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RESUMO

A insuficiéncia renal, frequentemente associada com inflamacdo glomerular cronica e
com reacdes de hipersensibilidade, ¢ importante causa de morbidade e mortalidade. O
objetivo deste estudo foi determinar se havia associagdo entre alelos HLA e doenca renal
cronica terminal. Foram analisados 87 pacientes com idade média de 51 anos e realizando
hemodialise ha, em média, 4,5 anos. Os principais diagnosticos clinicos da insuficiéncia renal
neste grupo foram hipertensdo (38%), diabetes (25%) e glomerulopatias (23%). Como
controle foram utilizados dados de tipagens de HLA de 17.541 doadores voluntarios de
medula 6ssea do registro nacional Brasileiro. A tipagem de HLA foi determinada através de
kits SSO (One Lambda, Inc) e citometria de fluxo (tecnologia Luminex). Nossos resultados
demonstraram que, quando comparado com a populagdo normal, havia associacdo
significativa de: 1) hipertensdo com HLA-A*23 (p=0,014), HLA-A*30 (p<0,001) e HLA-
B*41 (p=0,016); 2) diabetes com HLA-A*23 (p=0,004), HLA-A*30 (p=0,033), HLA-B*41
(p=0,023), HLA-B*81 (p=0,020), HLA-DRB1*1 (p=0,030) ¢ HLA-DRB1*3 (p=0,013); 3)
glomerulopatias com HLA-A*32 (p<0,001), HLA-B*13 (p<0,001), HLA-B*14 (p=0,004),
HLA-DRB1*4 (p=0,030), HLA-DRB1*11 (p=0,008) ¢ HLA-DRBI1*15 (p<0,001). Houve
associacdo entre a frequéncia de alelos e protecdo contra doenca renal nas seguintes situagdes:
1) hipertensdo com HLA-A*3 e HLA-DRB1*4; 2) diabetes com HLA-DRB1*11; 3)
glomerulopatias com HLA-DRB1*1 e HLA-DRB1*13. Conclusao: alelos HLA podem ser

importantes marcadores do progndstico em doenga renal cronica.

Palavras-chave: Doenca renal cronica terminal. HLA-A*. HLA-B*. HLA-DRBI*.

Hipertensdo. Diabetes. Glomerulopatias.



ABSTRACT

Kidney failure is an important cause of morbidity and mortality, frequently associated
with chronic inflammation of glomeruli and immune hypersensitivity reactions. In this study
we aimed to determine if there was an association between HLA alleles and end stage kidney
diseases. Towards this objective, we analyzed 87 patients with an average age of 51 years and
a mean of 4.5 years of hemodialysis. The main clinical diagnosis of kidney failure in this
group was hypertension (38%), diabetes (25%) and glomerulopathies (23%). As a control, we
utilized the HLA typing data of 17,541 voluntary marrow donors from the Brazilian national
registry. HLA typing was determined by SSO kits (One Lambda, Inc.) and flow cytometry
(Luminex technology). Our results demonstrated that, when compared to the normal
population, there was a significant association of: 1) hypertension with HLA-A*23
(p=0.014), HLA-A*30 (p<0.001) and HLA-B*41 (p=0.016); 2) diabetes with HLA-A*23
(p=0.004), HLA-A*30 (p=0.033), HLA-B*41 (p=0.023), HLA-B*81 (p=0.020), HLA-
DRB1*1 (p=0.030) and HLA-DRB1*3 (p=0.013); and 3) glomerulopathies with HLA-A*32
(p<0.001), HLA-B*13 (p<0.001), HLA-B*14 (p=0.004), HLA-DRB1*4 (p=0.030), HLA-
DRB1*11 (p=0.008) and HLA-DRB1*15 (p<0.001). There was an association between allele
frequency and protection against kidney disease in the following situations: 1) hypertension
with HLA-A*3 and HLA-DRB1*4; 2) diabetes with HLA-DRB1*11; 3) glomerulopathies
with HLA-DRB1*1 and HLA-DRB1*13. In conclusion, HLA alleles may be an important

marker of prognosis in chronic renal disease.

Keywords: End stage kidney disease. HLA-A*. HLA-B*. HLA-DRBI1*. Hypertension.

Diabetes. Glomerulopathies.
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1- INTRODUCAO



1.1- Aspectos gerais dos rins e da funcao renal

Os rins, em numero de dois, fazem parte do aparelho urinario e estdo localizados no
espaco retroperitoneal, um de cada lado da coluna vertebral. Em decubito dorsal, suas
extremidades superiores se encontram entre a décima e a décima segunda costela toracica e,
as inferiores, estdo ao nivel da terceira vértebra lombar. Geralmente, o rim direito ¢ um
centimetro menor ¢ esta ligeiramente mais caudal em relagdo ao rim esquerdo (Fig. 1). A
morfologia do rim ¢ similar a de um grao de feijao e, em um adulto, apresenta as seguintes
dimensoes: 10 a 13 cm de comprimento, 5 a 7 cm de largura, 2,5 a 3 cm de espessura e pesa

de 120 a 180 gramas (WILLIAMS et al., 1995).

RIM DIREITO RIM ESQUERDOQ (corte longiudinal)
capsula renal

| _—cortex

artéria
——pirimide renal

| papila renal
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wreter diveito veias artéria weter esquerdo

Figura 1 — Morfologia renal. Adaptado de Britannica Encyclopaedia Online, 2006.

O rim ¢ envolvido por uma fina membrana fibroelastica e resistente, a capsula renal,
que protege as estruturas internas. Na parte medial concava de cada rim, encontra-se o hilo
renal, onde se localizam a artéria e a veia renal, vasos linfaticos, plexos nervosos e o ureter,

que se expande dentro do seio renal, formando a pelve. O parénquima renal apresenta uma



por¢do mais externa, o cdrtex, € uma interna, a medula. A medula consiste nas pirdmides
renais, cujas bases estdo voltadas para o cortex e terminam nas papilas, que se projetam para
o espago da pelve renal, estrutura em formato de funil que continua com a extremidade
superior do ureter. A borda externa da pelve divide-se nos cdlices maiores, estruturas de
fundo cego, que se dividem em cdlices menores. Estes célices coletam a urina dos tibulos

(parte dos néfrons) de cada papila (Fig. 1 € 2) (GUYTON e HALL, 2006).

néfron

arteria
renal

renal

ureter

Figura 2 — Néfron. Adaptado de Britannica Encyclopaedia Online, 2006.

Cada rim contém aproximadamente 1,5 milhdes de néfrons (Fig. 2). O néfron, unidade
funcional do rim, ¢ constituido por um tufo capilar denominado glomérulo e por um tubulo
complexo que se divide em cdpsula de Bowman, tubulo contorcido proximal, al¢a de Henle,
tubulo contorcido distal e ducto coletor. A arteriola aferente penetra na capsula de Bowman,
se ramifica nos capilares glomerulares, para aumentar a area de filtragao, e sai como arteriola
eferente (Fig. 3). O liquido filtrado flui para o interior da capsula de Bowman e dai segue pelo
interior dos tibulos até a pelve renal, trajeto no qual o filtrado ¢ convertido em urina (Fig. 2 e

3) (GUYTON e HALL, 2006).
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Figura 3 — Glomérulo. Adaptado de Britannica Encyclopaedia Online, 2007.

O aporte de sangue aos rins € realizado pelas artérias renais que se originam na artéria
aorta abdominal e, apos circular pelo 6rgdo, o sangue retorna a veia cava abdominal através
das veias renais. Em um adulto, cerca de 1500 litros de sangue perfundem os rins a cada dia
(aproximadamente 1100 ml/minuto). Deste volume, cerca de 180 litros sao filtrados em 24
horas e apenas em torno de 1,5 litros ¢ eliminado na forma de urina. A formacao da urina
envolve processos de filtracdo glomerular, reabsor¢do e secre¢do nos tubulos renais (Fig.4).
Praticamente todos os solutos do plasma sdo filtrados pelos glomérulos, exceto as proteinas
ou substancias ligadas a elas. A reabsor¢do tubular ¢ altamente seletiva. Substancias como
glicose ¢ aminoacidos sdo quase completamente reabsorvidas pelos tabulos. fons como sodio,
cloreto e bicarbonato também podem ser altamente reabsorvidos, dependendo das
necessidades do organismo. Diferentemente, metabolitos como uréia e creatinina sdo pouco
reabsorvidos pelos tibulos e sdo excretados em quantidades relativamente altas. O aumento

da concentragdo destas substancias no sangue ¢ uma das indicagdes de perda da fungdo renal.



Assim, os rins reabsorvem ou secretam, de forma seletiva, substincias diferentes em taxas
variaveis, caracteristica que € essencial para o controle preciso da composi¢do dos liquidos
corpdéreos. Mecanismos renais atuam na eliminagdo do excesso de agua corporea por meio da

excrecdo de uma urina diluida e na conserva¢do da dgua no corpo pela excre¢do de uma urina

concentrada (GUYTON e HALL, 2006).

100% glicose, aminoacidos. v

Figura 4 — Reabsor¢do e secre¢do tubular. (LOPES, 2002).

Os rins desempenham importantes fun¢des no organismo contribuindo de maneira
vital para a preservagdo da homeostasia. Sdo responsaveis pela eliminacdo de liquidos, de
produtos indesejaveis do metabolismo e de substancias nao utilizadas, através da urina, ao
mesmo tempo em que conservam elementos essenciais para a sobrevivéncia como glicose,
vitaminas e aminoacidos. Produzem alguns hormonios, como a eritropoetina, que auxilia a
maturacdo dos globulos vermelhos. Atuam na formagdo dos ossos, ao regularizar as

concentragdes de célcio e de fosforo no sangue e produzir uma forma ativa da vitamina D.



Também regulam a pressdo sanguinea, pois controlam as concentracdes de sodio e a
quantidade de liquido corpdreo. Por meio da conservacgdo e/ou da eliminagdo de substancias e
liquidos do organismo, os rins controlam os equilibrios hidroeletrolitico e &cido-basico
(GUYTON e HALL, 2006).

