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RESUMO

Fatores genéticos, imunologicos e ambientais estdo envolvidos na
patogénese de diversas doengas. Dentre essas influéncias, o sistema de
histocompatibilidade (HLA) se destaca pelo seu polimorfismo e capacidade de conferir
susceptibilidade ou resisténcia a varios distirbios imunomediados. De acordo com o
grupo étnico-racial estudado, observam-se variacdes no perfil HLA relacionadas a idade
de surgimento, o curso clinico e resposta ao tratamento de algumas doengas (2).

Os genes do HLA sdo os mais polimérficos dos mamiferos (2,6). E possivel
que o polimorfismo exista para garantir a sobrevivéncia das espécies (5). A heranga de
um hapldtipo materno e paterno em co-dominancia faz com que cada pessoa possa
expressar em suas células diferentes moléculas do HLA, o que lhe confere a vantagem
de apresentar mais peptideos antigénicos as células T, possibilitando assim uma maior
cobertura da resposta imune (7). Quanto maior o polimorfismo do HLA numa
populacdo, maior sera a probabilidade de um individuo herdar haplétipos diferentes e,
portanto, ser heterozigoto para todos os loci (7).

Para a compreensdo dos mecanismos de associacdo das moléculas de
histocompatibilidade com as doengas ¢ imprescindivel conhecer a nomenclatura dos
diversos componentes do MHC, os métodos pelos quais os antigenos ¢ os alelos de
histocompatibilidade sdo identificados, e ainda a funcdo das moléculas de HLA no
sistema imune. Assim, torna-se mais facil o entendimento dos mecanismos pelos quais
as moléculas de histocompatibilidade participam da patogenia das doencgas, conferindo
susceptibilidade ou protecdo contra o seu desenvolvimento (2). Os produtos dos genes
HLA-DRB1*, DQB1* e DPB1* sdo as moléculas classicas de histocompatibilidade de
classe II, que estdo envolvidas na rejei¢do contra enxertos € na apresentacdo de

peptideos aos receptores dos linfocitos T (8).
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O grande avango na tipificagdo do polimorfismo HLA, indubitavelmente,
ocorreu no final da década de 80 com o advento das técnicas que utilizam biologia
molecular. Nesses casos, ndo sdo os antigenos expressos nas superficies celulares que
sdo tipificados, mas sim os grupos de alelos ou os alelos individualmente do DNA
genomico (1).

Em relagdo a associagdo do HLA com doencas, ¢ importante ressaltar que
nem todos os individuos portadores de alelos associados a susceptibilidade a
determinadas doengas irdo desenvolvé-las e, por outro lado, muitos daqueles
acometidos por doengas relacionadas ao HLA ndo possuem antigenos e alelos
associados a mesma (18).

A resposta imune ¢ coordenada pelas moléculas HLA de classe I e II, as
quais apresentam antigenos virais e bacterianos para os linfocitos T CDS8" citotoxico e T
CD4" helper, respectivamente. Os genes encontrados nesta molécula sdo os mais
polimérficos do genoma humano e sdo os ideais para investigacao de associagdo com o
curso da infecgdo pelo virus da hepatite B (HBV) (19).

Considerando a relevancia que a infeccao pelo HBV apresenta na populacdo
do estado de Pernambuco, realizou-se durante o ano de 2009, estudo sobre a associag¢ao
dos antigenos HLA com a infec¢do pelo HBV em doadores de sangue do HEMOPE.
Desta pesquisa resultaram dois artigos que compdem esta dissertacdo de mestrado.

O primeiro deles consta de uma revisdo da literatura sobre o tema HLA e
hepatites virais estruturada em topicos, nos quais sdo discutidas e apresentadas a
estrutura e funcao das moléculas do HLA, seus métodos de tipificacdo, a nomenclatura
atual, a associagdo desse sistema com doencas, especialmente as hepatites virais e seus
meios de diagnoésticos. Para a definicdo de aspectos conceituais, foram utilizados livros-

texto e artigos citados nas referéncias obtidas na revisdo, e para o emprego das normas
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legais foram pesquisadas as paginas de instituigdes nacionais e internacionais na
Internet, perfazendo um total de 52 referéncias.

O segundo artigo, original, configura-se em estudo sobre a necessidade de
entender melhor a resposta imune do organismo frente a infec¢do pelo HBV em
amostras de doadores de sangue da Fundacdo HEMOPE, realizado no periodo de
dezembro de 2008 a dezembro de 2009, com desenho de estudo do tipo caso controle.
Tem como objetivo principal descrever e comparar a frequéncia genotipica para os
alelos HLA de classe II presentes nos locus DRB1* em doadores de sangue com a

infeccdo pelo HBV e imunes contra esta infec¢do no Estado de Pernambuco.

Palavras-chave: antigenos HLA, Complexo Maior de Histocompatibilidade, Hepatites,

HLA e infec¢do por HBV.



15

Referéncias

1.

Crésio Alves, Thaisa Souza, Samia Veiga, Candida Alves, Maria Betania Toralles,
Denise Lemaire. Importancia do sistema de histocompatibilidade humano (HLA) em

Pediatria. Pediatria (Sao Paulo) 2005;27(4):274-86.

. Donadi EA. Como entender a nomenclatura e os mecanismos de associagdo entre os

antigenos e os alelos de histocompatibilidade com as doengas. Medicina (Ribeirdo

Preto) 2000;33:7-18.

. Van Rood JJ. The impact of the HLA-system in clinical medicine. Shweiz Med

Wschr 1993;123:85-92.

. Fernandes APM, Maciel LMZ, Foss MC, Donadi EA. Como entender a associacao

entre o sistema HLA e as doencas auto-imunes endocrinas. Arq Bras Endocrinol

Metabol 2003;47:601-11.

. Turner D. The human leucocyte antigen (HLA) system. Vox Sanguinis 2004;87:S87-

90.

. Nepon BS & Nepon GT. Polyglot and polymorfism — An HLA update. Arthritis

Rheum 38: 1715 - 1721, 1995.

18. Van Rood JJ. The impact of the HLA-system in clinical medicine. Shweiz Med

Wschr 1993;123:85-92.

19. Alatrakchi, N and Koziel, M. J.: Antiviral T-cell responses and therapy in chronic

hepatitis B. J. Hepatol. 2003, 39, 631-634.



16

ABSTRACT

Genetic, immunological and environmental factors are involved in the
pathogenesis of several diseases. Among the genetic influences, the histocompatibility
system (HLA) is distinguished by its polymorphism and the capacity to confer
susceptibility or resistance to various immune-mediated disorders. According to the
ethnic-racial group studied, there are variations in the HLA profile related to age of
onset, clinical course and response to treatment of some diseases (2).

HLA genes are the most polymorphic of mammals (2,6). It is possible that
this polymorphism exists to ensure the survival of species (5). The inheritance of a in
maternal and paternal haplotype in co-dominance means that each person can carry in
their cells different HLA molecules, which gives it the advantage of providing more
antigenic peptides to T cells, thus allowing greater coverage of the immune response
(7).The higher the HLA polymorphism in a population, the greater the probability of an
individual to inherit different haplotypes and therefore be heterozygous for all loci (7).

To understand the mechanisms of association of histocompatibility
molecules with the diseases is essential to know the nomenclature of the various
components of the MHC, the methods by which the antigens and the histocompatibility
alleles are identified, and even the function of HLA molecules in the immune system.
Thus, it becomes easier to understand the mechanisms by which the histocompatibility
molecules participate in the pathogenesis of disease, conferring susceptibility or
protection against its development (2). The gene products HLA-DRBI1 *, DQBI1 and
DPBI1 * * are the classical histocompatibility molecules class II which are involved in
graft rejection and in the peptides presentation to the receptors of T lymphocytes (8).

The great advance in the HLA polymorphism typing undoubtedly occurred

in the late 80's with the advent of molecular biology techniques. In these cases, it isn’t
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the antigens located on cell surfaces that are typed, but the groups of alleles or alleles
individually from genomic DNA (1). Regarding the association of HLA with diseases,
it is important to note that not all individuals carrying alleles associated with
susceptibility to certain diseases will develop them, and on the other hand, many of
those affected by diseases related to HLA antigens and alleles are not associated to them
(18).

The immune response is coordinated by the molecules HLA class I and II,
which present viral and bacterial antigens to T cells and CD8 + cytotoxic CD4 + T
helper, respectively. The genes found in this molecule are the most polymorphic of the
human genome and are ideal for the investigation of its association with the course of
infection with hepatitis B virus (HBV) (19).

Due to the relevance of HBV infection in the population of the state of
Pernambuco, was held during the year 2009, a study on the association of HLA with
HBYV infection in blood donors of HEMOPE. This research resulted in two articles that
comprise this dissertation.

The first consists of€ a literature review about HLA and viral hepatitis
structured into topics in which the structure and function of HLA molecules are
presented and discussed, their methods of identification, nomenclature, the association
of this system with several diseases, especially viral hepatitis and their means of
diagnosis. For the definition of conceptual issues, we used text books and articles cited
in the references, and for the employment of legal standards were researched in the
websites of national and international institutions on the Internet, reaching a total of 52

references.

The second paper, original, is a study on the need to better understand the

organism immune response against HBV infection in samples of blood donors of the
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HEMOPE Foundation, conducted from December 2008 to December 2009, with case-
control design. Its main objective is to describe and compare the genotypic frequencies
for HLA class II alleles present in DRB1 * locus in blood donors with HBV infection

and immunization against this infection in the state of Pernambuco.

