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RESUMO
O sucesso do transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) depende de medidas
eficientes que possibilitem a prevencdo da doenca do enxerto-contra-hospedeiro e da
compatibilidade HLA entre doador e receptor. O Laboratério de Imunogenética (LI) do
Complexo do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR) realiza a
genotipagem dos genes HLA e também a pesquisa de anticorpos anti-HLA antes da realizacédo
do TCTH. O objetivo deste trabalho é determinar as frequéncias alélicas e haplotipicas dos loci
HLA de classe I e 1l e o desequilibrio de ligacéo entre os genes HLA em doadores aparentados
e ndo aparentados cadastrados no banco de dados do LI do CHC-UFPR, para auxiliar na busca
de doadores, facilitando o processo de selecdo, assim como na conferéncia de resultados
complexos na pesquisa de anticorpos anti-HLA. As frequéncias alélicas foram calculadas por
contagem direta. As frequéncias haplotipicas foram inferidas pelo algoritimo ELB e foi
estimado o desequilibrio de ligagdo (D’) entre os genes. Os grupos alélicos dos genes HLA de
classe I e Il de maior frequéncia encontrados nesta populacdo foram, respectivamente: HLA-
A*02, B*35, C*07, DRB1*07, DQB1*03 e DPB1*04. Os alelos dos genes HLA de classe I e
I1 de maior frequéncia nesta populacao foram: HLA-A*02:01, B*07:02, C*04:01, DRB1*07:01,
DQB1*03:01 e DPB1*04:01. Os haplétipos de maior frequéncia foram A*02-B*44, A*01-
B*08-C*07, A*01-B*08-DRB1*03 e DQB1*03-DPB1*04. As frequéncias encontradas foram
disponibilizadas a equipe do LI, a fim de contribuir para a compreensdo da amostra presente na
base de dados, assim como em resolucdo de possiveis resultados complexos em exames

realizados.
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ABSTRACT

The success of hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) depends on efficient measures
that allow the prevention of graft-versus-host disease and, especially, HLA compatibility
between donor and recipient. The Laboratorio de Imunogenética (LI) of the Complexo do
Hospital de Clinicas of Universidade Federal do Parand (CHC-UFPR) conducts HLA
genotyping, as well as the identification of anti-HLA antibodies, before HSCT. The aim of the
present study was to determine the allelic and haplotypic frequencies of HLA class | and 11 loci,
and to determine the linkage disequilibrium among HLA genes, in related and non-related
donors registered in the CHC-UFPR LI database, to assist in the search of donors, facilitating
the selection process, as well as in conference of complex results in the identification of anti-
HLA antibodies. Allele frequencies were calculated by direct counting. Haplotypic frequencies
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were inferred by the ELB algorithm and linkage disequilibrium between the genes (D') was also
estimated. The allelic groups with the highest frequency of HLA class | and Il genes found in
this population were HLA-A*02, B*35, C*07, DRB1*07, DQB1*03 and DPB1*04. The
highest frequency of HLA class | and Il alleles in this population were HLA-A*02:01, B*07:02,
C*04:01, DRB1*07:01, DQB1*03:01 and DPB1*04:01. The highest frequency haplotypes
were A*02-B*44, A*01-B*08-C*07, A*01-B*08-DRB1*03 and DQB1*03-DPB1*04. The LI
team had access to the frequencies to contribute to the understanding of the sample in their
database, as well as in solving possible complex results in exams.

Keywords: genes, MHC class I; genes, MHC class Il; immunogenetics.

INTRODUCAO

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) constitui modalidade
terapéutica para diversas doencas, como doencas hematoldgicas, imunolégicas, ou algumas
doencas genéticas (Y. Um dos principais objetivos do TCTH € reconstituir uma medula 6ssea
saudavel @. O sucesso do procedimento depende da compatibilidade para os genes HLA
(Human Leucocyte Antigens), entre outros fatores relacionados ao receptor e ao doador ©. A
melhor fonte de células-tronco hematopoiéticas é proveniente de doador aparentado 100%
compativel @, Existe a possibilidade de busca de doadores n&o aparentados em caso de auséncia
de doador compativel dentro da familia, através do Registro Nacional de Doadores de Medula
Ossea (REDOME) @),

A compatibilidade doador-receptor € definida principalmente pelo sistema HLA,
localizado no cromossomo 6 humano, na posicdo 6p21.31, no Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex), que apresenta mais
de 200 genes distribuidos ao longo de sua estrutura® e que sdo divididos em trés classes: regido
de classe I, que contém os genes HLA de classe I; regido de classe 1, que contém os genes HLA
de classe Il; e a regido de classe Ill. Os genes HLA de classe | e 1l sdo divididos em classicos e
ndo classicos. Os genes cléssicos codificam as moléculas HLA-A, B e C (classe 1) e HLA-DR
e DQ (classe 11) ©7. As moléculas HLA de classe | promovem diferenciacéo e ativacdo de
linfécitos T citotdxicos e as moléculas HLA de classe Il ativam células T auxiliares, que por
sua vez possibilitam a diferenciacéo e ativacdo de linfocitos B e T citotoxicos efetores ©.

