Analise da relagio fendtipo/gendtipo HLA no transplante renal
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RESUMO

A melhor op¢do terapéutica na matona dos pacientes em fase final de msuficiéncia renal ¢ o
transplante renal (TR). O estudo da compaubllldadc do TR ¢ ferto através da caraclcnmc.’;o do:
anuigénios leucocitinos humanos (HLA) )
Neste estudo analisou-se a relagdo fenotipo genoupo HLA no TR em 5 pares dador receptor
Fenotipicamente 08 parcs foram 1guais, no ¢ntanto. genotpicamente verificou-se a existéncia d;;
um discordante. [ndependentemente deste achado, nenhum dos receptores desenvolveu anticorpos
especificos contra o enxerto. sugerindo que 2 relago fenotipo gendupo HILA ndo é causa unica ¢
indiscutivel na rejeigdo do enxerto.

Palavras-chave: Transplante renal, HLA, fenotipo HLA, genotipo HLA.

ABSTRACT

Renal transplantation 18 the treatment of chaice for end stage renal discase. Major genctic
contnbutors to ;mmunological acceptance of the graft are human leukocyte antigen (HLA) genes.
The objective of this study was 0 venfy the HLA phenotype/genotype correlation and its
consequence on the transplantation outcome.

This study analyzed 5 donorirecipicnt pairs. Phenotypically the pairs were equal. however,
genotypically has been verified the existence of a discordant pair. Regardless of this finding, none
of the recipients developed antibodies  against the graft, suggesting that the HLA
phenotype: genotype correlation 1s no single cause I grafi rejection.
Keywords: Renal transplantation. HLA. HLA phenotype. HLA genotype.

1. INTRODUCAO
dade (MHO) abrange cerca de 4000 kilobases de dcido

uperficie das células de tecidos que 30 ricamente eXpressas
os MHC por HLA (Alakulppi, 2008, Choo, 2007; Clark

ior de histocompatibili
codifica proteinas de s
nominados 0$ antigéni
2007).

A regido do complexo ma
desoxirribonucleico (DNA) €
nos leucacitos, sendo por 1sso de

and Unsworth, 2010; Trivedi, €t al..
familias de genes altamente pulimérﬁcos. localizados no brago curto

2007; Howell, et al., 2010; Mansour, ¢t al., 2006; Seyhun et al., 2007,
ido a vanagdo alélica que ¢ mantida na populagdo com
mtana a antigénios estranhos (Howell, et al., 2010). Os
s. A classe 1 inclui os antigénios HLAA,BeC,e

O sistema HLA ¢ codificado por duas
do cromossoma 6 (Alakulppi. 2008: Choo,
Trivedi, et al., 2007). Os po|imorﬁsmus ddo-se dev
acentuadas diferengas inter-individuais na resposta imu

genes HLA sdo geralmente divididos em duas classes principai )
a classe 11 os antigénios HILA DP. DQ ¢ DR (Alakulppi, 2008; Choo. 5007; Tinckam and Chandraker, 2006;

Trivedi, et al., 2007). Este sistema exerce um papel fundamental na regulagdo da respost imune, através do
teconhecimento de antigénios, no scu processamento € na sua apresentagdo aos linfdcitos C4D4 através da sua
classe 11 ou aos linfocitos CD8 pela sua classe 1 (Howell, etal. 2010; Morais. et al.. 2008; Trivedi, et al., 2007).

7

Pro¢ .
Iroc. JstICH G Port, Portugal, 2010
0 15t ICH Gaia-Porto ESTSP-IPP.PT



; da em
i da e/ou supera
ia di itui ira i ldgica, que deve ser evita om todos
éncia disso, também constitui uma barreira imuno lulas nucteadas,
ccaosr:: d??;:?s;?:ntacio, uma vez que os antigénios HLA s3o expressos em todas as célul
os 6rgdos (Clark and Unsworth, 2010; Howell, et al,, 2010). sicos para a aceiaslo
i i tribuintes gené e 0
HLA apresentam-se assim como uns dos maiores con A demonstrado
imu(::lf:i::sdo enxe:o (Alakulppi, 2008; Trivedi, et al., 2‘007). Tendo sido cla;am::clgo HLA entre o dador
aumento da sobrevivéncia de um rim transplantado é conseguido com uma melhor adeq
€ o receptor (Trivedi, et al., 2007).

