0417 0 0.0912
A*11 0.0576 0.0439 0.0349 0.0417 0 0.0519
A*23 0.0485 0.0546 0.0930 0.0208 0 0.0519
A*24 0.0946 0.1295 0.0814 0.1875 0.1818 0.1055
A*25 0.0145 0.0095 0.0174 0 0 0.0130
A*26 0.0295 0.0190 0.0058 0.0208 0 0.0250
A*29 0.0480 0.0404 0.0349 0.0625 0 0.0451
A*30 0.0576 0.0546 0.0930 0.1250 0 0.0594
A*31 0.0531 0.0736 0.0581 0 0.1364 0.0587
A*32 0.0345 0.0249 0.0058 0.0625 0 0.0305
A*33 0.0250 0.0273 0.0349 0.0208 0 0.0260
A*34 0.0095 0.0048 0.0058 0 0 0.0078
A*36 0.0030 0.0071 0.0174 0 0 0.0049
A*43 0 0 0.0058 0 0 0.0003
A*66 0.0120 0.0036 0 0 0 0.0088
A*68 0.0681 0.0843 0.0814 0.0625 0.1364 0.0737
A*69 0.0010 0 0.0058 0 0 0.0010
A*74 0.0090 0.0083 0.0407 0 0.0909 0.0110

A*80 0.0015 0.0012 0 0 0 0.0013
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Tabela 5 - Distribuicdo das frequéncias dos alelos no Locus HLA-B entre os
doadores voluntarios de medula 6ssea, segundo a Raga declarada no estado de
Mato Grosso do Sul - 2012 e 2013.

HLA-B Branca Parda Preta Amarela Indigena Frequencia
(n=999) (n=421) (n=86) (n=24) (n=11) Geral
(n=1541)
B*07 0.0691 0.0689 0.0930 0.1042 0 0.0704
B*08 0.0490 0.0356 0.0291 0.0417 0 0.0438
B*13 0.0170 0.0166 0.0233 0 0 0.0169
B*14 0.0430 0.0451 0.0407 0.0625 0 0.0435
B*15 0.0906 0.1247 0.1453 0.0417 0.0909 0.1022
B*18 0.0556 0.0416 0.0349 0.0417 0.0455 0.0503
B*27 0.0200 0.0154 0.0058 0.0208 0 0.0178
B*35 0.1191 0.1140 0.0988 0.1042 0.0909 0.1162
B*37 0.0120 0.0166 0 0 0 0.0123
B*38 0.0240 0.0119 0 0 0 0.0188
B*39 0.0475 0.0606 0.0581 0.0208 0.3182 0.0532
B*40 0.0546 0.0689 0.0349 0.0208 0.2727 0.0584
B*41 0.0165 0.0107 0.0291 0 0 0.0152
B*42 0.0120 0.0178 0.0465 0 0.0455 0.0156
B*44 0.1011 0.0986 0.0930 0.1667 0 0.1003
B*45 0.0190 0.0214 0.0058 0 0.0455 0.0188
B*47 0.0010 0 0 0 0 0.0006
B*48 0.0115 0.0190 0 0 0 0.0127
B*49 0.0270 0.0238 0.0174 0.0417 0 0.0256
B*50 0.0235 0.0154 0.0116 0.0208 0 0.0204
B*51 0.0811 0.0629 0.0523 0.0833 0 0.0740
B*52 0.0120 0.0154 0.0523 0.0208 0.0909 0.0159
B*53 0.0215 0.0190 0.0407 0 0 0.0214
B*54 0.0005 0 0 0.0417 0 0.0010
B*55 0.0045 0.0059 0.0058 0 0 0.0049
B*56 0.0010 0.0024 0 0.0208 0 0.0016
B*57 0.0290 0.0285 0.0407 0.0625 0 0.0299
B*58 0.0310 0.0273 0.0407 0.0417 0 0.0305
B*67 0.0010 0 0 0 0 0.0006
B*73 0.0005 0.0024 0 0 0 0.0010
B*78 0.0015 0.0036 0 0 0 0.0019
B*81 0.0030 0.0048 0 0.0208 0 0.0036
B*82 0 0.0012 0 0.0208 0 0.0006
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Tabela 6 - Distribuicdo das frequéncias dos alelos no Locus HLA-DRB1 entre os
doadores voluntarios de medula 6ssea, segundo a raga declarada no estado de
Mato Grosso do Sul - 2012 e 2013.

