UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

JOSELITO GETZ

INVESTIGACAO DE POLIMORFISMOS NOS GENES C4A E C4B (SISTEMA
COMPLEMENTO) DA REGIAO DE CLASSE IIl DO MHC NOS TRANSPLANTES
DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS COM DOADOR NAO
APARENTADO

CURITIBA
2016



JOSELITO GETZ

INVESTIGACAO DE POLIMORFISMOS NOS GENES C4A E C4B (SISTEMA
COMPLEMENTO) DA REGIAO DE CLASSE Il DO MHC NOS TRANSPLANTES
DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS COM DOADOR NAO
APARENTADO

Dissertacdo apresentada ao curso de Pés-
Graduacao em Medicina Interna, Departamento de
Clinica Médica do Setor de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Parand, como requisito
parcial a obtengcdo do titulo de Mestre em
Medicina Interna.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pasquini
Coorientadora: Dra. Noemi Farah Pereira

CURITIBA
2016



G394

Getz, Joselito

Investigag&o de polimorfismos nos genes C4A e C4B (Sistema
complemento) — regi&o de classe Il do MHC — nos transplantes de
células-tronco hematopoiéticas com doador ndo aparentado / Joselito
Getz. — Curitiba, 2016.

101 f. ;30 cm.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pasquini

Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Noemi Farah Pereira

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacao em Medicina
Interna. Setor de Ciéncias da Saude. Universidade Federal do
Parana.

1. Células-tronco hematopoiéticas 2. Polimorfismo genético
3. Transplante de células-tronco hematopoiéticas. I. Pasquini, Ricardo.
II. Pereira, Noemi Farah. Ill. Programa de Pos-Graduag¢éo em Medicina

Interna. Setor de Ciéncias da Saude. Universidade Federal do Parana.
IV. Titulo.

NLMC: WH 140




m'ﬂ MEDICINA INTERNA
MINISTERIO DA EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA INTERNA - MESTRADO E DOUTORADO

PARECER

Aos dezesseis dias do més de dezembro do ano de dois mil e dezesseis, a banca
examinadora constituida pelos Professores: Dr. VANDERSON ROCHA, Titular FMUSP, Dr.
DANILLO GARDENAL AUGUSTO, Colaborador do Programa de Pés-Graduagdo em Genética da
UFPR, Orientador Dr. RICARDO PASQUINI, Titular do DEPTO. DE CM/UFPR e Suplente Dra. MARCIA
REGINA PINCERATI, Universidade Positivo - Pr, lavrou o presente parecer sobre a dissertacao
elaborada por JOSELITO GETZ, pés-graduando concluinte do Programa de Pés-
Graduagdo em Medicina Interna - Mestrado e Doutorado da Universidade Federal do
Parand, intitulada: “INVESTIGACAO DE POLIMORFISMOS NOS GENES C4A E C4B
(SISTEMA COMPLEMENTO) - REGIAO DE CLASSE Il DO MHC - NOS TRANSPLANTES
DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS COM DOADOR NAO APARENTADO”. A

Banca examinadora considerou que o aluno apresentou trabalho adequado para
dissertagdo e o defendeu com seguranca e propriedade nas arglicdes que lhe foram
feitas, de modo a merecer a sua aprovagdo, sendo recomendado a Universidade Federal
do Parand que lhe seja concedido o titulo de Mestre em Medicina Interna, apds
publicagdo de artigo em revista técnico-cientifica com corpo editorial, depois de
incorporadas as sugestdes apresentadas no decurso das argli¢des, cumpridas outras

exigéncias prevista

PROF. D | GARDENAL AUGUSTO

Pl —\‘70(:”\. ‘ Pr.llc.;t?-f—-
PROF. DR. RICARDO PASQUINI



Dedico esta dissertacdo a minha mae Carmen, que sempre foi a minha
maior incentivadora, nem todas as palavras do mundo sao suficientes para
agradecer os valores transmitidos e o esforgo sem limites para criar seus filhos.

Também dedico a minha esposa amada Maria Fernanda, que desde o inicio

deste trabalho me apoiou e foi companheira, vocé € um grande tesouro.



AGRADECIMENTOS

Ao prof. Dr. Ricardo Pasquini pela confianca e por compartilhar seus conhecimentos e criticas nesta

pesquisa.

A Dra. Noemi F. Pereira, pela sua orientacdo e paciéncia na construcdo desta dissertagéo, pelo
incentivo ao meu aprimoramento cientifico e pela constante motivagdo tdo fundamental para a

concluséo deste trabalho. Serei sempre muito grato!

A “Associacdo Alirio Pfiffer” (Instituto TMO) pelo apoio financeiro que viabilizou meu treinamento

técnico-cientifico na Conexio Genomics localizada em Perth, Australia.

Ao Dr. David Sayer, Hayley Hogan e Lauren Glasson, por terem me recebido tdo bem no periodo em
gue estive em Perth (Austrélia), pelo treinamento técnico durante este estudo e pela doacgdo de parte

dos reagentes utilizados nesta pesquisa.

Ao “Programa Nacional de Apoio a Atencdo Oncolégica” do Ministério da Saude pelos recursos

destinados a aquisi¢céo de reagentes e equipamentos necessarios a realizagcdo desta pesquisa.

A Dra. Carmem Bonfim, & Dra. Vaneuza Funke e a equipe multidisciplinar do STMO do HC-UFPR,

pelo cuidado na coleta dos dados dos pacientes envolvidos neste projeto.

Ao Dr. Vergilio Colturato e a Dra. Maria Elisa Moraes, que contribuiram com dados clinicos e parte

das amostras de DNA provenientes do Hospital Amaral Carvalho (Jau/SP).

Ao Dr. Nelson Hamerschlak e a Dra. Margareth A. Torres que contribuiram com os dados clinicos e

parte das amostras de DNA provenientes do Hospital Israelita Albert Einstein (S&o Paulo/SP).

A prof. Dra. Angélica B. W. Boldt, por sua contribuigdo na andlise in silico dos polimorfismos dos

genes C4A e C4B investigados nesta pesquisa.

Ao Alberto C. M. Lima, pelas sugestbes e discussbes que ndo sé contribuiram para a minha

organizagédo pratica, como também trouxeram clareza e tranquilidade em diversos momentos.

Aos companheiros e amigos do Laboratério de Imunogenética (HC-UFPR), pela ajuda em algumas
etapas deste projeto assim como o constante apoio, estimulo e compreensdo. Especialmente a
Alexandra Senegaglia, Bruno Zagonel, Carmen Rebelatto, Daniela Pilonetto, Divandrea Matioski,
Luciana Dornelles, Marcia Regina Quiroga, Margareth Kleina Feitosa, Monica Goldenstein, Nilza C.

dos Santos e Roseli Silva.

A Prof. Dra. lara J. T. Messias-Reason, coordenadora da Pds-Graduacdo em Medicina Interna, pelo

apoio e incentivo na realizagéo deste estudo.

Aos professores membros da banca, pelo tempo dispensado para comentar e avaliar criticamente

este trabalho.

A Deus, pela iluminacéo e fonte inesgotavel de perseveranca.



RESUMO

Introducédo: A compatibilidade HLA entre receptor e doador € insuficiente para evitar
complicagbes como a doenca do enxerto-contra-hospedeiro (DECH) apds o
transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH), e isto sugere que a
variabilidade ndo HLA pode influenciar desfechos deste procedimento terapéutico. A
regido de classe lll do MHC abriga genes relacionados a resposta imune e aos
processos inflamatdrios cujas variantes alélicas tém sido associadas a doencas
autoimunes e a algumas complicacbes pos-TCTH como a DECH. Objetivo: Este
estudo retrospectivo investigou se incompatibilidades em 23 polimorfismos de Unico
nucleotideo (SNPs) nos genes C4A e C4B do MHC classe lll estariam associados a
maior incidéncia da DECH aguda (DECHa), crénica (DECHc) e mortalidade pés-
TCTH néo-aparentado. Casuistica: 238 receptores(R), com idade entre 4 meses e
74 anos, 59% do sexo masculino, 52% com doencas malignas, transplantados entre
1996 e 2015, com células-tronco de medula 6ssea (83%) ou de sangue periférico
(17%) obtidas de doadores(D) HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 compativeis, 61% com
condicionamento mieloablativo, 90% receberam imunoprofilaxia com ciclosporina e
metotrexato. Métodos: A tipagem dos 23 SNPs dos genes C4A e C4B foi realizada
por amplificacdo alelo-especifica (PCR-SSP) em 129 pares R-D e por
sequenciamento de segunda geracdo em 109 pares R-D. Também avaliou-se o
polimorfismo de HLA-DPB1 por sequenciamento de Sanger, uma vez que poderia
haver associacao de incompatibilidades ndo permissiveis deste gene com a DECH e
ou mortalidade. Resultados: Dentre os pares R-D, 42,9% apresentaram 1-7 SNPs
incompativeis, cuja presenca nao foi associada com DECHa (RRS 0,99; p=0,948),
DECHc (RRS 1,36; p=0,250) e mortalidade (RR 0,92; p=0,714). Somente 12 SNPs
foram incompativeis em 10 ou mais pares e puderam ter seu efeito isolado
investigado, mas nenhum deles mostrou-se associado com DECH ou mortalidade.
Na amostra total, 85,3% dos pares R-D apresentaram incompatibilidades DPB1,
41,6% permissiveis e 43,7% nao permissiveis, mas sem associacdo com DECHa,
DECHc ou mortalidade. Mesmo assim, estratificou-se os pares R-D conforme a
compatibilidade DPB1: o grupo | incluiu pares R-D compativeis e aqueles com
incompatibilidades permissiveis, e o grupo Il foi constituido somente de pares com
incompatibilidades ndo  permissiveis. N&o houve associacbes entre
incompatibilidades C4 e DECHa (RRS 1,03; p=0,922), DECHc (RRS 1,59; p=0,168)
ou mortalidade (RR 1,21; p=0,544) no grupo |, e tampouco com respeito a DECHa
(RRS 0,94; p=0,860), DECHc (RRS 1,08; p=0,855) ou mortalidade (RR 0,68;
p=0,260) no grupo Il . Conclusao: Apesar da identificacdo de incompatibilidades nos
SNPs C4A e C4B entre R-D, esta caracteristica ndo se mostrou fator de risco das
formas aguda ou cronica da DECH e nem do aumento da mortalidade nos pacientes
desta casuistica. A auséncia de associacdo pode ser devido ao pequeno tamanho
amostral. Por outro lado, a diversidade nos genes C4A e C4B pode néao influir na
resposta imunolégica da DECH.

Palavras-chave: Polimorfismos de uUnico nucleotideo (SNPs). Genes C4 e C4B.
MHC Classe |Ill. Doador nao aparentado. Transplante de Células-Tronco
Hematopoiéticas.



ABSTRACT

Introduction: Patient and donor HLA matching is not enough to avoid post-
hematopoietic stem cell transplant (HSCT) complications such as graft-versus-host
disease (GVHD), and this suggests that non-HLA diversity can also impacts
transplant outcomes. MHC class |Ill region hosts genes related to
immune/inflammatory responses whose allelic variants have been associated to
autoimmune diseases and some post-HSCT complications such as GVHD.
Objective: This retrospective study investigated whether incompatibilities in one or
more of 23 single-nucleotide-polymorphisms (SNPs) in the C4A and C4B genes
(MHC class IIl) would be associated with higher incidence of GVHD and mortality
post-unrelated HSCT. Casuistic: 238 recipients(R), age ranging from 4m to 74y,
59% male, 52% with malignant diseases, transplanted between 1996 and 2015 with
hematopoietic stem cells from bone marrow (83%) or peripheral blood (17%)
collected from HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 matched donors (D), 61% underwent
myeloablative conditioning and 90% received cyclosporine plus methotrexate as
immunoprophylaxis. Methods: Typing of the 23 SNPs was done by allele-specific
amplification (PCR-SSP) in 129 R-D pairs, and by next-generation sequencing in the
remaining 109 R-D pairs. HLA-DPB1 polymorphism was also investigated by Sanger
sequencing, once there could be associations between non-permissive mismatches
on this gene and GVHD or mortality. Results: 42.9% R-D pairs had 1 to 7 C4 SNPs
mismatched, but the presence of these mismatches was not associated with aGVHD
(SHR 0.99; p = 0.948), cGVHD (SHR 1.36; P = 0.250) or mortality (HR 0.92; p =
0.714). Only 12 SNPs were mismatched in 10 or more R-D pairs and could have their
isolated impact investigated, but none of them showed an association with GVHD or
mortality. In the total sample, 85.3% R-D pairs showed DPB1 mismatches, 41.6%
were permissibile and 43.7% non-permissible, but no association with aGVDH,
cGVHD and mortality was found. Despite of the lack of association, R-D pairs were
stratified according to DPB1 compatibility status: group | included matched pairs as
well as those with permissive mismatches; and group Il hosted only non-permissible
mismatches. No association between C4A and C4B SNPs mismatches and aGVHD
(SHR 1.03; p=0.922), cGVHD (SHR 1.59; p=0.168) or mortality (HR 1.21; p=0.544)
was found in group I, and neither with aGVHD (SHR 0.94; p=0.860), cGVHD (SHR
1.08; p=0.855) or mortality (HR 0.68; p=0.260) in group Il. Conclusion: Despite of
the identification of C4 mismatches between R/D, this characteristic was not shown
to be a risk factor for acute or chronic GVHD nor for the increase in mortality in this
series of patients. The absence of associations may be due to the small sample size.
On the other hand, the C4A and C4B genes diversity may not influence the immune
response of the GVHD.

Key words: Single nucleotide polymorphisms (SNPs). C4A and C4B genes. MHC
Class lll. Unrelated donor. Hematopoietic stem cell transplantation.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) esta estabelecido
como uma terapia para o tratamento de doencas hematolégicas malignas e nao
malignas, além de determinadas doencas genéticas e imunoldgicas. Apenas 30%
dos pacientes com indicacdo de TCTH encontram o doador ideal que € um irmao
com genatipo HLA idéntico. Os demais devem buscar um doador ndo aparentado no
Registro Nacional de Doadores Voluntarios de Medula Ossea (REDOME) ou em
registros internacionais, havendo também a possibilidade de identificar células
progenitoras hematopoiéticas em unidades de sangue de corddo umbilical
armazenadas em bancos especificos.

A selecao de doadores para o TCTH inclui diversos critérios sendo um dos
principais o grau de compatibilidade para variantes alélicas dos genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA, do inglés Human Leucocyte Antigens) entre o paciente
e o doador (HOLOSHITZ, 2013).

A utilizagdo de células-tronco hematopoiéticas de um irméo idéntico para os
alelos dos genes classicos HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ e -DP ¢é considerada a situacéo
ideal e primeira escolha de fonte de células para o transplante alogénico (HOWARD
et al, 2015). Porém, nos transplantes com doadores nao aparentados HLA
compativeis pode haver variabilidade genética ndo detectada em outras regides do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex). Esta diferenca genética nao relacionada aos genes HLA deve-se ao fato
do haplétipo MHC néo ser necessariamente compartilhado como um todo entre o
par receptor/doador ndo aparentado, e pode implicar em maior risco de
complicagBes pos-transplante como o desenvolvimento da doenca do enxerto contra
0 hospedeiro (DECH) e o aumento da mortalidade relacionada ao transplante
(PETERSDOREF et al., 2007).

DOENCA DO ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO

A DECH continua sendo uma complicacdo importante nos transplantes
alogénicos e manifesta-se de forma aguda e/ou cronica. Mesmo sob condi¢gbes
rigorosas de compatibilidade HLA a incidéncia de ambas as formas da DECH

permanecem altas, cerca de 50% dos pacientes desenvolvem DECH aguda graus Il-
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IV, até 35% evoluem para graus llI-IV e 40% a 50% apresentam a forma crbnica
(ANASETTI et al., 2012; GOOLEY et al., 2010). Embora as células T provenientes
do doador, responsaveis pela reconstituicdo do repertério imunoldgico do receptor,
contribuam para a manutencdo da remisséo apdés o transplante elas também podem
desencadear a DECH (ZHANG; CHEN; CHAO, 2011). Isto ocorre devido ao
reconhecimento de moléculas HLA incompativeis expressas nos tecidos do receptor
pelas células T alorreativas do doador (LEE et al., 2007; ZEISER; SOCIE; BLAZAR,
2016).

A DECH aguda (DECHa) foi por muito tempo definida como o aparecimento
de manifestacdes clinicas até 100 dias apos o transplante. Esta definicdo ndo era
satisfatéria e foram acrescentadas a classificacdo desta doenca a DECHa de inicio
tardio, com aparecimento depois de 100 dias pos-transplante, além da sindrome de
sobreposicdo cujas manifestagbes apresentam concomitantemente certas
caracteristicas das formas aguda e cronica (FERRARA et al., 2009). A forma aguda
€ estratificada em graus de acordo com a sua gravidade e comprometimento de
orgdos (PRZEPIORKA et al., 1995). A de grau | envolve manifestagdes leves de
pele, grau Il apresenta comprometimento do trato gastrointestinal e do figado além
das manifestagdes de pele. A de grau Il é caracterizada por manifestacdes mais
intensas de pele, de trato gastrointestinal e do figado que levam ao agravamento do
estado clinico do paciente. E a de grau IV geralmente apresenta todas estas
manifestacdes associadas a extrema piora do estado clinico do paciente.

A disparidade HLA entre paciente e doador é reconhecida como um dos
mais importantes iniciadores da DECH, inclusive alguns tipos de incompatibilidades
HLA estdo associados com as formas mais graves da manifestacdo aguda desta
doenca (LEE et al., 2007; MORISHIMA et al., 2002, MORISHIMA et al., 2015;
SASAZUKI et al., 1998). Apesar da compatibilidade HLA ser um fator importante na
prevencdo da DECH, o desenvolvimento desta doenca pode ocorrer mesmo em
pares HLA compativeis devido aos polimorfismos nos genes que codificam
antigenos secundarios de histocompatibilidade ou em regides reguladoras da
expressdo génica (DICKINSON; NORDEN, 2015; KAWASE et al., 2007). Um dos
exemplos bem conhecidos do impacto dos antigenos secundarios nos TCTH é a
alorreatividade contra antigenos codificados por genes do cromossomo Y, quando
pacientes do sexo masculino recebem o aloenxerto de doadores do sexo feminino
(HAMBACH et al. 2007; SPIERINGS et al., 2013).
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A fisiopatologia da DECH aguda € dividida em trés etapas sendo a primeira
resultante da ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés
antigen presenting cells) em resposta aos sinais expressos em tecidos lesados pelo
condicionamento. Dentre estes sinais estdo os componentes da matriz extracelular
que séo reconhecidos como padrbes moleculares associados a dano tecidual e/ou
lipopolissacarideos identificados como padrbées moleculares associados aos
patdégenos. A seguir ocorre elevacao de niveis de IL-1, TNF-a, IL-6 e IFN-y 0s quais
induzem o aumento da expressdo de moléculas de adesédo e de moléculas HLA de
classe Il. Na segunda fase, as APCs ativadas migram até tecido linfoide secundario
onde acontece a interacdo com linfécitos T do doador, iniciando assim as etapas de
ativacao, proliferacédo, diferenciacdo e migracao de células T alorreativas do doador.
Na terceira fase os danos aos 6rgdos sdo mediados por citocinas pro-inflamatérias,
particularmente IFN-y, IL-1 e TNF-a. Estas citocinas atuam sinergicamente
aumentando a expressdao de Fas em tecidos do receptor e 0s tornam mais
susceptiveis a acdo de células T citotdxicas e células Natural Killer (SUN et al. 2007,
DICKINSON; NORDEN 2015; BLAZAR et al. 2012).

A DECH crénica (DECHc) compartilha certas caracteristicas com as
imunodeficiéncias e as doencas autoimunes, sendo a principal causa de morbidade
e mortalidade tardia ndo relacionada a recaida da doenca primaria. Embora as
células do sistema imune do doador sejam consideradas as responsaveis pela
manifestacdo desta doenca, a sua fisiopatologia ainda ndo € bem compreendida
(APPERLEY; MASSZI, 2012). Ao contrario da DECH aguda, a qual é induzida
praticamente pela ativacdo de células T do doador e pela liberacéo de citocinas pro-
inflamatorias, a imunofisiopatologia da forma cronica é mais complexa. Envolve
varias interacfes entre as células T e B alorreativas com populacdes celulares da
imunidade inata como macrofagos, células dendriticas e neutrofilos que resultam na
iniciacdo e propagacao de vias pro-fibréticas caracteristicas da DECHc (COOKE et
al., 2016).