. iéncia renal,
- . e insuficiénc!
O TR representa a melhor opgdo terapéutica para a maioria dos pacientes em fase final d
}4 que aumenta a esperanga e a

L. relacﬂo a0
qualidade de vida do doente ¢ reduz os cusios '-‘co;‘&;;l,c;igzhong. etal,
tratamento por diélise a longo prazo (Alakulppi, 2008; BM and JL, 2007, Jeldr.cs. et i‘!jl;_ .;-enci'\s significativas 10
2005; Seyhun, et al.,, 2007, Vamos, et al., 2009). Foi demonstrado que existem difel SOLi0eCONOMICOS, bem
acesso ao TR, indicando que factores ndo-médicos, tais como dados demogrificos e
€Omo as caracteristicas

Vamos, €t 8l
psicossociais, influenciam a probabilidade de receber um transplante (
2009).

Um TR para ser bem sucedid
receptor (Orsenigo, et al,, 200
secundariamente 3 cirurgia e a ¢

0 exige a melhor co
5). Ocorrendo a
omplicagdes imuno

eo
nais
dos

r
L . e 0 dado
rrespondéncia imunogenética pqssnvcl en;:‘  otos 1€
perda de um nimero significativo de e

(Orsenigo, e1 al., 2005). Nao ob:

stante os continuos avangos n
diversos factores que influencia

apoio
as terapias imunossupressoras e de apoio,
™M o sucesso do TR (Avihingsa

* Factores relacionados co.

2007):
non et al., 2005; Shrestha and Haylor, pilidade
R mpatib!
™ 0 dador. Tempo prolongado de isquemia, idade, sexo e ndo compi
A;

. os
. oo (anticorP!
* Factores relacionados copm 0 recepior. Idade, duragio do periodo de dialise e sensibilidade
anti-HLA);

. uds,
' ~ . eiglo ag"

. F‘,’crores especificos. Funcionamento deficiente do enxerto (Delayed graft function), €} imdria ¢
infecgdes virais, inibidores de nefrotoxicidad,

. P enga pn
i - e da calcineurina, recorréncia de uma do
microangiopatia trombotica de novo;

) incumprimento o
. Factorgs ndo especificos, Diabetes o novo, hipertensao arterial, agentes nefrotéxicos ¢ i
terapia IMunossupressora,

l.,
) . Meng, ¢t &
Em muitos centros mundiais, o TR g4 ¢ considerado se (Alakulppi, 2008; Lieber, et al., 2007; Mot

2009; Rodriguez, et al,, 2007): (i) o rec

tiver desenvolvido

€ptor e o dador s3o do
pl
nsfusde.

nio
- (if) o receptor
mesmo grupo sanguineo ABO; (;I’:azg:mvo) ¢ que
ante contra os antigénios HLA do dador (crossmalc ,repl'esemam i
I i gravidezes e transplantes, ja que estes repr ica ¢ Pe
TiSCo para o incidéncia da re;
; (i) ha suficj

¢ anticorpos pré-trang
podem ter sido induzidos por tra
importante facior de

prematura do enxerto,

Os laboratériog

- Auxiliam os ¢
€Om menor risco ¢
Susal and Opelz,
constituem as ang)j

de imunolog;
linicos na av,
¢ faléncia im,

2 € genética molecylar s30 assim essenciais ¢ parte integrante dosdzr:ogr/

ﬂllavﬁq imunolégica ds receptores do TR e na selecgdo do pi:‘f n, etal, 200

2007 nunolégica, bem come " fase pos-transplante (Choo, 2007; Seyhu os-transplant
)- A tipagem HLA, o crossmarch € 2 pesquisa de anticorpos pré ¢ P

Ses mais efectuadag ng €250 de um TR (Choo, 2007; Seyhun, et al., 2007).

Actualmente tipagem HLA ¢ realiz,

molecular, no ey

2
piolog" 3
) dos de 5,
byt I métodos serologicos como por Méto 1 al, 2
Mg, 10 1anto estes yitimog omesam a substityir og primeiros (Choo, 2007; Ferrer, c;ilidﬂde dos
testes ser?;légico; c(;:t:;c?l al., 2006, Seyhun, e |, 2007; Shankarkumar, et al., 2008). Pms':n‘:)s msltiplo®
A 10najs tem sj imi . P . al
alelos (Middelton, 200s; Shankarkumas:d; :lmlzlz(x)t(l)%)pela “sponiilidade de woros especificos P 1es
' . . Jan

. ns|
renasi:geun‘:dl;)o:tsoclledade POﬂugues.a de Tm"s"l““'3¢5° (SPT), em 2008 realizaram-se cerca de 500 u:o. ';67 no
total, foi a uni:g .dsend(, Jue 2 unidade ge \ransplantagio com maior nimero de transplantes realiz® um rim &

um cia dor cadn ¢ dos Hospitajs 4, Universidade de Coimbra, em que 160 dos receptores receberam 09)-
€I, enquanto 7 foram lransplantados com um rim de ym dador vivo (Macério, et al., sendd