HLA-DRB1 Branca Parda Preta Amarela Indigena Frequencia
(n=999) (n=421) (n=86) (n=24) (n=11) Geral
(n=1541)

DRB1*01 0.0881 0.0736 0.0640 0.1042 0 0.0824
DRB1*03 0.0981 0.0665 0.0814 0.1250 0.0909 0.0889
DRB1*04 0.1356 0.1473 0.1221 0.1458 0.3182 0.1395
DRB1*07 0.1171 0.1295 0.1337 0.1042 0.0455 0.1207
DRB1*08 0.0611 0.0843 0.0698 0.0625 0.1818 0.0688
DRB1*09 0.0175 0.0202 0.0349 0.0208 0 0.0191
DRB1*10 0.0220 0.0178 0.0291 0.0833 0 0.0221
DRB1*11 0.1286 0.1128 0.0814 0.1667 0 0.1213
DRB1*12 0.0145 0.0083 0.0233 0.0417 0 0.0136
DRB1*13 0.1396 0.1211 0.0988 0 0 0.1291
DRB1*14 0.0375 0.0736 0.0407 0.0208 0.1818 0.0483
DRB1*15 0.0966 0.0962 0.1686 0.1250 0 0.1003
DRB1*16 0.0435 0.0487 0.0523 0 0.1818 0.0457

7.1.3 Diversidade e heterozigosidade

O numero de alelos e a heterozigosidade observados por loci HLA estao
demonstrados nas tabelas 7 e 8, respectivamente. Ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa quanto a heterozigosidade, conforme o resultado do
teste de HW (Tabela 9).

Tabela 7 - Numero de alelos segundo a raga autodeclarada entre os doadores

voluntarios de medula 6ssea no estado de Mato Grosso do Sul - 2012 e 2013.

Locus Branca Parda Preta Amarela Indigena
(n=999) (n=421) (n=86) (n=24) (n=11)

HLA-A 20 19 19 12 6

HLA-B 32 22 30 20 8

HLA-DRB1 13 13 13 11 6
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Tabela 8 - Heterozigosidade observada segundo a raga autodeclarada entre os
doadores voluntarios de medula 6ssea no estado de Mato Grosso do Sul - 2012 e
2013.

Locus Branca Parda Preta Amarela Indigena

(n=999) (n=421) (n=86) (n=24) (n=11)
HLA-A 0.88689 0.83721 0.87173 0.95833 0.72727
HLA-B 0.92993 1.00000 0.94774 0.91667 0.72727
HLA-DRB1 0.89189 0.89535 0.90261 0.95833 0.81818
p>0,05.

7.1.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para avaliar a significancia do desvio do EHW, foi utilizado o procedimento,
analogo ao teste exato de Fisher, descrito por Guo e Thompson observado na tabela
9 (GUO; THOMPSON, 1992).

Tabela 9 - Equilibrio de Hardy-Weinberg segundo a raga autodeclarada entre os
doadores voluntarios de medula 6ssea no estado de Mato Grosso do Sul - 2012 e
2013.

Locus Branca Parda Preta Amarela Indigena

(n=999) (n=421) (n=86) (n=24) (n=11)
HLA-A 0.00959 0.48986 0.59840 0.71661 0.05718
HLA-B 0.02117 0.67027 0.24271 0.06583 0.58863
HLA-DRB1 0.06893 0.08386 0.70433 0.59507 0.76318
p>0,05.

x? de referéncia: 3,841.