A falha das células T do doador em desenvolver tolerancia aos tecidos do
receptor apos o transplante parece ser o centro da patogénese da DECHc. Varios
fatores contribuem para a inabilidade do desenvolvimento desta tolerancia, incluindo
falhas na delecéo timica de células T auto e alorreativas como resultado do dano
timico causado pelo condicionamento e/ou pela DECHa (NISHIMORI et al., 2013). O
estabelecimento tardio ou inadequado das células T reguladoras também tem sido
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relacionado com a forma crénica. Embora estudos sobre células T reguladoras nos
TCTH apresentem resultados contraditérios, em alguns foram observadas contagens
altas de células T reguladoras (CD4* CD25*) em pacientes que apresentavam
melhora da DECHc (MAHADEDO et al., 2014; JACOBSON; Ritz, 2013).

A DECHCc é classificada de acordo com a extensdo e em sua forma leve
envolve um ou dois oOrgaos, exceto pulmdes, sem diminuicdo clinicamente
significante da capacidade funcional. A moderada compromete pelo menos um
orgdo ou local com inabilidade clinicamente significante, mas sem afetar
completamente o 06rgdo, ou trés ou mais O6rgdos ou locais sem diminuicdo
significante da capacidade funcional. O comprometimento leve do pulmao
caracteriza DECHc moderada. E a manifestacdo grave é reconhecida por grande
incapacidade funcional de 6rgéos alvo (FILIPOVICH, 2008; JAGASIA et al., 2015).

Diversos fatores de risco ja foram descritos e correlacionados com o
desenvolvimento da DECHc por varios grupos de pesquisadores. Entre eles estdo o
desenvolvimento prévio da DECHa, a utlizacdo de enxerto de células
hematopoiéticas de sangue periférico, o transplante com enxerto de doadoras do
sexo feminino para receptores do sexo masculino, o transplante em pacientes mais
velhos, o uso de doadores nao aparentados e o transplante com incompatibilidade
HLA (LEE et al., 2003; PAVLETIC et al., 2005; FLOWERS et al., 2011; KANDA et al.,
2014; GRUBE et al., 2016).

ORGANIZACAO GENOMICA DO MHC

As proteinas HLA que sao aloantigenos potentes, e um dos fatores
importantes no desencadeamento da DECH, s&o codificadas por genes do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) humano. Este complexo esta localizado na
regido cromossdmica 6p21.3 e contém cerca de 220 genes distribuidos numa
extensdo de 3,4 Mb de DNA. Além dos genes HLA, esta regido também abriga
outros genes relacionados a resposta imunologica e aos processos inflamatorios
(MUNGALL et al. 2003).

O MHC é dividido em trés grandes regides (Figura 1), sendo a de classe |
constituida pelos genes classicos de transplantacdo HLA-A, -B e -C e 0s néo
classicos HLA-E, -F, -G. A regido de classe Il inclui os genes classicos HLA-DP, -DQ

e -DR e os néo classicos HLA-DM e -DO, enquanto a de classe Ill abriga genes
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como fator de necrose tumoral (TNF), proteinas de choque térmico (HSP) e os
genes do sistema complemento CFB, C2 e C4 (HORTON et al., 2004).

Estas regides do MHC abrigam cinco blocos de varias centenas de kilobases
cada (Figura 2) cujas fronteiras ainda ndao estdo bem delimitadas. O bloco alfa
corresponde ao agrupamento de genes ao redor de HLA-A, o beta aos genes em
torno de HLA-B e -C, o gama abriga genes nas cercanias de CFB e C4, o delta inclui
genes nas proximidades de HLA-DR e -DQ e o bloco épsilon corresponde aos genes
nos arredores da sub-regido HLA-DP (LLOYD et al., 2016; KETHEESAN et al.,
1999).

Classelll Classe lll Classel

TAPALMP

DP DMEDQ DR cCacC2Bf TNF BC E A GF

Teldmero
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Nucleotideos (kb)

Centrémero

FIGURA 1 - ORGANIZAQAO DO MHC HUMANO NO CROMOSSOMO 6.
FONTE: Adaptado de Parham; Ohta, (1996).

Estes agrupamentos génicos do MHC também s&o reconhecidos como
blocos de polimorfismos congelados, termo descrito por Dawkins et al. (1999), para
se referir ao fato de haplétipos conservados populacdo-especificos serem herdados
de um ancestral com pouca ou nenhuma alteracdo ao longo dos tempos.

Os genes do MHC, por estarem proximamente ligados, sdéo em geral
transmitidos como um Unico grande bloco para a descendéncia. As variantes alélicas
de cada um dos genes do MHC constituem haplotipos que sdo segregados em
multiplas geracbes de familias (LLOYD et al., 2016). Por convencdo, os dois
hapldétipos paternos sdo designados a e b, e os maternos ¢ e d. Os descendentes
podem herdar uma dentre as quatro combinacfes parentais possiveis: ac, ad, bc e
bd (Figura 3). Quando dois irméos herdam os mesmos haploétipos paterno e materno
diz-se que sao idénticos para os genes HLA e demais genes localizados dentro do
complexo MHC, e quando compartilham um haplétipo e diferem quanto ao outro sao

considerados haploidénticos.
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FIGURA 2 - BLOCOS GENICOS DO MHC LOCALIZADOS EM 6P21.3.

Dentro dos blocos alfa, beta, gama, delta e épsilon a recombinacéo parece estar inibida enquanto nas
regifes inter-blocos parecem existir pontos de recombinacé@o. As fronteiras exatas entre os blocos
ainda ndo estdo bem definidas.

FONTE: Adaptado de Loyd et al. (2016).

Apesar da proximidade dos genes do MHC, a ligacdo genética ndo €
absoluta, podendo haver permuta genética (crossing over) entre os diferentes genes
deste complexo durante a préfase | da meiose. A probabilidade de permuta genética
€ dependente da distancia fisica entre os locos e de certas caracteristicas do DNA e
pode ocorrer com ou sem recombinacao.

O fenbmeno de permuta genética com recombinacgdo resulta na quebra de
haplotipos e consequentemente na geracao de haplotipos com novas combinagdes
alélicas conforme o haplétipo c/d na figura 3. Este fendmeno contribui para a alta
diversidade haplotipica dentro do MHC (KAUPPI et al., 2004; LAM et al., 2013).

Uma das caracteristicas marcantes do sistema HLA é o alto grau de
polimorfismo de seus genes, sendo até novembro de 2016 ja descritos 11.553 alelos
dos genes de classe | e 4.082 alelos dos genes de classe |l
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/). Outra de suas caracteristicas é o desequilibrio
de ligagdo entre as variantes alélicas de seus genes. Este fenbmeno é definido
como a diferenca entre a frequéncia observada de uma determinada combinacao de
alelos em locos ligados e a frequéncia esperada com base no produto das
frequéncias individuais destes alelos (SLATKIN, 2008).


http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/
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FIGURA 3 - SEGREGACAO DOS GENES HLA.

Os haplétipos paternos (a e b) e maternos (c e d) sao transmitidos aos filhos como uma unidade,
exceto quando ocorre permuta genética com recombinacdo durante a profase | da meiose, o que
resulta em gameta portador de um hapldtipo recombinante, que, neste exemplo, esta
representado pelo haplétipo materno c/d.

FONTE: Adaptado de Pereira et al. (2009).

O desequilibrio de ligacdo pode ser positivo ou negativo conforme a
frequéncia observada seja maior ou menor do que a esperada, respectivamente.
Entre os fatores responsaveis por este fendbmeno incluem-se a migracdo e a
miscigenacdo de populacdes com frequéncias alélicas e haplotipicas distintas, a
deriva genética e a selegdo natural. Deve-se considerar também que em alguns
casos pode nao ter havido tempo evolutivo suficiente para que um alelo surgido mais
recentemente tenha atingido o equilibrio.

O extenso polimorfismo dos genes HLA e o desequilibrio de ligacdo nas
populacdes podem ser resultantes de pressdes seletivas impostas pela morbidade e
mortalidade das doencas infecciosas, garantindo que o ser humano, como espécie,
seja capaz de resistir a uma grande variedade de patdégenos tais como bactérias,
virus e parasitas (CARRINGTON; O'BRIEN, 2003).

No contexto dos transplantes alogénicos de células-tronco hematopoiéticas,
além do extenso polimorfismo alélico dos genes do MHC, a diversidade haplotipica
resultante de permuta genética com recombinagcdo também pode dificultar a
identificacdo de um doador ndo aparentado com compatibilidade para os genes HLA
e demais genes localizados dentro deste complexo. Por outro lado, o desequilibrio
de ligacéo leva a uma diminuicdo dos haplétipos tedricos possiveis e daqueles que
sdo de fato encontrados nas diversas populacbes humanas. Isto favorece a
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identificacdo de um doador ndo aparentado ideal que € aquele que compartilha os
dois haplotipos do MHC com o paciente, deste modo, apresentando as mesmas

variantes alélicas dos genes HLA e ndo-HLA residentes dentro do complexo MHC.

RESPOSTA ALOGENICA

Os genes HLA sédo importantes tanto por participarem na resposta imune
como por constituirem marcadores essenciais para o estudo da diversidade genética
e da suscetibilidade as doencas. Por outro lado, os produtos alélicos destes genes
constituem a principal barreira aos transplantes de 6rgéos e tecidos, uma vez que
moléculas HLA incompativeis entre paciente e doador atuam como aloantigenos
potentes desencadeadores de resposta imune intensa, denominada resposta
alogénica. Esta alorreatividade € responsével pelas principais complicacfes
imunolégicas que ocorrem apds TCTH, como falha a priméria de pega, a rejeicdo e a
DECH (SASAZUKI et al., 1998; PETERSDOREF et al., 1999; TIERCY, 2002; SHAW
et al., 2007).

Grande parte do polimorfismo das moléculas HLA-A, B e C estéo localizados
nos dominios a1 e a2 que formam uma estrutura com funcao de sitio de ligacao para
peptideos, podendo acomodar fragmentos peptidicos constituidos por oito a dez
residuos de aminoéacidos (NEEFJES et al., 2011; RENE et al., 2016). Os genes HLA-
DRA1L, -DQA1 e -DPA1 codificam as cadeias a das moléculas DR, DQ e DP e os
genes HLA-DRB1, -DQB1 e -DPB1 codificam as suas respectivas cadeias . O
polimorfismo nas moléculas de classe |l ocorre principalmente no dominio 1. Os
dominios a1 e B1 formam a fenda de ligagcao para peptideos constituidos por 14 a 25
residuos de aminoacidos (NEEFJES et al., 2011; AFRIDI et al., 2016).

A ligacdo de peptideos na fenda das moléculas HLA esta em acordo com a
func@o primordial destes produtos alélicos do complexo génico HLA. As moléculas
de classes | e Il se ligam a peptideos originados do processamento de proteinas
estranhas e apresentam este complexo HLA/peptideo aos receptores especificos
dos linfécitos T (TCR, T-Cell Receptors). As moléculas de classe | apresentam
peptideos de antigenos enddgenos as células T-CD8*, e as de classe Il peptideos
de antigenos exdgenos as células T- CD4* (NEEFJES et al., 2011; AFRIDI et al.,
2016; RENE et al., 2016). As células T detectam antigenos estranhos via seus

receptores (TCR) cujos genes sofrem rearranjos aleatorios e deste modo constituem
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um vasto repertério que confere ao organismo prote¢cdo contra agentes infecciosos,
e também responde aos antigenos nao microbianos (aloantigenos) complexados ao
HLA préprio (LAKKIS; LECHLER, 2013). Nesta ultima situacdo, alopeptideos
derivados de antigenos secundérios de histocompatibilidade ou moléculas HLA néo
proprias podem desencadear a resposta alogénica.

A alorreatividade é uma consequéncia inevitavel do processo pelo qual os
TCRs que constituem o repertério imunologico de um individuo sdo construidos.
Estima-se que cerca de 10% do pool de células T ativadas e clonalmente distintas
podem reconhecer moléculas HLA alogénicas. A presenca desses clones
alorreativos € intrigante por ndo mostrarem funcdo biolégica 6bvia, uma vez que
transplantes ndo séo previstos durante o processo evolutivo. Atualmente considera-
se gue esta sobreposicao entre o repertorio de células T alorreativas e o de células
T especificas para agentes infecciosos seja decorrente da capacidade de células T
de memdria virus-especifica apresentar reacdo cruzada com moléculas HLA
(ROWNTREE; NGUYEN; GRAS, 2016). Alguns estudos identificaram clones de
linfécitos T cujos receptores sdo especificos para peptideos virais ou bacterianos
associados a moléculas HLA proprias (KJER-NIELSEN et al., 2003). Macdonald et
al. (2009) identificaram que clones especificos para o peptideo FLRGRAYGL do
virus Epstein-Barr associado ao HLA-B8 também reconheciam a molécula HLA-B44
alogénica ligada ao peptideo EEYQAFTY. Isto reforca o impacto potencialmente
negativo da presenca de células T virus-especificas no transplante alogénico
(STYCZYNSKI et al.,, 2016). A capacidade destas células T de apresentar
reatividade cruzada com moléculas HLA alogénicas pode explicar a frequéncia
elevada de células T de memoria que sao alorreativas em individuos nao
sensibilizados aos antigenos HLA por meio de gravidez, transfusdo de
hemocomponente ou transplante prévio. Estas células respondem rapidamente aos
estimulos antigénicos o que torna a resposta alogénica mais rapida, mais forte e
mais eficiente, caracteristicas estas que amplificam o potencial de dano aos tecidos
e orgao alvo desta resposta (ROWNTREE; NGUYEN; GRAS, 2016).

O repertério de células T alorreativas humanas é constituido de
subpopulagbes que podem reconhecer direta ou indiretamente complexos
HLA/peptideo estranhos. O reconhecimento direto de moléculas HLA pelo receptor
especifico do linfécito T (TCR) € uma caracteristica especial da resposta alogénica

porque o0s demais antigenos codificados por genes secundarios de
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histocompatibilidade bem como antigenos de agentes infecciosos sao reconhecidos
somente por apresentacdo indireta ao receptor dos linfocitos T especificos aos
respectivos complexos HLA/peptideo.

Nos TCTH, a alorreatividade pode ocorrer no vetor rejeicdo do enxerto
(Figura 4) ou, mais comumente, no vetor doen¢ca do enxerto contra o hospedeiro
(DECH). A DECH é desencadeada por células T do doador que reconhecem
diretamente complexos HLA/peptideo incompativeis expressos nas células do
receptor. Podendo também reconhecer via indireta os peptideos originados da
molécula HLA ou de outras moléculas polimérficas do receptor que tenham sido
processados e apresentados pelas APCs do doador (BAXTER-LOWE; HURLEY,
2009). E ainda a via semidireta segundo a qual os complexos HLA/peptideo
incompativeis do receptor sdo internalizados e apresentados pelas APCs do doador
(HERRERA et al., 2004).

A resposta alogénica pode também ser consequéncia do reconhecimento de
antigenos secundarios de histocompatibilidade (mHAs, do inglés minor
Histocompatibility Antigens). Estes mHAs s&o peptideos derivados de proteinas
polimoérficas codificadas distintamente entre receptores e os doadores e que sao
reconhecidos pelos linfocitos T alorreativos somente por via indireta, ou seja, ligados
a fenda das moléculas HLA proéprias. Isto os difere dos antigenos principais de
histocompatibilidade (Antigeno HLA) que sdo os unicos cujas moléculas alogénicas
podem ser reconhecidos diretamente pelo receptor dos linfocitos T especificos.

Os mHAs podem ser gerados por diversos mecanismos que incluem
insercdes e delecBes nos genes, diferencas entre cromossomos homélogos Y e X,
alteracbes na codificacdo de aminoacidos resultantes de polimorfismos de uUnico
nucleotideo (SNPs), variacdes pds-transcricdo nas moléculas de RNA mensageiro e
modifica¢cdes de aminoacidos apos a traducao.

As proteinas que dao origem aos mHAs devem ser processadas em
peptideos os quais se ligam na fenda das moléculas HLA. O reconhecimento de um
mHA por células T é determinado tanto pelo peptideo polimérfico como pela
molécula HLA a qual esta ligado, e pela disponibilidade de clones de células T
alorreativas cujo receptor € capaz de se ligar a combinacao HLA/peptideo.

Polimorfismos que determinam a substituicdo de um Unico aminoacido em
um peptideo apresentado por moléculas HLA podem ser suficientes para gerar uma

resposta alogénica. Poucos mHAs foram definidos bioquimicamente, cada um tendo
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tipicamente dois alelos conhecidos. O genoma humano contém pode conter entre
10.000 a 11.000 SNPs que alteram proteinas (1000 GENOMES PROJECT
CONSORTIUM et al., 2010). Uma vez que estes polimorfismos estéo distribuidos por
todo 0 genoma, irmaos que nédo sao gémeos idénticos apresentam uma disparidade
consideravel para mHAs, mesmo quando sdo HLA compativeis, mas o sistema
imune responde apenas a um pequeno numero de incompatibilidades de antigenos
"imunodominantes” entre o doador e o receptor (MARTIN; SHLOMCHIK, 2016).

ALORRECONHECIMENTO DIRETO NA REJEICAO
A ALORRECONHECIMENTO INDIRETO NA REJEICAO

Célula Apresentadora de
Antigeno do Doador

FIGURA 4 - VIAS DE APRESENTACAO DE ALOANTIGENOS NO VETOR REJEICAO.
A) Alorreconhecimento direto no vetor rejeicdo: células TCD4+ e TCD8+ do receptor reconhecem, por meio de

seus receptores especificos (TCR), aloantigenos HLA de classes Il e |, respectivamente, expressos nas células
de 6rgéos ou tecidos do doador. No vetor DECH as células T do doador reconhecem moléculas HLA alogénicas
expressas nas células do receptor; B) Alorreconhecimento indireto no vetor rejeicdo: moléculas HLA liberadas
das células do doador séo capturadas e processadas por células apresentadoras de antigeno do receptor, e
peptideos alogénicos resultantes desse processamento se ligam as moléculas HLA do receptor e séo
reconhecidos por suas proprias células T. No vetor DECH as células T do doador reconhecem moléculas HLA do
receptor, apos estas terem sido processadas e seus peptideos associados as moléculas HLA do doador.

FONTE: Adaptado de Pereira et al. (2009)

GENES C4 NA REGIAO DE CLASSE Ill DO MHC

A regido de classe Il abrange um segmento gendémico de aproximadamente
0,9 Mb entre os genes PPIAP9 ao BTNL2. Abriga 61 genes codificadores de
proteinas, 11 RNA ndo codificadores, 5 RNA nucleares pequenos e 8 pseudogenes
(SASAZUKI et al., 2016). Muitos dos produtos dos genes expressos na regiao de

classe Il tém papel fundamental em processos celulares como a regulacdo de
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transcricdo, manutencdo das funcdes celulares, biossintese de subunidades de
complexos protéicos com atividade enzimatica, interacfes inter e intracelulares,
sintese de citocinas (TNF, LTA e LTB) e de proteinas do sistema complemento (C2,
CFB e C4) (SHIINA et al., 2009).

Dentro do MHC de classe Il esta o bloco RCCX, assim denominado por ser
constituido pelos genes STK19 (inicialmente RP1) que codifica serina/treonina
quinase, C4A e C4B das proteinas do complemento, CYP21A2 da enzima 21-
hidroxilase e TNXB da proteina de matriz celular Tenascina XB. O RCCX é um dos
mais longos locos multialélicos de variacdo em numeros de coOpias do genoma
humano (BANLAKI et al., 2012). Este bloco comporta-se como uma unidade sendo
0s seus genes deletados ou duplicados conjuntamente ao longo do processo
evolutivo, fato este que resultou na existéncia de conformag¢des mono, bi, tri ou
guadrimodulares. Independente destas mutagdes, a estrutura monomodular é
constituida de quatro genes funcionais RCCX, mas em qualquer duplicacdo desta
estrutura apenas o(s) gene(s) C4 codifica(m) uma proteina porque os demais sdo
pseudogenes. Em teoria duas a oito copias dos genes C4A ou C4B podem estar
presentes no genoma humano, cada cromossomo 6 compreendendo de uma a
guatro copias (SHEN et al., 1994; YANG et al., 1999; CHUNG et al., 2002).