O diagnoéstico de uma enfermidade renal depende dos dados fornecidos pelo paciente:
historia familial; alteracdes na micgdo (volume e/ou cor); dor renal; edema; historia pregressa
(hipertensdo arterial, doencas sist€micas, disturbios bioquimicos, infec¢des, traumatismo,
cirurgia prévia). O exame fisico inclui halito, aspecto da pele e das unhas, pressdo arterial,
fundo de olho, aparelho cardiopulmonar e rins. Dentre os exames laboratoriais sdo realizados
os de urindlise e as provas de funcdo renal. A bidpsia renal ¢ utilizada sempre que se faz
necessario esclarecer a natureza e a magnitude de lesdes renais e para orientar o nefrologista
em relagdo a terapéutica e ao progndstico da doenga renal (RIELLA ef al., 2003).

Para avaliar a funcdo renal utiliza-se a taxa de filtracdo glomerular (TFG), que ¢
classicamente determinada pela “depuracdo da creatinina”, isto ¢, a quantidade dessa
substancia que ¢ removida do plasma pelos rins em uma unidade de tempo. Como a
quantidade de creatinina depende da massa muscular, o clearance deve ser corrigido pela
superficie corporal, ou seja, o valor obtido deve ser dividido pela superficie corporal (1,73m?).
O valor considerado normal é > a 90 ml/min/1,73m>. A concentragdo da creatinina pode ser
influenciada por outros fatores além da superficie corporal como: idade, género, dieta, etnia,
uso de drogas e diferengas entre métodos laboratoriais. A partir dos 40 anos de idade, cerca de
10% dos néfrons deixam de funcionar a cada 10 anos; porém, os néfrons remanescentes se
adaptam e permitem excretar a quantidade apropriada de agua, eletrélitos e produtos residuais

(GUYTON e HALL, 2006).



Virias equacgdes foram desenvolvidas para estimar a TFG em pacientes, sendo mais
frequentemente utilizada a formula de Cockcroft-Gault, que leva em conta o género, a idade e

o peso do individuo (COCKCROFT e GAULT, 1976; PECOITS-FILHO, 2004).

Formula de Cockcroft-Gault:
TFG estimada (ml/min) = [140 - idade] x peso (kg) / 72 x creatinina plasma (mg/dl)

(para mulheres, multiplicar o resultado por 0,85).

Em idosos, além da TFG, que pode diminuir normalmente com o envelhecimento do
organismo, recomenda-se verificar a presenca de outros marcadores de doenca renal como

avaliagdo da proteinuria ¢ do sedimento urinario (ALVES, 2004; PECOITS-FILHO, 2004).

1.2- Doenc¢a Renal ou Insuficiéncia Renal

A importancia dos rins torna-se evidente quando ha perda da funcao renal. O individuo
com insuficiéncia renal retém progressivamente produtos do metabolismo como a uréia e a
creatinina, perde a capacidade de concentrar e diluir a urina e de manter o equilibrio acido-
basico e hidroeletrolitico do organismo. Consequentemente, todos os outros 6rgaos do corpo
humano ficam comprometidos. A perda da fung¢do renal ¢ denominada insuficiéncia renal ou

doenga renal e pode ser classificada em aguda ou crénica (YU, et al., 2002).



1.2.1- Doenca Renal Aguda

A doenca renal aguda ou insuficiéncia renal aguda se caracteriza por uma redugdo
abrupta da funcdo renal por periodos varidveis e refere-se principalmente a diminuicdo do
ritmo de filtragdo glomerular. Também podem ocorrer alteragcdes no controle do equilibrio
hidroeletrolitico e 4acido-basico e alteragcdes hormonais, como a deficiéncia de eritropoetina e
de vitamina D (THADHANI, PASCUAL, e BONVENTRE, 1996; COSTA e YU, 1997).

A origem da insuficiéncia pode ser renal, pré-renal ou pos-renal. Se a causa da doenga
renal aguda for identificada e corrigida através de tratamentos especificos, os rins podem
voltar a funcionar apds algumas semanas. Este tipo de insuficiéncia renal ocorre
principalmente em pacientes com doengas graves, onde a mortalidade varia entre 28 e 90%

(COSENTINO, CHAFF e PIEDMONTE, 1994; METNITZ et al., 2002).

1.2.2- Doen¢a Renal Cronica (DRC)

Na insuficiéncia renal cronica, também denominada doenga renal cronica (DRC), a
reducdo da fungfio renal é lenta, progressiva e geralmente irreversivel. E possivel encontrar
pacientes com a doenga em nivel avangcado e completamente assintomatica, devido a imensa
capacidade dos rins de se adaptarem a perda funcional. Independente da etiologia da injuria
renal, os néfrons remanescentes saudaveis multiplicam seu ritmo de trabalho (hiperfiltracao) e
sofrem hipertrofia a fim de manter a homeostasia. Esta adaptabilidade permite que a
depuracdo de solutos do plasma continue normal. Substancias como uréia e creatinina

comegam a elevar seus niveis no plasma de forma significativa depois que a TFG cai para



50%. Embora a hiperfiltragdo e a hipertrofia tragam beneficios, considera-se que representem
a principal causa da disfuncdo renal progressiva, pois ocorre aumento da pressdao capilar
glomerular que prejudica os capilares e leva a glomerulosclerose. A expansdo do volume
extracelular pode resultar em edema e até em insuficiéncia cardiaca congestiva. Além disso,
para manter o balango de fosforo e célcio, ocorre descalcificacdo Ossea progressiva (ZATZ,
2002).

A National Kidney Foundation (NKF), no documento Kidney Disease Outcomes

Quality Initiative (K/DOQI, 2002), definiu a DRC como:

e TFG menor que 60 ml/min/1,73 m” por um periodo de trés ou mais meses, com ou

sem lesdo renal.

e Lesdo renal presente por um periodo de trés ou mais meses, caracterizada por
anormalidades estruturais ou funcionais do rim, com ou sem diminuicdo da TFG,
manifestada por alteragdes em bidpsias, em exames de imagem ou alteragdes no
sangue ou na urina como microalbumintria, proteindria, hemataria. A presenca de
proteina na urina ¢ o marcador mais precoce de dano renal no diabetes, na hipertensao

e nas doencas glomerulares.

Baseado nesta definicdo, o grupo de pesquisadores que desenvolveu o K/DOQI

classificou a DRC, conforme Tabela 1 (Adaptada de ROMAO-JR, 2004).



Tabela 1- Classificacdo da doenga renal cronica

Estagio TFG Dano renal/Manifestagoes
(ml/min)

0 =290 Nao ha lesdo renal — inclui integrantes dos grupos de risco.

I >90 Inicio de lesao renal.

II 60-89 Inicio da perda de fun¢do dos rins, sem alteragdo dos niveis
plasmaticos de creatinina e uréia e sem sintomas clinicos
importantes — insuficiéncia renal funcional ou leve.

I 30-59 Niveis de creatinina e de uréia elevados no sangue. Pode haver
inicio dos sintomas da uremia — insuficiéncia renal laboratorial
ou moderada.

v 15-29 Presenca de sinais e sintomas como anemia, hipertensao arterial,
edema, fraqueza, mal-estar e sintomas digestivos — insuficiéncia
renal clinica ou grave.

A% <15 Presenca de sintomas intensos. Os rins perdem a capacidade de

controlar o meio interno e a depuragcdo do sangue precisa ser feita
artificialmente pela didlise ou recorrer ao transplante renal —

doenca renal cronica terminal (DRCT).

TGF = taxa de filtracdo glomerular.

10

Integram os grupos de risco individuos que apresentam um ou mais destes fatores:

idade avancada, diabetes, hipertensdo, tabagismo, transplante renal e histéria familiar de

doenca renal (PARMAR, 2002).

As causas da DRC podem ser divididas em trés grupos: doengas primarias dos rins,

doengas sistémicas e doencas do trato urinario. Entre as nefropatias primarias estdo as

glomerulonefrites primarias e os rins policisticos. Doengas sistémicas que também acometem

os rins: hipertensdo arterial sistémica, diabetes melito, colagenoses, vasculites, mieloma

multiplo, gota, oxalose e cistinose. Entre as doengas do trato urinario, que sdo fatores de risco
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para DRC, estdo: nefrolitiase, obstrugdes urinarias e refluxo vésico-uretral. A persisténcia da
doenca de base, da proteintria, pressdo sanguinea elevada, dieta rica em fosfato/proteina,
glicemia elevada, hiperdislipidemia, anemia e doenga cardiovascular causam o declinio
progressivo da funcdo renal, apos o dano inicial (PARMAR, 2002).

Devido a sua forma lenta de progressdo e a falta de diagnéstico precoce, a DRC ainda
ndo foi realmente dimensionada em todo o mundo. A DRC ¢ considerada mundialmente um
problema de satde publica, que afeta cerca de 10% da populagdo adulta (CORESH et al.,
2003; GANSEVOORT et al., 2004; EL NAHAS, 2005; UHLIG et al., 2006; HALLAN et al.,
2006; COLLINS, et al., 2008).

Quando a fungdo renal atinge menos de 75% do normal, inicia um rapido declinio que
conduz a doenga renal cronica terminal (DRCT) e a necessidade de terapias de substituicdo
renal (didlise ou transplante renal). Estes tratamentos substituem parcialmente a funcdo renal,
aliviam os sintomas da doenga ¢ preservam a vida do paciente, porém, nenhum deles ¢
curativo (CENDOROGLO, SARDENBERG e SUASSUNA, 1998).

