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A IMPORTANCIA DA PESQUISA DE ALOANTICORPOS
HLA NO TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO-HEMA-
TOPOETICA

Torres M', Hamerschlak N, Masaki V', Kondo A", Moraes ME?, Mar-
tininez M?, Coulturato V2, Hue MI®, Timoner B3, Bub C'

"Hospital Israelita Albert Einstein - Sdo Paulo - SP
2Fundagdo Amaral Carvalho - Jau - SP
3Laboratério JRM Investigagbes Imunolégicas - Rio de Janeiro - RJ

Introdugédo: O significado clinico dos anticorpos anti-HLA foi
pela primeira vez documentada por Terasaki e colaboradores
(1965) que correlacionaram a presenca de anticorpos pré-for-
mados no soro do receptor com a perda do enxerto renal por re-
jeigdo. Os pacientes podem ser sensibilizados contra antigenos
HLA devido transfusdes sanguineas, gestagcbes ou transplan-
tes prévios. A introducdo de leucodeplecao universal reduziu
uma das fontes de aloimunizagdo, mas tal procedimento nao
é amplamente utilizado no Brasil. Estudos em animais e huma-
nos tém mostrado associacdo dos anticorpos doador especifi-
co (DSA) e falha na pega do enxerto (rejeicdo) no transplante
de células-tronco hematopoética (TCTH). Recentes estudos do
NMDP/CIBMTR descrevem a presenga de anticorpos HLA em
um tergo dos pacientes candidatos a TCTH. Nos receptores com
faléncia do enxerto, DSA foi detectado em 24% dos casos. A
presenca de DSA também apresentou associagdo estatistica-
mente significante com uma piora da sobrevida global. Objeti-
vos: Determinar a frequéncia dos aloanticorpos HLA e DSA nos
receptores candidatos a TCTH no Hospital Albert Einstein e Fun-
dacao Amaral Carvalho. Metodologia: No periodo 2010 a 2012,
a pesquisa de anticorpos HLA foi realizada em 161 pacientes
(62% do sexo masculino e 38% do sexo feminino) candidatos
a TCTH no Hospital Albert Einstein (SP) e na Fundagdo Ama-
ral Carvalho (Jau) com doadores nédo aparentados ou sangue
de corddo umbilical. A metologia utilizada foi o ensaio de fase
sélida, plataforma luminex. As amostras foram avaliadas pelo
teste de triagem utilizando os reagentes Labscreen (LSM12,
One Lambda) e a identificagdo das especificidades dos anti-
corpos foi realizada utilizando os reagentes LABScreen®Single
Antigen HLA Class | e Il , One Lambda. A tipificacdo HLA-DPB1
foi realizada nos pacientes e doadores quando anticorpos anti
HLA-DP eram identificados. Resultados: A pesquisa de anticor-
pos HLA foi negativa em 111 /161 (69%) dos pacientes, sendo
37 (33%) do sexo feminino e 74 (67%) do sexo masculino. Os
anticorpos HLA foram detectados em 31% das amostras, sen-
do a sensibilizagdo de 40% no sexo feminino e 26% no sexo
masculino. Nos pacientes positivos, 22 (14%), apresentavam
anticorpos HLA classe |, 8 (5%) classe Il e 20 (12%) classe | e
Il. Os anticorpos doador especifico foram detectados em 6/161
(3,7%) dos pacientes, sendo 66% dos casos anti HLA-DP. Em
quatro pacientes com DSA foi possivel selecionar outros doado-
res. Num dos pacientes do sexo feminino, que nao havia outro
doador disponivel, foi realizada plasmaferese previamente ao
TCTH com reducéo significativa dos niveis de anticorpos. Em
outra paciente, foi observada a redugéo de anticorpos apos ser
submetida a tratamento por quimioterapia. Conclusao: A pes-
quisa e identificagcdo das especificidades dos anticorpos é uma
estratégia que deveria ser considerada na selegdo de doador no
TCTH com doadores ndo aparentados e com incompatibilidades
antigénicas ou alélicas. A frequéncia de 31% de anticorpos HLA
encontrada nos pacientes esta de acordo com a descrita na li-
teratura e demostra o risco de encontrarmos DSA nos pacientes
candidatos a transplantes com incompatibilidades HLA, incluin-
do o locus HLA-DPB1.
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AVALIAGAO DA FREQUENCIA DOS ALELOS DOS GENES
HLA-A, HLA-B E HLA-DR NA POPULAGAO DO ESTADO
DE SAO PAULO E RONDONIA.

Cita RF'2, Junior CTM3, Franca MA?, Gigliotti CB?, Medeiros L?, Do-
nadi EA'

'Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina de Ri-
beirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto-SP, Brasil
2l aboratério de Imunogenética, Hospital de Céancer de Barretos,
Barretos-SP, Brasil.

SDepartamento de Quimica, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto-SP, Brasil

O conhecimento das frequéncias alélicas envolvendo genes HLA
assume um papel relevante no contexto do transplante de 6rgaos
solidos e tecidos, quando se trata de se buscar um doador nao rela-
cionado para pacientes que ndo encontraram doador compativel em
seu nucleo familiar. Uma classificagédo dos alelos mais frequentes
por etnia pode encurtar a procura do doador ideal, pois a busca
inicial pode ser efetuada dentro do préprio grupo étnico do paciente
onde ha, teoricamente, maiores chances dele encontrar um doador
compativel. Além disso, o conhecimento dessas frequéncias permi-
te estimar as reais chances de um paciente, em uma lista de espe-
ra, encontrar um doador que apresente uma maior compatibilidade
HLA. O conhecimento da frequéncia e prevaléncia dos genes HLA,
permitird a compreenséao da biologia da distribuicdo desses alelos
em nossa populagao, além de possibilitar a comparagao com outros
grupos populacionais. A variabilidade genética do sistema HLA é util
na pesquisa imunolégica para transplantes, a fim de minimizar a
rejeicao; no fornecimento de informagdes sobre susceptibilidade ou
resisténcia genética a doengas; nos estudos antropoldgicos e de
genética de populagdes. Este trabalho tem por objetivo avaliar as
frequéncias de grupos de alelos dos genes que codificam os an-
tigenos HLA-A, HLA-B e HLA-DR em amostras populacionais do
estado de Sdo Paulo e Rondénia. A coleta dos dados foi realizada
no arquivo do Laboratério de Imunogenética do Hospital de Cancer
de Barretos, no ano de 2011. Para a execugéo deste trabalho fo-
ram selecionados 48. 981 individuos néo relacionados e saudaveis;
dos quais, 20. 823 pertencem ao estado de Sao Paulo, e 28. 158
ao estado de Rondbnia. A composicédo étnica da populagdo estu-
dada apresentou maior heterogeneidade nos individuos de Rondé-
nia (brancos: 48,94%, pardos: 42,55%, negros: 8,25%, amarelos:
0,23% e indigenas: 0,03%), ja em Sao Paulo os individuos bran-
cos tiveram maior representatividade (brancos: 73,48%, pardos:
18,16%, negros: 7,49%, amarelos: 0,85% e indigenas: 0,02%).
Os antigenos HLA mais frequentes no estado de Rondénia foram
A02 (24,8%), A24 (9,5%), A03 (8,9%), A01 (8,7%), A68 (7%), B35
(11,4%), B44 (10,8%), B15 (9,9%), B51 (7,7%), BO7 (7%), DR13
(13,4%), DR0O4 (12,7%), DR0O7 (12,5%), DR11 (10,8%) e DRO03
(10,3%); e os antigenos HLA mais frequentes no estado de Sao
Paulo foram A02 (25,2%), A01 (9,7%), A24 (9,7%), A03 (9,2%), A68
(6,1%), B35 (12,1%), B44 (10,5%), B15 (8,9%), B51 (8,5%), BO7
(6,6%), DR11 (13,8%), DR13 (13,2%), DR07 (12,5%), DR04 (11,9%)
e DRO03 (10,3%). Avaliando a variabilidade genética entre os dois
estados, a populagédo de Rondbnia apresentou 42 antigenos que
nao foram encontrados na populagéo de Sao Paulo, enquanto esta,
apenas 5; desta forma, estes dados sao informativos para estabe-
lecer estratégias mais eficazes na busca de um doador ideal, pois
caracterizam a diferenga na distribuicdo dos alelos dos genes HLA
entre as duas regides.
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CLINICAL RELEVANCE OF PRE-FORMED LUMINEX-DE-
TECTED DONOR SPECIFIC ANTIBODIES AGAINST HLA
CLASS I ANTIGENS ON KIDNEY TRANSPLANTS PER-
FORMED WITH NEGATIVE COMPLEMENT DEPENDENT
CYTOTOXICITY T AND B CROSSMATCHES

Holanda-Cavalcanti A'?®, Campos EF'23, Grenzi PC?, Marco R?,
Rampim GF?, Tedesco-Silva H?, Medina-Pestana JO'3, Gerbase-
-Delima M2

"Universidade Federal de Sdo Paulo, Escola Paulista Medicina, S&o
Paulo, SP, Brazil

2lmmunogenetics Institute, AFIP Sao Paulo, SP, Brazil

SFundagcdo Oswaldo Ramos, Hospital do Rim e Hipertensdo, Sao
Paulo, SP, Brazil

The purpose of this study was to determine the clinical relevance
of pre-formed HLA donor specific antibodies (DSA) revealed by Lu-
minex single antigen beads assay (SAB) in kidney transplantation
(Tx) performed with negative T (CDC-AHG) and B (CDC) cross-
matches. Methods: The study included 298 recipients (R) trans-
planted in a single center, between 2001 and 2006, with negative
T and B CDC crossmatches and without any information regarding
Luminex-detected antibodies (Ab). Stored pre-Tx sera of 165 R with
ELISA PRA class | 0% and of 133 R with ELISA PRA class | 2 50%
were screened with Labscreen Mixed (One Lambda) and the posi-
tive ones were further analyzed with the class | or classll SAB assays
(One Lambda). In the SAB assay, reactions with MFI > 300 were
recorded as positive and DSAs were defined as Abs against HLA-A,
B or DR mismatches. Graft survival (GS) curves were constructed
with Kaplan-Meier method and compared with the log-rank test; Cox
regression analysis was used to calculate risk of graft loss. Results:
No difference in GS was detected among R with PRA ELISA and
Luminex NEG (N=165), PRA ELISA = 50% without DSA (N=44), and
PRA ELISA = 50% with DSA 300-1,500 MFI (N=19), whereas R with
DSA> 1,500 MFI against HLA class | only (N=29) or class | and class
Il (N=33) presented a lower GS (p<0. 001): 92. 1% vs 75. 8% at 12
months; 76. 3% vs 51. 6% at 96 months. We could not analyze the
impact of isolated HLA class Il DSA because only 8 R felt into this
category. Class | DSA >1500 MFI conferred a relative risk of 4. 4 for
graft loss at one year and of 3. O for late graft loss in recipients with
functional kidneys at one year. In addition, R with functional grafts
that were transplanted with DSA >1500 MFI presented significantly
(p<0. 01) lower estimated glomerular filtration rates (Cockroft-Gault
formula), at one month, one year, and five years post-transplant.
Conclusions: Pre-transplant HLA class | DSAs with MFIs up to
1,500 do not affect Tx outcome, whereas DSAs with MFls >1,500,
although not associated with immediate graft loss, confer risk of
long-term graft dysfunction and loss.
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ESTUDO DE ASSOCIACAO BASEADO EM FAMILIAS EN-
TRE OS ALELOS HLA E MICA E HANSENIASE DA REGIAO
DE SANTO ANTONIO DO PRATA, BELEM DO PARA.

