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RESUMO

Introducao: As moléculas HLA (Human Leucocyte Antigens) sdo proteinas codificadas
por genes altamente polimorficos e estdo envolvidas no processo de resposta
imunolégica. Os polimorfismos dos genes HLA diferem entre as populages, tanto na
frequéncia como na presenca ou auséncia de alelos e haplotipos especificos,
Considerando-se que a distribuicdo de oérgdos para transplante depende da
compatibilidade HLA entre doador e receptor, o conhecimento e determinacdo do
polimorfismo HLA sdo de grande importancia no processo de alocacdo de érgdos para
transplantes, além de ser uma importante ferramenta em estudos populacionais.
Objetivos: 1) Determinar as frequéncias alélicas para os locus HLA-A, -B e -DRB1 em
uma amostra de candidatos a transplante renal no Brasil. 2)Determinar os haplotipos
HLA mais freqlentes nessa amostra. 3) Comparar as diferencas de frequéncias alélicas
e haplotipicas entre os grupos de caucasOides e negros da populacdo analisada.
Materiais e Métodos: As frequéncias alélicas e haplotipicas para os locus HLA-A, -B e
-DRB1 foram analisadas em uma amostra de 2.624 candidatos a transplante renal e
classificadas de acordo com o grupo étnico (2.347 Caucasoéides e 277 Negros). As
especificidades HLA de classe | (AB) e de classe Il (DR) foram determinadas de acordo
com a técnica Microlinfocitotdxica Dependente de Complemento (CDC) e Polymerase
Chain Reaction - Sequence-specific Primers (PCR-SSP), respectivamente. Resultados:
Considerando a amostra total, todos os loci estudados estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p>0,05). Foram identificados 21 grupos de alelos para o locus HLA-A, 34
para HLA-B e 13 para HLA-DRBL1. Os alelos mais frequientes para cada locus foram
HLA-A*02, HLA-B*35 e HLA-DRB1*11. O haplotipo mais frequente foi A*01 B*08

DRB1*03 entre a amostra de Caucasoides e A*29 B*44 DRB1*07 entre a amostra de
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Negros. Conclusdes: Os alelos HLA mais freqiientes na populacdo de candidatos a
transplante renal foram HLA-A*02, HLA-B*35 e HLA-DRB*11. O haplétipo mais
comum foi A*01 B*08 DRB1*03. Esse mesmo haplétipo foi o mais frequente na
amostra de Caucasoide da populacao analisada enquanto que, A*29 B*44 DRB1*07 foi
0 mais comum na amostra de Negros.

Palavras-chave: Antigenos HLA; Polimorfismo HLA; Populacéo Brasileira;

Transplante.
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ABSTRACT

Introduction: The HLA (Human Leukocyte Antigen) molecules are proteins encoded
by genes highly polymorphic and are involved in the immune response process.
Polymorphisms of HLA genes differ between populations, both in frequency and in the
presence or absence of specific alleles and haplotypes. Considering that the distribution
of organs for transplant depends on HLA matching between donor and recipient, the
knowledge and determination of the HLA polymorphism are of great importance in the
process of allocation of organs for transplantation. Moreover, the knowledge of the
HLA diversity is an important tool for studies of the origin of populations. Objectives:
This study aimed to characterize the allele and haplotype frequencies of HLA-A, -B,
and -DRBL1 in a cohort of renal transplant candidates populations in the region of Séo
José do Rio Preto (State of Sdo Paulo), to compare the allele frequencies between
Caucasian and Black in that region, as well as to compare these frequencies with
different Brazilian populations reported. Materials and Methods: The HLA-A, -B, and
-DRB1 allele and haplotypes frequencies were analyzed in a sample of 2.624
individuals and classified according to the ethnic group (2.347 Caucasians and 277
Blacks). The HLA class | (A, B) and class 1l (DRBL1) specificities were determined by
Complement-Dependent  Microlymphocytotoxic (CDC) and Polymerase Chain
Reaction/Sequence Specific Priming (PCR-SSP) methods, respectively. Results: All
loci studied were in Hardy—Weinberg Equilibrium (p>0.05). Twenty-one HLA-A, 34
HLA-B and 13 HLA-DRBLI allelic groups were identified. The most frequent alleles for
each locus were HLA-A*02, HLA-B*35, and HLA-DRB1*11. The most frequent
haplotypes found were A*01 B*08 DRB1*03 among Caucasians and A*29 B*44

DRB1*07 among Blacks. Conclusions: The most common alleles for each locus among
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the renal transplant candidates were A*02, B*35 and DRB1*11. The most common
haplotype was A*01 B*08 DRB1*03. The same haplotype was the most frequent in

Caucasoid sample while the haplotype A*29 B*44 DRB1*07 was the most common in

the Blacks sample.

Keywords: HLA Antigens; HLA Polymorphism; Brazilian Population; Transplantation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Descoberta do Complexo Principal de Histocompatibilidade

O Complexo Principal de Histocompatibilidade ou MHC (Major
Histocompatibility Complex) é uma regido cromossdmica formada por um conjunto de
genes altamente polimdrficos que codificam proteinas envolvidas na apresentacdo de
antigenos e no reconhecimento por receptores de linfocitos T em processos de resposta
imunoldgica.! Nos seres humanos este complexo génico recebeu a denominacdo de
HLA (Human Leucocyte Antigens) e refere-se ao conjunto de genes localizado no braco
curto do cromossomo 6, englobando uma regido cromossdmica de 4 milhdes de pares
de bases de DNA.?

A primeira descricdo do MHC ocorreu em 1936, e resultou de experimentos de
transplantes de tecidos entre camundongos realizados por Peter Gorer e George Snell.
Esses estudos demonstraram a existéncia de um grupo de antigenos envolvidos nos
processos de rejeicbes dos transplantes denominados de antigenos de
histocompatibilidade. ** Os produtos desse sistema génico constituiram a principal
barreira imunoldgica e o sucesso dos transplantes dependeria entdo do grau de
similaridade entre doador e receptor para determinados antigenos.®

O MHC Humano s0 viria a ser descoberto na decada de 50, por Dausset, Payne e
Van Rood, quando realizaram estudos sorologicos em pacientes politransfundidos e
observaram que pessoas submetidas a transfusdes sanguineas aglutinavam leucocitos
dos seus respectivos doadores. Dessa forma, os autores concluiram que transfusdes e
transplantes provocavam nos receptores a producdo de anticorpos contra os leucécitos

dos doadores.®
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Em 1958, Jean Dausset descreveu o primeiro antigeno leucocitario humano, o
qual denominou de MAC, em homenagem a trés individuos voluntarios que
participaram desses estudos, cujos nomes comecavam com as letras M, A e C,

respectivamente. Atualmente este antigeno corresponde ao antigeno HLA A-2.>" Em
1963, Jon Van Rood e Van Leeuwen publicaram a descoberta de outro gene HLA que

atualmente corresponde ao locus HLA-B.*

Posteriormente, nas décadas de 60 e 70 foi descoberto que os genes do
MHC, além de estarem envolvidos na rejeicdo de transplantes, ainda participavam do

. o . 4 7= . - ,

processo de respostas imunoldgicas do organismo. ~ Vérias pesquisas contribuiram para
a atualizacdo de descobertas nas areas de imunogenética e histocompatibilidade. Em
1968, foi estabelecido o Comité de Nomenclatura para os fatores do sistema HLA da
WHO (World Health Organization), responsavel pela definicdo dos nomes oficiais das

especificidades e locus HLA. ®

1.2. Estrutura e Expressdo das Moléculas do MHC Humano

As moléculas HLA foram inicialmente estudadas devido a sua habilidade em
conferir tolerdncia aos transplantes de tecidos e 6rgdos, no entanto, apds inimeros
estudos e experimentos, verificou-se a importancia dessas moléculas na participacéo das
respostas imunoldgicas. Dessa forma, inlmeras caracteristicas importantes relacionadas
a estrutura e expressdo dessas moléculas devem ser consideradas. °*°

De acordo com a sua localizagdo cromossémica, bem como estrutura e funcdo
dos produtos moleculares ai codificados, 0 MHC humano foi subdividido didaticamente

em trés regides: classe I, classe Il e classe 111 (Figura 1).**
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As regides de classe | e Il sdo altamente poligénicas e polimorficas e codificam
dois grupos de proteinas estruturalmente distintas. A regido de classe Ill encontra-se
localizada entre as regides de classe | e 1l e contém um grupo de genes cujos produtos

estdo envolvidos nas respostas inflamatérias.*?

cromossomo B
[

—O

centrimero f
I

L R I R NI N NS RO I IRE RR1
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Figura 1. Representacdo esquematica do cromossomo 6 humano, destacando a estrutura

génica do MHC (adaptado de Klein; Sato, 2000).
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1.2.1. MHC Classe |

A regido de classe | possuiu 1,8 Mb de extensdo e constitui a regido mais
telomérica do MHC.'? Essa regido é constituida pelos genes HLA-A, HLA-B e HLA-C,
também conhecidos como genes HLA de classe | classicos, e pelos genes HLA-E,
HLA-F e HLA-G, conhecidos como genes ndo classicos. Esses ultimos sdo
considerados pouco polimérficos e possuem distribuicdo limitada a certos tecidos. ***

As moléculas HLA de classe | sdo polipeptideos heterodimeros compostos por
uma cadeia pesada variavel transmembrana hidrofébica, denominada cadeia a,
associada ndo covalentemente a uma molécula B-microglobulina (cadeia leve), pequena
proteina extracelular soltvel, ndo polimorfica, codificada fora da regido do MHC, no
cromossomo 15. A cadeia a possui de 44 a 47 kD e ¢ formada por 3 dominios (al, a2 e
013)'14,15

O grande polimorfismo dessas moléculas ¢ observado nos dominios al e a2,
sendo o dominio a3 basicamente ndo polimorfico. Os dominios aminoterminais (ol e
a2) compdem a fenda de ligagdo de peptideos das moléculas de classe I, responsavel
pela ligagdo de antigenos intracelulares de 8 a 10 aminoécidos.*

O segmento a3 da cadeia se dobra para formar um dominio, cuja seqiiéncia de
aminoacidos é a mesma encontrada em todas as moléculas de classe I. Esse segmento
apresenta uma al¢a que funciona como sitio para a ligacéo ao receptor CD8+ das células
T. As extremidades da fenda de ligacdo de peptideos das moléculas de classe | sdo
fechadas, impedindo assim, a ligacdo de peptideos maiores, que necessitam ser
processados em fragmentos menores para que possam se ligar as moléculas do MHC e

serem, ent&o, reconhecidos pelas células T (Figura 2).*
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Os genes de classe | caracterizam-se por codificarem uma diversidade de
glicoproteinas de membrana, envolvidas em mecanismos importantes da resposta imune
celular.®

Expressas constitutivamente em quase todas as células nucleadas do organismo,
as moléculas de classe I desempenham funcdo na apresentacdo de antigenos para as
células T CD8+ que, ao reconhecerem o0s peptideos enddgenos apresentados por essas
moléculas, desencadeiam uma reacdo citotoxica, lisando a célula alvo por meio de
proteinas citoplasmaticas.’® Além disso, as moléculas de classe | estdo envolvidas na
modulacdo dos linfocitos circulantes e no controle da atividade citotoxica das células

NK (Natural Killer). *"8

MHC Classe |
Fenda ligadora

F dopeptices /Pepﬁdec-

a3

microglobulina

Regiao
transmembrana

<3

4 AL P 5 |_|ga;ﬁo dissulfeto -2

Dominiol ;
; .