Nao se observaram desvios das frequéncias genotipicas de Hardy-Weinberg

nos loci, adotando um limite de significancia p>0,05.

7.1.5 Frequéncias haplotipicas

A raga branca apresentou um numero total de 2.448 cépias de possiveis

hapldétipos, com o haplétipo A*01 B*08 DR*03 apresentando maior frequéncia
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(0,021189). A raga parda apresentou um total de 1.482 copias de possiveis
haplétipos, com o A*02 B*40 DR*04 sendo o mais frequente (0,020681). Ja a raca
preta apresentou um total de 490 copias de possiveis haplétipos, com A*02 B*44
DR*04 apresentando maior frequéncia (0,02907). A ragca amarela apresentou um
numero total de 170 coépias de possiveis haplétipos, com trés hapldtipos
apresentando a mesma frequencia A*29 B*44 DR*07 / A*02 B*44 DR*04 / A*24 B*54
DR*04 (0,041667). A raca indigena apresentou um numero total de 49 cépias de
possiveis haplétipos, com A*02 B*39 DR*04 sendo o mais frequente (0,181818).

Todas essas frequéncias estdo mostradas na tabela 10.

Tabela 10 - Distribuicdo da frequéncia haplotipica segundo a raca autodeclarada

entre os doadores voluntarios de medula 6ssea no Mato Grosso do Sul - 2012 e

2013.

Haplétipos HLA Branca Parda Preta Amarela Indigena
(n=999) (n=421) (n=86) (n=24) (n=11)

A*01 B*08 DR*03 0.021189 N.D. 0.016495 0.020833 N.D.
A*29 B*44 DR*07 0.016428 0.017442 0.011876 0.041667 N.D.
A*03 B*07 DR*15 0.014167 N.D. 0.006909 N.D. N.D.
A*02 B*44 DR*04 0.012412 0.029070 0.008541 0.041667 N.D.
A*02 B*51 DR*11 0.011211 N.D. N.D. 0.020833 N.D.
A*02 B*14 DR*07 0.001279 0.023260 N.D. N.D. N.D.
A*68 B*07 DR*15 0.001540 0.023260 0.001188 N.D. N.D.
A*02 B*15 DR*04 N.D. 0.011628 0.015511 N.D. N.D.
A*02 B*40 DR*04 0.003651 N.D. 0.020681 N.D. N.D.
A*24 B*54 DR*04 N.D. N.D. N.D. 0.041667 N.D.
A*02 B*39 DR*04 0.007445 N.D. N.D. N.D. 0.181818
A*02 B*40 DR*16 0.001941 N.D. 0.001509 N.D. 0.136364

N.D. - Nao Detectado.
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8 DISCUSSAO

Neste estudo os individuos com maior representatividade foram da raca
branca (60,8%), seguidos de pardo (25,6%), preta (5,2%), amarela (1,4%), indigena
(0,7%) e 6,3% nao declararam sua raca. Cita et al., 2012 relataram em Rondénia
maior heterogeneidade (brancos: 48,94%, pardos: 42,55%, pretos: 8,25%, amarelos:
0,23% e indigenas: 0,03%), enquanto que em Sao Paulo os individuos brancos
tiveram maior representatividade (brancos: 73,48%, pardos: 18,16%, pretos: 7,49%,
amarelos: 0,85% e indigenas: 0,02%). Tal observacdo demonstra a heterogeneidade
étnica de nosso pais, quando consideramos as diferentes regides, resultado da
colonizagao e ondas de imigracao para estas areas.

