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Santis JO. Frequéncia dos antigenos HLA classe | e Il em pacientes indicados para
transplante de medula 6ssea na regido de Ribeirdo Preto — SP. Ribeirdo Preto:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, 2018.

RESUMO

Introducdo: Diversas patologias podem indicar um paciente ao transplante de
medula Ossea, e a compatibilidade nos casos dos transplantes alogénicos é
necessaria como fator de seguranca para receptor. A avaliacdo dessa
compatibilidade € feita pela comparacdo dos antigenos e alelos do sistema HLA
entre doador e receptor. Esses genes incluem duas classes principais e seis locus
classicos, e além do seu papel na aceitacdo e rejeicdo de um transplante, ja foi
associado com diversas doencas. Objetivo: Estudar a prevaléncia dos antigenos
HLA de classe | e Il tipificados em pacientes com indicacdo a transplante de medula
0ssea na regido de Ribeirdo Preto — SP, e verificar presenca de correlacdo entre os
antigenos encontrados e a patologia de base. Método:Estudo observacional
retrospectivo de pacientes que foram encaminhados para tipificacdo dos antigenos
HLA de classe | e Il ao Laboratério de HLA da Fundagdo Hemocentro de Ribeiréo
Preto. Com uma casuistica de 854 pacientes, foram avaliados os antigenos HLA-A, -
B, -C, -DRB1, -DQA1 e —-DQB1, e as frequéncias encontradas foram comparadas
com um grupo controle de individuos saudéaveis para avaliacdo de associacao entre
0s antigenos e as patologias dos pacientes. Resultados: Das 37 patologias
descritas para os pacientes, as mais prevalentes foram Leucemia Miel6ide Aguda
(19,0%), Anemia Aplastica (17,0%), Leucemia Linféide Aguda (15,8%), Anemia
Falciforme (15,4%) e LeucemiaMieldide Crbnica (6,1%). Os antigenos mais
frequentes nos registros foram HLA-A*02, B*35 e B*44, C*07, DRB1*07, DQA1*01 e
DQB1*03. Quando comparadas com a prevaléncia entre individuos saudaveis,
apenas uma diferenca apresentou valor estatistico significante(p< 0,0016), e foi
entre HLA-DRB1*15 e a AnemiaAplastica. Conclusdo:Os resultados das
frequéncias se apresentaram em concordancia com a de individuos saudaveis da
regido. Para a associacdo que foi encontrada, embora ja descrita, precisa ser
confirmada com estudos em um grupo maior de pacientes.

DESCRITORES: Imunogenética, Antigenos HLA, Histocompatibilidade, Transplante
de Medula Ossea.



Santis JO. Frequency of HLA class | and Il antigens in patients indicated for bone
marrow transplant in the region of Ribeirdo Preto - SP [monograph]. Ribeirdo Preto:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, 2018.

ABSTRACT

Background: Several pathologies may indicate a patient to bone marrow
transplantation, and compatibility in cases of allogeneic transplants is necessary as a
receptor’s safety factor. The evaluation of this compatibility is done by comparing the
antigens and alleles of the HLA system between donor and recipient. These genes
include two major classes and six classical locus, and, in addition to their role in
accepting and rejecting a transplant, has already been associated with several
diseases. Objective: Study the prevalence of HLA class | and Il antigens typified in
patients with bone marrow transplantation in the Ribeirdo Preto - SP region,and to
verify the presence of a correlation between the antigens found and the pathology
described. Methods: Retrospective observational study of patients who were
referred for HLA typing of class | and Il antigens to the Laboratério de HLA da
Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto.With a sample of 854 patients, HLA-A, -B, -
C, -DRB1, -DQAL1 and -DQB1 antigens were evaluated, and the frequencies found
were compared with a control group of healthy individuals to evaluate association
between the antigens and the pathologies of the patients. Results: Of the 37
pathologies described for the patients, the most prevalent were Acute Myeloid
Leukemia (19.0%), Aplastic Anemia (17.0%), Acute Lymphoid Leukemia (15.8%),
Sickle Cell Anemia (15.4%) and Chronic Myeloid Leukemia (6.1%). The most
frequent antigens in the registries were HLA-A*02, B*35 and B*44, C*07, DRB1*07,
DQA1*01 and DQB1*03. When compared with the prevalence among healthy
individuals, only one difference presented significant statistical value (p <0.0016),
and was between HLA-DRB1*15 and aplastic anemia. Conclusion: The results of
the frequencies were in agreement with healthy individuals of the region. For the
association that was found, although already described, it needs to be confirmed with
studies in a larger group of patients.

DESCRIPTORS: Immunogenetics, HLA Antigens, Histocompatibility, Bone Marrow
Transplantation.
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1 INTRODUCAO

O transplante de medula 6ssea (TMO) é uma terapéutica indicada para tratar
doencas hematoldgicas e pacientes com alteragdes genéticas, que consiste em uma
administrac@o intravenosa de células do tecido hematopoiético de um individuo
saudavel, no intuito de recobrar as atividades normais de uma medula doente ou
nao funcional. As indica¢cdes para o transplante incluem causas neoplasicas como
Leucemias, linfomas e sindromes mielodisplasticas, e causas ndo neoplasicas,
Anemias Aplastica e falciforme, imunodeficiéncias e talassemias (CASTRO JR et al,
2001).

Diferente dos outros tipos de transplante, a realizacdo do TMO depende de
uma compatibilidade completa (100%) entre doador e receptor, e a possibilidade de
encontrar um doador compativel entre membros da familia € de apenas 40%, no
restante de casos, é preciso recorrer as bases de doadores voluntarios cadastrados.
Numa populacdo extremamente miscigenada como a brasileira, as chances de
encontrar um doador compativel ndo aparentado é em média 1:100.000. Nos casos
em que h& incompatibilidade de alelos e/ou antigenos podem ocorrer rejeicdo, onde
as células da medula do doador transplantado ndo reconhecem o organismo onde
foram transplantadas, e desencadeiam uma resposta imunolégica (CASTRO JR et
al, 2001; CORGOZINHO et al, 2012). Por isso, € essencial para um bom resultado
do transplante que seja realizada uma andlise de compatibilidade completa e
segura.

No parametro de transplantes, o sistema HLA (antigenos leucocitarios
humanos) é fundamental como determinante de um bom resultado e da nao rejeicédo
do 6rgdo ou tecido transplantado. Para o transplante de medula éssea, um fator
necessario para que este seja bem sucedido é a compatibilidade entre doador e
receptor das moléculas codificadas pelos genes HLA de classe | e Il (MEINERZ et al,
2008).

O sistema HLA €& composto por um grupo de genes que codificam um
complexo proteico homoénimo. Seu sistema de genes esta localizado no brago curto
do cromossomo seis (chr 6), possuem um perfil altamente polimérfico, e abrigam
mais de 220 genes codificadores. A principal funcdo do sistema HLA € o controle do

reconhecimento do que €& proprio, assegurando uma resposta mais especifica a



antigenos patogénicos. O polimorfismo das suas moléculas tem papel fundamento
nesse processo de reconhecimento. Para manter sua habilidade de responder de
forma adequada a doencas, é preciso que haja harmonia entre expresséo génica e
necessidade da proteina, e essas variacbes sdo estudadas em nivel de gene,
individuo e populacdo (TORRES; MORAES, 2011; KELLY; TROWSDALE, 2017).As
proteinas do sistema HLA estdo presentes e sdo reconhecidas em todos os tecidos
do corpo, e devido seu polimorfismo, € dificil encontrar individuos que apresentem
0S mesmos antigenos. A selecdo de doador depende de um grau adequado de
compatibilidade com os antigenos HLA do receptor, pois tais moléculas tém acéo
dealogenicidadeno pos-transplante (PEREIRA et al, 2010).

Os genes e antigenos HLA tem papel conhecido na medicina personalizada e
na biologia de transplantes, sendo associado a diversas patologias, como condicdes
infecciosas e de forma mais direta, a doencas com carater autoimune (KELLY;
TROWSDALE, 2017). Essa associagdo estuda a relacédo de alelos HLA especificos
que predispdem alguma doenca. Um estudo da década de 70 relatou uma
associacao positiva entre o HLA-B*27 e Espondilite Anquilosante(SCHLOSSTEIN et
al, 1973). Seguinte a essa descoberta, outros estudos foram realizados para avaliar
correlacdo dos genes com doencas autoimunes, infecciosas, neoplasicas e
idiopaticas. A ocorréncia de associacdo deve apresentar resultados estatisticos
significantes quando comparado frequéncia dos antigenos em pacientes e individuos
controle (DONADI, 2000).

O presente trabalho tem como objetivo levantar e avaliar a frequéncia dos
antigenos HLA de classe | e Il em pacientes tipificados no Laboratério de HLA da
Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto, comparando essas prevaléncias com de
individuos saudaveis da mesma regido, procurando identificar diferencas
significativas que possam relacionar o antigeno a patologia indicada. O trabalho foi
composto de uma revisao de literatura que pretendeu introduzir os temas de Sistema
HLA e transplante de medula 6ssea; um capitulo com Materiais e Métodos, que
descreveu a casuistica do estudo e as analises realizadas no levantamento; seguido
do capitulo com resultados descritos em tabelas e graficos; o sexto capitulo contém
a discusséo com artigos similares e com objetivos que condizem com os do presente

trabalho; com o préximo capitulo contendo a concluséo do estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
— Levantar prevaléncia dos antigenos HLA de classe | e Il tipificados em

pacientes com indicacdo a transplante de medula éssea na regido de
Ribeirdo Preto - SP.

2.1 Objetivos Especificos
— Auvaliar a concordancia da prevaléncia dos antigenos com a de individuos
saudaveis da regido do estudo.
— Estudar antigenos mais presentes de acordo com cada patologia.
— Verificar presenca de correlacdo entre os antigenos encontrados e a
doenca do paciente.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A sobrevivéncia de um organismo depende da sua habilidade de interpretar e
responder a mudangas no ambiente, eliminando aquilo que é considerado
patogénico e reconhecer o que é préprio dele, de forma que o sistema imunendo
ataque células saudaveis e funcionais do organismo. A descoberta de genes
caracterizados por possuir intenso polimorfismo e ter grande influencia nos
mecanismos de rejei¢do, aconteceu como resultado de um experimento de enxertia
entre espécies. Estudos posteriores sobre transplantes mostraram um uma
guantidade grande de genes que controlavam a histocompatibilidade entre doador e
receptor. Esses genes foram nomeados como MHC.