Jarduli LR, Alves HV', Souza FC?, Marcos EVC?, Pereira AC?, Bap-
tista IMFD?, Ramos GB?, Fava VM3, Mira MT?, Moraes MO*, Virmond
MCL?, Visentainer JEL'
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ru, SP, Brasil.

SPontificia Universidade Catélica do Parana - Curitiba, PR, Brasil.
“Fundagédo Osvaldo Cruz - FIOCRUZ - Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Rev Bras Hematol Hemoter. agosto 2012; 34(Supl. 1):11-22

Hanseniase € uma doenga infecciosa cronica causada pelo bacilo
intracelular Mycobacterium leprae. Inicialmente, a doenga afeta a
pele e o sistema nervoso periférico manifestando-se em diferentes
formas clinicas, as quais tém como principal caracteristica o tipo
de resposta imunitaria que o hospedeiro apresenta frente a mico-
bactéria. Atualmente, no cenario mundial, o Brasil ocupa o segundo
lugar no ranking entre os paises em numeros absolutos de casos
de hanseniase. As regides Norte e Centro-Oeste sao consideradas
hiperendémicas e a regido Nordeste apresenta alto parametro de
endemicidade. O polimorfismo dos genes HLA e MICA pode gerar
produtos diferentes que interagem entre si ou com receptores de al-
guns tipos celulares, alterando a resposta imune a agentes infeccio-
sos. O objetivo deste trabalho foi investigar a associagéo genética
dos alelos HLA e MICA na ocorréncia de hanseniase, através de um
estudo de familias. O estudo consistiu de 51 familias afetadas da
regido do Prata —PA, tipificados para os locos HLA-A, C , DRB1 e
DQB1 e MICA . A genotipagem foi realizada pelo método PCR-SSO
utilizando-se o kit LabType® SSO (One Lambda, CA, USA). A anali-
se de associagao foi baseada em familias através do teste de dese-
quilibrio de transmisséo (TDT) implementado no software FBAT 2.
0. 4. Os alelos HLA-A *03/11 (P=0,041), HLA-C*04 (P=0,025), HLA-
-DRB1*16 (P=0,048), DQB1*05 (P=0,004) e MICA*002 (P=0,003)
foram associados com a susceptibilidade a hanseniase, enquan-
to HLA-C*12 (P=0,095), DRB1*15/16 (P=0,055), e MICA*008
(P=0,075) mostraram uma tendéncia a associagéo neste estudo de
familias da regido Norte do Brasil. Os resultados do presente estu-
do confirmam a participagéo significativa dos alelos HLA-A*03/*11 ,
HLA-C *04, HLA-DRB1*16 , DQB1*05 e MICA*002 na susceptibili-
dade a hanseniase e sugere algumas associagées que devem ser
melhor investigadas: HLA-C*1, DRB1*15/*16 e MICA*008 .

Apoio Financeiro: CNPq e LIG-UEM.
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IMPACT OF HLA MATCHING AND PRE-TRANSPLANT
PANEL REACTIVE ANTIBODIES (PRA) ON THE OUT-
COME OF KIDNEY TRANSPLANTS WITH DECEASED
DONORS

Gerbase-Delima M'2, Temin J?2, Marco R2, Rampim GF?, Bellintani
EC?, Dantas LV?, Medina-Pestana JO'3, Campos EF'?

"Universidade Federal de Sdo Paulo, Escola Paulista Medicina, Sdo
Paulo, SP
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The aim of this study was to assess the impact of HLA compatibility
and of pre-transplant panel reactive antibodies (PRA) on the out-
come of deceased donor kidney (DD) transplants (Tx). The analysis
included 3,237 DD-Tx performed from January 1st, 2002, to Decem-
ber 31, 2011. More than 97% of the Tx were performed in a single
institution and all histocompatibility tests, except for HLA typing of
about 50% of the donors, were performed in a single laboratory. HLA
typing was performed by PCR-SSP or PCR-SSO. PRA was deter-
mined by ELISA until 2007 and, from 2008 on, by Luminex-based
methodology (One Lambda). All Tx were performed with negative
T (CDC-AHG) and B (CDC) crossmatches (XM). Since 2008, the
presence of donor specific antibodies (DSA) detected with Luminex-
single antigen beads (SAB) was considered a contra-indication to
the Tx, even in cases with negative T and B XM and, since August
2009, the cut-off for considering a contra-indication to the Tx was
set at 1,500 MFI. Patient and graft (patient death or return to dialy-
sis) survival curves were constructed with Kaplan-Meier method and
compared with the log-rank test. All the calculations were performed
using the database and software package of the official Sdo Paulo
State Regional Registry of Transplants. Patient and graft survivals

13



Temas livres/Abstracts - Histocompatibilidade

were superior (p<0. 001) in transplants performed with 0 (n=231)
than with 1-6 (n=2,966) HLA-A, B, DR mismatches (MM) (8-y patient
survival: 83. 6% vs 77. 3%; 8-y graft survival: 78. 1% vs 71. 0%).
Concerning HLA-DR MM, graft survival (GS) was superior (p<0. 001)
in cases of 0 (n=2293) than of 1-2 MM (n=944), but the effect disap-
peared during the 4th to the 5th year post-Tx. The impact of pre-TX
PRA levels (0-5%; 6 to 79%, and 80-100%) on GS was assessed in
Tx performed between Jan. 2002 to Dec 2007, when the PRA was
performed with ELISA (ELISA period), and between Jan 2008 and
Dec 2011, when the PRA was calculated based on the specificity
of the Abs detected by Luminex-SAB and the results of DSA were
taken into account in the decision to contra-indicate the Tx (Luminex
period). In the ELISA-PRA period, patients with PRA 6-79% (n=92)
presented lower (p<0. 001) graft survival than patients with PRA 0
to 5% (n=713), being the 1-y GS 83. 7% and 91. 9%, respectively.
Only 10 patients with PRA = 80% were transplanted during this pe-
riod and were not considered for analysis. In the Luminex-PRA pe-
riod, no difference in graft survival was observed between patients
with PRA 6-79% (n=333) and 0-5% (n=1527), being the 1-y GS 93.
5% and 91. 1%, respectively. A significantly (p<0. 001) lower graft
survival, however, was observed in recipients with PRA 80-100%
(n=62), when compared to those with PRA 6-79%, being the 1-y
GS 88. 7% and 93. 5%, respectively. The results of this analysis
support the value of HLA matching in DD kidney Tx and shows that
avoiding Tx in R with Luminex detected DSA abolishes the risk of
graft loss associated with PRA 6-79%, but apparently not the risk
associated with PRA 80-100%.
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EFICIENCIA DA BUSCA DE DOADORES EM FAMILIAS
ESTENDIDAS

Rapanello EG', Ramos FS', Peres VP!, Kiyamu AR, Silva EF', Sai-
to MH', Vergueiro CSV!

"Irmandade Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo

Introducgdo: A pesquisa estendida na familia é uma forma de
aumentar as chances de encontro de doador compativel ao pa-
ciente que necessita de um transplante de medula 6ssea (TMO).
Estudos europeus indicam que ha chance de sucesso em 7% na
busca estendida. Os resultados encontrados no Laboratério de
Imunogenética e Histocompatibilidade do Parana foram de 8,6%
(3/35), segundo trabalho apresentado em 2010 onde foram es-
tudadas 35 familias estendidas por baixa resolucdo. Objetivo:
Avaliar a chance de encontrar doadores aparentados em pesqui-
sas nas familias de pacientes com indicagédo de TMO sem doador
compativel entre irmaos.

CASUISTICA E METODOS

Critérios de Inclusao: Pacientes com indicacdo de TMO sem ir-
mao compativel; Pacientes com encaminhamento médico e soli-
citagdo de busca estendida; Pacientes registrados no REREME
para busca de doador ndo aparentado; Disponibilidade do pacien-
te ou familiar de comparecer ao Hemocentro para uma entrevis-
ta e fornecer dados e suporte para busca familiar. Critérios de
exclusao: Falta de solicitacdo médica por escrito; Nao ter fami-
lia disponivel para a busca. A pesquisa consiste na realizagéo de
tipificagédo HLA dos pais, irméaos, filhos e tios (12Etapa); sobrinhos
(filhos dos tios haploidénticos) e primos 1°grau (22Etapa); primos
2°grau (3%Etapa) e até dos avds. Foram consideradas tipificagbes
HLA realizadas em nosso laboratorio e laboratérios externos. O
processo de pesquisa é feito da seguinte maneira: Agendamento
de entrevista com profissional treinado para explicagéo do proce-
dimento e coleta de dados; Conferéncia do laudo das tipificagdes
HLA e analise de haplétipos por segregagéo do paciente e fami-
liares; listagem de familiares por parentesco; Definicdo de estra-
tégia de tipificagédo de acordo com a freqiiéncia dos haplétipos e
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segregacgao mendeliana na familia. Pesquisa de freqliéncia destes
haplotipos: site NMDP — National Marrow Donor Program ; Tipifica-
¢ado HLA dos familiares definidos pela estratégia (A, B e DRB1 por
média resolugéo; Estudo de nucleo familiar, extensao da busca no
ramo familiar de interesse (haploidéntico) Criagdo de heredogra-
ma; Se doador compativel, tipificagdo HLA locus C + Classe Il por
alta resolugéo; Emissédo de relatério. Resultados: Entre setem-
bro/2007 a maio/2012 foram realizadas 61 buscas familiares. Para
61 pacientes, estudamos 1025 familiares (média de 16,9 individu-
os por familia). Foram encontrados 11 possiveis doadores (18%):
1 pai 9x10, 1 méae 9x10, 1 tio 10x10, 3 primos 1°grau (um 9x10, um
8x10 e um 7x10), 2 primos 2°grau (um 9x10 e um 8x10) e 3 avls
(um 10x10, um 7x8 e um 5x6). Discussao: Ha maior probabilidade
de encontro de doador compativel em familias com casamentos
consanglineos e nos pacientes que possuem haplétipo frequente
na populagdo. Os trabalhos de literatura indicam que nestes ca-
sos deve-se fazer busca estendida na familia. Apenas um paciente
poderia ser incluido na busca estendida se utilizassemos este cri-
tério (um tio compativel e casamento de avés consangtiineos). As
familias estudadas tinham em média 1,5 irmaos, que é a realidade
das familias da nossa regido (em média menos de dois filhos por
casal, segundo Censo 2010). Encontramos candidatos a doagéo
de medula 6ssea para 18% dos pacientes, com nucleos familiares
pequenos, sem haplétipos frequentes e sem casamentos consan-
glineos (exceto um caso). O tempo médio de busca foi de 90 dias
e o fator que mais influenciou no tempo foi o empenho familiar.
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ESTUDO DOS GENES KIR E DOS ALELOS HLA DE CLAS-
SE I NO LINFOMA NAO HODGKIN DIFUSO DE GRAN-
DES CELULAS B