Através do registo dq SPT, sabe-ge 5 masculin®
a média de idade 2 datg do TR de 4 4 an::i:cl\;i’é:il: 2c(t)(:l& ;Z);é)dos receptores eram do sexe
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Relativamente a influéncia da idade na sobrevida do enxerto, a SPT concluu que a idade ¢ um factor
importante, sendo que os receptores com mais de 60 anos tém um periodo menor de sobrevida do enxerto
(Macano, et al., 2009)

Em 2008, 156 receptores renas estavam sujeitos 3 terapéutica substitutiva previa, sendo que 82 °o realizava
hemodialise (Macano, et al., 2009)

Por estes dados venfica-se a necessidade de opumizagdo dos enxertos. O estudo do pamel reactivo dos
anticorpos (PRA) ¢ um meio de tnagem dos pacientes que aguardam TR (Hajeer, 2006, Licber, et al,, 2007,
Nwakanma et al . 2007). E usado para determinar a presenga de anticorpos airculantes para HLA A, B ¢ DR no
soro do receptor contra um painel aleatono de hnfocitos. O resultado do PRA ¢ normalmente apresentado como
a percentagem de reactvidade do panel (ou scja, o numero de pogos com reactividade positiva, dividido pelo
numera total de pogos testados x 100) (Licber. et al, 2007, Nwakanma, et al.. 2007). Quanto mcnor a
pereentagem mator a probabihdade de mmmizar as complicagdes ¢ os resultados adversos que podem prejudicar
a fungdo a longo prazo do enxerto, ¢ maximizar o aproventamento de orgdos (Alakulppi. 2008, Jeldres, ct al.,
2009)

Este trabalho tem como principal objectivo a verificagdo da relagdo fendtipo genotipo HLA ¢ a sua

consequéncia no resultado do transplante

3. MATERIAL E METODOS

21 Tipo de Estudo

Estudo observacional, transversal, desentivo.

22 Populagdo ¢ Amosira

A populagdo em estudo englobou todos os receptores de TR registados no Centro de Hhistocompatbilidade do

Norte (CHN).
A amostra incluu os pares dador receptor com fenoupagem HLA B® com rchSlz -dodr?ndlzl.p ° [: E;\ B;Hn(;::

HLA B*50, at¢ se atngir o total de 24 amosiras. Fxcluiram-s¢ _lodns as unidades de observaglo que nd

possuiam amostra ou em que ndo se obtiveram 08 resultados da amplificagdo.

23 Instrumentos
a no espectrofotometro Nanodropk B000.

As genotipagens HLA B*15 ¢ HLA B*50 foram realizadas a pariir de amostras d;;C Dpt:‘/; c;)ngcladgg;b guc
foram amplificadas por chm»nw.Buxml Typing (SBT) no lcrmocu:lador Ginc“-‘\l.“ps R "'r""‘ o0 n;
sequenciadas no ABI PRISM* 3100 Genetic Analyzer. A analise das sequéncias obtidas for electuada
programa Assign SBT version 3.5.1.42.

A foram obtidos a partir dos reg

A avahagdo do grau de puresa do DNA foi efectuad

< da base de dados do CHN B Simple LAB.
Os dados relativos ao PR istos da base

24 Procedimentos " g i
S . ‘ s rece s renais registados a partir das hstagens co
Seleccionaram-se aleatoriamente os 12 primeiros receptores Py sedeu-se a pesquisa
fenotipagem HLA B:ls ou HLA B*50 obtidas a partir do B Simple 1LAB. De seguida, procedeu-se d pesquis

dos dadores correspondentes. lacdo das amostras,

, ) se 3 descong 0 das amostras,
Apos concluido o processo de selecgdo das unidades amostrais, procedeu-se & descongelagdo das 7
realizada no frigorifico entre 2 ¢ 6 °C.