O diagnoéstico precoce e a instituigdo de diretrizes adequadas para retardar a
progressdo da DRC, prevenir suas complicagdes, cuidar das comorbidades presentes e realizar
preparo para uma terapia de substitui¢do renal sdo de fundamental importancia. Os pacientes
com DRC devem ser cuidadosamente acompanhados. Recomenda-se evitar hipotensio,
desidratacdo, exposi¢do a nefrotoxinas e realizar diagnostico precoce de obstrucdo do trato
urinario (OLIVEIRA, 2004). O tabagismo também deve ser abolido (BREGMAN, 2004).
Devem ser avaliados periodicamente: o declinio da TFG, a glicemia, a creatinina, a
albuminuria e o sedimento urinario. A pressao arterial deve ser rigorosamente controlada, a
ingestao de proteinas deve ser restringida, as anormalidades lipidicas, neuroldgicas e a anemia
devem ser investigadas e tratadas. A avaliagdo do estado nutricional deve ocorrer

regularmente. A conscientizagdo do paciente sobre a ingestdo protéica adequada e a
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prevencao da hiperfosfatemia, da hiperlipidemia, da deficiéncia de vitaminas e de sais
minerais é essencial para que o estado nutricional favorega o prognéstico na DRC (BASTOS,
2004).

Pacientes com DRC sdo considerados de alto risco para doenga cardiovascular (DCV)
que ¢ causa importante de 6bito nas fases iniciais da doenca. Portanto, esses pacientes devem
ser avaliados e tratados para a redugdo dos fatores de risco cardiovasculares modificaveis
(CANZIANI, 2004). A DRC ¢ mais comum em pacientes com outras doencas cronicas,
multiplicando, portanto, os gastos com a satde e os riscos de consequéncias adversas, como a
morte prematura de pacientes com doenca cardiovascular. Somente a prevencdo, a detecgdo
precoce ¢ a intervengdo podem mudar este panorama. Existem evidéncias de que o
diagnostico precoce, a mudancga no estilo de vida e o controle da pressdo arterial, podem nao
O desacelerar ou interromper a progressio da DRC, como também reduzem
significativamente a incidéncia de doenca cardiovascular, que leva a maioria destes pacientes
ao obito (ASSELBERGS et al., 2004; IBSEN et al., 2004; GO et al., 2004; WEINER et al.,
2006; MANN et al., 2006; SOLOMON et al., 2006; YUYUN et al., 2006). Investigacdes
neurologicas sdo importantes, ja que algumas patologias podem ter prevaléncia significativa
na populacdo portadora de DRC (ELIAS, 2004).

Pacientes com DRCT apresentam mortalidade de 10 a 20 vezes maior que a populacio
em geral (PARMAR, 2002). Todos estes dados reforcam que a DRC é um importante
problema de satide publica apresentando alto custo econdmico de terapias substitutivas, alta
morbidade e alta mortalidade. Além disso, afeta consideravelmente a qualidade de vida dos

pacientes (MARTINS e CESARINO, 2005).
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1.2.3- Epidemiologia da Doenca Renal Cronica Terminal

No Brasil, o nimero de pacientes com DRCT cresce a cada ano. De acordo com o
censo realizado pela Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), o numero total estimado de
pacientes em dialise, em janeiro de 2007, era de 73.605 (Fig. 5) com prevaléncia de 391
pacientes/milhdo da populagdo (pmp) (Fig. 6). Dos pacientes em dialise, 44% estavam na fila
de espera para transplante renal, 26% tinham idade igual ou superior a 65 anos e 26%
apresentavam diabetes melito. Quanto a distribuicdo geografica, 54% dos portadores de
DRCT foram localizados na regido sudeste (Fig. 7). O numero estimado de pacientes que
iniciaram tratamento, em 2006, foi de 34.710 e a taxa anual de mortalidade bruta foi de
14,3%. O gasto com o programa de didlise e transplante renal ¢ em torno de 1,4 bilhdes de
reais a0 ano e o Sistema Unico de Satide (SUS) arca com 90% dos custos (SESSO et al.,
2007). Em 2006, segundo o Registro Brasileiro de Transplantes (RBT), foram realizados
3.238 transplantes renais no Brasil.
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Figura 5- Total estimado de pacientes em tratamento dialitico — 2000-2007 (Sociedade

Brasileira de Nefrologia, 2007).
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Figura 6- Prevaléncia de pacientes em didlise no Brasil — 1994-2007 (Sociedade

Brasileira de Nefrologia, 2007).
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Figura 7- Distribuicdo dos Pacientes em Didlise no Brasil, por Regido (N=73.605) (Censo
Sociedade Brasileira de Nefrologia, 2007).
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De acordo com o United States Renal Data System (USRDS, 2007), em 2005 estimou-
se haver 485.012 pacientes com DRC nos Estados Unidos da América: 341.319 submetidos a
dialise e 143.693 transplantados. O numero de pacientes na lista de espera de doador
compativel era de 62.581, ocorreram 97.100 obitos de pacientes com DRCT e foram
realizados 17.429 transplantes renais. A projecdo para 2020 ¢ de 785.000 pacientes com DRC:
525.885 em dialise e 257.927 transplantados (COLLINS, et al., 2008).

Este quadro ainda ¢ agravado, considerando dados norte-americanos de que para cada
paciente em programa de didlise, existem de 20 a 30 pacientes com algum grau de disfungdo

renal (JONES et al., 2000; SCHOOLWERTH, et al., 2006).

1.2.4- Terapias de Substituicao Renal

Para manter a vida dos individuos com doenga renal cronica torna-se necessaria a
introducao de terapias que substituam a funcao dos rins. As alternativas sdo a didlise ou o
transplante renal.

A didlise, resumidamente, € um procedimento de depuracdo extra-renal, que permite
extrair os residuos toxicos acumulados no organismo, através da filtragdo do sangue do
paciente por uma membrana semipermeavel acoplada a uma maquina (hemodialise) ou
através da cavidade peritoneal (dialise peritoneal), que € irrigada por uma solucdo
ligeiramente hipertonica. Como a dialise ndo consegue substituir totalmente a func¢ao dos rins,
a saude destes pacientes fica significativamente comprometida (GUYTON e HALL, 2006). A
qualidade de vida dos pacientes submetidos a hemodialise ¢ extremamente afetada:

permanéncia de cerca de quatro horas ligados a uma maquina, trés vezes na semana, dieta
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rigida, mudanga no contexto familiar, social e ocupacional, preocupagdes com a doenga e seu

tratamento e, muitas vezes, a expectativa de realizar transplante renal (KIMMEL, 2001).

O transplante renal € o tratamento de escolha para pacientes com DRCT (WOLFE et
al., 1999; SAYEGH e CARPENTER, 2004; KAPLAN e MEIER-KRIESCHE, 2004). Quando
bem sucedido, melhora muito a qualidade de vida do paciente: o rim transplantado funciona
como um rim normal; o paciente sente-se mais saudavel; ha poucas restrigoes na dieta; ndo ha
mais necessidade de dialise; pode realizar exercicios fisicos sob orientacdo médica ou do

fisioterapeuta (GORDON, et al., 2005; BALASKA, et al., 2006).

1.2.5- Principais Etiologias da Doenca Renal Cronica Terminal

Entre as principais causas da DRCT estdo: diabetes, hipertensao e anormalidades que

afetam diretamente os néfrons.

1.2.5.1- Diabetes

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saiade (OMS), diabetes ¢ uma doenga
cronica causada pela deficiéncia, primaria ou adquirida, na produgdo de insulina pelo
pancreas, ou pela ineficiéncia da insulina produzida. Esta deficiéncia resulta no aumento da
concentragdo de glicose no sangue, o que leva a muitos danos ao organismo, particularmente
para os vasos sanguineos e nervos. No diabetes melito tipo I (DMI), anteriormente conhecido
como insulino-dependente, o pancreas ndo consegue produzir insulina, horménio que ¢

essencial para sobrevivéncia. Sem a administragdo diaria de insulina, a DMI ¢é rapidamente
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fatal. Esta forma ocorre com maior frequéncia em criangas e adolescentes. No diabetes melito
tipo II (DMII), antes denominado ndo-insulino-dependente, o organismo ndo consegue utilizar
efetivamente a insulina que o pancreas produz. Um terceiro tipo de diabetes € o gestacional,
semelhante ao tipo II, que ocorre devido as mudangas hormonais durante a gravidez
(American Diabetes Association - ADA).

Diabetes ¢ importante causa de insuficiéncia renal e 10-20% dos diabéticos morrem
devido a DRC. A OMS estima que mais de 180 milhdes de pessoas tenha diabetes e que este
numero deve no minimo duplicar em 2030 (WILD et al, 2004).

Nos Estados Unidos ¢ em muitos outros paises, diabetes ¢ a causa mais comum de
DRCT (USRDS, 2007). No Brasil, 26% do pacientes em diélise sdo diabéticos (SBN, 2007).

A detecgdo da nefropatia diabética é importante pela sua prevaléncia, morbidade e
mortalidade associadas. A microalbumintria, que representa a fase mais precoce da doenga
renal diabética, € potencialmente reversivel através de tratamentos adequados (GROSS et al.,
2003). Recomenda-se o controle glicémico na prevencdo primdria e na diminui¢do da
progressdao da microalbumintria tanto nos pacientes com diabetes tipo I (Diabetes Control and
Complications Trial - DCCT, 1995) como nos diabéticos tipo II (United Kingdom Prospective

Diabetes Study - UKPDS, 1998).