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) consiste em uma regido altamente polimérfica do
genoma de vertebrados, cuja funcdo esta em codificar proteinas que atuam, em
maioria, no sistema imune do organismo. O papel dessas proteinas na imunidade
adaptativa tem sido amplamente estudado desde sua descoberta. A maioria de seus
produtos tem como fungcdo prover representacdo extracelular de invasdes
intracelulares. As moléculas codificadas pelo MHC evocam respostas efetoras apés
seremreconhecidas pelos receptores especificos para antigenos dos linfécitos T. Na
espécie humana, esse complexo recebe o nome de sistema HLA (GERMAIN,
1994;JONGSMA; GARDA; SPAAPEN, 2017).

3.1 Sistema HLA

O sistema HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos) foi inicialmente descrito
na década de 50 em um estudo que observou que o soro de pacientes submetidos a
transfusdo aglutinava com leucdcitos de outros individuos. Acreditava-se que as
moléculas HLA estavam relacionadas apenas a rejeicdo a transplantes,
posteriormente foi comprovado que a fungdo do sistema HLA é mais abrangente, e
tem relacdo direta com o sistema imune, especialmente com a resposta adquirida
(FAE; DRIGO; GOLDBERG, 2006).

Desde 1967, quando se iniciou a normatizacdo nomenclatura dos alelos HLA,
houve mudancas na mesma de acordo com a necessidade e o aparecimento de
novos alelos. A ultima atualizagdo foi implantada em 2010, passando a se

determinar os alelos como “HLA-A*01:01:01:01”, descrita com a sigla HLA seguida
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da letra correspondente ao locus, um asterisco que designava o método de definicdo
como molecular, e 0os numerais separados por delimitadores, na ordem: o grupo
alélico ou equivalente soroldgico, alelo ou proteina especifica, mutacdes silenciosas

sinbnimas, e variacdes em regides de introns (TORRES; MORAES, 2011).

3.1.1 Genes HLA
O sistema HLA contém cerca de quatro milhdes de pares de base, e

agrupam-se em trés regides no mesmo loci no cromossomo. Essas regides sao
chamadas de classe I, Il e lll. Sendo que as regides | e Il codificam antigenos que
tem funcéo de apresentar peptideos derivados de organismos patogénicos para as
células T, o que da inicio a uma resposta imune, enquanto a regido Il codificam
proteinas que tem acdo no sistema complemento. Portanto, os antigenos de classe
lllIndo sdo avaliados em uma andlise de compatibilidade (MARSH; PARHAM;
BARBER, 2000).

“Dentre todos os genes humanos, os genes HLA sdo os mais polimérficos. O
polimorfismo apresentado por estes genes estd basicamente restrito a regiao
codificadora da fenda de ligagdo do peptideo que sera apresentado aos
linfécitos T durante a resposta imunoldgica, e tem sido frequentemente
utilizado na caracterizacdo genética de diferentes popula¢cdes mundiais”
(DELLALIBERA, 2004)

Localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21.31) e compreende 239 loci
génicos. Representa cerca de 0,1% do genoma, sendo uma das regides mais densa
do genoma humano. Dos genes sequenciados, 128 sdo codificadores, com 40%
atuando no sistema imune (MARSH; PARHAM; BARBER, 2000).

Figura 1 — Localizagéo dos alelos HLA pelo cromossomo
Chromosome 6
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Fonte: UNDLIEN et al (2001)
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Na porcdo mais telomérica encontra-se 0s genes de classe | que contém
cerca de 20 genes, onde os HLA-A, -B e —C séo considerados como classicos, eles
contém informacdo para codificar antigenos que serdo apresentados nas
membranas das células.

Diferentes éxons, que séo as por¢cdes do gene com informacédo para codificar
uma proteina, sdo responsaveis pela codificagdo de uma parte do antigeno HLA
final. Em relacdo a cadeia pesada do antigeno, conhecidas como alfa, o peptideo
sinal é codificado pelo éxonl, os dominios extracelulares sao codificados por 2, 3 e
4, enquanto a porcao transmembrana é codificada pelo éxon 5. Os éxons6 e 7
contém informacédo para a cauda citoplasmatica. A maior parte do polimorfismo do
antigeno vem de diferentes variantes nos éxons2 e 3. A cadeia leve da molécula
final, chamada de beta, fica codificada no cromossomo 15, porém esta nédo
apresentou variacao polimérfica (MARSH; PARHAM; BARBER, 2000).

Os genes de classe Il ficam localizados na parte mais perto do centromero.
Apresentam maior polimorfismo, e apresentam os loci DP, DN, DO, DQ e DR. Os
antigenos dos loci DP e DQ sdo produtos dos genes DPAl1 e DPB1, e DQA1l e
DQB1, respectivamente.

O locus DR apresenta um maior numero de genes, tendo sua proteina final
determinada por dez genes, sendo um gene que codifica a cadeia a(cadeia alfa,
gene A) e até nove genes, para a cadeia B(cadeira beta, genes B). Por isso, 0 que
estabelece o polimorfismo dos antigenos DR sdo variantes nos genes B, que se
apresentam como o alelo DRB1, molécula classica, e os alelos DRB3, DRB4 e
DRB5, que codificam as moléculas DR52, DR53 e DR51, respectivamente. Na
regido DR, os éxons 1, 2 e 3 sdo separados por introns longos, sendo que o
segmento 2 € o responsavel pelo polimorfismo e variacdo da molécula, por codificar
os dominios al e B1.

A terceira porcdo do gene é responsavel pelos antigenos HLA de classe I, e
codifica as moléculas do sistema complemento (C2, C4 e fator B), 21-hidroxilase e
fator de necrose tumoral (OLIVEIRA; SELL, 2002).

Devido a proximidade dos genes no Cromossomo, €sSses possuem maior
probabilidade de serem herdados em conjunto, ao contrario de separados por
recombinacéo, isso classifica um desequilibrio de ligacdo. Por essa caracteristica,
mais comumente determina-se a genotipagem HLA de um individuo como contendo

dois haplétipos, sendo que o haplétipo contém uma cépia de cada genee € herdado
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em bloco, provindo um de origem materna e o outro, de origem paterna
(KRANSDOREF et al, 2017).

3.1.2 Antigenos HLA
As moléculas HLA séo glicoproteinas expressos na superficie na maioria das

células nucleadas, com concentracao de expressao variada de acordo com o tecido.
S&ao responsaveis por apresentar peptideos aos linfocitos T como parte da resposta
de reconhecimento imunoldgico das células (KRANSDOREF et al, 2017).

Apresentam trés porgcbes comuns entre as moléculas, uma citosodlica,
localizada no meio intracelular, tem funcdo de transduzir sinais para o interior da
célula; uma porcdo transmembrana, que mantém a molécula ligada e estavel a
membrana celular; e a extracelular, a maior das porcdes, que é responsavel pela
apresentacao do antigeno.

Os antigenos de classe | sdo heterodimeros, contendo uma cadeia a com trés
dominios al, a2 e a3, sendo que os dois primeiros contém o polimorfismo expresso
pelos genes, enquanto o dominio a3néo € polimorfico e apresenta estrutura similar a
cadeia pesada dos anticorpos. Associada a cadeia alfa esta a cadeia B2-
microglobulina, também néo polimérfica e codifica por genes a parte, localizados no
cromossomo 15. Sendo as moléculas para HLA-A, B e C codominantes, podem ser
encontradas até seis moléculas diferentes por individuos (DONADI, 2000;
KRANSDOREF et al, 2017).

Figura 2 — Representacdo das moléculas de histocompatibilidade de classe | e Il
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Fonte: FERNANDES et al (2003).
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As moléculas de classe Il também sdo heterodimeros compostos por uma
cadeia a e uma B, unidas de forma ndo covalente. Para as moléculas dos genes
HLA-DQ e DP, o polimorfismo esta presente nos dominios al e B1, enquanto nas
moléculas HLA-DR, o polimorfismo é encontrado apenas no dominio B1, sendo sua
cadeia alfa ndo polimorfica. Os dominios a2 e B2 também apresentam estrutura
homologa com as cadeias pesadas das imunoglobulinas. O nimero de moléculas
HLA-DR e DQ presentes na superficie da célula pode chegar a oito, e varia de
acordo com o haplétipo e da complementaridade dos genes DQA1/B1 e DPA1/B1,
estando esses presentes no mesmo ou em haplotipos diferentes.

Durante o processo de apresentagdo dos antigenos, os dominios a3 na
classe I, e o B2 nas moléculas de classe Il fazem a ligacdo com o0s receptores nas
células CD8 e CD4, respectivamente.As moléculas de classe | tém funcdo na
apresentacao de antigenos intracelulares ou virais as células T citotoxicas (CD8+), e
estdo envolvidos na resposta imunologica mediada pelas células NK (Natural Killer).
Os peptideos que servirdo como indicativo da infeccdo para os linfécitos séo
gerados no citosol com ac¢do de proteases. Simultaneamente, 0os outros dominios da
molécula sédo processados, também pelo reticulo endoplasmatico. O sitio de ligacéo
do peptideo € composto por “fenda profunda, formada lateralmente pelas a hélices
dos dominios a1 e a2, e o assoalho, por oito (08) fitas B, pregueadas, desses
mesmos dominios,acomodando peptideos de 9-14 residuos deaminoacidos”
(DONADI, 2000).