Marangon AV', Cardozo DM', Aranha JFP?', Visentainer JEL?, Lieber
SR, Silva RF', Guimaraes F', Souza CA'

'Universidade Estadual de Campinas
2Universidade Estadual de Maringa

Os receptores Killer Immunoglobulin-like receptors (KIR) estéo rela-
cionados com a ativacéo e inibigdo das células Natural Killer (NK)
que séo especialmente importantes na resposta imune contra infec-
¢Oes virais e contra tumores. Os receptores KIR tém como ligantes
as moléculas HLA de classe | e sdo codificados por genes altamente
polimorficos localizados no cromossomo 19q13. 4. Muitos estudos
realizados nos ultimos anos demonstram o envolvimento dos genes
KIR na patogénese e progressao de diversas doengas. Entretanto,
os efeitos desses genes em doencas hematoldgicas, tais como os
linfomas, ainda sdo pouco conhecidos. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi investigar o papel dos genes KIR e dos alelos HLA
de classe | (HLA-A, -B e —C) no linfoma nao Hodgkin difuso de gran-
des células B (LNHDG-B). Foram incluidos no estudo 87 pacientes
diagnosticados com LNHDG-B e 99 individuos saudaveis doadores
voluntarios de sangue e medula 6ssea. A tipagem dos genes KIR
e dos loci HLA-A, -B e -C foram realizadas pela técnica de PCR-
-SSO, plataforma Luminex. A amplificagdo do DNA foi realizada com
trés grupos de iniciadores especificos para os éxons 3, 5e 7-9 e o
produto foi aplicado em gel de agarose a 2% com SYBR safe DNA
gel Stain, para confirmar a amplificacdo. O produto amplificado foi
hibridizado com microesferas ligadas a sondas especificas para os
genes KIR e alelos HLA. As leituras das reagbes foram realizadas
em citdbmetro de fluxo que utiliza a tecnologia Luminex e organiza-
das pelo programa de computador Labscan®. As amostras foram
analisadas (programa HLA FusionTM Research, One Lambda)
quanto a presenga e auséncia dos genes KIR e HLA. As compara-
¢Oes das freqliéncias génicas foram analisadas pelo Teste Exato de
Fisher. Valores de Odds Ratio com 95% de intervalo de confianca
também foram calculados. As analises estatisticas foram realizadas
pelo software Graphpad (http://www. graphpad. com/quickcalcs/). O
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genotipo KIR2DL2 /KIR2DL3 foi significantemente menos frequente
nos pacientes que nos controles (25,3% versus 41,4%, respectiva-
mente, P =0,0305; OR=0,48; 1C95%=0,26-0,90). Quanto aos ale-
los HLA, o grupo de alelos B*44 também foi menos frequente nos
pacientes quando comparado aos controles (10,6% versus 27,3%,
respectivamente, P =0,006; OR= 0,31; IC95%= 0,14-0,70). Sendo
assim, os alelos HLA e os genes KIR talvez possam ter um papel
no LNHDG-B e, esses dados precisam ser ampliados e confirmados
em estudos futuros.
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LEUCEMIAS AGUDAS E FREQUENCIA DE ANTIGENOS
HLA CLASSE II NO ESTADO DA BAHIA

Menezes EP', Santos LCS', Hora AS'
"Hosp. Univ. Prof. Edgard Santos - UFBA

As leucemias séo patologias caracterizadas por alteragdes no siste-
ma hematopoético e podem ser classificadas em: Leucemia Linfoide
Aguda (LLA), Leucemia Linfoide Crénica (LLC), Leucemia Mieloide
Aguda (LMA) e Leucemia Mieloide Crénica (LMC), cujos diagndsti-
cos estdo baseados em achados clinicos, morfologicos e imunofe-
notipicos. O complexo principal de histocompatibilidade é a regido
do genoma humano com maior polimorfismo e tém sido amplamen-
te estudado em diferentes grupos étnicos. A investigacéo do poli-
morfismo do sistema HLA pode contribuir para o entendimento da
patogénese da doenca e ajudar a definir marcadores de susceptibi-
lidade. As frequéncias dos alelos HLA em individuos com LLA e LMA
na populagdo da Bahia e Sergipe ainda nao foram determinadas.
Nesse estudo foi avaliada a frequéncia alélica do gene HLA de clas-
se |l (DRB1* e DQB1*) em 310 individuos com diagnodstico de LLA
(178) e LMA (132) residentes no Estado da Bahia e Sergipe, usando
reacdo em cadeia de polimerase com prime sequéncia especifica
(PCR-SSP) e reacao em cadeia de polimerase com oligonucleotide-
os sequéncia especifica (PCR-SSO). Nos observamos que os ale-
los DRB1*11 (13,5%), DRB1*13 (13,2%) e DRB1*07 (12,1%) foram
mais comuns para LLA. Os alelos DRB1* mais comuns para LMA
foram DRB1*13 (17,0%), DRB1*07 (14,8%) e DRB1*04 (10,6%).
Adicionalmente, identificamos que os alelos DQB1* mais comuns
para LLA foram DQB1*05 (23,3%), DQB1*06 (21,9%) e DQB1*02
(21,3%) e os alelos DQB1* mais comuns para LMA foram DQB1*06
(24,2%), DQB1*02 (22,3%) e DQB1*05 (18,9%).

018

FREQUENCIA ALELICA DE ANTIGENOS HLA CLASSE I E
II NO ESTADO DA BAHIA.

Hora AS', Santos LCS', Menezes EP’
"Hosp. Univ. Prof. Edgard Santos - UFBA

A populagéo brasileira € uma das mais geneticamente heterogéne-
as dos grupos populacionais estudados, resultado da contribuicao
imigratoria de trés grandes grupos raciais: europeu, africano e ame-
rindio. De modo geral, essa populacdo se diferencia em algumas
regides geograficas do pais. Enquanto na regido Sul, ha um maior
predominancia de caucasianos europeus, sobretudo de alemaes
e italianos (Dornelles, Callegari-Jacques et al. , 1999), na Regiédo
Norte ha uma predominancia de descendentes indigenas (Santos e
Guerreiro, 1995). Na regido Nordeste, onde miscigenagao foi muito
mais efetivo do que nas demais regides do pais (Salzano, 1997),
0 que torna praticamente impossivel distinguir um individuo como
pertencente a um dos trés grupos étnicos, o que confere a esses
individuos uma caracteristica Unica quando comparados com outros
grupos populacionais. Esse estudo teve como objetivo determinar
as frequéncias alélicas de antigenos HLA classe | (HLA-A e -B) e
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classe Il (HLA-DR) em um grupo de individuos sadios (N=3681). Os
antigenos HLA de classe | mais frequentes foram os antigenos HLA-
-A2 (24,3%), HLA-A30 (9,6%) e HLA-AB8 (7,6%), HLA-B15 (11,2%),
HLA-B35 (10,9%), HLA-B44 (10%) e HLA-B7 (7,5%). Em relagao
aos antigenos de classe |l os mais frequentes foram HLA-DR13
(15,1%); HLA-DR7 (12,3%) e HLA-DR15 (12%).

019

HLA, KIR, MICA, PARK2, AND CYTOKINE GENE FRE-
QUENCIES IN A POPULATION FROM PARANA, SOUTH-
ERN BRAZIL

Mazini PS', Franceschi DS', Rudnick CC', Reis PG', Sell AM', Fava
VM?, Mira MT?, Visentainer JEL'

"Universidade Estadual de Maringa
2Pontificia Universidade Catdlica do Parana

In the current study, the aim was to study the polymorphism fre-
quencies of genes encoding HLA, KIR, MICA, PARK and cytokine
in healthy volunteers from Parana, Southern Brazil. It were collected
289 DNA samples of volunteers with no history of HLA-associated
diseases and other demographic parameters. HLA alleles, KIR and
MICA genes were genotyped by PCR-SSO Luminex protocols.
PARK2 -2599 polymorphism in intron was investigated by real time
PCR, using the TagMan 7500 platform. Genotyping using PCR-
SSP was performed for: TNF -308/-238; IL2 -330/+166; IL6 -174;
IFNG +874; TGFB1 +869/+915; and IL10 -592/-819/-1082. The al-
lele and genotype frequency distribution in this population was in
HW equilibrium. We observed for HLA class I: 21 allelic groups for
locus A (N=284), 36 for locus B (N=285), 14 for locus C (N=284)
and, that the most frequently alleles were: HLA-A*02 (145; 25. 5%),
HLA A*24 (57; 10. 0%), HLA-A*03 (56; 9. 9%), HLA-A*01 (50; 8.
8%), and HLA-A*29 (38; 6. 7%); HLA-B*44 (74; 13. 0%), HLA-B*35
(60; 10. 5%), HLA-B*51 (48; 8. 4%), HLA-B*15 (47; 8. 2%), HLA-
B*18 (47; 8. 2%), HLA-B*07 (40; 7. 0%), and HLA-B*08 (35; 6. 1%);
HLA-C*07 (139; 24. 5%), HLA-C*04 (85; 15. 0%), HLA-C*03 (4; 11.
3%), HLA-C*05 (44; 7. 7%), HLA-C*06 (44; 7. 7%) and HLA-C*16
(40; 7. 0%). For locus HLA class Il, we found 13 allelic groups for
HLA-DRB1 (N=217), 6 for HLA-DQA1 (N=178) and 5 for HLA-DQB1
(N=184). The most frequently alleles were: HLA-DRB1*13 (69; 15.
9%), DRB1*11 (59; 13. 6%), DRB1*03 (52; 12. 0%), DRB1*07 (50;
11. 5), DRB1*15 (48; 11. 1%), DRB1*04 (42; 9. 7), and DRB1*01
(38; 8. 8%); DQA1*01 (171; 45. 7%) and DQA1*05 (78; 20. 9%);
DQB1*03 (126; 33. 7%) and DQB1*06 (104; 27. 8%). We observed
16 KIR genes in this population. KIR2DL1 , KIR3DL1 , KIR2DS4 and
KIR2DP1 genes presented frequencies of 93. 8%, 94. 1%, 96. 9%
and 97. 2%, respectively. KIR2DL3 showed a frequency of 89. 3%,
and others were near to 50% or minor. We genotyped 201 individu-
als for MICA genes: MICA *008 (113; 28. 1%), MICA *002 (73; 18.
2%), MICA *004 (48; 11. 9%) and MICA *009 (42; 10. 4%). The main
genotypes for PARK2 gene were: CT (99; 57. 9%), TT (60; 35. 1%)
and CC (12; 7. 01%) in 171 individuals. In 240 samples the citokyne
genotypes more frequently were: TNF -308 GG (177; 74. 1%); TNF
-238 GG (192; 87. 7%); IFNG +874 TA (131; 54. 6%); IL6+174 GG
or GC (219; 88. 0%); IL2 - 330 TG or GG (111; 50. 7%); IL2+166 GG
(113; 51.6%); IL10 -1082 -819 -592 GCC ATA or GCC ACC (108; 45.
0%) and TGFB1 +869 +915 TGTG or TGCG (168; 70. 6%). In con-
clusion, the knowledge about allelic gene frequencies in our region is
important for the comprehension of the distribution of these systems,
and for comparison to other populations.
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020

AVALIACAO DA EXTRAGAO DE DNA GENOMICO NA
GENOTIPAGEM HLA DE DOADORES VOLUNTARIOS DE
MEDULA OSSEA

Rosa SEA', Pereira EA', Noguti EN', Xavier DTS, Moliterno RA?