Figura 2. Representacdo esquematica da molécula MHC de classe I, destacando a fenda

de ligacéo de peptideos (adaptado de Abbas; et. al.,2002).
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1.2.2. MHC Classe 11

Os genes de classe Il localizam-se na porcdo mais centromérica do MHC e
ocupam cerca de 700 Kb. Aproximadamente 30 loci j& foram descritos nessa regido,
entre eles os genes HLA-DQ, DP, DR, DM e DO.*

As moléculas de classe Il sdo heterodimeros constituidos por duas cadeias
glicoprotéicas, uma cadeia o e uma cadeia B, que se unem de forma ndo covalente. As
cadeias o e B sdo codificadas por genes localizados no cromossomo 6 e sdo compostas,
respectivamente, por 229 e 237 aminoacidos. Além disso, ambas as cadeias sdo
formadas por trés regiBes: uma regido extracelular hidrofilica, uma regido
transmembrana hidrofébica e uma regio intracelular hidrofilica.*®

A regido hidrofilica extracelular da cadeia o apresenta dois dominios,
designados, respectivamente, de al e a2. O mesmo é observado na regido hidrofilica
extracelular da cadeia B, que também apresenta dois dominios denominados,
respectivamente, de Bl e p2. Os segmentos aminoterminais al e B1 interagem para
formar a fenda de ligacdo de antigenos. Nas moléculas de classe |1, as extremidades da
fenda estdo abertas, permitindo a ligacéo de peptideos com 30 aminoacidos ou mais.*>*°

Os genes de classe Il codificam a expressdao de proteinas das cadeias o e p de
cinco tipos de moléculas: HLA-DR, -DQ, -DP, -DM e —DO e a nomenclatura desses
genes e designada por A ou B, segundo a codificacdo da cadeia a ou P, respectivamente.
Por exemplo, HLA-DRA codifica cadeias a, bem como, HLA-DRB codifica cadeias 8
(Figura 3). 141

As moléculas HLA de classe Il sdo expressas principalmente nas células
apresentadoras de antigenos especializadas, como as células dendriticas, os macrdfagos,

e os linfécitos B, além de alguns outros tipos celulares, como as células endoteliais e as
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células epiteliais do timo.®’ Essas moléculas apresentam peptideos, derivados de
microorganismos e proteinas extracelulares, aos linfocitos auxiliares TCDA4+,
desempenhando um papel relevante no reconhecimento de antigenos.*®

As células T-CD4+ secretam citocinas capazes de recrutar e ativar um grande
numero de células efetoras, principalmente macréfagos e linfocitos T e B. A ativacao
dos linfocitos T-CD4+ tem mudltiplos efeitos, propiciando a diferenciacdo e a
proliferacdo dos linfécitos B, que levam a producédo de anticorpos e permitem que 0s

linfocitos T se diferenciem para as funcées efetoras.'®*8

MHC Classelll

Fenda ligadora do
/_ peptideo Peptideo

Bl

Regido
transm embrana

Ligagao dissulfetn ------

Dominio Ig i ’

Figura 3. Representacdo esquematica da molécula MHC de Classe I, destacando a

fenda de ligacédo de peptideos (adapatado de Abbas; et. al.,2002).
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1.2.3. MHC Classe 111

A regido MHC de Classe I11, localizada entre as regifes de classe | e 11, estende-
se por uma regido de 900Kb, codificando aproximadamente 70 polipeptideos
diferentes.?!

Os genes de classe Il apresentam funcdes variadas, destacando-se 0s genes
responsaveis pela codificacdo de proteinas sollveis envolvidas na modulacdo e
regulacdo da resposta imune, genes relacionados a ativacdo do sistema complemento
(Bf, C2, C4A, C4B) e da 21-hidroxilase, TNF (Fator de Necrose Tumoral) e LTA
(Linfotoxina alfa), os quais codificam, respectivamente, as citocinas TNF-o ¢ LTA-«,
além de genes que codificam proteinas envolvidas com a resposta ao choque térmico

(Figura 4). *2%
A B C TNF (C2 Bf HSPT() DE UQ.“'I}X P

Direction of genetic trinscription

C44 CYP21P C4B CYP21

3
3 T KTT T KT
'|- | |] — I
——

Figura 4. Representacdo esquematica da Molécula MHC de classe Il (adaptado de

Alberts, et. al., 2002).

1.3. Sistema HLA e Transplantes
A resposta imune entre receptor e doador € uma grande limitacdo ao éxito dos
transplantes, uma vez que o enxerto pode ser reconhecido como estranho, resultando em

rejeicéo.*
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Os produtos antigénicos das moléculas HLA sdo os principais determinantes da
rejeicdo ou aceitacdo de oOrgdos e tecidos em transplantados, ja que a distribuicdo de
orgdos depende da compatibilidade entre doador e receptor. Desse modo, a necessidade
de se entender melhor o impacto do sistema HLA na sobrevida de o6rgdos e tecidos
transplantados motivou o desenvolvimento do conhecimento sobre 0s genes e proteinas
deste sistema, contribuindo para melhor compreensdo e evolucdo dos transplantes de
6rgdos. +%

Em relacdo aos pacientes com Insuficiéncia Renal Cronica (IRC), o transplante
renal é a forma de tratamento mais adequada.?*** Dessa forma, quando se comparam
transplantes renais com doador vivo parente e transplantes renais com doador falecido,
por exemplo, verificamos que a sobrevida do enxerto a curto e em longo prazo é
superior quando o doador é irmdo HLA idéntico, comparado ao transplante com doador
HLA haploidéntico, ambos com melhor éxito se comparados aos transplantes com
irméos HLA distintos e/ou doadores falecidos.

Apos a criacdo do Sistema Nacional de Transplantes, deu-se inicio o processo de
organizagio de Listas Unicas de Receptores, criacio de Centrais Estaduais de
Transplante, cadastramento de servicos e equipes especializadas e estabelecimento de
critérios para o funcionamento do Sistema. Neste contexto, a partir de janeiro de 2002, a
compatibilidade HLA foi introduzida como critério principal para selecdo de receptores
inscritos para transplante renal.?®

Desse modo, o0 estudo da frequéncia dos antigenos HLA de uma determinada
populacédo torna-se relevante uma vez que possibilita que os receptores sejam inscritos
em listas de espera cuja regido apresente alelos HLA compativeis aos seus, diminuindo

assim, o tempo em lista.
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Além disso, diversos estudos avaliando a sobrevida do transplante renal apés a
implantacdo da distribuicdo de 6rgaos por compatibilidade HLA verificaram que quanto
maior a compatibilidade HLA -A, -B, -DR, maior a sobrevida dos enxertos renais %,
dessa maneira, as implicacfes da diversidade HLA na aceitacdo/rejeicdo de Orgaos

transplantados torna-se significativa.

1.4. Polimorfismos do Sistema HLA

O complexo HLA € considerado a regido mais polimoérfica encontrada no
genoma humano. % Na década de 80, pesquisadores estimaram que a heterozigose
pudesse atingir aproximadamente 90% em determinados locus desse complexo.?®

Inimeros fatores contribuem para essa variabilidade alélica presente na regido
MHC, como por exemplo, alta taxa mutacional, migracdes humanas e a susceptibilidade
individual as doencas.® E valido ressaltar ainda que, esses mecanismos podem ter
atuado simultaneamente ou em diferentes tempos da historia evolutiva das espécies,
promovendo essa variagdo genética do MHC. %

O principal mecanismo responsavel pela preservacdo dos elevados niveis de
polimorfismos observados nos genes da regido HLA é a selecdo sobredominante, que
atua favorecendo a manutencdo de polimorfismos genéticos em uma determinada
populacdo, em oposicao a selecéo direcional que atua favorecendo um Unico alelo. Entre
os diversos mecanismos inerentes a sele¢cdo sobredominante destacam-se “a vantagem
dos heterozigotos” e a “selecao dependente da frequéncia”.30

A “vantagem dos heterozigotos” se baseia na teoria de que esses individuos sao

capazes de reconhecer um maior numero de epitopos especificos, apresentando uma

vantagem adaptativa em relacéo aos individuos homozigotos. Ja, a “selecdo dependente
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da frequéncia” se baseia no pressuposto de que os alelos mais raros apresentam uma
vantagem seletiva maior em relacdo aos alelos mais comuns, para 0s quais 0s agentes
externos podem j& ter desenvolvido algum tipo de resisténcia. ***' Dessa maneira,
individuos heterozigotos apresentam, teoricamente, maiores chances de responder a
maior gama de antigenos patogénicos, resultando em uma resposta imune mais
eficiente.32%

Estudos de rastreamento de alelos de histocompatibilidade em diversos grupos
étnicos indicam ainda que, os locais de maior polimorfismo se encontram nas regides
das cadeias o e B, que estdo em contato com os peptideos antigénicos. Uma explicagdo
para essa observacdo é que a diversidade alélica tenha sido gerada justamente em

decorréncia da variada interagéo e exposicdo aos antigenos externos. 3435

1.4.1. Heranca dos Alelos HLA

Em razdo da proximidade entre os genes do MHC, a combinacéo de alelos de
diferentes locos de um Gnico cromossomo costuma ser herdada em conjunto através de
uma unidade denominada haplétipo.*’

Cada individuo apresenta, portanto, dois antigenos HLA para cada locus, sendo
um de origem materna e outro de origem paterna *“* e no caso de individuos irmaos,
apresentam 25% de chance de serem genotipicamente idénticos nos loci HLA, 50% de
chance de serem haploidénticos (compartilnarem 1 hapldtipo) e 25% de chance de
serem distintos, ou seja, ndo compartilharem nenhum haplétipo.*®%

Além disso, os genes do MHC séo expressos de forma co-dominante em cada

individuo. Dessa forma, cada pessoa expressa ambos os alelos que sdo herdados dos
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pais, maximizando assim, o nimero de moléculas HLA disponiveis para apresentar

peptideos as células T.%

1.4.2. Desequilibrio de Ligacéo

O desequilibrio de ligacéo € caracterizado quando determinadas combinagfes de
alelos ocorrem com uma frequéncia maior ou menor do que a esperada. Em outras
palavras, € um fenbmeno que diz respeito a ndo independéncia de alelos, ou seja, a uma
associacdo ndo aleatéria.®® Dessa forma, o desequilibrio de ligacdo ocorre quando a
frequéncia de um dado hapldtipo difere da frequéncia haplotipica esperada, a qual é
obtida através do produto das freqiiéncias dos alelos que constituem o haplétipo. *

Diante disso, determinados alelos podem ocorrer com uma frequéncia menor do
que a esperada, indicando que esses alelos se encontram em repulsao ou, podem ocorrer
com uma frequéncia maior do que a esperada, indicando um acoplamento entre esses
alelos.®® Por exemplo, uma determinada populacdo apresenta a frequéncia génica de
0,14 (14%) para o HLA-A1 e 0,09 (9%) para 0 HLA-B8, entéo se espera que HLA-Al e
HLA-B8 estejam presente, no mesmo haplétipo, com uma frequéncia de 0,0126 (1,26%
ou 0,14 x 0,09). Entretanto, a frequéncia observada nessa populacdo é de 0,08 (8%),
mais elevada do que a esperada, caracterizando assim, um desequilibrio de ligacao
positivo.