As moléculas de classe Il apresentam antigenos exdgenos para linfécitos T
auxiliares (CD4+), e sdo expressos por subgrupos das células imunes, como as
células B, células T ativadas, macréfagos, células dendriticas e células epiteliais do
timo. O sitio de ligacdo dessas moléculas acomoda peptideos maiores, com 15 a 24
residuos de aminoacidos. Esses peptideos sdo processados por catepsinas
presentes em endossoma e lisossoma das células. Seu processamento requer
auxilio das moléculas HLA-DMA e DMB, que também fazem parte da classe Il dos
genes, porém nao geram incompatibilidade em transplantes (DONADI, 2000;
BOQUETT, 2017).
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3.1.3 Métodos de tipificacao
3.1.3.1 Sorologico

A andlise soroldgica determina a presenca dos antigenos nas células, por um
método de citotoxicidade celular mediada por anticorpo e dependente do
complemento. O método consiste na reatividade entre antigeno HLA presente na
superficie da célula estudada e o anticorpo anti-HLA correspondente, sendo ele de
origem policlonal ou monoclonal. Ambos s&o incubados em placa, e uma vez que o
antigeno é reconhecido pelo anticorpo, ocorre a ligacdo. ApOs essa reacdo, €
adicionado um complemento que promove a lise celular, pelo complexo de ataque a
membrana, das célulascujos antigenos foram reconhecidos, dessa forma é possivel
diferenciar onde ocorreu ou ndo ligacdo do anticorpo, e, portanto, qual antigeno esta
sendo apresentado pela célula. A morte celular vai ocorrer nos pocos onde houver
compatibilidade entre antigeno e anticorpo, e com a adicdo de um composto
fluor6foro, € possivel observar o resultado dessa reacdo em microscopia de
fluorescéncia.Para moléculas de classe |, utilizam-se linfécitos T, enquanto os
linfécitos B sao utilizados para tipificacdo das moléculas de classe Il.

Resultado réapido e possibilidade de discriminar alelos ndo expressos em
antigenos sao vantagens descritas para esse método, que tem como desvantagens
a dificuldade de identificar e purificar anticorpos suficientes para o crescente nimero
de alelos HLA descobertos, e a baixa especificidade para polimorfismos em nivel de
aminoéacidos no antigeno (FERNANDES et al, 2003; TINCKAM, 2009).

Uma vez que os plasmas tipados ndao podem ser especificos para um Unico
alelo, essa metodologia nem sempre consegue definir com especificidade quais
alelos estdo presentes. Atualmente, essa técnica tem sido pouco utilizada devido
suas limitacbes, sendo que a liberacdo do resultado depende de células viaveis,
dependentes do aloantisoro, do complemento e da expressdo dos antigenos. Essa
metodologia foi substituida na maioria dos casos pelos métodos moleculares, que
apresentam as vantagens de maior sensibilidade e especificidade (VOLTARELLI,
STRACIERI, 2000).

3.1.3.2Moleculares
Com um aumento no conhecimento sobre complexidade genética e
polimorfismo dos genes HLA, a tipificagdo por métodos moleculares se tornou mais

utilizada, e inclui duas técnicas com base na reacdo de cadeia em polimerase
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(PCR), primer de sequéncia especifica (SSP) e oligonucleotideo de sequéncia
especifica (SSO), e o sequenciamento direto de DNA (BONTADINI, 2012).

O principio do PCR-SSP consiste na utilizacdo de um par de primer com
complementaridade total ao DNA a ser analisado, atuando de forma mais eficiente
guando comparada com primers com pequenas variagoes alterando a pareabilidade
das bases. A tipificacdo é baseada na especificidade do primer, que permite que
uma base ndo pareada iniba a ligacdo do primer ou ndo a ligue fortemente,
culminando na auséncia do pareamento, ou como produto final, na ineficiéncia da
amplificagdo dos fragmentos que estardo ausentes na sequéncia exata
complementar. Dessa forma, a escolha de primers dentro da regido polimérfica
permite uma amplificacdo especifica e determinante ao alelo a ser tipificado. A
mesma amostra de DNA é amplificada em varios pocos contendo primers diferentes,
e a leitura dos resultados é feita em eletroforese, pela determinacéo da presenca ou
auséncia da amplificacdo dos éxons2 e 3 do gene para os alelos de classe |, e do
éxon 2 para alelos de classe II.

Essa metodologia é simples, rapida e ideal para tipificacdes de amostra Unica,
porém apresenta baixa funcionalidade quando é necesséria a andlise de uma
grande quantidade de amostras, tendo como desvantagens que 0 uso dosprimers
especificos tenha que acompanhar os novos polimorfismos encontrados, o gasto
aumentado de primers e mix para a PCR, e as etapas no termociclador e a leitura
em gel de eletroforese ndo permitem a automacdo do método. Para um resultado
com alta resolucdo sdo necessarias varias reacfes distintas de PCR (TINCKAM,
2009; BONTADINI, 2012).

O método PCR-SSO néo requer o uso de eletroforesee possibilita uma maior
guantidade de amostras analisadas simultaneamente. A andlise depende de primers
seletivos para porgcbes conservadas, que levam a uma amplificacdo especificadas
regides polimorficas do gene, sendo os éxons2 e 3 para os genes HLA de classe | e
éxon 2 para classe Il. O produto dessa amplificacdo sé@o biotinilados e detectados
por um conjugado de estreptavidina e ficoeritrina.

Sondas de oligonucleotideos contendo beads (sondas) com codigo de cor que
permite identificacdo da sequéncia, e complementares a sequéncias especificas do
DNA em diferentes alelos sdo entéohibridizadas ao material genético amplificado
apos um processo de desnaturacdo desse material. Os oligonucleotideos contém

cerca de 20 nucleotideos, esse comprimento garante que a sonda reconheca uma
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sequéncia Unica, porém apresente instabilidade se houver pareamento incorreto. A
hibridizacdo ocorre sob condi¢des rigidas, com uma temperatura continua que
possibilita o anelamento de todas as sondas complementares aos alelos da amostra.
A primeira técnica de deteccdo desse sinal das sondas usava de radiacdo, e foi
substituida por métodos com quimiluminescéncia e sondas ligadas a enzimas
(BONTADINI, 2012; PICASCIA; GRIMALDI; NAPOLI, 2016).

A resolucdo desse método depende do nimero de sondas, com testes de 50-
100 beads que determinam um resultado com resolucdo média/alta, porém existem
testes de 500 beads, que associados a um sistema de interpretacdo compativel,
consegue reduzir e resolver ambiguidades (PICASCIA; GRIMALDI; NAPOLI, 2016).

As metodologias por hibridizacdo definem os dois primeiros campos da
nomenclatura HLA, que correspondem o grupo alélico e proteina especifica,
respectivamente, sendo ambos definidos pela regido de ligacdo do peptideo na
molécula HLA. A aplicacdo do sequenciamento na tipificacdo HLA permite
considerar polimorfismo nos alelos em nivel de diferenca de nucleotideos, variacbes
por substituicdes sindnimas em regides codificadoras e polimorfismo em regides nao
codificadoras do gene. Alelos HLA podem se diferenciar por uma ou multiplas trocas
de nucleotideos (SANCHEZ-MAZAS; MEYER, 2014).

A primeira técnica de sequenciamento utilizada foi a de Sanger, denominada
como tipificagdo baseada em sequenciamento (SBT, Sequencing Based Typing),
qgue inicia as tipificacbes de alta resolucdo, porém ainda apresentava resultados
ambiguos, em razéo de regides ndo marcadas pelos primers e a incapacidade de
definir polimorfismos e amostras heterozigotas.As metodologias de sequenciamento
de nova geracdo (NGS, do inglés Next Generation Sequecing)baseiam-se em
amplificacdo clonal, usando da técnica de PCR para a montagem da biblioteca que
sera sequenciada. A etapa de amplificacdo antes do sequenciamento permite uma
maior resolucdo do resultado e uma tipificacdo de alta produtividade, conhecido
como high throughput.

Os diferentes tipos de sequenciamento variam entre si pela sequéncia do
primer e tipo de sequenciador. A montagem do primer € etapa critica e pode ser
decisivo na escolha do resultado esperado, podendo ser (1) altamente especifico e
amplificar apenas um locus, aumentando o numero de leituras para uma mesma
regido, ou (2) mais abrangente e amplificar todos os alelos com eficiéncia

semelhante, realizando uma leitura mais completa do gene na mesma analise. A
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sensibilidade para deteccédo de variagdes na sequéncia do gene é devidaao principio
de determinacéo dos alelos por determinagao da sequéncia completa do DNA, e ndo

por comparacdo com banco de dados de alelos ja reportados (ERLICH, 2015).

3.1.4 Associacao do sistema HLA comdoencgas
Estudos de associacdo entre alelos HLA e suscetibilidade e resisténcia a

doencas tiveram inicio com a padronizacdo dos métodos de tipificacdo sorologica.
Os primeiros estudos comecaram quando apenas a classe | era conhecida, e
algumas das associacbes com doencas feitas durante esse periodo apresentaram
uma correlacdo mais forte com antigenos da classe Il, que se mostrou mais
fortemente relacionada a patologias em relacéo a classe l.Algumasdoencas também
ja foram relacionadas a variagdes em outras regiées, como a classe lll, que codifica
o esterdide 21-hidroxilase, cujo defeito pode causar hiperplasia adrenal congénita.

Em sua maioria, as doencas associadas aos genes HLA apresentam sinais e
sintomas de estado de inflamagdo cronica e autoimunidade. A introducdo as
correlagdes veio em 1973, quando o antigeno HLA-B*27 foi encontrado com uma
frequéncia muito maior em pacientes com Espondilite Anquilosante em comparagao
a populacéo geral, com percentuais de 95% e 2%, respectivamente. Essa primeira
associacado se mostrou importante devido a discrepancia significativa entre doente e
individuos saudaveis (MARSH; PARHAM; BARBER, 2000).

Outras doencas foram associadas a alelos HLA: DRB1*03 e 04, Diabetes
Mellitus dependente de insulina; DRB1*02, sindrome de Goodpasture e Esclerose
Multipla; DRB1*03, Lupus Eritematoso Sistémico, doenca de Graves e Miastenia
Grave; DRB1*04, Pénfigo Vulgar e Artrite Reumatéide; B*27, Uveite Anterior
Aguda.No caso de doencas infecciosas, 0s antigenos HLA aparecem como atuantes
na evolucdo da patologia, podendo estar envolvidos como similares ao patdgeno,
apresentando de forma ineficiente os antigenos virais e bacterianos, facilitando a
entrada de virus nas células, ou fornecendo sitios de ligagdo para patdgenos
(MARSH; PARHAM; BARBER, 2000; DESHPANDE, 2017).