1.2.5.2- Hipertensao

De acordo com V Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, 2006, a hipertensdo
arterial sistémica (HAS) ¢ definida como pressao arterial (PA) sistélica maior ou igual a 140
mmHg e PA diastélica maior ou igual a 90 mmHg, em individuos que ndo estdo fazendo uso

de medicacdo anti-hipertensiva. A hipertensdo ¢ um grave problema mundial de saude
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publica. A identificacdo e o controle da HAS s3o importantes para reducdo das suas
complicacdes, tais como: doenga cérebro-vascular, doenga arterial coronariana, insufici€éncia
cardiaca, doenca arterial periférica e doenca renal cronica. A frequente associagdo entre
hipertensdo arterial e diabetes tem como consequéncia grande aumento no risco
cardiovascular. Em pacientes com diabetes tipo 1, existe evidente relacdo entre hipertensdo e
desenvolvimento da nefropatia diabética, enquanto no diabetes tipo 2, a hipertensao arterial
faz parte da sindrome metabodlica, que inclui anormalidades como dislipidemia, obesidade,
hipertrofia ventricular esquerda e hiperinsulinemia. Pelo menos 40% das mortes por acidente
vascular cerebral e 25% das mortes por doenca arterial coronariana sdo devido a HAS
(CHOBANIAN et al, 2003). A hipertensdo ¢ uma das doencas de maior prevaléncia na
populacdo brasileira e mundial. A Sociedade Brasileira de Hipertensdo (SBH) estima que no
Brasil haja 30 milhdes de hipertensos, cerca de 30% da populagdo adulta. Entre as pessoas
com mais de 60 anos, mais de 50% tém hipertensdo. No mundo, sao mais de 600 milhdes de
hipertensos. A hipertensdo arterial pode resultar de qualquer forma de doenca renal que
diminua o numero de néfrons funcionantes, levando a retengo de sodio e agua. Inversamente,
a hipertensdo prolongada pode danificar os vasos sanguineos e causar doenca renal.
Provavelmente, apdés a redugdo inicial do nimero de néfrons, os remanescentes sdo
danificados através de um circulo vicioso, em parte mediado pela hipertensdo glomerular.
Como a hipertensdo capilar glomerular geralmente ¢ acompanhada pelo aumento do trafego
de proteinas transglomerular, tanto a hipertensao como a albuminuria podem contribuir para a
perda progressiva da funcdo renal. A deteccdo precoce do dano renal e o controle da
hipertensdo sao essenciais na profilaxia da progressao da lesdo renal (PEREIRA, PASCOAL ¢

MION, 2003; YAP, 2007).
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1.2.5.3- Glomerulopatias

De acordo com a area dos rins que ¢ afetada diferentes doengas podem ocorrer. A
nefrite, inflamagdo dos rins, geralmente é causada por uma infec¢do como na pielonefrite, ou
por uma reagdo imune que agride os rins. Os sinais da nefrite, como hematuria e proteinuria,
dependem do tipo, da localizagcdo e da intensidade da reacdo imune. Em geral, a inflamacao
ndo afeta todo o rim. A doenga resultante ¢ dependente de a inflamagdo ocorrer nos
glomérulos, nos tabulos e tecidos que circundam os glomérulos (tecido tiibulo-intersticial) ou
nos vasos sanguineos intra-renais (Tabela 2) (CENDOROGLO, SARDENBERG e

SUASSUNA, 1998).

Tabela 2- Doengas resultantes da inflamacgao dos rins de acordo com a area afetada.

Area Afetada Doenca Resultante
Vasos sanguineos * Vasculite
Glomérulos * Sindrome nefritica aguda

* Sindrome nefritica rapidamente progressiva
* Sindrome nefrdtica

 Sindrome nefritica cronica

Tecido tubulo-intersticial —« Nefrite tibulo-intersticial aguda

* Nefrite tabulo-intersticial cronica

A vasculite, inflamacao necrotizante dos vasos sanguineos, pode acometer os rins de
devido a causas primdrias ou secundarias (infecgdes, drogas, doengas auto-imunes). Pode-se

observar hematuria, proteinuria, insuficiéncia renal, hipertensdo arterial. Na sindrome
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nefritica aguda (glomerulonefrite pos-infecciosa) ocorre hematuria repentina, cilindros
hematicos e proteiniria em quantidades varidveis. A sindrome nefritica rapidamente
progressiva (glomerulonefrite rapidamente progressiva) ¢ um distarbio incomum no qual a
maioria dos glomérulos ¢ parcialmente destruida, resultando em insuficiéncia renal grave com
a presenga de proteinas, sangue e aglomerados de eritrocitos na urina. A sindrome nefrética ¢
causada por muitas doencas que afetam os rins e que acarretam perda intensa e prolongada de
proteinas na urina, redu¢do da concentragdo de proteinas (principalmente de albumina) no
sangue, retengdo excessiva de sal e agua no organismo ¢ aumento dos niveis de lipideos no
sangue. A sindrome nefritica cronica (glomerulonefrite cronica, doenca glomerular
lentamente progressiva) ¢ um disturbio que ocorre em varias doengas nas quais os glomérulos
sdo lesados e a funcdo renal degrada ao longo dos anos. A nefrite tubulo-intersticial aguda ¢ a
insuficiéncia renal de inicio subito causada pela lesdo dos tibulos renais e dos tecidos
adjacentes. A nefrite tubulo-intersticial cronica é qualquer doenga renal cronica na qual a
lesdo dos tiibulos ou dos tecidos adjacentes ¢ mais importante que a lesdo dos glomérulos ou
dos vasos sanguineos. A glomerulonefrite, em suas diversas formas, estd entre as principais

causas de DRC (RIELLA e PECOITS-FILHO, 2003).

1.3- Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC)

O Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) representa o conjunto de genes
responsaveis por codificar as moléculas de histocompatibilidade em uma determinada espécie.
Na espécie humana ¢ denominado Sistema HLA (Antigeno Leucocitario Humano). Esses

genes possuem fungdes imunoldgicas e ndo imunoldgicas, sendo mais conhecido seu papel na
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histocompatibilidade e na regulagdo imune. Nos seres humanos, o MHC esta localizado no
brago curto do cromossomo 6. Por estarem muito proximos, os genes do Sistema HLA sdo
transmitidos sempre em bloco, exceto em raros eventos de recombinacdo (2-3%) (BODMER,
1987).

Os genes do MHC sdo extremamente polimorficos (apresentam multiplos alelos) e
dividem-se em trés grupos: genes de classe I, II e III. Os de classe I codificam as moléculas
classicas de histocompatibilidade HLA-A, HLA-B e HLA-C. Os de classe II, as moléculas
classicas de histocompatibilidade HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP. Os genes de classe III
codificam outros tipos de moléculas que atuam no sistema imune. (Fig. 8). Os genes do MHC
consistem em um conjunto de /oci genéticos ligados, codificando muitas proteinas envolvidas
na apresentacdo de antigenos as células T, particularmente as glicoproteinas MHC de classe 1
e II. A combinacdo dos alelos do MHC de um tinico cromossomo ¢ conhecida como haplétipo
do MHC. Uma caracteristica importante dos genes o MHC ¢ sua expressdo co-dominante: as
formas alélicas derivadas tanto da mae como do pai sdo expressas como proteinas da

superficie celular JANEWAY et al., 2002).
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Figura 8- Estrutura do MHC no brago curto do cromossomo 6. (DONADI, 2000).

As moléculas MHC de classe I consistem de duas cadeias polipeptidicas
transmembrana, ligadas de forma ndo covalente: uma cadeia o de 44-47 kDa, codificada pelo

MHC, com 3 dominios extracelulares (al, a2 e a3), associada com outra cadeia de 12 kDa, a
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B2-microglobulina, que ¢ codificada por um gene no cromossomo 15. Sua fun¢do principal €
apresentar antigenos aos linfocitos T CD8". As moléculas de classe II sdo constituidas de duas
cadeias transmembrana: uma cadeia o de 32-34 kDa, com dois dominios extracelulares (al e
a2), associada ndo covalentemente a uma cadeia B de 29-32 kDa, com dominios Bl e 2,
também extracelulares (Fig. 9). Estas moléculas apresentam antigenos aos linfécitos T CD4"

(ABBAS e LICHTMAN, 2005).

1.3.1- Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA)
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Figura 9- Estrutura das moléculas HLA classe I e II. Adaptada de Klein e Sato, 2000.

Os antigenos leucocitarios humanos sdo moléculas que se encontram na superficie dos
leucocitos e em quase todas as células dos tecidos de um individuo. Esse conjunto de
moléculas constitui um sistema também denominado de Histocompatibilidade. A descoberta
desses antigenos permitiu a medicina dar um salto qualitativo nas possibilidades de €xito em

um transplante, ao seguir critérios de compatibilidade. Quanto mais semelhantes forem os
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alelos HLA do doador e do receptor, melhores sdo os resultados do transplante, seja de 6rgdo
solido ou de medula 6ssea. Por esse motivo, todas as clinicas de hemodidlise - que atendem
pacientes com DRCT - possuem um banco de dados com a tipagem HLA dos pacientes em
condicdes clinicas de realizar transplante renal, seja o rim proveniente de doador voluntario,
aparentado ou ndo, ou de doador falecido. A politica nacional de transplantes de o6rgios e
tecidos esta fundamentada na Legislacdo (Lei n® 9.434/97, Lei n°® 10.211/01, Lei n° 8.080/90 e
Lei n°® 8.142/90 (Sistema Nacional de Transplantes do Ministério da Saude).

A tipagem das moléculas de HLA durante muitos anos foi realizada através de técnica
sorologica, dependente de complemento, denominada microcitotoxicidade. Com o
desenvolvimento da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a tipagem por técnicas de
Biologia Molecular tem se expandido cada vez mais e, em vez de tipificar os antigenos
expressos nas superficies celulares, os grupos de alelos ou os alelos individuais sdo
determinados a partir do acido desoxirribonucléico (DNA) gendomico (GERLACH, 2002).