'laboratério Histogene
2Universidade Estadual de Maringa

Atipificagdo HLA no transplante de 6rgéos solidos e de células-tron-
co hematopoiéticas pela metodolodia PCR-SSO (Polymerase Chain
Reaction- Sequence Specific Oligonucleotide) tem sido amplamente
utilizada nos laboratérios de histocompatibilidade devido a facilida-
de no processamento e acuracia dos resultados. Esta técnica segue
inimeras etapas: identificagdo das amostras, conservacdo do ma-
terial, extragdo do DNA gendmico, ajuste na concentragdo do DNA,
amplificagdo do loco-especifico, corrida eletroforética, desnatura-
¢éo do produto amplificado, hibridizagdo com sondas especificas,
revelagao do produto hibridizado, leitura no equipamento LABScan,
analise de dados no programa Fusion e liberagéo dos resultados.
A extragao do DNA gendmico é parte fundamental deste processo,
uma vez que, a qualidade do material obtido tem impacto no resulta-
do final. Sendo assim, o presente trabalho se propds a avaliar a efi-
ciéncia de dois métodos de extragdo de DNA (kit A e kit B) medidos
pela média de intensidade de fluorescéncia (MFI) dos controles po-
sitivos (exons 2 e 3) do loco A. Foram utilizadas amostras de sangue
periférico de 338 doadores voluntarios de medula 6ssea de diversos
hemocentros. O DNA gendmico de 136 destas amostras foi obtido
pelo kit A, enquanto que o restante (202 amostras) foi obtido pelo
kit B de extragdo. Considerando que o valor minimo aceitavel de
MFI para os exons 2 e 3 do loco A é de 1000, observamos que das
136 amostras processadas pelo kit A 32 (23,5%) apresentaram valor
inferior a 1000. Enquanto que das 202 amostras processadas pelo
kit B apenas 13 (6,4%) tiveram valor inferior a 1000. Os resultados
demonstraram que o kit B apresentou uma maior eficiéncia quando
comparado com o kit A e sugere que este seja o kit de escolha, uma
vez que, possibilita a diminuigdo do nimero de repeti¢des, do custo
e do tempo de processamento.

021

AVALIACAO DO GRAU DE SENSIBILIZACAO CONTRA
ANTIGENOS HLA EM PACIENTES RENAIS CRONICOS
DA REGIAO NORTE E NOROESTE DO PARANA

Xavier DTS?, Noguti EN', Pereira EA', Rosa SEA', Moliterno RA?

"Laboratério Histogene
2Universidade Estadual de Maringa

Os anticorpos anti-HLA exercem um papel fundamental na rejei¢céo
hiperaguda e aguda do enxerto em transplantes de 6rgéaos e de
células. Na rejeigao cronica, sua presencga esta relacionada com o
tempo de sobrevida do enxerto. Sendo assim, a sensibilizagéo dos
pacientes representa um desafio tanto para o paciente quanto para
toda a equipe médica envolvida, tornando-se um grande obstacu-
lo para a busca de um melhor par doador-receptor compativel. O
presente estudo realizou um levantamento dos resultados de Pai-
nel de Reatividade de Anticorpos (PRA) dos pacientes na fila para
transplante renal atendidos pelo Laboratério Histogene de Maringa
e verificou o grau de sensibilizagéo contra os antigenos HLA. Nesta
avaliagao, foram obtidos os resultados de PRA de 420 pacientes na
fila de espera para o transplante de rim pelo método de detecgao de
anticorpos usando beads revestidas por antigenos HLA (One Lam-
bda®, Canoga Park, CA), LUMINEX (LabScan TM 100). A classifi-
cacgao quanto o grau de sensibilizagéo contra antigenos, teve como
base percentuais que correspondem as faixas de PRA 0%, 1% -
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25%, 26% - 50%, 51% - 75% e 76% - 100%, tanto para anticorpos
contra antigenos HLA Classe | quanto para os de Classe Il. Nessa
amostra 62% dos pacientes sdo do sexo masculino e 38% do sexo
feminino. Sendo que, 59% e 70% dos pacientes nao séo sensibili-
zados para classe | e classe Il, respectivamente. No grupo dos pa-
cientes sensibilizados pelas moléculas de Classe | verificamos um
maior grau de sensibilizagéo na faixa de PRA 1% - 25% (19% dos
pacientes), enquanto que para as moléculas de Classe Il houve uma
distribuicdo equitativa nos percentuais das amostras. A avaliacéo
periodica do PRA dos pacientes tanto na fase pré-transplante como
na poés-transplante é informativo no sentido de contribuir na melhor
selecéo do par doador-receptor, pois permite avaliar a quantidade e
eventualmente as especificidades dos anticorpos anti-HLA e desse
modo, acompanhar a evolugéo de uma crise de rejeicéo e adequar
um tratamento preventivo ao paciente.

022

DETECEI\O DE UM NOVO ALELO HLA-B*15 EM UMA PO-
PULACAO DE DOADORES VOLUNTARIOS DE MEDULA
OSSEA NO ESTADO DO PARANA-BRASIL.

Pereira EA', Xavier DTS, Noguti EN', Rosa SEA', Pereira NF2, Mo-
literno RA3

"Laboratério Histogene
2Universidade Federal do Parana
3Universidade Estadual de Maringa

O MHC (Major Histocompatibility Complex) € uma extensa regido
génica que possui elevado grau de polimorfismo. Na espécie hu-
mana, esses genes recebem a denominagéo de sistema HLA (Hu-
man Leukocyte Antigen), e sdo agrupados em trés regides subdi-
vididas em regido de classe I, classe Il e classe Ill, de acordo com
a sua localizagdo no brago curto do cromossomo 6. As moléculas
HLA desempenham um papel importante na resposta imune, apre-
sentando peptideos a células do sistema imune que distinguem
o proprio do nao proprio. Na regido de Classe | o grupo alélico
HLA-B*15 é amplo, nele se encontram descritos atualmente 296
alelos que codificam dez especificidades proteicas distintas. Den-
tre estes, onze alelos s&o nulos, um alelo questionavel. Nao foram
descritos alelos de baixa expressédo. Este resumo descreve um
novo alelo HLA-B*15, o qual identificado durante a primeira fase de
triagem de Doadores Voluntarios de Medula Ossea do estado do
Parana — Brasil. Este novo alelo HLA-B*15 foi identificado em uma
populagao de 31. 826 Doadores Voluntarios de Medula Ossea du-
rante rotina de triagem do Laboratério Histogene de Maringa. Para
a realizagao da genotipagem HLA foram coletadas amostras de 5
mL de sangue total em tubos de EDTA. Em seguida foi realizada a
extragdo do DNA gendmico pelo método de separagéo por coluna,
utilizando o Kit Purilink®, seguindo o protocolo do fabricante. O DNA
obtido foi amplificado pela técnica da reagdo em cadeia da polime-
rase (PCR), utilizando sequéncia primer loco-especificos, seguido
de hibridizacéo, utilizando a técnica RSSO-LABType®OneLambda®
baixa média resolugdo seguindo o protocolo do fabricante. Apos
hibridizagao, a leitura dos resultados foi realizada através da Pla-
taforma LABScanTM100 seguido de analise no software HLA Fu-
sion versao 2. 0. Apds analise, somente o loco HLA-A e HLA-DR
apresentaram resultados conclusivos. Foi realizado um novo teste
para o loco HLA-B utilizando o método PCR-SSP utilizando o kit
Micro SSP TM Classe | e Classe Il genérico, seguindo o protocolo
do fabricante. Posterior a corrida eletroforética e analise dos resul-
tados através do software HLA Fusion versao 2. 0, o resultado foi
inconclusivo. Em seguida a amostra foi encaminhada para anali-
se ao Laboratério XMol de Curitiba, onde foram realizados varios
testes pela técnica RSSO-LABType®com diferentes diluigdes da
amostra de DNA, os quais mantiveram resultado inconclusivo, com
a indicagao da possibilidade de novo alelo. A amostra foi entéo
encaminhada para a realizagédo de SBT (sequence-based typing)
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ao Laboratério de Imunogenética do Hospital das Clinicas da Uni-
versidade Federal do Parana. Apds o sequienciamento de bases
foi detectada a presenga de uma mutagao no codon 154 (subs-
tituicdo de G por A) no alelo HLA-B*15:08, indicando a presenca
de um novo alelo. A mutagéo ocorrida foi do tipo silenciosa onde
a substituicdo das bases G por A nao implicou na alteragéo da co-
dificagdo do aminoacido (GAG- Glu. . . GAA- Glu), ndo alterando
assim a estrutura da molécula HLA expressa na superficie celu-
lar. A amostra sera encaminhada para clonagem em cDNA, para
confirmagéo do novo alelo. Ressalta-se assim a importancia da
investigagdo mais aprofundada de amostras de dificil tipificacao
na rotina de laboratérios de triagem de Doadores Voluntarios de
Medula Ossea, onde podem ser descobertos novos alelos HLA.

023

DIVERSIDADE DOS LOCOS HLA CLASSE I (A E B) E
CLASSE II (DRB1) EM UMA POPULACAO MISTA DO
PARANA

Reis PG, Bettoni AC', Ayo CM', Mazini PS', Sell AM', Moliterno
RA', Visentainer JEL'

'Universidade Estadual de Maringa

Introdugéo: A populagéo brasileira apresenta grande mistura racial
e devido a diferencgas no grau e padrao de miscigenagéo, a compo-
sicdo da nossa populagdo pode variar consideravelmente de uma
regido para outra. Os Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) ca-
racterizam-se por seu elevado grau de polimorfismo e distribuigado
variavel entre os diferentes grupos populacionais. Assim, a definicdo
do perfil imunogenético de cada regido é essencial para estudos de
frequéncia e a identificagdo das especificidades HLA entre os indi-
viduos se faz necessaria. Objetivo: Realizar um levantamento das
frequéncias alélicas e haplotipicas HLA-A, -B, e -DRB1 e calcular
o desequilibrio de ligacdo em uma populagéo mista do estado do
Parana. Métodos: Foram analisadas amostras de doadores bran-
cos e mulatos, ndo aparentados, cadastrados no Registro Nacio-
nal de Doadores de Medula Ossea (REDOME) provenientes das
regides norte e noroeste do estado do Parana. A genotipagem dos
grupos alélicos HLA-A e -B foi realizada por PCR-SSO com me-
todologia Luminex (One Lambda® CA, USA) em 675 individuos e
dos alelos HLA-DRB1 foi realizada por PCR-SSOP HD (High Defi-
nition) com metodologia Luminex (One Lambda®, CA, USA) em 633
individuos. As frequéncias alélicas e haplotipicas, o equilibrio de
Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligagdo foram determinados
pelo software ARLEQUIN versao 3. 11. Resultados: A distribuicéo
dos alelos HLA para os trés locos estava em equilibrio de Hardy-
-Weinberg. Foram observados 22 grupos alélicos para o loco HLA-
-A, sendo os mais frequentes HLA-A*02 (27,59%), *03 (9,79%),*01
(9,56%), *24 (9,42%),768 (6,15%) e *11 (5,78%). Para o loco HLA-B,
foram observados 35 grupos alélicos, e os de maior frequéncia fo-
ram: HLA-B*35 (11,64%), *44 (10,45%), *51 (8,90%), *15 (7,64%),*7
(6,82%) e *18 (6,37%). Os alelos HLA-DRB1 somaram 54 e os mais
frequentes foram HLA-DRB1*03:01 (8,92%), *11:01 (8,37%), *15:01
(6,16%),*01:01 (6,00%) e *13:01 (6,00%). Foram encontrados 399
haplotipos HLA-A/B possiveis, sendo que, HLA-A*02/B*51 (4,42%),
A*01/B*08 (3,06%) e A*02/B*15 (2,83%) foram os de maior frequén-
cia. Foram observados 2893 haplotipos HLA-A/B/DRB1 possiveis
e os mais frequentes foram HLA-A*02/B*51/DRB1*07:01 (1,13%)
e A*02/B*35/DRB1*13:01 (1,02%). Os resultados obtidos para o
desequilibrio de ligagdo mostraram significancia apenas para o
haploétipo HLA-A*01/B*08 (p = 0,0002; D’= 0,2893). Conclusao: O
conhecimento da diversidade dos alelos HLA em nossa regidao é
importante para a compreenséo da biologia de distribuicdo desse
sistema e informativo para estudos populacionais. Estes dados ain-
da poderao contribuir na selecdo dos doadores de transplante de
6rgaos e de medula éssea, na medicina forense e nos estudos de
associagao das variantes HLA com doencas.