Dentro dessa regido central do MHC os genes do sistema complemento sao
0s que apresentam maior diversidade (STEWART et al., 2004). Existem duas formas
do gene C4, denominados C4A e C4B, ambos constituidos por 41 exons. Cada um
apresenta uma forma longa (C4L) de 21kb e uma curta (C4S) com 14,6kb, as quais
sdo determinadas pela presenca ou auséncia de uma insercdo de 6,4kb do
retrovirus endégeno humano HERV-K no intron 9 (DANGEL et al. 1994; YU et al.
1986).

Os dois isotipos C4A e C4B apresentam 99% de homologia, porém séao
caracterizados por diferencas no exon 26 que resultam na codificacdo de
sequéncias de aminoacidos isotipo especificas entre as posicdes 1120 e 1125,
sendo PCPVLD caracteristica de C4A e LSPVIH de C4B (YU et al. 1986). Estas
proteinas atuam como um componente ndo enziméatico da C3 e C5 convertase que é
essencial para a propagacdo da via classica e da via das lectinas do sistema
complemento (BLANCHONG et al., 2001, RICKLIN et al. 2016). Embora C4A e C4B
apresentem pequena variabilidade de aminoacidos, existe uma diferenca quanto a

interacdo com seus respectivos substratos, sendo a afinidade de C4A por grupos
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amino e de C4B por grupos hidroxila (LAW et al., 1984; ISENMAN; YOUNG, 1984).
As variantes de C4B apresentam maior atividade hemolitica do que as de C4A, uma
vez que a sua ponte tioéster liga-se preferencialmente a grupos hidroxila presentes
em abundéancia nas hemacias. Outra diferenca € que a maioria das variantes de C4A
codifica o antigeno de grupo sanguineo Rodgers enquanto as de C4B codificam o
antigeno Chido (MOULDS, 2001).

A auséncia de proteinas C4 no soro ou plasma levou a identificacdo de
alelos nulos como C4A*Q0 e C4B*QO, os quais sao caracteristicos de determinados
haplétipos HLA (AWDEH et al. 1983; CARROLL et al. 1985). Por exemplo, HLA-
B*08 DRB1*03:01 (haplotipo ancestral 8.1) contém um gene C4B curto e um gene
C4A nulo (DAWKINS et al. 1999). Alelos nulos de C4A ou C4B ocorrem em
aproximadamente 45-56% de europeus, embora a deficiéncia total de C4 seja
extremamente rara (SEPPANEN et al. 2006; YANG et al. 2007 e WU et al. 2009). A
inabilidade completa de expressar as proteinas C4 foi documentada em apenas 28
individuos, pertencentes a 19 familias, caracterizados por 16 diferentes haplotipos
HLA de ancestralidade europeia, africana e asiatica. A maioria dos pacientes com
deficiéncia completa de C4 eram homozigotos para os genes HLA de classes | e |l
como consequéncia de casamentos consanguineos. As bases moleculares para a
explicacdo da deficiéncia de C4 incluem a presenca de haplétipos RCCX
monomodulares ou bimodulares contendo minidele¢cdes, mini-inser¢cées e mutacdes
de ponto conduzindo a formacéo de cédons de terminacao prematuros (YANG et al.,
2004). Entre os casos de deficiéncia total de C4, 22 (78,6%) foram diagnosticados
com Lupus Eritematoso Sistémico ou uma doenca tipo Lupus, e os outros doencas
renais incluindo glomerulonefrite. A frequéncia de sépsis ou infec¢cbes graves
recorrentes entre todos os casos foi de 29% (ATKINSON; YU, 2016).

Os SNPs sao as variagdes mais frequentes no genoma humano e tém sido
muito utilizados como marcadores em analises genéticas (HUANG et al., 2011).
Puschendorf (2003) ao investigar a diversidade de C4A e C4B em um painel de
linhagens celulares homozigotas para os locos do MHC identificou varios SNPs ao
longo dos exons e introns destes genes. O fato de vérios destes SNPs estarem
associados a haplétipos ancestrais conservados os torna marcadores de uma

determinada extensao da regiao central do MHC.
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ASSOCIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA DA REGIAO DE CLASSE Il DO
MHC COM DOENCAS

A diversidade da regido central do MHC, que apresenta iniumeros genes
envolvidos na resposta imune inata e nos processos inflamatorios, tem sido
associada com doencas autoimunes, infeccbes e também as complicacdes
imunolégicas pés-TCTH como as formas aguda e crénica da DECH (SASAZUKI et
al., 2016; HANIFI et al., 1998; MALKKI et al. 2007a).

Duzentos e noventa e cinco locos de microssatélites, os quais sao
sequéncias de um a dez nucleotideos repetidos em tandem, ja foram descritos na
regido de classe Il (SHIINA et al., 2009; GEMAYEL et al., 2012). Estes marcadores
tém sido utilizados para avaliagdo de desfechos no TCTH. Nos transplantes com
doadores ndo aparentados os microssatélites TNFd, D6S2787 e D6S273 foram
associados com maior risco de mortalidade (BETTENS et al., 2006; MALKKI et al.,
2007b), e 0 D6S0035i com DECHa lI-IV (HARKENSEE et al., 2013).

Em relacdo ao impacto de SNPs nos TCTH, pacientes homozigotos para o
gendtipo AA do gene HSP70 foram associados ao maior risco de DECHa
(BOGUNIA-KUBIK; LANGE, 2005), e incompatibilidade no SNP da posi¢ao -1031
(rs1799964) do gene TNF-« ao risco de DECHa graus llI-IV (GOYAL et al., 2010;
HARKENSEE et al., 2012).

Os locos das proteinas do complemento C2, CFB e C4 apresentam alto
desequilibrio de ligagdo entre suas variantes alélicas e constituem uma unidade
conservada denominada complétipo, o qual é transmitido de geracdo em geracao
sem recombinacédo (ALPER et al. 1983). Doxiadis et al. (1989) demonstraram que a
identificacdo dos produtos alélicos dos genes HLA, C4 e CFB possibiltava a
definicdo de haplotipos estendidos que favorecia a selecdo de doadores de células-
tronco hematopoiéticas. Estudo realizado por Dorak et al. (1993) mostrou que
pacientes e doadores ndo aparentados que apresentavam o0s mesmos fenoétipos
HLA (HLA-A, -B e -DRB1) ndo eram necessariamente idénticos para a regido de
classe lll. Estes autores encontraram diferencas entre os receptores e doadores nos
genes C4, CFB, TNF e HSP70 ao investigarem polimorfismos pelo método de RFLP
(Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restri¢céo).

Tay et al. (1995a) desenvolveram um método de avaliacdo de
compatibilidade de haplétipos entre receptor e doador ndo aparentado de medula
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o0ssea que foi denominado “Tipagem de Blocos do MHC”. Este método utiliza
polimorfismos ndo-HLA como marcadores do bloco génico HLA-B e -C e do bloco
gue inclui HLA-DR e -DQ. Posteriormente, os estudos de Tay et al. (1995b) e Witt et
al. (2000), utilizando estes mesmos marcadores, mostraram melhor sobrevida e
significante diminuicdo de DECH graus Il e IV quando os pacientes e seus doadores
de células-tronco hematopoiéticas eram compativeis para ambos os haplétipos do
MHC.

Alguns anos mais tarde Guo et al. (2006) desenvolveram um método para
captura de haplétipos HLA em fase soélida utilizando sondas especificas para o loco
HLA-B. Esta abordagem foi utilizada por Petersdorf et al. (2007) para avaliar o
impacto da compatibilidade haplotipica na incidéncia das manifestacfes graves da
DECH em 246 pacientes submetidos ao transplante com doador nédo aparentado. Os
resultados mostraram que pares idénticos para os locos HLA-A, -B, -C, -DRBL1 e -
DQB1, mas com haplétipos MHC diferentes, apresentavam maior risco de
manifestacbes da DECH IlI-IV e menor risco de recaida da doenca quando
comparados aos que tinham compatibilidade HLA e haplotipica. Esta estratégia,
apesar de muito informativa, € laboriosa, complexa e ndo é de facil aplicacdo em
laboratério clinico de histocompatibilidade. Por esta razdo, outros pesquisadores
propuseram estratégias mais simples para a avaliagdo da compatibilidade na regiao
dos genes C4 do sistema complemento utilizando métodos moleculares distintos.

Park et al. (2016) utilizaram um método de PCR-SSP para a caracterizacdo
das variantes dos genes C4A e C4B, e verificaram que incompatibilidades nos
isotipos de C4 estavam associadas com maior incidéncia da DECHa em pacientes
transplantados com doador ndo aparentado HLA 8/8 (A, B, C e DRB1 idénticos),
embora o estado da compatibilidade DQB1 e DPB1 n&o tenha sido considerado
neste estudo.

Alguns anos antes, Candy et al. (2012) também propuseram uma avaliacao
rapida e com melhor custo-beneficio para utilizacdo em laboratério clinico. Esta
estratégia baseada no método de PCR-SSP possibilita a identificacdo de SNPs na
regido dos genes C4 (PUSCHENDORF, 2003) e permite inferir a compatibilidade
haplotipica entre o receptor e o doador.

A investigacdo destes polimorfismos dos genes C4, descobertos por
Puschendorf (2003), nos pacientes e seus respectivos doadores poderia fornecer

informacbes sobre o impacto da diversidade desta regido nos resultados dos
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transplantes de células-tronco hematopoiéticas. Pode-se especular que variantes
alélicas dos genes C4 per se poderiam ser fatores de risco de ocorréncia da DECH e
de mortalidade pos-TCTH, ou que sejam apenas marcadores em desequilibrio de
ligagdo com variantes de outros genes do MHC envolvidos nas respostas imune e
inflamatéria. Estas variantes polimérficas da regido central do MHC quando
compartilhadas por pacientes e doadores HLA de classe | (regido telomérica) e
classe Il (regido centromérica) idénticos podem indicar compatibilidade haplotipica
entre ambos. Estes marcadores podem ser Uteis na selecdo de doadores nao
aparentados de células-tronco hematopoiéticas uma vez que dados da literatura ja
mostram que a compatibilidade de haplétipos MHC é um fator de melhor progndstico
p6s-TCTH. Consideramos que tais hipoteses justificam a realizacdo do presente

estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto de incompatibilidades nos genes C4A e C4B do Sistema
Complemento, localizados na regido de classe Il do MHC, na evolucéo clinica do
paciente ap0s o transplante de células-tronco hematopoiéticas com doador nao
aparentado HLA-A, -B, -C, -DRB1 e -DQBL1 idéntico (HLA 10/10).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar o grau e o tipo de compatibilidade de 23 polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs), localizados nos exons e introns dos genes C4A e
C4B da regiao de classe Ill do MHC, entre os 238 pares receptor/doador por

meio da PCR-SSP e do sequenciamento de segunda geracéao (NGS);

= Determinar o grau e o tipo de compatibilidade do gene HLA-DPB1 entre os
238 pares receptor/doador por meio da tipagem de alta resolugéo utilizando
sequenciamento direto do DNA (Sanger) por ser um potencial fator de

interferéncia na analise dos SNPs C4A e C4B;

= Investigar se a presenca de incompatibilidades nos genes C4A e C4B e/ou
DPB1 entre os receptores e doadores esta associada a maior incidéncia de

DECH aguda, de DECH cronica e ou aumento da mortalidade ap6s o TCTH.
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3. PACIENTES

A casuistica deste estudo envolveu incialmente 158 pacientes e seus
respectivos doadores ndo aparentados de ceélulas-tronco hematopoéticas. Estes
pares receptor/doador foram selecionados com base na identidade dos locos HLA-A
e -B em média resolucdo e HLA-DRB1 em alta resolugcdo. Apés a tipagem HLA de
alta resolucdo, com a inclusdo de HLA-C e -DQB1 foram reveladas uma ou mais
incompatibilidades nos locos HLA de classe | em 29 dos 158 pares. Estes pares com
incompatibilidades de classe | foram excluidos do estudo e aos 129 pares restantes
foram acrescentados 109 novos pares. A amostra total ficou constituida de 238
pares receptor/doador HLA 10/10 atendendo o critério de inclusdo que é
compatibilidade em alta resolucéo nos locos HLA-A, -B, -C, -DRB1 e -DQB1.

Todos os pacientes incluidos neste estudo foram submetidos ao primeiro
transplante. A fonte de células-tronco hematopoiéticas foi medula 6ssea para 199
pacientes (83,6%) e sangue periférico para 39 (16,4%).

Cento e sessenta e dois pacientes desta casuistica foram transplantados no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (Curitiba, PR) entre
setembro de 1996 e junho de 2015, 48 no Hospital Amaral Carvalho (Jau, SP) entre
julho de 2009 e julho 2015, 20 no Hospital Israelita Albert Einstein (Sdo Paulo, SP)
entre janeiro de 2012 e agosto de 2015 e 8 no Hospital Nossa Senhora das Gracas
(Curitiba, PR) entre novembro de 2011 e julho de 2013.

Com respeito aos tipos de doencas 124 (52,1%) pacientes tinham leucemias
agudas, leucemias cronicas, linfomas ou mielodisplasias, enquanto 114 (47,9%)
apresentavam outras doencgas hematologicas (Tabela 1).

Regimes de condicionamento mieloablativos foram utilizados em 145 (61%)
dos pacientes, de intensidade reduzida em 81 (34%) e ndo mieloablativo nos demais
12 (5%). A imunoprofilaxia de escolha para 214 (90%) pacientes incluiu a
combinagdo de ciclosporina e metotrexato enquanto outros regimes
imunossupressores foram utilizados nos demais 28 (12%) individuos.

Quanto ao género, 141 (59%) pacientes sdo do sexo masculino e 97 (41%)
do feminino e dentre os doadores, 147 (62%) sé&o do sexo masculino e 91 (38%) do
feminino. A idade dos pacientes na época do transplante variou entre 4 meses e 74
anos (Mediana = 15 anos) e a de seus doadores entre 18 anos e 54 anos (Mediana

= 30 anos).



TABELA 1 — DOENCAS APRESENTADAS PELOS PACIENTES INCLUIDOS NESTE ESTUDO

DIAGNOSTICO N=238 %

Anemia apléstica severa 39 16,4
Aplasia pura de série vermelha 1 0,4
Fanconi 40 16,8
PUrpura amegacariocitica 1 0,4
Adrenoleucodistrofia 2 0,8
Adrenoleucodistrofia ligada ao X 1 0,4
Blackfan Diamond 4 1,7
Disceratose congénita 9 3,8
Imunodeficiéncias 5 2,1
Sindrome Chediak Higashi 2 0,8
Sindrome hiper IGE tipo autossémico 1 0,4
Sindrome de Wiskott Aldrich 3 1,3
Histiocitose 1 0,4
Doencga granulomatosa crbénica 2 0,8
Mielofibrose 2 0,8
Sindrome mielodisplasica 13 55
Leucemia aguda de tipo celular ndo especificado 1 0,4
Leucemia bifenotipica 3 1,3
Leucemia linfoide aguda 45 18,9
Leucemia linfoide crbnica 1 0,4
Leucemia mieldide aguda 35 14,7
Leucemia mieldide crdnica 17 7,1
Leucemia mielomonocitica juvenil 2 0,8
Linfoma anaplasico de grandes células T 1 0,4
Linfoma cutaneo 1 0,4
Linfoma de Hodgkin 2 0,8
Linfoma n&o Hodgkin 2 0,8
Neoplasia de células dendriticas plasmocitéides 2 0,8
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4. METODOS

4.1. ISOLAMENTO DE DNA

As amostras de DNA gendmico de pacientes e doadores foram isoladas a
partir de células nucleadas de sangue periférico coletado em EDTA. A extracdo do
DNA foi realizada pelo método de Salting Out modificado, descrito por Miller et al.
(1988). As concentragcbes das amostras de DNA foram determinadas pelo
espectrofotdometro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific, USA) por meio da leitura da

densidade 6tica a 260nm e a pureza definida pela razdo 260nm/280nm.

4.2. TIPAGEM HLA-DPB1

A tipagem do gene HLA-DPB1 dos pacientes e seus doadores foi realizada
com o conjunto de reagentes SeCore DPB1l Locus Sequencing (One Lambda,
Canoga Park, EUA) seguindo as instru¢cbes do fabricante. Este procedimento
consistiu da amplificagdo do segundo, terceiro e quarto exons do gene DPB1 pela
reacdo da PCR. Na etapa seguinte, o DNA amplificado foi submetido a purificagao
com o reagente ExoSAP-IT®, que é uma combinacédo de enzimas (exonuclease | e
fosfatase alcalina), e tem por finalidade remover primers e dNTPs n&o incorporados
na fase da amplificagcdo. Aos produtos da PCR purificados foram adicionadas
misturas de reagdo de sequenciamento contendo nucleotideos marcados com
fluoréforos especificos para cada uma das bases nitrogenadas, as reacbes de
sequenciamento foram realizadas nas dire¢cdes forward e reversa. Os fragmentos
sequenciados foram precipitados com etanol absoluto e tampao de precipitacdo. A
seguir, os produtos das reacdes de sequenciamento foram desnaturados com
formamida altamente deionizada e submetidos a eletroforese capilar no analisador
genético de DNA ABI 3500XL (Life Technologies, Carlsbad, EUA). A designacéo dos
alelos foi realizada com o software uTYPE™ (One Lambda, Canoga Park, EUA), que
utilizou as sequéncias geradas pelo analisador genético de DNA e as comparou a
um banco de dados de sequéncias conhecidas do gene HLA-DPB1.

Ambiguidades nos resultados da tipagem HLA-DPB1 de pacientes ou
doadores foram esclarecidas com uma segunda tipagem HLA-DPB1 utilizando o

método de PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction — Sequence Specific
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Oligonucleotide) e o conjunto de reagentes LABType SSO Class Il DPA1 and DPB1
Typing Test (One Lambda, Canoga Park, EUA) conforme instruces do fabricante. O
método de PCR-SSO reverso emprega, na primeira fase, a reacdo em cadeia da
polimerase para amplificar o segundo e terceiro exons do gene HLA- DPB1 e o
segundo exon do gene HLA-DPA1 utilizando primers marcados com biotina. Na
segunda fase, o DNA amplificado € desnaturado e submetido a hibridizacdo com um
conjunto de sondas de oligonucleotideos sequéncias especificas que estao
imobilizadas em microesferas de poliestireno codificadas por coloragao fluorescente.
As microesferas de uma determinada tonalidade estdo conjugadas a um dnico tipo
de sonda. Apés a hibridizac&o, as microesferas sdo submetidas a um processo de
lavagem e posterior reacdo com um conjugado de estreptoavidina-ficoeritrina, que
se liga ao DNA amplificado biotinilado. Na udltima fase, um analisador de fluxo
(LABScan™ 100) identifica a intensidade da fluorescéncia da ficoeritrina em cada
microesfera. O resultado da tipagem HLA é obtido com o uso do software HLA
Fusion (One Lambda, Canoga Park, EUA) que se baseia no padrdo de reacdes
positivas, reveladas pela intensidade de fluorescéncia da ficoeritrina, de cada
amostra de DNA com o conjunto de sondas utilizado.

4.3. TIPAGEM DE SNPS DOS GENES C4A E C4B POR PCR-SSP

A tipagem de SNPs dos genes C4A e C4B dos pacientes e seus doadores
foi realizada pelo método de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction — Sequence
Specific Primers) utilizando o kit Gamma-Type™ (Conexio Genomics, Freemantle,
Australia). Este conjunto de reagentes consiste de misturas de rea¢cées PCR para 23
diferentes SNPs e uma delecdo neste segmento do bloco gama do MHC, detalhes
da localizagdo dos SNPs estdo descritos na tabela 2. Cada mistura de PCR contém
tampé&o, dNTPs, MgClz, conjunto de primers de controle interno e conjunto de
primers sequéncia especificos para os SNPs contemplados no kit Gamma-Type™ e

DNA polimerase.