A nomenclatura do sistema HLA ¢ revista e atualizada por um Comité Internacional
que se reune periodicamente para nomear alelos recentemente descobertos e rever a
nomenclatura vigente. As moléculas detectadas por métodos soroldgicos sdo representadas
pelo prefixo HLA, seguido por uma letra representando o /ocus génico e por um ou dois
algarismos representando o alelo (por exemplo, HLA-A1l, HLA-B27, HLA-DR4). Os
métodos de Biologia Molecular permitem a deteccdo do alelo especifico e ndo apenas do
antigeno, que pode apresentar grande variedade de alelos. Na nomenclatura que utiliza
métodos moleculares, as especificidades HLA também sdo representadas pelo prefixo HLA,
porém seguido pela letra do /oci, um asterisco e dois a oito digitos (por exemplo, HLA-B*27).
Os dois primeiros digitos definem a familia soroldgica a qual pertence o alelo e os demais
digitos descrevem variagdes daquele alelo. Os alelos de classe II sdo designados por trés

letras: a primeira (D) indica a classe, a segunda (M, O, P, Q ou R) a familia, e a terceira (A ou
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B) a cadeia onde o polimorfismo ocorre (o ou 3, respectivamente). Em moléculas HLA-DR, o
polimorfismo ocorre apenas no dominio B1 das cadeias B, por isso s se acrescenta a letra B.
Ja que os alelos de classe I s6 apresentam polimorfismo na cadeia o, sua nomenclatura nao
contém essa especificacio (DONADI, 2000).

Os loci que apresentam maior polimorfismo sdo HLA-A, HLA-B e HLA-DR, dos
quais se conhece pelo menos 303, 559 e 362 alelos, respectivamente. Esta diversidade torna
extremamente dificil encontrar doadores de 6rgdos que sejam perfeitamente compativeis com
o receptor e que nao induzam forte resposta imune anti-MHC (CHOO, 2007).

O polimorfismo do MHC, que determina a especificidade ¢ afinidade da ligagdo ao
peptideo e do reconhecimento pela célula T, tem mostrado desempenhar papel significativo na
predisposicdo a diversas doencas. A genética molecular tem sido ferramenta de grande
utilidade para investigar a influéncia dos alelos HLA na indu¢do e patogénese de varias
doencas. O polimorfismo e o fato de cada individuo poder carregar dois diferentes alelos em
cada um desses /ocus tornam imensa a possibilidade de diferentes combinagdes. Assim sendo,
uma populacdo pode apresentar alelos raros ou que estdo restritos a ela, contribuindo para as
diferentes frequéncias de alelos observadas em diferentes populacdes e grupos étnicos
(DONADI, et al, 2000).

Estudos populacionais e familiares tém sido realizados para pesquisar a associacao
entre os marcadores de histocompatibilidade e diversas doengas. Nos estudos populacionais,
sdo comparadas as frequéncias dos antigenos ou dos alelos HLA observados em um grupo de
pacientes nao aparentados com aquelas observados em individuos controle sadios. Existem
indicagdes de que, assim como a presenga de determinados alelos aumenta a suscetibilidade
de desenvolver uma doenca, alguns alelos tém efeito protetor, diminuindo este risco (ALVES,

et al, 2006).
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Muitas pesquisas tém descrito associagdes entre HLA e doengas, por exemplo:
diabetes tipo I (MARQUES et al., 1998; AL-HARBI et al., 2004; ARIBI et al., 2004;
URCELAY et al., 2005; GOLDEN et al., 2005; EMERY et al., 2005), lupus eritematoso
sistémico (LIPHAUS et al., 2002; JONSEN et al., 2004), artrite reumatoide (BERTOLO et
al., 2001; TURESSON et al, 2005; MICHOU et al., 2006), espondilite anquilosante
(PEIXOTO et al., 2005), miosite (CHINOY et al., 2005), doenga celiaca (KIM et al., 2004),
hemocromatose (PACHO et al., 2004; BARTON et al., 2005), Pénfigo vulgar (TONG et al.,
2006), esclerose multipla (OKSENBERG et al., 2004), tireoidite de Hashimoto
(CHISTIAKOV, 2005; GOLDEN et al., 2005).

A Tabela 3 mostra o risco relativo de um individuo desenvolver certas doenga, quando

apresenta determinados antigenos HLA (JANEWAY et al., 2002).

Tabela 3- Risco relativo de algumas doencas na presenca de certos alelos.

Doenca Alelo HLA Risco relativo
Espondilite anquilosante B27 87,4
Uveite anterior aguda B27 10
Sindrome de Goodpasture DR2 15,9
Esclerose multipla DR2 4,8
Doenca de Graves DR3 3,7
Miastenia grave DR3 2,5
Lupus eritematoso sistémico DR3 5,8
Diabetes melito tipo | Heterozigoto DR3/DR4 ~25
Artrite reumatoide DR4 4,2
Pénfigo vulgar DR4 14,4
Tireoidite de Hashimoto DR5 3,2

Diante da evidente importancia da influéncia genética na suscetibilidade a doencas,
existe a possibilidade de que determinados alelos do MHC possam atuar como marcadores na

DRCT e suas causas (diagndsticos primarios). Serd que hé alguma associag¢do entre HLA e o
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fato de diabéticos ou hipertensos evoluirem ou ndo para DRCT? Alguns individuos com
doencas cardiovasculares ou auto-imunes desenvolvem DRCT enquanto outros, ndo. O tempo
de evolugdo, as comorbidades, a resposta aos tratamentos também podem ser diferentes. O
estudo da associagdo entre HLA e a DRC pode auxiliar a prevenir e/ou minimizar as injurias e

a progressiva perda da funcdo renal.
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2- OBJETIVO
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Os objetivos do presente estudo foram:

1. Analisar a frequéncia dos alelos HLA-A*, -B* e -DRB1* em pacientes portadores de
Doenca Renal Cronica Terminal e em individuos controle (adultos sem Doenca Renal

Cronica Terminal), na cidade de Uberlandia, Minas Gerais.

2. Verificar a frequéncia das possiveis causas atribuidas a Doencga Renal Cronica Terminal.

3. Estabelecer associagdes entre Doencga Renal Cronica Terminal, seu diagndstico primario e

os alelos HLA-A*, -B* ¢ -DRB1*.



3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Populacoes estudadas

Pacientes — 87 pacientes de ambos os géneros, portadores de Doenga Renal Cronica
Terminal e realizando dialise no Instituto do Rim, na cidade de Uberlandia, ha pelo menos um
ano, sem interrupcao. Todos realizaram tipagem do HLA e tiveram os seguintes dados de
prontudrio analisados: idade, género, tempo de dialise e diagndstico primario (etiologia da

DRC).

Controle — 17.541 individuos adultos, de ambos os géneros, candidatos a doadores
voluntarios de medula d6ssea, com tipagem de HLA realizada ¢ sem Doenga Renal Cronica
Terminal, inscritos no Registro de Doadores Voluntarios de Medula Ossea (REDOME). Desta
populacdo, foram considerados os seguintes aspectos: tipagem do HLA e auséncia de DRCT.
Este grupo serviu como controle da frequéncia alélica dos genes HLA na populacdo normal

do Tridngulo Mineiro.

3.2- Tipificaciao dos alelos HLA

O DNA genomico foi obtido a partir de amostras de sangue total periférico,
encaminhadas pelo Instituto do Rim de Uberlandia, quando dos doentes renais cronicos
terminais, e, pela Fundacdo Hemominas - Hemocentro Regional de Uberlandia, quando dos
candidatos a doadores voluntarios de medula 6ssea.

A tipagem dos alelos HLA-A*, -B* ¢ -DRB1* foi realizada empregando kits para
Testes de Tipagem LABType® SSO dos locus classe I A* e B* e classe II DRB1* (One

Lambda, CA, USA), com os quais o DNA ¢ amplificado, desnaturado e hibridizado com
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auxilio de sondas oligonucleotidicas com sequéncias especificas (SSO) conjugadas a micro-
esferas marcadas por fluorescéncia, para identificar os alelos codificados pelo DNA da
amostra. O material hibridizado ¢ biotinilado com estreptavidina conjugada com R-
ficoeritrina (SAPE) ¢ o analisador de fluxo, o LABScan™ 100 (One Lambda), identifica a
intensidade de fluorescéncia da ficoeritrina em cada micro-esfera. Nesta metodologia, a
atribuicdo da tipagem HLA baseou-se no padrdo de reagdo comparado com os padrdes
associados as sequéncias de genes HLA publicadas. Para determinar o gendtipo foi utilizado o

software HLA Visual (One Lambda).

Extracdo do DNA

O DNA genomico foi extraido utilizando-se o kit EZ-DNA (Biological Industries, Beit
Haemek, Israel). Em tubo de 1,5 ml, contendo 500 pl de sangue total adicionou-se 1,0 ml de
tampao de lise para hemacias composto de sacarose 3,0 M, TRIS-HCI 10,0 mM, MgCl1 5,0
mM e Triton X100 a 1%. A solugdo foi homogeneizada por 5 minutos e centrifugada a 13.000
rpm durante 3 minutos. O sobrenadante foi desprezado e 1,0 ml de solugdo de lise RBC (kit
EZ-DNA) foi adicionado ao sedimento. Em seguida, repetiu-se a homogeneizacdo e a
centrifugacdo. Ao sedimento acrescentou-se 500 pl do reagente EZ e, apoés 5 minutos de
homogeneizacao, 500 ul de etanol absoluto. O tubo foi homogeneizado por inversdo e apos
repouso durante 3 minutos, foi centrifugado a 13.000 rpm por 3 minutos. O sedimento foi
lavado duas vezes com 500 ul de etanol 96%. Apos a centrifugacdo final, o sedimento foi
ressuspenso com agua de inje¢do e mantido em banho seco a 53°C durante 20 minutos. Em

seguida, o DNA em solugdo foi homogeneizado e armazenado a -20°C ou amplificado.
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Amplificagdo

O DNA alvo foi amplificado por reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) utilizando-
se primer de HLA especifico para o grupo. Foram colocados 2 pl de DNA (a 20 ng/ pl) no
fundo do poco de placa de PCR de 96 pocos. Em seguida, preparou-se a mistura de D-mix,
primers e enzima Tag-polimerase, utilizando os volumes de 13,8 pl, 4,0 pl e 0,2 pl,
respectivamente, para cada amostra de DNA a ser amplificada. Desta mistura, 18 pl foram
adicionados a cada amostra de DNA na placa de PCR. Apos rapida centrifugacao, a placa foi
colocada em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem) aquecido e
programado com os ciclos descritos a seguir: 1 ciclo de 3 minutos a 96°C; 5 ciclos de 20
segundos a 96°C, 20 segundos a 60°C e 20 segundos a 72°C; 30 ciclos de 10 segundos a
96°C, 15 segundos a 60°C e 20 segundos a 72°C; 10 minutos a 72°C; e 1 ciclo a 4°C,
encerrando a amplificagdo. O produto da amplificacdo foi aplicado em gel de agarose a 2,5%
com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e, apos eletroforese, foi fotografado para analise e

documentacao.