Keywords: HLA, Major Histocompatibility Complex, hepatitis, HLA and HBV

infection.
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Resumo

A resposta imune ¢ coordenada pelas moléculas HLA de classe I e II, as quais
apresentam antigenos virais e bacterianos para as células T CD8" citotoxico e T CD4"
helper, respectivamente. Os genes encontrados nesta molécula sdo os mais polimodrficos
do genoma humano e sdo os ideais para investigacdo de associacdo com o curso da
infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV). O desenvolvimento de novos métodos para
tipificacdo dos alelos HLA, assim como as mudancas em sua nomenclatura visando
facilitar a compreensdo de sua fungdo tém permitido melhor entendimento desse
sistema. O objetivo deste artigo ¢ fazer revisdo das teorias sobre a estrutura e fungdo das
moléculas do HLA, seus métodos de tipificagdo, a nomenclatura atual, seus meios de
diagnosticos e a associacdo desse sistema com doengas, especialmente as hepatites
virais. Buscaram-se artigos cientificos, nos idiomas portugués e inglés através das bases
de dados Medline via PubMed e Lilacs no periodo de 1974 a 2010. Os artigos foram
selecionados desde que fornecessem informacdes sobre a func¢do, métodos de
tipificacdo, nomenclatura e associagdo do sistema HLA com as hepatites pelos virus B e
C. Além da consulta de livros-texto e artigos citados nas referéncias obtidas na revisao.
Palavras-chave: antigenos HLA, Complexo Maior de Histocompatibilidade, Hepatites,

HLA e infec¢dao por HBV.
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Abstract

The immune response is coordinated by the HLA class I and II molecules, which
present viral and bacterial antigens to T cells and CD8 + cytotoxic CD4 + T helper,
respectively. The genes found in this molecule are the most polymorphic of the human
genome and are ideal for the investigation of its association with the course of infection
with hepatitis B virus (HBV). The development of new methods to typify HLA alleles,
as well as changes in its nomenclature to facilitate the understanding of its function
have allowed a better understanding of this system. The aim of this paper is to review
the theories on the structure and function of HLA molecules, their methods of
identification, nomenclature, the association of this system diseases, especially viral
hepatitis and their means of diagnosis. Scientific papers were searched, in Portuguese
and English through the Medline via PubMed and Lilacs between 1974 and 2008.
Articles selected provided information about the function, typing methods,
nomenclature and association of HLA with viral hepatitis. In addition textbooks and
articles cited in the references were also consulted.

Keywords: HLA, Major Histocompatibility Complex, hepatitis, HLA and HBV

infection.
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Introducéo

Fatores genéticos, imunolégicos e ambientais estdo envolvidos na
patogénese de diversas doengas. Entre as influéncias genéticas, o sistema de Antigenos
Leucocitarios Humanos (HLA) se destaca pelo seu polimorfismo e capacidade de
conferir susceptibilidade ou resisténcia a varios distirbios imunomediados. De acordo
com o grupo étnico-racial, observaram-se variagcdes no perfil HLA relacionadas a idade
de surgimento, curso clinico e resposta ao tratamento de algumas doencas.

O desenvolvimento de novos métodos para tipificacdo dos alelos HLA,
assim como as mudangas em sua nomenclatura visando facilitar a compreensao de sua
funcao tém permitido melhor entendimento desse sistema (1).

A presente revisdo ¢ apresentada em tdpicos, nos quais sdo discutidas e
apresentadas a estrutura e fun¢do das moléculas do HLA, seus métodos de tipificagdo, a
nomenclatura atual, a associacdo desse sistema com doengas, especialmente as hepatites
virais.

Foram pesquisados artigos cientificos que utilizaram as palavras chaves
“HLA” e “hepatite viral”, nos idiomas portugués e inglés através das bases de dados
Medline (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online) via PubMed e
Lilacs no periodo de 1974 a 2008. Os artigos foram selecionados desde que
fornecessem informagdes sobre a funcdo, métodos de tipificagdo, nomenclatura e
associacdo do sistema HLA com hepatites virais. Devido a sua relevancia para o tema,
também foram selecionadas através de busca manual as referéncias indicadas nos

artigos selecionados nas bases de dados.
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Estrutura e Funcdo do Sistema HLA

O complexo principal de histocompatibilidade humano (MHC) foi
descoberto na década de 50, quando anticorpos leucoaglutinadores foram identificados
no soro de pacientes politransfundidos e de mulheres multiparas. Nos seres humanos, o
MHC ¢ denominado de HLA e os genes que codificam suas moléculas estao localizados
no brago curto do cromossomo 6 (2). O sistema HLA ¢ didaticamente dividido em trés
regides: classe I, II e III, conforme sua localizagdo cromossdmica. Os loci HLA-A, -B, -
C codificam a cadeia a (alfa) das moléculas HLA de classe I cléssicas, e estdo presentes
em praticamente todas as células nucleadas. Os genes HLA-DR, -DQ e -DP codificam
as moléculas do HLA de classe II presentes, principalmente, na superficie de células
apresentadoras de antigenos, células dendriticas, macrdéfagos e linfécitos B. A regido de
classe III possui genes que codificam componentes do complemento, das enzimas 21-

hidroxilase, proteina do choque térmico e fator de necrose tumoral (2,3,4).
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Fiugura 01: Estrutura génica do MHC humano, identificando os genes HLA de classe I (HLA-A, B e C), de classe 1T
(HLA-DR, DQ e DP) ¢ os alelos de classe III. Os genes TAP, LMP e HLA-DM codificam proteinas ndo expressas
nas superficies celulares.

As moléculas de classe I apresentam peptideos virais e bacterianos aos
linfécitos T citotdxicos (CD8+). Os antigenos produzidos pela degradacgao intracelular
das proteinas do patogeno infectante e conectados as moléculas HLA de classe I sao

reconhecidos pelos linfécitos CD8+ que promovem a lise das células por eles infectadas
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(3,4,5). As moléculas HLA de classe II estdo envolvidas na apresentacdo de antigenos
virais e bacterianos aos linfocitos CD4+ (helper), que secretam citocinas e

desempenham importante papel na rejeicdo de enxertos (3).
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Figura 02: Moléculas HLAde classe I e II: heterodimeros formados por duas cadeias protéicas, uma cadeia pesada
(alfa) e uma cadeia leve (beta). Configuram-se como um receptor ao qual pode unir-se um peptideo.

Os genes do HLA sio os mais polimérficos dos mamiferos (2,6). E possivel
que o polimorfismo exista para garantir a sobrevivéncia das espécies (5). A heranga de
um haplétipo materno e paterno em co-dominancia faz com que cada pessoa possa
expressar em suas células diferentes moléculas do HLA, o que lhe confere a vantagem
de apresentar mais peptideos antigénicos as células T, propiciando maior cobertura da
resposta imune (7). Quanto maior o polimorfismo do HLA numa populacdo, maior serd
a probabilidade de um individuo herdar haplétipos diferentes e, portanto, ser
heterozigoto para todos os loci (7). A chance de duas pessoas terem HLA idénticos em
todos os loci ¢ muito baixa, entretanto irmados apresentam 25% de chance de terem o
mesmo HLA (5). Cinco loci apresentam mais de 1000 alelos detectados na populagdo

humana, dentre esses, os mais variaveis sao HLA-B* ¢ HLA-DRB1* (6).
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Fiugura 03: Transmissao haplotipica dos genes HLA-A, B e DR. Cada ser humano herda um haplétipo de cada um
dos pais. No exemplo acima o filho herdou o haplétipo “a” do pai e o hapldtipo “d” da mée.

Para a compreensdo dos mecanismos de associacdo das moléculas de
histocompatibilidade com as doengas ¢ imprescindivel conhecer a nomenclatura dos
diversos componentes do MHC, os métodos pelos quais os antigenos ¢ os alelos de
histocompatibilidade sdo identificados, e ainda a funcdo das moléculas de HLA no
sistema imune. Assim, torna-se mais facil o entendimento dos mecanismos pelos quais
as moléculas de histocompatibilidade participam da patogenia das doengas, ora
conferindo susceptibilidade ora protecao contra o seu desenvolvimento (2).

Os produtos dos genes HLA-DRBI1*, DQB1* ¢ DPBI1* sdo as moléculas
classicas de histocompatibilidade de classe II, que estdo envolvidas na rejei¢do contra

enxertos e na apresentagao de peptideos aos receptores dos linfécitos T (8).

Meétodos de Tipificacdo HLA

O grande avango na tipificagdo do polimorfismo HLA, indubitavelmente,
ocorreu no final da década de 80 com o advento das técnicas que utilizam biologia
molecular. Nesses casos, ndo sdo os antigenos expressos nas superficies celulares que
sdo tipificados, mas sim os grupos de alelos ou os alelos individualmente do DNA
genomico. Para tanto, o DNA ¢ extraido das células nucleadas do sangue periférico ou

de outra fonte, como células da mucosa da bochecha, do cabelo ou dos ossos, entre
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outros ¢ amplificado pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se
oligonucleotideos especificos para amplificar a regido do genoma a ser avaliada. Dois
métodos tém sido bastante utilizados para tipificagdo dos alelos HLA de classe I ou II,
empregando iniciadores (primers) ou sondas (probes) de oligonucleotideos com
seqiiéncias conhecidas, sendo denominados sequence specific primers (SSP) ou
sequence specific oligonucleotide probes (SSOP).

No método SSP sdo realizadas vérias reacdes de amplificacdo, cada uma
contendo um par de iniciadores capaz de detectar um grupo de alelos ou um alelo. Os
produtos de amplificacdo sdo submetidos a uma eletroforese em gel de agarose,
contendo brometo de etidio, substancia fluorescente capaz de se intercalar no DNA,
tornando fluorescentes os produtos de amplificagdo quando o gel ¢ submetido a luz
ultravioleta. As bandas com cerca de 150 a 220 pares de bases correspondem aos
produtos de amplificacdo especificos dos genes HLA, enquanto que as bandas com
aproximadamente 800 pares de bases correspondem aos produtos de amplificagdo
interna, isto ¢, servem para confirmar que a amplifica¢do realmente ocorreu (12).

No método SSOP, utiliza-se um par de iniciadores construidos para
amplificar uma regido genérica de um gene (por exemplo HLA-DR). Em seguida, o
DNA amplificado ¢ hibridizado com sondas de oligonucleotideos capazes de reconhecer
os diversos grupos de alelos do gene. Nesse método, o DNA amplificado ¢ desnaturado
e fixado em membranas de nailon. As sondas marcadas, com material radioativo ou
substancia fluorescente, sdo hibridizadas aos DNA fixados nas membranas quando
incubadas em temperaturas adequadas (12).

A tipificagdo realizada por técnica soroldgica permite a identificacdo de
aproximadamente 100 moléculas HLA distintas. J4 pela técnica de biologia molecular,

mais de 2.241 alelos tém sido identificados (13).
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Nomenclatura Atual

A nomenclatura das especificidades HLA ¢ normatizada por um Comité
Internacional que se reune regularmente para atribuir novos nomes aos genes
recentemente descobertos, ou, ainda, mudar a estrutura da nomenclatura vigente. Nas
décadas de 70 e 80, os objetivos desse Comité estavam dirigidos a normatizacdo das
nomenclaturas das especificidades HLA, definidas pelos métodos soroldgicos ou
celulares.