32

TABELA 2 - SNPS INVESTIGADOS NOS GENES C4A e C4B, ALTERACOES DE AMINOACIDOS E

LOCALIZAGAO

Identificacdo do  Exon/ Substituicéo Alteracéo de Localizacdo Identificacéo

SNP no kit SSP  Intron  de nucleotideo aminoacido oficial® do SNPP
T9763 E12 C>T Arginina > Triptofano 6:9.31959596 -
C9796 E12 A>C Treonina > Prolina 6:9.31959629 -
T9881 112 C>T - 6:9.31959714 -
T10289 113 G>T - 6:9.31960122 -
T10309 113 C>T - 6:9.31960142 -
C10676 114 T>C - 6:9.31960509 -
A11437 E17 C>A Arginina > Serina 6:9.31961270 -
A11483 E17 G>A Arginina > Glutamina 6:9.31961316 -
G12071 119 A>G - 6:0.31961904 rs144749273
Al12152 119 G>A - 6:9.31961985  rs12524856
G12749 121 A>G - 6:9.31962582 rs428963
A12568 E21 G>A Alanina > Treonina 6:9.31962401 rs429329
A12837 121 C>T - 6:9.31962670 rs137902481
A13189 123 G>A - 6:9.31963022 -
C13193 123 T>C - 6:9.31963026 rs149464899
T14563 128 C>DEL - 6:9.31964395 rs564578360
T14757 128 C>T - 6:9.31964590 -
A14831 E29 G>A Prolina > Prolina 6:9.31964664 rs368403366
T14952 E29 T>G Alanina > Serina 6:9.31964785 rs201016130
G15108 E30 T>G ;\A‘i?(foajﬂf‘gﬂfi‘g; 6:9.31964941 -
C16954 E33 G>C Alanina > Prolina 6:9.31966787 -
T17316 E34 C>T Histidina > Histidina 6:9.31967149 -
T19588 138 C>T - 6:0.31969421 rs149763320
A20170 E40 G>A Leucina > Leucina 6:9.31970003 -

a. Sequéncia genémica: NC_000006.11 Chromosome 6 Reference GRCh37.p13 Primary Assembly
b. Base de dados de SNPs (DBSNP — Short Genetic Variation (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP)

Amplificagc&do: cada amostra de DNA na concentracdo de 50 ng/ul foi

submetida as 23 reacdes de PCR seguindo as instru¢cbes do fabricante. A


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
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amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler® Pro
(Eppendorf, Alemanha) conforme o protocolo: 1 ciclo a 95°C / 10 min, 33 ciclos de
96°C —20s/60°C—-30s/72°C -3 min e 1 ciclo final de 15°C por 15 min.

Eletroforese: Cinco microlitros de cada produto de PCR foram misturados
com 5 pL do tampéo de carregamento (50 mM TRIS pH 7,6; 45 mM EDTA; 0,5%
SDS; 0,1% azul de bromofenol; 40% sacarose) para realizacdo da eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. A corrida eletroforética foi
conduzida em tampao TBE (90 mM TRIS-borato; 2 mM EDTA pH 8.0) e ao término

da mesma procedeu-se a fotodocumentacao.

Analise e interpretacdo dos resultados: analise dos resultados foi
realizada apds confirmacdo da auséncia de bandas na cavidade referente ao
controle negativo e presenca da banda controle interno em todas as demais
cavidades do gel que ndo apresentem banda especifica para um SNP. Resultado
positivo foi caracterizado pela presenca de uma banda adicional ao controle interno,
referente a identificacdo de um dos SNPs cujos tamanhos de fragmentos esperados
estdo na tabela 3. A presenca ou auséncia de banda especifica para cada SNP
avaliado pelo kit Gamma-Type™ permitiu determinar o perfil do paciente e de seu
doador, e mediante a comparacao destes perfis pode-se determinar se havia ou néo
compatibilidade entre os pares. Foram considerados compativeis 0s pares
receptor/doador que apresentaram reacdes positivas ou negativas para 0S mesmos
SNPs (figura 5), e incompativeis 0s que apresentaram um ou mais resultados

distintos entre os 23 SNPs analisados (Figura 6).



TABELA 3 - TAMANHO DOS PRODUTOS DA PCR DE CADA SNPS DOS GENES C4A E

C4B CONTEMPLADOS NO KIT GAMMA TYPE™

Identificacdo dos SNPs

Tamanho do fragmento

Tamanho do fragmento do

amplificado controle interno
47.1 AH/ C9796 =~ 180 bp = 450 bp
57.1 AH/T9763 =~ 350 bp = 450 bp
65.1 AH/ T17316 =~ 350 bp = 450 bp
42.1 AH / C16954 =~ 250 bp = 450 bp
54.1 AH/T9881 = 250 bp = 450 bp
44.2 AH/ G12071 ~ 250 bp ~ 450 bp
8.1 AH/ A12658-A12837 = 300 bp = 450 bp
55.1 AH / A11483 ~ 200 bp = 450 bp
13.1 AH/ C10676 = 300 bp = 450 bp
Al12152 ~ 200 bp ~ 450 bp
A14831 =~ 250 bp = 450 bp
T19588 ~ 320 bp ~ 450 bp
C13193 ~ 250 bp ~ 450 bp
A13189 =~ 250 bp =~ 450 bp
T10289 ~ 200 bp ~ 450 bp
7.1 AH/ G15108 =~ 450 bp = 300 bp
62.1 AH / A11437 ~ 500 bp =~ 300 bp
44.4 AH / T10309 = 500 bp ~ 300 bp
T14563 ~ 500 bp ~ 300 bp
T14952 =~ 360 bp ~ 300 bp
G12749 ~ 500 bp ~ 300 bp
A20170 = 500 bp ~ 300 bp
T14757 ~ 350 bp ~ 300 bp

FONTE: Instrucdes de uso do kit Gamma-Type ™, versdo 1.0, 2012.
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FIGURA 5 - PERFIL DE SNPS (GAMMA-TYPE™) DE UM PAR RECEPTOR/DOADOR
COMPATIVEL.
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FIGURA 6 - PERFIL DE SNPS (GAMMA-TYPE™) DE UM PAR PACIENTE/DOADOR COM 7
INCOMPATIBILIDADES.
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4.4. TIPAGEM DE SNPS DOS GENES C4A E C4B POR SEQUENCIAMENTO DE
PROXIMA GERACAO (NEXT GENERATION SEQUENCING - NGS)

A tipagem dos SNPs dos genes C4A e C4B por sequenciamento de segunda
geracdo (NGS), utilizando reagentes para Gamma Block Specific Polymorphism
Typing (Conexio Genomics, Australia), iniciou com PCR multiplex de longa extenséo
para amplificar as regides alvo dos genes C4A e C4B, localizado na regidao gama do

MHC, as quais foram em seguida submetidas ao NGS.

PCR de longa extensdo: Cada amostra de DNA na concentracdo de 50
ng/ul foi submetida a amplificacdo para obtencédo de fragmentos dos genes C4A e
C4B utilizando mistura para PCR de longa extenséo fornecida no kit Gamma Block
Specific Polymorphism Typing (Conexio Genomics, Australia). A PCR foi realizada
conforme o seguinte programa: 1 ciclo a 95°C / 10 min, 30 ciclos de 96°C — 20 s /
60°C — 30 s / 72°C — 5 min, 72°C — 10 min e 15°C — 15 min. A confirmacdo da
amplificacéo foi realizada por eletroforese gel de agarose 1% onde os fragmentos
com tamanhos de ~1,5 kb, ~2,6 kb, ~2,8 kb e ~5,5 kb foram visualizados.

Purificacdo dos produtos da PCR de longa extensdo: A purificacdo dos
produtos de PCR foi realizada com o reagente Agentcourt® AMPure® XP (Beckman
Coulter, USA) conforme instrucBes do fabricante. Este método utiliza microesferas
paramagnéticas como fase sélida para a recuperacdo de fragmentos de DNA
amplificado livres de interferentes, tais como sobras de primers, nucleotideos, sais e
enzimas. Apos a purificacdo os produtos de PCR foram quantificados no fluorémetro
Qubit™ 3 (Thermo Fischer Scientific, USA) seguindo o protocolo do fabricante. Este
procedimento foi realizado para garantir que 1 ng de DNA total fosse utilizado na

construcdo das bibliotecas de DNA.

Preparo das bibliotecas de DNA: A construcdo das bibliotecas de DNA
para o sequenciamento e leitura no equipamento MiSeq® (illumina, USA) foi
realizada com o conjunto de reagentes Nextera XT DNA Library Preparation Kit (FC-
131-1096, illumina, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Durante a
etapa de purificacdo do protocolo Nextera® XT, foram utilizados os volumes de

AMPure® XP recomendados para obter fragmentos de tamanho >500 pares de



37

bases. A seguir as amostras eram carregadas no cartucho de reagentes MiSeq®

Reagent Kit v3 (MS-103-3003, ilumina, USA) e seguiam para o sequenciamento.

Andlise de dados: Os dados obtidos pelo sequenciador MiSeq® foram
analisados com o software Assign™ MPS (Conexio Genomics, Austrélia) utilizando a
sequéncia genémica NG_011638.1 para identificacdo dos mesmos polimorfismos
especificos dos genes C4A e C4B do sistema complemento identificados pelo
conjunto de reagentes Gamma-Type™ (Conexio Genomics, Freemantle, Australia) e

descritos na tabela 2.

4.5. ANALISE IN SILICO DOS SNPS DOS GENES C4A E C4B

A andlise in silico dos 23 SNPs investigados no presente estudo foi realizada
com auxilio dos programas Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) e
SIFT (http://sift.jcvi.org/). O Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) é uma
ferramenta que prediz o possivel impacto de substituicbes de aminoacidos sobre a
estrutura e funcdo de proteinas humanas com base em consideracdes diretas
obtidas de comparag0es fisicas e evolucionéarias. O programa SIFT (Sort Intolerant
from Tolerant) é uma ferramenta baseada na homologia de sequéncias que separa
substituicbes de aminoacidos toleraveis das intoleraveis, e prediz se uma
substituicdo de aminoacido ter4 um efeito fenotipico. Esta ferramenta é baseada na
premissa que a evolucdo de uma proteina esta correlacionada com sua funcdo. As
posicOes importantes para a fungcdo devem ser conservadas num alinhamento da
familia da proteina, enquanto posi¢cées nao importantes devem mostrar diversidade

no alinhamento (sequéncias coletadas por meio do PSI-BLAST).

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de variaveis quantitativas foram descritos por médias, desvios
padrdes, medianas, valores minimos e valores maximos. Para variaveis categéricas
foram apresentadas frequéncias e percentuais. Para avaliar a associacdo de
variaveis clinicas e de variaveis relacionadas aos SNPs com o desfecho de 6bito,
foram ajustados modelos de Regressao de Cox e estimados os valores de razéo de

riscos (hazard ratio) com intervalos de confianga de 95%. Nesses modelos, a


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift.jcvi.org/
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ocorréncia de DECH aguda e DECH crénica foram consideradas variaveis tempo-
dependentes. Para as analises da associacdo de variaveis clinicas e de variaveis
relativas aos SNPs com os desfechos DECH aguda e DECH crbnica, foram
ajustados modelos de Fine e Gray. Neste caso, a medida de associacdo estimada
foi a razdo de risco da subdistribuicdo (subdistribution hazard ratio). Para a analise
de fatores associados aos desfechos de interesse, inicialmente foi realizada a
analise univariada considerando-se cada uma das variaveis clinicas: idade e sexo do
paciente, CMV, diagnostico (doencas malignas ou ndao malignas), fonte de células
(medula 6ssea ou sangue periférico), condicionamento (mieloablativo, intensidade
reduzida, ou ndo mieloablativo), imunoprofilaxia, niumero de células infundidas e
cada uma das variaveis relativas aos SNPs: compatibilidade para todos os SNPs ou
incompatibilidade para pelo menos um dos SNPs e compatibilidade (sim ou nao)
para 0os SNPs que apresentaram pelo menos 10 pares receptor/doador com
incompatibilidade. A seguir foram ajustados modelos multivariados para cada
variavel relativa aos SNPs incluindo-se como co-variaveis aquelas variaveis clinicas
gue apresentaram significancia na analise univariada. O nivel de significancia
considerado foi p<0,05, exceto nas analises do efeito individual dos SNPs
analisados nos genes C4A e C4B onde foi aplicada a correcdo de Bonferroni. Para
estas, foram considerados com significancia estatistica os valores de p<0,002. Os
dados foram analisados com o programa computacional Stata v.14.1(StataCorp LP,
USA).
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5. RESULTADOS

5.1. TIPAGEM HLA-DPB1 DE ALTA RESOLUCAO

Os resultados das tipificagcbes HLA-DPB1 mostraram que em 35 (14,7%) dos
238 pares receptor/doador HLA-A, -B, -C, -DRB1 e -DQB1 idénticos eram também
compativeis para o gene DPB1 (12/12); 99 (41,6%) apresentavam uma ou duas
incompatibilidades DPB1 permissiveis (11/12 ou 10/12), e 80 (43,7%) mostraram
uma ou duas incompatibilidades nao-permissiveis (11/12 ou 10/12). Os resultados
das tipagens moleculares HLA de alta resolucdo da amostra total estdo demostrados
no apéndice 1. A ferramenta online “DPB1 T-Cell Epitope Algorithm” versao 2.0,
disponivel no site: http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/dpb_v2.html, foi utilizada para
identificar quais incompatibilidades HLA-DPB1 eram permissiveis ou néo
permissiveis. Os critérios de permissividade das incompatibilidades DPB1 sao
baseados nos epitopos das moléculas DP alogénicas reconhecidos pelo receptor
dos linfécitos T, conforme algoritmo desenvolvido pelo grupo de Katharina
Fleischhauer (FLEISCHHAUER et al. 2012; SHAW et al. 2013; CRIVELLO et al.
2015).

A investigacdo do impacto de incompatibilidade DPB1 sobre os resultados
dos transplantes de células tronco hematopoiéticas foi realizada comparando-se os
desfechos mortalidade, DECHa e DECHc entre dois grupos (tabelas 4, 5, e 6): o
primeiro foi constituido de pares receptor/doador DP compativeis associados
agueles com incompatibilidades DPB1 permissiveis totalizando 134 pares (56,3%), e
0 segundo grupo incluiu somente os 104 (43,7%) pares receptor/doador com

incompatibilidades DPB1 ndo permissiveis.

TABELA 4 - MORTALIDADE POS-TCTH NAS SUBAMOSTRAS ESTRATIFICADAS CONFORME O
ESTADO DE COMPATIBILIDADE DPB1 ENTRE RECEPTOR E DOADOR

VARIAVEL? N (238) OBITOS (%) pb RRP IC 95%P
HLA-DPc+DPp (ref) 134 42 (31,3%)
HLA-DPnp 104 39 (37,5%) 0,321 1,25  0,81-1,93

a. HLA-DPc+DPp = Pacientes transplantados com doadores ndo aparentados HLA 10/10 com compatibilidade
DPB1 ou com incompatibilidade DPB1 permissivel. HLA-DPnp = Pacientes transplantados com doadores
ndo aparentados HLA 10/10 com incompatibilidade DPB1 n&o permissivel;

b. Modelo de regressdo de Cox, p<0,05; RR = razdo de riscos; IC = intervalo de confianca.


http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/dpb_v2.html
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TABELA 5 - DECH AGUDA POS-TCTH NAS SUBAMOSTRAS ESTRATIFICADAS CONFORME O
ESTADO DE COMPATIBILIDADE DPB1 ENTRE RECEPTOR E DOADOR

VARIAVEL? N (238) DECHa (%) pb RRSP IC 95%"
HLA-DPc+DPp (ref) 134 54 (40,3%)
HLA-DPnp 104 37 (35,6%) 0,494 0,86 0,56 —1,32

a. HLA-DPc+DPp = Pacientes transplantados com doadores ndo aparentados com compatibilidade DPB1 ou
com incompatibilidade DPB1 permissivel. HLA-DPnp = Pacientes transplantados com doadores néo
aparentados com incompatibilidade DPB1 ndo permissivel.

b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razéo de riscos da subdistribuicdo; IC = intervalo de confianca.

TABELA 6 - DECH CRONICA POS-TCTH NAS SUBAMOSTRAS ESTRATIFICADAS CONFORME O
ESTADO DE COMPATIBILIDADE DPB1 ENTRE RECEPTOR E DOADOR

VARIAVEL? N (238)  DECHc (%) pb RRSP IC 95%"
HLA-DPc+DPp (ref) 134 37 (27,6%)
HLA-DPnp 104 23 (22,1%) 0,250 0,729 0,43-1,25

a. HLA-DPc+DPp = Pacientes transplantados com doadores néo aparentados HLA 10/10 com compatibilidade
DPB1 ou com incompatibilidade DPB1 permissivel. HLA-DPnp = Pacientes transplantados com doadores
ndo aparentados HLA 10/10 com incompatibilidade DPB1 n&o permissivel.

b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razdo de riscos da subdistribui¢éo; IC = intervalo de confianca.

5.2. TIPAGEM DOS 23 SNPS DOS GENES C4A E C4B

Os 238 pares de pacientes e seus doadores de medula éssea foram tipados
para 23 SNPs dos genes C4A e C4B, sendo 129 (54,2%) por PCR-SSP e 109
(43,7%) por NGS conforme descrito em métodos (itens 4.3 e 4.4).

Os resultados da tipagem destes SNPs dos pacientes e seus doadores néo
aparentados HLA 10/10 mostrou que 136 (57,1%) dos pares eram compativeis para
os polimorfismos analisados e 102 (42,9%) apresentavam pelo menos uma
incompatibilidade. Os dados detalhados da tipagem dos 238 pares receptor/doador
estao descritos no apéndice 2.

Foram considerados compativeis os pares com nenhuma incompatibilidade
nos 23 SNPs (ver tabela 2 em métodos), e incompativeis aqueles que apresentaram
pelo menos uma incompatibilidade sendo que o nimero de incompatibilidades variou
de 1 a 7. A tabela 7 mostra a distribuicdo das incompatibilidades dos SNPs na
amostra total (n= 238).
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TABELA 7 - NUMERO DE INCOMPATIBILIDADES NOS SNPS DOS GENES C4A EC4B NOS 238

PARES RECEPTOR/DOADOR

N° SNPS INCOMPATIVEIS N %
0 136 57,1

1 34 14,3

2 22 9,2

3 16 6,7

4 14 59

5 10 4,2

6 3 1,3

7 3 1,3

Total 238 100

As frequéncias genotipicas e alélicas dos 23 SNPs C4A e C4B foram

determinadas com base nos resultados dos 109 doadores de células-tronco

hematopoiéticas incluidos neste estudo, e que foram tipificados pelo método de NGS

(Tabelas 8 € 9).
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TABELA 8 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE SNPS DOS GENES C4A E C4B NOS DOADORES
NAO APARENTADOS

. N° DOADORES FREQUENCIAS
SNP GENOTIPO N = 109 GEN(?TI'PICAS %
cc 106 97,2
9763 TT 0 0,0
TC 3 2,8
cc 109 100,0
9881 TT 0 0,0
CT 0 0,0
AA 109 100,0
9796 cc 0 0,0
AC 0 0,0
GG 109 100,0
10289 TT 0 0,0
GT 0 0,0
cC 108 99,1
10309 TT 0 0,0
TC 1 0,9
TT 109 100,0
10676 cc 0 0,0
CT 0 0,0
cc 106 97,2
11437 AA 0 0,0
CA 3 2,8
GG 109 100,0
11483 AA 0 0,0
GA 0 0,0
AA 88 80,7
12071 GG 0 0,0
AG 21 19,3
GG 65 59,6
12152 AA 0 0,0
GA 44 40,4
GG 78 71,6
12568 AA 0 0,0
GA 31 28,4
GG 7 6,4
12749 AA 8 7,3
GA 94 86,2
cC 15 13,8
12837 TT 7 6,4
cT 87 79,8
GG 109 100,0
13189 AA 0 0,0
GA 0 0,0
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. N° DOADORES FREQUENCIAS
SNP GENOTIPO N =109 GENgTiPICAS %
CcC 88 80,7
13193 TT 1 0,9
TC 20 18,3
CcC 108 100,0
14563* DEL 0 0,0
C/DEL 0 0,0
CcC 109 100,0
14757 TT 0 0,0
CT 0 0,0
GG 60 55,0
14831 AA 0 0,0
GA 49 45,0
GG 89 81,7
14952 TT 0 0,0
GT 20 18,3
TT 109 100,0
15108 GG 0 0,0
TG 0 0,0
GG 109 100,0
16954 CcC 0 0,0
GG 0 0,0
CcC 93 85,3
17316 TT 0 0,0
CT 16 14,7
CcC 25 22,9
19588 TT 31 28,4
CT 53 48,6
AA 9 8,3
20170 GG 52 47,7
AG 48 44,0

*O total de individuos avaliados para o0 SNP 14563 foi de 108.
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TABELA 9 - FREQUENCIAS ALELICAS DE SNPS DOS GENES C4A E C4B NOS DOADORES NAO

APARENTADOS
~ FREQUENCIAS
SNP ALELO (N=109) ALELICAS %
c 98,6
9763
T 1,4
C 100,0
9881
. 0,0
A 100,0
9796
c 0,0
G 100,0
10289
T 0,0
c 99,5
10309
T 0,5
- 100,0
10676
c 0,0
c 98,6
11437
A 1,4
G 100,0
11483
A 0,0
A 90,4
12071
G 9,6
G 79,8
12152
A 20,2
G 85,8
12568
A 14,2
G 49,5
12749
A 50,5
c 53,7
12837
T 46,3
G 100,0
13189
A 0,0
c 89,9
13193
T 10,1
c 100,0
14563*
DEL 0,0
c 100,0
14757
. 0,0
G 77,5
14831
A 22,5
G 90,8
14952
T 9,2
T 100,0
15108
G 0,0
G 100,0
16954
c 0,0
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~ FREQUENCIAS
SNP ALELO (N=109) ALELICAS %

c 92,7
17316

T 7,3

c 47,2
19588

. 52,8

A 30,3
20170

G 69,7

*O total de individuos avaliados para 0 SNP 14563 foi de 108.