As bases exatas para explicar o fenémeno do desequilibrio de ligacdo ainda sé&o
desconhecidas. Algumas explicagdes possiveis incluem mutacdes, migracles e
miscigenacdo racial. O desequilibrio de ligacdo apresenta ainda, uma importante
aplicacdo clinica, especialmente na selecdo de doadores para transplante. Dessa forma,

pacientes com haplotipo em desequilibrio de ligacdo possuem maiores chances de
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encontrar um doador, uma vez que a frequéncia desse gendtipo é mais comum em

determinadas populagdes. *3**

1.5. Sistema HLA e Estudos Populacionais

A maior parte dos genes estruturais no genoma humano possui um alelo
predominante que esta presente na maioria dos individuos. No entanto, quando se trata
dos genes HLA de classe | e I, 0 mesmo ndo € observado, uma vez que as variagoes
nucleotidicas entre alelos de um mesmo gene HLA podem diferir consideravelmente. *°

Dessa forma, nota-se que algumas variantes alélicas HLA sdo restritas ou
ausentes em determinados grupos populacionais enquanto outras apresentam variagoes
em suas freqiiéncias quando observadas em diferentes populacdes. *>*

Esta variabilidade nos genes HLA tem sido amplamente investigada em
diferentes populacfes, auxiliando no esclarecimento das suas origens e relagdes
evolutivas. Portanto, a caracterizacdo da diversidade alélica e haplotipica nos principais
genes do sistema HLA e as variacBes nucleotidicas responsaveis pelo alto grau de
polimorfismo desses genes, constitui uma ferramenta muito Gtil para estudos
populacionais.***

Estudos realizados com amostras de individuos de diferentes regides do mundo
revelaram as diferencas existentes em relacdo a distribuicdo e frequéncia de alelos
HLA.** As populacdes indigenas, por exemplo, apresentam polimorfismo de alelos
HLA relativamente baixo quando comparadas com outras populacGes, refletindo o
isolamento geogréfico dessas populagdes. *°

Nas populag¢Ges miscigenadas, como a brasileira, o polimorfismo provavelmente

ocorre devido a agregacgdo de alelos de diferentes grupos étnicos, previamente distantes

uns dos outros, cada qual possuindo um conjunto de alelos distintos.* Nas populagtes
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orientais observam-se também caracteristicas peculiares em relagdo aos marcadores de

susceptibilidade a doencas, diferentes daqueles observados, por exemplo, em individuos

caucasianos.*®4

A Figura 5 representa a progressdo do numero de alelos HLA identificados na

populacdo mundial no periodo de 1987 até junho de 2015.
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Figura 5. Representacdo da progressdo do numero de alelos HLA identificados na
populacdo mundial no periodo de 1987 até junho de 2015. Adaptado de:
www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/intro.html. Acesso em: 01/07/2015.

1.6. Sistema HLA e a Populacéo Brasileira
A populagdo brasileira ¢ muito variavel geneticamente, pois foi originada a
partir da mistura de diferentes etnias, principalmente de caucasianos, orientais, negros e

indios.*®


http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/intro.html
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Desse modo, a composicao de nossa populacdo pode variar consideravelmente
de uma regido para outra, uma vez que diferentes regides do pais apresentam maior ou
menor predominancia de cada uma dessas etnias. Consequentemente, a frequéncia dos
antigenos HLA é influenciada pelas etnias predominantes em cada regi&o.***°

Um estudo sobre a diversidade HLA na populacdo de Teresina/Piaui, por
exemplo, revelou que a freqliéncia das especificidades observadas foi intermediaria
entre 0s caucasianos e negros, com pouca participacio de genes indigenas.>

Resultados semelhantes foram observados em outros estudos realizados no
estado de Pernambuco, demonstrando que a contribuicdo de genes europeus e africanos
na formacdo da populacdo do nordeste brasileiro € muito mais relevante do que a do
amerindio.>**3

Vaérios estudos demonstraram ainda que, um mesmo alelo HLA pode apresentar
variacdes em sua freqiiéncia dependendo da populacdo em andlise. O alelo HLA-A2,
por exemplo, quando analisado nas populacdes de Porto Alegre, Curitiba, Rio de
Janeiro e Goiania, apresentou uma freqiiéncia de aproximadamente 30%. >4

Por outro lado, estudos realizados na populacdo de S&o Paulo, mostraram
resultados bastante discrepantes. Salvadori et al.”*® relataram freqiiéncias desse alelo em
torno de 25%°°, enquanto que Rosales et al.>’ indicaram fregiiéncias em torno de 50%.

Dessa forma, o conhecimento da frequéncia dos antigenos HLA permite uma
melhor compreensdo da distribuicdo desses antigenos em cada populacao,
possibilitando ainda a comparacdo com outros grupos populacionais. Esses dados ainda
contribuem para melhor interpretacdo durante a tipificacdo dos antigenos HLA realizada

para a selecdo de doadores de transplantes de orgdos e tecidos ja que a distribuicdo de

Orgaos é realizada regionalmente.
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A Tabela 1 apresenta os dados de algumas publicacdes a respeito da distribuicédo

HLA em diferentes regides brasileiras.

Tabela 1. Alelos e haplotipos HLA mais freqlientes (%) em diferentes populacdes

brasileiras.
Regido Brasileira n Alelos mais (%) Haplétipo (%) Referéncia
freqlentes mais frequiiente
A*02 26,3
BAURU 3542 B*35 12,0 A*01B*08 DRB1*03 1,9 Salvadori et al., 2014
DRB1*07 14,0
) A*02 25,5
PIAUI 21,943 B*15 11,2 A*29B*44 DRB1*07 1,4  Carvalho etal., 2013
DRB1*13 13,7
i A*02 19.8
PARANA 3978 B*35 13.3 N&o Informado Bardi et al., 2012
DRB1*11 14.2
A*02 27,8
RI1O GRANDE DO 5000 B*35 12.0 A*01B*08 DRB1*03 2.8  Bortolotto et al., 2012
SuL DRB1*13  13.8
A*02 23,7
MINAS GERAIS 95 B*35 11,0 A*01:01 B*08:01 3,2  Willians et al., 2004

1.7. Objetivos

Os objetivos do presente estudo foram:

1. Determinar as frequéncias dos grupos alélicos HLA-A, -B e -DRB1 em uma

amostra de candidatos a transplante renal no Brasil.

2. Determinar os hapl6tipos HLA mais freglientes nessa amostra.

3. Comparar as diferencas de freqiiéncias alélicas e haplotipicas entre os grupos

de caucasoides e negros da populagdo analisada.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Caracterizacdo da Amostra

As amostras foram caracterizadas através da analise retrospectiva dos dados de
prontudrios de 2.624 candidatos a transplante renal, de ambos o0s géneros,
predominantemente natural e procedente da regido de Sao José do Rio Preto que foram
examinados no Laboratério de Imunologia de Transplantes do Instituto de Urologia e
Nefrologia, na cidade de S&o José do Rio Preto, no periodo de janeiro de 2000 a

dezembro de 2011.

2.1.2. Grupos Etnicos

A amostra total foi subdividida em dois grupos étnicos: Caucasdides (n=2.347) e
Negros (n=277). A caracterizacdo étnica de cada individuo foi feita visualmente com
base nos tracos fenotipicos, como cor da pele, cabelo,caracteristicas faciais, e pais de
origem da familia.

Alem disso, para cada um dos individuos foi preenchida uma ficha clinico-
epidemiol6gica compreendendo dados demogréficos e clinicos. Todos esses dados
foram, portanto, analisados através do acesso ao banco de dados de prontuérios do

Laboratorio de Imunologia de Transplantes.

2.2. Desenho do Estudo

O estudo foi projetado de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras
de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (Resolucdo 466/12; Brasil, 2012) e foi
encaminhado ao Comité de Etica da Faculdade de Medicina de So José do Rio Preto-

FAMERP. O Laboratorio de Transplantes do Instituto de Urologia e Nefrologia,
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localizado na cidade de S&o José do Rio Preto-SP, é credenciado para realizacdo de
exames de histocompatibilidade, de acordo com as normas da Associacao Brasileira de
Histocompatibilidade (ABH) e legislacdo vigente — Portaria n°1.312, de 30 de

novembro de 2000.

2.3. Tipificacdo dos Alelos HLA
2.3.1. Coleta das Amostras
A coleta do material biolégico ocorreu durante o atendimento no Laboratdrio de
Imunologia de Transplantes, sendo que para cada individuo foram devidamente
coletados 20 mL de sangue venoso periférico. A amostra de sangue utilizada para
tipagem HLA de classe |, foi coletada em um tubo com heparina sodica de 10 mL j4,
para tipagem HLA classe Il, a amostra de sangue utilizada foi coletada em dois tubos

com EDTA, de 5 mL cada.

2.3.2. Determinacdo dos Antigenos HLA de Classe |

A determinacdo dos antigenos HLA de classe | (AB) foi realizada através da
técnica microlinfocitotxica dependente de complemento. **®° Para este procedimento,
foram utilizadas as Placas Monoclonais de Tipagem HLA Classe | (LM 172-One
Lambda, CA, USA). Estas placas monoclonais possuiam uma mistura de anticorpos
monoclonais anti-Classe | conhecido e complemento de coelho, utilizados para
determinar a presenca de antigenos HLA de Classe | em linfocitos totais.

As placas apresentavam 72 pocos, cada um contendo 1pl da mistura monoclonal
especifica e complemento de coelho e 5 pl de 6leo mineral. Cada placa possuia, ainda,

um poco controle negativo e um poc¢o controle positivo. O controle positivo consistia
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em um anticorpo monoclonal e era fortemente citotoxico para os linfocitos humanos.
Este controle foi utilizado para determinar a atividade do complemento. O controle
negativo consistia em um anti-soro proveniente de um individuo saudavel do sexo
masculino com grupo de sangue AB, que ndo apresentava qualquer reatividade
citotoxica em testes com doadores aleatérios de linfécitos, sendo utilizado para
determinar a viabilidade dos linfocitos.