Em virtude do desconhecimento da extensdao do polimorfismo do MHC e,
também, devido a ndo disponibilidade de procedimentos metodoldgicos para avaliagdo
em larga escala do polimorfismo do MHC, as especificidades HLA eram designadas por
um ou dois digitos apds a identificacdo do locus HLA de classe I ou II. Assim, com os
métodos soroldgicos, as especificidades HLA eram definidas da seguinte forma para o
locus HLA-A: HLA-A1, HLA-A2, HLA-A3, HLA-A9, HLA-A10 ,etc, até o HLA-A74;
para o locus HLA-B: HLA-B5, HLA-B7, HLA-B8, HLA-BI12 etc, até o HLA-B7S; para
o locus HLA-C: HLA-Cwl1 até o Cwl10. A letra “w” (inicial da palavra, em inglés,
Workshop) era utilizada em quatro eventualidades:

1) no locus HLA-C, a letra era colocada para se evitar confusdo com a
nomenclatura do Sistema do Complemento, cujos componentes sdo designados como
Cl1, C2, C3 etc.

2) nos outros loci de classe I ou II a letra ““w” também era colocada na frente
do nome do locus para designar que aquela nomenclatura era provisoria. Assim que a
identidade do antigeno era definida, apds tipificagdo em véarios laboratorios de
referéncia, a nomenclatura era definida, e entdo, a letra “w” era retirada. Desta forma, o
antigeno HLA-Bw51, apos definigdo que era uma especificidade diferente do antigeno

HLA-Bw52, passava a ser denominado simplesmente HLA-B51.
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3) Os antigenos HLA-Bw4 ¢ HLA-Bw6 s3o definidos como antigenos
publicos, posto que os anti-soros anti-Bw4 e Bwo6 reagiam com diversos antigenos
HLA-B bem definidos. Atualmente, sabe-se que esses anticorpos reagiam com
estruturas compartilhadas pelas moléculas HLA-B, dividindo-as em dois grandes
grupos, os que reagiam com o anticorpo anti-HLA-Bw4 e aquelas que reagiam com o
anti-HLA-Bw6.

4) As especificidades de classe II, definidas pelos métodos celulares, nao
podiam ser classificadas exatamente como aquelas identificadas pela sorologia. A
medida em que as tipificacdes eram definidas por métodos celulares recebiam a
denominacao HLA-Dw. Mais tarde, com o advento das metodologias utilizando o DNA
genOmico, verificou-se que, em algumas dessas tipificagdes, os alelos eram mesmo
incluidos dentro das especificidades HLA-DR, como o HLA-Dw4 ¢ o HLA-Dwl4,
ambos subtipos do antigeno HLA-DR4, atualmente designados como HLA-DRB1*0401
e 0404, respectivamente.

Em outras situagdes, as especificidades definidas como HLA-Dw eram, na
verdade, alelos pertencentes a regido HLA-DQ, exemplo HLA-Dw1, sendo, atualmente,
designado como HLA-DQBI1*0101. A nomenclatura atual elimina a letra “w” em todas
essas situagdes, exceto na denominagdo do l6cus HLA-C, justamente para ndo confundir
com a nomenclatura do Sistema do Complemento (2,14). Um outro tipo de confusdo,
relacionada a falta de discrimina¢do do polimorfismo das especificidades de classe I e 11
pelos métodos soroldgicos ou celulares, refere-se aos antigenos que sdo subtipos (splits)
de 12 outros ja definidos. Referem-se como exemplos: HLA-A10 (splits HLA-A24 ¢
A25), HLA-B5 (HLA-B51 e B52), HLADR2 (HLA-DR15 ¢ HLADRI16), HLA-DR6

(HLADR13 ¢ HLA-DR14) e HLA-DQI1 (HLA-DQS5 ¢ HLA-DQ6). Atualmente, com o
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advento dos métodos moleculares, esses problemas ndo mais ocorrem, pois os alelos ja
sdo definidos especificamente (2,14).

Devido ao extenso polimorfismo dos genes HLA, no final dos anos 80 e
inicio dos anos 90, o Comité Internacional decidiu fazer mudangas no sistema de
nomenclatura desses genes. Os loci de classe I continuaram com a mesma denominagao,
ou seja, HLA-A, HLA-B e HLA-Cw, porém, o nimero total de digitos foi aumentado
para quatro, com a finalidade de abranger todo o polimorfismo j& identificado, bem
como visando o polimorfismo a ser definido no futuro. Os dois primeiros digitos
referem-se as tipificagdes soroldgicas e os dois seguintes ao alelo especifico. Com
efeito, o gene que codifica a molécula HLA-A1 passou a ser denominado HLA-A*01,
contendo os alelos HLA-A*0101, *0102 , *0103, etc.

Uma vez que as especificidades de classe Il possuem mais de uma cadeia
polimorfica, o Comité, além de introduzir os quatro digitos, acrescentou os nomes das
cadeias a ou b da molécula de histocompatibilidade na nomenclatura, identificados com
as letras A ou B, conforme ja mencionado. Assim, o gene que codifica a molécula HLA-
DR1 passou a ser denominado HLA-DRB1*01, abrangendo os alelos DRB1*0101,
*0102, *0103, *0104, etc, sendo a letra B representativa da cadeia b, altamente
polimérfica nos genes HLADR. Posto que a regido HLA-DR possui diversos genes para
as cadeias b, cada locus recebe o numero correspondente, como HLA-DRB1*0101,
HLADRB3* 0101, HLA-DRB4*0101 ¢ HLA-DRB5*0101. O polimorfismo dos genes
HLA-DQ e DP ocorre tanto na cadeia a como na b, sendo, entdo, designados genes

HLA-DQA1/DQBI ou HLA-DPA1/DPBI1 (2,14).



Tabela0l1: nomenclatura HLA de classe I (classificagéo de 2002).

Exemplos de nomenclaturas

Significado

HLA-A, -B, -C

HLA-A2, HLA-B1, HLA-Cw2

HLA-A*, HLA-B*, HLA-C*

HLA-A*02

HLA-A*0201

Genes do HLA de classe I que
codificam as moléculas de classe I
classicas

Moléculas ou antigenos do HLA de
classe I definido por sorologia
mostrando exemplos de antigenos em
cada classe

HLA de classe I definido por biologia
molecular

HLA de classe I, regido (locus) A,
antigeno 02 (codificado por varios
alelos), anteriormente definido na
sorologia como HLA-A2

HLA de classe I, locus A, grupo alélico
02, alelo especifico 01

Tabela 02: nomenclatura HLA de classe II (classificagdo de 2002).

Exemplos de nomenclaturas

Significado

HLA-DR, -DQ, -DP

HLA-DRI

HLA-DRB1*

HLA-DRB1*13

HLA-DRB1*1301

Principais regides de classe 11

HLA de classe II, locus —DR, antigeno
1, definido por sorologia

HLA de classe II, locus —DR, cadeia B,
gene 1, definido por biologia molecular

HLA de classe 11, locus —DR, cadeia B,
gene 1, grupo alélico 13 (codificado por
varios alelos), antes definido na
sorologia como HLA-DR13

HLA de classe 11, locus —DR, cadeia B,
gene 1, grupo alélico 13, alelo 01
(representa um alelo especifico e nao,
um grupo de alelos)

32

Em algumas situagdes, um quinto digito ¢ adicionado a denominacdo do

alelo, indicando que, embora exista uma substitui¢do de um nucleotideo no genoma, a

seqiiéncia de residuos de aminoacido é mantida por ocasido da codificagdo das
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moléculas de histocompatibilidade. Assim, os alelos HLA-DRB1*01021 ¢ *01022
codificam moléculas com a mesma seqiiéncia de aminoacidos, diferindo apenas em
nivel gendomico. Finalmente, nos casos em que o gene, embora presente no DNA, ndo

codifica a respectiva proteina, introduz-se a letra N (referente a nulo) no final da

denominacao do alelo, exemplo HLA-A*0104N (2,14).

Sistema HLA e Doencas

No final dos anos 60, os primeiros estudos investigando a associag¢do entre
os antigenos de histocompatibilidade e doengas mostraram resultados inconsistentes na
avaliacdo de enfermidades como o linfoma de Hodgking e a leucemia linféide aguda
(15). Entretanto, no inicio dos anos 70, foi descrita forte associa¢do do antigeno HLA-
B27 com a espondilite anquilosante (16).

Dois tipos de estudos tém sido utilizados para abordar a associacao entre os
marcadores de histocompatibilidade com as doengas: os estudos populacionais e os
familiares, sendo que os populacionais sdo de mais simples execucao. Nestes, as
freqiiéncias dos antigenos ou dos alelos HLA observadas em um grupo de pacientes
com a mesma enfermidade e nao aparentados, sio comparadas com aquelas verificadas
em grupo controle de individuos sadios. A ocorréncia de associagdo ¢ avaliada pela
comparacao das freqiiéncias dos marcadores de histocompatibilidade em pacientes e
controles, utilizando-se os dados de uma tabela de contingéncia. A for¢a da associacdo ¢
usualmente calculada pelo risco relativo (RR), que indica quao mais freqiiente uma
doenga ocorre em individuos com determinado marcador de histocompatibilidade em
relagdo aos individuos que nao apresentam o marcador. Nos casos em que o RR ¢ maior
do que 1, a freqiiéncia do marcador nos pacientes ¢ maior do que nos controles,

indicando que aquele marcador esta associado com susceptibilidade a doenga. Quando o
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RR ¢ menor do que 1, tem significado inverso, isto €, o marcador estd associado com
protecdo contra o desenvolvimento da doenga.

Nos casos em que o RR ¢ maior do que 1, pode-se calcular a fracdo
etiologica (FE) que estima a magnitude de susceptibilidade ao marcador, em termos
populacionais, ou seja, quanto o marcador confere susceptibilidade a doenga ou qual a
fragdo da susceptibilidade que ¢ devida ao marcador . Nos casos em que o RR ¢ menor
do que 1, calcula-se a fracdo preventiva (FP), refletindo a magnitude de protecdo do
marcador, também definido como valor percentual.

J& os estudos familiares verificam se as freqiiéncias dos antigenos ou alelos
HLA em pacientes sdo compardveis aos de seus familiares de primeiro grau, ndo
afetados pela doenga. Se existir associagdo, o alelo ou haplotipo em questdo ird ocorrer
mais freqlientemente do que o esperado, por segregagdo génica (1).