A heranca genética do sistema HLA é autossdmica codominante, portanto um individuo
expressa 0s produtos génicos provenientes dos cromossomos paterno e materno na superficie
de suas células somaticas ©). As moléculas HLA s3o capazes de apresentar uma gama variada
de antigenos proteicos, devido a poligenia e ao extenso polialelismo apresentado pelos genes

do sistema HLA, o que determina uma grande variabilidade proteica, especialmente na regido
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de ligacdo ao peptideo. Além disso, os genes HLA sdo polimérficos, tendo muitos alelos comuns
por populacdo .

Atualmente, as metodologias moleculares mais utilizadas para a identificacdo dos varios
alelos HLA séo a PCR-SSO (Reacdo em Cadeia da Polimerase - Sondas de Oligonucleotideos
de Sequéncia Especifica), a PCR-SSP (Reacdo em Cadeia da Polimerase Alelo-especifica), o
SBT (Tipificagdo Baseada em Sequenciamento) ® e o NGS (Sequenciamento de Nova
Gerago), método mais atual utilizado na pesquisa e diagndstico clinico ©. As trés primeiras
metodologias citadas sdo realizadas no Laboratdrio de Imunogenética (LI) do Complexo do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR).

Além da tipificacdo HLA, o LI realiza a pesquisa de anticorpos anti-HLA. Os chamados
aloanticorpos doador especificos (DSA, do inglés Donor Specific Antibodies) sdo produzidos
pela exposicdo de moléculas HLA exd6genas ao sistema imune em eventos de sensibilizacéo,
como a transfusdo de hemocomponentes, transplantes prévios e em mulheres durante a
gestacdo. A presenca dos mesmos representa um risco imunoldgico maior de perda do enxerto
no transplante alogénico por rejeicdo. Recentemente, a presenca desses anticorpos mostrou
aumentar o risco de falha de pega priméaria do TCTH e, devido a esse fato, é recomendada a
realizacio de testes de deteccio dos DSA antes do TCTH (1011,

Atualmente, a deteccdo desses anticorpos é realizada mediante ensaios de fase solida
(Single Antigen Bead — SAB) e por prova cruzada por citometria de fluxo (Flow cytometry
crossmatch — FCXM), que sdo ensaios sensiveis e resolutivos 2. Porém, a especificidade do
FCXM manteve-se relativamente fraca 2. Ainda que o desenvolvimento do ensaio SAB tenha
possibilitado o aumento da capacidade de deteccédo dos anticorpos anti-HLA, sdo reconhecidas
inmeras limitacdes do teste ™. E, mesmo que estratégias de tratamento de amostras tenham
sido elaboradas para melhorar os resultados 2, existem diferencas nos resultados reportados
entre laboratérios 2. Os kits para deteccdo destes anticorpos apresentam diferencas na
densidade antigénica das moléculas HLA, além de problemas de desnaturacao de alguns tipos
de moléculas HLA; também ndo contemplam todos as moléculas HLA que sdo comuns nas
populacbes. Estes fatores podem dificultar a caracterizacdo das especificidades dos
anticorpos 2. Para isso, alguns laboratorios realizam a anélise de epitopos compartilhados
entre moléculas HLA, com finalidade de prever a reatividade de anticorpos contra
incompatibilidades HLA nos potenciais doadores 2. Uma vez sabendo as frequéncias alélicas
de uma determinada populacao, torna-se possivel identificar resultados inconsistentes nos testes

de detec¢éo de anticorpos anti-HLA. Por exemplo, se a frequéncia de um determinado alelo que
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codifica uma molécula HLA for baixa na populacdo, e se no SAB for detectado um anticorpo
contra este antigeno, é maior a chance de que seja um resultado falso positivo. O conhecimento
destas frequéncias aliado a analise epitdpica fornece uma seguranca maior na liberacdo destes
resultados.

Devido a necessidade de otimizar o processo de busca por um doador compativel e
também pelos fatores limitantes citados anteriormente a respeito da pesquisa de anticorpos anti-
HLA, a determinagao da frequéncia alélica e haplotipica dos loci HLA nos doadores de células-
tronco hematopoiéticas faz-se importante para que seja possivel identificar os alelos e
haplétipos mais comumente encontrados e, por consequéncia, auxiliar na busca de doadores,
facilitando o processo de selecdo, assim como na interpretacdo de resultados complexos na
pesquisa de anticorpos anti-HLA. O objetivo do presente trabalho foi determinar as frequéncias
alélicas, frequéncias haplotipicas dos loci HLA de classe | e Il e estimar o desequilibrio de
ligacdo (D’) entre os loci de doadores aparentados e ndo aparentados cadastrados no banco de
dados do LI do CHC-UFPR, a fim de contribuir para a organizacdo destas informacdes, que

serdo Uteis na busca de doadores para 0 TCTH.

METODOLOGIA

O projeto intitulado “Frequéncias alélicas e haplotipicas de genes HLA em doadores de
células tronco-hematopoiéticas do Complexo do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parana” foi submetido a analise e parecer do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR),
tendo sido devidamente aprovado (parecer 2.533.985; CAAE: 83001318.9.0000.0096).

Foram utilizados para o desenvolvimento do estudo dados de 2007 a mar¢o de 2017
cadastrados no banco de dados do LI do CHC-UFPR para analise dos loci do sistema HLA. As
genotipagens das amostras foram realizadas previamente ao desenvolvimento deste trabalho,
pela equipe do CHC- UFPR, em baixa e em alta resolucdo, utilizando as técnicas de PCR-SSO
(para baixa resolucdo), PCR-SSP (para resolucédo de ambiguidades) e SBT (para alta resolu¢éo).
Na tipagem de baixa resolucao sao determinados grupos alélicos, enquanto nas tipagens de alta
resolucdo o alelo é determinado, considerando variagdes na regides codificadora.