Rev Bras Hematol Hemoter. agosto 2012; 34(Supl. 1):11-22

024

DISTRIBUIGAO DE ALELOS E HAPLOTIPOS DE ANTI-
GENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS LOCI A, B E DRB1
EM UMA AMOSTRA DE DOADORES VOLUNTARIOS DE
MEDULA OSSEA (DVMO) DO PIAUI.

Carvalho MG', Filho HLAS', Macédo MB', Barroso JRPM', Sou-
sa LCDM', Aratjo AS', Silva AS', Tsuneto LT?, Neto JMM', Monte
SJHD'

"Universidade Federal do Piaui
2Universidade Estadual de Maringa

O sistema HLA é altamente informativo em estudos de genética de
populagdes, devido ao seu elevado polimorfismo e ao forte desequi-
librio de ligagao entre alelos de locos proximos. Essas propriedades
permitem que a tipificacdo HLA seja utilizada como um instrumento
de investigagao para caracterizar a composicdo genética de dife-
rentes povos, uma vez que a freqiiéncia dos alelos HLA e o padréao
de haplétipos séo caracteristicos de cada etnia e populagéo. Isso é
de grande relevancia para os programas de transplante de 6rgaos e
tecidos ja que a selegao do doador é por “match”HLA.

Assim, o objetivo foi descrever as frequéncias alélicas e haplotipi-
cas dos DVMO do Piaui considerando que essa populagao esteja
em equilibrio de Hardy-Weinberg. Metodologia: Foram estudados
21. 943 DVMO tipados por PCR SSOPH, cadastrados no banco de
dados do LIB-UFPI (Teresina-Brasil) entre 2004 e 2011. A analise
de genética de populacgéo foi feita utilizando o software Arlequim
verséo 3. 11 pelo método de Guo e Thompson e algoritmo EM
respectivamente para testar as premissas do equilibrio de Hardy-
Weinberg, e calcular as frequéncias haplotipicas. A analise multiva-
riada desses dados estratificados por municipios foi feita por meio
do método de Analise de Componente Principal. Os municipios que
entraram no estudo continham no minimo 10 doadores voluntarios.
Resultados e Discussao: Foram identificados 21 diferentes grupos
alélicos no locus A, 32 em locus B e 13 em locus DRB1. Os cinco
grupos alélicos mais frequentes de cada loco foram: HLA-A, A*02
(25%), A*24 (9%), A*03 (8%), A*01 (7%) e A*30 (7%); HLA-B, B*15
(11%), B*35 (11%), B*44 (10%), B*51 (7%) e B*07 (6%); HLA-DRB1,
DRB1*13 (14%), DRB1*04 (13%), DRB1*07 (12%), DRB1*15 (10%)
e DRB1*03 (9%). Para os haplétipos, os trés mais frequentes foram:
A*29 B*44 DRB1*07, A*01 B*08 DRB1*03 e A*03 B*07 DRB1*15.
As oito primeiras componentes principais representam 51,3% da
variabilidade total das 66 variaveis originais estudadas. Dez dos 52
municipios apresentaram um grande distanciamento génico e esses
estéo localizados geograficamente nos extremos Norte e Sudeste
do Estado. Esses resultados auxiliarao os programas de transplante
de 6rgaos para definir a probabilidade de achar doador, definicédo
de PRA calculado e referencial para busca de regides piauienses
pouco representadas no banco de DVMO.

025

INTERFERENCIA DE CELULAS MATERNAS NA TIPAGEM
HLA DE PACIENTE COM IMUNODEFICIENCIA COMBI-
NADA SEVERA

Getz J', Piovezan BZ', Ramos MM', Dornelles LN', Lima ACM', Qui-
roga MR', Melo MF', Pereira NF'

"Laboratério de Imunogenética do Hospital de Clinicas da UFPR

Introdugdo: Paciente com Imunodeficiéncia Combinada Severa
(SCID) foi referido ao laboratério para busca de doador de célu-
las-tronco hematopoéticas. Resultados: tipagem HLA do irméo e
dos pais mostrou resultados normais para os genes HLA-A, B, C,
DRB1 e DQB1; mas os resultados do paciente foram inconclusivos
para os locos B e C na tipagem de média resolu¢do por SSO e na
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alta resolugao por sequenciamento direto do DNA (SBT) isolado de
sangue periférico. A pesquisa de células maternas nesta amostra
de sangue periférico do paciente, utilizando-se locos STR, mostrou
presenca de 62% de células oriundas da mae. Apos esta observa-
¢ao foi solicitada nova amostra do paciente, desta vez células de
mucosa bucal. O genétipo HLA da mae é A*02:01 C*08:02 B*14:02
DRB1*01:02 DQB1*05:01/A*02:01 C*07:02P B*07:02P DRB1*01:02
DQB1*05:01, e o do paciente, com amostra de swab bucal, é
A*01:01 C*07:01P B*08:01 DRB1*03:01 DQB1*02:01/A*02:01
C*08:02 B*14:02 DRB1*01:02 DQB1*05:01. A interferéncia das
células maternas na tipagem HLA do paciente, feita com DNA de
sangue periférico, ndo impediu a obtengéo de resultado para HLA-
-A, DRB1, DQB1 devido a homozigose da mae nestes trés locos.
Entretanto, foi observado que nas posigbes heterozigotas do pa-
ciente, os picos do eletroferograma com maior intensidade de sinal
eram referentes aos alelos de origem materna. Nos locos HLA-Be C
os resultados foram inconclusivos devido a presencga de trés alelos
diferentes. Isto foi observado no padrédo de reatividade das sondas
usadas na tipagem por SSO, onde aquelas conjugadas as microes-
feras 1, 23, 39, 41, 51, 69 e 75 (loco B) e 37 (loco C), especificas de
sequéncias presentes nos alelo maternos ndo herdados B*07:02P
e C*07:02P, mostraram reagao positiva no DNA de sangue periféri-
co e reagao negativa no de swab bucal. A interferéncia das células
maternas foi também observada na tipagem HLA-B e C por SBT. A
comparagao dos eletroferogramas das duas amostras mostrou que
posigdes heterozigotas em sangue periférico sdo homozigotas em
swab bucal, e posi¢des heterozigotas em swab bucal quando anali-
sadas em sangue periférico apresentam trés picos correspondentes
a presenca de trés bases diferentes. No loco B, a analise de swab
bucal versus (vs) sangue periférico mostrou, respectivamente, os
seguintes resultados: 103G vs G/T, 165G vs G/C, 272T/G vs T/G/A,
277Avs A/G, 280A vs A/C, 282C vs C/A, 283A vs A/G, 412A vs A/G,
477G vs GIC, 486C vs C/G, 539T/Avs T/A/G, 559A vs A/G, 560C vs
C/A, 605C vs C/A, 618G vs G/T, 693C vs C/T. No loco HLA-C, o pico
homozigoto na posigcao 368 (A) em swab bucal tornou-se heterozi-
goto em sangue periférico (A/C). As bases de DNA extras, identifi-
cadas no SBT de sangue periférico, sdo compativeis com a presen-
¢a dos alelos maternos néo herdados. Concluséao: O relato deste
caso demonstra a importancia de utilizar amostra biolégica adequa-
da para obter um resultado de tipagem HLA correto nos pacientes
com SCID. Esta é uma doenca grave, caracterizada pela disfungéo
combinada de linfécitos T e B, para a qual o tratamento indicado &
o transplante de células-tronco hematopoéticas. Considerando-se
que muitos destes pacientes apresentam quimerismo em sangue
periférico, pela presenca de linfécitos T maternos, deve-se solicitar
amostra bioldgica alternativa para o isolamento de DNA e realiza-
¢éo da tipagem HLA, sendo as células de mucosa bucal adequadas
para este tipo de procedimento.

026

EPHLA CONVERTER - UM WEBSITE PARA Al!_TOMACi\O
DA INFERENCIA DO HLA DE ALTA RESOLUCAO.

Barroso JRPM', Monte SJH', Silva AS', Carvalho MG', Araujo AS',
Filho HLAS', Macédo MB", Sousa LCDM!

"Universidade Federal do Piaui

Definir HLA em alta resolugao é importante para transplante de me-
dula éssea entre individuos n&o aparentados e para analise de com-
patibilidade em pacientes sensibilizados aguardando transplante de
orgéaos solidos facilitando identificagéo dos “mismatches’aceitaveis,
utilizando o algoritmo HLAMatchmaker, recentemente automatizado
no software EpHLA (Sousa, Sales Filho et al. , 2011). Contudo, cus-
tos elevados e falta de acesso ao método impedem que a tipificagéo
HLA de alta resolucdo seja rotineiramente aplicada a todos os pa-
cientes sensibilizados contra antigenos HLA. Usualmente, técnicas
de média resolugao geram tipagens que definem apenas grupo alé-