Em relagdo a associagdo do HLA com doencas, ¢ importante ressaltar que
nem todos os individuos portadores de alelos associados a susceptibilidade a
determinadas doengas irdo desenvolvé-las e, por outro lado, muitos daqueles
acometidos por doengas relacionadas ao HLA ndo possuem antigenos e alelos
associados a mesma (18). Quando a associacdo entre um antigeno HLA e uma doenca ¢
estabelecida, varias hipdteses sdo aventadas para explica-la (2):

e moléculas do HLA podem funcionar como receptores para alguns agentes

etiologicos e assim facilitar ou dificultar a entrada de virus nas células;

e moléculas do HLA podem participar da patogenia de doencas ao selecionarem
qual peptideo antigénico sera apresentado ao linfécito T. Por exemplo, o
antigeno HLA-B53 protege contra as formas graves de malaria por apresentar

um peptideo imunodominante do parasita aos linfocitos;
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e moléculas do HLA podem causar doengas pelo mimetismo molecular entre os
antigenos HLA e patogenos. Alguns sitios HLA se assemelham a seqiiéncia de
antigenos exdgenos € ao se ligar a estes determinam resposta imune de ataque.
Se este antigeno exdgeno exibir similaridade estrutural com proteinas proprias,

a resposta imune pode atacar também estruturas do préprio individuo;

e cé¢lulas que normalmente ndo expressam moléculas HLA de classe II podem
apresentar aos linfocitos T antigenos derivados da degradagdo do proprio tecido,

levando a doengas auto-imunes;

¢ algumas moléculas do HLA podem ter afinidade alta ou baixa por determinado
peptideo derivado de um antigeno causador de doenca. Tal associagdo do HLA
com este peptideo pode induzir vigorosa resposta de células T e provocar lesdao

tecidual ou reprimir a resposta imune, levando a persisténcia do antigeno;

e como estabelecem a forma e o repertério de antigenos apresentados aos
linfécitos (selegdo timica), as moléculas do HLA definem quais antigenos serdao

reconhecidos ou considerados estranhos ao individuo.

Sistema HLA e Hepatites Virais

A resposta imune ¢ coordenada pelas moléculas HLA de classe I e II, as
quais apresentam antigenos virais e bacterianos para as células T CD8" citotoxico e T
CD4" helper, respectivamente. Os genes encontrados nesta molécula sdo os mais
polimoérficos do genoma humano e sdo os ideais para investigacdo de associagdo com o
curso da infecgdo pelo virus da hepatite B (HBV) (19).

Devido a especificidade antigénica e a influéncia do sistema HLA na

resposta imune, a contribui¢do deste sistema na evolucdo da infec¢do pelo HBV foi
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estudada em diferentes populagdes. Tais dados entretanto ainda sdo inconsistentes para
os efeitos do HLA no clareamento ou persisténcia do HBV. O alto polimorfismo
contribui para que a selecdo do peptideo antigénico seja apresentado para linfocitos T
resultando em diferentes respostas imunes a infec¢ao entre individuos (20).

Genes HLA de classe I e II foram tipificados em 194 individuos caucasianos
com persisténcia viral e 342 controles onde houve o clareamento da infec¢ao pelo HBV.
Um alelo de classe I, A*0301 (odds ratio [OR]=0,47; 95% intervalo de confianga
[CI]=0,30 — 0,72; P = 0,0005) foi associado com o clareamento viral. O alelo de classe
ITI DRB1*1302 também foi associado ao clareamento (OR= 0,42; 95% CI= 0,19 — 0,93;
P = 0,03), mas a sua significincia diminuiu em um modelo multivariado que incluiu
outros alelos associados com a cura da doenga. O B*08 isoladamente foi associado com
a persisténcia viral (OR= 1,59; 95% CI= 1,04 — 2,43; P = 0,03) e quando faz parte do
haploétipo em caucasianos A*01-B*08-DRB1*03 tem efeito protetor. Os hapldtipos
B*44-Cw*1601 (OR= 2,23; 95% CI= 1,13 — 4,42; P = 0,02) e B*44-Cw*0501 (OR=
1,99; 95% CI= 1,22 — 3,24; P = 0,006) também foram associados com a persisténcia da
infec¢do pelo HBV (21).

A frequéncia do alelo HLA-DRB1*0301 em um grupo com hepatite B
cronica foi mais elevada do que no grupo controle (17,31 % vs 5,67 %
respectivamente), com resultados significantes (X2=12,3068,P=0,0074, RR=4,15). A
frequéncia alélica do HLA-DQA1*0501 no grupo com hepatite B cronica foi
significantemente maior do que no grupo controle (25,96 % vs 13,68 %)
respectivamente, sendo observada significante correlagdo (X2=9,2002, P=0,0157,
RR=2,87). A frequéncia do alelo HLA-DQB1*0301 no grupo com hepatite B cronica
também foi maior do que no grupo controle (35,58 % vs 18,87 % respectivamente),

havendo significante correlagdo (X2=15,5938, P=0,0075, RR=4,07). Ja a frequéncia
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alélica do HLA-DRB1*1101/1104 no grupo com hepatite B cronica foi menor do que
no grupo controle (0,96 % vs 13,33 % respectivamente), sendo observada significante
correlagao (X2=11,9206, P=0,0145, RR=18,55). A frequéncia do alelo HLA-
DQAT1*0301 no grupo com hepatite B cronica foi também menor no grupo controle
(14,42 % vs 30 % respectivamente), existindo significante correlagio (X’=8,7396,
P=0,0167, RR=0,35). Portanto, os resultados do estudo descrito acima sugerem que o
HLA DRB1*0301, DQA1*0501 e DQB1*0301 possa representar fator de
susceptibilidade genética, e HLA DRB1*1101/1104 ¢ DQA1*0301 possa ser um fator
de resisténcia genética para a infec¢do cronica pelo HBV, e que o HLA de classe II ¢
um fator determinante na evolucdo da infec¢do pelo HBV (22).

Em um estudo chinés, onde foi analisada a associacdo HLA de classe II em
pacientes com hepatite B em tratamento com interferon (IFN) observou-se que o
polimorfismo de HLA classe II pode influenciar a suscetibilidade a infec¢dao pelo HBV
e a resposta ao IFN. Comparado com outros alelos HLA-DRB1, HLA-DRBI1 * 06,
DRB1 * 08, e DRBI * 16 pode estar associado a cronicidade da infec¢do pelo HBV,
HLA-DRB1 * 07 com protecao contra o HBV, e HLA-DRB1 * 14 pode estar associado
a elevada taxa de resposta dos pacientes tratados com IFN. Comparado com outros
alelos HLA DQB1, HLA-DQBI1 * 07 esta associado a baixa taxa de resposta ao IFN
(23,24,25).

A partir do estudo da associagdo do HLA com a forma de evolucdo da
infeccdo pelo HBV, descobriu-se que dois alelos HLA classe II estdo fortemente
associados com clareamento viral (26). O primeiro alelo foi DRB1 * 1302 e este
resultado foi concordante com dois outros estudos coreanos, onde demonstraram que
DR13 foi associado a auto-eliminagdo do HBV (27,28). Além disso, DRBI * 1302 tem

sido consistentemente relatado como um fator associado com protecdo contra a infec¢do
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pelo HBV persistente em dois outros grupos raciais, os africanos (29) e caucasianos (30,
31). Um efeito benéfico do DRI3 na infeccdo pelo HBV também tem sido
confirmado. Diepolder et al, demonstraram que o DR13 em individuos soropositivos
mostrou uma resposta mais vigorosa do linfocito T CD4 + ao antigeno do core HBV
(HBcAg) do que DR13 negativos (32,33).

A infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV) apresenta diversas manifestacdes
clinicas. Aproximadamente, 20% dos pacientes infectados conseguem com sucesso
eliminar o virus, enquanto a maioria dos pacientes desenvolve infec¢do cronica com
amplo espectro de lesdes hepaticas, que vao desde inflamacdo minima até cirrose e
carcinoma hepatocelular (HCC) (37). Os mecanismos subjacentes ao clareamento
espontaneo viral ou o desenvolvimento de infec¢do cronica pelo HCV ainda ndo foram
identificados (38). Além das caracteristicas do gendtipo viral, é geralmente aceito que
respostas imunes celulares desempenhem papel importante na destruicdo do virus e
resolugdo da doenca (39). O clareamento do virus durante a infeccdo aguda foi
associado com respostas fortes através de células T CD4+ e CD8+ (40,41).

Apesar de células T CD8 + serem efetoras primdrias diretamente,
eliminando as células infectadas pelo HCV, as células T CD4 + desempenham papel
central de regulacdo, que modula a resposta das células T CD8 +, sendo crucial para a
produ¢do de anticorpos neutralizantes. Alguns estudos recentes sugeriram que as
respostas de células T CD4+ multiespecificas pode ser um fator determinante para a
infec¢do primaria pelo HCV (42,43). A importancia da resposta das células T CD4+ ¢ a
apresentacdo de antigenos do HCV no contexto de moléculas HLA classe II. Portanto,
as diferengas nos alelos HLA de classe II podem influenciar fortemente a evolucdo da

infeccdo pelo HCV.
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Polimorfismos nas moléculas HLA podem dar origem a novos alelos de
classe II devido a troca de aminodcidos, substituicdes de peptideo com diferentes
caracteristicas de ligagdo, podendo determinar antigenicidade, aumentando a eficacia da
resposta imune contra a infec¢do pelo HCV (44,45). Por conseguinte, distintos alelos
HLA de classe II podem exercer um impacto no desenvolvimento de respostas imunes
contra a infeccdo do HCV. No entanto, poucos estudos tém demonstrado consisténcia
em diferentes populagdes. Em dois estudos irlandeses realizados em mulheres expostas
ao gendtipo 1b a partir de um unico indculo, os alelos DRB1 * 0101 e DQB1 * 0501
estiveram associados com a eliminagdo viral (46,47). E estudo alemdo sugere que o
alelo HLA-DR15 (DRBI1 * 15011) poderia constituir fator genético para o clareamento
do HCV (48). Thio et al (49) revelaram que o HLA-A * 1101, HLA-B * 57 ¢ HLA-Cw
* 0102 contribuem para a cura espontanea da infec¢do pelo HCV. Foi descrito que os
alelos DQA1 * 03 e DQBI1 * 0302 promovem o clareamento viral e conferem prote¢ao
contra hepatite C crénica em caucasianos (50). Uma série de estudos foi realizado em
diferentes populacdes étnicas para investigar as associagdes dos alelos DQBI1 * 0301 ou
DRBI * 1101 com a cura espontanea do HCV (46,51,52).