Neste trabalho, foram realizados os célculos de frequéncia alélica e haplotipica. As
frequéncias alélicas foram calculadas por contagem direta. As frequéncias haplotipicas foram
inferidas pelo algoritmo ELB, incluido no pacote de programas Arlequin v. 3.5 @3 e o

desequilibrio de ligagdo entre os genes (D) foi estimado.
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Dados do website “Allelefrequencies” (http://www.allelefrequencies.net/) foram
utilizados para obtencdo de frequéncias alélicas dos genes HLA em outras populagdes, bem
como artigos cientificos relacionados a frequéncias alélicas e haplotipicas. Os critérios para
incluir individuos no trabalho foram: ter sido cadastrado no banco de dados como doador, ter
tido tipagens realizadas por biologia molecular e ter, no minimo, resultados de tipagem para 0s
genes HLA-A, HLA-B e HLA-DR. Os critérios que excluiram individuos do trabalho foram:
serem doadores repetidos (cadastrados como doadores para mais de um paciente, sendo que
apenas uma entrada do doador foi mantida); serem doadores consanguineos entre si (caso no
qual apenas um foi mantido na analise, preferencialmente um que tivesse tipagem em alta
resolucdo); somente terem tipagens realizadas por sorologia e apresentarem tipagens
inconsistentes ou incompletas. A base de dados avaliada incluia a autoclassificacdo de
raga/etnia de acordo com o IBGE, mas este dado ndo estava preenchido para todos os doadores.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Dos 40.484 individuos cadastrados no banco de dados, foi possivel incluir 3.822 (menos
de 10% do total de doadores cadastrados, devido principalmente ao grande nimero de doadores
consanguineos) de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, sendo que 67,5% séo
doadores aparentados, 32,5% doadores ndo aparentados e em 0,05% o parentesco foi descrito
como inconclusivo ou ndo informado. Desse total selecionado, 43,7% s&o do sexo masculino,
42,5% do sexo feminino e o sexo néo foi identificado em 13,8% desses individuos. Para a maior
parte dos individuos incluidos (53.3%) ndo havia informagdo sobre autoclassificacdo de
raca/etnia. Para os individuos com esta informacdo, 82,3% estavam classificados como brancos,
9,5% como mulatos e 8,2% tinham outra classificacdo. Como mesmo os mulatos em populacdes
do sul do Brasil possuem uma significativa contribuicdo europeia®, as comparacdes com
outras populacgdes foram feitas com populag6es de origem europeia.

Foram obtidas as frequéncias alélicas dos loci HLA de classe | e dos loci HLA de classe
I (Tabela 1) em baixa resolucdo. Outros alelos com frequéncias abaixo de 2% estéo listados no

Material Suplementar.
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Tabela 1 — Frequéncias alélicas do loci HLA de classe | e 1l em baixa resolucéo.

HLA-A N F.A(%) HLA-B N F.A(%) HLA-C N F.A(%)
(n=3.822) (n=3.822) (n=2.025)
02 2171 28,4 35 921 12,0 07 1027 25,4
03 806 10,5 44 872 11,4 04 676 16,7
24 763 10 15 651 8,5 03 422 10,4
01 745 9,7 07 627 8,2 06 321 7,9
68 406 53 51 595 7,8 16 247 6,1
31 371 4.8 08 439 57 05 242 6,0
11 368 4.8 40 391 51 12 235 58
30 366 4.8 18 369 4.8 08 196 4.8
29 348 4,5 14 351 4,6 02 194 4.8
23 304 4,0 39 267 3,5 15 175 4,3
32 262 34 49 219 2,9 01 128 3.2
26 225 2,9 57 196 2,6 17 97 24
33 194 2,5 27 185 2,4 Outros* 2,2
Outros* 41 52 170 2,2
50 157 2,0
53 156 2,0
Outros* 14,1
HLA-DRB1 N F.A(%) HLA-DQB1 N F.A(%) HLA-DPB1 N F.A(%)
(n=3.822) (n=2.196) (n=744)
07 1004 13,1 03 1404 32,0 04 628 42,2
13 994 13,0 06 963 21,9 02 254 17,1
04 978 12,8 02 921 21,0 03 130 8,7
11 883 115 05 793 18,1 01 116 7.8
15 868 11,3 04 311 7,1 14 47 3.2
01 738 9,6 10 38 2,5
03 732 9,6 17 38 25
08 512 6,2 13 37 2,5
14 308 4,0 11 36 2,4
16 250 3,3 05 34 2,3
Outros* 4,9 105 30 2,0
Outros* 6,7

N — nimero de alelos; F.A(%) — Frequéncia alélica; n — namero total de individuos; * A categoria “Outros” inclui todos os

grupos alélicos com frequéncia inferior a 2%.

Utilizando da mesma metodologia, as frequéncias alélicas em alta resolucéo dos loci
HLA de classe | e 1l (Tabela 2) foram calculadas. Os alelos do gene HLA-DPB1 pertencentes
ao mesmo grupo P foram agrupados, devido a ndo diferenciacdo destes alelos em tipagens mais

antigas. Outros alelos com frequéncias abaixo de 2% estéo listados no Material Suplementar.
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Tabela 2 — Frequéncias alélicas do loci HLA de classe | e 1l em alta resolucéo.