As associacles reportadas até o momento tém implicacbes em fatores de
diagnostico, prognostico e profilaxia para doencas, e tém ajudado também no
entendimento da heterogeneidade das patologias, porém o mecanismo pelo qual
essas doencas se relacionam ao sistema HLA ainda né&o foi totalmente clarificado.

De forma geral, doencas associadas a antigenos da classe | podem estar envolvidos
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com linfécitos T citotoxicos, enquanto as correlagdes com a classe I, principalmente
relacionado ao HLA-DRB1, envolvem linfécitos T auxiliares.

Em uma aplicacéo clinica, o polimorfismo dos genes associados a doencas e
resposta ou resisténcia terapéutica poderia auxiliar na predicado de eficacia de uma
linha de tratamento, racionalizando o uso de terapias biolégicas. Anélise molecular
de associacoes bem definidas pode auxiliar no desenvolvimento de novas vacinas e
imunoterapias (GHODKE et al, 2005).

Figura 3 — Doencas associadas aos alelos e antigenos HLA.

HLA subtype Associated diseases
HLA Class I
A
HLA-A3 Hemochromatosis, multiple sclerosis
HLA-A29 Birdshot retinochoroidopathy
HLA-A2 Acute lymphoblastic leukemia, chronic myelocytic leukemia
HLA-Al Hodgkin’s disease, psoriasis
HLA-All Hodgkin’s disease
B
HLA - B8 Grave’s disease, celiac disease, chronic hepatitis, Hodgkin’s disease
HLA -B16 Multiple sclerosis
HLA-BI18 Type I diabetes mellitus, chronic lymphocytic leukemia
HLA - B27 Ankylosing spondylitis, psoriatic arthritis, arthritis of inflammatory bowel disease, juvenile arthritis, reactive arthritis,
reactive arthropathy including Reiter’s syndrome firo, acute anterior uveitis
HLA - B35 Lymphoid leukemia
HLA -B51 Behcet’s syndrome
HLA - B47 Congenital adrenal hyperplasia
HLA - B5 Grave’s disease
HLA -BI15 Hodgkin’s disease
HLA-B7 Multiple sclerosis
HLA-BI13 Psoriasis
HLA - B37 Psoriasis
(&
HLA - Cw6 Psoriasis vulgaris
HLA Class IT
DR
HLA -DRI1 Myasthenia gravis, rheumatoid arthritis, schizophrenia
HLA -DR2 Multiple sclerosis, hay fever, systemic lupus erythematosus, good pasture syndrome, narcolepsy. type I diabetes
mellitus
HLA - DR3 Addison’s disease, myasthenia gravis, systemic lupus erythematosus, Grave’s disease, type I diabetes mellitus, celiac

disease, dermatitis herpetiformis, sicca syndrome, idiopathic membranous nephropathy, chronic hepatitis, juvenile
diabetes mellitus

HLA - DR4 Type I diabetes mellitus, rheumatoid arthritis, postpartum thyroiditis, pemphigus vulgaris, juvenile diabetes mellitus
HLA - DR5 Type I diabetes mellitus, Hashimoto’s thyroiditis, pernicious anemia
HLA - DR7 Steroid-responsive nephrotic syndrome, celiac disease
HLA -DRI11 Hashimoto’s thyroiditis, celiac disease
HLA - DRw51 Multiple sclerosis
HLA - DRI15 Multiple sclerosis
HLA - DR8 Reiter’s syndrome
DQ
HLA -DQl Narcolepsy
HLA -DQ2 Celiac disease, type I diabetes mellitus
HLA - DQS8 Celiac disease
HLA -DQ3 Type I diabetes mellitus
HLA-DQA1*05 Celiac disease
HLA - DQ6 Multiple sclerosis

HLA: Human leukocyte antigen

Fonte: DESHPANDE (2017).
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3.2 Transplante de medula 6ssea

A medula éssea (MO) € um tecido mole encontrado no interior dos 0Ssos,
altamente vascularizado devido sua funcdo de producdo das células do sangue.
Todas, eritrécitos, leucocitos e plaquetas, derivam de células-tronco hematopoiéticas
(CTH ou HSC, Hematopoeitic Stem Cells) encontradas na medula 6ssea. Em
criancas esse tecido fica localizado em todos os 0ssos, enquanto em adultos, mais
comumente encontra-se CTH nos ossos do quadril, bracos e fémur. As células-
tronco podem se dividir para formar mais células-tronco, processo chamado de auto-
renovacao, ou podem passar por processos de maturacdo e diferenciacdo até o
estagio de células maduras do sangue (KREBSBACH et al, 1999).

Figura 4 — Diferenciacéo celular hematopoiética e estromal.
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Fonte © 2001 Terese Winslow assisted by Lydia Kibiuk and Caitlin Duckwall.

Em razdo dessa capacidade de producédo de células do sangue, o transplante
de medula 6ssea (TMO) € utilizado para regeneracdo da funcdo das CTH de
individuos doentes. Esse procedimento tem como principio a reposicdo da medula
disfuncional por uma saudavel, de acordo com a propriedade de proliferacdo dessas

células que repopulam a medula 6ssea do paciente (ANDERS, 2004).

“O transplante de medula éssea é um procedimento terapéutico com
propriedade mielo e imunoablativas e consiste na infusdo, por via
intravenosa, de sangue da medula éssea, obtido de doador previamente
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selecionado, em receptor adequadamente condicionado, ou seja, é submetido
a um regime quimioterapico, com ou sem radioterapia.” (ANDERS, 2004)

TMO é uma terapéutica indicada e utilizada de forma crescente em muitas
doencas, em qualquer faixa etaria. Ainda que seja uma terapia complexa e com alta
taxa de morbimortalidade, apresenta resultados significativos referentes a sobrevida

dos pacientes e mesmo, a cura (ANDERS, 2004).

3.2.1 Historico
Os estudos sistematicos em relacgdo ao TMO se iniciaram apds as

investigagdes das consequiéncias das explosdes da bomba atbmica em 1945.
Observando soldados nas duas Guerras Mundiais, percebeu-se que aqueles
expostos ao gas mostarda apresentavam leucopenia, reducdo do numero de
leucécitos. Essa descoberta levou o uso do gas como terapéutica quimioterapica
para linfomas, sendo que esse agente originou as drogas aniquilantes para combate
as células cancerigenas, ciclofosfamida e clorambucila.

Além dos efeitos dos quimicos utilizados como armas na guerra, foi
observado impacto da radiacdo liberada pelas bombas atdmicas, o que deu inicio
aos estudos relacionados a cuidado e recuperacdo da medula 6ssea atingida por
radiacdo. Os primeiros estudos no assunto, concluiram que camundongos
sobreviveriam aos efeitos de irradiacdo toxica para a medula 6ssea, e teoricamente
letal, se 0 baco ou outro 6rgdo hematopoético fosse protegido por uma caixa de
chumbo, ou se células provenientes de baco ou préprias da medula fossem
infundidas no animal apoés a irradiacdo (SOUZA, 2017).

Poucos anos depois, um estudo em seres humanos demonstrou que uma
grande quantidade de medula poderia ser infundida de forma segura via intravenosa,
e descreveu a transicdo do enxerto até a “pega medular” (enxertia ou engraftment)
em um individuo. O desenvolvimento da metodologia foi lento até a década de 60,
devido complicagcbes relacionadas a efeitos indesejados, como infecgbes fatais
fungicas e virais, e rejeicdo imunoldgica do enxerto, condicdo agora denominada
como doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH), que causava alteracbes
cutaneas, diarréia e anormalidade hepéticas.

Diversos trabalhos realizados culminaram no conhecimento do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) ou antigenos leucocitarios humanos (HLA),
quando presente no genoma humano, e sua importancia em transplantes.Como

resultado, o “aumento do conhecimento sobre o HLA no final da década de 60, o
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desenvolvimento do suporte adequado para a transfusdo de plaquetas e a
descoberta de antibioticos e agentes anticancerigenos mais eficientes” (SOUZA,
2017), tornaram possivel novas tentativas de transplante alogénico.

Esses avancos foram seguidos de esforcfes para aplicacdo do transplante
em casos de Leucemias agudas e o estabelecimento de centros de transplante de
medula 6ssea. Avancos em relacdo a outras Leucemias agudas e cronicas também
foram realizados no mesmo periodo. O uso de transplante autdlogo também
apareceu com novas indicacbes em casos de tumores solidos e algumas
Leucemias. Ainda com todos os progressos realizados, os efeitos colaterais primeiro
observados, incompatibilidade, rejeicdo e infeccbes oportunistas, ainda eram
reportados (HARDY; IKPEAZU, 1989).

Apesar da complexidade do procedimento e do alto custo, que envolve para
seu funcionamento uma equipe multidisciplinar, laboratérios para tipificagdo HLA e
tempo de internacdo longo, a avaliacdo custo beneficio compensam a escolha do
transplante de medula O6ssea para tratamento de doencas hematoldgicas.
Atualmente, o TMO é uma importante modalidade terapéutica, sendo uma das

formas de transplante mais utilizada (EID, 2001).

3.2.1 Transplante de medula 6ssea
O TMO ¢é caracterizado pela infusdo endovenosa de células tronco

hematopoiéticas para reestabelecimento da funcdo medular.Existem dois tipos de
TMO: autblogo e alogénico. O transplante autdlogo ou autogénico é definido pelo
uso das proprias CTH do paciente coletadas previamente, e esta indicado em
doencas autoimunes e neoplasias malignas que ndo apresentam infiltracdo na
medula O6ssea que cause deficiéncia na sua funcdo. O transplante singénico
apresenta mesmo padrdo em relagdo a compatibilidade, e ocorre em casos em que
0 paciente tenha um irmao idéntico que possa realizar a doa¢do (MARINHO, 2013).
O transplante alogénico ocorre quando o paciente recebe a medula de outra
pessoa, e tem como objetivo reconstituir em quantidade e qualidade a hematopoiese
e outras linhagens celulares como as do sistema linfoide. Nesses casos, a medula
do paciente apresenta alguma forma de alteracdo ou disfuncéo e precisa ser
realizada a troca da mesma por uma saudavel. Como o fator de compatibilidade
nesses casos se faz presente, o ideal e que apresenta maior probabilidade de ser

encontrado doador, sdo nos casos de transplante alogénico aparentado, porém
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mesmo entre irmaos, o paciente se depara com uma em quatro possibilidades de ter
um irm&do compativel. Em casos em que nao ha compatibilidade entre relativos, pode
se recorrer a procura entre doadores voluntarios cadastrados (MARINHO, 2013).