A revisao descrita buscou esclarecer o sistema HLA na sua fungdo, métodos
de tipificacdo, nomenclaturas e alguns estudos realizados em populacdes distintas
envolvendo gendtipos HLA em associacdo com hepatites virais. Espera-se que estudos
futuros propiciem a elucidagdo completa dos mecanismos de associacdo do sistema
HLA com as hepatites virais, garantindo assim o diagndstico precoce em individuos que
apresentam predisposicdo a adquirir a doenga e posterior tratamento medicamentoso

para sua resolucdo.
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Resumo

Objetivo: Descrever e comparar a frequéncia genotipica para os alelos HLA de classe I1
presentes nos locus DRB1* em amostras de doadores de sangue da Fundagdo HEMOPE,
com infec¢do pelo HBV e imunizados contra esta infec¢do no Estado de Pernambuco.
Métodos: Trata-se de estudo de caso-controle. No periodo de dezembro de 2008 a
dezembro de 2009 foram incluidos doadores de ambos os sexos e de idade entre 18 e 65
anos. O grupo de casos foi constituido por pacientes com infec¢ao pelo virus da hepatite
B, que apresentaram os marcadores anti-HBc ¢ HBsAg positivos. O grupo controle foi
representado por individuos imunes ao HBV, que apresentaram os marcadores anti-HBc
e anti-HBs positivos. Foi colhida amostra de 5 ml de sangue venoso em tubo contendo
anticoagulante EDTA para realizar a tipificagdo HLA do 16cus DRB1*. Para verificar a
ocorréncia de associagdes entre varidveis categdricas, foram realizadas andlises
univariada e multivariada, utilizando o teste de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher.
Resultados: Foram estudados 320 doadores de sangue, sendo 241 (75%) do sexo
masculino e 79 (25%) do sexo feminino. A idade média foi de 39 anos. O grupo de
casos foi constituido por 64 pacientes, € o grupo controle foi composto de 256
individuos imunes para o HBV. Na andlise multivariada estratificada por sexo foi
observado que o alelo DRB1*09 esteve associado aos individuos infectados pelo HBV
do sexo masculino (p=0,016), e por idade observou-se que o alelo DRB1*08 foi mais
freqliente nos casos associado a infec¢ao pelo HBV entre os pacientes na faixa etéria até
39 anos (p=0,031). Concluséo: Estes resultados sugerem que os alelos HLA-DRB1 *08
e HLA-DRBI1*09 estdo associados com a susceptibilidade a hepatite B cronica, em
doadores com menos de 39 anos e do sexo masculino, respectivamente.
Palavras-chave: antigenos HLA, Complexo Maior de Histocompatibilidade, Hepatites,

HLA e infec¢do por HBV.



50

Abstract

Objective: To compare the genotypic frequencies for HLA class II alleles present in
DRBI1 * locus in samples from blood donors of the HEMOPE Foundation with HBV
infection and immunized against this infection in the state of Pernambuco. Methods:
This is a case-control study. From December 2008 to December 2009 were included
donors of both sexes and aged between 18 and 65 years. The case group consisted of
patients infected with hepatitis B virus, which had the anti-HBc and HBsAg positive
markers. The control group was represented by immune individuals to HBV, showed
that the anti-HBc and anti-HBs positive markers. A 5 ml of venous blood sample was
collected in tubes containing EDTA anticoagulant to perform the typing of HLA DRBI
locus *. To verify the occurrence of associations between categorical variables,
univariate and multivariate analysis were proceeded using the chi-square or Fisher exact
test. Results: We studied 320 blood donors, 241 (75%) were males and 79 (25%) were
female. The average age was 39 years. The case group consisted of 64 patients and the
control group was composed of 256 individuals immune to HBV. In multivariate
analysis stratified by sex it was observed that the DRB1 * 09 allele was mostly
associated to HBV-infected male individuals (p = 0.016) and by age it was observed
that the DRB1 * 08 allele was more frequent in cases associated with infection HBV
among patients aged up to 39 years (p = 0.031). Conclusion: These results suggest that
HLA-DRB1 * 2008 and HLA-DRBI1 * (09 are associated with the susceptibility to
chronic hepatitis B in donors who are less than 39 years and males, respectively.
Keywords: HLA, Major Histocompatibility Complex, hepatitis, HLA and HBV

infection.
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Introducéo

O motivo pelo qual a diversidade alélica dos genes do MHC tem sido conservada
durante a evolugdo da espécie humana ainda ndo esta esclarecido. Assim, o papel do
polimorfismo dessas moléculas, na determinacdo de susceptibilidade ou resisténcia as
doengas, tem merecido atencdo (1). O rastreamento de alelos de histocompatibilidade,
em diversos grupos étnicos de diferentes areas geograficas aponta que a conversao
génica e a mutacdo sejam os principais mecanismos de geracdo de diversidade alélica
em nivel populacional, e que os locais de maior polimorfismo se encontram nas regides
das cadeias a e B, que estdo em contacto com os peptideos antigénicos (2). Admite-se
que a diversidade alélica tenha sido gerada em decorréncia da interagdo com os agentes
patogénicos (3,4). Comparadas com as outras populagdes, as indigenas apresentam
polimorfismo de alelos HLA relativamente baixo, refletindo, presumivelmente, o
isolamento geografico em que essas populacdes estdo confinadas (4). Os orientais
apresentam caracteristicas peculiares em relagdo aos marcadores de susceptibilidade a
doengas, usualmente, diferentes daqueles observados em individuos caucasianos (5,6).
As populagdes caucasianas, evidentemente, sdo as mais estudadas, abrangendo doencas
de diversas etiologias (7). Nas populacdes miscigenadas, como a brasileira, o
polimorfismo ocorre, provavelmente, pela agregacdo de alelos de varios grupos
previamente separados, cada qual possuindo um conjunto distinto de alelos, mais do que
pela sele¢@o natural de um grande niimero de alelos (4). Se, de um lado a diversidade
alélica pode dificultar a identificacdo de marcadores imunogenéticos de baixo poder de
associagdo, por outro lado, pode trazer contribuigdes, identificando novas associagdes,
ou mesmo reforcando aquelas ja existentes. Assim, os estudos das caracteristicas de
todas essas populacdes podem contribuir para o entendimento da associagdo entre os

antigenos de histocompatibilidade e a susceptibilidade a infec¢des, como a hepatite B.
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Os antigenos leucocitarios humanos (HLA) s3o moléculas glicoproteicas presentes na
superficie de membrana de todas as células do organismo (7). Esses antigenos sdo
produtos génicos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), presentes no
braco curto do cromossomo 6 humano. Sabe-se que o HLA de classe I se liga a
linfécitos LTCD8+ e os de classe II aos linfocitos LTCD4+. A sele¢dao determinante do
linfocito ser LTCD4+ ou LTCD8+ ocorre no timo, 6rgdo onde ocorre o contato dos
linfocitos T com suas células epiteliais (7).

A grande importancia dos alelos HLA e o seu polimorfismo peculiar os tornam notaveis
na ativagdo da resposta imune através da sua enorme capacidade de ligar peptideos
virais em sua fenda molecular. Estima-se que uma célula apresente cerca de 100.000 a
300.000 moléculas HLA de classe I ou II em sua superficie (8). Uma vez que todas as
moléculas HLA expressas na superficie celular contem peptideos, cada célula pode
expor, em sua superficie, milhares de peptideos. A afinidade de ligacao peptideo-HLA ¢
inferior ao da ligagdo antigeno-anticorpo, porém com constantes de dissociacdo lentas,
de horas a dias, o bastante para permanecer ligado ao peptideo viral até ser apresentado
aos LTCDA4+ e culminar com a ativagdo e a amplificagcdo da resposta imune (8).

A ligacdo de determinados peptideos sdo fendmenos cruciais na eliminagdo ou nao do
agente agressor (8,9,10). Anteriormente atribuidos somente a rejei¢do de enxertos, tem-
se reconhecido, na atualidade, novas associacdes entre HLA e doencas, a partir do
primeiro relato da associagdo entre doenca de Hodgkin e HLA-B5-B35-B18 em 1967,
(11). Assim, tem-se intensificado, nos ultimos anos, as pesquisas a respeito de sua
importancia e fun¢do na apresentagdo de antigenos virais aos linfocitos T CD4+ e T
CD8+ visando eliminar a infec¢do do virus da hepatite B do hospedeiro (8,12,13,14).
Por exemplo, Wang et al. (15) realizaram estudo de associagdo entre alelos HLA e carga

viral (CV) e concluiram que pacientes com o haplotipo A*34, B*56, DRB1*1502
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possuiam CV significativamente inferior a daqueles sem esses alelos (p=0,0074, 0,0039
e 0,016 respectivamente). Ao contrario, os pacientes com HLA-B*4001 apresentavam
CV significativamente mais elevada do que os individuos sem esse alelo (p=0,0026).

Diante da necessidade de entender melhor a resposta imune do organismo frente a
infeccdo pelo HBV, o objetivo deste estudo foi descrever e comparar a frequéncia
genotipica para os alelos HLA de classe II presentes nos 16cus DRB1* em amostras de
doadores de sangue da Fundagdo HEMOPE, com infec¢do pelo HBV e imunizados
contra esta infeccdo no Estado de Pernambuco, no periodo de dezembro de 2008 a

dezembro de 2009.