HLA-A HLA-B HLA-C
N F.A(%) N F.A(%) N F.A(%)
(n=1.134) (n=1.132) (n=1.046)
02:01 551 24,3 07:02 174 1,7 04:01 318 15,2
01:01 235 11,2 08:01 160 71 07:01 284 13,6
03:01 221 9,7 44:03 149 6,6 07:02 227 10,8
24:02 205 9,0 35:01 132 58 06:02 175 8,4
31:01 119 52 51:01 120 53 05:01 121 58
29:02 107 4,7 44:02 106 4,7 03:04 120 57
11:01 101 4,4 14:02 101 4,5 12:03 116 55
23:01 98 4,3 18:01 96 4,2 08:02 105 5,0
32:01 78 34 15:01 89 39 16:01 105 5,0
68:01 74 3,3 49:01 73 3,2 03:03 86 4,1
26:01 56 25 53:01 52 2,3 02:02 75 3,6
30:01 54 24 40:01 50 2,21 01:02 63 3,0
Outros* 15,5 35:03 49 2,2 15:02 63 3,0
38:01 48 21 17:01 46 2,2
13:02 48 2,1 Outros* 9,0
27:05 46 2,0
57:01 46 2,0
Outros* 32,0
HLA-DRB1 HLA-DQB1 HLA-DPB1
N F.A(%) N F.A(%) N F.A(%)
(n=2.162) (n=1.340) (n=655)
07:01 582 13,5 03:01 437 16,3 04:01 360 27,5
03:01 401 9,3 05:01 336 12,5 04:02 206 17,6
15:01 369 8,5 02:02 335 12,5 02:01 212 16,2
13:01 312 7,2 06:02 280 10,4 03:01 113 8,6
11:01 2901 6,7 03:02 260 9,7 01:01 94 7,2
01:01 243 5,6 02:01 257 9,6 14:01 39 3
13:02 180 4,2 06:03 185 6,9 11:01 34 2,6
01:02 142 3,3 04:02 172 6,4 13:01 34 2,6
11:04 117 2,7 03:03 88 3.3 05:01 29 2,6
04:04 115 2,7 05:03 73 2,7 10:01 33 25
08:01 108 25 06:04 68 2,5 17:01 29 2,3
15:03 101 2,3 05:02 59 2,2 Outros* 7,3
04:01 95 2,2 Outros* 4,9
14:01 91 2,1
04:11 90 21
Outros* 251

N — nimero de alelos; F.A(%) — Frequéncia alélica; n — nimero total de individuos; * A categoria “Outros” inclui todos os

alelos com frequéncia inferior a 2%.

Cad. da Esc. de Saude, Curitiba, V.23 N.2: 34-50 40



* Cadernos da Escola de Saude

U B ISSN 1984 - 7041

CENTRO UNIVERSITARIO

No presente estudo, para genes HLA de classe I, os grupos alélilcos mais frequentes
foram A*02, B*35 e C*07, sendo os alelos mais frequentes A*02:01, HLA-B*07:02 e HLA-
C*04:01. Ja para classe Il, os grupos alélicos mais frequentes foram DRB1*07, DQB1*03 e
DPB1*04, sendo os alelos mais frequentes, HLA-DRB1*07:01, HLA-DQB1*03:01 e HLA-
DPB1*04:01. A populacdo em questdo € constituida por individuos cadastrados como doadores
em uma base de dados de um laboratorio de Curitiba-PR, que fica na regido sul do Brasil. A
populacdo brasileira é diversificada geneticamente devido ao cruzamento entre diferentes
etnias: europeus, africanos, amerindios e asiaticos *® (principalmente Japoneses, em meados
de 1930) 9. Devido ao grau de miscigenacao, as especificidades HLA sio bastante variaveis
entre as regides do pais e entre grupos étnicos encontrados nas mesmas, tanto em frequéncia,
quanto na presenca ou auséncia de alelos e haplétipos especificos . Considerndo a cidade de
Curitiba, a chegada de imigrantes europeus, como os Alemaes, Italianos e Poloneses, na regido
contribuiu para a composicao genética populacional da cidade desde 0 movimento migratorio
no século XIX @M. Em um estudo de Ruiz et al. (2005), realizado na populacéo de Curitiba, foi
constatado que entre euro-descendentes os grupos alélicos mais frequentes foram HLA-A*02,
A*01, HLA-B*35, B*44, B*51 e HLA-DRB1*11, DRB1*04 e DRB1*07 ". Todos aparecem
como frequentes também na populacdo de doadores do presente estudo. Outra comparacéo foi
feita entre as frequéncias encontradas no presente estudo com frequéncias de populacdes da
Polonia, disponiveis no website “AlleleFrequencies” (www.allelefrequencies.net). Esta
populacdo foi escolhida porque, neste site, foi a populacdo europeia com maior tamanho
amostral. Os alelos de maior frequéncia do estudo foram também encontrados na populacéo
polonesa, com excec¢do do alelo HLA-DQB1 mais frequente (DQB1*03): HLA-A*02:01 (24%),
HLA-B*07:02 (11%), HLA-C*04:01 (12%), HLA-DRB1*07:01 (14%) e o grupo alélico HLA-
DPB1*04 (56%). Em um estudo de Roque et al. (2014) demonstrou-se que 0s grupos alélicos
mais frequentes em doadores de medula 6ssea em Ribeirdo Preto-SP (sudeste brasileiro) foram
HLA-A*01, B*35 e DRB1*03, com frequéncias de 39,2%, 14,2% e 17%, respectivamente,
diferindo somente no alelo HLA-DRB1 mais frequente, o qual no presente estudo é o DRB1*07
(13,1%), sendo que o DRB1*03 (9,6%) é o sexto mais frequente. O padréo encontrado neste
estudo de Ribeirdo Preto revela peculiaridades demogréficas da regido sudeste devido ao
historico de imigracdo, com predominancia de alelos de origem europeia 9.