O transplante é definido em trés fases: o periodo pré-transplante, durante o
qual o paciente recebe acompanhamento ambulatorial até a internacao; o TMO, que
abrande desde o inicio da internagdo hospitalar, seguido da administracdo da
quimioterapia e radioterapia com a intencdo de ablacdo da medula doente do
paciente, a fase de coleta das CTH, seja do doador ou do préprio paciente, o
processamento e a infusdo das células, e se estende até a alta hospitalar; e o pés-
TMO, que se inicia com a alta do hospital e de se divide em imediato, que se da até
100 dias da infusdo da medula, e tardio, que segue a partir do fim do imediato e ndo
possui prazo final (OLIVEIRA-CARDOSO et al, 2009).

Este procedimento terapéutico € indicado para um namero alto de hemopatias
malignas, falhas na funcdo medular, incluindo aplasia, diferentes sindromes
imunodeficientes e para reestabelecimento da resposta imune em casos de
patologias autoimunes (COUTINHO, 2009). As doencas com maior indice de
indicacdo ao transplante séo: faléncias medulares adquiridas e constitucionais, como
AnemiaAplastica e Hemoglobinuria Paroxistica Noturna, e Anemia de Fanconi e
Disceratose Congénita; Hemoglobinopatias, como a doenca falciforme e
Talassemias; Leucemias Linféides e Mielbdides; neoplasias mieloproliferativas,
Policetemia Vera, Trombocitose Essencial e Mielofibrose Primaria; Linfomas de
Hodgkin e ndo Hodgkin; doencas autoimunes como Esclerose Mdltipla e Sistémica e
Diabetes Melitus tipo | (COUTINHO, 2009; SOUZA, 2017).

3.2.1.1 Métodos de obtencao das células tronco hematopoiéticas (CTH)

As CTH podem ser coletadas por puncao 6ssea, aférese ou pelo sangue de
corddo umbilical. A coleta por puncao foi o primeiro método de coleta descrito, e
consiste em multiplas puncdes e aspira¢gdes diretamente da medula pela crista iliaca
do doador. Esse método é realizado com o doador internado e apresenta baixo
risco, com complicacbes em cerca de 0,4% dos procedimentos, e em sua maioria,
devido doencga prévia do doador ou relacionada a anestesia aplicada. A principal
queixa nesses casos € de dor leve a moderada no local das puncgdes, que cedem
com uso de analgésicos comuns, e pode ser recomendada a transfusdo de

concentrado de eritrocitos, caso a quantidade de medula doada seja grande, e 0 Uso
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de reposicdo de ferro oral por um periodo de trinta dias (CASTRO JR, 2002;
COUTINHO, 2009).

No caso das células coletadas por aférese, € realizada uma mobilizacao das
células para a circulacdo periférica utilizando de fatores estimuladores de colénias
de granulocitos (G-CSF), que sédo entdo coletadas por separacdo em um aparelho
de aférese. Esse método foi introduzido na década de 80 e € mais utilizada em
casos de transplantes autélogos, embora também seja indicado em alguns casos em
que o doador ndo pode ser anestesiado para o procedimento de puncéo.
Complicacdes mais frequentes estdo relacionadas ao uso do G-CSF, que pode
causar dor 6ssea, cefaleia e febre (CASTRO JR, 2002).

A obtencdo das CTH em sangue de corddo umbilical teve sua primeira
experiéncia bem-sucedida de 1988, na Franca. Para sua utilizacdo, o sangue é
coletado logo apds o nascimento da crianga e “posteriormente processado e mantido
congelado até a infusdo”’(CASTRO JR, 2002).
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4 METODOLOGIA

Estudo observacional retrospectivo de pacientes indicados para transplante
de medula 6sseana regido de Ribeirdo Preto/SP, que foram encaminhados para
tipificagdo dos antigenos HLA de classe | e Il ao Laboratorio de HLA da Fundagéo

Hemocentro de Ribeirdo Preto.

4.1 Casuistica

Um total de 949 pacientesfoi tipificado pelo Laboratério de HLA do
Hemocentro de Ribeirdao Preto entre Janeiro de 2009 e Julho de 2018. Foram
inicialmente inclusos todos os pacientes com registro de entrada no laboratério. Os
critérios de exclusdo seguiram: auséncia da tipificacdo, por motivo da analise ter
sido realizada em outros laboratoérios ou ndo recebimento da amostra do paciente; e
doenca de base ndo descrita na base de dados do laboratério. Por um ou ambos os
critérios de exclusédo, os dados de 95 pacientes ndo foram incluidos no estudo.

A amostra total foi composta por 854 pacientes, sendo 57,0% de homens e
43,0% de mulheres, com faixa etaria entre 0 e 77 anos, com idade média de
29,1+18,8 anos. Distribuidos etnicamente em 80,7% caucasianos, 11,6% de
populacdo parda, negros com 5,2%, e asiaticos e mulatos com 1,3% e 1,2%,
respectivamente.

O numero de pacientes indicados ao transplante em cada ano do estudo foi
calculado, e apresentou um aumento do ano de 2009 até 2017, dltimo ano com
contabilizacdo completa dos casos. As porcentagens variaram de 7,1% (2009), 7,7%
(2010), 8,7% (2011), 11,1% (2012), 11,0% (2013), 10,6% (2014), 10,2% (2015),
12,5% (2016), 13,6% (2017), e no periodo parcial do ano de 2018, entre 0s meses
de janeiro a julho, foram contabilizados 63 casos (7,5% do total).

Em relagcdo a frequéncia de compatibilidade encontrada entre paciente e 0s
relativos (parentes consanguineos proximos) testados foi calculado em cima de 911
pacientes que tiveram a tipificagdo propria e dos relativos feita no Laboratorio onde o
estudo foi realizado. Entre esse total de pacientes, foi encontrado compatibilidade
entre 36,9% dos casos, enquanto nos restantes 63,1%, ndo foi encontrado

compatibilidade entre familiares tipificados.
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4.2 Coleta de dados

O método de coleta dos resultados das tipificacfes foia analise do banco de
dados interno do laboratorio. As informacgfes foram tabeladas contendo dados de
ano de indicacdo ao transplante, data de nascimento, sexo, etnia, doenca de base,
compatibilidade com relativo, e resultado da tipificacdo dos antigenos de classe |,
HLA-A, B e C, e de classe I, HLA-DRB1, DQA1 e DQBL1.

Os dados coletados divididos de duas formas: a primeira, reunindo de forma
geral por classe de antigeno (A, B, C, DRB1, DQA1, DQB2); e a segunda onde foi
classificada a frequéncia dos antigenos por doenca de base.

Para comparacdo com individuos saudaveis, foram utilizados dados
disponibilizados no banco de dados AlleleFrequency Net Database (AFND). Para
obtencdo do dado de todos os antigenos estudados, foram utilizadas trés
populagdes descritas no AFND: “Brazil REDOME Sao Paulo (n=800809)” para os
antigenos HLA-A, -B e —-DRB1; “Brazi IMixed (n=108)" para o HLA-C; e a populacao
“Brazil Sao Paulo Mixed (n=239)” para os HLA-DQA1 e —-DQBL1.

4.3 Andlise estatistica

A frequéncia antigénica (FA) foi calculada por contagem direta. As
frequéncias encontradas na populacdo estudada foram comparadas com as
frequéncias de individuos saudaveis através do teste exato de Fisher, sendo
considerado nivel de significancia igual a 5%, ou seja, p < 0,05.

As amostras que apresentaram resultado significativo pelo teste de Fisher
foram corrigidas multiplicando o valor de p pelo numero total de antigenos
testados, e em seguida avaliados pela razdo de possibilidade (OR, em inglés
odds ratio) e intervalo de confianga95%.

Todos os testes foram realizados utilizando o programa GraphPadPrism 5.0.

4.4 Consideracdes Eticas

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, sob o
namero 2.847.946.



5 RESULTADOS

5.1 Patologias de base indicadas no estudo
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As patologias de base foram muito variadas, conforme descritos na tabela 01.

Doencas com base diretamente ligada aos sistemas sanguineo e hematopoiético,

sindromes hereditarias, patologias oncoldgicas, doencas autoimunes ou deficiéncias

de funcéo ligadas as células do sangue. Algumas patologias que no presente estudo

apareceram com menor prevaléncia ndopossuem indicagdo para o transplante de

medula éssea, porém por motivos variados o procedimento pode beneficiar o

paciente, como no caso da Diabetes Melitus tipo | e a Adrenoleucodistrofia.

Tabela 01 — Prevaléncia das patologias de base descritas nos pacientes do estudo.