18

lico (2 primeiros digitos) e a lista de possibilidades de alelos dentro
desse grupo (codigo NMDP), onde o alelo do paciente esta contido.
Utilizando dados de frequéncias alélicas descritos em populagdes
de referéncia é possivel inferir alelos HLA (alta resolugado) a partir da
tipagem em média. No presente trabalho, descreveremos o progra-
ma web EpHLA Converter que permite inferir HLA em alta resolugéo
a partir da tipagem em média e baixa resolugéo e que foi recente-
mente integrado ao programa EpHLA. Metodologia: O programa
EpHLA Converter, desenvolvido em linguagem Phyton, utiliza dados
de tipagem HLA em média ou baixa resolugao em buscas a bancos
de dados publicos e retorna as tipagens HLA de alta resolugao mais
provaveis em uma determinada populagéo. Os bancos de dados
publicos consultados s&o o “ImMunoGeneTics program” (IMGT) e o
“National Marrow Donor Program” (NMDP). No primeiro, o EpHLA-
Converter checa a validade de todos os alelos de alta resolugéo
retornados (Marsh, Albert et al. , 2010). No NMDP o EpHLACon-
verter decodifica o codigo NMDP em alelos e as respectivas frequ-
éncias por etnias da populagdo americana (Maiers, Gragert et al. ,
2007), permitindo ao usuario escolher o melhor alelo para o caso.
No processo de inferéncia da tipagem de alta resolugéo, o EpHLA-
Converter utiliza como entrada os seguintes dados fornecidos pelo
usuario: (i) populacao de referéncia; (ii) locus HLA; (iii) grupo alélico
e; (iv) codigo NMDP. Como resultado, o programa EpHLAConverter
lista os alelos em alto nivel ordenados por frequéncia. Resultados
e Discussao: Utilizamos o EpHLA Converter para inferir os alelos
mais provaveis de um paciente para o locus A. A média resolugéo
foi A*02:BXYG, A*02:WHG. Considerando apenas o grupo alélico,
ele seria considerado homozigoto. Utilizando o segmento hispanico
da populagdo americana como referéncia, a tipagem HLA em alta
resolugdo de maior frequéncia encontrada pelo EpHLA Converter
foi A*02:01 e A*02:02. Considerando que o cédigo WHG contempla
apenas os alelos A*02:02 / A*02:47, isso elimina a possibilidade de
homozigozidade para A*02:01. De fato, a tipagem por alta resolugéo
confirmou heterozigozidade: A*02:01 e A*02:02. Essa automacéo
viabilizara inferir alelos HLA mais provaveis a partir de tipagens em
baixa e média resolugéo. MAIERS, M. et al. High-resolution HLA al-
leles and haplotypes in the United States population. Hum Immunol
[S.1.],v.68,n.9, p. 779-88, Sep 2007. MARSH, S. G. et al. Nomen-
clature for factors of the HLA system, 2010. Tissue Antigens [S. I. ],
V. 75, n. 4, p. 291-455, Apr 2010. SOUSA, L. C. D. M. et al. EpHLA:
An innovative and user-friendly software automating the HLAMatch-
maker algorithm for antibody analysis. Transpl Immunol [S. I. ], v. 25,
n. 4, p. 210-6, Dec 2011.

027

D'I_ESCRICI‘-'\O DE TRES NOVOS ALELOS HLA NA POPULA-
CAO BRASILEIRA

Moraes ME', Campiotto S?, Motta CH?, Souza TS', Martinez MR?3,
Hue MI', Martinez M?, Pontes GN?, Romero M, Torres M?

'JRM-Investigagbes Imunoldgicas - Rio De Janeiro, RJ
2L IG-Laboratério De Imunogenética - Sdo Paulo - SP
3Fundag&o Amaral Carvalho - Jau - Sdo Paulo - SP

Introdugao: Concomitante ao incremento do niumero de tipificagdes
HLA para o Registro Brasileiro de Doadores Voluntarios de Medula
(REDOME) em diversos grupos raciais, houve um aumento da iden-
tificacdo de novos alelos na nossa populagéo. Objetivo: O objetivo
deste trabalho é descrever a identificagdo de 3 novos alelos HLA
dos loci A, B e DRB1, identificados durante a tipificagdo de doadores
e pacientes do REDOME. Material e Método: Inicialmente, o mé-
todo utilizado para a tipificagdo HLA foi o PCR-SSO (One Lambda,
Inc), utilizando-se a plataforma Luminex. Na presenca de padrbes
de hibridizagao andmalos com reagdes falso positivas (FP) ou falso
negativas (FN); os testes foram confirmados por PCR-SSO (Inno-
LiPA - Innogenetics) e por sequenciamento (SBT), utilizando-se os
reagentes comerciais da Life Technologies e Abbott. Os alelos dos
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locos A e DRB1 foram sequenciados separadamente utilizando-se
os reagentes da Protans e o loco B pela Life Technologies. Resulta-
dos: O novo alelo do loco A, HLA-A*23, quando inicialmente testado
por Luminex, apresentou uma reacéo FN com a “bead”12, que reco-
nhece a sequéncia de aminoacidos 63E-GK66. Por InnoLiPA, as re-
acdes FN com a sonda 7 e FP com a sonda 8 detectaram alteragdes
do padréao de hibridizagdo nessa mesma regido entre os codons 62
a 65 (sonda 7) e 66 a 70 (sonda 8). Esse novo alelo, denominado
inicialmente HLA-A*23:01:01v, apresentava duas substituicdes de
nucleotideos quando comparado ao A*23:01:01. Uma, na posi¢éo
265, onde o G foi substituido por C (cédon 65. 1, G GG -> C GG),
resultando numa troca de aminoacidos, onde a Glicina foi substitu-
ida pela Arginina (G -> R) e a outra, no nucleotideo 270, onde o A
foi substituido por um T (cédon 66. 3, AAA ->AAT),resultando em
troca de aminoacidos: Lysina sendo substituida por Asparginina (K
-> N). O outro, do loco B, quando testado por Luminex, apresentou
um resultado sem solugéo e. quando solicitada a reandlise com 3
reagdes falsas, os padrdes analisados identificavam HLA-B*49 e
B*35. Repetido por InnoLiPA, foi detectada uma reagdo FP na son-
da 28 (cédon 72-77) e reacdes FP e FN nas sondas 47 e 52 que
identificavam as sequéncias de nucleotideos entre os cédons 113 a
116 e 115 a 116, respectivamente. Por SBT, esse alelo denominado
HLA-B*35:49v diferia do HLA-B*35:49 por duas substituicées de nu-
cleotideos, uma no exon 2, posicéo 220 onde T -> G (codon 74. 1,
TAC -> G AC), resultando em troca de aminoacido de Tirosina para
Acido Aspartico (Y->D), outra, no exon 3, nucleotideo 347, onde C ->
T (codon 116. 2, TC C -> TT C), resultando em troca de aminoacido
de Serina para Fenilalanina (S -> F). O terceiro novo alelo, do loco
DRB1, foi detectado diretamente por SBT quando solicitada uma
Tipificagcéo confirmatéria (CT) para um paciente do REDOME. A di-
ferenga entre essa variante de DRB1*15:01:01 foi uma substituigao
no nucleotideo 155, cédon 23. 2, onde o G foi substituido por C (CG
G -> CC G), resultando na troca de aminoacido de Arginina para
Prolina (R -> P). Concluséao: Os padrées nao usuais de hidridizagao
devem sempre ser levados em consideracéo, porque, mesmo em se
tratando de apenas uma sonda FN ou FP, ela pode traduzir o padréo
de um novo alelo, e, nesse caso, € imprescindivel a confirmagao por
outras metodologias, incluindo o SBT. A denominacéo oficial desig-
nada pelo Comité Oficial de Nomenclatura da Organizagéao Mundial
de Saude (WHO) desses novos alelos é: HLA-A*23:51, B*35:198 e
DRB1*15:76.

028

DESCRICAO DAS FREQUENCIAS GRUPO ALELICAS E
HAPLOTIPICAS DOS LOCI HLA-A, -B E -DRB1 EM PO-
PULACAO PARANAENSE COM ANESTRALIDADE ORIEN-
TAL

Zeck SC', Costantino PR', Bicalho MG’
"Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade - UFPR

O Sistema HLA (Human leukocyte antigens), devido ao seu elevado
polimorfismo e ao desequilibrio de ligagao entre alelos de diferen-
tes loci , é altamente informativo em estudos de genética de popu-
lagdes. O conhecimento da frequéncia grupo alélica e haplotipica
pode contribuir para o planejamento da busca de doadores nao apa-
rentados de medula 6ssea. Este estudo tem por objetivo ampliar o
conhecimento sobre a diversidade HLA na populagao paranaense
descendente de orientais.

A amostra é constituida de 1681 doadores voluntarios de medula
6ssea oriundos, quase que em sua totalidade, do Estado do Para-
na, genotipados no Laboratdrio de Imunogenética e Histocompati-
bilidade da UFPR. A escolha dos doadores foi realizada com base
na autodeclaragdo como pertencente ao grupo-étnico orientail. O
DNA gendmico foi extraido a partir de sangue periférico utilizando a
técnica salting-out e/ou kits comerciais (EZ-DNA, iPREP® Purelink®
gDNA Blood Kit, ou Biopur® Spin). A caracterizagdo dos grupos de
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alelos dos loci HLA-A, -B e -DRB1 foi feita pelo método de PCR-
-SSOP, empregando-se o Kit LABType® RSSOP (One Lambda, CA,
USA) para baixa resolugao. Os dados foram formatados utilizando-
-se o programa CONVERT v. 1. 31 (GLAUBITZ, 2004) e adicionados
ao O programa ARLEQUIN v. 3. 11 (EXCOFFIER et al . , 2005) para
o célculo das freqiiéncias alélicas e para estimar as freqliéncias ha-
plotipicas pelo método da maxima verossimilhanga. Os grupos alé-
licos observados com maior frequéncia foram: HLA-A*02 (24,1%), e
-A*24 (22,2%); HLA-B*35 (10,4%) e -B*15 (10,1%); HLA-DRB1*04
(17,3%) e -DRB1*15 (13,3%). Os haplotipos mais frequentes foram
A*24-B*52-DRB1*15 (4,1%,) e A*33-B*44-DRB1*13 (2,1%).
Espera-se que os dados obtidos no presente trabalho sejam infor-
mativos para estudos populacionais, bem como para a busca de
doadores nédo aparentados de medula ¢ssea. Estudos dessa natu-
reza sao esclarecedores sobre a populagao brasieleira, possibilitan-
do uma melhor avaliagdo do componente genético de populagdes
descendentes de oriental.

029

ASSOCIAGCAO ENTRE HLA-DRB1 * E INFECCAO POR
HEPATITE B EM DOADORES DE SANGUE

Corréa BM', Lopes EPA?, Albuquerque MFPM?

'HLA Diagnéstico
2UFPE

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi determinar a associa-
¢ao genotipica dos alelos de classe Il dos antigenos leucocitarios
humanos (HLA) presentes no locus DRB1* entre doadores de san-
gue da Fundacdo Hemope (Brasil), infectados e imunizados pelo
virus da hepatite B (HBV). Métodos: estudo caso-controle foi reali-
zado com um grupo de individuos infectados pelo HBV e um grupo
controle composto de individuos imunizados na proporgéo de 1:4.
Amostras de sangue foram coletadas para a tipagem HLA do locus
DRB1*. Andlises univariada e multivariada foram realizadas para a
avaliagéo de associagdes entre as variaveis categoricas pelo teste
do qui-quadrado e teste exato de Fisher. Resultados: Um total de
320 doadores de sangue foram analisados [241 homens (75%) e 79
do sexo feminino (25%) com idade média de 39 anos]. O grupo de
casos consistiu de 64 doadores infectados pelo HBV e o grupo con-
trole foi composto de 256 doadores imunes ao HBV. A analise mul-
tivariada estratificada por sexo revelou que o alelo DRB1*09 foi as-
sociado com os doadores infectados do sexo masculino (p = 0,016)
e do alelo DRB1*08 foi associado com os doadores infectados com
idade entre 39 anos ou mais jovens (p = 0,031). Conclusées: Os
resultados do presente estudo revelam que doadores de sangue
mais jovens e doadores de sangue do sexo masculino que exibem,
respectivamente, os alelos DRB1*08 e DRB1*09 s&o mais susceti-
veis a cronificacéo da infeccéo pelo HBV.