Estas placas foram devidamente armazenadas a temperatura de -80°C e foram
retiradas do local de armazenamento e descongeladas a temperatura ambiente (20-25°C)
15 minutos antes da sua utilizacdo. Para devida aplicacdo na placa, foram utilizados
linfocitos viaveis e, para isso, o processamento do sangue foi realizado imediatamente
apos a coleta.

Dessa maneira, apés a realizacdo da coleta de 10mL de sangue em um tubo com
heparina sodica, ocorreu a separacao do anel de linfécitos em gradiente Ficoll-Hypaque,
densidade 1.077g/l, através da centrifugacdo por 30 minutos a 2500 RPM. Uma vez que
o anel de linfécitos foi devidamente separado, o mesmo foi diluido em soro fisioldgico
(solugédo 5%) e centrifugado por 20 minutos a 2500 RPM para obtencdo do pellet de
celulas viaveis. Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi
diluido em 2 mL de solucéo fisioldgica a 5%.

Apols esse procedimento, foi iniciado o plagueamento. Com a utilizacdo de
microseringas, foi acrescentado 1ul de linfocitos totais em cada pogo da placa.
Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura ambiente (20-25°C) durante 1
hora.

Durante o periodo de incubacdo, ocorreu morte celular em qualquer poco teste

no qual o antigeno HLA da superficie celular tenha sido reconhecido pelo seu anticorpo
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anti-HLA correspondente. Seguido o periodo de incubacéo, adicionou-se 10 microlitros
(10ul) de corante Stain Fix (OLI Cat.#SF-500) em cada poco da placa. Apoés a adigdo do
corante, os linfocitos negativos (vivos) foram detectados por meio de seu aspecto
pequeno, luminoso e refrativo, e os linfdcitos positivos (mortos) assumiram um aspecto
escuro e opaco.

Cerca de cinco minutos ap6s a adicdo do corante, a leitura da placa foi realizada
em microscopio éptico. As reacbes foram pontuadas calculando a porcentagem de morte
celular. Dessa forma, se o controle negativo apresentou linfécitos mortos, a
porcentagem de morte celular nos pocos restantes foi devidamente ajustada em
conformidade. As leituras da placa seguiram o padrdo de leitura ASHI (American
Society for Histocompatibility and Immunogenetics)®®, que pode ser observado na

Tabela 2.

Tabela 2. Padrdo de Leitura ASHI e respectiva interpretacdo de morte celular.

Pontuacéo Interpretacdo — Morte Celular
0-10% Negativo

11-20% Negativo Duvidoso

21-50% Positivo Fraco

51-80% Positivo

81-100% Positivo Forte

Fonte: Protocolo Informativo — Catalogo LM 172 (One Lambda).

2.3.3. Determinacgéo dos Antigenos HLA de Classe 11
Para determinacdo dos antigenos HLA de classe Il (DRB1), foram coletados 10
mL de sangue venoso periférico em dois tubos com EDTA, de 5 mL cada. As amostras

foram devidamente identificadas e centrifugadas por 20 minutos, a 2500 RPM, para
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obtencdo da camada de leucotcitos (buffy-coat), e a partir da mesma, realizou-se a

extracdo do DNA.

2.3.3.1. Extracdo e Quantificacdo do DNA
A extracdo do DNA gendmico foi realizada através da metodologia GE-
ILLUSTRA, utilizando-se o Kit Illustra Tissue and Cells Genomic Prep Mini Spin (GE
Healthcare), conforme instrucdes do fabricante. A concentracdo de DNA das amostras
foi medida pela leitura de densidade oOtica, utilizando-se espectrofotdmetro GENE

Quantpro RNA/DNA calculator (GE Healthcare).

2.3.3.2. Amplificacdo do DNA

A amplificacdo do DNA foi realizada utilizando-se a metodologia de PCR-SSP,
através do Kit Micro SSP HLA Typing Trays (One Lambda, CA,USA). As placas pré-
fabricadas de Tipagem de DNA Micro SSP apresentavam 96 pogos, contendo primers
de oligonucleotideos com sequéncia especifica para amplificacdo de alelos HLA de
classe Il por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Cada placa foi utilizada para tipagem de trés amostras de DNA gendmico, ou
seja, trés pacientes distintos, portanto, 32 pogos para cada tipagem amostral, totalizando
96 pocos por placa. O Kit apresentava ainda, uma mistura de dNTP-tampé&o (Micro SSP
Dmix) para tipagem de cada amostra.

A realizagdo da tipagem de cada amostra de DNA foi feita da seguinte forma:
2ul de Taqg Polimerase foram adicionados no tubo que ja continha a mistura de dNTP-
tampé&o (Dmix). No poc¢o controle negativo foram adicionados 1ul de agua ultra-pura e

9ul da mistura Dmix + Taq Polimerase. Posteriormente, foram adicionados 39ul de
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DNA no tubo contendo a mistura Dmix + Taq Polimerase (formando uma ampli-mix), e
foram distribuidos 10ul dessa ampli-mix em cada poco restante da placa.
Posteriormente, a placa foi colocada em termociclador GeneAmp PCR System

9700 (Applied Biosystem). A programacédo da PCR pode ser observada na Tabela3.

Tabela 3. Programacéo da PCR.

N° de Ciclos Passos Temp (°C) Tempo (seg)

1 1 96 130
2 63 60
9 1 96 10
2 63 60
20 1 96 10
2 59 50
3 72 30
Final 1 4

Fonte: Protocolo informativo — Kit Micro SSP HLA Typing Trays (One Lambda, CA,
USA).
O produto da amplificacdo foi aplicado em gel de agarose 2,5% com brometo de

etidio (100mg/ ml) e, apds eletroforese, foi fotografado para analise e documentacéo.

2.4. Andlises Estatisticas
2.4.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg
A significancia do desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg, foi avaliada
utilizando-se o procedimento, analogo ao teste exato de Fisher, descrito por Guo e
Thompson®, adotando-se como limite de significancia p>0,05. Para isto, foi utilizado o

programa Pypop (Python for Population Genetics) versdo 7.0. &
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2.4.2. Frequéncias Alélicas e Haplotipicas

As frequéncias alélicas e de haplotipos, foram calculadas utilizando o software
Arlequin v3.11.%* O método de Bernstein foi utilizado para calcular as frequéncias
fenotipicas: fg= 1- (1-ff)1/2, onde: fg = frequéncia génica; ff = freqliéncia fenotipica (ff
=n/N); n = numero de individuos que possuem o antigeno; N = nidmero de individuos
estudados.®

A significancia das diferencas entre as freqiiéncias alélicas em nossa amostra foi
calculada pelo teste de correcdo de Yates, usando o software PEPI v. 4.0.°° Adotou-se

como limite de significancia p=0,05 para comparar frequéncias entre as populaces.

2.4.3. Desequilibrio de Ligacéo

O desequilibrio de ligacdo é definido como a diferenca (D) entre a frequéncia
observada de uma determinada combinacdo de alelos em um determinado loci e a
frequéncia esperada, podendo ser positivo ou negativo, conforme a frequéncia
observada seja maior ou menos do que a esperada, respectivamente.’” O valor de D’
pode assumir valores no intervalo de -1 a +1, sendo que os valores negativos indicam
repulsdo entre os alelos em questdo e os positivos indicam acoplamento. O valor zero
indica auséncia de desequilibrio de ligacdo, ou a situagdo denominada por alguns
autores como “equilibrio de ligacao”.

O célculo do desequilibrio de ligacéo, assim como seu nivel de significancia (p =
0,05) foi realizado através do software Arlequin v3.11.*%" O grau de significancia do
desequilibrio de ligacdo foi avaliado através do teste exato de Fischer, em tabelas de

contingéncia 2x2.%’
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3. RESULTADOS
Considerando a amostra total, todos os loci estudados estavam em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05). Além disso, foram identificados 21 grupos de alelos para o

locus HLA-A, 34 para HLA-B e 13 para HLA-DRBL.

3.1. Frequéncia Alélica

No que se refere ao locus HLA-A, os alelos mais freqlentes foram,
respectivamente, HLA-A*02 (25,1%), -A*24 (10,4%) e -A*03 (9,6%). Em relacdo ao
locus HLA-B, o HLA-B*35 apresentou a maior frequéncia (11.8%), seguido pelo HLA-
B*44 (10,6%) e HLA-B*15 (9,5%). J4, quanto ao locus HLA-DRB1, os antigenos mais
frequientes foram HLA-DRB1*11 (14,4%), -DRB1*13 (14,1%) e -DRB1*04 (12,7%),
respectivamente. As Tabelas 4, 5 e 6 mostram, respectivamente, as freqiiéncias alélicas
(Fa) e fenotipicas (Ff) das especificidades HLA observadas no estudo para os loci

HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 na amostra total.

Tabela 4. Frequéncias alélicas e fenotipicas para o locus HLA-A observadas na amostra
total (n=2.624).

Alelo Fa Ff
A*01 0.081 0.157
A*02 0.251 0.450
A*03 0.096 0.186
A*11 0.056 0.107
A*23 0.054 0.103
A*24 0.104 0.198
A*25 0.015 0.030
A*26 0.036 0.072
A*29 0.039 0.077
A*30 0.064 0.124
A*31 0.036 0.0712
A*32 0.025 0.049
A*33 0.028 0.056
A*34 0.009 0.017

A*36 0.004 0.009
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A*43 0.002 0.004
A*66 0.014 0.027
A*68 0.057 0.112
A*69 0.002 0.004
A*T74 0.013 0.026
A*80 0.003 0.007

Fa=Frequéncia Alélica; Ff = Frequéncia Fenotipica

Tabela 5. Frequéncias alélicas e fenotipicas para o locus HLA-B observadas na amostra
total (n=2.624).

Alelo Fa Ff
B*07 0.069 0.135
B*08 0.057 0.110
B*13 0.009 0.019
B*14 0.043 0.084
B*15 0.095 0.185
B*18 0.055 0.108
B*27 0.020 0.039
B*35 0.118 0.224
B*37 0.013 0.026
B*38 0.024 0.048
B*39 0.029 0.055
B*40 0.043 0.082
B*41 0.011 0.022
B*42 0.014 0.028
B*44 0.106 0.194
B*45 0.019 0.036
B*46 0.0008 0001
B*47 0.002 0.004
B*48 0.007 0.014
B*49 0.026 0.050
B*50 0.019 0.036
B*51 0.094 0.181
B*52 0.018 0.034
B*53 0.022 0.043
B*54 0.002 0.004
B*55 0.011 0.021
B*56 0.005 0.010
B*57 0.024 0.046
B*58 0.023 0.045
B*59 0.001 0.002
B*67 0.002 0.005
B*73 0.002 0.0003
B*78 0.002 0.003
B*81 0.004 0.004

Fa=Frequéncia Alélica; Ff = Frequéncia Fenotipica
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Tabela 6. Frequéncias alélicas e fenotipicas para o locus HLA-DRB1 observadas na
amostra total (n=2.624).

