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Resumo

Introdug¢do: O estudo da frequéncia dos alelos detectados
nos doadores e pacientes previamente selecionados para o
transplante de medula 6ssea permite estimar as reais chances
de um paciente em lista de espera encontrar um doador com
antigeno leucocitdrio humano (Human leucocite antigen;
HLA) idéntico nao relacionado, além de facilitar ¢ direcionar
o planejamento do crescimento do Registro Nacional de
Doadores de Medula Ossea. Objetivo: Descrever e analisar a
frequéncia dos alelos do sistema HLA de classe [ (HLA-A,-Be
-C) e classe II (HLA-DRBI e -DQB1) de doadores e pacientes
pré-transplante de medula 6ssea, do Hospital de Cancer de
Barretos. Material e Métodos: Um total de 98 amostras de
doadores e 106 amostras de pacientes foi selecionado com
tipificagdes em alta resolucdo, no periodo de outubro de 2014
a outubro de 2015. As amostras foram tipificadas para os loci
HLA-A, -B, -C, -DR e -DQ. Resultados: O predominio da
raca branca reflete a composicao étnica do Brasil. As doengas
de base mais comuns que levaram o paciente ao transplante
foram a leucemia aguda linféide (34%) ¢ mieloide (29,2%).
Os grupos alélicos mais frequentes nos registros foram
A*02, A*24, A*03, A*01, B*35, B*44, C*07, DQB1*03,
DQB1*05, DQB1*06, DRB1*01 e DRB1*13. Conclusdo: Os
resultados encontrados reforcam a importancia de conhecer
o perfil demografico e imunogenético das regides do Brasil,
contribuindo desta forma na reducdo do tempo de espera por
um doador histocompativel.

Descritores: Complexo Principal de Histocompatibilidade;
Teste de Histocompatibilidade; Transplante de Medula Ossea;

Introdugao

Em humanos, o Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC - Major Histocompatibility Complex) esta localizado no
brago curto do cromossomo 6, mais precisamente em 6p21.31,
formado por genes distribuidos ao longo de quatro milhdes de
pares de bases. Esses genes estdo agrupados em trés regides,
de acordo com certas caracteristicas funcionais'. A regido mais
distante corresponde ao MHC de classe I, que contém os genes
que codificam as cadeias pesadas classicas (1a) HLA-A, -B, e
-C e ndo classicas (HLA-E, -F e -G). Um grau extraordinario
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Abstract

Introduction: The study of allele frequencies detected in
donors and patients previously selected for bone marrow
transplantation allows us to estimate the real chances of a
patient in the waiting list to find an Human leucocite antigen
(HLA) identical unrelated donor. This also facilitates and drives
the growth planning of the Brazilian Registry of planning Bone
Marrow Transplantation (REDOME). Objective: Describe
and analyze the frequency of HLA class I alleles (HLA-A*,
-B* and —C*) and class II alleles, genotypes, and haplotypes
(HLA-DRB1* and -DQB1%*) from donors and bone marrow
pre-transplant patients. Material and Methods: A total of 98
donor samples and 106 patient samples were selected with
high resolution typing, from October 2014 to October 2015.
Samples were typed for HLA-A, -B, -C, -DR and -DQ loci.
Results: The predominance of the white race reflects the
ethnic composition of Brazil. The most common underlying
diseases that led to transplantation patients were acute
lymphoid leukemia (34%) and myeloid (29.2%). The most
frequent allelic groups were A*02, A*24, A*03, A*01, B*35,
B*44, C*07, DQB1*03, DQB1*05, DQB1*06, DRB1*01 and
DRB1*13. Conclusion: The results reinforce the importance
of understanding the demographic and immunogenic profile
from Brazilian Regions. This can contribute to the reduction of
waiting time for a histocompatible donor.

Descriptors: Major Histocompatibility Complex; Histocompa-
bility Testing; Bone Marrow Transplantation;

de polimorfismo caracteriza esses genes (2.735 alelos nos locus
em HLA-A, 3.455 alelos em HLA-B ¢ 2.259 alelos em HLA-C)
e a maioria desses alelos ¢ funcional'.

A regido HLA de classe II (ou regido HLA-D), mais
proxima ao centromero, alberga sub-regides DR, DQ ¢ DP
que contém os genes que codificam as moléculas de HLA
classe II e diversos outros genes que também participam da
resposta imune. A sub-regido DR inclui um gene DRA, ndo
polimérfico, que codifica a cadeia alfa, a qual pode combinar
com qualquer uma das cadeias beta codificadas por genes
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DRB. Os produtos dos genes DPA1 (cadeia DP alfa) e DPBI1
(cadeia DP beta) associam-se para formar as moléculas HLA-
DP e, similarmente, DQA1 (cadeia DQ alfa) ¢ DQBI (cadeia
DQ beta) constituem as moléculas de HLA-DQ'-*.