030

DISTRIBUIGAO DE ALELOS E HAPLOTIPOS DE ANTI-
GENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS LOCI A, B E DRB1
EM UMA AMOSTRA DE DOADORES VOLUNTARIOS DE
MEDULA OSSEA (DVMO) DO RIO GRANDE DO NORTE.

Macédo MB', Hemonorte?, Carvalho MG', Neto JMM', Tsuneto LT?,
Silva AS', Sousa LCDM?, Barroso JRPM?, Araujo AS', Monte SJH'

"Universidade Federal do Piaui
2Governo do Estado do Rio Grande do Norte
3Universidade Estadual de Maringa

O sistema HLA é altamente informativo em estudos de genética de

populagdes, devido ao seu elevado polimorfismo e ao forte desequi-
librio de ligagao entre alelos de locos proximos. Essas propriedades
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permitem que a tipificagdo HLA seja utilizada como um instrumento
de investigagdo para caracterizar a composicdo genética de dife-
rentes povos, uma vez que a freqliéncia dos alelos HLA e o padrao
de haplétipos séo caracteristicos de cada etnia e populagéo. Isso é
de grande relevancia para os programas de transplante de 6rgaos
e tecidos ja que a selegao do doador € por “match”HLA. Assim, o
objetivo foi descrever as frequéncias alélicas e haplotipicas dos
DVMO do Rio Grande do Norte considerando que essa populagéo
esteja em equilibrio de Hardy-Weinberg. Metodologia: Foram es-
tudados 12. 793 DVMO tipados por PCR SSOPH, cadastrados no
banco de dados do LIB-UFPI (Teresina-Brasil) entre 2004 e 2011. A
analise de genética de populagéo foi feita utilizando o software Arle-
quim versao 3. 11 pelo método de Guo e Thompson e algoritmo EM
respectivamente para testar as premissas do equilibrio de Hardy-
Weinberg, e calcular as frequéncias haplotipicas. A andlise multiva-
riada desses dados estratificados por municipios foi feita por meio
do método de Analise de Componente Principal. Os municipios que
entraram no estudo continham no minimo 10 doadores voluntarios.
Resultados e Discussao: Foram identificados 21 diferentes grupos
alélicos no locus A, 35 em locus B e 13 em locus DRB1. Os cinco
grupos alélicos mais frequentes de cada loco foram: HLA-A, A*02
(25%), A*24 (10%), A*01 (9%), A*03 (8%) e A*68 (7%); HLA-B, B*44
(11%), B*35 (11%), B*15 (10%), B*51 (8%) e B*07 (6%); HLA-DRB1,
DRB1*13 (16%), DRB1*04 (14%), DRB1*07 (12%), DRB1*01 (10%)
e DRB1*11 (9%). Para os haplotipos, os trés mais frequentes foram:
A*01 B*08 DRB1*03, A*29 B*44 DRB1*07 e A*02 B*44 DRB1*04.
As seis primeiras componentes principais representam 53% da va-
riabilidade total das 66 variaveis originais estudadas. Oito dos 33
municipios apresentaram um grande distanciamento génico. Esses
resultados auxiliardo os programas de transplante de érgaos para
definir a probabilidade de achar doador, definigdo de PRA calculado
e referencial para busca de regides do Rio Grande do Norte pouco
representadas no banco de DVMO.

031

A ;[MPORT[\NCIA DA TIPIEICACEO HLA-DQ NO DIAG-
NOSTICO DA DOENCA CELIACA

Bub C', Roz S', Gregorio S', Lima L', Val FC', Vinick A", Rosseto E?,
Mangueira C?, Torres M’

'Setor de Histocompatibilidade - Laboratério de Patologia Clinica -
Hospital Israelita Albert Einstein - S&o Paulo - SP

2Setor de Imunologia - Laboratério de Patologia Clinica - Hospital
Israelita Albert Einstein - Sdo Paulo - SP

Introdugéo: O diagnostico da doencga celiaca pode ser realiza-
do segundo um complexo algoritmo de testes que engloba des-
de exames soroldgicos, biopsia endoscépica do trato gastro-
-intestinal e tipificagdo do heterodimero HLA-DQ2 e/ou -DQ8 (o
heterodimero HLA-DQ?2 ¢é codificado pela combinagéo dos alelos
HLA-DQA1*05:01 ou HLA-DQA1*05:05 com DQB1*02. Ja o hete-
rodimero HLA-DQ8 pela combinagao dos alelos HLA-DQA1*03:01
ou HLA-DQA1*03:02 com DQB1*03:02). Contudo, o HLA-DQ2
e —DQ8 nao é especifico para a doenga celiaca, pois ele é de-
tectado em 30% da populagédo em geral, dados que n&o foram
analisados exclusivamente na populagéo brasileira. Por vezes,
este diagnostico se torna dificil, uma vez que na biépsia a atrofia
das vilosidades intestinal pode ser irregular, e pode estar presente
numa variedade de outras doencgas. Neste contexto, quando ha bi-
Opsia duvidosa ou dificuldade na realizagao de bidpsias seriadas,
a associacgao dos testes sorologicos positivos e pequisa do hete-
rodimero DQ2 e/ou DQ8 se faz importante. Objetivo: O objetivo
deste estudo é investigar se a pesquisa HLA-DQ2 ou -DQ8, quan-
do positiva e associada a testes sorologicos (anti-endomisio, anti-
-transglutaminase IgA e anti-gliadina IgA e 1gG) também positivos,
colabora para o diagnéstico da doenca celiaca quando a bidpsia
intestinal € duvidosa ou ausente. Material e Métodos: Foram ana-
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lisadas 388 amostras que deram entrada nos setores de Imunolo-
gia e Histocompatibilidade do Laboratério de Patologia Clinica do
HIAE durante o periodo de setembro de 2009 a maio de 2011 para
pesquisa do heterodimeros, HLA-DQ2 e —DQ8, assim como para
deteccdo de anti-transglutaminase, anti-gliadina e anti-endomisio.
A tipificacdo HLA-DQA1 e -DQB1 foi realizada por PCR-SSO
(One Lambda, Inc. ). Os exames soroldgicos anti-gliadina e anti-
-transglutaminase tecidual Ig-A e 1g-G realizados por método imu-
noenzimatico, ja os anticorpos anti-endomisio Ig-A por imunoflu-
orescéncia indireta. Calculamos a frequéncia desta tipagem HLA
nesta populagéo e sua correlagado entre os exames soroldgicos,
quando algum destes fossem positivos. Resultados: A frequéncia
do heterodimero HLA-DQ2 ou DQ8 foi de 63% (244/388). Do to-
tal de amostras selecionadas, 31 (8%) apresentaram pelo menos
um dos exames sorolégicos positivos e o DQ2 e/ou DQ8 estava
presente em 62% (19/31). Quando anti-endomisio presente (6/31),
100% dos casos apresentavam um dos heterodimeros positivos. A
anti-transglutaminase foi positiva em 16/31 e anti-gliadina 21/31.
Nestes dois subgrupos, o HLA-DQ2 ou DQ8 foi positivo em 88%
(14/16) e 53% (11/21) das amostras, respectivamente. Discussao:
A positividade do heterodimero HLA-DQ2 e —DQ8 foi estatistica-
mente significante quando os exames sorolégicos anti-endomisio
e anti-transglutaminase também eram positivos. O presente estu-
do n&o considerou dados clinicos e acompanhamento seriado de
biopsia intestinal o que poderia complementar nas analises dos
dados obtidos. Nossos dados demonstraram que a tipificagdo do
HLA classe Il € muito util, quando associado aos exames soro-
légicos, no diagndstico da doenga celiaca quando a biopsia de
intestinal se apresenta duvidosa.
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CONSIDERAGOES SOBRE EFEITO GVL E O PERFIL KIR-
2DL1, KIR2DL2 E KIR3DL1 DO DOADOR E ALOTIPOS
LIGANTES HLA-C1, -C2 E HLA-BW4 DO PACIENTE EM
DUAS FAMILIAS DO HEG, CURITIBA, PR.

Poerner F', Resende GYT', Munhoz EC?, Bicalho MG'

"Universidade Federal Do Parana
2Hospital Erasto Gaertner

A variabilidade dos genes KIR (quanto a repertério, alelos e ex-
pressao celular) e seus ligantes HLA tem sido foco de estudo e
interesse por parte de clinicos transplantadores que buscam al-
ternativas para o tratamento de algumas formas de leucemia,tais
como a LMA e LLA. O critério da selegao da dupla doador/paciente
para o transplante de CTH, na analise do perfil KIR-ligante da du-
pla doador paciente, busca encontrar um cenario de interagdes
entre células NK do doador e células leucémicas do paciente para
que este possa se beneficiar do efeito do enxerto versus leuce-
mia (GvL). No presente estudo analisamos a presenga dos genes
inibidores KIRDL1, KIR2DL2 e KIR3DL1 do doador da dupla sele-
cionada - segundo o critério classico da compatibilidade HLA- e a
presenca de seus alotipos ligantes HLA-C2,HLA-C1 e HLA-Bw4
no paciente, respectivamente. Essa analise foi realizada em duas
familias de pacientes portadores de LMA, do Hospital Erasto Ga-
ertner (HEG), em Curitiba-PR, que fizeram o transplante de CTH
com resultados de diferentes. Essa mesma andlise estendeu-se
para outros membros da familia que foram também HLA e KIR
genotipados, como parte dos exames pré-transplante realizados
no LIGH-UFPR. Com o foco na busca por um cenario favoravel a
atividade citotdxica das células NK dirigidas as células leucémicas
do paciente, analisamos as interagbes no sentido genétipo-KIR
do doador ligante-HLA paciente. Familia DRM-06/08: o paciente
potencialmente poderia se beneficiar do efeito GvL com o doador
selecionado pelas seguintes razbes: a) as interagdes de inibigéo
entre KIR inibidores e seus ligantes ndo ocorreriam pois tanto KIR-
2DL1 e KIR3DL1 estédo ausentes no doador selecionado, enquanto
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seus aldtipos ligantes HLA-C2 e Bw4 estédo presentes em células
do paciente. Somando-se a presenga do receptor de ativagéo KR-
2DS1 no doador, que apesar da ligagado de baixa afinidade com
alétipos HLA-C2, esse conjunto de interagdes sinalizaria para um
cenario mais propicio ao efeito GvL. Na mesma familia, o outro
irmao do paciente, apesar da identidade HLA, no que se refere
as interagdes KIR-ligante apresentaria um cenario de interagbes
onde prevaleceria um sinal de inibicdo da atividade citotoxica
das células NK. Na familia DRM07/08 as interacdes de inibigéo
entre KIR2DL1 presente em células NK do doador e alétipos do
grupo HLA-C2 presentes em células do paciente sinalizaria para
um cenario de inibicdo da atividade citotoxica e o paciente pode-
ria ndo se beneficiar do efeito GvL. Apesar da complexidade da
analise das interagbes e considerando-se que as moléculas HLA
de Classe | estabelecem um dialogo entre Linfocitos T e células
NK, o LIGH estabeleceu em sua rotina do pré-transplante, avaliar
também o perfil KIR-ligante da dupla doador-paciente buscando
encontrar o equilibrio delicado que pudesse resultar em ativagéo
adequada das células imune,afim de que o paciente possa se be-
neficiar do efeito GvL e também néo correr o risco de apresentar a
GvHD (doenca do enxerto versus hospedeiro) que comprometesse
a pega e o sucesso do CTH.