Bortolotto et al. (2012), em estudo com amostra de doadores voluntarios de medula
0ssea do Rio Grande do Sul, observaram frequéncias proximas das que foram encontradas no

presente estudo. O grupo alélico HLA-A*02 (27%) foi o0 mais frequente da amostra de doadores
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rio-grandenses, seguidos do A*03, A*024 e A*01, os quais representaram mais de 10% da
frequéncia total. Para os loci HLA-B e DRB1 o0s grupos mais comuns foram o B*35, B*44,
B*51, B*15, DRB1*07, DRB1*04 e DRB1*11. Os resultados indicaram representatividade
maior de alelos de origem europeia, porém também indicam ocorréncia de alelos de influéncia
africana, como o B*15 @9,

Também utilizando o website AlleleFrequencies, amostras populacionais do Japdo e da
China apresentaram pouca similaridade para valores de frequéncias alélicas com a populacao
do presente estudo. No trabalho de Nakaoka et al. (2013), na populagdo japonesa, foram
diferenciadas frequéncias alélicas de populacdes de diferentes regides do Japdo @%. Foram
identificados 20 alelos e estes foram encontrados nestas populagdes regionais com diferentes
frequéncias, porém todos caracteristicos da populacdo japonesa atual, entre eles 0os HLA-
A*02:06, A*33:03, HLA-B*35:01, B*54:01, B*05:01, B*40:01, B*44:03, B*52:01, HLA-
C*03:03, C*01:02, C*14:03, C*12:02, HLA-DRB1*15:01, DRB1*04:05, DRB1*13:02,
DRB1*15:02, HLA-DPB1*02:01, DPB1*05:01, DPB1*04:01, DPB1*02:02, DPB1*09:01
(este Gltimo frequente em todos os grupos regionais) . Os alelos HLA-B*35:01, B*40:01,
B*44:03, C*03:03, C*01:02, DRB1*15:01, DRB1*13:02, DPB1*02:01, DPB1*05:01 e
DPB1*04:01 na populagdo de doadores do presente estudo também foram classificados como
0s mais frequentes, ja os demais alelos encontrados na populacédo japonesa foram encontrados
em frequéncias abaixo de 2% no presente estudo.

A populacdo norte-americana é caracterizada por quantidade ampla de grupos étnicos,
individuos descendentes de outras nacionalidades, como europeus, africanos, asiaticos, entre
outros. Isso reflete diretamente na variedade de alelos encontrados na populacdo dos EUA. Com
base no website “AlleleFrequencies” foi possivel realizar observacGes a respeito das
frequéncias alélicas nos EUA. Por exemplo, o alelo HLA- A*02:01 apresentou frequéncia de
27% em descendentes de europeus, o alelo A*01:01 apresentou frequéncia de 16% também
neste subgrupo e 28% em indigenas da regido. Outros alelos, como A*24:02 e A*11:01
apresentaram frequéncias elevadas em asiaticos residentes no pais (35% para japoneses e 27%
para chineses). O alelo HLA-B*07:02, o mais frequente alelo do loci HLA-B no presente estudo
(7,7%), apresentou frequéncia de 13% em descendentes de europeus nos EUA. O alelo HLA-
B*51:01 apresentou 5% de frequéncia em descendentes de europeus, frequéncia essa proxima
a que foi encontrada para esse alelo na populacdo do presente estudo. O alelo C*04:01 foi
encontrado com frequéncias relativamente proximas as apresentadas no presente estudo com as

encontradas em populacdes afrodescendentes, em descendentes de populacGes da America
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Central, em Filipinos e em indigenas da regido. Em contrapartida, foi encontrada com
frequéncia mais alta (10%) em descendentes de europeus. Como ndo temos certeza da
classificacdo quanto a raca/etnia de grande parte dos individuos do presente estudo, algumas
diferencas com relagéo a outras populactes eurodecendentes era esperada.

O alelo HLA-DRB1*07:01, o mais frequente para este loci na populacdo do estudo
(13,5%), foi observado em subpopulacdes de afrodescendentes (11%), eurodescendentes (13%)
e em descendentes de asiaticos (13%), com frequéncias proximas das que foram encontradas
no presente estudo. Os alelos do gene HLA-DQB1 foram encontrados com frequéncias mais
altas em subpopulacdes de descendentes de vietnamitas e de descendentes de populacGes da
América Central. O alelo DQB1*03:01, o mais frequente para esse loci no que diz respeito as
frequéncias do presente estudo, foi encontrado nas subpopulagbes descendentes citadas
anteriormente com frequéncias de 33% e 19%, respectivamente. O alelo HLA-DPB1*04:01, o
mais frequente para este loci no presente estudo, foi encontrado com frequéncia de 41% em
uma amostra de aproximadamente 200 individuos de caucasianos da cidade de Séo Francisco-
CA. Os demais alelos mais frequentes do presente estudo foram encontrados com frequéncias
préximas as que foram relatadas por essa populacao de caucasianos em Sao Francisco. Em um
estudo realizado por Tu et al (2006) com uma populacdo de afroamericanos nos EUA, foi
possivel observar que os alelos HLA-A*02:01 (o mais frequente do presente estudo para esse
loci — 24,3%) e A*23:01 (um dos mais frequentes do presente estudo — 4,3%) foram os dois
alelos mais frequentes dessa populacdo de afroamericanos, com 12% e 11% de frequéncia,
respectivamente @Y. Os alelos B*07:02 (7,5%), C*04:01 (19,6%) e DRB1*15:03 (12,2%)
atingiram frequéncias bastante préximas as encontradas no presente estudo, com excecao do
ualtimo alelo, que apresentou 2,3%.