A regido de classe III, localizada entre as regides de
classe I e II, contém genes C2, C4A, C4B e fator B que
codificam proteinas do sistema complemento, além de outros
genes envolvidos na resposta imune inata € nos processos
inflamatorios' *.

Os genes HLA estdo ligados e, por essa razdo, sio
geralmente transmitidos para a descendéncia como uma
unidade, por segregacdo mendeliana simples. As variantes
alélicas dos genes HLA sdo expressas de forma codominante.
Isso significa que um individuo expressa na superficie de suas
células os produtos alélicos codificados pelos genes presentes
nos cromossomos paternos ¢ maternos. Entretanto, os genes
HLA sao divididos em classes em virtude de suas diferengas na
estrutura, na funcdo e na expressao tecidual. Os de classe I se
expressam em praticamente em todas as células nucleadas do
organismo, enquanto que os de classe II tém expressao restrita
as células apresentadoras de antigeno, tais como linfocito
B, macrofagos, células dendriticas, células de Langerhans e
células do epitélio timico'.

Ao conjunto de alelos presentes em cada um dos genes HLA,
localizados em um dos cromossomos, do par homélogo numero
6, denomina-se haplotipo. Por conveccgdo, os dois haplétipos
paternos sdo designados a ¢ b, ¢ os haplotipos maternos ¢ ¢ d,
sendo que os descendentes podem herdar uma dentre as quatro
combinagdes parentais possiveis: ac, ad, bc e bd'*.

O estudo das frequéncias dos alelos detectados nos
doadores e pacientes pré-selecionados para o transplante de
medula 6ssea, permite estimar as reais chances de um paciente
em lista de espera encontrar um doador HLA idéntico
nao relacionado, além de facilitar e direcionar o
planejamento do crescimento do Registro. Além disso, a
analise dos alelos associados a doengas poderdo auxiliar
no planejamento de politicas ptblicas de prevengdo, pois em
estudos relacionados nos indexadores latinoamericanos e
internacionais, as leucemias estdo entre as doencgas
associadas ao sistema HLA, onde sugerem que variantes HLA
conferem susceptibilidade a algumas formas de leucemia®®.

Considerando a grande dificuldade de se encontrar um
doador compativel, ndo aparentado, para transplantes de
orgdos solidos e tecidos hematopoéticos, principalmente no
Brasil, onde ha uma grande miscigenagao, o presente estudo,
assim como outros estudos realizados no Brasil™!?, apresentou
como objetivo descrever e analisar a frequéncia dos alelos,
gendtipos e haplotipos HLA de classe I (HLA-A, -B e -C) e
classe II (HLA-DRBI1 e -DQB1) dos doadores e pacientes pré-
transplante de medula 6ssea, genotipados no laboratério de
Imunogenética-HLA do Hospital de Cancer de Barretos (SP).

Materiais e Métodos

Apbs aprovagio pelo Comité de FEtica, Parecer n°
1.103.457, foi realizado um estudo transversal, descritivo,
com abordagem quantitativa, por meio do levantamento de
dados do Laboratorio de Histocompatibilidade do Hospital
de Cancer de Barretos, HCB, Fundagdo Pio XII, referentes
ao periodo entre outubro de 2014 a outubro de 2015.

O banco de dados foi criado a partir de informagdes conti-
das no Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea (RE-
DOME), que contém por volta de quatro milhdes de registros
de doadores voluntarios de medula 6ssea. Para os pacientes,
foram utilizadas as informagdes do Registro Nacional de Re-
ceptores de Medula Ossea (REREME).

Um total de 98 amostras de doadores e 106 amostras de pa-
cientes foi selecionado com tipificagdes em alta resolug@o. As
amostras foram tipificadas para os loci HLA-A, -B, -C, -DR ¢

-DO.

Os critérios de inclusdo utilizados foram pacientes e
doado-res com idade superior a 18 anos, provindos de
qualquer regido do Brasil; doadores voluntarios cadastrados
no Redome; pacientes com diagnostico prévio de Leucemia
Mieloide Croni-ca e Aguda, Leucemia Linfoide Aguda e
Aplasia da Medula Ossea atendidos no Hospital de Cancer
de Barretos no perio-do de outubro de 2014 a outubro de
2015 e cujo material bio-logico (DNA) foi encontrado
armazenado no Laboratorio de Imunogenética-HLA; e
doadores voluntarios de medula Ossea selecionados pelo
REDOME para transplante de medula 6ssea (TMO). Foram
excluidos os participantes de pesquisa que ndo consentiram
em participar de estudos genéticos.