Doenca de base n (%)
Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) 169 (19,0)
Anemia Aplastica(AA) 145 (17,0)
Leucemia Linféide Aguda (LLA) 134 (15,8)
Anemia Falciforme (AF) 131 (15,4)
Leucemia Mieldide Cronica (LMC) 52 (6,1)
Sindrome Mielodisplasica (SMD) 37 (4,3)
Mielofibrose 29 (3,4)
Leucemias nao-classificadas 28 (3,3)
Linfoma ndo-Hodgkins 17 (2,0)
Linfoma Hodgkins 16 (1,9)
Linfomas nao-classificados 14 (1,6)
Talassemias 14 (1,6)
Anemia Fanconi 8(0,9)
Diabetes Melitus (DM) 8(0,9)
Imunodeficiéncias 6 (0,7)
Mieloma Multiplo (MM) 6 (0,7)
Sindrome Wiskott-Aldrich 6 (0,7)
Anemia Refrataria 5(0,6)
Leucemia Linféide Crénica (LLC) 4 (0,5)
Adrenoleucodistrofia 3(0,4)
Sindrome Hemofagocitica 3(0,4)
Anemia Blackfan Diamond 2(0,2)

Hipogamaglobulinemia nao familiar

2 (0,2)
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Sindrome de Chediak Higashi 2(0,2)
Anemia Diseritropoética Congénita 1(0,1)
Atrofia Muscular Espinhal (SMA) 1(0,1)
Doenca Granulomatosa Cronica (DGC) 1(0,1)
Hemoglobindria Paroxistica Noturna (HPN) 1(0,1)
Hialinose Infantil Sistémica (ISH) 1(0,1)
Meduloblastoma 1(0,1)
Mucolipidose Il 1(0,1)
Neuropatia Periférica 1(0,1)
Pancitopenia 1(0,1)
Porfiria 1(0,1)
Sindrome de Benarol Souler 1(0,1)
Sindrome de DiGeorge (SDG) 1(0,1)
Telomeroparia 1(0,1)

5.2 Frequéncias antigénicas dos loci HLA

As metodologias utilizadas pelo laboratdrio durante o periodo de corte
estudado incluiram métodos sorolégicos e moleculares, com isso, durante o
levantamento da prevaléncia dos antigenos, em alguns casos tipificados por
sorologia nado foi possivel identificar um dos antigenos, classificados como “blank”
(antigenos nao expressos) e demonstrados no estudo pelo sinal de hifen (-). Tais
antigenos podem ser casos de homozigose ou antigenos nao inclusos nos
anticorpos monoclonais utilizados.

Para os 854 pacientes (n), foram identificados um total de 1706 antigenos
(2n) por locus. O estudo apresentou 21 antigenos para o locus A; 33 antigenos para
o locus B, onde foi encontrado maior polimorfismo;e 15 antigenos para o locus C.
Em relacdo a classe Il, o locus DRB1 apresentou 14 antigenos, e os loci DQAL e
DQB1 apresentaram 6 e 7 variagcOes de antigenos, respectivamente. Os dados da

frequéncia dos antigenos de classe | e |l estdo descritos nas tabelas 02 e 03.

Tabela 02 — Frequéncia antigénica (FA) da classe |I. Em destaque estdo os antigenos com
maior prevaléncia

HLA-A HLA-B HLA-C
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA
A*01 0,090 B*07 0,065 c*01 0,031
A*02 0,249 B*08 0,046 C*02 0,079



A*03
A*11
A*23
A*24
A*25
A*26
A*29
A*30
A*31
A*32
A*33
A*34
A*36
A*66
A*68
A*69
A*74
A*80
A*-

0,083
0,047
0,050
0,083
0,110
0,036
0,041
0,069
0,043
0,032
0,039
0,008
0,009
0,008
0,065
0,002
0,017
0,005
0,013

B*13
B*14
B*15
B*18
B*27
B*35
B*37
B*38
B*39
B*40
B*41
B*42
B*44
B*45
B*46
B*47
B*48
B*49
B*50
B*51
B*52
B*53
B*54
B*55
B*56
B*57
B*58
B*67
B*73
B*81
B*-

0,016
0,054
0,099
0,051
0,022
0,103
0,013
0,023
0,030
0,038
0,009
0,026
0,099
0,025
0,0005
0,003
0,003
0,032
0,020
0,085
0,023
0,026
0,001
0,009
0,001
0,034
0,034
0,0005
0,002
0,006
0,001

C*03
Cc*04
C*05
C*06
c*07
C*08
C*12
C*14
C*15
C*16
C*17
C*18
C*-

0,094
0,143
0,054
0,074
0,242
0,069
0,048
0,020
0,036
0,064
0,033
0,005
0,008
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Tabela 03 — Frequéncia antigénica (FA) da classe Il. Em destaque estdo o0s antigenos com

maior prevaléncia

HLA-DRB1 HLA-DQAL1 HLA-DQB1
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA
DRB1*01 0,087 DQA1*01 0,401 DQB1*02 0,202
DRB1*03 0,105 DQA1*02 0,133 DQB1*03 0,331
DRB1*04 0,112 DQA1*03 0,139 DQB1*04 0,063
DRB1*07 0,136 DQA1*04 0,066 DQB1*05 0,182
DRB1*08 0,066 DQA1*05 0,253 DQB1*06 0,218
DRB1*09 0,016 DQA1*06 0,008 DQB1*07 0,002
DRB1*10 0,015 DQB1*- 0,002
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DRB1*11 0,138
DRB1*12 0,017
DRB1*13 0,115
DRB1*14 0,039
DRB1*15 0,113
DRB1*16 0,036
DRB1*- 0,005

5.2.1 Frequéncia dos antigenos por patologia de base
Na segunda etapa do projeto, os pacientes foram subdivididos de acordo com

a patologia de base (descritas na tabela 02), e para cada patologia, foi avaliada a
frequéncia dos antigenos encontrados. Essas foram comparadas com as
frequéncias da amostragem total, e foi encontrada concordancia nas de maior
prevaléncia, indicando que néo foram identificados antigenos que caracterizem
qualquer das patologias estudadas. Com o objetivo de gerar esse valor estatistico de
comparacao, o presente estudo descreveu as cinco patologias que apresentaram
prevaléncia de mais de 5,0% dos pacientes estudados.

Ambos, a tabela 04e os graficos 01 e 02,descrevem a frequéncia dos
antigenos de maior prevaléncia entre essas patologias, comparados com a
frequéncia de individuos saudaveis da mesma regido e estado do estudo. Para HLA-
A, HLA-DQA1 e HLA-DQB1, os antigenos de maior frequéncia foram os mesmo nas
cinco patologias estudadas e na amostragem total, respectivamente A*02, DQA1*01
e DQB1*03. O antigeno HLA-C*07 foi o mais prevalente em 4 das 5 patologias
(LMA, AA, LLA e AF), somente a LMC que indicou maior frequéncia nos antigenos
C*04 e C*08 com prevaléncia igual. Os demais antigenos (HLA-B, HLA-C e HLA-
DRB1) variaram por patologia, sendo que na Leucemia Mieldide Aguda (LMA), os
mais frequentes foram B*35 e DRB1*13; para a Anemia Aplastica foi encontrado um
resultado diferente e discutivel com a literatura nos outros antigenos, sendo os mais
prevalentes o B*07 e DRB1*15; a Leucemia Linfoide Aguda (LLA) apresentou B*15 e
DRB1*07; na Anemia Falciforme (AF), B*44 e DRB1*07; e para a LeucemiaMieldide
Crébnica (LMC), os mais frequentes foram B*35 e DRB1*07.
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Tabela 04 — Frequéncias dos antigenos mais prevalentes nas doencas comparados com a frequéncia encontrada nos individuos saudaveis.
Em destaque estédo os antigenos com valor de p significativo.

LeucemiaMieloide | AnemiaAplastica Leucemialinfoide | Anemiafalciforme | LeucemiaMielbide | Individuos
aguda (n=169) (n=145) aguda (n=134) (n=131) cronica (n=52) saudaveis
FA p. FA p. FA p. FA p. FA p. FA
HLA-A*02 0,228 NS 0,286 NS 0,239 NS 0,233 NS 0,269 NS 0,256 *
HLA-B*07 0,074 NS 0,097 0,0375 0,060 NS 0,046 NS 0,039 NS 0,066 *
HLA-B*15 0,082 NS 0,090 NS 0,108 NS 0,099 NS 0,105 NS 0,087 *
HLA-B*35 0,124 NS 0,090 NS 0,104 NS 0,092 NS 0,086 NS 0,121 *
HLA-B*44 0,100 NS 0,080 NS 0,097 NS 0,107 NS 0,115 NS 0,105 *
HLA-C*04 0,144 NS 0,129 NS 0,178 NS 0,000 NS 0,222 NS 0,166  **
HLA-C*07 0,255 NS 0,286 NS 0,229 NS 0,350 NS 0,111 NS 0,278 **
HLA-C*08 0,055 NS 0,114 NS 0,031 NS 0,000 NS 0,222 NS 0,080 **
HLA-DRB1*07| 0,113 NS 0,115 NS 0,164 NS 0,145 NS 0,144 NS 0,127 *
HLA-DRB1*13| 0,128 NS 0,084 0,0141 0,108 NS 0,130 NS 0,144 NS 0,133 *
HLA-DRB1*15| 0,113 NS 0,184 <0,0001| 0,093 NS 0,069 NS 0,096 NS 0,094 *
HLA-DQA1*01| 0,401 NS 0,414 NS 0,387 NS 0,392 NS 0,417 NS 0,474 ***
HLA-DQB1*03| 0,313 NS 0,346 NS 0,306 NS 0,326 NS 0,405 NS 0,288 ***

Legenda: FA, frequéncia antigénica; p., valor de p calculado pelo teste exato de Fisher, sem correcdo; NS, ndo significativo; *, Populacdo
controle Brazil REDOME Sao Paulo (n=800809); **, Populacdo controle Brazil Mixed (n=108); ***, Popula¢éo controle Brazil Sao Paulo Mixed

(n=239).
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Gréfico 01 — Representacgao gréfica da tabela 05: frequéncias dos antigenos de classe I.
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Legenda: Representacdo da frequéncia dos antigenos de classe | mais prevalentes das cinco patologias mais encontradas, comparadas com a
frequéncia dos mesmos antigenos em individuos saudaveis. No caso dos antigenos HLA-C*04 e C*08, ndo foram encontrados em pacientes
com Anemia Falciforme. O valor de p entre a frequéncia do antigeno B*07 de pacientes com AnemiaAplastica e individuos saudaveis se
mostrou significantes antes da correcao (destacado no grafico com padréo).
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Gréfico 02 — Representacéo gréfica da tabela 05: frequéncias dos antigenos de classe II.
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Legenda: Representacdo da frequéncia dos antigenos mais prevalentes de classe Il das cinco patologias mais encontradas, comparadas com
a frequéncia dos mesmos antigenos em individuos saudaveis.Os antigenos DRB1*13 e DRB1*15 destacados apresentaram valor de p
significativo antes da correcéo.
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5.2.1 Associacéo entre HLA e doencgas na populacao estudada
A associacdo foi realizada entre os antigenos com maior prevaléncia, e

avaliada por frequéncia, e valor de p calculado pelo teste exato de Fisher (p-value),
sendo considerados significantes os resultados com valor de p < 0,05. Seguindo
esses parametros, somente entre pacientes com AnemiaAplastica foram
encontrados valores de p (p-value) significantes para a andlise, nos antigenos HLA-
B*07, que apresentou p = 0,0375; DRB1*13, p= 0,0141; e o DRB1*15, que
apresentou um resultado de p < 0,0001. As outras comparacfes resultaram em
valores nao significativos.