Alelo Fa Ff
DRB1*01 0.085 0.163
DRB1*03 0.123 0.223
DRB1*04 0.127 0.239
DRB1*07 0.113 0.213
DRB1*08 0.059 0.114
DRB1*09 0.021 0.041
DRB1*10 0.018 0.035
DRB1*11 0.144 0.262
DRB1*12 0.021 0.042
DRB1*13 0.141 0.263
DRB1*14 0.038 0.075
DRB1*15 0.079 0.152
DRB1*16 0.025 0.050

Fa=Frequéncia Alélica; Ff = Frequéncia Fenotipica

No que se refere as amostras de caucasoides e negros, observamos que para o
locus HLA-A, o alelo HLA-A*30 foi mais freqlente entre os negros (8,1%) do que
entre os caucasianos (6,3%), enquanto que os alelos HLA-A*01 e -A*23 foram mais
frequentes no grupo caucaséide com uma frequéncia de 10,6 e 5,6%, respectivamente.
O mesmo foi observado para os alelos HLA-A*25 e -A*29 (16 e 4,1%,
respectivamente).

Para o locus HLA-B, os alelos HLA-B*35 e -B*44 foram mais frequentes entre
0s caucasoides (12,0 e 10,8%, respectivamente) do que entre 0s negros (7,9 e 7,4%,
respectivamente), enquanto que os alelos HLA-B*14, -B*15 e -B*39 foram mais
frequentes entre os negros, com uma frequéncia de 6,1, 9,8 e 4,9%, respectivamente.
Além disso, observamos que os alelos HLA-B*46, -B*47, -B*59 e B*73 foram
observados apenas no grupo caucasoide

Quanto ao locus HLA-DRB1, os alelos HLA-DRB1*11, -DRB1*13 e -
DRB1*01 foram, respectivamente, os mais frequentes entre os caucasoides (14,5, 12,6 e
8,7%, respectivamente) do que entre 0s negros. Ja, os alelos HLA-DRB1*14 e -
DRB1*15 foram mais frequentes no grupo negroide, com frequéncia de 4,2 e 9,4%

respectivamente. A Tabela 7 apresenta as frequéncias alélicas para os loci HLA-A,
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HLA-B e HLA-DRB1 na amostra total (n=2.624) e sua comparacgéo entre os diferentes

grupos étnicos.

Tabela 7. Frequéncias alélicas para os loci HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 na amostra
total (n=2.624) e sua comparagdo entre os diferentes grupos étnicos.

HLA locus Total C N CXN (valor de p)
A*01 0,081 0,106 0,709 1x10”
A*02 0,251 0,250 0,264
A*03 0,096 0,098 0,085
A*11 0,056 0,058 0,045
A*23 0,054 0,056 0,038 3,7x10°
A*24 0,104 0,105 0,099
A*25 0,015 0,016 0,009 2,1x10°
A*26 0,036 0,037 0,029
A*29 0,039 0,041 0,029 1,5x107
A*30 0,064 0,063 0,081 8,9x10™
A*31 0,036 0,036 0,043
A*32 0,025 0,026 0,029
A*33 0,028 0,028 0,034
A*34 0,009 0,009 0,013
A*36 0,004 0,005 0,004
A*43 0,002 0,002 0,002
A*66 0,014 0,014 0,013
A*68 0,057 0,058 0,056
A*69 0,002 0,003 0,002
A*74 0,013 0,013 0,016
A*80 0,003 0,004 0,004
B*07 0,069 0,071 0,063
B*08 0,057 0,059 0,051
B*13 0,009 0,009 0,016
B*14 0,043 0,042 0,061 3,2x10°
B*15 0,095 0,072 0,098
B*18 0,055 0,055 0,065
B*27 0,020 0,021 0,016
B*35 0,117 0,120 0,079
B*37 0,013 0,014 0,007 7,7x10™
B*38 0,024 0,025 0,018
B*39 0,029 0,027 0,049 1,6x10°®
B*40 0,043 0,042 0,056
B*41 0,011 0,011 0,013
B*42 0,014 0,014 0,020
B*44 0,106 0,108 0,074
B*45 0,019 0,019 0,025
B*46 0,0008 0,001 -

B*47 0,0023 0,003 - 7.7x10°
B*48 0,0072 0,007 0,009
B*49 0,0261 0,027 0,022
B*50 0,0196 0,020 0,016

B*51 0,0945 0,095 0,080
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B*52 0,0175 0,017 0,020

B*53 0,0219 0,022 0,023

B*54 0,0019 0,002 0,004

B*55 0,0107 0,011 0,005 9.6x10™
B*56 0,0055 0,004 0,016 6.2x10™%°
B*57 0,0244 0,024 0,029

B*58 0,0229 0,023 0,023

B*59 0,0010 0,001 -

B*67 0,0025 0,002 0,005

B*73 0,0017 0,002 - 1x10-03
B*78 0,0021 0,002 0,002

B*81 0,0042 0,004 0,009

DRB1*01 0,085 0,087 0,064
DRB1*03 0,123 0,122 0,104
DRB1*04 0,127 0,125 0,108 2x10-03
DRB1*07 0,113 0,125 0,112
DRB1*08 0,059 0,060 0,056
DRB1*09 0,021 0,022 0,025
DRB1*10 0,018 0,018 0,022
DRB1*11 0,144 0,145 0,113 2x10-04
DRB1*12 0,021 0,020 0,027
DRB1*13 0,141 0,126 0,103 1x10-09
DRB1*14 0,038 0,038 0,042
DRB1*15 0,079 0,078 0,094 1x10-07
DRB1*16 0,025 0,027 0,009 7,3x10-12

C, caucasoides; N, negros
Os valores de p indicam diferencas significativas entre 0s grupos.
-, N&o ocorreu no grupo.

3.2. Frequéncia Haplotipica

Os haplotipo mais comuns observados na amostra total foram A*01 B*08
DRB1*03, A*29 B*44 DRB1*07 e A*03 B*07 DRB1*15, cujas as frequéncias foram
respectivamente de 1,8, 1,2 e 1,2%.

Considerando 0s grupos étnicos, observamos que o haplétipo A*01 B*08
DRB1*03 foi 0o mais frequente entre os caucasoides com uma frequéncia de 1,3%
enquanto que, o hapldtipo A*29 B*44 DRB1*07 apresentou maior frequéncia entre os
negros, com 1,1%. Além disso, observamos que os haplétipos A*02 B*51 DRB1*13
(0,7%) e A*11 B*35 DRB1*01 (0,6%) ocorreram somente no grupo de caucasoides ao
passo que, A*02 B*40 DRB1*11 (0,7%) e A*30 B*18 DRB1*03 (0,8%) foram

observados somente entre 0s negros. A frequéncia dos dez haplétipos HLA-A, -B e -
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DRB1 mais comuns observados na amostra total e nos diferentes grupos étnicos esta

apresentada na Tabela 8.

Tabela 8. Frequéncia dos dez haplétipos HLA-A, -B e -DRB1 mais comuns observados

na amostra total e nos diferentes grupos étnicos.

Haplétipo Frequéncia Caucasoides Negros
Total

A*01 B*08 DRB1*03 0.018 0.013 0.007
A*29 B*44 DRB1* 07 0.012 0.008 0.011
A*03 B*07 DRB1*15 0.012 0.009 0.005
A*02 B*15 DRB1*13 0.011 0.007 0.006
A*02 B*51 DRB1*13 0.011 0.007

A*02 B*35 DRB1*11 0.009 0.006 0.005
A*02 B*15 DRB1*04 0.008 0.007 0.005
A*11 B*35 DRB1* 01 0,008 0.006

A*02 B*18 DRB1* 03 0.007 0.008 0.001
A*24 B*35 DRB1* 11 0.006 0.007 0.003

-, N&o ocorreu no grupo.

3.3. Desequilibrio de Ligacéo

Os haplotipos A1-B8, A2-DR13 e B8-DR3 apresentaram um forte desequilibrio
de ligacdo na amostra total. O desequilibrio de ligacdo mais intenso foi observado no
haplétipo A1-B8 (D"=0,42), que inclusive, apresentou desequilibrio mais forte entre os
individuos Caucasoides e uma fraca associacdo entre os individuos negros de nossa
populacdo. O haplotipo com a menor intensidade de associacdo foi 0 A2-DR3 (D= -
0,25). A Tabela 9 representa a frequéncias dos dez haplétipos HLA-A:HLA-B, HLA-
AHLA-DR e HLA-B:HLA-DR mais comuns e seus respectivos valores de

desequilibrio de ligagdo na amostra total e nos diferentes grupos étnicos.
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Tabela 9. Frequéncia dos dez haplotipos HLA-A:HLA-B, HLA-A:HLA-DRBl e
HLA-B:HLA-DRB1 mais comuns e seus respectivos valores de desequilibrio de ligacdo

na amostra total e nos diferentes grupos étnicos.

Associacao Haplotipica Fh D' Fh C D' C Fh N D' N
HLA-A-B
A*02-B*51 0.0413 0.0176 0.0405 0.2346 0.0307 0.1038
A*02-B*15 0.0322 0.0081 0.0356 0.1485 0.0162 -0.1462
A*02-B*44 0.0276 0.0007 0.0273 0.0018 0.0379 0.1905
A*01-B0*8 0.0272 0.4232 0.0268 0.4100 0.0325 0.6003
A*03-B*07 0.0223 0.2463 0.0241 0.2690 0.0108 0.0946
A*03-B*35 0.0212 0.1155 0.0194 0.0893 0.0271 0.2441
A*02-B*18 0.0204 0.0064 0.0198 0.1509 0.0162 -0.0514
A*02-B*07 0.0198 0.0022 0.019 0.0240 0.0271 0.2241
A*24-B*35 0.0185 0.0662 0.02 0.0793 0.0181 0.0916
A*29- B*44 0.0183 0.3971 0.0192 0.4041 0.0126 0.3792
HLA-A-DRB1
A*02-DRB1*04 0.0427 0.1126 0.0409 0.1269 0.0433 0.0230
A*02-DRB1*13 0.0383 0.0254 0.042 0.0844 0.0217 -0.2677
A*02-DRB1*11 0.0295 -0.1870 0.0311 -0.1992 0.0379 0.1389
A*24-DRB1*11 0.0265 0.1266 0.0268 0.1072 0.0361 0.2366
A*02-DRB1*07 0.0261 -0.0892 0.0281 -0.0325 0.0253 -0.0651
A*01-DRB1*03 0.0255 0.2158 0.0228 0.2183 0.0361 0.2371
A*02-DRB1*08 0.0246 0.2146 0.0213 0.1583 0.0307 0.3430
A*02-DRB1*03 0.0231 -0.2553 0.0224 -0.2381 0.0217 -0.2821
A*02-DRB1*01 0.0202 -0.0593 0.0185 -0.2632 0.0235 0.1389
A*03-DRB1*11 0.0187 0.0580 0.0175 0.0376 0.0253 0.2059
HLA-B-DRB1
B*08-DRB1*03 0.037 0.5874 0.0409 0.5957 0.0433 0.4229
B*35-DRB1*11 0.0353 0.1805 0.042 0.1936 0.0217 0.1094
B*44-DRB1*07 0.0322 0.2114 0.0311 0.2007 0.0379 0.1872