As frequéncias haplotipicas foram inferidas (Tabelas 3-5). Os haplétipos mais
frequentes foram A*02- B*44 (4,7%), B*35-C*04 (10,6%), A*01-B*08-C*07 (4%), A*01-
B*08-DRB1*03 (3%), DRB1*07-DQB1*02 (11,6%) e DQB1*03-DPB1*04 (16%). Os valores
de desequilibrio de ligacdo entre os genes HLA-B e HLA-DRB1 encontram-se no material
suplementar.

Padrdes de desequilibrio de ligacdo (DL) entre alelos dos loci HLA podem fornecer
informac0es relacionadas a histéria de um alelo em especifico. A andlise do DL e de
caracteristicas estruturais dos loci podem contribuir para a elucidacdo de possiveis relacdes
evolutivas entre os alelos. Os haplotipos HLA podem apresentar-se com certos padrdes de

combinacéo devido a associagdes mais fracas, mais fortes, ou absolutas entre os alelos ?2). Isto
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é, estes blocos de associagédo sugerem que podem ter ocorrido eventos como: uma diversificacao
rapida ou recente de uma determinada linhagem alélica #?, selecio para combinagdes
especificas ?2%, deriva genética ®®, tempo evolutivo suficiente para que haplétipos tenham
Tabela 3 — Hapldtipos de baixa resolugdo com frequéncia superior a 1% e desequilibrio de

ligacdo entre pares de genes HLA de classe I.

A-B F.H. B-C F.H.
N D’ r2 p N D’ r2 p
(n=3.822) (%0) (n=2.025) (%)

A*02-B*44 358 4,7 0,18 0,0101 0,0000 | B*35-C*04 429 10,6 0,88 0,5136 0,0000
A*01-B*08 278 36 059 0,1989 0,0000| B*07-C*07 315 7,8 0,93 0,2280 0,0000
A*02-B*51 266 35 0,23 0,011 0,0000 B*08-C*07 251 6,2 0,94 0,1813 0,0000
A*03-B*07 236 3,1 0,30 0,0695 0,0000| B*15-C*03 182 45 0,50 0,1894 0,0000
A*02-B*15 228 3,0 0,09 00020 0,0001| B*44-C*16 180 4,4 0,69 0,2107 0,0000
A*29-B*44 205 2,7 - 0,1065 0,0000| B*44-C*05 174 43 0,68 0,1996 0,0000
A*03-B*35 174 23 0,11 0,0101 0,0000 | B*14-C*08 174 43 0,90 0,7953 0,0000
A*24-B*35 165 2,2 0,11 0,0096 0,0000| B*40-C*03 160 4 0,78 0,2694 0,0000
A*02-B*40 162 2,1 0,18 0,0045 0,0000 | B*51-C*15 117 29 0,64 0,2480 0,0000

A*02-B*35 160 2,2 - 0,0082 0,0000| B*49-C*07 115 28 0,93 0,0790 0,0000
A*11-B*35 152 2,0 0,33 0,0011 0,0000 | B*39-C*07 102 25 0,62 0,0415 0,0000
A*02-B*07 136 18 - 00020 0,0001| B*44-C*04 89 22 - - 0,7326
A*02-B*18 119 1,6 = > 0,0929 | B*53-C*04 79 2 0,89 0,0867 0,0000

A*02-B*50 106 14 055 0,0158 0,0000| B*13-C*06 73 2 0,94 0,2005 0,0000
A*31-B*39 104 14 0,36 0,0911 0,0000 | B*57-C*06 71 1,7 0,62 0,1241 0,0000
A*33-B*14 93 12 045 0,1117 0,0000 | B*38-C*12 70 1,7 0,96 0,2726 0,0000
A*68-B*15 92 12 0,15 0,0144 0,0000 | B*18-C*07 70 1,7 0,16 0,0037 0,0001
A*02-B*39 87 11 - - 0,1229 | B*50-C*06 68 1,7 0,81 0,1593 0,0000
A*24-B*07 78 10 0,03 0,0006 0,0321| B*51-C*14 56 14 0,85 0,1567 0,0000
B*18-C*12 55 14 025 0,0494 0,0000
B*42-C*17 55 14 1 05610 0,0000

B*15-C*07 53 13 0.37 0,0041 0,0000

B*15-C*02 53 13 0,21 0,0246 0,0000
B*27-C*02 51 13 047 0,1131 0,0000
B*18-C*05 51 13 0,23 0,0391 0,0000
B*27-C*01 43 11 0,39 0,1267 0,0000