O numero de alelos encontrados no presente estudo nos loci HLA-A, -B e -
DRB1 foram respectivamente: 21, 33 e 13. Os Loci HLA-A mais frequentes foram:
A*02 (24,4%), A*24 (10,8%), A*03 (8,9%) e A*01 (8,8%); HLA-B, B*35 (11,7%), B*15
(10,3%), B*44 (10,2%) e B*51 (7,5%); HLA-DRB1, DRB1*04 (14,0%), DRB1*13
(13,0%), DRB1*07 (12,1%) e DRB1*11 (12,0%). Tais dados demonstram certa
correspondéncia alélica com outros estudos, como aquele que detectou em uma
amostra de 21.943 Doadores Voluntarios de Medula Ossea (DVMO) do Piaui,
observou-se 21 diferentes grupos alélicos no locus A, 32 em locus B e 13 em locus
DRB1. Os cinco grupos alélicos mais frequentes de cada locus foram: HLA-A, A*02
(25%), A*24 (9%), A*03 (8%), A*01 (7%) e A*30 (7%); HLA-B, B*15 (11%), B*35
(11%), B*44 (10%), B*51 (7%) e B*07 (6%); HLA-DRB1, DRB1*13 (14%), DRB1*04
(13%), DRB1*07 (12%), DRB1*15 (10%) e DRB1*03 (9%) (CARVALHO et al., 2012).

O locus HLA-A do sorolégico A*02 foi o mais frequente entre as 4 regides do
estado de Mato Grosso do sul: Centro-Norte (26,8%), Pantanal (26,5%), Leste (24%)
e Sudoeste (21,8%). Na Turquia os 3 alelos mais frequentes para o locus HLA-A
foram: HLA-A* 02, HLA-A*24 e HLA-A*11. Para locus de HLA-B, foram mais
proeminentes os alelos HLA-B*35 e HLA-B*51. Em relacdo ao HLA-DR, os mais
frequentes foram HLA DRB1*11, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*13 e HLA-DRB1*03,
respectivamente (KAYHAN, 2013). Na Espanha o alelo HLA-A mais frequente com
26,3% foi o A*02 (BALAS; SANCHEZ; VICARIO, 2010). O mesmo HLA-A A*02 tem
presenga marcante em uma populag¢ao croata com 29,16% (GRUBIC et al., 2014).
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Na regido Nordeste na Bahia, a miscigenagao foi muito mais efetiva do que
nas demais regides do pais, o que torna praticamente impossivel distinguir um
individuo como pertencente a uma determinada raca. Na populagdo nordestina os
antigenos HLA de classe | mais frequentes foram os antigenos HLA-A2 (24,3%),
HLA-A30 (9,6%) e HLA-A68 (7,6%), HLA-B15 (11,2%), HLA-B35 (10,9%), HLA-B44
(10%) e HLA-B7 (7,5%). Ja os de classe Il foram HLA-DR13 (15,1%); HLA-DR7
(12,3%) e HLA-DR15 (12%) (HORA; SANTOS; MENEZES, 2012).

Os alelos mais frequentes do HLA-A entre aqueles que se declararam
pertencentes a raga branca no estado de MS foram A*02 (24%), seguido do A*03
(10,3%) e A*24 (9,3%). Para HLA-B foi B*35 (11,9%), seguido do B*44 (10,1%) e
B*15 (9%). Para o HLA-DR foi DRB1*13 (14%), seguido do DRB1*04 (13,6%) e
DRB1*11 (12,9%). Na raca parda do estado de MS os mais frequentes alelos HLA-A
foi A*02 (25,8%), seguido do A*24 (13%) e A*68 (8,4%). Para HLA-B foi B*15
(12,5%), seguido do B*35 (11,4%) e B*44 (9,9%), ja o HLA-DR o mais frequente foi
DRB1*04 (14,7%), seguido do DRB1*07 (13%) e DRB1*13 (12,1%). Os alelos mais
frequentes encontrados no estado de MS para o HLA-A da raca preta foram o A*02
(27,9%), seguido do A*23 (9,3%) e A*30 (9,3%). Para HLA-B foram B*15 (14,5%),
seguido do B*35 (9,9%) e B*44 (9,3%). E o HLA-DR foi DRB1*15 (16,9%), seguido
do DRB1*07 (13,4%) e DRB1*04 (12,2%). O HLA-A*02 é o mais frequente
comparado entre as ragas estudadas em MS (branca, preta, parda, indigena e
amarela).