B*15-DRB1*13 0.0265 0.1576 0.0268 0.1508 0.0361 0.1640
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B*07-DRB1*15 0.0244 0.2926 0.0281 0.2913 0.0253 0.3378
B*51-DRB1*13 0.0183 0.0605 0.0228 0.0888 0.0361 0.0191
B*35-DRB1*01 0.0177 0.1016 0.0213 0.1148 0.0307 -0.5086
B*18-DRB1*11 0.0173 0.1954 0.0224 0.2191 0.0217 0.0605
B*18-DRB1*03 0.017 0.2072 0.0185 0.1904 0.0235 0.1023
B*15-DRB1*04 0.0166 0.0529 0.0175 0.0604 0.0253 0.0023

Fh= Frequéncia Haplotipica; D" =Desequilibrio de Ligacdo na Amostra Total
FhC= Frequéncia Haplotipica entre Caucasoides; D"C = Desequilibrio de Ligagao entre Caucasoides.
FhN = Frequéncia Haplotipica entre Negros; D"N = Desequilibrio de Ligag&o entre Negros.
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4. DISCUSSAO

O Brasil é um pais cuja populacdo é caracterizada por elevada miscigenacéo de
diversos grupos étnicos devido a extensa imigracdo de diferentes continentes
apresentando, portanto, elevada diversidade HLA. Dessa maneira, a tipificagdo dos
antigenos de histocompatibilidade em cada regido é de grande importancia, auxiliando
diversos estudos populacionais, favorecendo a selecdo adequada de doadores em
transplantes de 6rgdos e, ainda, atuando como importante ferramenta para os estudos de
associacao com as doengas.®

A distribuicdo das freqiiéncias dos loci HLA observada no presente estudo foi
semelhante & outras analises realizadas em diferentes populacBes brasileiras.®®"
Considerando o locus HLA-A, os alelos mais frequentes observados em nossa amostra
total foram, respectivamente, HLA-A*02, -A*24 e -A*03. Esses mesmos alelos também
foram os mais frequentes em um estudo realizado por Salvadori, et al. na populacéo de
Bauru, municipio localizado na regi&o centro-oeste do Estado de Sdo Paulo.”

Similar a esse estudo, o alelo HLA-A*02 também foi 0 mais comum em vérias
outras regides do pais.**’* Comparando a frequéncia desse antigeno entre as diferentes
populagdes brasileiras, observamos elevada variagdo em sua frequéncia de acordo com a
regido estudada. Estudos realizados no estado de Sao Paulo, por exemplo, apresentam
uma frequéncia de aproximadamente 25% para esse alelo.®*”®* Em contraste, a
frequéncia obtida para esse antigeno nas popula¢@es do Rio de Janeiro atinge cerca de
30%" enquanto que, nas populacdes de Minas Gerais’> e Piaui ®, essa frequéncia atinge
cerca de 40%.

Considerando os alelos mais frequentes nos loci HLA-B e HLA-DRB1, nosso
estudo apresentou resultados similares aqueles observados nas populagdes do Estado de

69,70,77

Paulo e da regido Sul do pais "*">"®. O alelo HLA-B*35, por exemplo, foi 0 mais
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frequente em nossa populacido e também nas populacdes de Bauru’, Rio Grande do
Sul™ e Parand’. J4, o alelo HLA-DRB1*11 foi o mais frequente na populacdo do
Parana’®, bem como em nossa regio, e foi o segundo alelo mais comum na populagéo
de Bauru.

A populacdo estudada apresentou elevada freqiiéncia de alelos caracteristicos da
populacéo européia, como por exemplo, HLA-A * 24, HLA-B * 44, HLA-DRB1 * 11 e
HLA-DRB1*13.7% Essa semelhanca é possivelmente devido ao elevado fluxo de
imigrantes portugueses, espanhdis e italianos em nossa regido.®>® Além disso, os
resultados obtidos em nosso estudo mostraram ainda a ocorréncia de alelos comumente
observados em populacdes africanas, como 0 HLA-B*15 e HLA-DRB1*03%% embora
cerca de apenas 4% da populacéo seja de descendéncia africana.®’

Esses resultados corroboram os resultados obtidos por Ayo, et al., que
analisaram a diversidade HLA na regido noroeste do Estado de Sao Paulo e observaram
uma populacdo heterogénea, composta principalmente por uma mistura de alelos HLA
tipicos das populagdes europeias e africanas.®

Curiosamente, alguns alelos frequentemente encontrados na populacéo libanesa
também foram observados em nossa populacdo. Os alelos HLA-A*03 e HLA-
DRB1*04, caracteristicos da populacdo libanesa, foram os terceiros alelos mais comuns
em nosso estudo para os loci HLA-A e HLA-DRBI, respectivamente.?®% Esses
resultados podem estar relacionados ao elevado nimero de libaneses que participaram
da colonizacdo da nossa regido.®2%*

A analise das fregiiéncias alélicas entre as amostras de caucasdides e negros da
nossa regido mostrou que os alelos caracteristicos das populagdes européias foram mais
frequentes na amostra de caucasoides, enquanto que os alelos caracteristicos da

populacgéo africana foram mais frequentes em nossa amostra de negros.
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Os alelos HLA-B*35 e -B*44, por exemplo, foram os mais frequentes nas

1" e do Parana’®, bem como no nosso

populacdes caucasoides do Rio Grande do Su
estudo. O mesmo foi observado para o alelo HLA-DRB1*15, mais frequente na
populacdo de Negros de estudos desenvolvidos no Rio Grande do Sul’*, Parana’ e
Piaui” assim como em nossa populagio.

Estes resultados sdo semelhantes aqueles obtidos nos estudos de Bortolotto, et
al., que mostraram que os alelos caracteristicos de populacdes europeias sao mais
freqlientes em populagdes predominantemente brancas’!, e de Carvalho, et al., que
observaram que os alelos mais comumente encontrados nas populacdes africanas,
principalmente o HLA-B* 15, sdo mais freqiientes em populaces miscigenadas’.

Nossos resultados mostraram que os hapl6tipos comuns em populagdes
européias, como por exemplo, A*01 B*08 DRB1*03 e A*03 B*07 DRB1*15 foram os
mais frequentes em nossa populacdo caucasiana. Resultados semelhantes foram obtidos
por Fabreti-Oliveira, et al., que observaram uma maior frequéncia destes haplétipos nas
regides Sul e do Sudeste do Brasil. Com relacdo a populacédo negra do presente estudo,
o0 hapl6tipo mais frequente foi A*29 B*44 DRB1*07, semelhante aos resultados obtidos
por um estudo realizado na regido nordeste do Brasil .2

Os resultados referentes ao desequilibrio de ligacdo mostraram ainda que,
haplotipos caracteristicos da populacdo européia como, por exemplo, A*01-B*08, foi o
que apresentou mais intenso desequilibrio de ligagéo entre os individuos caucasdides do
nosso estudo. Esses dados corroboram resultados obtidos em outros trabalhos que
analisaram o desequilibrio de ligacdo entre individuos caucaséides.>*%

E importante ressaltar que o presente estudo é primeiro a realizar a analise da

diversidade haplotipica bem como o desequilibrio de ligacdo dos loci HLA-A, -B, e -

DRB1 em Séo José do Rio Preto. Dessa maneira, a comparacao dos resultados obtidos
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em nosso trabalho com dados de outras populacdes foi bastante restrita uma vez que
poucos trabalhos trazem essas analises.

Nosso estudo demonstrou que a regido de Sdo José do Rio Preto é caracterizada
por uma populacdo miscigenada e fortemente influenciada por alelos caracteristicos das
populacdes europeias, africanas e libaneses. Nossos resultados confirmam ainda que a
caracterizacdo de alelos e haplotipos de uma populacdo especifica HLA é influenciada
pela etnia e esta relacionada a uma historia da coloniza¢do. No entanto, é importante
ressaltar a necessidade de outros estudos para entender melhor a diversidade HLA na

populacdo brasileira.
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1- Os alelos HLA mais fregiientes nos candidatos a transplante renal na regido
de S&o José do Rio Preto foram HLA-A*02, HLA-B*35 e HLA-DRB*11.

2- O haplo6tipo mais comum na regido de S&o José do Rio Preto foi A*01 B*08
DRB1*03.

3- O haplotipo A*01 B*08 DRB1*03 foi o mais frequente na amostra de
caucasoide da populacdo analisada enquanto que, A*29 B*44 DRB1* 07 foi o mais

comum na amostra de negros.
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Abstract

The distribution of organs for renal transplant depends on HLA matching between
donor and recipient. In Brasil very few studies have evaluated HLA diversity in the
renal transplant candidates. This study aimed to characterize the allele and haplotype
frequencies of HLA-A, -B, and -DRB1 in a cohort of renal transplant candidates
populations in the region of Sao José do Rio Preto (State of Sdo Paulo), to compare the
allele frequencies between Caucasian and Black in that region, as well as to compare
these frequencies with different Brazilian populations reported. The HLA-A, -B, and -
DRBL1 allele and haplotypes frequencies were analyzed in a sample of 2.624 individuals
and classified according to the ethnic group (2.347 Caucasians and 277 Blacks). The
HLA class | (A, B) and class Il (DRB1) specificities were determined by Complement-
Dependent Microlymphocytotoxic (CDC) and Polymerase Chain Reaction/Sequence
Specific Priming (PCR-SSP) methods, respectively. Twenty-one HLA-A, 34 HLA-B
and 13 HLA-DRB1 allelic groups were identified. The most frequent alleles for each
locus were HLA-A*02, HLA-B*35, and HLA-DRB1*11. The most frequent haplotypes
found were A*01 B*08 DRB1*03 among Caucasians and A*29 B*15 DRB1*04 among
Blacks. The most common alleles for each locus among RTx were HLA-A*02, HLA-
B*35 and HLA-DRB1*11. The haplotypes A*01 B*08 DRB1*03 and A*29 B*44
DRB1*07 prevailed among Caucasians and Blacks, respectively. This study provides
the first data on the HLA-A, HLA-B and HLA-DRBL1 allele and haplotype frequencies

of renal transplant candidates populations in the region of Sao José do Rio Preto.