Os trés antigenos que apresentaram resultado significante para o teste de
Fisher tiveram seu valor de p corrigido com o total de antigenos pesquisados, e
foram avaliados pela razdo de possibilidades (OR, do inglés odds ratio) e intervalo

de confianca 95%. Esses dados foram descritos na tabela 05.

Os valores da razdo de possibilidade (OR) indicaram o que pode ser
observado pelas frequéncias antigénicas, que os HLA-B*07 e DRB1*15
expressaram uma associacao positiva com a patogénese da AnemiaAplastica,
enquanto o DRB1*13 indicou uma associacdo negativa. Quando corrigidos, 0s
valores de p dos antigenos HLA-B*07 e HLA-DRB1*13 apresentaram resultados
nao significativos, 0,9750 e 0,2256, respectivamente. No caso do HLA-DRB1*15,

o resultado continuou significante a p < 0,5 depois de corrigido.

Tabela05 — Andlise estatistica dos antigenos que apresentaram resultados significantes para o
teste de Fisher (tabela 05). Destacado esta o valor que permaneceu significativo apds a correcao.

A 0. oc. OR 95% ClI
0,9750 1,0242 —
- * ’ :
HLA-B*07 | 0,097 0,0375 NS 15124 51333
0,2256 0,3902 —
- * ’ :
HLA-DRB1*13| 0,084 0,0141 NS 05926 0,9001
HLA-DRB1*15| 0,184 < 0,0001 <0,0016 2,1737 1565;8_

Legenda: FA, frequéncia antigénica; p., valor de p calculado pelo teste exato de Fisher, sem
correcao; pc., valor de p corrigido com a multiplicacdo pelo nimero de antigenos testados; OR,
razéo de possibilidades; Cl, intervalo de confianca; NS, ndo significante.

Os dados brutos da frequéncia antigénica das cinco patologias
comparadas nessa sessao do trabalho estdo descritas no anexo como Tabelas
A01, A02, A03, A04, A0S.



6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os antigenos HLA de classe | e Il em pacientes
que foram indicados ao transplante de medula 6ssea por motivos e patologias
variadas. O objetivo principal era avaliar a frequéncia dos antigenos comparando
com a de individuos saudaveis da mesma regido. De forma similar a estudos
realizados em outras populacbes brasileiras (BORTOLOTTO et al, 2012;
CARVALHO et al, 2013; NUNES et al, 2016; TORRES et al, 2017) ou de outras
nacionalidades (ANDRIC et al, 2014; GOURRAUD et al, 2015; KWOW et al,
2016), esses resultados contribuem para a caracterizacao fenotipica do sistema
HLA na populacao.

Para a amostragem total de 854 pacientes (n), foram descritos 1706
antigenos (2n) por locus. O locus B foi o mais polimérfico dentro do estudo, o que
concorda com o que foi descrito por Acufia-Alonzo et al (2006).

Quando comparado com outros estudos realizados em populacdo
brasileira de outros estados, os resultados desse estudo foram concordantes.
Como no estudo de Dalalio et al (2002), realizado em uma populagdo de
doadores de medula éssea, da regido de Curitiba e Norte/Noroeste do Estado do
Parand, que avaliou pelo método soroldgico as frequéncias dos antigenos HLA-A
e HLA-B. Nesse estudo foram encontrados como o0s antigenos de maior
prevaléncia os HLA-A*02, com frequéncia genotipica de 0,293; B*35, frequente
em 0,119 da populacédo; e B*44, com frequéncia similar ao anterior de 0,118.
Esses resultados foram condizentes com o0s do presente estudo, que apresentou
respectivamente as frequéncias 0,249, 0,103 e 0,099.

Em um estudo realizado em doadores voluntarios de medula 6ssea do
estado do Maranhdo (FERREIRA, 2007), os mesmos antigenos foram
identificados como mais frequentes, tendo como frequéncia para o HLA-A*02,
0,249; HLA-B*35, 0,092; e HLA-B*44, 0,094. Esse estudo também avaliou a
frequéncia do antigeno DRB1, e essas foram concordantes com 0s pacientes
desse estudo na frequéncia dos antigenos mais prevalente: HLA-DBR1*07, com
frequéncia de 0,128 comparada com a de 0,136 encontrada no presente estudo;
e para o HLA-DRB1*13, com frequéncia de 0,106 nos doadores para 0,115 nos

pacientes.
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Em outro estudo similar foi realizada o levantamento dos dados dos alelos
HLA em dois grupos, pacientes na fase pré-transplante e doadores voluntarios de
medula 0ssea, em uma populacdo do estado de S&o Paulo, atendida pelo
Laboratério de Histocompatibilidade do Hospital do Céancer de Barretos
(CAMPAGNUOLQO; CITA; COLOMBO, 2018). Os resultados comparados entre 0s

antigenos mais frequentes de ambos os estudos estdo descritos no quadro 01.

Quadro 01 —Comparacéao entre frequéncias de pacientes e individuos saudaveis.

Antigeno * ** ok
HLA-A*02 0,249 0,311 0,296
HLA-B*35 0,103 0,099 0,123
HLA-B*44 0,099 0,109 0,117
HLA-C*07 0,242 0,273 0,296
HLA-DRB1*01 0,087 0,132 0,153
HLA-DRB1*07 0,136 0,158 0,122
HLA-DRB1*13 0,115 0,169 0,127
HLA-DRB1*15 0,113 0,104 0,127
HLA-DQB1*03 0,331 0,269 0,265
HLA-DQB1*06 0,218 0,254 0,250

Legenda: * frequéncia dos antigenos dos pacientes inclusos do estudo atual; **,
frequéncia dos antigenos dos pacientes na fase pré-transplante do estudo de Barretos;
*** frequéncia dos antigenos dos doadores voluntarios de medula éssea do estudo de
Barretos. (CAMPAGNUOLO; CITA; COLOMBO, 2018)

Em relacdo a associacdo com patologias, Patiroglu e Akar (2016)
descreveram os alelos e haplétipos dos locus A, B e DRB1 de pacientes com
Leucemia linfoblastica aguda (LLA) numa popula¢do da Turquia. Nesse estudo
encontraram maior prevaléncia nos alelos HLA-A*03, B*35 e DRB1*04. Quando
comparara com um grupo controle sem a patologia, o locus B apresentou uma
frequéncia similar, e ndo teve resultado significativo na comparacgéo. Os valores
de p para os outros dois locus foram 0,002 para ambos, portanto indicando
associacdo positiva com a doenca. A mesma andlise foi realizada para
associacao negativa, e os alelos HLA-A*23, B*13 e B*40, DRB1*13, com valores
de p igual 0,002, 0,007, 0,002 e 0,003, respectivamente. No presente estudo, 0s

locus descritos por Patirodlu e Akar foram avaliados, porém apresentaram como
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correlacao nao significativa com a patogénese da LLA e de outras patologias.

Um estudo mexicano (FERNANDEZ-TORRES et al, 2013) relacionou o
locus B, em destaque ao alelo B*40, com Leucemias agudas, e encontrou
associacOes positivas e negativas entre os alelos e as doencas nas formas
Linfoides e Mieldides. Os valores de p mais significantes (p = 0,0001) foram entre
os alelos HLA-B*15, com associagao negativa, e o B*27 com associagao positiva
com a LeucemiaMiel6ide aguda (LMA). Em relacdo ao B*40, ele apresentou uma
associacdo com ambas asLeucemias. Nos pacientes com LMA do estudo, ambos
os alelos se apresentaram com valor de p ndo significantes quando comparado
com o grupo controle. A concluséo do trabalho de Fernandez-Torres (2013) que
diz que o alelo HLA-B*40 parece um possivel biomarcador para Leucemias
agudas nao foi encontrada na populacédo do presente estudo.

Quanto a associacdo positiva encontrada nesse estudo entre o antigeno
HLA-DRB1*15 e a Anemia Aplastica (p < 0,0016, OR = 2,1737), a mesma ja foi
avaliada e discutida em outros artigos da literatura (DHALIWAL et al, 2011;
FERNANDEZ-TORRES et al, 2012; OGUZ et al, 2002; SAUNTHARARAJAH et
al, 2002; SUGIMORI et al, 2007).
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CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo levantar a frequéncias dos
antigenos HLA de uma amostra de pacientes da regido de Ribeirdo Preto,
buscando verificar as correlacdes entre 0s antigenos e as patologias de base de
casa paciente. Com isso, visando identificar fenotipos relacionados a expresséo
dos antigenos, comparando isso com a literatura ja reportada no tema.

Os antigenos mais prevalentes tipificados nos 854 pacientes do estudo da
regido de Ribeirdo Preto foram os HLA-A*02, B*35 e B*44, C*07, DRB1*07,
DQA1*01 e DQB1*03. Os resultados das frequéncias se apresentaram em
concordancia com a de individuos saudaveis da regido, quando comparados com
individuos cadastrados como doadores voluntarios pelo REDOME.

Para a associacdo positiva que foi encontrada entre a frequéncia do
antigenoHLA-DRB1*15 nos pacientes de AnemiaAplastica e no grupo controle de
doadores voluntarios de medula 6ssea cadastrados como residentes no estado
de Sao Paulo, embora j& descrita na literatura, precisa ser confirmada com

estudos em um grupo maior de pacientes.
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ANEXOS

Tabela AO1 — Frequéncia antigénica (FA) dos pacientes com LeucemiaMieléide aguda
(LMA).