5.2.1. EFEITO DA INCOMPATIBILIDADE DOS GENES C4A E C4B ENTRE
PACIENTE E DOADOR SOBRE A MORTALIDADE POS-TCTH

Os resultados das analises univariadas ndo mostraram associacdo entre
incompatibilidades dos SNPs dos genes C4A e C4B e mortalidade pés-transplante
na amostra total, nos grupos de pacientes subdivididos de acordo com o diagndstico
de doenca maligna ou ndo maligna ou estratificados conforme a permissividade da
incompatibilidade DPB1 (Tabelas 10, 11, 12 e 13).

A influéncia de um possivel efeito aditivo das incompatibilidades dos SNPs
C4A/C4B sobre a mortalidade apés o TCTH foi também avaliada. O numero de
incompatibilidades entre os pares receptor (R) e doador (D) variou de um a sete
(Tabela 10) e analises foram realizadas comparando-se trés grupos: pares R/D
compativeis para os 23 SNPs C4A e C4B, pares R/D com 1 a 3 incompatibilidades e
pares R/D com mais de 3 incompatibilidades. Ndo houve associacdo entre nimero
de SNPs incompativeis e mortalidade na amostra total (Tabela 14) e tampouco nas
subamostras de doencas malignas e ndo malignas (dados ndo demonstrados).

TABELA 10 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E MORTALIDADE POS-TCTH NA AMOSTRA TOTAL?

VARIAVELP N (238)  OBITOS (%) VALOR DE P¢ RR® IC 95%°

Compatibilidade de SNPs o
nos genes C4A e C4B 136 49 (36,0%)
Incompatibilidade de SNPs

0 -
nos genes CAA e C4B 102 32 (31,4%) 0,714 0,92 0,59-1,44

a. n=238 pares receptor/doador HLA-A, B, C, DRB1 e DQBL1 idénticos;

b. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A E C4B diferentes

c. Modelo de regresséo de Cox, p<0,05; RR = razdo de riscos; IC = intervalo de confianca.
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TABELA 11 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E MORTALIDADE POS-TCTH NA AMOSTRA DE PACIENTES COM
DOENCAS MALIGNAS

VARIAVEL? N (124) OBITOS (%) VALOR DE PP RRP IC 95%°
Compatibilidade de SNPs

nos genes C4A e C4B 70 30 (42,9%)

Incompatibilidade de SNPs 54 22 (40,7%) 0,879 1,04 0,60 — 1,81

nos genes C4A e C4B

a. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A E C4B diferentes
b. Modelo de regressdo de Cox, p<0,05; RR = razéo de riscos; IC = intervalo de confianca

TABELA 12 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E MORTALIDADE POS-TCTH NA AMOSTRA DE PACIENTES COM
DOENCAS NAO MALIGNAS

VARIAVEL? N(114) OBITOS (%)  VALOR DE PP RRP IC 959"

Compatibilidade de SNPs

0,
nos genes C4A e C4B 66 19 (28,8%)
Incompatibilidade de SNPs

0, —_
nos genes CA4A e C4B 48 10 (20,8%) 0,431 0,73 0,34 -1,58

a. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A E C4B diferentes

b. Modelo de regresséo de Cox, p<0,05; RR = raz&o de riscos; IC = intervalo de confianca

TABELA 13 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E MORTALIDADE POS-TCTH EM SUBAMOSTRAS ESTRATIFICADAS
CONFORME COMPATIBILIDADE DPB1

Compatibilidade = Compatibilidade nos OBITOS VALOR b onb
DPB1 SNPs dos genes C42 N (238) (%) DE P RR IC 95%

Compativeis 77 23 (29,9%)

HLA-DPc+DPp® o
Incompativeis 57 19 (33,3%) 0,544 1,21 0,66-2,22
Compativeis 59 26 (44,1%)

HLA-DPnp® o
Incompativeis 45 13 (28,9%) 0,260 0,68 0,35-1,33

a. Compatibilidade significa que os 23 SNPs dos genes C4A e C4B séo idénticos; incompatibilidade significa
gue 1 ou mais dos 23 SNPs dos genes C4A e C4B sdo diferentes.

b. Modelo de regresséo de Cox, p<0,05; RR =razao de riscos; IC = intervalo de confiancga.

c. HLA-DPc+DPp = Pacientes transplantados com doadores ndo aparentados apresentando compatibilidade
DPB1 ou incompatibilidade DPB1 permissivel. HLA-DPnp = Pacientes transplantados com doadores néo
aparentados apresentando incompatibilidade DPB1 ndo permissivel.
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TABELA 14 - SNPS DOS GENES C4A E C4B E MORTALIDADE POS-TCTH NA AMOSTRA
ESTRATIFICADA CONFORME NUMERO DE INCOMPATIBILIDADES ENTRE
RECEPTOR E DOADOR

VARIAVEL? N (238) OBITOS (%) VALOR DE P RRP IC 95%"
Compatibilidade de SNPs
nos genes C4A e C4B 136 49 (36,0%)
1-3 Incompatibilidades de
SNPs C4A e C4B 72 21 (29,2%) 0,506 0,84 0,50-1,40
>3 Incompatibilidades de 30 11 (36,7%) 0,728 1,12  0,58-2,16

SNPs C4A e C4B

a. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A E C4B diferentes
b. Modelo de regresséo de Cox, p<0,05; RR = raz&o de riscos; IC = intervalo de confian¢a

A andlise multivariada na amostra total (n = 238) também ndo mostrou
associacdo com mortalidade (RR 0,95; p = 0,812), e foi realizada por um modelo de
Regressdo de Cox que incluiu como variaveis de controle a idade na época do
transplante e o diagnostico de doenca maligna ou ndo maligna. As analises
univariadas que investigaram a possivel influéncia dos dados clinicos e dos

demograficos sobre a mortalidade estdo descritas no apéndice 3.

5.2.2. EFEITO DE INCOMPATIBILIDADES DOS GENES C4A E C4B ENTRE
PACIENTE E DOADOR SOBRE A DECH AGUDA

A investigacdo da influéncia de incompatibilidades nos SNPs dos genes C4A
e C4B no desenvolvimento da DECH aguda pela analise univariada ndo mostrou
associagdo com a manifestacdo desta doenca quando avaliadas na amostra total
(Tabela 15). Também ndo foi observada associagcdo nas andlises dos grupos
constituidos apenas de doencas malignas ou de ndo malignas, e nas subamostras
estratificadas conforme as incompatibilidades DPB1 fossem compativeis ou
permissiveis versus as nao permissiveis (Tabelas 16, 17 e 18).

O possivel efeito aditivo das incompatibilidades dos SNPs C4A/C4B sobre o
manifestacdo da DECH aguda também foi investigado. Porém, a andlise univariada
Nao mostrou associacdo nos pares R/D compativeis para os 23 SNPs, nos pares
com 1 a 3 incompatibilidades e naqueles com mais de 3 incompatibilidades sobre o
desenvolvimento da DECH aguda (Tabela 19). Esta auséncia de associagdo
também foi verificada nas amostras de pacientes com diagnostico de doencgas

malighas e ndo malignas quando analisadas isoladamente (dados ndo mostrados).
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A andlise multivariada também mostrou a auséncia de associacdo (RRS =
0,97; p = 0,901) de incompatibilidades nos SNPs C4A e C4B entre paciente e doador
sobre a ocorréncia de DECH aguda na amostra total.

Todos os tipos de analise utilizaram um modelo de Fine e Gray. A idade na
época do transplante e o tipo de diagndstico (doenca maligna ou ndo maligna) foram
utilizados como variaveis de controle e o 06bito foi considerado risco competitivo. No
apéndice 3 esta a tabela contendo os resultados das analises univariadas que
investigaram o possivel efeito dos dados clinicos e demograficos sobre a ocorréncia
da DECH aguda.

Os pacientes que desenvolveram a forma aguda da DECH foram também
investigados quanto ao impacto de incompatibilidades dos SNPs dos genes C4A e
C4B na intensidade de manifestacdo desta doenca. Os resultados ndo mostraram
associagcfOes estatisticamente significantes entre a presenca de uma ou mais
incompatibilidades nos 23 SNPs estudados e a manifestacdo da DECH dos graus II,
e IV (p = 0,806). Quando o grupo de pacientes com DECH graus | e Il foi
comparado ao grupo com DECH graus lll e IV (p = 0,126) também nao houve
associacado. Nao foram identificadas associagdes entre incompatibilidades em SNPs
dos genes C4A e C4B e DECH graus II-IV (p = 0,455) e llI-IV (p = 0,822) em
pacientes com doencas malignas ou DECH graus II-IV (p = 1) e llI-IV (p = 0,198) em

pacientes com diagnostico de doencas ndo malignas.

TABELA 15 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E DECH AGUDA POS-TCTH NA AMOSTRA TOTAL?

VARIAVEL® N (238) DECHa (%) VALOR DE P¢ RRS¢ IC 95%°
Compatibilidade de SNPs o

nos genes C4A e C4B 136 54 (39.7%)

Incompatibilidade de SNPs 102 37 (36,3%) 0,948 099 064—152

nos genes C4A e C4B

a. n=238 pares receptor/doador HLA-A, B, C, DRB1 e DQBL1 idénticos

b. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A e C4B diferentes.

c. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razdo de riscos da subdistribui¢édo; IC=intervalo de confianca
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TABELA 16 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E DECH AGUDA POS-TCTH NA AMOSTRA DE PACIENTES COM
DOENCAS MALIGNAS

VARIAVEL? N (124) DECHa (%) VALOR DE PP RRSP IC 95%°
Compatibilidade de SNPs

nos genes C4A e C4B 70 33 (47.1%)

Incompatibilidade de SNPs 54 23 (42,6%) 0,96 0,98 056 — 1.72

nos genes C4A e C4B

a. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A E C4B diferentes
b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razao de riscos da subdistribui¢cdo; IC = intervalo de confianca

TABELA 17 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E DECH AGUDA POS-TCTH NA AMOSTRA DE PACIENTES COM
DOENGCAS NAO MALIGNAS

VARIAVEL? N (114) DECHa (%) VALOR DE PP RRSP IC 95%"
Compatibilidade de SNPs o

nos genes C4A e C4B 66 21 (31,8%)

Incompatibilidade de SNPs 48 14 (29,2%) 0.95 0.98 0,50 — 1,93

nos genes C4A e C4B

a. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A E C4B diferentes
b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razao de riscos da subdistribuicdo; IC = intervalo de confianca

TABELA 18 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E DECH AGUDA POS-TCTH EM SUBAMOSTRAS ESTRATIFICADAS
CONFORME COMPATIBILIDADE DPB1

Compatibilidade = Compatibilidade nos o VALOR b osb
DPB1 SNPs dos genes C42 N (238) DECHa (%) DE PP RRS IC 95%

Compativeis 77 32 (41,6%)

HLA-DPc+DPp° .
Incompativeis 57 22 (38,6%) 0,922 1,03 0,59-1,80
Compativeis 59 22 (37,3%)

HLA-DPnp® o
Incompativeis 45 15 (33,3%) 0,860 0,94 0,48-1,86

a. Compatibilidade significa que os 23 SNPs dos genes C4A e C4B séo idénticos; incompatibilidade significa
gue 1 ou mais dos 23 SNPs dos genes C4A e C4B sao diferentes.

b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razao de riscos da subdistribuicdo; IC = intervalo de confianca.

c. HLA-DPc+DPp = Pacientes transplantados com doadores nao aparentados apresentando compatibilidade
DPB1 ou incompatibilidade DPB1 permissivel. HLA-DPnp = Pacientes transplantados com doadores néo
aparentados apresentando incompatibilidade DPB1 ndo permissivel.
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TABELA 19 - SNPS DOS GENES C4A E C4B E DECH AGUDA POS-TCTH NA AMOSTRA
ESTRATIFICADA CONFORME NUMERO DE INCOMPATIBILIDADES ENTRE
RECEPTOR E DOADOR

VARIAVEL? N (238) DECHa (%) VALOR DE P® RRSP IC 95%"
Compatibilidade de SNPs o
nos genes C4A e C4B 136 54 (39.7%)
1-3 Incompatibilidades de
SNPs CAA e C4B 72 24 (33,3%) 0,80 0,939 0,57-154
>3 Incompatibilidades de 30 13 (43,3%) 0,74 1,118 0,58-2,14

SNPs C4A e C4B

a. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A E C4B diferentes
b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razao de riscos da subdistribui¢cdo; IC = intervalo de confianca.

5.2.3. EFEITO DE INCOMPATIBILIDADES DOS GENES C4A E C4B ENTRE
PACIENTE E DOADOR SOBRE A DECH CRONICA

Os resultados da analise da amostra total ndo mostraram associacdo entre
incompatibilidades nos SNPs dos genes C4A e C4B e o desenvolvimento da DECH
cronica apds o transplante (Tabela 20). Também nédo foi evidenciada associacao
destes SNPs com DECH cronica nos grupos de pacientes subdivididos de acordo
com o diagndéstico de doenca maligna ou ndo maligna, e nos grupos estratificados
conforme a permissividade das incompatibilidades DPB1 (Tabelas 21, 22 e 23). Esta
analise levou em consideracéo o 6bito como risco competitivo.

A auséncia de associacdo com DECH crénica também foi observada nas
analises isoladas dos pares R/D compativeis para os 23 SNPs, nos pares com 1 a 3
incompatibilidades e naqueles com mais de 3 incompatibilidades (Tabela 24). Esta
mesma avaliacao foi realizada no grupos de pacientes com diagndstico de doencas
malignas e nao malignas separadamente e ndo foi verificada associacao
estatisticamente significante com a manifestacdo da DECH cronica (dados néo
mostrados).

N&o foi realizada analise multivariada porque as variaveis dos periodos pré-
e pos-transplante, que poderiam ser fatores de interferéncia, ndo se mostraram
associadas a forma crénica da DECH. As analises univariadas que investigaram a
possivel influéncia dos dados clinicos e dos demograficos sobre a ocorréncia da
DECH cronica estéo descritas no apéndice 3.
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TABELA 20 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E DECH CRONICA POS-TCTH NA AMOSTRA TOTAL?

VARIAVEL® N (238) DECHc (%) VALOR DE P¢  RRS® IC 95%°
Compatibilidade de SNPs o

nos genes C4A e C4B 136 30 (22,1%)

Incompatibilidade de SNPs 102 30 (29,4%) 0.250 136 081230

nos genes C4A e C4B

a. n=238 pares receptor/doador HLA-A, B, C, DRB1 e DQBL1 idénticos

b. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais
dos 23 SNPs dos genes C4A e C4B diferentes.

c. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razao de riscos da subdistribui¢do; IC = intervalo de confianca.

TABELA 21 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E DECH CRONICA POS-TCTH NA AMOSTRA DE PACIENTES COM
DOENCAS MALIGNAS

VARIAVEL? N (124) DECHCc (%) VALOR DE P RRS”  IC 95%"
Compatibilidade de SNPs o

nos genes C4A e C4B 70 14 (20,0%)

Incompatibilidade de SNPs 54 16 (29,6%) 0.45 134 0,62 —2.90

nos genes C4A e C4B

a. Compatibilidade significa 23 SNPs dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A E C4B diferentes
b. Modelo de regresséo de Cox, p<0,05; RRS = razéo de riscos da subdistribuicdo; IC = intervalo de confianca.

TABELA 22 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E DECH CRONICA POS-TCTH NA AMOSTRA DE PACIENTES COM
DOENCAS NAO MALIGNAS

VARIAVEL? N (114) DECHCc (%) VALOR DE PP RRSP IC 95%°
Compatibilidade de SNPS o

nos genes C4A e C4B 66 16 (24,2%)

Incompatibilidade de SNPS 48 14 (29,2%) 0.44 133 065-271

nos genes C4A e C4B

a. Compatibilidade significa 23 snps dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A e C4B diferentes
b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razao de riscos da subdistribui¢cdo; IC = intervalo de confianca.
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TABELA 23 - INCOMPATIBILIDADES ENTRE PACIENTE E DOADOR NOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B E DECH CRONICA POS-TCTH EM SUBAMOSTRAS ESTRATIFICADAS
CONFORME COMPATIBILIDADE DPB1

Compatibilidade nos

Com‘Ef‘Ft,'g'i'dade SNPs dos genes C4A N (238)  DECHc (%) V[;*EL%EQ RRS®  IC 95%"
e C4B?
Compativeis 77 18 (23,4%)
HLA-DPc+DPp° o
Incompativeis 57 19 (33,3%) 0,168 1,59 0,82-3,09
Compativeis 59 12 (20,3%)
HLA-DPnp® o
Incompativeis 45 11 (24,4%) 0,855 1,08 0,46 -2,54

a. Compatibilidade significa que os 23 SNPs dos genes C4A e C4B sdo idénticos; incompatibilidade significa
gue 1 ou mais dos 23 SNPs dos genes C4A e C4B sao diferentes.

b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razao de riscos da subdistribuicdo; IC = intervalo de confianca.

c. HLA-DPc+DPp = Pacientes transplantados com doadores ndo aparentados com compatibilidade DPB1 ou
com incompatibilidade DPB1 permissivel. HLA-DPnp = Pacientes transplantados com doadores nao
aparentados com incompatibilidade DPB1 néo permissivel.

TABELA 24 - SNPS DOS GENES C4A E C4B E DECH CRONICA POS-TCTH NA AMOSTRA
ESTRATIFICADA CONFORME NUMERO DE INCOMPATIBILIDADES ENTRE
RECEPTOR E DOADOR

VARIAVEL? N (238) DECHc (%) VALOR DE PP RRSP IC 95%°
Compatibilidade de SNPs o
nos genes C4A e C4B 136 30(22,1%)
1-3 Incompatibilidades de
SNPs CAA e C4B 72 20(27,8%) 0,48 1,24 0,69-2,24
>3 Incompatibilidades de 30 10 (33,3%) 0,22 1,60 0,76-3,36

SNPs C4A e C4B

a. Compatibilidade significa 23 snps dos genes C4A e C4B idénticos; incompatibilidade significa 1 ou mais dos
23 SNPs dos genes C4A e C4B diferentes.
b. Modelo de Fine e Gray, p<0,05; RRS = razdo de riscos da subdistribui¢édo; IC = intervalo de confianga .