Desnaturacdo/ Neutralizacido

Para desnaturagao, 5 ul de cada amostra de DNA amplificado foi transferida para nova
placa de PCR de 96 pocos e adicionada de 2,5 ul de tampao de desnaturagdo. Apos
homogeneizacao ¢ incubagdo durante 10 minutos, & temperatura ambiente, foram
acrescentados 5 pl de tampdo de neutralizagdo. A placa foi homogeneizada e colocada em

banho de gelo.
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Hibridizacdo

A cada poco foram adicionados 38 pl da mistura contendo 34 pl de tampdo de
hibridizacdo e 4 pl de micro-esferas conjugadas com sondas oligonucleotidicas com
sequéncias especificas. Apos 20 segundos de agitacdo, a placa foi incubada no termociclador
programado para 60°C, durante 15 minutos. Imediatamente apds a incubacdo, adicionou-se
100 pl de tampao de lavagem e a placa foi centrifugada durante 5 minutos a 1000-1300g. O
sobrenadante foi removido e o processo de lavagem repetido por mais duas vezes. Apos a
remocdo do sobrenadante, na ultima lavagem, foram adicionados 50 pl de solugdo SAPE 1x a
cada poco. A placa foi agitada por 20 segundos e incubada no termociclador a 60°C.
Imediatamente apds 5 minutos, adicionou-se 100 ul de tampao de lavagem a cada pogo. A
placa foi centrifugada durante 5 minutos a 1000-1200g e, apds remog¢do do sobrenadante,
foram adicionados 70 pl de tampdo de lavagem a cada poco. Essa mistura foi suavemente

homogeneizada através de pipetagem e transferida para placa de 96 pogos.

Aquisicdo de dados

Inseriu-se a placa no analisador de fluxo, o LABScan™ 100 (One Lambda) para
leitura da fluorescéncia, conforme as instru¢des do fabricante. A intensidade de fluorescéncia
(IF) gerada pelo software Luminex® Data Collector, contém a IF para cada micro-esfera (ou
sonda ligada a micro-esfera) por amostra. Esta tecnologia permite que até¢ 100 diferentes
grupos de micro-esferas estejam combinadas em uma suspensdo. Para determinar o alelo HLA

(ou o grupo de alelos) da amostra foi utilizado o software HLA Visual (One Lambda).
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As tipagens HLA-A*, HLA-B* ¢ HLA-DRB1* foram realizadas em parceria com o
Laboratorio de Histocompatibilidade de Uberlandia - LITU, credenciado para realizagdo de
exames de histocompatibilidade, de acordo com as normas da Associacdo Brasileira de
Histocompatibilidade (ABH) e legislagao vigente — Portaria n°® 1.312, de 30 de novembro de

2000.

3.3- Analise estatistica

As associagdes entre alelos de histocompatibilidade de individuos com DRCT e de
individuos controle, foram avaliadas pelo teste Chi-quadrado com corre¢do de Yates e teste
exato de Fisher. (Graph Pad software, v. 4.0, San Diego, CA, USA). Foram considerados

significativos os valores de p menores que 0,05.

3.4- Compromisso com a privacidade e confidencialidade

Todos os dados utilizados foram resultado de exames requisitados no protocolo de
tratamento dos pacientes portadores de doenca renal cronica terminal ou no protocolo de
cadastro de individuos candidatos a doagao voluntaria de medula 6ssea, ndo sendo exclusivos
para utilizagdo cientifica. Respeitando a Resolucdo 196/96 ¢ a declaragdo de Helsinki, os
pesquisadores se comprometeram com a privacidade e confidencialidade dos dados utilizados,
preservando integralmente o anonimato dos pacientes. Este trabalho foi submetido a

apreciagdo do Comité de Etica.
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4- RESULTADOS
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A média de idade dos 87 pacientes estudados foi de 51 + 14,26 anos, o mais jovem

tinha 20 e o mais idoso 82 anos, sendo 58,62% homens. A maioria dos pacientes (52,88%) se

encontrava na faixa etdria de 40 a 59 anos sendo que 28,73% iniciaram a dialise quando

tinham entre 40-49 anos e 3,45% com menos de 20 anos (Figura 10).

% Pacientes
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15 1
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28,73

22,99
18,39
12,64
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345 l

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69

Faixa etaria (anos)

Figura 10- Faixa etaria dos pacientes quando iniciaram a dialise.

70-79

O tempo médio a que os pacientes se submetiam a dialise foi de 4,5 = 3,3 anos,

estando a maior parte em tratamento ha menos de 2 anos (24,14%) e 4,6% ha mais de 10 anos

(Figura 11).
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Figura 11- Tempo em tratamento de hemodialise.

As principais causas do desenvolvimento da doenca renal cronica terminal foram
hipertensao arterial sist€émica, observada em 37,92% dos pacientes, seguida de diabetes melito
(25,29%) e glomerulopatias (22,99%). Outras causas relatadas foram: hidronefrose (4,60%),
rim policistico (4,60%), neuropatia urémica (1,15%), obstru¢do do trato urinario (1,15%),

refluxo vésico-uretral (1,15%) e outros distirbios metabolicos (1,15%) (Figura 12).
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Figura 12- Causas da doenca renal cronica terminal (diagndstico primario).

Nas Tabelas 4, 5 e 6 s3o mostradas as frequéncias dos alelos HLA-A*, -B* ¢ -DRB1%*,
sendo que o ponto de corte para todas elas foi 0,001.

Os alelos mais frequentes na populagdo controle foram: HLA-A*1, HLA-A*2, HLA-
A*3 e HLA-A*24; HLA-B*15, HLA-B*35, HLA-B*44 ¢ HLA-B*51; HLA-DRB1*3, HLA-
DRB1*4, HLA-DRB1*7, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*13 e HLA-DR*15.

Entre os portadores de DRCT foram: HLA-A*2, HLA-A*23 e HLA-A*24, HLA-
A*30; HLA-B*14, HLA-B*15, HLA-B*35 ¢ HLA-B*44; HLA-DRB1*3, HLA-DRB1%*4,
HLA-DRBI1*7, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*13 ¢ HLA-DRB1*15.

Quando a frequéncia dos alelos foi analisada na populagdo com DRCT em relacdo a
populacdo controle, sem considerar o diagnodstico primario, somente houve diferenca
estatisticamente significativa, sugerindo suscetibilidade, para o alelo HLA-A*30 (p=0,012) e

o alelo HLA-B*41 ficou no limiar da significancia (p= 0,050). (Tabelas 7 ¢ 8).



39

Tabela 4- Frequéncia (%) dos alelos HLA-A* em individuos normais e
em individuos com doenca renal cronica terminal (DRTC)

HLA-A* Individuos Normais Individuos com DRCT
(n =17.541) (n = 87)
A*1 9,09 8,30
A*2 23,96 20,19
A*3 8,74 4,14
A*11 5,31 5,97
A*19 0,08 0,00
A*23 6,47 10,66
A*24 8,93 9,46
A*25 1,04 1,18
A*26 3,28 4,16
A*29 4,97 3,62
A*30 6,11 12,59
A*31 3,86 1,75
A*32 3,05 4,19
A*33 3,38 4,74
A*34 1,05 1,19
A*36 0,84 0,66
A*43 0,01 0,00
A*66 1,32 0,00
A*68 6,60 6,60
A*69 0,18 0,00
A*74 1,49 0,59
A*80 0,24 0,00

*(s percentuais em negrito indicam os alelos com maior frequéncia.



Tabela 5- Frequéncia (%) dos alelos HLA-B* em individuos normais
e em individuos com doenga renal cronica terminal (DRTC)

HLA-B* Individuos Normais Individuos com DRCT
(n=17.541) (n = 87)
B*4 0,003 0,00
B*7 6,43 4,67
B*8 5,27 7,03
B*13 1,40 2,95
B*14 5,60 8,16
B*15 8,80 8,79
B*16 0,01 0,00
B*18 4,48 5,25
B*27 2,91 3,50
B*28 0,003 0,00
B*35 10,76 11,68
B*37 1,20 1,18
B*38 1,76 1,16
B*39 2,99 1,78
B*40 3,83 1,76
B*41 1,51 4,09
B*42 1,99 2,92
B*44 11,28 9,33
B*45 2,43 2,35
B*46 0,03 0,00
B*47 0,16 0,57
B*48 0,47 0,00
B*49 3,25 3,51
B*50 2,98 2,33
B*51 7,79 7,61
B*52 1,81 0,59
B*53 2,88 0,57
B*54 0,04 0,00
B*55 0,81 0,59
B*56 0,26 0,00
B*57 2,94 2,33
B*58 2,95 4,11
B*59 0,003 0,00
B*67 0,04 0,00
B*73 0,12 0,00
B*78 0,25 0,00
B*81 0,51 1,17
B*82 0,07 0,00

* Os percentuais em negrito indicam os alelos com maior frequéncia.
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Tabela 6- Frequéncia (%) dos alelos HLA-DRB1* em individuos
normais e em individuos com doenga renal cronica terminal (DRTC)

HLA-DRB1* Individuos Normais Individuos com DRCT

(n = 17.541) (n=87)
DRB1*1 9,78 7,95
DRB1*3 10,73 14,23
DRB1*4 11,87 12,41
DRB1*7 13,94 14,67
DRB1*8 5,75 5,01
DRB1*9 1,83 0,64
DRB1*10 2,33 2,47
DRBI1*11 10,68 11,39

DRB1*12 1,91 3,74
DRBI1*13 14,33 10,63

DRB1*14 3,52 2,42
DRBI1*15 10,06 13,17
DRB1*16 3,27 1,26

* Os percentuais em negritos indicam os alelos com maior frequéncia

Ao relacionar os alelos HLA da populagdo controle ¢ dos pacientes com DRCT,

considerando as principais etiologias que levaram a doenca renal, os alelos mais frequentes e

estatisticamente significantes foram:

Hipertensdo: HLA-A*23 (p= 0,014), HLA-A*30 (p <0,001) e HLA-B*41 (p= 0,016).
Diabetes melito: HLA-A*23 (p= 0,004), HLA-A*30 (p= 0,033), HLA-B*41 (p= 0,023),
HLA-B*81 (p= 0,020), HLA-DRB1*1 (p= 0,030) e HLA-DRB1*3 (p= 0,013).
Glomerulopatias: HLA-A*32 (p <0,001), HLA-B*13 (p <0,001), HLA-B*14 (p= 0,004),

HLA-DRB1*4 (p= 0,030), HLA-DRBI1*11 (p= 0,008) e HLA-DRB1*15 (p <0,001).