do DNA de cad oratorio de Genética
Ao do D e Cd

Em seguida fez-se a quantificag a amostra, segundo 0 protacolo do lab
Molecular (G CHN (Dias, 2009).
e e método mais abrangenic para a

i L jd que é o
Utilizou-se a metodologia SB P8 glclr;f)/l\lpn\%::i]asilil’;ﬁilijai qdc alelos cujos produtos HLA partilham
caracterizagdo de polimorfismos do genc v VAT . s mesmos produtos HLA
marcadorc: scrolé;;cos codificam diStoEs l:‘alran“cs T:;lzfx\ll::rc;e Aa?::;mrc:c(:‘lﬂ(cjﬁoo (Mansour,Pct al., 2006,
0 ; istinguidos técnicas de biologia MOICCERE e ospeci ides
gh::: ;er dnsnng:ndfgoé’)‘"como ¢ o caso da SBT. Esta tcenica envolve a ampllf;"-“%ﬁo I;bpemg:;od: rlesm';
arkumar, L2 R . > 2 . Recorrs rimers
codificantes i‘ir()sclcanes HLA ¢ a sequenciado dos amplicdes (Shapkarkumar. et a|l.'.mi(::(l)r l o de Sl;q,l)l Sncias
marcados fl . temente. a amplificagdo do grupo especifico ¢ realizada para te. A grande vantagem
. Ata > > . «
alélicas . u: (:)nr:;ce:cr feita, permitiria que DNA dc ambos os haplotipos estivesse ;;rcsendeé(igm PR
desta l.c"ccrtica é aoprcciﬂo‘ pois ¢ a anica que detecta directamente a sequencia e nu S
NIt . bt

H 2008
permitindo assim um alinhamento exacto (Middelton, 2005).
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Na etapa seguinte procedeu-se 4 amplificagio,

i A 1 as amosiras,
a ViSUaIIZEK;ﬂD dos resultados e a SCunﬂClﬂCﬁO das a
de acordo com o prolocolo

“Protrans Domine Stones HLA SBT" (Dias, 2009).
Os dados do PRA pré e pos

i i AB.
-transplane de cada receptor foram obtidos através da consulta do B Simple L
25 Etica

do de
Os procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padrdes éticos do CHN e com a Declarag
Helsinquia (2000).

3. RESULTADOS

3.1 Selecgdo das amostras

Da selecgiio inicial de 24 amostras, nio foi

. a Ficaram
} possivel encontrar 4 amostras de dador e duas de receplor.
assim para andlise 18. A estas analisou-se o

grau de pureza do DNA (Quadro 1).

Quadro 1: Avaliagio do grau de pureza das amostras seleceionadas.

260/280%

Amostra  Concentragao Concentragio de 260/280
DNA (ng/ul) Dm(uL)

. unidﬂdcs
essamento, verificou-se a perda de algumas

4 sua exclusio apresentadas no Grifico 1.

= Sem amostra do dador
= Sem amostra do receptor
“ Falha na amphficagio

Proc. IstICH Gaia-Po,

o, Por
©2010 15t ICH Gajg. a2l

76
Porta /ESTSp-1pp, PT



O fluxograma 1 sintetiza o processo de selecgdo das amostras

Fk‘.’t.ind:mr,tm ¢ dadoroy (

Selooydo de 17 parcs dador
rooepeor HLA B*15 ou BLA B*50

I

) M
(3 iatehnde DNA 7 > 7 parcs dador roospeos
| N
o
1

§ pares dador receprior

Fluxograma 1: Processo de selecgdo das amostras

3.2 Apeiliner .
Andlise dus caracteristicas fenoliplcds ¢ genoipieas dos pares dador receptor

0 Quadro 2 expae ¢ ' '
I Juadro 2 expde as caracteristicas fenotipreas ¢ genotipicas dos pares dador receptor anahsados bem como se
ouve rejeigdo do enxerto

Quadro 2: Fenotipo € genotipo do pares dador receptor

Par dador Fenotipo HLA B* Genotipa HLA Fenotipo HLA Genatipo HLA Reieici
B* do receptor B* do receptor Kcicao

‘ /receptor do dador B* do dador
YR 50 5001 50 5001 Nio |
2 50 5001 5 oo Nio
4y "3_"'_" ATNETT SOV 0 TR ""soar""""""”'50"“‘* R #5100} T Nﬁo"‘}
4 15 1517 15 1503  Nio
T ET TR N W AT A IO BT 1 v “'*"1‘50’[‘"""””1’5— T 1) LT R O

® Receptor bitransplantado, sendo que © houve rejeigio do pnmeird TR

33 Avaliagdo do PRA preé ¢ ,ru'n-mnn;u'(um' dos receplores

30 do PRA dos receptores antes ¢ depors do TR

O Quadro 3 resume a avahag

RA pré-transplante (%) PRA pos-transplante (%)

Receptor P

pos-tranplante dos receptores

Quadro 3: PRA pree

17
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4. DISCUSSAO

; i a
; imi ento ¢ leituras
Na preparacio e decurso da realizagdo do estudo surgiram algumas hmuagces ao qescm{d‘;l:;lleccionar.
obter deste, ¢ que se relacionaram com o baixo nimero de unidades amostrais que foi possive