N — ntmero de haplétipos; F.H. (%) — Frequéncia haplotipica; n — niimero total de individuos; D’ — coeficiente relativo de
desequilibrio de ligacdo; r2 — coeficiente de correlagdo; p — probabilidade de significancia; *apenas haplétipos com frequéncia

superior a 1% foram incluidos na tabela.

atingido o equilibrio em determinadas populacdes © e principalmente ligacio entre os loci 3.
Existem diversas maneiras de medir o DL. Uma medida quantitativa de associacdo €
denominada D’, que reflete a razao entre o valor de D (coeficiente de desequilibrio) observado

e 0 seu valor méaximo possivel para determinada frequéncia alélica. Esta medida normalizada
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permite a avaliacdo da magnitude do DL. Outra medida € o r2 (coeficiente de correlacdo), que
se baseia na correlacao entre as frequéncias dos alelos de diferentes loci, podendo ser positiva
e préxima de 1 (quando os alelos de um hapl6tipo aparecem sempre juntos) ou negativa (quando
os alelos de um hapl6tipos ndo aparecem juntos) e sua grandeza é afetada pela frequéncia dos

alelos @,

Tabela 4 — Haplotipos de baixa resolugdo com frequéncia superior a 1% e desequilibrio de

ligacdo entre pares de genes HLA de classe 11.

DRB1-DQB1 F.H. DQB1-DPB1 F.H.
N D’ r2 p N D’ r2 p
(n=2.196) (%) (n=744) (%)

DRB1*07-DQB1*02 509 11,6 0,80 0,3827 0,0000| DQB103*-DPB1*04 237 16 0,13 0,0103 0,0001

DRB1*04-DQB1*03 483 11 0,91 0,2326 0,0000| DQB105*-DPB1*04 123 8,3 - - 0,1107
DRB1*15-DQB1*06 474 108 0,97 0,4155 0,0000 | DQB106*-DPB1*04 118 8,0 i ;-5 0,005 0,0062
DRB1*11-DQB1*03 474 10,8 0,91 0,2297 0,0000| DQB1*03-DPB1*02 93 6,3 - - 0,1009

DRB1*13-DQB1*06 457 10,4 0,79 0,3137 0,0000| DQB1*04-DPB1*04 77 52 0,41 0,0195 0,0000
DRB1*01-DQB1*05 440 10 0,99 0,5007 0,0000| DQB1*02-DPB1*04 72 48 0,0321 0,0000

DRB1*03-DQB1*02 377 8,6 0,86 0,2977 0,0000| DQB1*06-DPB1*02 67 4,5 = = 0,0843
DRB1*08-DQB1*04 232 5,3 0,73 0,5319 0,0000( DQB1*02-DPB1*01 62 4,2 0,42 0,0612 0,0000
DRB1*14-DQB1*05 125 2,9 0,62 0,0756 0,0000| DQB1*02-DPB1*02 60 4,0 = = 0,0981
DRB1*07-DQB1*03 98 2,2 0.49 0,0185 0,0000| DQB1*05-DPB1*03 43 2,9 0,19 0,0154 0,0000
DRB1*10-DQB1*05 87 2 0,99 0,0902 0,0000| DQB1*03-DPB1*03 36 24 = = 0,2461
DRB1*16-DQB1*05 79 1,8 0,44 0,0298 0,0000| DQB1*03-DPB1*14 35 24 0,62 0,0267 0,0000

DRB1*08-DQB1*03 67 1,5 i 0,0037 0,0001| DQB1*06-DPB1*03 33 2.2 = = 0,3723
DRB1*16-DQB1*03 66 1,5 0,19 0,0027 0,0006 | DQB1*05-DPB1*02 27 1,8 0-40 0,0072 0,0011
DRB1*13-DQB1*03 63 14 0;34 0,0276 0,0000| DQB1*02-DPB1*17 25 1,7 0,57 0,0348 0,0000
DRB1*14-DQB1*03 53 1,2 - - 0,4288 | DQB1*06-DPB1*10 24 1,6 0,53 0,0253 0,0000

DRB1*09-DQB1*03 50 1,1 0,50 0,0093 0,0000( DQB106*-DPB1*05 22 1,5 0,55 0,0244 0,0000
DRB1*12-DQB1*03 47 1,1 0,64 0,0127 0,0000( DQB1*02-DPB1*11 21 14 0,48 0,0231 0,0000
DRB1*03-DQB1*04 45 1 0,05 0,0020 0,0029| DQB1*05-DPB1*01 19 1,3 = = 0,7163

DQB1*02-DPB1*03 16 1,1 0.38 0,0034 0,024

DQB1*04-DPB1*01 16 1,1 0,07 0,0042 0,0123
DQB1*05-DPB1*13 16 1,1 0,30 0,0106 0,0001

N — ntimero de haplétipos; F.H. (%) — Frequéncia haplotipica; n — niimero total de individuos; D’ — coeficiente relativo de
desequilibrio de ligacdo; r2 — coeficiente de correlagdo; p — probabilidade de significancia; *apenas hapl6tipos com frequéncia

superior a 1% foram incluidos na tabela.
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Tabela 5 — Hapldtipos de baixa resolugdo com frequéncia superior a 1% entre 0s genes HLA-
A, -B e -C e entre HLA-A, -B e -DRBL.