5.3. EFEITO INDIVIDUAL DE SNPS DOS GENES C4A E C4B NA EVOLUCAO DO
TCTH

A investigacdo do impacto isolado dos polimorfismos dos genes C4A e C4B
sobre os desfechos clinicos p6s-TCTH foi conduzida em 12 dos 23 SNPs. Foram
selecionados os que eram incompativeis em pelo menos 10 pares receptor/doador
(Tabela 25) a fim de permitir a aplicacdo de teste estatistico para a verificacdo de

seus efeitos sobre a mortalidade e a DECH.
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TABELA 25 - ESTADO DA COMPATIBILIDADE NOS 23 SNPS DOS GENES C4A E C4B NOS 238

PARES RECEPTOR/DOADOR

B COMPATIVEIS INCOMPATIVEIS
IDENTIFICAGAO DO SNP
N % N %
A20170* 199 83,6 39 16,4
A14831* 208 87,4 30 12,6
A12152* 211 88,7 27 11,3
T9881* 215 90,3 23 9,7
T14952* 217 91,2 21 8,8
T14757* 219 92 19 8
G12071* 220 92,4 18 7,6
T14563* 220 92,4 18 7,6
T19588* 220 92,4 18 7,6
G12749* 224 94,1 14 5,9
G15108* 227 95,4 11 4,6
C13193* 228 95,8 10 4,2
T10289 233 97,9 5 2,1
T17316 233 97,9 5 2,1
A11437 234 98,3 4 1,7
A12568-A12837 235 98,7 3 1,3
T9763 236 99,2 2 0,8
C10676 236 99,2 2 0,8
T10309 237 99,6 1 0,4
A11483 237 99,6 1 0,4
C9796 238 100 0 0
A13189 238 100 0 0
C16954 238 100 0 0

*SNPs selecionados por apresentarem no minimo 10 pares receptor/doador incompativeis.

5.3.1. EFEITO INDIVIDUAL DE INCOMPATIBILIDADES DOS SNPS DOS GENES
C4A E C4B SOBRE A MORTALIDADE

Os resultados da andlise individual dos SNPs C4A e C4B por um modelo de

regressdo de Cox ndo mostraram associagdes entre incompatibilidades em qualquer
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destes 12 SNPs e mortalidade p6s-TCTH (Tabela 26). As analises multivariadas
também mostraram auséncia de associacdes estatisticamente significantes e
consideraram como variaveis de controle a idade na época do transplante e o tipo de

diagndstico (Figura 7).

RR=1

T14952+

G12749+ &

G12071

A12152+ &

A14831 &

T14757+ ——

T9881+ &

T19588 &

T14563+4 ——T1—

A20170+ i

G15108

C13193

FIGURA 7 — ANALISE MULTIVARIADA DO EFEITO INDIVIDUAL DE SNPS DOS GENES C4A E C4B NA
MORTALIDADE.
Modelo de Regressédo de Cox ajustado para idade na época do transplante e tipo de diagnostico
(doenca maligna ou ndo maligna); RR = raz&o de risco.

5.3.2. EFEITO INDIVIDUAL DE SNPS DOS GENES C4A E C4B NA DECH
AGUDA

O resultado da investigacdo de incompatibilidades dos SNPS dos genes
C4A e C4B entre receptores e doadores, usando um modelo de Fine e Gray,
mostrou que 11/12 SNPs nédo constituem fator de risco individual para o
desenvolvimento da DECH aguda. Apenas o alelo T14952 mostrou-se associado a
forma aguda desta doenca (RRS=1,96; IC 95% 1,03 — 3,74; p=0,04), porém esta
associacdo fraca ndo se manteve ap6s a correcdo de Bonferroni (Tabela 27). A
analise multivariada para cada um destes SNPS também ndo mostrou associacao
significante com desenvolvimento da DECHa (figura 8). A idade na época do
transplante e o tipo de diagnostico (doenca maligna ou ndo maligna) foram utilizados

como variaveis de controle e o 6bito considerado como risco competitivo.
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TABELA 26 - AVALIAGAO DO IMPACTO INDIVIDUAL DE SNPS DOS GENES C4A E C4B SOBRE A

MORTALIDADE

N° DE

IDENTIFICACAO ESTADO DA - 0 VALOR . ot

DO SNP COMPATIBILIDADE P'EF;IES OBITOS (%) DE P" RR IC 95%
Compativeis 217 71 (32,7%)

T14952
Incompativeis 21 10 (47,6%) 0,164 1,60 0,83-3,10
Compativeis 224 77 (34,4%)

G12749
Incompativeis 14 4 (28,6%) 0,909 1,06 0,39-2,90
Compativeis 220 78 (35,4%)

G12071
Incompativeis 18 3 (16,7%) 0,192 0,46 0,15-147
Compativeis 211 70 (33,2%)

Al12152
Incompativeis 27 11 (40,7%) 0,430 1,29 0,68-2,44
Compativeis 208 69 (33,2%)

A14831
Incompativeis 30 12 (40,0%) 0,408 1,30 0,70-2,39
Compativeis 219 76 (34,7%)

T14757
Incompativeis 19 5 (26,3%) 0,315 0,63 0,25-1,56
Compativeis 215 75 (34,9%)

T9881
Incompativeis 23 6 (26,1%) 0,681 0,84 0,37-1,93
Compativeis 220 74 (33,6%)

T19588
Incompativeis 18 7 (38,9%) 0,366 1,43 0,66-3,11
Compativeis 220 78 (35,4%)

T14563
Incompativeis 18 3 (16,7%) 0,173 045 0,14-1,42
Compativeis 199 66 (33,2%)

A20170
Incompativeis 39 15 (38,5%) 0,366 1,29 0,74-2,27
Compativeis 227 77 (33,9%)

G15108
Incompativeis 11 4 (36,4%) 0,865 0,92 0,33-2,51
Compativeis 228 77 (33,8%)

C13193
Incompativeis 10 4 (40,0%) 0,506 1,41 0,51-3,85

*Modelo de regressdo de Cox, p<0,002 (corrigido por Bonferroni, alfa/23); RR = raz&o de riscos; IC = intervalo

de confianca.
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FIGURA 8 - ANALISE MULTIVARIADA DO EFEITO INDIVIDUAL DE SNPS DOS GENES C4A E C4B SOBRE A
DECH AGUDA.
Modelo de Fine e Gray Cox ajustado para a idade na época do transplante e tipo de diagnostico
(doenga maligna ou ndo maligna); RRS = razao de risco da subdistribuigdo.

5.3.3. EFEITO INDIVIDUAL DE SNPS DOS GENES C4A E C4B NA DECH
CRONICA

Para verificar se incompatibilidades entre receptor/doador para cada um dos
12 SNPs apresentavam associacdo com o desenvolvimento da DECH cronica foi
aplicado um modelo de Fine e Gray. Somente incompatibilidade no SNP T14757
mostrou-se associada ao desenvolvimento da forma crénica da DECH (RRS=2,58;
IC 95% 1,20 — 5,55; p = 0,015), mas apds correcao de Bonferroni o resultado ndo se
manteve significante (Tabela 28). A andlise multivariada néo foi realizada porque as
variaveis pré- e pés-transplante avaliadas previamente como potenciais fatores de

risco nao apresentaram associacdo com DECH crénica.
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TABELA 27 - AVALIAGAO DO IMPACTO INDIVIDUAL DE SNPS DOS GENES C4A E C4B SOBRE A

DECH AGUDA
IDENTIFICA(;AO ESTADO DE N° DE VALOR
0 * 04"

DO SNP COMPATIBILIDADE PAF‘SDES DECH A (%) DE P’ RRS IC 95%
Compativeis 217 79 (36,4%)

T14952
Incompativeis 21 12 (57,1%) 0,040 1,96 1,03-3,74
Compativeis 224 87 (38,8%)

G12749
Incompativeis 14 4 (28,6%) 0,363 0,59 0,19-1,85
Compativeis 220 83 (37,7%)

G12071
Incompativeis 18 8 (44,4%) 0,656 1,19 0,56-254
Compativeis 211 86 (40,8%)

A12152
Incompativeis 27 5 (18,5%) 0,057 0,36 0,13-1,03
Compativeis 208 82 (39,4%)

A14831
Incompativeis 30 9 (30,0%) 0,317 0,69 0,34-1,42
Compativeis 219 85 (38,8%)

T14757
Incompativeis 19 6 (31,6%) 0,503 0,73 0,29-1,84
Compativeis 215 81 (37,7%)

T9881
Incompativeis 23 10 (43,5%) 0,479 1,30 0,63-2,67
Compativeis 220 82 (37,3%)

T19588
Incompativeis 18 9 (50,0%) 0,149 1,68 0,83-3,40
Compativeis 220 82 (37,3%)

T14563
Incompativeis 18 9 (50,0%) 0,264 153 0,73-3,23
Compativeis 199 74 (37,2%)

A20170
Incompativeis 39 17 (43,6%) 0,352 1,30 0,75-2,24
Compativeis 227 86 (37,9%)

G15108
Incompativeis 11 5 (45,5%) 0,687 1,25 0,42-3,67
Compativeis 228 85 (37,3%)

C13193
Incompativeis 10 6 (60,0%) 0,062 2,32 0,96-5,60

*Modelo de Fine e Gray, p<0,002 (corrigido por Bonferroni, alfa/23); RRS = razéo de riscos da subdistribuicéo;
IC = intervalo de confianca.
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TABELA 28 - AVALIACAO DO IMPACTO INDIVIDUAL DE SNPS DOS GENES C4A E C4B SOBRE A

DECH CRONICA

N° DE

IDENTIFICAGCAO ESTADO DE o VALOR . ot

DO SNP COMPATIBILIDADE PAF‘;:/QDES DECH C (%) DE P’ RRS IC 95%
Compativeis 217 52 (24,0%)

T14952
Incompativeis 21 8 (38,1%) 0,135 1,84 0,83-4,11
Compativeis 224 59 (26,3%)

G12749
Incompativeis 14 1(7,1%) 0,280 0,33 0,04-2,49
Compativeis 220 55 (25,0%)

G12071
Incompativeis 18 5 (27,8%) 0,649 1,23 0,50-3,05
Compativeis 211 52 (24,6%)

A12152
Incompativeis 27 8 (29,6%) 0,703 1,17 0,53-2,58
Compativeis 208 49 (23,6%)

A14831
Incompativeis 30 11 (36,7%) 0,050 1,92 1,00-3,68
Compativeis 219 51 (23,3%)

T14757
Incompativeis 19 9 (47,4%) 0,015 258 1,20-5,55
Compativeis 215 54 (25,1%)

T9881
Incompativeis 23 6 (26,1%) 0,551 1,30 0,55-3,03
Compativeis 220 55 (25,0%)

T19588
Incompativeis 18 5 (27,8%) 0,987 1,01 0,38-2,67
Compativeis 220 54 (24,6%)

T14563
Incompativeis 18 6 (33,3%) 0,554 1,34 0,51-3,56
Compativeis 199 46 (23,1%)

A20170
Incompativeis 39 14 (35,9%) 0,187 155 0,81-2,99
Compativeis 227 55 (24,2%)

G15108
Incompativeis 11 5 (45,5%) 0,102 2,32 0,85-6,35
Compativeis 228 57 (25,0%)

C13193
Incompativeis 10 3 (30,0% 0,899 1,09 0,31-3,82

*Modelo de Fine e Gray, p<0,002 (corrigido por Bonferroni, alfa/23); RRS = razéo de riscos da subdistribuicéo;

IC = intervalo de confianca.



59

5.4. ANALISE IN SILICO DOS SNPS DOS GENES C4A E C4B

Dentre as mutacdes dos SNPs investigados neste estudo 3 séo
substituicBes sinbnimas, 8 resultam na substituicdo de aminoécidos (Tabela 29) e 12
estdo localizadas nos introns dos genes C4A e C4B. A andlise in silico sugere que
somente uma das oito mutacBes com troca de aminoacidos pode comprometer a
funcdo protéica segundo o programa Polyphen-2, porém esta mesma mutacdo
A11437 é considerada toleravel pelo programa SIFT. As outras sete mutacdes sao
consideradas benignas por ambos os programas.

TABELA 29 - ANALISE IN SILICO DOS SNPS DOS GENES C4A e C4B CUJAS MUTACOES
RESULTAM EM SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS

SUBSTITUICAO DE

SNP DBSNP AMINOAGIDO? SIFT POLYPHEN-2
T9763 - RA477TW Toleravel Toleravel
C9796 - T488P Toleravel Toleravel
A11437 - R714S Toleravel Pro‘éz‘l’qe;rsnoe”te
A11483 - R729Q Toleravel Toleravel
A12568 rs429329 A907T Toleravel Toleravel
T14952 rs201016130 Al1286S Toleravel Toleravel
G15108 - D1310E Tolerével Toleravel
C16954 - A1413P Toleravel Toleravel
A14831 rs368403366 P1245P NAP NAP
A20170 - L1688L NAP NAP
T17316 - H1495H NAP NAP

a. A pré-proteina C4B do complemento (NP_001229752.1) foi utilizada como referéncia para
investigagcdo das mudancas de aminoacidos.
b. NA: ndo se aplica pelo fato das substituicbes serem sinbnimas.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foram caracterizados varios SNPs distribuidos nos exons e
introns dos genes C4A e C4B do sistema complemento, residentes da regiao de
classe Ill do MHC, num grupo de pacientes e em seus respectivos doadores néo
aparentados de células-tronco hematopoiéticas. Embora o objetivo principal tenha
sido investigar se incompatibilidades nestes SNPs exerceriam algum efeito sobre os
resultados do transplante de células-tronco hematopoiéticas, procedeu-se
inicialmente a tipagem em alta resolucdo de HLA-DPB1. A seguir os al6tipos DP
foram classificados em permissiveis e ndo permissiveis segundo o algoritmo de
grupos de epitopos de células T alorreativas (versao 2.0).

A razdo para obter as informacdes sobre DPB1 nos pares receptor/doador
(R/D) € que investigacOes realizadas por Fleischhauer et al. (2012) e Pidala et al.
(2014) demonstraram claramente que incompatibilidades neste gene impactam
desfechos como a DECH e a mortalidade, constituindo assim um fator de
interferéncia que poderia impedir a identificacdo de outros fatores genéticos que
também pudessem influenciar os resultados dos transplantes de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH).

Os resultados mostraram que 35 (14,7%) dos pares receptor/doador (n =
238) apresentavam compatibilidade alélica em DPB1, e foram similares aos de
Crocchiolo et al. (2009), Bettens et al. (2012), Pidala et al. (2014) e Gagne et al.
(2015) que relataram compatibilidade deste gene em 16,9%, 12,2%, 17,1% e 14,5%
dos pares investigados, respectivamente. Enquanto Touzeau et al. (2012)
encontraram apenas 7% de pares compativeis e Fleischhauer et al. (2012) ao avaliar
5.428 pacientes com doadores HLA 10/10 observaram uma porcentagem mais
elevada de pares DPB1 compativeis (22%). Este dado de Fleischhauer et al. pode
ser explicado pela composicdo étnica da amostra que incluiu 47% de pacientes
japoneses, populacdo esta onde ha menor diversidade haplotipica. De fato,
Morishima et al. (2010) descreveram a existéncia de trés haplotipos estendidos do
MHC, conservados na regido entre HLA-A e -DPB1, que se mostraram
predominantes na populacéo japonesa.

No presente estudo 85,3% dos pacientes foram transplantados com
doadores DPB1 incompativeis, e destes 51,2% apresentaram incompatibilidades

nao permissiveis e 0s demais permissiveis. Outros pesquisadores avaliando
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populacdes de localizacbes geogréficas e etnias distintas encontraram 39,5%
(FLEISCHHAUER et al., 2012), 43,5% (TOUZEAU et al., 2012), 24,2% (PIDALA et
al., 2014) e 44% (GAGNE et al., 2015) de pares R/D com incompatibilidades DPB1
ndo permissiveis, respectivamente.

A analise dos resultados nao revelou associacdo entre incompatibilidades
DPB1 nao permissiveis e mortalidade (p = 0,321) segundo analise de regressao de
Cox. Esta auséncia de associacdo ocorreu também nos estudos de Loiseau et al.
(2007), Askar et al. (2011), Touzeau et al. (2012) e Bettens et al. (2012). Porém,
contrastam com os de Fleischhauer et al. (2012) e Pidala et al. (2014) que
mostraram associacdes significantes (RR = 1,15; IC 95% 1,05 — 1,25; p = 0,002 e
RR =1,2; IC 95% 1,1 — 1,4; p = 0,004, respectivamente) entre incompatibilidades
DPB1 ndo permissiveis e menor sobrevida. Uma possivel explicacdo para os
achados contraditérios entre estes estudos seria 0 tamanho amostral, uma vez que
Fleischhauer et al. (2012) e Pidala et al. (2014) investigaram 5.428 e 2.995
transplantes, respectivamente. O presente trabalho bem como os de Loiseau et al.
(2007), Askar et al. (2011), Touzeau et al. (2012) e Bettens et al. (2012) avaliaram
um numero bem menor de transplantes (n=238, n=334, n=144, n=141 e n=246,
respectivamente).

O impacto das incompatibilidades DPB1 ndo permissiveis sobre a
manifestacdo da forma aguda da DECH nao foi observado em nosso estudo e esta
em acordo com os resultados de Crocchiolo et al. (2009), Pidala et al. (2014) e
Moyer et al. (2015) e Gagne et al. (2015). Por outro lado, Fleischhauer et al. (2012)
avaliando a série de 5.428 pacientes submetidos ao TCTH alogénico néo
aparentado encontraram associacdo entre incompatibilidades DPB1 né&o
permissiveis e o desenvolvimento de DECH graus llI-IV (RR = 1,31; IC 95% 1,11
1,54; p = 0,001). Pode ser que em nosso estudo e no de outros pesquisadores nao
tenha sido revelado um impacto das incompatibilidades DPB1 ndo permissiveis
sobre a DECH devido ao pequeno tamanho amostral. Exceto o de Pidala et al.
(2014), que embora tenha encontrado associacédo entre incompatibilidade DPB1 e
DECHa, nédo corroborou o resultado de Fleischhauer et al. ao analisar a amostra
estratificada com base na permissividade de DPB1.

Ainda com respeito a DECH, nado foi identificada associacdo entre
incompatibilidades DPB1 ndo permissiveis e a manifestacdo da forma cronica (p =

0,250). Esta auséncia de associagcdo também foi observada nos estudos de Askar et
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al. (2011), Pidala et al. (2014), Moyer et al. (2015) e Gagne et al. (2015). Contudo,
Shaw et al. (2010) encontraram menor incidéncia de DECH croénica (23%) nos
pacientes que receberam TCTH de doadores DPB1 compativeis comparados aos
transplantados com doadores incompativeis (39%). Neste estudo, além da
associac¢dao ter sido fraca (p = 0,04) as incompatibilidades DPB1 permissiveis e ndo
permissiveis ndo foram avaliadas separadamente.

A identificacdo dos SNPs dos genes C4A e C4B analisados no presente
estudo foi realizada por PCR-SSP nos primeiros 129 pares receptor/doador, e por
NGS nos 109 pares adicionais. Com o intuito de trabalhar com uma amostra maior,
constituida pelos 238 pacientes, analisamos somente as informacdes dos 23 SNPs
gue eram disponibilizadas por ambos os métodos. Nos estudos de Hogan et al.
(2013), Askar et al. (2015) e Jimenez et al. (2016), que também avaliaram os SNPs
C4, foi utilizado o mesmo método PCR-SSP. Enquanto Gendzekhadze et al. (2016)
investigaram a diversidade dos genes C4 em 494 pares receptor/doador pelo
mesmo método de NGS empregado nos 109 pares que sdo parte da casuistica do
presente estudo.

Dentre os 238 pares receptor/doador analisados, 57,1% eram compativeis
para os SNPs C4 e 42,9% apresentavam pelo menos uma incompatibilidade entre
os 23 polimorfismos investigados. Estas proporcdes sdo semelhantes as de Jimenez
et al. (2016) que identificaram 56,6% de pares compativeis, enquanto Hogan et al.
(2013) e Gendzekhadze et al. (2016) encontraram 80% e 40% pares compativeis
para estes mesmos SNPs, respectivamente.

O numero de incompatibilidades em cada par receptor/doador variou de 1 a
7 considerando os 23 SNPs analisados. Hogan et al. (2013), Askar et al. (2015),
Jimenez et al. (2016) e Gendzekhadze et al. (2016) classificaram os pares somente
como compativeis ou incompativeis, sem detalhar os tipos e as quantidades de
SNPs que diferiam em cada par. No presente estudo os SNPs observados em
situacdo de incompatibilidade com maior frequéncia, ou seja, presentes em mais de
20 pares receptor/doador foram 20.170, 14.831, 12.152, 9.881 e 14.952.
Gendzekhadze et al. (2016) também observaram que os SNPs 20.170, 14.831 e
9.881 estavam entre aqueles mais frequentes nos pares incompativeis.