Casuistica e Métodos

e Desenho e populacéo de estudo

Trata-se de estudo de caso-controle aninhado a uma coorte de doadores de sangue
atendidos na Fundag¢do de Hematologia ¢ Hemoterapia do Estado de Pernambuco —

HEMOPE, entre dezembro de 2008 e dezembro de 2009.

e Calculo da Amostra
O célculo da amostra foi realizado seguindo os seguintes parametros: Erro o de 5%,
poder do estudo de 80%, freqiiéncia de alelo associado a persisténcia de hepatite entre
os controles igual a 10%, freqiiéncia de alelo associado a persisténcia de hepatite entre

os casos igual a 25% e odds ratio igual a 3. Estes percentuais foram baseados no estudo

de Chloe et al (28).

e Coleta de Dados
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Os doadores foram analisados consecutivamente, de acordo com a demanda do
HEMOPE. Aqueles que apresentaram positividade para o HBsAg e/ou anti-HBc na
doagdo de rotina foram convocados novamente para realizar testes confirmatorios
desses dois marcadores com uma outra coleta, passando a ser chamado de doador de
retorno. No ato do retorno todos os doadores foram instruidos a ler e assinar o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 2). Todos os dados pessoais de
interesse na pesquisa como, idade, sexo e data da doagdo ja se encontravam no banco

de dados da Fundagdo HEMOPE quando o mesmo foi doar sangue pela primeira vez.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo

HEMOPE.

e Critérios de incluséo

Foram incluidos doadores de sangue de ambos os sexos e de idade entre 18 e 65 anos. O
grupo de casos foi constituido por pacientes com infecg¢ao pelo virus da hepatite B, que
apresentaram os marcadores anti-HBc e HBsAg positivos. O grupo controle foi
representado por individuos imunes ao HBV, que apresentaram os marcadores anti-HBc
e anti-HBs positivos.

e Critérios de Exclusao
Doadores com anti-HCV, anti-HIV, anti-HTLV ou sorologia para chagas positiva.
Aqueles que nao retornaram para realizar o teste confirmatorio apds terem dado anti-
HBC positivo na doagao de rotina.

e Procedimentos Laboratoriais
As pesquisas dos marcadores Oséricos do HBV foram realizadas utilizando-se ensaios

imunoenzimaticos de microparticulas para detec¢do qualitativa de HBsAg (MUREX,
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HBsAg versao 3, Abbott), e de anti-HBc (ORTHO, HBc ELISA Test Sytem), e para
detec¢do quantitativa de anti-HBs (AxSYM AUSAB, Abbott) conforme instru¢des do
fabricante.
Além da coleta de rotina para doacdo de sangue foi colhida amostra de 5 ml de sangue
venoso em tubo de vidro contendo anticoagulante EDTA para realizar a tipificacdo
HLA. Estas amostras foram enviadas ao Laboratério de Biologia Molecular do Doador
no HEMOPE, onde foram submetidas a extracdo do DNA gendmico, e este foi
congelado e armazenado em freezer a -80° C para posterior tipificagdo do HLA DRB1*.
Para a tipificagdo do 16cus HLA-DRB1* foi utilizado o kit de biologia molecar pela
técnica de PCR-SSO (Reagdo em Cadeia da Polimerase — Sequéncia Especifica de
Oligonucleotideos), RSSO2B1 da One Lambda, onde tal técnica foi dividida em duas
fases, a primeira foi a amplificacdo do locus HLA-DRB1* com primers especificos e a
segunda sendo a hibridiza¢ao do produto de PCR pré-amplificado com sondas marcadas
pela sequéncia de cada grupo alélico pertencentes ao locus HLA-DRB1*. A andlise do
material obtido na fase de hibridizagdo realizou-se no citometro Labscan 100 do
fabricante LUMINEX e a interpretagdo dos resultados em Software apropriado
fornecido pela One Lambda (16).

e Analise Estatistica
A constru¢ao do banco de dados foi realizada no software SPSS for Windows, versao
13.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, 2005).
Inicialmente descreveram-se as caracteristicas da populagao de estudo — sexo, idade e os
13 alelos HLA-DRB1* - em seus valores absolutos e relativos, segundo casos (paciente
com infec¢ao pelo HBV) e controles (individuos imunes a hepatite B).
Descreveram-se ainda todas as 78 possiveis tipificacoes HLA-DRB1* em pares de

alelos e seus valores absolutos e relativos nos casos e controles (Tabela 2). Para
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verificar a ocorréncia de associagdes entre variaveis categoricas, foram realizadas
analises univariada e multivariada, utilizando o teste de Qui-quadrado ou o teste exato
de Fisher.

Realizou-se a andlise univariada considerando todos os 13 alelos DRB1* em uma tabela
de contingéncia, analisando a preseng¢a ou auséncia de cada um deles nas tipificacdes de
casos e controles (Tabela 3).

Para a andlise multivariada selecionaram-se aquelas varidveis que apresentaram
associacdo com a presenca de infec¢do pelo HBV na andlise univariada com valor de p<
0,20. A regressdo logistica multivariada de associacdo entre infeccdo por HBV e
varidveis do 16cus DRBI1* pré-selecionadas na andlise univariada foi estratificada por
sexo e idade.

A magnitude dessas associagdes esta estimada como odds ratio (OR), utilizando
intervalos de confianca de 95%. O valor de p menor que 0,05 foi indicativo de
significancia estatistica.

Resultados

Foram estudados 320 doadores de sangue, sendo 241 (75%) do sexo masculino e 79
(25%) do sexo feminino. A idade média foi de 39 anos, variando de 18 a 65 anos. O
grupo de casos foi constituido por 64 pacientes, com marcadores anti-HBc e HBsAg
positivos e o grupo controle foi composto de 256 individuos imunes para o HBV com os
marcadores anti-HBc e anti-HBs positivos.

Na tabela 3 estdo expressos os dados em valores absolutos e relativos referentes a
freqliéncia de cada alelo entre casos e controles (p=0,325).

Sexo e idade ndo apresentaram associacdo com a infeccdo pelo HBV na andlise
univariada (OR=1,021 ; IC=0,542 — 1,924 ; p=0,948) ¢ (OR=0,983 ; IC=1,009 — 5,94 ;

p=0,204) respectivamente.
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As combinagdes mais freqiientes nos casos foram DRB1*03*08 e DRB1*04*07 (6,3%)
e a combinagdo DRB1*11*13 foi a mais freqiiente entre os controles (4,3%), porém a
distribuicdo das combinagdes alélicas ndo diferiu entre casos e controles (p=0,314)
(Tabela 4).

Na analise univariada mostraram-se associados ao caso (pacientes com HBV) ao nivel
de significancia < 20 as seguintes varidveis DRB1*: DRB1*08 (p=0,067), DRB1*09
(p=0,083), DRB1*12 (p=0,135) ¢ DRB1*15 (p=0,147) e foram selecionados para a
regressao logistica multivariada (Tabela 5).

Na analise multivariada estratificada por sexo foi observado que o alelo DRB1*09
esteve associado aos individuos infectados pelo HBV (casos) do sexo masculino
(OR=4,20 ; IC=1,30 — 13,60 ; p=0,016) (Tabela 6).

A andlise multivariada estratificada por idade observou-se que o alelo DRB1*08 esteve
mais freqliente nos casos associado a infeccdo pelo HBV (caso) entre os pacientes na
faixa etaria até 39 anos (OR=2,54 ; IC=1,09 — 5,94 ; p=0,031) (Tabela 7).

Discussao

A susceptibilidade a cronificacdo ou resolucdo da infeccao pelo HBV depende da
resposta imunologica e pode ser justificadas pela variabilidade genética do hospedeiro
(17,18). O avango da imunogenética tem permitido melhor entendimento da associagao
do HLA com vérias doengas, contribuindo para a elucidagdo da patogenia, diagndstico e
prognoéstico dessas enfermidades. O conhecimento de que o individuo ¢ portador de
determinado alelo ou haplétipo pode ajudar a prever o risco de desenvolvimento de

determinada doenca (19).

O HLA parece estar envolvido na resposta imune ao HBV. Embora a relacao entre as

varias enfermidades, as manifestacdes e os genes HLA polimorficos tenham sido objeto
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de varios estudos, uma rela¢do definitiva ainda ndo foi identificada devido a
inconsisténcias dos resultados (18,20,21,22). Enquanto o mecanismo de
susceptibilidade a infeccdo pelo HBV nao for bem esclarecido, admite-se que a

persisténcia da infec¢do seja influenciada por fatores imunogenéticos (23,24).

Pesquisa sobre a correlagao entre HLA e a infec¢do pelo HBV foram realizadas ha
alguns anos (25). M¢étodos tradicionais soroldgicos foram utilizados em algumas
investigacdes, mas tornaram-se obsoletos e imprecisos. Para se ter melhor compreensao
da correlagao entre a infeccao pelo HBV e HLA deve-se empregar técnicas de biologia
molecular. Por isso, no presente estudo, examinaram-se os alelos HLA-DRB1 por PCR
SSO em doadores com infec¢ao pelo HBV e naqueles imunes ao virus, numa tentativa
de investigar a associagcdo entre o gene HLA de classe II 16cus DRBI1 e a infecgao.
Treze alelos HLA-DRBI1 foram detectados neste estudo como também foram

encontrados no estudo de Ye-Gui Jiang et al (25).

Verificou-se que a ocorréncia do alelo HLA-DRB1*09 em pacientes do sexo masculino
apresentou associagdo com a cronicidade da infeccdo pelo HBV (Tabela 4). Outra
associacdo com significancia no estudo foi do alelo HLA-DRB1*08 em pacientes com
faixa etaria abaixo de 39 anos estarem sujeitos a persisténcia da infec¢do pelo HBV.
Estes resultados sugerem que os alelos HLA-DRB1 *08 e HLA-DRB1*09 estdo
associados com a susceptibilidade a infec¢do cronica pelo HBV, em doadores com

menos de 39 anos e do sexo masculino, respectivamente.

Alelos HLA por si s6 ndo definem a infec¢ao pelo HBV, para um determinado alelo ter

associacdo com a doenga ¢ preciso que haja a influéncia de fatores externos como por
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exemplo sexo e idade, no presente estudo homens menores de 39 anos demonstraram tal

associagao.

E importante frisar que pode haver diferenca nas freqiiéncias alélicas entre populagdes
distintas, o que ndo permite, simplesmente, extrapolar dados. Portanto, estudos em
populagdes especificas, principalmente as miscigenadas como a brasileira, sao
necessarios para verificar se as associacdes HLA sdao as mesmas descritas na literatura e
se ha novas associacdes (26). Existem diferentes relagdes entre genes HLA polimorficos
e infec¢ao pelo HBV em diferentes populagdes, o que implica que varias moléculas
HLA poderiam apresentar epitopos diferentes do HBV para induzir resposta imune

eficaz (26).

Na Espanha, Cotrina et al (27) analisaram o gendtipo HLA-DRBI em uma série de
pacientes com hepatite aguda e cronica pelo HBV, e verificaram que os alelos HLA-
DRBI * 1301 e DRBI1 * 1302 estavam associados com a resolucdo da infeccdo pelo

HBYV e estes individuos estariam protegidos contra o HBV.