Dez mililitros (10 mL) de sangue periférico foram
coletados de cada individuo, através de pungdo venosa, em
tubos estéreis tipo Vacutainer (BDVacutainer, Franklin
Lakes, NJ, USA) com anticoagulante EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético). Apds a coleta, as amostras foram
enviadas ao Laboratério de Histocompatibilidade - HCB,
onde ImL de cada amostra foi aliquotada em tubos tipo
Eppendorf  (Eppendorf AG, HAM, GER) devidamente
identificados, e armazenados a -20° C até a extragdo do
DNA.

O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 uL. de sangue
periférico, utilizando o kit de extragio BIOPUR (One
Lambda, Canoga Park, CA, USA), de acordo com as
recomendagdes do fabricante.

Para a amplificagdo dos genes correspondentes aos alelos
HLA loci A, B, C, DRBI ¢ DOBI foi empregado o método de
amplificacdo em cadeia de polimerase (PCR), por meio do Kit
comercial SeCore (Life Technologies)".

Para verificar se os produtos de PCR foram devidamente
amplificados, cada amostra foi aplicada em gel de agarose
2,5%, sendo os fragmentos amplificados visualizados sob luz
ultravioleta. A eficacia do procedimento técnico ¢ dos reagentes
utilizados foi avaliada em cada bateria de amplificagcdo por um
controle negativo com agua ultrapura e um controle positivo
com DNA de uma célula conhecida.

Para a caracterizacdo/genotipagem dos alelos dos genes
A, B, C, DRBI ¢ DQBI, foi empregado o método de
sequenciamento de nucleotideos, por meio do Kit comercial
SeCore (Life Technologies)!!. A purificacdo da amostra foi
obtida por precipitagdo com etanol e tampdo PPT!. Apods
esta etapa, a amostra foi submetida a eletroforese capilar no
aparelho Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer,
e analisada por meio de sofiware especifico.

Resultados

Entre outubro de 2014 a outubro de 2015, foram tratados
no Hospital de Céancer de Barretos 106 pacientes, sendo a
maioria homens, com predominio da raga branca (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo clinica e epidemiologica dos pacientes
na fase pré-transplante de medula 6ssea e¢ doadores de

medula 6ssea cadastrados no Hospital do cancer de Barretos
SP), 2016.

Pacientes (n=106) Doadores(n=98)

Variavel N Proporcio N Proporcao
Sexo Masculino 65 61,30 57 58,20
Feminino 41 38,70 41 41,80
Etnia Branca 70 66,00 75 76,50
Parda 28 26,40 18 18,41
Negros 7 6,60 4 4,10
Amarela 1 1,00 1 1,00
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A maioria dos pacientes procedia do estado de Sdo Paulo
(59,4%) e o restante era procedente de outros estados do
Brasil como Minas Gerais (5,7%), Santa Catarina ¢ Bahia
(3,8% cada um); Mato Grosso do Sul, Amazonas e Sergipe
(2,8% cada um); Ceara, Pernambuco e Parana (1,9% cada
um); e, Alagoas, Maranhdo, Paraiba, Parda e Distrito
Federal (1,0% cada um).

As doengas de base mais comuns, que levaram o paciente
ao transplante, foram as leucemias agudas linfoide e
mieloide (34 ¢ 29,25% dos pacientes, respectivamente);
a anemia aplastica idiopatica ocupou o terceiro lugar (6,6%);
a leucemia mieloide cronica e as sindromes mielodisplasicas
corresponderam ao quarto grupo em frequéncia (2,8% dos
pacientes, cada uma). Outras doengas de base foram linfoma
de células B ndo especificado (2% dos pacientes); anemia
aplastica nao especificada, doenca
mieloproliferativa cronica, linfoma ndo-Hodgkin de
grandes células — difuso (1,9% dos pacientes, cada uma);

linfoma ndo-Hodgkin de pequenas células clivadas-
difuso, outras esfingolipidoses,  outros tipos
especificados de linfoma nao-Hodgkin,

imunodeficiéncia combinada grave [SCID] com niimeros
baixos de células T ¢ B (1,0% dos pacientes, cada uma);
doenca de Hodgkin, outras leucemias linfoides (C910),
anemia aplastica constitucional, imunodeficiéncia comum

variavel com predominancia de transtornos
imunorregulatérios, sindrome de Wiskott-Aldrich, leucemia
monocitica aguda e anemia refrataria sem
sideroblastos (0,9% dos pacientes, cada uma).