Keywords: HLA antigens, Genetic polymorphism, Gene frequency, Transplantation,

Brazilian population.
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1. Introduction

The HLA complex is located on the short arm of chromosome 6 and encodes molecules,
whose alleles and haplotypes are ethnically and geographically restricted, as well as
distributed in populations [1]. Major factors contributing to the distribution of HLA
genes and haplotypes in human populations are isolation, migration and admixture [2-
4].

Considering that the distribution of organs for renal transplant depends on HLA
matching between donor and recipient [5], the knowledge and determination of the
HLA polymorphism areof great importance for the strategic planning of a national
recipient registry, in order to identify which donor is the best possible match [6-8].

The analysis of HLA frequency distribution in the whole population can also be used to
analyze population-specific HLA disease associations in anthropological research, as
well as to make inference of relationships in population data [9-11]. Moreover, HLA
system shows significant linkage disequilibrium, which has an important clinical
application.The investigation of these alleles and haplotypes, which are in linkage
disequilibrium, may support further studies on genetic composition and origin of
different populations [12]. Accordingly, the characterization of HLA polymorphism, the
mechanisms of inheritance, and their associations in different human populations are of
great interest [13].

The Brazilian population is characterized by a wide mixture of many ethnic groups,
predominantly Caucasians of European origin, Blacks, Indians, and a large group of
mixed-race descendants of these ethnic groups. As a result, the Brazilian population
may vary considerably according to the region to be studied [14,15].

Considering the knowledge of the diversity and distribution of HLA alleles and

haplotypes in our population may help in the process of allocation of organs for
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transplantation and that in Brasil very few studies have evaluated HLA diversity (allelic
and haplotypic) in the renal transplant candidates, the purpose of this study was to
determine the frequencies of HLA-A, -B, and -DRB1 alleles and haplotypes in a cohort
of renal transplant candidates, as well as the allele and haplotypic frequencies among
ethnic groups, in the region of S&o José do Rio Preto, located in the northwest portion of

the State S&o of Paulo.

2. Patients and Methods

2.1 Samples

This study included the retrospective analysis of data from medical records of 2.624
renal transplant candidates, of both genders, who underwent tissue typing atthe
Laboratory of Transplantation Immunology of the Institute of Urology and Nephrology,
in Sdo José do Rio Preto, from January 2000 to December 2011. All histocompatibility
tests were performed aiming at renal transplant, following specific medical indication.
The study was approved by the Institutional Ethics Committee of the Medical School
(n® 131257) in accordance with current standards for human research. Because the study
was carried retrospectively, the term informed consent was dispensed.

The renal transplant candidates were divided into two ethnic groups: Caucasians, n =
2.347 and Blacks, n = 277. The ethnicity of the subjects of this study was based on
phenotypical traits, such as facial features, hair, skin color, body type and family

country of origin, when available.
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2.2 DNA extraction and HLA Typing

2.2.1 HLA Class | Typing
The HLA class | (A, B) specificities were determined by the complement-dependent
microlymphocytotoxic (CDC) method [16], using Monoclonal Typing Trays LMT™

First HLA Class I, number CatalogueLM172 (One Lambda, CA, USA).

2.2.2 HLA Class Il Typing
The genomic DNA was obtained from peripheral blood using the Illustra Tissue and the
Cells Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare, London,UK), following the
instructions provided by the manufacturers.
The HLA class Il (DRB1) specificity was determined using low-resolution methods,
with a SSP2L Micro SSP™ Generic HLA Class II DNA Typing Tray Kit (One Lambda,
CA, USA). This kit is based on the Polymerase Chain Reaction /Sequence Specific

Priming (PCR-SSP) method [17], according to the manufacturer’s instructions.

3. Statistical Analysis

The allele and haplotype frequencies, as well as significant linkage disequilibrium
parameters of HLA two-locus haplotypes, were calculated using the Arlequin software v
3.11 [18]. The expectation—maximization algorithm was used to determine haplotype
frequencies. The Bernstein method was used to calculate the phenotype frequencies
[19]. The significance of the differences between the allele frequencies in our sample
and in samples of other Brazilian populations was calculated by Yates’correction test,
using the PEPI v. 4.0 computer program [20]. Allele frequencies cutoff value was set at

0.05 to compare frequencies among populations.
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4. Results

All loci studied were in Hardy—Weinberg equilibrium (p> 0.05). In the analysis of the
total sample, 21 HLA-A, 34 HLA-B and 13 HLA-DRBL1 allelic groups were identified.
The highest and lowest frequencies of HLA-A, HLA-B and HLA-DRBL specificities
are showed in Tables 1, 2 and 3, respectively. For the HLA-A locus, the HLA-A*30
allele were more frequent among Blacks (8.1%) than among Caucasians (6.3%),
whereas the HLA-A*23 allele showed the highest frequency in the Caucasians cohort
(5.6%). In the HLA-B locus, the frequency of the HLA-B*35 and -B*44 alleles was
higher in Caucasians (12.0 and 10.8%, respectively), whereas the HLA-B*15 and -B*14
alleles were more frequent in Blacks (9.8 and 6.1%, respectively). The HLA-B*46, -
B*47, -B*59 and -B*73 alleles were observed only in Caucasians. For the HLA-DRB1
locus, the allele that showed most significant difference in terms of frequency among
the samples was the HLA-DRB1*11, with a frequency of 14.5% in Caucasians and
11.3% in Blacks (Table 4).

The frequencies of the 10 most common HLA -A, -B, -DRB1 haplotypes observed in
the total sample and in the different ethnic groups are summarized in Table 5. The
frequencies presented in the analyzed sample are based on the allele frequencies. The
most common haplotype found in the total sample was A*01 B*08 DRB1*03 (1.8%).
The same haplotype showed a higher frequency in Caucasians cohort (1.0%), whereas
the A*29 B*44 DRB1*07 haplotype was more frequent in Blacks (1.1%). The A*02
B*51 DRB1*13 (0.7%) and A*11 B*35 DRB1*01 (0.6%) haplotypes occurred only in
Caucasians, whereas the A*02 B*40 DRB1*11 (0.7%) and A*30 B*18 DRB1*03
(0.8%) haplotypes were observed only inBlacks.

The significant linkage disequilibrium parameters of HLA two-locus haplotypes are

shown in Table 6.
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5. Discussion

The Brazilian population is characterized by a mixture of several ethnic groups due to
extensive immigration from different continents, and therefore shows a high HLA
diversity. The characterization of such allele and haplotype diversity plays an important
role in organ transplant. It is also an essential tool to be applied in many population
studies [21].

This study showed that the most frequent HLA-A locus antigens were A* 02 (25.1%),
A* 24 (10.4%) and A* 03 (9.6%), which supports the findings of a study conducted by
Salvadori,et al. with the population of Bauru, a Brazilian municipality in mid-western
region of the State of Sdo Paulo [22].

Concerning the most frequent alleles of HLA-B and HLA-DRBL loci, our study showed
similar results to those which analysed the frequency of HLA antigens in the
populations in the State of Sdo Paulo [22-24] and in the southern region of the country
[25-27].

In the study population, there was high frequency of those alleles characteristic of the
European population, namely, HLA-A*24, HLA-B*44, HLA-DRB1*11 and HLA-
DRB1*13 [28-30], possibly due to high influx of Portuguese, Spanish and Italian
immigrants in our region [31-33]. Additionally, the findings show the occurrence of
alleles commonly observed in African populations, such as HLA-B * 15 and HLA-
DRB1 * 03 [34-35], although about 4% of the population in our region is of African
descent [36].

Our results confirm those reported by Ayo,et al., who analysed HLA diversity in the
north-western portion of the State of S&o Paulo and observed a heterogeneous
population, composed mainly of a mixture of HLA alleles groups typical of European

and African populations [23].
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Interestingly, some alleles frequently found in the Lebanese population were also
observed in our population. The HLA A* 03 and HLA DRB1 * 04 alleles, characteristic
of the Lebanese population, were the third most common alleles in our study for the
HLA-A and HLA-DRBL loci, respectively [37-38]. This emphasises the findings related
to the high number of Lebanese settlers in our region [31-33].

The analysis of allele frequencies between samples of Caucasians and Blacks in our
study showed that the alleles characteristic of European populations were more frequent
in our Caucasian sample, where as the most common alleles among Africans were more
frequent in our sample of black population.

These results corroborate the findings reported by Bortolotto, et al., who showed that
alleles characteristic to European populations are more frequent in predominantly white
populations [25]. They also confirm those findings reported by Carvalho,et al., who
observed that alleles which are more common in African populations, namely HLAB
15, are more frequent in admixed populations [39].

Importantly, this is a pioneer study about the analysis of HLA -A, -B, and -DRB1
haplotype diversity in the region of Sdo José do Rio Preto. Our results showed that
haplotypes common in European populations, namely, A*01 B*08 DRB1*03 and A*03
B*07 DRB1*15 prevailed in our Caucasian population. Similar results were obtained by
Fabreti-Oliveira, et al., who observed a higher frequency of these haplotypes in the
southern and south-eastern parts of Brazil. The most frequent haplotype in the study
black population was A*29 B*44 DRB1*07, similar to the results obtained by a study
conducted within the population in the northeast of Brazil [35].

Our study demonstrates that the region of Sdo José do Rio Preto is characterized by a
racially mixed population and strongly influenced by those alleles which are

characteristic of the European, African and Lebanese populations. Our results further
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confirm that the characterization of HLA alleles and haplotypes of a specific population
is influenced by ethnicity and it isalso related to a history of colonization. However, it is
important to emphasise the need of a comprehensive rational mapping to better

understand the HLA diversity in the overall Brazilian population.

6. Conclusion

Our study shows that, in the renal transplant candidates populations in the region of Sao
José do Rio Preto, the most common alleles for each locus were HLA-A*02, HLA-
B*35 and HLA-DRB1*11. The haplotypes A*01 B*08 DRB1*03 and A*29 B*44
DRB1*07 prevailed among Caucasians and Blacks, respectively.

These data provide a better understanding of the distribution of the HLA-A, HLA-B and
HLA-DRBL1 alleles and haplotypes in our population. Furthermore, these informative
data may contribute in the process of allocation of organs for transplantation in this
region and across the country, helping find suitable donors, reducing the length of

waiting times and increasing the survival rates among recipients.
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Title and Legend

Table 1. HLA-A allele frequencies in the total sample (n = 2624). Fa= AlleleFrequency;

Ff = PhenotypeFrequency.

Table 2. HLA-B allele frequencies in the total sample (n = 2624). Fa= AlleleFrequency;

Ff = PhenotypeFrequency.

Table 3. HLA-DRB1 allele frequencies in the total sample (n = 2624). Fa=

AlleleFrequency; Ff = PhenotypeFrequency.

Table 4. Allelic groups frequencies in the total sample (n = 2624) and their comparisons
between ethnics groups. B, Blacks; C, Caucasians. The p values indicate a significant
difference between the groups. Probability was determined by chi-squared tests using
Yates correction. Allele frequencies cutoff value was set at 0.05 to compare frequencies

among populations. -, Did not occur in this group.