Os alelos com menor frequéncia e estatisticamente significantes foram:
Hipertensao: HLA-A*3 (p= 0,039) e HLA-DRB1*4 (p= 0,048).
Diabetes melito: HLA-DRB1*11 (p= 0,012).

Glomerulopatias: HLA-DRB1*1 (p=0,001) e HLA-DRB1*13 (p= 0,020).
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Na Tabela 7 estdo todas as frequéncias significantes e na tabela 8, as associa¢des dos

alelos HLA (marcadores) com a DRCT e seus principais diagnodsticos primarios.

Tabela 7- Frequéncia dos alelos estatisticamente significativos entre individuos controle e
pacientes com Doenga Renal Terminal como um todo e considerando as principais etiologias

Alelo Controle Doenca renal Hipertensao Diabetes Glomerulopatias
cronica terminal melito
n =17.541 n=_87 n =233 n=22 n=20
% % p % p % r % )
A*3 8,74 4,14 ns 0,00 0,039 4,70 ns 7,89 ns
A*23 6,47 10,66 ns 13,00 0,014 14,00 0,004 7,89 ns
A*30 6,11 12,59 0,012 17,00 <0,001 11,60 0,033 7,89 ns
A*32 3,05 4,19 ns 3,00 ns 2,30 ns 10,53  <0,001
B*13 1,40 2,95 ns 3,13 ns 0,00 ns 7,69 <0,001
B*14 5,60 8,16 ns 3,13 ns 9,10 ns 12,82 0,004
B*41 1,51 4,09 0,05%* 4,69 0,016 4,50 0,023 2,56 ns
B*81 0,51 1,17 ns 1,56 ns 2,30 0,020 0,00 ns
DRB1*1 9,78 7,95 ns 8,33 ns 16,70 0,030  0.00 0,001
DRB1*3 10,73 14,23 ns 15,00 ns 19,00 0,013 8,33 ns
DRB1*4 11,87 12,41 ns 5,00 0,048 11,90 ns 19,44  0,0297
DRB1*11 10,68 11,39 ns 16,67 ns 240 0,012 19,44 0,0084
DRB1*13 14,33 10,63 ns 15,00 ns 11,90 ns 5,56 0,020
DRBI1*15 10,06 13,17 ns 8,33 ns 11,90 ns 22,22 <0,001

- ns = ndo significante
- negrito e sublinhado = alelos sugerindo protegdo contra a doenga que pode ser a causa da DRCT
- negrito = frequéncia estatisticamente significante, sugerindo suscetibilidade a DRCT/doenga base

- ** = limiar da significancia
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Tabela 8- Associacdo de marcadores genéticos do MHC com individuos portadores de
doenca renal cronica terminal (DRTC) e seus principais diagndsticos primarios

Marcadores HLA-A¥* HLA-B* HLA-DRBI1*
SUSCEPTIBILIDADE

DRCT -A*30 -B*41 (?) -

Hipertensao -A*23, -A*30 -B*41 -

Diabetes melito -A*23,-A*30  -B*41, -B*81 -DRB1*1, -DRB1*3

Glomerulopatias -A*32 -B*13, -B*14 -DRB1*4, -DRB1*11, DRB1*15
RESISTENCIA

DRCT - - -

Hipertensao -A*3 - -DRB1*4

Diabetes melito - - -DRB1*11

Glomerulopatias

-DRB1*1, -DRB1*13

(?) = limiar da significancia

- =nenhum alelo mostrou relevancia

A figura 13 mostra a frequéncia de alelos presentes na populagdo com DRCT (e suas

principais etiologias) e na populagdo controle.
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I Controle (n=17.541)

EZT3 Hipertensdo (n=33)
iabetes melilto (n=22)
HEl Sindrome nefritica (n=20)

Frequéncia (%)

Alelo A*

1 Controle (n=17541)

I3 Hipertenséo (n=33)
Diabetes melito (n=22)
Il Sindrome nefritica (n=20)

Frequéncia (%)

Alelo B*

I Controle (n=17541)
23 Hipertensao (n=33)
Diabetes melito (n=22)

B Sindrome nefritica (n=20)

Frequéncia (%)

Alelo DRB1*

Figura 13- Frequéncia (%) de alelos HLA-A* (A), HLA-B* (B) ¢ HLA-DRB1* (C) em individuos
controle e em pacientes portadores de Doenga Renal Crénica Terminal com os principais diagndsticos
primarios (hipertensdo, diabetes e glomerulopatias). Estatisticamente significativo: suscetibilidade (*)
e protecao (§).
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5- DISCUSSAO
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O polimorfismo dos genes do MHC reflete as vantagens evolucionarias da diversidade
de respostas imunologicas contra ampla gama de patogenos infecciosos. A susceptibilidade a
infeccdes e a muitas outras doencas humanas (inclusive diabetes e hipertensdo) surge devido
interagdes do meio ambiente e de fatores genéticos do individuo. As regides das cadeias a e 3
das moléculas HLA, que estdo em contato com os peptideos antigénicos, sdo os locais de
maior polimorfismo. Esta diversidade alélica pode ser consequéncia da interacdo com agentes
patogénicos, ja que as moléculas MHC desempenham importante papel na inducdo das
respostas imunes (RILEY ¢ OLERUP, 1992; CLAYTON e GEE, 1993; PARHAM, 1993;
APANIUS et al., 1997; BORGHANS et al., 2004; SOMMER, 2005).

O rastreamento de alelos de histocompatibilidade tem sido realizado em diferentes
grupos étnicos de diversas areas geograficas. As populacdes indigenas sdo as que apresentam
menor polimorfismo de alelos HLA quando comparadas com as outras populagdes,
provavelmente devido a seu isolamento geografico. Nas populagdes miscigenadas, como a do
Brasil, provavelmente o polimorfismo ocorre mais pela agregacdo de alelos de varios grupos
previamente separados cada qual com um conjunto distinto de alelos, do que pela seleg@o
natural de um grande numero de alelos (PARHAM, 1993).

A grande diversidade de alelos HLA pode, por um lado, dificultar a identificacdo de
antigenos de histocompatibilidade de baixo poder de associacdo e, por outro lado, pode
favorecer a identificacdo de associacOes entre marcadores imunogenéticos e as doencas.
Portanto, os estudos das caracteristicas de populagdes diversas podem contribuir para o
entendimento destas associagdes. S3o poucos os estudos acerca das frequéncias dos antigenos
HLA na populagdo do Brasil (DONADI et al., 2000) e, envolvendo especificamente a
populacdo da regido do Triangulo Mineiro, ndo encontramos trabalhos publicados.

Em estudos imunogenéticos, a defini¢do de individuo normal é associada a auséncia

de doenca por ocasido da selecdo para tais estudos, mesmo sabendo-se que, individuos
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saudaveis hoje, podem apresentar algum tipo de doenga amanha. Os doadores de células
hematopoéticas t€m sido considerados como representativos para estudos das frequéncias de
marcadores imunogenéticos (DYER e WARRENS, 1994, apud DONADI et al., 2000, p. 23).

Os estudos que avaliam grande numero de populacdes com etnias diversas ajudam a
compreender como a diversidade alélica do MHC pode determinar susceptibilidade ou
resisténcia as doengas (SVEJGAARD et al., 1975; RILEY, OLERUP, 1992; CLAYTON,
GEE, 1993; POWISS, GERAGHTY, 1995; MIDDLETON et al., 2000; WILLIAMS et al.,
2001). No Brasil, a populag@o ¢ geneticamente muito diversa, sendo resultado de trés grandes
grupos: caucasianos, africanos e indios americanos. O extenso territorio do Brasil e as
diversidades na sua colonizag@o fizeram com que diferentes regides do pais apresentem maior
ou menor predominancia de cada um dos subtipos populacionais (CARVALHO-SILVA et al.,
2001; NIGAM et al., 2004).

Considerando que a distribui¢do desses individuos pode variar de acordo com a regido
estudada, a tipagem dos marcadores de histocompatibilidade em cada regido ¢ muito
importante para os estudos de evolucdo, para selecdo adequada de doadores em transplantes
de orgaos solidos ou de células hematopoéticas, e, também, para a pesquisa de associagao
com as doengas (MIDDLETON et al., 2000; BURGNER et al., 2006).