HLA-A HLA-B HLA-C
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA

A*01 0,110 B*07 0,074 c*01 0,034
A*02 0,228 B*08 0,059 C*02 0,078
A*03 0,065 B*13 0,032 C*03 0,089
A*11 0,048 B*14 0,038 c*04 0,144
A*23 0,035 B*15 0,082 C*05 0,067
A*24 0,084 B*18 0,044 C*06 0,089
A*25 0,003 B*27 0,021 C*07 0,255
A*26 0,041 B*35 0,124 C*08 0,055
A*29 0,044 B*37 0,030 C*12 0,044
A*30 0,062 B*38 0,015 C*15 0,034
A*31 0,035 B*39 0,021 C*16 0,055
A*32 0,041 B*40 0,021 C*17 0,034
A*33 0,065 B*41 0,015 C*18 0,022
A*34 0,006 B*42 0,027
A*36 0,021 B*44 0,100
A*66 0,009 B*45 0,027
A*68 0,065 B*47 0,003
A*69 0,003 B*49 0,021
A*74 0,012 B*50 0,024
A*80 0,005 B*51 0,079
A*- 0,018 B*52 0,018

B*53 0,027

B*54 0,003

B*55 0,012

B*57 0,033

B*58 0,035

B*81 0,009

B*- 0,006

HLA-DRB1 HLA-DQA1 HLA-DQB1
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA

DRB1*01 0,089 DQA1*01 0,401 DQB1*02 0,212
DRB1*03 0,125 DQA1*02 0,114 DQB1*03 0,313
DRB1*04 0,110 DQA1*03 0,121 DQB1*04 0,074
DRB1*07 0,113 DQA1*04 0,073 DQB1*05 0,165
DRB1*08 0,065 DQA1*05 0,287 DQB1*06 0,233
DRB1*09 0,012 DQA1*06 0,004 DQB1*- 0,003
DRB1*10 0,012




DRB1*11 0,145
DRB1*12 0,015
DRB1*13 0,128
DRB1*14 0,045
DRB1*15 0,113
DRB1*16 0,020
DRB1*- 0,008
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Tabela A02 — Frequéncia antigénica (FA) dos pacientes com AnemiaAplastica (AA).

HLA-A HLA-B HLA-C
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA

A*01 0,066 B*7 0,097 c*01 0,014
A*02 0,286 B*8 0,048 C*02 0,086
A*03 0,093 B*13 0,014 C*03 0,071
A*11 0,038 B*14 0,065 c*04 0,129
A*23 0,035 B*15 0,090 C*05 0,057
A*24 0,090 B*18 0,076 C*06 0,043
A*25 0,014 B*27 0,003 C*07 0,286
A*26 0,027 B*35 0,090 C*08 0,114
A*29 0,038 B*37 0,007 C*12 0,043
A*30 0,072 B*38 0,017 C*15 0,043
A*31 0,038 B*39 0,024 C*16 0,086
A*32 0,041 B*40 0,083 C*17 0,014
A*33 0,021 B*41 0,007 C*- 0,014
A*34 0,014 B*42 0,007
A*36 0,017 B*44 0,080
A*66 0,007 B*45 0,014
A*68 0,072 B*48 0,007
A*74 0,021 B*49 0,020
A*- 0,010 B*50 0,017

B*51 0,090

B*52 0,024

B*53 0,048

B*55 0,003

B*57 0,020

B*58 0,042

B*81 0,007

HLA-DRB1 HLA-DQA1 HLA-DQB1
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA

DRB1*01 0,045 DQA1*01 0,414 DQB1*02 0,171
DRB1*03 0,097 DQA1*02 0,108 DQB1*03 0,346
DRB1*04 0,111 DQA1*03 0,190 DQB1*04 0,060




DRB1*05
DRB1*06
DRB1*07
DRB1*08
DRB1*09
DRB1*10
DRB1*11
DRB1*12
DRB1*13
DRB1*14
DRB1*15
DRB1*-

0,003
0,003
0,115
0,053
0,035
0,010
0,163
0,017
0,084
0,038
0,184
0,007

DQA1*04
DQA1*05
DQA1*06

0,051
0,233
0,004

DQB1*05
DQB1*06
DQB1*08
DQB1*11

0,141
0,274
0,004
0,004
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Tabela A03 — Frequéncia antigénica (FA) dos pacientes com LeucemialLinféide aguda (LLA).

HLA-A HLA-B HLA-C
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA

A*01 0,108 B*07 0,060 c*01 0,031
A*02 0,239 B*08 0,063 C*02 0,042
A*03 0,093 B*13 0,008 C*03 0,104
A*11 0,045 B*14 0,056 C*04 0,178
A*23 0,064 B*15 0,108 C*05 0,062
A*24 0,079 B*18 0,034 C*06 0,062
A*25 0,015 B*27 0,015 C*07 0,229
A*26 0,037 B*35 0,104 C*08 0,031
A*29 0,037 B*37 0,004 C*12 0,052
A*30 0,048 B*38 0,034 C*14 0,042
A*31 0,045 B*39 0,034 C*15 0,021
A*32 0,037 B*40 0,030 C*16 0,073
A*33 0,037 B*41 0,022 C*17 0,052
A*34 0,004 B*42 0,037 C*- 0,021
A*36 0,004 B*44 0,097
A*66 0,015 B*45 0,034
A*68 0,064 B*47 0,004
A*74 0,018 B*48 0,007
A*80 0,004 B*49 0,037
A*- 0,007 B*50 0,008

B*51 0,078

B*52 0,022

B*53 0,011

B*55 0,007

B*57 0,044

B*58 0,030
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B*73 0,004
B*81 0,008
HLA-DRB1 HLA-DQA1 HLA-DQB1
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA

DRB1*01 0,067 DQA1*01 0,387 DQB1*02 0,216
DRB1*03 0,127 DQA1*02 0,165 DQB1*03 0,306
DRB1*04 0,086 DQA1*03 0,122 DQB1*04 0,068
DRB1*07 0,164 DQA1*04 0,071 DQB1*05 0,176
DRB1*08 0,071 DQA1*05 0,250 DQB1*06 0,216
DRB1*09 0,019 DQA1*06 0,005 DQB1*07 0,014
DRB1*10 0,023 DQB1*- 0,004
DRB1*11 0,149
DRB1*12 0,026
DRB1*13 0,108
DRB1*14 0,037
DRB1*15 0,093
DRB1*16 0,026
DRB1*- 0,004

Tabela A04 — Frequéncia antigénica (FA) dos pacientes com Anemia falciforme (AF).

HLA-A HLA-B HLA-C
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA
A*01 0,080 B*07 0,046 Cc*01 0,050
A*02 0,233 B*08 0,038 C*02 0,100
A*03 0,092 B*13 0,004 C*03 0,200
A*11 0,050 B*14 0,053 C*05 0,050
A*23 0,088 B*15 0,099 C*06 0,050
A*24 0,072 B*18 0,034 C*07 0,350
A*25 0,008 B*27 0,027 C*12 0,100
A*26 0,019 B*35 0,092 C*15 0,050
A* 29 0,026 B*37 0,011 C*16 0,050
A*30 0,103 B*38 0,011
A*31 0,057 B*39 0,015
A*32 0,019 B*40 0,034
A*33 0,042 B*41 0,004
A*34 0,008 B*42 0,031
A*36 0,004 B*44 0,107
A*66 0,004 B*45 0,038
A*68 0,061 B*47 0,008
A*74 0,015 B*49 0,042
A*80 0,011 B*50 0,019
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A*- 0,008 B*51 0,088

B*52 0,046

B*53 0,042

B*55 0,004

B*56 0,004

B*57 0,038

B*58 0,050

B*67 0,004

B*81 0,011

HLA-DRB1 HLA-DQA1 HLA-DQB1
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA

DRB1*01 0,095 DQA1*01 0,392 DQB1*02 0,219
DRB1*03 0,103 DQA1*02 0,136 DQB1*03 0,326
DRB1*04 0,134 DQA1*03 0,153 DQB1*04 0,067
DRB1*07 0,145 DQA1*04 0,062 DQB1*05 0,194
DRB1*08 0,080 DQA1*05 0,240 DQB1*06 0,194
DRB1*09 0,011 DQA1*06 0,017
DRB1*10 0,019
DRB1*11 0,111
DRB1*12 0,019
DRB1*13 0,130
DRB1*14 0,038
DRB1*15 0,069
DRB1*16 0,046

Tabela A05 — Frequéncia antigénica (FA) dos pacientes com LeucemiaMieléide cronica
(LMC).

HLA-A HLA-B HLA-C
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA
A*01 0,115 B*07 0,039 C*02 0,056
A*02 0,269 B*08 0,020 C*03 0,056
A*03 0,087 B*13 0,020 c*04 0,222
A*11 0,019 B*14 0,077 C*05 0,111
A*23 0,048 B*15 0,105 C*06 0,056
A*24 0,067 B*18 0,077 c*07 0,111
A*25 0,019 B*27 0,039 C*08 0,222
A*26 0,058 B*35 0,086 C*16 0,166
A*29 0,038 B*37 0,030
A*30 0,086 B*38 0,030
A*31 0,010 B*39 0,030
A*32 0,029 B*40 0,039
A*33 0,010 B*42 0,030




49

A*66 0,010 B*44 0,115
A*68 0,077 B*45 0,039
A*69 0,010 B*49 0,048
A*74 0,019 B*50 0,010
A*- 0,029 B*51 0,039

B*52 0,010

B*53 0,020

B*57 0,067

B*58 0,010

B*73 0,020

HLA-DRB1 HLA-DQA1 HLA-DQB1
Antigeno FA Antigeno FA Antigeno FA

DRB1*01 0,077 DQA1*01 0,417 DQB1*02 0,122
DRB1*03 0,067 DQA1*02 0,139 DQB1*03 0,405
DRB1*04 0,155 DQA1*03 0,139 DQB1*04 0,054
DRB1*07 0,144 DQA1*04 0,069 DQB1*05 0,243
DRB1*08 0,067 DQA1*05 0,222 DQB1*06 0,176
DRB1*10 0,029 DQA1*06 0,014 DQB1*02 0,122
DRB1*11 0,096
DRB1*12 0,019
DRB1*13 0,144
DRB1*14 0,048
DRB1*15 0,096
DRB1*16 0,058