A-B-C F.H.
(n=2.025) (%)
A*01-B*08-C*07 161 4
A*02-B*44-C*05 126 3,1
A*29-B*44-C*16 122 3,0
A*03-B*07-C*07 117 2,9
A*02-B*35-C*04 91 22
A*11-B*35-C*04 76 18
A*02-B*15-C*03 74 18
A*03-B*35-C*04 73 18
A*24-B*35-C*04 72 18
A*02-B*40-C*03 70 17
A*02-B*07-C*07 66 16
A*31-B*39-C*07 59 15
A*33-B*14-C*08 52 13
A*24-B*07-C*07 48 12
A*02-B*51-C*15 46 11
A*02-B*50-C*06 44 11
A*30-B*42-C*17 43 11
A-B-DRB1 N
(n=3.822) (%)
A*01-B*08-DRB1*03 222 2.9
A*03-B*07-DRB1*15 142 1.9
A*29-B*44-DRB1*07 136 18
A*02-B*44-DRB1*04 104 14
A*02-B*07-DRB1*15 79 1,0

N —namero de haplétipos; F.H. (%) — Frequéncia haplotipica; *apenas haplétipos com frequéncia superior a 1% foram incluidos
na tabela

No presente estudo s6 foram considerados valores de D’ e r? para valores de p
(probabilidade de significancia) abaixo de 0,05. Isto posto, foi possivel observar que os
haplétipos mais frequentemente encontrados dentre as combinagfes presentes nas tabelas 3-5
encontram-se em DL (p<0,05). Em muitos casos, os valores de D’ sdo elevados, enquanto os
valores de r2 sdo bem baixos. 1sso ocorre devido ao fato do valor de r2 refletir também as
frequéncias dos alelos. Por exemplo, o hapldtipo B*08-C*07 (frequéncia de 6%) apresentou D’
muito alto e r2 muito baixo, porque o grupo alélico C*07, que apresentou frequéncia de 25%,

ocorre com outros alelos de HLA-B, além do grupo B*08, o qual revelou frequéncia de apenas
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6%.

Sabe-se, porém, que combinagdes particulares dos genes ocorrem com frequéncia maior
do que combinacdes aleatorias ?®. No presente estudo, foi constatada a frequéncia do haplétipo
A*01-B*08-DRB*03 em 2,9%. A frequéncia deste hapldtipo é muito préxima ao registrado no
website “AlleleFrequencies” para uma amostra de individuos de Portugal que identificou uma
frequéncia de 3%. O haplétipo A*03-B*07- DRB1*15, segundo mais frequente no presente
estudo (1,9%), foi observado também em Portugal (1%).

Ruiz et al. (2005), em avaliacdo de perfil haplotipico de doadores de medula 6ssea da
regido de Curitiba-PR, observaram que o haplétipo mais frequente foi o HLA-A*01-B*08-
DRB1*03 (2,4%), descrito como um haplétipo tipicamente europeu. O haplétipo A*02-B*44
apresentou nesta amostra 3,5% de frequéncia " e no presente estudo 4,7%, o que demonstrou
que a amostra do LI é predominantemente de origem europeia.

Bortolotto et al. (2012) encontrou em doadores de medula éssea no Rio Grande do Sul
que os hapl6tipos mais comuns foram 0 A*01-B*08-DRB1*03 (2.8%), A*29- B*44-DRB1*07
(1.6%) e A*03-B*07-DRB1*15 (1.3%), apresentando concordancia com resultados reportados
no estado do Parana, também atingiram valores de frequéncia haplotipicas bastante similares
aos encontrados na populagéo do presente estudo entre os loci HLA-A-B-DRB1 (19),

Utilizando dados do website “Rede Brasil de Imunogenética” ¥, o qual contém dados
de frequéncias alélicas e haplotipicas na populacédo brasileira, foi possivel observar que na
regido sul do pais, nos Estados do Parana e do Rio Grande do Sul, o hapl6tipo A*01-B*08-
DRB1*03 apresentou frequéncias de 2,7% e 3,1%, frequéncias semelhantes a encontrada no
presente estudo para este haplétipo (2,9%).

O Unico estudo encontrado sobre frequéncias haplotipicas para os genes HLA-DQB1 e
DPB1 foi um artigo publicado por Kawashima et al. (2012), em individuos japoneses, na
amostra de 418 individuos, o haplétipo A*33:03-B*44:03-C*14:03-DRB1*13:02-
DQB1*06:04-DPB1*04:01 (4,4%) foi o mais frequente. Na populagédo do presente estudo foi
realizada a pesquisa de hapl6tipos HLA-DQB1-DPBL1 e entre esses, o haplétipo DQB1*06-
DPB1*04 apresentou-se como o terceiro mais frequente para a essa combinacéo de loci ?®, Um
artigo publicado de Baisch e Capra (1993) demonstrou através de céalculos de desequilibrio de
ligacdo entre HLA-DQ e -DP que a associagio entre eles é fraca 7.

Através do presente trabalho foi possivel tracar um perfil dos genes HLA dos doadores
de células tronco-hematopoiéticas do banco de dados do LI do CHC-UFPR, mediante obtencéo

de frequéncias alélicas e haplotipicas dos genes HLA. Os alelos e hapldtipos mais
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frequentemente encontrados nesta populacdo de doadores séo caracteristicos de populacdes
europeias, 0 que ¢é justificavel sabendo a respeito dos fluxos migratérios que ocorreram de
diversas regides do globo, em especial de paises europeus, para a regido sul do Brasil.
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