Neste estudo, 17.541 candidatos a doadores voluntarios de medula 6ssea serviram
como controle da frequéncia alélica dos genes HLA-A*, HLA-B* e HLA-DR* na populacao
normal do Triangulo Mineiro. Os individuos foram considerados como um todo, isto &,
independentemente da etnia ou género. Também analisamos a frequéncia destes alelos em 87
individuos portadores de doenca renal crénica terminal e submetidos a hemodidlise. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre o género dos pacientes e tampouco ao
relacionar género com idade atual, tempo de didlise, idade em que iniciaram a dialise e

diagnostico primario.
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Dentre os alelos HLA-A, os quatro mais encontrados na populacdo normal do
Triangulo Mineiro foram: A*1 (9,09%), A*2 (23,96%), A*3 (8,74%) e A*24 (8,93%). RUIZ
e colaboradores, 2005, obtiveram dados similares na populagdo de Curitiba, Parana. A grande
predominancia do alelo HLA-A*2 e a frequéncia significativa dos alelos A*3 e A*24 j4 foi
observada na populacdo controle em diversos estudos, como o realizado em Belo Horizonte,
Minas Gerais (MIDDLETON et al., 2000), e em Teresina, Piaui (MONTE et al, 2004).
Diferentemente, nestes dois trabalhos citados os autores ndo encontraram o alelo A*1 entre os
quatro mais frequentes.

Os alelos HLA-B com maior frequéncia entre os doadores voluntarios de medula dssea
do Triangulo Mineiro foram: B*15 (8,8%), B*35 (10,76%), B*44 (11,28%) ¢ B*51 (7,79%),
semelhantemente aos dados encontrados em Belo Horizonte (WILLIAMS et al, 2001),
Teresina (MONTE et al., 2004) e Curitiba (RUIZ, et al., 2005).

Quanto aos alelos HLA-DRBI1, os mais frequentes na populagdo controle foram:
DRB1#*3 (10,73%), DRB1*4 (11,87%), DRB1*7 (13,94%), DRB1*11 (10,68%), DRB1*13
(14,33%) e DRBI1*15 (10,06%). Estes mesmos alelos também apresentaram maior
frequéncia na populagdo de Teresina, no Piaui (MONTE et al., 2004), no nordeste do Estado
de Sao Paulo (LOUZADA-JUNIOR et al., 2001) e em Curitiba, Parana (RUIZ, et al., 2005).

Entre os portadores de DRCT, os alelos mais frequentes foram: A*2 (20,19%), A*23
(10,66%), A*24 (9,46%) e A*30 (12,59%); B*14 (8,16%), B*15 (8,79%), B*35 (11,68%) e
B*44 (9,33%); DRB1*3 (14,23%), DRB1*4 (12,41%), DRB1*7 (14,67%), DRB1*11
(11,39%), DRB1*13 (10,63%) e DRB1*15 (13,17%).

SOUZA-JUNIOR e colaboradores (2004) pesquisaram as especificidades HLA-DR
em 76 pacientes de uma unidade de hemodialise de Teresina, Piaui, e os seis alelos HLA-DR
mais frequentes foram semelhantes aos observados entre os pacientes com DRCT analisados

neste estudo.



49

Quando a frequéncia dos alelos HLA-A*, -B* ¢ -DRB1* foi analisada na populacao
portadora de DRCT como um todo e na populagdo controle, somente encontramos diferenca
estatisticamente significativa, sugerindo suscetibilidade para DRCT, para o alelo HLA-A*30
(p= 0,012) e o alelo HLA-B*41 ficou no limiar da significancia (p= 0,05). Nenhum alelo
sugeriu protecdo contra DRCT.

A DRCT ¢ consequéncia de etiologias diversas, sendo as mais importantes a
hipertensdo, o diabetes e as glomerulopatias. Ao analisarmos a doenca base da DRCT dos 87
pacientes em tratamento dialitico, as mais frequentes foram hipertensdo arterial (37,92%),
diabetes melito (25,29%) e glomerulopatias (22,99%). Diferentemente, nos Estados Unidos e
em muitos outros paises, diabetes ¢ a causa mais comum de DRCT (USRDS, 2007). O
percentual de diabéticos entre os pacientes estudados foi semelhante ao de 26% encontrado no
Censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia, realizado em janeiro de 2007 (SESSO et al.,
2007).

Existem muitos trabalhos relacionando hipertensdo, diabetes, glomerulonefrites e
outras causas da DRCT com as especificidades HLA, porém poucos associam o diagnéstico
primario, a DRCT e os antigenos do sistema HLA. Entre estes, um estudo de CORDOVADO
e colaboradores (2008) indica que a presenca do alelo HLA-DRB1*4 nos individuos
diabéticos permitiria aos mesmos tolerarem altos niveis de glicemia sem desenvolver
nefropatia, sugerindo que este alelo proporciona protecao contra DRCT.

Neste trabalho, pesquisamos a presenca de marcadores que pudessem indicar risco de
evolugdo para DRCT ou protegdo contra DRCT, em pacientes portadores destas etiologias.

Comparando a frequéncia dos alelos HLA na populagao controle ¢ nos pacientes com
DRCT e seus principais diagndsticos primdrios, encontramos algumas diferengas
significativas. Para os pacientes com diagndstico primario de hipertensdo (37,93%) os alelos

HLA-A*23 (p= 0,014), HLA-A*30 (p <0,001) e HLA-B*41 (p= 0,016), sugeriram um papel
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na predisposi¢do para hipertensdo com evolugdo para DRCT. Ja os alelos HLA-A*3 (p=
0,039) e HLA-DRB1*4 (p= 0,048) sugeriram agdo protetora contra DRCT.

Entre os diabéticos com DRCT (25,29%) os alelos HLA-A*23 (p= 0,004), HLA-A*30
(p= 0,033), HLA-B*41 (p= 0,023), HLA-B*81 (p= 0,020), HLA-DRB1*1 (p= 0,030) e
HLA-DRBI1*3 (p= 0,013) foram positivamente associados. O alelo HLA-DRB1*11 (p=
0,012) sugeriu protecdo. A maioria dos trabalhos envolvendo alelos HLA e DMI no Brasil foi
realizada na regido Sudeste e, em alguns deles, o alelo HLA-DRB1*11 também foi associado
a prote¢do para DMI (MARQUES et al., 1998; VOLPINI et al., 2001; FERNANDES et al.,
2002). Estes trabalhos também mostraram significdncia do HLA-DRB1*3 e -DRB1*4 para
suscetibilidade ao DMI. Recentemente, o HLA-DRB1*4 tem sido associado ao risco para
DMI e a um papel protetor para nefropatia. De acordo com CORDOVADO e colaboradores, a
presenca deste alelo permitiria aos individuos tolerarem altos niveis de glicemia sem
desenvolver nefropatia. Isto poderia justificar a frequéncia ndo significativa do alelo HLA-
DRB1*4 entre os diabéticos com DRCT avaliados em nosso estudo.

Para os pacientes com diagnostico primario de glomerulopatias (22,99%) os alelos que
indicaram predisposi¢do para DRCT foram: HLA-A*32 (p <0,001), HLA-B*13 (p <0,001),
HLA-B*14 (p= 0,004), HLA-DRB1*4 (p= 0,030), HLA-DRB1*11 (p= 0,008) e HLA-
DRB1*15 (p< 0,001). J4 os alelos que sugeriram prote¢do foram HLA-DRB1*1 (p= 0,001) e
HLA-DRBI1*13 (p= 0,020).

Os resultados encontrados sugerem que os alelos que mostraram significancia
estatistica nas doencas que sdo as maiores causas de doenca renal cronica (DRC), podem ser
utilizados como marcadores de suscetibilidade para DRCT. Esta informacao pode contribuir
para que o clinico possa melhor direcionar seus cuidados, pois se sabe que a prevencdo € fator

fundamental para interromper ou desacelerar a progressao da DRC.
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Estudos envolvendo um niimero maior de pacientes seriam de grande interesse para
contemplar também outras possiveis causas de DRCT e associar alelos HLA com

predisposicao versus protecao de forma mais ampla.
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6- CONCLUSOES
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6.1 - Alelos mais frequentes na populacao do Triangulo Mineiro:
e HLA-A*2, HLA-A*1, HLA-A*24 e HLA-A*3;
e HLA-B*44, HLA-B*35, HLA-B*15 e HLA-B*51;
e HLA-DRB1*13, HLA-DRBI1*7, HLA-DRBI*15 e, com frequéncia semelhante,

HLA-DRB1*4, HLA-DRB1*3 ¢ HLA-DRB1*11.

6.2 - Alelos mais frequentes nos pacientes com doenca renal cronica terminal submetidos a
dialise, na Clinica Instituto do Rim, de Uberlandia:
e HLA-A*2, HLA-A*30, HLA-A*23 e HLA-A*24;
e HLA-B*35, HLA-B*44, HLA-B*15 e HLA-B*14;
e HLA-DRBI1*7, HLA-DRB1*3, HLA-DRB1*15, HLA-DRB1*4, HLA-DRB1*11,

HLA-DRBI1*13.

6.3 - O alelo HLA-A*30 revelou diferenca estatisticamente significativa entre a populagdo
controle (doadores voluntarios de medula 6ssea) € os pacientes renais cronicos terminais,

sugerindo suscetibilidade.

6.4 - Os diagnodsticos primarios de maior relevancia foram hipertensdo, diabetes melito e

glomerulopatias.

6.5 - De acordo com o diagndstico primario dos pacientes submetidos a dialise, sugeriram
suscetibilidade para DRTC:
e Hipertensdo - HLA-A*23, HLA-A*30 e HLA-B*41.
o Diabetes melito - HLA-A*23, HLA-A*30, HLA-B*41, HLA-B*81, HLA-

DRBI1*1 e HLA-DRB1*3.
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o  Glomerulopatias - HLA-A*32, HLA-B*13, HLA-B*14, HLA-DRB1%4,

HLA-DRBI1*11 e HLA-DRBI1*15.

6.6 - De acordo com o diagndstico primario dos pacientes submetidos a didlise, sugeriram

prote¢do contra evolugdo para DRCT:
e Hipertensdo - HLA-A*3 e HLA-DRB1%4;
e Diabetes melito - HLA-DRB1*11;

o Glomerulopatias - HLA-DRB1*1 e HLA-DRB1*13.
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