As andlises univariada e multivariada, realizadas por um modelo de
regressao de Cox, ndo mostraram associacao entre incompatibilidades nos SNPs

C4 e mortalidade pos-transplante na amostra total de 238 pacientes. Tampouco foi
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observado um impacto de incompatibilidades nestes SNPs quando a amostra foi
estratificada em funcéo do estado de compatibilidade DPB1. O primeiro grupo (n =
134) foi formado de pares R/D DPB1 compativeis (HLA 12/12) e daqueles com
incompatibilidades permissiveis (HLA 10/12 — 11/12), e o segundo grupo (n = 104)
por pares HLA 10/10 com incompatibilidades DPB1 nao permissiveis (HLA 10/12 —
11/12). Mortalidade p6s TCTH também néo foi associada com incompatibilidades em
SNPs dos genes C4A e C4B quando as subamostras constituidas de doencas
malignas ou ndo malignas foram avaliadas isoladamente. Esta auséncia de
associagcdo também nas andlises das subamostras estratificadas conforme o grau de
compatibilidade destes SNPs C4A/C4B (compativeis, 1 a 3 e mais que 3 SNPs
incompativeis).

A investigacdo do impacto individual dos 12 SNPs, utilizando a mesma
metodologia estatistica, ndo revelou associagdo com o aumento do risco de
mortalidade pés-transplante. Apesar de Petersdorf et al. (2007) e Park et al. (2016)
terem utilizado métodos diferentes para avaliacdo da compatibilidade de haplétipos
do MHC, eles ndo encontraram associacdo entre incompatibilidades e sobrevida
pés-TCTH.

Em relagdo a DECH aguda, as andlise univariada e multivariada feitas
segundo modelo de Fine e Gray ndo mostraram associacdo (p = 0,948) com
incompatibilidades dos SNPs C4A e C4B na amostra total. Esta auséncia de
associacdo foi confrmada na analise das subamostras estratificadas pela
permissividade das incompatibilidades DPB1, pelo tipo de doenca (malignas e nao
malignas), e pelo nimero de incompatibilidades dos SNPs C4A/C4B (compativeis, 1
a 3 incompatibilidades e mais que 3 incompatibilidades). Jimenez et al. (2016)
identificaram associacao fraca entre pares incompativeis para os SNPs C4 e maior
incidéncia de DECH aguda (p = 0,044), a qual ndo foi confirmada pela andlise
multivariada (p = 0,06). E possivel que a fonte de células-tronco utilizadas nos
pacientes avaliados por Jimenez et al., onde todos receberam sangue periférico,
tenha contribuido para uma tendéncia de associacdo com DECH aguda graus -1V,
ao contrario do presente estudo onde 83,6% dos pacientes receberam o enxerto de
medula 6ssea (STEM CELL TRIALISTS’ COLLABORATIVE GROUP, 2005; ZHANG;
CHEN; QUE, 2012).

A avaliacdo do efeito individual dos SNPs sobre a manifestacdo da DECH

mostrou que o0s pares com incompatibilidade no SNP 14952 (rs201016130)
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apresentaram maior incidéncia de DECH aguda (57,1%) comparados aos
compativeis (36,4%) para este polimorfismo (p = 0,04), embora esta diferenca néo
tenha permanecido significante apds a correcédo de Bonferroni (p < 0,002). Askar et
al. (2015) também avaliaram a associacdo de SNPs C4 com a DECH aguda em
pares R/D com tipagem HLA de alta resolugcdo para os seis locos classicos de
transplantacdo (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 e -DPB1). Eles agruparam os SNPs
12749, 16986 e o isotipo C4A cujos valores de p foram <0,2 na primeira investigagéo
e refizeram a analise com esta variavel composta. Esta se mostrou associada ao
risco aumentado de DECH aguda llI-IV, quando incompativel entre receptor e
doador, pelas analises univariada (RR 2,43, p = 0,004) e multivariada (RR 2,54, p =
0,002). Estes resultados diferem dos obtidos em nosso estudo possivelmente pela
estratégia de analise e também pelo fato de dois (16986 e isotipo C4) dos trés SNPs
gue constituiram a variavel composta nao terem sido por nés avaliados.

Com respeito as manifestacdes da DECH crbnica, ndo foi observada na
amostra total (n = 238) diferenca significante entre 0s grupos compativeis e
incompativeis para os SNPs C4 (p = 0,250), e tampouco nas subamostras
estratificadas com base na compatibilidade DPB1. Andlises realizadas em
subamostras classificadas de acordo com o diagnéstico (doencas malignas e néo
malignas) e com o numero de incompatibilidades em SNPs C4 também néo
evidenciaram influéncia sobre o desenvolvimento da DECH cronica. A analise do
efeito individual destes SNPs sobre a manifestacdo da DECH crénica mostrou que
nos pacientes com doadores incompativeis para o SNP 14757 houve maior
incidéncia desta doenca (47,4%) se comparado aqueles com doadores compativeis
(23,3%) (p = 0,015). No entanto, este resultado ndo manteve significancia apos a
correcao de Bonferroni (p < 0,002). Jimenez et al. (2016) também encontraram uma
associacdo no limite da significancia entre incompatibilidades nestes SNPs C4 e
maior incidéncia de DECH crénica (p = 0,048), enquanto Askar et al. (2015) nao
avaliaram este desfecho.

A andlise in silico pelo programa Polyphen sugere que dentre os 23 SNPs
investigados apenas o SNP 11437 (exon 17), cuja alteracao leva a troca de arginina
por serina, tenha um efeito deletério, enquanto o programa SIFT considera esta
mutacgdo toleravel. O impacto individual deste SNP no TCTH nédo pode ser avaliado
guanto a incompatibilidade entre R/D devido a presenca de incompatibilidade ter

ocorrido em apenas 4 dos 238 pares R/D.
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Incompatibilidades nos SNPs 14952/rs201016130 (exon 29) e 14757 (intron
28) mostraram uma tendéncia de associacdo com DECH aguda e cronica,
respectivamente. A mutacdo do 14952 (substituicdo de alanina por serina) ndo afeta
funcionalmente seu produto alélico segundo a andlise in silico pelos programas
Polyphen-2 e SIFT. E a frequéncia alélica de sua variante 14952T foi 10,3%, sendo
inferior aos valores observados nas populacdes investigadas durante o projeto 1000
genomes, nas quais as frequéncias variaram entre 22% e 39%
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;v=rs2010161
30;vdb=variation). A manutencdo das duas variantes 14952T e 14952G em varias
populacdes sugere existir alguma vantagem bioldgica para esta diversidade. Com
respeito ao SNP 14757, embora presente no intron 28, ndo se encontra em regiao
de splicing. E a frequéncia de portadores de sua variante 14757T foi de 62,8% nos
individuos (pacientes e doadores) avaliados neste estudo.

Apesar da alta proporcdo de pacientes e doadores ndo aparentados com
diversidade nos SNPs dos genes C4A e C4B, este estudo nado revelou que estas
incompatibilidades constituam fator de risco de manifestacbes da DECH aguda, da
DECH crbnica e do aumento na mortalidade ap6s o TCTH. A auséncia de
associagbes com os desfechos clinicos investigados pode ser decorrente de
algumas limitacdes deste estudo. E interessante prosseguir esta investigacdo em
amostra maior e mais homogénea com respeito a idade dos pacientes (adultos ou
pediatricos), ao regime de condicionamento e a imunoprofilaxia da DECH a fim de
elucidar se a diversidade dos genes C4A e C4B esta ou ndo associada com 0s
resultados dos transplantes ndo aparentados. Outra limitacdo é referente ao método
PCR-SSP usado para identificar os SNPs dos genes C4A e C4B nos primeiros 129
pares receptor/doador, o qual permitia somente determinar a presenca ou auséncia
de uma determinada variante alélica de cada SNP. Por esta, razdo a identificacao
dos gendtipos dos SNPs C4 so6 foi possivel nos 109 pares investigados por NGS.

Apesar de considerarmos importante avaliar o impacto dos genoétipos
homozigotos e heterozigotos destes SNPs sobre a evolugéo clinica dos transplantes
ndo aparentados, mas isto nao foi possivel neste pequeno tamanho amostral. Outro
aspecto a ser investigado € a possivel influéncia dos haplo6tipos constituidos pelos
SNPs dos genes C4A e C4B sobre os desfechos do TCTH, porém este tipo de
analise também requer um tamanho amostral bem maior. Estas investigacoes séo

pertinentes pelo fato desta regido de classe lll ser povoada por genes participantes
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da resposta inflamatéria e imunoldgica, cujos produtos alélicos também podem
constituir fatores de risco no desenvolvimento das formas aguda e crénica da DECH
e nas taxas de mortalidade.

Os polimorfismos do MHC podem estar implicados no aspecto funcional do
produto génico ou constituirem simplesmente marcadores genéticos em
desequilibrio de ligacdo com variantes alélicas de outros genes envolvidos
diretamente na predisposicdo as complicacdes pos-TCTH. De qualquer modo, a
identificacdo de polimorfismos que possam ser preditivos de riscos apos o TCTH é
importante para otimizar a selecdo de doadores de células-tronco hematopoiéticas

entre aqueles que ja apresentem compatibilidade HLA.



67

7. CONCLUSOES

A investigacao da influéncia de incompatibilidades nos genes C4A e C4B do

Sistema Complemento, localizados na regido de classe Ill do MHC, na evolucao

clinica ap6s o transplante de células-tronco hematopoiéticas com doador néo
aparentado HLA-A, -B, -C, -DRB1 e -DQB1 idéntico (HLA 10/10) levou as seguintes

conclusoes:

A maioria dos pares receptor-doador mostrou incompatibilidades DPB1 (85,3%),
e destes, 51,2% apresentaram incompatibilidades ndo permissiveis.

A analise das incompatibilidades DPB1, classificadas com base nos epitopos
reconhecidos pelos linfocitos T alorreativos (TCE), ndo revelou associacdo com
as formas aguda e cronica da DECH e nem com mortalidade. Este resultado
mostra que estas incompatibilidades DPB1 ndo constituem fator de interferéncia

na analise das incompatibilidades dos genes C4A e C4B do MHC neste estudo;

A identificagcdo de SNPs dos genes C4A e C4B nos pacientes e seus doadores
mostrou que 42,9% apresentaram de uma a sete incompatibilidades dentre os 23

polimorfismos analisados;

N&o foram encontradas associacfes entre incompatibilidades destes SNPs e
manifestacées da DECHa, da DECHc e nem impacto sobre a mortalidade. Esta
auséncia de associacdo foi corroborada pela andlise das subamostras
estratificadas conforme o estado de compatibilidade de HLA-DPB1.

A andlise do efeito individual de 12 dos 23 SNPs dos genes C4A e C4B,
presentes em estado de incompatibilidade em 10 ou mais pares R/D, nédo
mostrou associagdo com o desenvolvimento das formas aguda ou cronica da
DECH, assim como ndo mostrou influéncia na mortalidade dos pacientes
submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas com doadores néao

aparentados.
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APENDICE 1 - TIPAGENS HLA EM ALTA RESOLUCAO DOS 238 PACIENTES E SEUS DOADORES NAO APARENTADOS

NUMERO DE IDENTIFICAGAO Psgl/:’)“:)i/ HLA-A HLA-A HLA-B HLA-B HLA-C HLA-C HLA-DRB1 HLA-DRB1 HLA-DQB1 HLA-DQB1 HLA-DPB1 HLA-DPB1
21509248 Paciente *03:01:01G *31:01 *35:01P *35:03 *04:01P - *01:01 *16:01 *05:01 *05:02 *10:01 *10:01
NMDP 0309-0832-1 Doador *03:01:01G *31:01 *35:01P *35:03 *04:01P - *01:01 *16:01 *05:01 *05:02 *04:01 *05:01
18080443 Paciente *02:05 *29:02 *49:01 *44:03 *07:01P *16:01 *04:05 *07:01 *03:02 *02:02 *03:01P *04:01
NMDP 1314-1557-2 Doador *02:05 *29:02 *49:01 *44:03 *07:01 *16:01 *04:05 *07:01 *03:02 *02:02 *03:01P *04:01
17947036 Paciente *11:01 *29:02 *35:01P *44:03 *04:01:01G *16:01 *07:01 *10:01 *02:02 *05:01 *10:01 *17:01
NMDP 018875294 Doador *11:01 *29:02 *35:01P *44.03 *04:01:01G *16:01 *07:01 *10:01 *02:02 *05:01 *02:01 *04:01
19905489 Paciente *32:01 *03:01 *44:03 *07:02:01G *04:01:01G *07:02P *01:02 *15:01 *05:01 *06:02 *105:01 *04:01
4015-6641-9 Doador *32:01 *03:01 *44.03 *07:02:01G *04:01:01G *07:02P *01:02 *15:01 *05:01 *06:02 *02:01 *04:01
22701207 Paciente *02:01P *24:02P *07:02P *08:01P *07:01P *07:02P *15:01P *03:01P *02:01:01 *06:02:01 *01:01 *05:01P
DMR 33544 Doador *02:01 *24:02 *07:02 *08:01 *07:01 *07:02 *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *01:01 *04:01
22506587 Paciente *25:01:01 *23:01P *18:01:01G *49:01:01 *07:01P *12:03P *13:02:01 *15:01 *06:02:01 *06:04:01 *05:01P *23:01
DMR 1077709 Doador *25:01:01 *23:01P *18:01:01G *49:01:01 *07:01P *12:03P *13:02:01 *15:01P *06:02:01 *06:04:01 *04:01P *04:02P
21516287 Paciente *03:01:01G *31:01 *35:01P *35:03 *04:01P - *01:01 *16:01 *05:01 *05:02 *10:01 *10:01
NMDP 0309-0832-1 Doador *03:01:01G *31:01 *35:01P *35:03 *04:01P - *01:01 *16:01 *05:01 *05:02 *04:01 *05:01
21646571 Paciente *02:01P *01:01 *51:01 *38:01 *12:03 *15:13 *04:02 *07:01 *02:02 *03:02 *03:01P *05:01
DMR 1141547 Doador *02:01P *01:01 *51:01 *38:01 *12:03 *15:13 *04:02 *07:01 *02:02 *03:02 *04:01 *13:.01P
23092514 Paciente *23:01P *30:02 *49:01 *14:02 *07:01P *08:02 *08:03 *11:03 *03:01 - *02:01P *04:02P
DMR 1430393 Doador *23:01P *30:02 *14:02:01 *49:01 *07:01P *08:02 *08:03 *11:03 *03:01:01 *03:01:01 *04:01 *04:02P
14468692 Paciente *01:01 *11:01 *35:03P *57:01 *04:01:01G *06:02P *07:01 *07:01 *02:02 *03:03 *04:01P *04:02P
NMDP 0253-72913 Doador *01:01P *11:01P *35:03P *57:01 *04:01:01G *06:02P *07:01 *07:01 *02:02 *03:03 *04:01P *04:02P
18581566 Paciente *01:01 *11:01 *08:01 *35:01P *04:01P *07:01P *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *02:01P *04:01
DMR 3.456.766 Doador *01:01 *11:01 *08:01 *35:01P *04:01P *07:01P *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *02:01P *04:02P
20405279 Paciente *26:01 *02:01P *37:01 *56:01 *01:02P *06:02P *15:01 *10:01 *05:01 *06:02 *04:01 -
DEDKM 3055936 Doador *26:01 *02:01P *37:01 *56:01 *01:02P *06:02P *15:01 *10:01 *05:01 *06:02 *03:01P *04:01
20648465 Paciente *33:01 - *14:02 - *08:02 - *01:02 - *05:01 - *05:01 *05:01
DMR 178226 Doador *33:01 - *14:02 - *08:02 - *01:02 - *05:01 - *13:01P *14:01
23010763 Paciente *26:01 *26:01 *27:05P *44:03 *01:02 *16:01 *01:01P *11:01P *03:01 *05:01 *04:01 -

DMR 2062358 Doador *26:01 - *27:05P *44.03 *01:02 *16:01 *01:01P *11:01P *03:01 *05:01 *04:01P -
22251830 Paciente *68:01 *23:01P *51:01 *81:01P *14:02 *18:01P *07:01 *14:01P *02:02 *05:03 *11:01 *29:01
DMR 1968296 Doador *68:01 *23:01P *51:01 *81:01P *14:02 *18:01P *07:01 *14:01P *02:02 *05:03 *04:02P *29:01
14346554 Paciente *25:01 *36:01 *18:01:01G *53:01 *04:01 *12:03 *09:01 *15:01 *02:02 *06:02 *02:01P *30:01
DMR 1344291 Doador *25:01 *36:01 *18:01 *53:01 *04:01 *12:03 *09:01 *15:01 *02:02 *06:02 *04:01 *13:01P
22630865 Paciente *74:01 *30:01 *42:01 *13:02 *06:02 *17:01P *07:01 *08:04 *02:02 *03:01 *02:01P *17:01P
DMR 963747 Doador *74:01P *30:01 *42:01 *13:02 *06:02P *17:01P *07:01 *08:04 *02:02 *03:01 *02:01P *09:01
21241962 Paciente *02:01P *32:01 *40:02 *18:01:01G *02:02 *05:01 *13:01:01 *03:01:01 *02:01:01 *06:03:01 *02:01P *04:01
DMR 403401 Doador *02:01P *32:01 *40:02 *18:01:01G *02:02 *05:01 *13:01:01 *03:01:01 *02:01:01 *06:03:01 *02:01P *03:01P
19411427 Paciente *02:01P *68:01:02G *50:01 *44:02:01G *07:04P *06:02P *03:01 *11:01 *02:01 *03:01 *01:01 *04:01P
CRIR DE-DKM 209118 Doador *02:01P *68:01:02G *50:01 *44:02:01G *07:04P *06:02P *03:01 *11:01 *02:01 *03:01 *02:01 *02:01
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22542516 Paciente *30:02 *34:02 *18:01:01G *08:01 *05:01 *07:01P *03:01 - *02:01 - *04:01 -

DMR 1.864.651 Doador *30:02 *34:02 *18:01:01G *08:01 *05:01 *07:01P *03:01 - *02:01 - *02:02 *11:01
22952811 Paciente *02:05 - *50:01 - *06:02P - *07:01 - *02:02 - *14:01 -

DMR 2303.198 Doador *02:05 - *50:01 - *06:02P - *07:01 - *02:02 - *02:01P -
21440540 Paciente *01:01:01 *11:01:01 *08:01:01 *51:01:01 *07:01P *15:02 *03:01:01 *15:01:01 *02:01:01 *06:02:01 *04:01P *13:01P
DMR 571753 Doador *01:01:01 *11:01:01 *08:01:01 *51:01:01 *07:01P *15:02 *03:01:01 *15:01:01 *02:01:01 *06:02:01 *04:01P *04:02P
16878421 Paciente *01:01 *02:01P *07:02:01G *08:01 *07:01P *07:02P *03:01:01 *14:01 *02:01 *05031 *04:01P *13:01P
NMDP 0064-2157-2 Doador *01:01 *02:01P *07:02:01G *08:01 *07:01P *07:02P *03:01 *14:01 *02:01 *05:03 *04:01 *23:01
20847905 Paciente *23:01P *24:02 *38:01 *49:01 *07:01P *12:03 *11:01P *13:01P *03:01 *06:03 *01:01 *04:01
DMR 2239402 Doador *23:01P *24:02 *38:01 *49:01 *07:01P *12:03 *11:01P *13:01P *03:01 *06:03 *02:01P -
22816128 Paciente *02:01P - *35:01:01:01 *39:01P *04:01P *12:03pP *01:03 *16:01:01 *05:01P *05:02:01 *03:01P *35:01
NMDP 0741-3903-1 Doador *02:01P - *35:01 *39:01P *04:01 *12:03 *01:03 *16:01 *05:01 *05:02 *03:01P *04:01
22739352 Paciente *02:01P *02:01P *27:05P *27:02:01 *01:02P *02:02:02 *15:01P *16:01:01 *05:02:01 *06:02:01 *04:01 -