Com relacdo aos dados epidemiolédgicos referentes aos 98
doadores de medula Ossea cadastrados, entre outubro

de 2014 a outubro de 2015, 57 pertenciam ao
sexo masculino (58,2%) e 41 ao sexo feminino
(41,8%) (Tabela 1). Os doadores de  medula

Ossea eram procedentes principalmente de Sdo Paulo
(59,2%) e Parand (15,3%). Uma menor propor¢ao
de pacientes procedia dos seguintes outros estados:
Santa Catarina e Mato Grosso do Sul (5,2% dos
pacientes, cada um); Ceard (4,1%); Amazonas,
Rondonia, Rio Grande do Sul, Goias e Mato Grosso

(2% dos pacientes, cada um); Paraiba, Pard e
Distrito Federal (1,0% dos pacientes, cada
um).

A caracterizagdo imunogenética dos pacientes na fase pré-
transplante de medula o6ssea mostrou um total de
19 alelos do loci A, 24 do loci B, 14 do loci C, 5 do loci
DQ e 13 do loci DR. No entanto os alelos mais frequentes
foram: A*01, A* 02, A*24, B*35, B*44, C*07,
DQB1*03, DQB1* 05, DQB1*06 e DRB1*13. (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia de alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DQ e HLA-DR em pacientes na fase pré-transplante de medula 6ssea,

Hospital do cancer de Barretos (SP), 2016

Alelo HLA-A Alelo HLA-B Alelo HLA-C Alelo HLA-DQ Alelo HLA-DR
N % N % N % N % N %
A*01 22 1040 B*07 20 943 C*0I 3 141 DQOBI*02 43 2028 DRBI*0I 28 13,20
A4*02 66 31,13 B*8 17 801 C*2 16 7,60 DQBI*03 57 2690 DRBI*03 24 11,32
A*03 14 660 B*I3 3 141 C*03 19 8,10  DQBI*04 9 424  DRBI*04 26 1220
A*II 10 480 B*I4 16 760 C*04 30 1420  DQBI*05 49 2311 DRBI*07 30 1588
4%23 9 424 B*I5 19 810 C*05 8 3,80  DQBI*06 54 2547 DRBI*08 4 2,00
A%24 19 810 B*I8 10 480 C*06 12 595 DRBI*09 3 141
4%25 3 141 B*27 5 260 C*07 58 2736 DRBI*I0 5 2,60
A%26 5 2,60 B*35 21 9,90 C*08 15 7,10 DRBI*I] 18 636
A4%29 8 380 B*37 2 091 C*2 20 943 DRBI*I2 2 091
A*30 14 670 B*38 8 380  C*l4 4 2,00 DRBI*I3 36 1692
A*31 6 300 B*39 6 300  C*5 9 424 DRBI*14 6 3.00
A4*32 6 3,00 B*0 8 380 C*I6 10 480 DRBI*I5 22 10,40
4*33 7 330  B*I 3 141 C*7 5 2,60 DRBI*I6 8 3.80
A*34 1 0,50 B*2 2 091 C*18 3 1,41
4%36 1 0,50 B*4 23 10,90
A*66 3 141 B*5 4 2,00
A%68 15 7,10 B8 2 091
A*74 2 091  B*9 7 3,30
A*80 1 050 B*50 3 1,41
B*s51 15 7,10
B*52 2 0,91
B*53 3 1,41
B*s57 11 5,47
B*58 2 091

A caracterizag@o imunogenética dos dadores de medula os-
sea mostrou um total de 16 alelos do loci A, 25 do loci B, 13 do
loci C, 5 do loci DQ e 12 do loci DR. No entanto os alelos mais

frequentes foram: A*01, A* 02, B*35, B*44, C*07, DQB1*03,
DQB1*06 e DRB1*01 (Tabela 4).
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Tabela 4. Frequéncia de alelos HLA A, HLA-B, HLA-C, HLA-DQ e HLA-DR entre doadores de medula 6ssea cadastrados no

Hospital do cancer de Barretos (SP), 2016.