Os alelos mais frequentes em Minas Gerais (MG) no locus HLA-A foram HLA-
A*02, seguido de A*24, A*01, A*03 nos brancos, A*23, A*68, A*03 nos pretos e
A*03, A*30, A*01 nos pardos. O alelo HLA-A*43 foi pouco frequente e observado
somente no grupo branco. No /locus HLA-B, os dois alelos mais frequentes em todos
os grupos foram o B*44 e o B*35, seguidos de B*51, B*07, B*08 nos brancos, B*07,
B*51, B*53 nos pretos, e B*07, B*51 e B*08 nos pardos. No locus HLA-DRB1, os
cinco alelos mais frequentemente observados foram DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07,
DRB1*11, DRB1*13 e DRB1*15. No locus HLA-DRB1 n&o foram observados alelos
exclusivos de um grupo (OLIVEIRA, 2009).

Particularidades foram encontradas entre os estados de MS e MG, sendo que
no estado de MS o HLA-A A*43 so foi encontrado na Raca Preta, o HLA-B B*47 e

B*67 apenas na Raga Branca. Enquanto que em MG o alelo HLA-B47 foi observado
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nos brancos e pardos, o B*67 somente nos brancos e ainda, o B*78 somente nos
pardos (OLIVEIRA, 2009).

O alelo HLA-A*02 foi o mais frequente no estudo realizado nos doadores de
medula éssea no Rio Grande do Sul. O HLA-A*03, -A*24 e -A*01 apresentaram mais
de 10% da frequéncia dos alelos. No grupo alélico B os mais comuns eram HLA-
B*35, -B*44, -B*51 e -B*15. Ja no locus HLA-DRB1, o HLA-DRB1*13, -DRB1*07, -
DRB1*04, e -DRB1*11 alelos foram os mais comuns. Os dados indicam uma
contribuigdo mais representativa dos alelos de populagdo de origem europeia. Em
contraste, os dados também indicam a ocorréncia de alelos de influéncia Africana,
tais como HLA-B*15 (BORTOLOTTO, 2011).

Na raca amarela do estado de MS os mais frequentes alelos HLA-A foram
A*02 (20,8%), seguido do A*24 (18,8%) e A*30 (12,5%). Para HLA-B foi B*44
(16,7%), seguido do B*35 (10,4%) e B*51 (8,3%). Ja o HLA-DR mais frequente
observado foi DRB1*11 (16,7%), seguido do DRB1*04 (14,6%), DRB1*03 (12,5%) e
DRB1*15 (12,5%). Para os haplétipos, os trés mais frequentes foram: A*29 B*44
DR*07, A*02 B*44 DR*04 e A*24 B*54 DR*04.

Em uma populagdo paranaense de ancestralidade oriental (amarela) os cinco
grupos alélicos mais frequentes de cada loco foram HLA-A: A*02 (25%), A*24 (10%),
A*01 (9%), A*03 (8%) e A*68 (7%); HLA-B: B*44 (11%), B*35 (11%), B*15 (10%),
B*51 (8%) e B*07 (6%); HLA-DRB1: DRB1*13 (16%), DRB1*04 (14%), DRB1*07
(12%), DRB1*01 (10%) e DRB1*11 (9%). Para os hapldtipos, os trés mais frequentes
foram: A*01 B*08 DRB1*03, A*29 B*44 DRB1*07 e A*02 B*44 DRB1*04. (ZECK;
CONSTANTINO; BICALHO, 2012). Comparando estes resultados com os do
presente estudo, observou-se diferenca apenas no locus HLA-DRB1 e duas
diferencas nos haplétipos de maior frequencia.