Yong-Nian Han et al (29) em recente estudo realizado na China concluiram que,
comparado com outros alelos HLA-DRB1, os HLA-DRB1*06, DRB1*08, e DRB1*16

podem estar associados com a cronicidade da infec¢do pelo HBV.

O locus HLA-DRBI1* constitui importante fator para determinar a evolugdo da infecg¢ao
pelo HBV, e dard algumas pistas para novos estudos sobre a patogenia da infec¢ao

cronica pelo HBV.

Hé duas limitagdes principais neste estudo. Em primeiro lugar, apesar do adequado

tamanho de amostra, observou-se limitado poder de detectar associagdes com alelos de
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baixa freqiiéncia. Segundo, as associagdes que foram detectadas podem nao se aplicar a
toda populacdo e podem apresentar associacdes apenas em determinadas populagdes.
Mais pesquisas, como por exemplo em outras regides do pais, serdo necessarias para

confirmar nossos resultados.

O estudo de populagdes etnicamente diversas e o melhor conhecimento da associagao
do sistema HLA com a infec¢ao pelo HBV permitirdo o desenvolvimento de estratégias
para identificar grupos de risco. Poder-se prever o tipo de manifestacdo clinica da
doenga, orientar o uso de medicamentos de acordo com o perfil farmacogendomico dos
pacientes e eventualmente investir com medidas que venham a prevenir a ocorréncia da

infecgao.

Em conclusdo, estudos com amostras maiores ¢ um desenho adequado deverdo ser
realizados para investigar os determinantes genéticos para infeccdo pelo HBV.
Encontrar associa¢do especifica entre alelos favordveis e os resultados clinicos em
pacientes com hepatite B podera abrir novos caminhos para explorar e compreender a

patogenia do HBV.

Baseado nos resultados do presente estudo onde foi revelado que os alelos HLA-
DRBI1*09 e DRB1*08 estdo associados a persisténcia do virus da hepatite B em
individuos do sexo masculino com menos de 39 anos, sugere-se um maior empenho em

colocar a implementac¢ao de medidas preventivas contra a Hepatite B.



61

Tabela 3 — Distribuigdo de frequéncia dos alelos HLA-DRB1* entre casos com HBV ¢

controles.
ALELOS CONTROLES CASOS TOTAL Valor de p
DRB1* N(%DRB1%*) N(%DRB1%*) N(%DRB1)
DRB1*01 50 (75,8%) 16 (24,2%) 66 (100%)
DRB1*03 47 (79,7%) 12 (20,3%) 59 (100%)
DRB1*04 54 (81,8%) 12 (18,2%) 66 (100%)
DRB1*07 54 (78,3%) 15 (21,7%) 69 (100%)
DRB1*08 39 (70,9%) 16 (29,1%) 55 (100%)
DRB1*09 13 (65,0%) 07 (35,0%) 20 (100%) p=0,325
DRB1*10 09 (90,0%) 01 (10,0%) 10 (100%)
DRB1*11 66 (83,5%) 13 (16,5%) 79 (100%)
DRB1*12 16 (94,1%) 01 (5,9%) 17 (100%)
DRB1*13 63 (84,0%) 12 (16,0%) 75 (100%)
DRB1*14 17 (73,9%) 06 (26,1%) 23 (100%)
DRB1*15 59 (86,8%) 09 (13,2%) 68 (100%)
DRB1*16 25 (75,8%) 08 (24,2%) 33 (100%)
TOTAL 512 (80,0%) 128 (20,0%) 640 (100%)
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Tabela 4 — Distribuigdo das 78 possiveis combinag¢des de alelos HLA-DRBI1* na

populacdo de estudo segundo a presenga/auséncia de hepatite B.

COMBINACOES CONTROLES CASOS TOTAL
ALELICAS N(%) N(%) N(%)

*01*01 01(0,4%) 01(1,6%) 02(0,6%)
*01*03 06(2,3%) 00(0,0%) 06(1,9%)
*01*04 06(2,3%) 02(3,1%) 08(2,5%)
*01*07 04(1,6%) 01(1,6%) 05(1,6%)
*01*08 03(1,2%) 02(3,1%) 05(1,6%)
*01*09 02(0,8%) 01(1,6%) 03(0,9%)
*01*11 06(2,3%) 03(4,7%) 09(2,8%)
*01*12 03(1,2%) 00(0,0%) 03(0,9%)
*01*13 06(1,3%) 01(1,6%) 07(2,2%)
*01*14 01(0,4%) 01(1,6%) 02(0,6%)
*01*15 08(3,1%) 02(3,1%) 10(3,1%)
*01*16 03(1,2%) 01(1,6%) 04(1,3%)
*03*03 00(0,0%) 01(1,6%) 01(0,3%)
*03*04 07(2,7%) 00(0,0%) 07(2,2%)
*03*07 05(2,0%) 01(1,6%) 06(1,9%)
*03*08 03(1,2%) 04(6,3%) 07(2,2%)
*03*09 01(0,4%) 01(1,6%) 02(0,6%)
*03*10 02(0,8%) 00(0,0%) 02(0,6%)
*03*11 04(1,6%) 00(0,0%) 04(1,3%)
*03*12 02(0,8%) 00(0,0%) 02(0,6%)
*03*13 04(1,6%) 03(4,7%) 07(2,2%)
*03*14 02(0,8%) 00(0,0%) 02(0,6%)
*03*15 08(3,1%) 01(1,6%) 09(2,8%)
*03*16 03(1,2%) 00(0,0%) 03(0,9%)
*04*04 04(1,6%) 00(0,0%) 04(1,3%)
*04*07 04(1,6%) 04(6,3%) 08(2,5%)
*04*08 08(3,1%) 01(1,6%) 09(2,8%)
*04*09 01(0,4%) 00(0,0%) 01(0,3%)
*04*10 01(0,4%) 00(0,0%) 01(0,3%)
*04*11 04(1,6%) 01(1,6%) 05(1,6%)
*04*12 02(0,8%) 00(0,0%) 02(0,6%)
*04*13 07(2,7%) 01(1,6%) 08(2,5%)
*04*14 00(0,0%) 02(3,1%) 02(0,6%)
*04*15 05(2,0%) 01(1,6%) 06(1,9%)
*04*16 01(0,4%) 00(0,0%) 01(0,3%)
*07*07 03(1,2%) 00(0,0%) 03(0,9%)
*07*08 06(2,3%) 02(3,1%) 08(2,5%)
*07*09 01(0,4%) 02(3,1%) 03(0,9%)
*07*10 01(0,4%) 00(0,0%) 01(0,3%)
*07*11 10(3,9%) 01(1,6%) 11(3,4%)
*07*13 03(1,2%) 02(3,1%) 05(1,6%)
*07*14 02(0,8%) 00(0,0%) 02(0,6%)

*07*15 09(3,5%) 00(0,0%) 09(2,8%)
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*07*16
*08*08
*08*09
*08*11
*08*13
*08*14
*08*15
*08*16
*09*10
*09*11
*09*15
*09*16
*10*11
*10*12
*10*13
*10*15
*10*16
*11*11
*11*12
*11*13
*11*14
*11*15
*11*16
*12*13
*12*15
*12*16
*13*13
*13*14
*13*15
*13*16
*14*15
*14*16
*15*15
*15*16
*16*16
TOTAL

03(1,2%)
03(1,2%)
00(0,0%)
03(1,2%)
04(1,6%)
01(0,4%)
04(1,6%)
01(0,4%)
01(0,4%)
02(0,8%)
03(1,2%)
02(0,8%)
01(0,4%)
01(0,4%)
01(0,4%)
01(0,4%)
00(0,0%)
05(2,0%)
03(1,2%)
11(4,3%)
03(1,2%)
06(2,3%)
03(1,2%)
02(0,8%)
01(0,4%)
02(0,8%)
06(2,3%)
04(1,6%)
07(2,7%)
02(0,8%)
02(0,8%)
02(0,8%)
02(0,8%)
01(0,4%)
01(0,4%)

256(100%)

02(3,1%)
01(1,6%)
01(1,6%)
02(3,1%)
01(1,6%)
01(1,6%)
00(0,0%)
00(0,0%)
00(0,0%)
01(1,6%)
00(0,0%)
01(1,6%)
00(0,0%)
00(0,0%)
00(0,0%)
00(0,0%)
01(1,6%)
00(0,0%)
00(0,0%)
03(4,7%)
00(0,0%)
02(3,1%)
00(0,0%)
01(1,6%)
00(0,0%)
00(0,0%)
00(0,0%)
00(0,0%)
00(0,0%)
00(0,0%)
01(1,6%)
01(1,6%)
00(0,0%)
02(3,1%)
00(0,0%)
64(100%)

05(1,6%)
04(1,3%)
01(0,3%)
05(1,6%)
05(1,6%)
02(0,6%)
04(1,3%)
01(0,3%)
01(0,3%)
03(0,9%)
03(0,9%)
03(0,9%)
01(0,3%)
01(0,3%)
01(0,3%)
01(0,3%)
01(0,3%)
05(1,6%)
03(0,9%)
14(4,4%)
03(0,9%)
08(2,5%)
03(0,9%)
03(0,9%)
01(0,3%)
02(0,6%)
06(1,9%)
04(1,3%)
07(2,2%)
02(0,6%)
03(0,9%)
03(0,9%)
02(0,6%)
03(0,9%)
01(0,3%)
320(100%)

p=0,314
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Tabela 5 — Associagdo entre as 78 combinagdes possiveis encontradas entre os 13

alelos HLA-DRBI1* e infeccao pelo HBV.