Alelo HLA-A Alelo HLA-B Alelo HLA-C Alelo HLA-DQ Alelo HLA-DR
N % N % N % N % N %

A*01 23 11,73  B*07 18 9,18 C*01 5 2,55 DQOBI*02 44 2244 DRBI*0I 30 1534
A*02 58 29,59  B*08 18 9,18 c*02 5 2,55 DQOBI*03 52 26,53 DRBI*03 24 1224
A*03 17 8,67 B*13 1 0,51 c*03 15 17,65 DQOBI*04 7 3,57 DRBI*04 20 10,20
A*11 12 6,12 B*14 19 9,69 C*04 33 16,83 DQBI*05 44 2244 DRBI*07 24 1224
A*23 13 6,63 B*15 19 9,69 c*05 11 5,61 DQOBI*06 49 25,02 DRBI*08 8 4,08
A*24 13 6,63 B*18 5 2,55 c*06 7 3,57 DRBI*09 3 1,53
A*25 2 1,02 B*27 4 2,04 C*07 58 29,60 DRBI*11 20 10,20
A*26 3 1,53 B*35 24 12,35 c*08 19 9,69 DRBI*12 3 1,53
A*29 7 3,50 B*38 6 3,06 c*12 14 17,14 DRBI*13 25 12,75
A*30 12 6,12 B*39 4 2,04 C*l4 6 3,06 DRBI*14 7 3,57
A*31 8 4,08 B*40 7 3,57 C*l5 9 4,60 DRBI*15 25 12,75
A*32 2 1,02 B*41 2 1,02 C*16 9 4,60 DRBI*16 7 3,57
A*33 8 4,08 B*42 3 1,53 C*17 5 2,55
A*34 2 1,02 B*44 23 11,73
A*68 13 6,63 B*45 1 0,51
A*74 3 1,53 B*48 1 0,51

B*9 5 2,55

B*50 3 1,53

B*51 13 6,63

B*52 6 3,06

B*53 3 1,53

B*55 1 0,51

B*57 1 3,50

B*58 2 1,02

B*81 1 0,51

Discussiao Conclusao

O presente estudo, de forma similar a outros trabalhos,
contribui com a caracterizagdo da distribui¢do do HLA na
populagdo brasileira 7', Referente as doengas dos pacientes na
fase pré-transplante de medula 6ssea, a literatura apresenta um
estudo contendo 289 pacientes portadores de leucemia, onde
151 tinham leucemia mieloide cronica, 88 leucemia mieloide
aguda, 47 leucemia linfoblastica aguda ¢ dois pacientes com
leucemia mielomonocitica cronica; diferente do que foi
observado no presente estudo, no qual houve a predominéncia
de pacientes com leucemia linfoblastica aguda, seguida pela
leucemia mieloide aguda®.

A distribui¢do das frequéncias dos alelos HLA de classe I
(HLA-A, B e C) e de classe I (HLA-DQB1 e DRB1) foram
determinadas ¢ comparadas entre pacientes ¢ doadores. Assim
como na literatura’, o alelo A*02 foi o mais frequente no
presente estudo, seguido pelos alelos A*03, A*24 ¢ A*01.

Os grupos de alelos B*35 ¢ B*44 foram relatados como
os mais frequentes, semelhante ao estudo realizado no Rio
Grande do Sul®, porém difere do estudo realizado no Piaui®,
que apresentou predominio do alelo B*52.

Uma elevada frequéncia do grupo de alelo C*07 foi
observada no presente estudo entre os doadores e pacientes
pré-TMO autodeclarados brancos e também nos negros, fato
que corrobora a literatura’.

No estudo realizado no Rio Grande do Sul’, os grupos de
alelos mais frequentes foram os alelos DRB1*11 ¢ DRB1*13,
enquanto que para as amostras referentes ao presente estudo,
os mais frequentes foram DRB1*01, nos doadores e DRB1*13,
nos pacientes.

Em decorréncia da colonizagdo europeia, o ultimo censo
demografico demonstrou que a distribuicdo racial no Rio
Grande do Sul foi caracterizada por 81,4% de brancos e 5,0%
de negros, sendo assim uma alta porcentagem de pessoas que
se autodeclararam brancas, dado este que infelizmente ndo
foi possivel constatar no presente estudo devido a pequena
quantidade de participantes (trés pacientes e dois doadores de
medula 6ssea) provenientes do Rio Grande do Sul’.

Os grupos alélicos mais frequentes nos registros tanto de
pacientes como dos doadores foram A*02, A*24, A*03, A*01,
B*35, B*44, C*07, DQB1*01, DQB1*03, DQB1*06, ja
referente ao DRB1 nos doadores o mais frequente foi o alelo
DRB1*01, enquanto que nos pacientes o mais frequente foi
o alelo DRB1*13. E fundamental que, além de se conhecer
as frequéncias HLA dos pacientes e doadores voluntdrios de
medula dssea, ¢ necessario que o numero de amostras seja
cada vez maior e de todas as regides do pais, para que haja
uma maior chance de um paciente em fila de transplante de
medula d6ssea encontrar um doador compativel.
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