Em primeiro lugar o nimero de amostras a analisa

; s de
r foi limitado a 24 amostras (um kit) por questde
natureza operacional e logistica.

jonado
i ido & i 4 estar relacionad
Este niimero sofreu novo decréscimo devido a perda impontante de amostras, o que podera es!
com vérios factores:

* O nivel elevado de manuseamento das mesmas que,

; duziv
tendo sido utilizadas em diversos estudos, se tra
em contaminaco e perda das propriedades fisico-.

quimicas;
As diferencas significativas entre as 1écnica

. das no
s de extracedo de DNA usadas anteriormente € as usa
presente. Isto porque no conjunto de amo:

: 0
stras seleccionadas encontravam-se algumas com mmgsudeEslla
anos. Nessa altura a técnica de extracdo preferencialmente wtilizada denomina-se por :?alhunlg-goé‘éﬁo
téenica, para além de ser integralmente manual, recorre a reagentes preparados no proprio 1 dos nos
€M que a estabilidade e o grau de pureza ndo sio tdo fidveis como os kits comercials u§aR obot®
métodos de extrac¢o automdtica, utilizados no presente, como ¢ o caso do QIAcube®, do Bio
M48 e do ABBOTT® m2000sp;

. igas
Todas as amostras seleccionadas eéncontravam-se congeladas a -70 °C, estando as mais l;ncl:;%o-
conservadas em 4gua ultra-pura, €nquanto as mais recentes, ¢ dependendo do método de ex Juto.
estdo conservadas em solu¢des tampao. Estag solugdes fornecem uma maior estabilidade a0 s0
solvente de armazenamen

a
S . o das amostras pode assim também ser uma outra causa para a p¢
integridade destas

dro 1.
* Nem todas as amostras possuem o gray de pureza recomendado como pode ser observado no QL:“‘oums
Um valor abaixo do 8 € 2,0 pode indicar a presenga de proteinas, fenol ©

| 0 el im 4 pares
€S comprimentos de onda, podendo ter invalidado assim

amostras 3, 4, 5, 6, 9,10, 13 ¢ 14.

* Relativamente 3 concentragio éptima do DNA

constatar-se (Quadro 1) que as amostras 4, 10
falharam na fage de a

r mplificagio, no entanto,
amplificaco e sequenciagio,

. de
O Quadro 2 apresen isti ipi ini C objects
estudo peg lraball;w. Fe‘:(’::,'c:::‘l::igzas fenotipicas ¢ Ecnotipicas dos 5 pares dador/receptor J4 existe
uma discordancia: o dador possyj

disto, o receptor nao rej

receptores,

3
L. Pod
» €sla deve encontrar-se entre 50 e 100 "s%/rz}lls gel

€ 18 n3o cumprem essa premissa. As amo! rocesso d
a amostra 18 concluiu com éxito todo 0 P

Como o ny : . |
fem'nipo/gen(:lllil;l:::lrioL:1‘e e dador o S2ME reduzido, pode 2penas evidenciar-se que neste eswdo 2
infeirse que sasy op eﬁn re adad.or € receplor permanece ambigua. Pela anilise dos resultados para 0 P2 ¢
anteriormente, 3 sy ac oan 0 ¢ causa unica e indiscutivel na rejeigdo do enxero. Como ji foi men édi
relacionados c’om (;' dzdz "o depende 56 do Sistema HLA, mas também, de uma série de outros factores M

8

T, COm 0 rece, com factores especificos ¢ inespecificos, ¢ outros. sicar

indi

nsplante em todog . . ode indi
8 ; es - i iram, o que p 41ic0
idade da terap MURossupressora dagy 5 estes Mantiveram-se ou diminuiram, 0 qu o genlc:fe
nsplet™™
cluir-5¢

agd0

ptor,
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5. CONCLUSOES

(?CU”’CU uma perda acentuada de amostras devido a condigdes téemcas que deverdo ser comgidas, ja que
téemica utihzada  SBT requer amostras de elevada qualidade. e

A técmica SBT pernutiu a alta resolugdo dos alelos HLA B*15 ¢ HLA B*50, o gue possibihitou a venficagd
i " ‘ ! ! ! ' A0, SS Cagdo
de que um musmatch entre o genoupo do dador ¢ receptor ndo ¢ aparentemente um risco para o lmucc\‘s‘o‘d )
b Kip S bR (

transplante

Os resultados quanto ao sucesso do enxerto ndo sdo conclusivos devendo ser realizados estudos de maor
amplitude (em termos de namero ¢ extensdo temporal) de forma a ultrapassar as limitagdes agora cncomnd'\\f
o - et ld .
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