Table 5. Frequency of the 10 most commonHLA —A, —-B,—DRB1haplotypes in total

sample and in the different ethnic groups. -, Did not occur in this group.

Table 6. Haplotype frequency and relative linkage disequilibrium parameter of HLA
two-locus haplotypes in the total sample and in the different ethnic groups. Fa = Allele
Frequency; FaC = Allele Frequency among Caucasians; D"C = Linkage Disequilibrium
among Caucasians. FaB = Allele Frequency among Blacks; D'B = Linkage
Disequilibrium among Blacks. D’= The linkage disequilibrium coefficient D

standardized by the maximum value it can take.
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Table 1. HLA-A allele frequencies in the total sample (n = 2624)

Allele Fa Ff
A*01 0.081 0.157
A*02 0.251 0.450
A*03 0.096 0.186
A*11 0.056 0.107
A*23 0.054 0.103
A*24 0.104 0.198
A*25 0.015 0.030
A*26 0.036 0.072
A*29 0.039 0.077
A*30 0.064 0.124
A*31 0.036 0.0712
A*32 0.025 0.049
A*33 0.028 0.056
A*34 0.009 0.017
A*36 0.004 0.009
A*43 0.002 0.004
A*66 0.014 0.027
A*68 0.057 0.112
A*69 0.002 0.004
A*74 0.013 0.026
A*80 0.003 0.007

Fa= Allele Frequency; Ff = Phenotype Frequency
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Table 2. HLA-B allele frequencies in the total sample (n = 2624)

Allele Fa Ff
B*07 0.069 0.135
B*08 0.057 0.110
B*13 0.009 0.019
B*14 0.043 0.084
B*15 0.095 0.185
B*18 0.055 0.108
B*27 0.020 0.039
B*35 0.118 0.224
B*37 0.013 0.026
B*38 0.024 0.048
B*39 0.029 0.055
B*40 0.043 0.082
B*41 0.011 0.022
B*42 0.014 0.028
B*44 0.106 0.194
B*45 0.019 0.036
B*46 0.0008 0001
B*47 0.002 0.004
B*48 0.007 0.014
B*49 0.026 0.050
B*50 0.019 0.036
B*51 0.094 0.181
B*52 0.018 0.034
B*53 0.022 0.043
B*54 0.002 0.004
B*55 0.011 0.021
B*56 0.005 0.010
B*57 0.024 0.046
B*58 0.023 0.045
B*59 0.001 0.002
B*67 0.002 0.005
B*73 0.002 0.0003
B*78 0.002 0.003
B*81 0.004 0.004

Fa= Allele Frequency; Ff = Phenotype Frequency



Anexo 1 — Artigo Cientifico 69

Table 3. HLA-DRBL1 allele frequencies in the total sample (n = 2624)

Allele Fa Ff
DRB1*01 0.085 0.163
DRB1*03 0.123 0.223
DRB1*04 0.127 0.239
DRB1*07 0.113 0.213
DRB1*08 0.059 0.114
DRB1*09 0.021 0.041
DRB1*10 0.018 0.035
DRB1*11 0.144 0.262
DRB1*12 0.021 0.042
DRB1*13 0.141 0.263
DRB1*14 0.038 0.075
DRB1*15 0.079 0.152
DRB1*16 0.025 0.050

Fa= Allele Frequency; Ff = Phenotype Frequency
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Table 4. Allelic groups frequencies in the total sample (n = 2,624) and their
comparisons between ethnics groups

HLA locus Total C (n=2347) B (n=277) CXB
A*01 0.081 0.106 0.709 1x10°
A*02 0.251 0.250 0.264
A*03 0.096 0.098 0.085
A*11 0.056 0.058 0.045
A*23 0.054 0.056 0.038 3.7x10°
A*24 0.104 0.105 0.099
A*25 0.015 0.016 0.009 2.1x10°3
A*26 0.036 0.037 0.029
A*29 0.039 0.041 0.029 1.5x10°
A*30 0.064 0.063 0.081 8.9x10™
A*31 0.036 0.036 0.043
A*32 0.025 0.026 0.029
A*33 0.028 0.028 0.034
A*34 0.009 0.009 0.013
A*36 0.004 0.005 0.004
A*43 0.002 0.002 0.002
A*66 0.014 0.014 0.013
A*68 0.057 0.058 0.056
A*69 0.002 0.003 0.002
A*T74 0.013 0.013 0.016
A*80 0.003 0.004 0.004
B*07 0.069 0.071 0.063
B*08 0.057 0.059 0.051
B*13 0.009 0.009 0.016
B*14 0.043 0.042 0.061 3.2x10°
B*15 0.095 0.072 0.098
B*18 0.055 0.055 0.065
B*27 0.020 0.021 0.016
B*35 0.117 0.120 0.079
B*37 0.013 0.014 0.007 7.7x10™
B*38 0.024 0.025 0.018
B*39 0.029 0.027 0.049 1.6x108
B*40 0043 0.042 0.056
B*41 0.011 0.011 0.013
B*42 0.014 0.014 0.020
B*44 0.106 0.108 0.074
B*45 0.019 0.019 0.025
B*46 0.0008 0.001 -

B*47 0.0023 0.003 - 7.7x10°
B*48 0.0072 0.007 0.009
B*49 0.0261 0.027 0.022
B*50 0.0196 0.020 0.016
B*51 0.0945 0.095 0.080

B*52 0.0175 0.017 0.020
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B*53 0.0219 0.022 0.023
B*54 0.0019 0.002 0.004
B*55 0.0107 0.011 0.005 9.6x10*
B*56 0.0055 0.004 0.016 6.2x10™%°
B*57 0.0244 0.024 0.029
B*58 0.0229 0.023 0.023
B*59 0.0010 0.001 -
B*67 0.0025 0.002 0.005
B*73 0.0017 0.002 - 1x107%
B*78 0.0021 0.002 0.002
B*81 0.0042 0.004 0.009
DRB1*01 0.085 0.087 0.064
DRB1*03 0.123 0.122 0.104
DRB1*04 0.127 0.125 0.108 2x10%
DRB1*07 0.113 0.125 0.112
DRB1*08 0.059 0.060 0.056
DRB1*09 0.021 0.022 0.025
DRB1*10 0.018 0.018 0.022
DRB1*11 0.144 0.145 0.113
DRB1*12 0.021 0.020 0.027
DRB1*13 0.141 0.126 0.103 1x10™%
DRB1*14 0.038 0.038 0.042
DRB1*15 0.079 0.078 0.094
DRB1*16 0.025 0.027 0.009 7.3x10*

B, Blacks; C, Caucasians.

The p values indicate a significant difference between the groups. Probability was determined by chi-
squared tests using Yates correction. Allele frequencies cutoff value was set at 0.05 to compare
frequencies among populations.

-, Did not occur in this group.
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Table 5. Frequency of the 10 most commonHLA —-A, —B,—~DRB1lhaplotypes in total
sample and in the different ethnic groups

Haplotype Total Caucasians Blacks
Frequency (n=2347) (n=277)
A*01 B*08 DRB1*03 0.018 0.013 0.007
A*29 B*44 DRB1* 07 0.012 0.008 0.011
A*03 B*07 DRB1*15 0.011 0.009 0.005
A*02 B*15 DRB1*13 0.011 0.007 0.006
A*02 B*51 DRB1*13 0.011 0.010
A*02 B*35 DRB1*11 0.009 0.007 0.005
A*02 B*15 DRB1*04 0.008 0.007 0.005
A*11 B*35 DRB1* 01 0,008 0.006
A*02 B*18 DRB1* 03 0.007 0.008 0.001
A*24 B*35 DRB1* 11 0.006 0.007 0.003

-, Did not occur in this group.
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Table 6. Haplotype frequency and relative linkage disequilibrium parameter of HLA
two-locus haplotypes in the total sample and in the different ethnic groups

HLAA HLAB Fa D’ FaC D' C FaB D'B

2 51 0.0413 0.0176 0.0405 0.2346  0.0307  0.1038
2 15 0.0322 0.0081 0.0356  0.1485 0.0162 -0.1462
2 44 0.0276  0.0007 0.0273 0.0018 0.0379  0.1905
1 8 0.0272 04232 0.0268 0.4100 0.0325  0.6003
3 7 0.0223 0.2463  0.0241 0.2690 0.0108  0.0946
3 35 0.0212 0.1155 0.0194 0.0893 0.0271  0.2441
2 18 0.0204 0.0064 0.0198 0.1509 0.0162 -0.0514
2 7 0.0198  0.0022 0.019 0.0240 0.0271  0.2241
24 35 0.0185  0.0662 0.02 0.0793 0.0181  0.0916
29 44 0.0183 0.3971 0.0192 0.4041 0.0126  0.3792

HLA A DRB1

2 4 0.0427 0.1126  0.0409 0.1269 0.0433  0.0230
2 13 0.0383  0.0254 0.042 0.0844  0.0217 -0.2677
2 11 0.0295 -0.1870 0.0311 -0.1992 0.0379  0.1389
24 11 0.0265 0.1266 0.0268 0.1072 0.0361  0.2366
2 7 0.0261 -0.0892 0.0281 -0.0325 0.0253 -0.0651
1 3 0.0255 0.2158 0.0228 0.2183 0.0361  0.2371
2 8 0.0246 0.2146  0.0213 0.1583 0.0307  0.3430
2 3 0.0231 -0.2553 0.0224 -0.2381 0.0217 -0.2821
2 1 0.0202 -0.0593 0.0185 -0.2632 0.0235  0.1389
3 11 0.0187 0.0580 0.0175 0.0376  0.0253  0.2059

HLAB DRB1

8 3 0.037 0.5874  0.0409 0.5957 0.0433  0.4229
35 11 0.0353  0.1805 0.042 0.1936  0.0217  0.1094
44 7 0.0322 0.2114 0.0311  0.2007 0.0879  0.1872
15 13 0.0265 0.1576  0.0268  0.1508 0.0361  0.1640

7 15 0.0244 02926 0.0281 0.2913 0.0253  0.3378
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o1 13 0.0183 0.0605 0.0228 0.0888 0.0361  0.0191
35 1 0.0177 0.1016  0.0213 0.1148 0.0307 -0.5086
18 11 0.0173 0.1954 0.0224 0.2191 0.0217  0.0605
18 3 0.017 0.2072  0.0185 0.1904 0.0235 0.1023
15 4 0.0166  0.0529 0.0175 0.0604 0.0253  0.0023

Fa= AlleleFrequency; D" = Linkage Disequilibrium in the total sample.

FaC= AlleleFrequency among Caucasians; D"C = Linkage Disequilibrium among Caucasians.
FaB = AlleleFrequency among Blacks; DB = Linkage Disequilibrium among Blacks.

D’= The linkage disequilibrium coefficient D standardized by the maximum value it can take.