033

ANALISE DA COMPATIBILIDADE HLA E DA FONTE DE
DOADORES DE MEDULA OSSEA E SANGUE DE CORDAO
UMBILICAL DO SERVICO DE TRANSPLANTE DE MEDU-
LA OSSEA DO HIAE

Torres M', Alonso E', Pereira S, Kondo A, Gregorio S', Pinheiro F,
Ribeiro A', Hamerschlak N', Kutner JM', Bub C'

"Hospital Israelita Albert Einstein - Sdo Paulo - SP

Introdugédo: A compatibilidade HLA entre receptor e doador é um
dos principais fatores para o sucesso do Transplante de Células-
-Tronco Hematopoética (TCTH). O transplante com doador alogéni-
co nao aparentado, sangue de cordao umbilical placentario (SCUP)
e haplo-idéntico sdo alternativas para os receptores que ndo encon-
tram o doador ideal, gendtipo idéntico. A selecdo do doador com
compatibilidade alélica HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 ¢é a preferen-
cial. Os critérios para selecdo SCUP s&o a dose celular e compa-
tibilidade HLA antigénica nos locos A e B e compatibilidade alélica
no locus DRB1. O ideal é a compatibilidade 6x6, mas é aceitavel
compatibilidade 4x6. Objetivo: O objetivo desse trabalho foi avaliar
a origem do sangue de corddo umbilical e dos doadores de medula
6ssea nao aparentado e verificar o nivel de compatibilidade entre
o receptor e doador. Material e Método: As informagdes da fonte
de células, origem do doador e os resultados das tipificagbes HLA
de uma amostragem de 83 TCTH com doadores ndo aparentados
ou alternativos, realizados no Hospital Albert Einstein, no periodo
de2009 a 2012, foram obtidas do banco de dados do setor de bus-
ca e selegdo de doadores do Servigo de Transplante de Medula
Ossea do HIAE. Resultados: A fonte de célula dos transplantes
analisados foi SCUP (59%), medula dssea (37%) e doador haploi-
déntico (4%). No total de 49 SCUP, as unidades foram provenientes
do banco de sangue de cordao umbilical do HIAE (20%), INCA (2%),
NMDP (28%), NYBC (26%) , CRIR (8%) , Espanha (6%) e de ou-
tros bancos internacionais (10%) . A compatibilidade entre receptor
e doador SCUP foi 6x6 em 8%, 5x6 em 39% e 4x6 em 53%. Nas
unidades nacionais, nédo foi encontrada nenhuma compatibilidade
6x6 e a maioria (60%) com compatibilidade 4x6. Nas unidades inter-
nacionais, foram selecionadas 10% com compatibilidade 6x6, 50%
com compatibilidade 5x6 e 40% com compatibilidade 4x6. Nos 31
receptores que receberam medula éssea com compatibilidade HLA
classe | antigénica ou alélica e classe Il alélica, 61% dos doadores
foram do registro Nacional (REDOME). Na analise de 23 receptores
considerando compatibilidade alélica classe | e Il, 48% dos doado-
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res foram REDOME, 35% do registro alemédo (DEDKM), 13% do
NMDP e 4% de outros registros internacionais. A compatibilidade
10x10 alélica foi encontrada em 87%. Nos 3 (13%) casos com com-
patibilidade 9x10, as incompatibilidades foram nos locos C e DQB1.
Conclusao: A inclusdo da busca da compatibilidade alélica clas-
se | reduziu em 13% o numero de doadores de origem nacional. A
maioria dos pacientes que foram transplantados com doador SCUP
apresentavam haplétipos menos frequentes ou presenga de alelos
raros, que dificultaram o encontro de doador 10x10. Os haplétipos
dos pacientes que encontraram doadores no banco alemao sao
constituidos de haplétipos descritos como caucasoéides ou hispani-
co, sendo necessario analises complementares junto ao registro na-
cional, visando identificar a causa da auséncia do doador nacional.
O aumento de unidades do Banco de Sangue de Corddo Umbilical
e Placentario Brasileiro permitira a selegao de unidades mais com-
pativeis e reduzir o nimero de unidades internacionais.

034

IMPLANTAGCAO DO CONTROLE DE QUALIDADE INTER-
NO PARA METODOLOGIA SSO

Kiyamu AR, Ramos FS', Rapanello EG', Peres VP', Silva EF', Sai-
to MH', Vergueiro CSV'

"Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo

Introdugéo: A metodologia SSO, introduzida nos laboratérios de
imunogética trouxe beneficios por possibilitar o aumento do nime-
ro de exames e por ampliar a resolugéo da tipificagao, introduzindo
a resolugdo média e por vezes alta resolugéo nas tipificagées do
lI6cus DRB1*. O aumento do numero de exames implica em ajustes
da rotina laboratorial para monitorar os processos, a consequén-
cia da introdugdo de nova metodologia é que ndo s6 aumentam
as amostras manuseadas, como aumenta a probabilidade de erro.
Assim, com a introdugdo do SSO introduzimos uma metodologia
de controle de qualidade interno (CQl) ajustado para nova deman-
da. O CQI é obrigatério para todas as metodologias laboratoriais
(normas RDC n°61 de 1°de Dezembro de 2009 e Portaria n°1312
de 30 de Novembro de 2000), porém cada laboratério pode estabe-
lecer sua metodologia. Objetivo: Descrever os resultados obtidos
no CQI, utilizado na monitorizagdo da metodologia de tipificagéo
HLA por SSO. Material e Métodos: Sao introduzidas 3 amostras
previamente tipificadas, chamadas “amostra referéncia’para cada
96 amostras extraidasem placa. Asamostras referéncia seréo in-
cluidas na tipificagdo HLA-ABDR por média resolugéo sempre na
mesma posigéo da placa, pogos 1A e7C (amostra de referéncia 1);
pogos 5A e11C (amostra de referéncia 2), pogos 9A e3C (amostra
de referéncia 3). Disposicao utilizada de modo a possibilitar a iden-
tificag@o precoce de troca de amostras no decorrer de todo proces-
so analitico e consequiente troca de resultados no pdés analitico. Os
resultados sdo comparados entre cada dupla de amostra, estando
em conformidade, a placa é liberada pelo CQI. Se n&o houver con-
formidade, os resultados ndo sao liberados até que todo processo
tenha sido revisto. Resultados: Foram analisados os resultados
de 149 placas SSO, correspondentes a 447 tipificagbes para HLA-
-A, HLA-B e HLA-DRB1. A avaliagao foi realizada através da com-
paragao das tipificacdes de cada amostra controle, onde foi obtido
uma conformidade de 95% (07/149). As sete placas cujo resultado
obtido n&o foi o esperado tiveram problema em uma das amostras
do controle e para um unico lécus cada. Foram 5 HLA -DRB1 e 2
HLA- B, as amostras apresentavam valores menores aos estabe-
lecidos para a validagéo, ou seja, baixa contagem de beads ou
controle interno de amplificagédo do (s) exons abaixo de 1. 000.
Esses resultados apresentavam um grupo de alelos diferentes aos
da amostra referéncia, alguns raros. Os testes foram repetidos, os
resultados comparados e aprovados. Concluséo: A introdugao do
controle de qualidade interno na metodologia SSO permitiu moni-
torar o processo, identificar problemas e corrigi-los antes da libe-
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ragao de resultados, sem comprometimento da rotina. Garantia da
qualidade tem custo e requer envolvimento e alinhamento de todos
os participantes do processo. Quanto maior a rotina do laboratorio,
maior a necessidade de investir em controle de qualidade. Acre-
ditamos e sugerimos que a metodologia SSO, que é empregada
para exames em larga escala, em especial de doadores volunta-
rios de medula 6ssea, tenha uma estratégia especifica de CQl.

035

DESCRIGAO DE ALELOS HLA RAROS EM BRASILEIROS
DOADORES VOLUNTARIOS DE MEDULA OSSEA IDEN-
TIFICADOS POR ANALISE MOLECULAR

Mattar SB’, Silva JS', Bicalho MG’
"Universidade Federal do Parana

O Brasil ainda n&o possui um estudo de frequéncia alélica HLA bem
definido para sua populagao, isso ocorre devido a varios fatores,
principalmente devido a grande diversidade étnica da populag&o.
Alguns alelos considerados raros pelo NMDP (National Marrow Do-
nor Program) tem apresentado uma frequéncia maior na populagéo
brasileira. Um alelo é definido como raro quando sua frequéncia alé-
lica em determinada populagéo em estudo € inferior a 0,002%. Esta
informagao é relevante para os testes de histocompatibilidade, pois
devido a grande diversidade alélica deste gene muitos resultados
ambiguos s&o obtidos pelas metodologias de tipificagdo HLA tradi-
cionais e geralmente envolvem alelos raros contra alelos frequentes.
O Laboratdrio de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) da
UFPR realiza a genotipagem de doadores voluntarios de medula és-
sea para cadastro no banco nacional (REDOME) e tem se dedicado
ao estudo da frequéncia destes alelos em seu banco de doadores.
A rotina laboratorial é realizada primeiramente pela metodologia de
hibridizagao de sondas sequencia-especificas (LABType®SSOP Kits
- One Lambda, USA) e quando um alelo raro é encontrado o resul-
tado da tipificagéo € confirmado pelo sequenciamento do DNA (SBT
- AlleleSEQR Core Kit, Atria Genetics, USA). A confirmagao do alelo
raro detectado é reportado ao site www. Allelefrequencies. net. Até
Margo de 2012 o LIGH possuia em seu banco 106 537 individuos,
ndo aparentados, cadastrados, sendo suas genotipagens avaliadas
para o calculo da frequéncia alélica. Comparando os dados de fre-
quéncia alélica aos do NMDP, observou-se que o alelo HLA-A*02:52
apresentou frequéncia de 0,03473% (setenta e quatro individuos)
enquanto que os alelos HLA-B*37:07 , -B*39:37 , -B*44:20 apre-
sentaram a mesma frequiéncia de 0,002816% (seis individuos cada)
enquanto os alelos HLA-DRB1*13:56 , -DRB1*13:60 , -DRB1*14:13
, -DRB1*15:11 apresentaram frequéncias de 0,009386% (vinte in-
dividuos), 0,002347% (cinco individuos), 0,010794% (vinte e trés
individuos) e 0,008448% (dezoito individuos) respectivamente. Os
dados obtidos mostram que alguns alelos, como por exemplo, os
acima citados e considerados raros em outras populagdes mundiais
séo frequentes em nossa populagao, resultado da histéria da com-
posigao genética da populagéo brasileira. Por esta razéo cuidados
devem ser tomados na liberagéo de resultados baseando-se no
“critério do alelo raro”, muitas vezes utilizado para resolver ambi-
guidades genotipicas. Ha que se considerar que nem sempre esse
alelo serd um alelo raro em nossa populagéao, ressaltando-se a im-
portancia dos estudos sobre frequéncias alélicas HLA na populagéo
brasileira e seu impacto na liberagéo dos laudos de tipagem HLA.
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