Uma analise das frequéncias haplétipas de 21.918 residentes que vivem em
Liaoning, China. Mostrou que os haplotipos mais frequentes encontrados foram A*30
B*13 DRB1*07 (4,88%), A*02 B*46 DRB1*09 (2,38%) e A*02 B*13 DRB1*12 (1.61%)
(LI et al., 2014). Resultados n&o condizentes com os de Mato Grosso do Sul,
demonstrando que a miscigenagao ocorrida na formacéo de nosso estado, deu-se
principalmente a migragéo de orientais advindas do Jap&o.

Os alelos mais frequentes no HLA-A na raga indigena no estado de MS foram
o A*02, seguido do A*24. Para HLA-B foi B*39, seguido do B*40. E quanto HLA-DR
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foi o DRB1*04. Na populacdo Indigena Mapuche do Chile, os alelos mais frequentes
foram A*02 (181 casos), A*19 (136 casos) e A*28 (154 casos). Para HLA-B, os mais
frequentes foram B*05 (77 casos), B*16 (178 casos) e B*35 (119 casos); para os
antigenos de classe Il: DRB1*02 (50 casos), DRB1*04 (161 casos), e DRB1*06 (143
casos) (DROGUETT et al., 2008). A presenga do alelo HLA-A A*02 também & muito
marcante nas duas populag¢des Indigenas.

Observamos também que o haplétipo mais frequente no estado de MS
presente na raga Branca € também um hapldétipo tipico Europeu (HLA- A*01 B*08
DRB1*03) (RUIZ et al., 2005). Tal fato remonta aos desbravadores de nosso estado
predominantemente portugueses, e séculos depois a imigragao de individuos do sul
de nosso pais, cuja origem também é predominantemente europeia.

Identificar as caracteristicas da composicdo HLA na populacido brasileira &
importante para a compreensao de determinada suscetibilidade a doengas auto-
imunes, o entendimento de desfechos relativos a progresséo, remissao ou cura de
doengas infecciosas e a organizacdo de registros de doadores voluntarios de
medula éssea. Em nossa analise, foi demonstrado que a distribuicdo de alelos e
hapldétipos HLA foi semelhante entre as diferentes amostras da populacao brasileira
relatados na literatura.

Apesar de algumas diferengas observadas, tornou-se claro que a origem
étnica influencia a caracterizacdo dos alelos HLA de uma dada populagao, por
exemplo: o sul do Brasil ttm uma maior frequéncia de alelos de origem caucasiana,
e o nordeste é caracterizada pela miscigenagao de ragas. S&0 necessarios estudos
adicionais para fornecer uma melhor compreensdo do conjunto de doadores
registrados no banco de dados de doadores voluntarios de medula éssea, com

vistas a facilitar a busca por doadores compativeis.
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9 CONCLUSAO

Os alelos HLA mais comuns encontrados no estado de Mato Grosso do Sul
(MS) foram A*02 (24,4%), B*35 (11,7%) e DRB1*04 (14,0%).

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significantes quanto a
heterozigosidade, e também referentes aos resultados do teste de Hardy-Weinberg.

A raga branca é predominante no estado de MS, seguida da raga parda.

O alelo HLA-A*02 é o mais frequente entre as ragas, € o0 mais frequente entre

as regides do estado do MS.
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Universidade F {fﬁ !..}
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS v
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Carta de Aprovagao

O protocolo do Pesquisador Ernesto Buratto dos Santos Queiroz,
CAAE: 35097914.0.0000.0021, intitulado “Frequéncia genética alélica
do Estado do Mato Grosso do Sul no periodo de 2008 a 2013",
aprovado em 11 de margo de 2015, sob o Parecer n° 981.336, teve
seu titulo emendado para "FREQUENCIA DOS ALELOS HLA A B E
DRB1 EM DOADORES VOLUNTARIOS DE MEDULA OSSEA DO
ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL NO PERIODO DE 2012 A
2013", notificagao enviada pelo Sistema Plataforma Brasil em 15 de
marco de 2016 com ciéncia e aceite do Comité de Etica em Pesquisa
em 16 de marco de 2016, encontrando-se de acordo com as
resolucoes hormativas do Ministério da Satde.
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