HLA-DRB1* Casos HBV  Controles X° Valor de p

Alelo DRB1*01

Auséncia 49(76,6%)  207(80,9%)

Presenca 15(23,4%) 49(19,1%) 0,591 0,442
Alelo DRB1*03

Auséncia 53(82,8%)  209(81,6%)

Presenca 11(17,2%) 47(18,4%) 0,047 0,828
Alelo DRB1*04

Auséncia 52(81,3%)  206(80,5%)

Presenca 12(18,8%) 50(19,5%) 0,020 0,888
Alelo DRB1*07

Auséncia 49(76,6%)  205(80,1%)

Presenca 15(23,4%) 51(19,9%) 0,387 0,534
Alelo DRB1*08

Auséncia 49(76,6%)  220(85,9%)

Presenca 15(23,4%) 36(14,1%) 3,359 0,067
Alelo DRB1*09

Auséncia 57(89,1%)  243(94,9%)

Presencga 07(10,9%) 13(5,1%) 3,0 0,083
Alelo DRB1*10

Auséncia 63(98,4%)  247(96,5%)

Presenca 01(1,6%) 09(3,5%) 0,645 0,422
Alelo DRB1*11

Auséncia 51(79,7%) 195(76,2%)

Presenca 13(20,3%) 61(23,8%) 0,356 0,551
Alelo DRB1*12

Auséncia 63(98,4%)  240(93,8%)

Presenca 01(1,6%) 16(6,3%) 2,236 0,135
Alelo DRB1*13

Auséncia 52(81,3%) 199(77,7%)

Presencga 12(18,8%) 57(22,3%) 0,374 0,541
Alelo DRB1*14

Auséncia 58(90,6%)  239(93,4%)

Presenca 06(9,4%) 17(6,6%) 0,574 0,449
Alelo DRB1*15

Auséncia 55(85,9%) 199(77,7%)

Presenca 09(14,1%) 57(22,3%) 2,105 0,147
Alelo DRB1*16

Auséncia 56(87,5%)  232(90,6%)

Presenca 08(12,5%) 24(9,4%) 0,556 0,456




Tabela 6 — Regressao logistica multivariada de associagdo entre infeccdo pelo HBV ¢

variaveis do locus DRB1*(*08,*09,*12,*15) estratificada por sexo.

SEXO Casos Controles OR IC 95% Valor de p
Hepatite
FEMININO
Alelo DRB1*08
Auséncia 12(75%) 54(85,7%) 1,0
Presenga 04(25%) 09(14,3%) 1,94 0,48 — 7,76 0,348
Alelo DRB1*09
Auséncia 15(93,8%) 57(90,5%) 1,0
Presenca 01(6,3%) 06(9,5%) 0,62 0,06 — 5,81 0,682
Alelo DRB1*12
Auséncia 16(100%)  61(96,8%) 1,0
Presenca 00(00%) 02(3,2%) 0,00 0,00 — 0,00 0,999
Alelo DRB1*15
Auséncia 13(81,3%) 51(81%) 1,0
Presenca 03(18,8%) 12(19%) 1,05 0,24 — 4,60 0,941
MASCULINO
Alelo DRB1*08
Auséncia 37(77,1%) 166(86%) 1,0
Presenca 11(22,9%) 27(14%) 1,80 0,80 —4,06 0,153
Alelo DRB1*09
Auséncia 42(87,5%)  186(96,4%) 1,0
Presenca 06(12,5%) 07(3,6%) 4,20 1,30 — 13,60 0,016
Alelo DRB1*12
Auséncia 47(97,9%) 179(92,7%) 1,0
Presenca 01(2,1%) 14(7,3%) 030  0,03-243 0,264
Alelo DRB1*15
Auséncia 42(87,5%)  148(76,7%) 1,0
Presenca 06(12,5%) 45(23,3%) 0,46 0,18—1,18 0,110
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Tabela 7 — Regressao logistica multivariada de associagao entre hepatite B e variaveis

do locus DRB1*(*08,*09,*12,*15) estratificada por idade.

IDADE EM Casos Controles OR IC 95% Valor de p
CATEGORIA Hepatite
ATE 39 ANOS
Alelo DRB1*08
Auséncia 32(72,7%)  128(87,7%) 1,0
Presenca 12(27,3%) 18(12,3%) 2,54 1,09-5,94 0,031
Alelo DRB1*09
Auséncia 39(88,6%)  137(93,8%) 1,0
Presenca 05(11,4%) 09(6,2%) 2,05 0,63 —06,65 0,230
Alelo DRB1*12
Auséncia 43(97,7%)  136(93.2%) 1,0
Presenca 01(2,3%) 10(6,8%) 0,37 0,04-3,11 0,367
Alelo DRB1*15
Auséncia 37(84,1%)  113(77,4%) 1,0
Presenca 07(15,9%)  33(22,6%) 0,70 0,28 —1,76 0,453
40 ANOS OuU
MAIS
Alelo DRB1*08
Auséncia 17(85%) 92(83,6%) 1,0
Presenca 03(15%) 18(16,4%) 0,79 0,20 —3,06 0,733
Alelo DRB1*09
Auséncia 18(90%) 106(96,4%) 1,0
Presenca 02(10%) 04(3,6%) 2,62 0,43-1596 0,293
Alelo DRB1*12
Auséncia 20(100%)  104(94,5%) 1,0
Presenca 00(00%) 06(5,5%) 0,00 0,00-0,00 0,999
Alelo DRB1*15
Auséncia 18(90%) 86(78,2%) 1,0
Presenca 02(10%) 24(21,8%) 0,38 0,08—1,79 0,221
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A- Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

B- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
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Comité de Etica em

e
[{,ﬁm W Pesquisa
HEI E Av. Joaquim Nabuco, 171 Gragas

Reclfe-PE,
ﬁl Reclfe CEP: 52011.000-

Tel: (81) 3182-4771
E-mall: cep, hemope@gmail.com

1-DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL: N°. 050/2008

Titulo do Projeto: Avaliasgo do Lécus HLA-DRBI* e 2 Susceptibilidade Genética para a Infeegio pelo Virus da
Hepatite B em Doadores de Sangue.

InstituiAo Solicitante; UFPE/Universidade Federal de Pemnambuco e Fundagio HEMOPE.

Pesquisador: Bruno de Melo Corréa

Identidade: 5288528 CPF: 038.306.014-17

Endereco: Ruz. Dr. Jodo Marques, 100/1202- Tha do Retiro- Recife - PE. CEP: 50750-320

Telefone; 81 -3227-7011

Finalidade: Pés-graduagilo stricto sensu

Orientadores: Edmundo Pessoa de Almeida Lopes Neto e Luicia Helena Piron

Local de Desenvolvimento do Projeto: Fundagio HEMOPE - Unidade de Laboratérios Espesializados -UNILABE

2-COMENTARIOS DOS RELATORES:

Objetivo: Conhecer o lécus HLA-DRBI* de doadores de sangue com trés perfis (positivos, imunes e negativos para o
virus hepatite B) na Fundagio HEMOPE no periodo de dezembro de 2008 & junho de 2009.

Objetivos Especificos: Descrever a frequéncia genotipica para o Lécus HLA-DRBI* em amostras de doadores de sangue
com diagnostico para HBV e Descrover a associaglo dos alelos HLA do Lécus DRBI * em trés grupos de doadores de
sangue: 1) anti-HBe e HbsAg positivos, 2) enti- HBc ¢ anti-HBs positivos e 3) anti-HBe negativo.

3-PARECER DO RELATOR:

O Comité de Etica em Pesquisa do Hemope (CEP), em cumprimento sos dispositivos da Rescluglio 196/96 ¢
complementares, apds acatar as consideragBes do relator, membro deste Comité, relativamente s exigéncias apontadas no
Parecer n° 050/08, considers APROVADO o protocolo de pesquisa supracitado, uma vez que esic niio colide,
aparentemente com os principios basicos da bioética ~ a ndo maleficéncia, a beneficéncia, a autonomia ¢ a justica, além do
sigilo,

4 - INFORMACOES COMPLEMENTARES

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 196/96 — Ttem IV.1.6), devendo receber uma cdpia do Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido, por ele assinado (Ttem IV.2.d).

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovade e descontinuar o estudo
somente apds serem analisadas as razdes da descontinuidade, pelo CEP, que o aprovou (Res. CND Item IIL. 1.2),
exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou, quando constater a superioridade
do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Ttem V.3).

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS lem V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave, ocorrido ~ mesmo que tenha sido em outro centre & enviar notificacio ao CEP e ANVISA, junto
com 0 sel posicionamento.

»  Eventusis modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas a0 CEP de forma clara ¢ sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas. Em caso de projetos do grupo 1 ou II
apresenlados anteriommente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envié-los também 4 ANVISA, junto
com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. ltem H12.¢).

= Relatorios parcial e final devem_ ser apresentades ao CEP. de acordo com os prazos estabelecidos na
Resolucio CNS-MS 196/96.

Homologado na Reunito do CEP de 26/11/2008

y Maria Emilia dos Satnlos
Coordetidtiora- CEP- HEMOPE
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(TCLE)

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DO LOCUS HLA-DRB1* E HEPATITE B EM

Eu,

DOADORES DE SANGUE DO ESTADO DE PERNAMBUCO

abaixo

assinado, dou o meu consentimento livre e esclarecido para participar como voluntério
do projeto de pesquisa supracitado, sob a responsabiilidade do pesquisador Bruno de
Melo Corréa, membro da Fundag¢do Hemope, .

Assinando este termo de consentimento estou ciente de que:

1-

Recife,

O objetivo da pesquisa é descrever a frequéncia genotipica para os alelos HLA
de classe Il presentes no lécus DRB1* em amostras de doadores de sangue
com diagndstico para HBV;

Durante o estudo sera realizado coleta de sangue e sera fornecido alguns
dados epidemiolégicos como: idade, sexo e outras informagdes relacionadas a
doenca que possam vir a ser necessarias ;

Obtive todas as informacfes necessdrias para estar consciente sobre a minha
participacdo na referida pesquisa;

Estou livre para interromper a qualquer momento minha participacdo na
pesquisa, sem nenhuma forma de prejuizo ao atendimento.

Os autores da pesquisa garantem e se comprometem a preservar a minha
privacidade e me asseguraram a confiabilidade dos dados e informacdes
coletadas garantindo que os resultados obtidos seréo utilizados para alcancar
0s objetivos do trabalho, expostos acima, incluindo sua publicacdo na literatura
cientifica especializada.

Duvidas ou outras informagfes posteriores poderdo ser obtidas com a equipe
da pesquisa nos telefones: 3182-4647-Hemope; 3227-0711- casa; 9245-5503.
Ou também no endereco: Rua Joaquim Nabuco- 171- gracas (HEMOPE).
Poderei contactar o comité de Etica para apresentar recursos ou reclamagées
em relacdo a pesquisa ensaio clinico, através do telefone: 3182-5694, o qual
tomara as medidas cabiveis.

de de 200.....

RG

(Voluntério)

Pesquisador
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