NMDP 143437770 Doador *02:01P - *27:02 *27:05 *02:02 *01:02 *15:01 *16:01 *06:02 *05:02 *04:01 -
17180614 Paciente *01:01 *02:01P *51:01 *57:01 *06:02 *15:02 *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *04:01P -

NMDP 1119-8971-1 Doador *01:01 *02:01P *51:01 *57:01 *15:02 *06:02 *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *02:02 *04:01
22204637 Paciente *24:02 *02:01P *35:02 - *04:01P - *11:04 *03:01 *02:01 *03:01 *04:01 -

DMR 511919 Doador *24:02 *02:01 *35:02 - *04:01P - *11:04 *03:01 *02:01 *03:01 *04:01 -
22128604 Paciente *33:03 *03:01 *35:08 *35:01P *04:01P - *13:03 *01:01 *03:01 *05:01 *02:01P *03:01P
DMR 872259 Doador *33:03 *03:01 *35:08 *35:01P *04:01P - *13:03 *01:01 *03:01 *05:01 *02:01P *04:02
21956376 Paciente *03:01 *01:01 *44:02:01G *08:01 *05:01 *07:01P *03:01 *04:01 *02:01 *03:01 *03:01P *04:01
DMR 539893 Doador *03:01 *01:01 *44:02:01G *08:01 *05:01 *07:01P *03:01 *04:01 *02:01 *03:01 *04:01 -
17275429 Paciente *01:01 *23:01P *08:01 *40:01 *03:04P *07:01P *03:01 *04:04 *02:01 *03:02 *04:01P *04:02P
CRIR CAI-8566 I-73 Doador *01:01 *23:01P *08:01 *40:01 *03:04P *07:01P *03:01 *04:04 *02:01 *03:02 *03:01P *04:01
22084968 Paciente *24:02 *30:02 *08:01 *14:02 *07:01P *08:02 *03:01 *11:03 *02:01 *03:01 *04:01 *15:01
DMR 1.617.577 Doador *24:02 *30:02 *08:01 *14:02 *07:01P *08:02 *03:01 *11:03 *02:01 *03:01 *01:01 *04:01
2806584 Paciente *02:01P *68:01:02G *49:01 *40:01 *03:04P *07:01P *04:04 *13:01 *03:02 *06:03 *02:01 *04:01
CRIR - DESMS 55408 Doador *02:01P *68:01:02G *49:01 *40:01 *03:04P *07:01P *04:04 *13:01 *03:02 *06:03 *02:01 *04:01
21749192 Paciente *01:01 *24:02 *08:01 *44:02:01G *05:01 *07:01P *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *04:01 -

DMR 1416411 Doador *01:01 *24:02 *08:01 *44:02:01G *05:01 *07:01P *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *01:01 *04:01
22730282 Paciente *23:01P *30:02 *07:02:01G *14:02 *07:02P *08:02 *01:02 *15:03 *05:01 *06:02 *02:01P *01:01
NMDP 0695-4091-2 Doador *23:01 *30:02 *07:02 *14:02 *07:02 *08:02 *01:02 *15:03 *05:01 *06:02 *02:01 -
22192388 Paciente *31:01 *03:01 *35:04 *07:02P *04:01P *07:02P *08:07 *15:01 *04:02 *06:02 *04:01 *14:01
DMR 377182 Doador *31:01 *03:01 *35:04 *07:02P *04:01P *07:02P *08:07 *15:01 *04:02 *06:02 *04:01 *04:02
22891987 Paciente *02:01P *02:01P *35:01P *18:01:01G *04:01P *05:01 *03:01 *11:04 *02:01 *03:01 *04:01P *04:02P
NMDP 079828356 Doador *02:01P - *35:01 *18:01 *05:01 *04:01 *03:01 *11:04 *02:01 *03:01 *04:01P *04:02P
12461690 Paciente *01:01 *24:02 *08:01 *35:03 *07:01P *12:03P *13:01 *03:01:01 *02:01 *06:03 *04:01 *13:01P
NMDP 0132-0876-4 Doador *01:01 *24:02 *08:01 *35:03 *07:01P *12:03P *03:01 *13:01 *02:01 *06:03 *04:01P *13:01P
21385123 Paciente *01:01 *03:01P *08:01 *15:01:01G *03:03:01G *07:01P *03:01P *13:01 *02:01 *06:03 *03:01P *04:01
ITVRO1 012848 Doador *01:01 *03:01P *08:01 *15:01:01G *03:03:01G *07:01P *03:01P *13:01 *02:01 *06:03 *17:01P *19:01P
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22567691 Paciente *01:01P *02:01P *08:01:01 *14:01:01 *07:01P *08:02:01 *03:01P - *02:01:01 - *04:02 *16:01
DMR 1.818.221 Doador *01:01P *02:01P *08:01:01 *14:01:01 *07:01P *08:02:01 *03:01P - *02:01:01 - *04:01P *04:02P
13650438 Paciente *01:01 *02:01P *08:01 *57:01 *06:02P *07:01P *07:01 *08:01 *03:03 *04:02 *04:01 -

NMDP 0092-8392-0 Doador *01:01 *02:01P *08:01 *57:01 *06:02P *07:01P *07:01 *08:01 *03032 *04:02 *03:01P *04:01
21312797 Paciente *01:01:01G *03:01:01G *07:02P *39:06 *07:02P - *11:01 *15:01 *03:01 *06:02 *04:01 -

NMDP 0127-6240-7 Doador *01:01:01G *03:01:01G *07:02P *39:06 *07:02P - *11:01 *15:01 *03:01 *06:02 *04:01P *04:02P
23215411 Paciente *02:01P *68:01 *07:02:01G *39:02 *03:04 *07:02P *08:04 *15:01 *06:02 *04:02 *02:02 *04:02P
DMR 3377778 Doador *02:01P *68:01 *07:02:01G *39:02 *03:04 *07:02P *08:04 *15:01 *06:02 *04:02 *04:01P *04:02P
19241491 Paciente *02:01 *26:01 *18:01:01G *07:02:01G *05:01 *07:02P *03:01:01 *15:01 *02:01 *06:02 *04:01 *15:01
DMR47407 Doador *02:01P *26:01 *18:01:01G *07:02:01G *05:01 *07:02P *03:01:01 *15:01 *02:01 *06:02 *02:01 *02:02
22786385 Paciente *25:01:01 *11:01:01 *08:01:01 *35:01P *04:01P *07:01P *03:01P *11:04P *02:01:01 *03:01P *01:01 *04:02
DMR 582351 Doador *25:01 *11:01 *08:01 *35:01P *04:01P *07:01P *03:01 *11:04 *02:01 *03:01 *01:01 *04:01
18850583 Paciente *26:01 *32:01 *14:02 *38:01 *08:02 *12:03 *01:02 *11:04 *05:01 *03:01 *02:01 *02:01
NMDP 0248-2709-9 Doador *26:01 *32:01 *14:02 *38:01 *08:02 *12:03 *01:02 *11:04 *05:01 *03:01 *02:01P *04:02
22982265 Paciente *01:01 *03:01 *52:01 *07:02:01G *07:02P *12:02 *15:01 *15:02 *06:01 *06:02 *02:01P *03:01P
DMR 2011011 Doador *01:01 *03:01 *07:02:01G *52:01 *07:02P *12:02 *15:01 *15:02 *06:01 *06:02 *02:01P *04:01
15263075 Paciente *02:01P *68:02 *15:04 *53:01 *03:03:01G *04:01P *13:01 *16:02 *03:01 *06:03 *01:01 *04:01
DMR 322977 Doador *02:01P *68:02 *15:04 *53:01 *03:03:01G *04:01 *13:01 *16:02 *03:01 *06:03 *04:02 *10:01
9162682 Paciente *26:01P *30:01 *13:02 *40:01 *03:04 *06:02P *07:01 *11:01 *02:02 *03:01 *02:01 *17:01
NMDP 0083 - 4477-2 Doador *26:01P *30:01 *13:02 *40:01 *03:04 *06:02P *07:01 *11:01 *02:02 *03:01 *02:01P *17:01
21890251 Paciente *03:01 *23:01G6 *07:02G *08:01 *07:01:01G *07:02:01G *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *02:01 *16:01
DMR 373212 Doador *03:01 *23:01G6 *07:02:01G *08:01 *07:01:01G *07:02:01G *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *02:01 *04:01
21976547 Paciente *02:01P *30:01 *07:02P *35:01P *04:01P *07:02P *15:01 *04:05 *03:02 *06:02 *01:01 *04:01
DMR 493768 Doador *02:01P *30:01 *07:02P *35:01P *04:01 *07:02 *15:01 *04:05 *03:02 *06:02 *01:01 *04:01
14431977 Paciente *02:01P *23:01P *07:02:01G *44:03 *04:01:01G *07:02P *15:01 *07:01 *06:02 *02:01 *02:01 *04:01
CRIR DKM-156928-ZKRD Doador *02:01P *23:01P *07:02:01G *44.03 *04:01:01G *07:02P *07:01 *15:01 *06:02 *02:01P *04:02P *11:01
20814276 Paciente *02:01P *03:01 *44:02:01G *58:02 *05:01 *06:02P *13:01:01 *11:02:01 *03:01 *06:03 *01:01 *04:01
DMR 139610 Doador *02:01P *03:01 *44:02:01G *58:02 *05:01 *06:02P *13:01:01 *11:02:01 *03:01 *06:03 *03:01P *29:01
22803190 Paciente *24:02 *24:02 *07:02P *07:02P *07:02P - *15:01 - *06:02 - *04:01 *10:01
DMR 1418.165 Doador *24:02 - *07:02:01G - *07:02P - *15:01 - *06:02 - *02:01P *10:01
22842072 Paciente *02:01P *24:02 *40:01 - *03:04 - *04:01 *15:01 *03:01 *06:02 *04:01 *05:01
DEDKM 4348881 Doador *02:01P *24:02 *40:01 - *03:04 - *04:01 *15:01 *03:01 *06:02 *04:01 -
22285068 Paciente *02:01 *29:02 *35:01 *44:03 *04:01 *16:01 *01:01 *13:01 *05:01 *06:03 *04:01 *10:01
DMR 1294199 Doador *02:01 *29:02 *35:01 *44:03 *04:01 *16:01 *01:01 *13:.01 *05:01 *06:03 *04:01 *17:01
22408780 Paciente *03:01 *32:01 *40:02 *49:01 *02:02 *07:01 *04:05 *13:01 *03:02 *06:03 *02:01P *17:01
DMR 346982 Doador *03:01 *32:01 *40:02 *49:01 *02:02 *07:01 *04:05 *13:01 *03:02 *06:03 *02:01P *10:01
19766039 Paciente *02:01P *32:01 *40:01 *13:02 *06:02 *03:04 *07:01:01 *01:01 *02:02 *05:01 *04:01 *17:01
NMDP 0421-1379-5 Doador *02:01P *32:01 *13:02 *40:01 *06:02 *03:04 *01:01 *07:01 *05:01 *02:02 *02:01P *04:01
22632566 Paciente *11:01:01 *03:01P *35:01P *58:02 *04:01P *06:02 *01:01:01 *11:02:01 *05:01P *03:01P *04:02 *105:01
DMR 2.565.945 Doador *11:01:01 *03:01P *35:01P *58:02 *04:01P *06:02P *01:01:01 *11:02:01 *05:01P *03:01P *01:01 *04:01
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22718240 Paciente *02:01P *24:02 *35:01P *08:01 *04:01P *07:01P *13:01P *14:01P *05:03 *06:03 *04:01 *10:01
NMDP 114536535 Doador *02:01P *24:02 *35:01P *08:01 *04:01P *07:01P *13:01P *14:01P *05:03 *06:03 *04:01 *02:01P
22016121 Paciente *31:01 *11:01 *51:01 *08:01 *07:01P *15:02 *03:01 *13:01 *02:01 *06:03 *01:01 *10:01
DMR 908137 Doador *31:01 *11:01 *51:01 *08:01 *07:01P *15:02 *03:01 *13:01 *02:01 *06:03 *01:01 *02:01P
23123762 Paciente *02:01P *24:02 *35:03 *51:01 *04:01P *05:01 *08:02 *11:01P *03:01 *04:02 *04:01P *19:01P
DMR 647179 Doador *02:01P *24:02 *35:03 *51:01 *04:01P *05:01 *08:02 *11:01P *03:01 *04:02 *04:01P -
19949478 Paciente *02:01P *29:02 *51:04 *44:03 *15:03 *16:01 *08:04 *07:01 *02:02 *04:02 *04:02P *20:01
DMR 3174018 Doador *02:01P *29:02 *51:04 *44:03 *15:03 *16:01 *07:01 *08:04 *02:02 *04:02 *04:02P *01:01
19241661 Paciente *03:01 - *07:02:01G - *07:02P - *15:01 - *06:02 - *04:01 -
DMR-47644 Doador *03:01 - *07:02:01G - *07:02p - *15:01 - *06:02 - *04:01 -
17369555 Paciente *32:01 *33:03 *14:01 *58:01 *03:02 *08:02 *13:02 *07:01 *06:09 *02:02 *03:01 *30:01
NMDP 0209-2676-2 Doador *32:01 *33:03 *14:01 *58:01 *03:02 *08:02 *13:02 *07:01 *06:09 *02:02 *02:01P *13:01P
23190362 Paciente *02:01P *24:02 *15:01 *57:01 *03:04 *06:02P *07:01 *16:01 *03:03 *05:02 *04:01P -
NMDP127627826 Doador *02:01P *24:02 *15:01 *57:01 *03:04 *06:02 *07:01 *16:01 *03:03 *05:02 *04:01 -
20494727 Paciente *02:01:01G *29:02 *44:02:01G *53:01 *04:01:01G *05:01P *01:02 *13:01 *05:01 *06:03 *04:01 *17:01
NMDP 0238-9098-1 Doador *02:01:01G *29:02 *44:02:01G *53:01 *04:01:01G *05:01P *01:02 *13:01 *05:01 *06:03 *02:01P *10:01
21489000 Paciente *02:01P - *45:01 *53:01:01 *04:01P *16:01:01 *01:02:01 *15:03P *05:01P *06:02:01 *01:01 -

NMDP 097432496 Doador *02:01P - *45:01 *53:01 *16:01 *04:01 *01:02 *15:03 *05:01 *06:02 *02:01 *18:01
13901961 Paciente *68:01:02G *26:01 *40:04 *14:01 *03:04 *08:02 *04:11 *07:01 *02:02 *03:02:01 *02:01 *04:02P
DMR 308956 Doador *68:01:02G *26:01 *40:04 *14:01 *03:04 *08:02 *04:11 *07:01 *02:02 *03:02:01 *04:02P *17:01
21903248 Paciente *02:01P *23:01P *15:01:01G *44:03 *03:03:01G *04:01P *13:01 *07:01 *02:02 *06:03 *10:01 *05:01
DEDKM-3414523 Doador *02:01P *23:01P *15:01:01G *44:03 *03:03 *04:01P *13:01 *07:01 *02:02 *06:03 *02:01P *04:02
20661305 Paciente *24:02 *02:01P *07:02:01G *45:01 *07:02P *16:01 *01:02 *15:01 *05:01 *06:02 *01:01 *02:01
DMR 129809 Doador *24:02 *02:01P *07:02:01G *45:01 *07:02P *16:01 *01:02 *15:01 *05:01 *06:02 *01:01 *04:02P
23006111 Paciente *30:01 *02:01P *13:02 *15:01 *06:02P *03:03 *07:01 - *02:02 - *04:01P *04:02P
NMDP 113675805 Doador *02:01 *30:01 *13:02 *15:01 *03:03 *06:02 *07:01 *07:01 *02:02 *02:02 *01:01 *17:01
20995963 Paciente *25:01 *32:01 *18:01:01G *14:01 *08:02 *12:03 *07:01 *15:01 *02:02 *06:02 *10:01 *23:01
DMR 315535 Doador *25:01 *32:01 *18:01:01G *14:01 *08:02 *12:03 *07:01 *15:01 *02:02 *06:02 *04:01 *10:01
23045788 Paciente *11:01 *11:01 *27:05P *35:01P *02:02 *04:01P *01:01P *09:01 *03:03 *05:01 *04:01P *04:02P
NMDP 0821-7378-2 Doador *11:01 - *27:05 *35:01 *02:02 *04:01 *01:01 *09:01 *05:01 *03:03 *04:01 *04:02
18659280 Paciente *11:01 *02:01P *35:01P - *04:01:01G - *01:01 *04:04 *03:02 *05:01 *01:01 *04:02P
DMR 44502 Doador *11:01 *02:01P *35:01P - *04:01:01G - *01:01 *04:04 *03:02 *05:01 *04:02 *14:01
18306980 Paciente *01:01 *31:01 *08:01 *15:01 *04:01:01G *07:01P *01:01 *03:01 *02:01 *05:01 *03:01 *04:01
NMDP 0094-6430-6 Doador *01:01 *31:01 *08:01 *15:01 *04:01:01G *07:01P *01:01 *03:01 *02:01 *05:01 *01:01 *04:01
22658204 Paciente *01:01:01:01 *03:01P *08:01 *27:05P *02:02P *07:01P *03:01P *12:01P *03:01P *02:01:01 *04:02 -

NMDP 0738.6621-2 Doador *01:01:01:01 *03:01P *08:01 *27:05P *02:02P *07:01P *03:01P *12:01P *03:01P *02:01:01 *04:01 -
22602420 Paciente *02:01P *02:11 *56:01 *48:02 *01:02 *04:01P *07:01 *09:01 *02:02 *03:03 *14:01 *17:01
DMR 3352638 Doador *02:01P *02:11 *56:01 *48:02 *01:02 *04:01P *07:01 *09:01 *02:02 *03:03 *01:01P *14:01
22871048 Paciente *03:01 *02:01P *07:02:01G *44:03 *07:02P *16:02 *04:02 *15:01 *03:02 *06:02 *02:01 *04:01
DMR 2522600 Doador *03:01 *02:01P *07:02:01G *44:03 *07:02P *16:02 *04:02 *15:01 *03:02 *06:02 *02:01 *04:01
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22741489 Paciente *26:01 *03:01 *15:01:01G *35:01P *03:03:01G *04:01P *13:01P *01:01P *05:01 *06:03 *105:01 *02:01P
FRFLI 10737 Doador *26:01 *03:01 *15:01:01G *35:01P *03:03:01G *04:01P *13:01P *01:01P *05:01 *06:03 *10:01 *14:01
22459198 Paciente *02:01P *02:05 *44:02:01G *50:01 *05:01 *06:02 *04:01 *07:01 *02:02 *03:01 *03:01P *04:01
NMDP 0693-9175-3 Doador *02:01P *02:05 *44:02:01G *50:01 *05:01 *06:02 *04:01 *07:01 *03:01 *02:02 *03:01P *04:01
21700916 Paciente *68:02 *29:02 *08:01 *44:03 *07:01:01G *16:01 *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *01:01 *04:01
DMR 122425 Doador *68:02 *29:02 *08:01 *44.03 *07:01:01G *16:01 *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *04:01 -
22387898 Paciente *02:01P *31:01 *35:03 *39:03 *04:01P *07:02P *04:11 *13:02 *03:02 *06:04 *02:01P *14:01
DMR 3.535.507 Doador *02:01P *31:01 *35:03 *39:03 *04:01P *07:02P *04:11 *13:02 *03:02 *06:04 *04:01P *14:01
22266209 Paciente *02:05 *02:11 *48:02 *58:01 *04:01:01G *07:01:01G *09:01 *16:01 *03:03 *05:02 *02:01P *04:02
DMR 1513242 Doador *02:05 *02:11 *48:02 *58:01 *04:01:01G *07:01:01G *09:01 *16:01 *03:03 *05:02 *04:01 *14:01
20865016 Paciente *02:01P *31:01 *51:01P *14:02 *08:02 *15:02pP *01:02 *04:08 *03:01 *05:01 *16:01 *17:01
DMR 329510 Doador *02:01 *31:01 *51:01P *14:02 *08:02 *15:02P *01:02 *04:08 *03:01 *05:01 *04:01 -
22009117 Paciente *30:01 *32:01 *13:02 *35:03 *04:01P *06:02P *07:01 *11:01 *02:02 *03:01 *04:01 *09:01
DMR 335340 Doador *30:01 *32:01 *13:02 *35:03 *04:01P *06:02P *07:01 *11:01 *02:02 *03:01 *04:01 *14:01
20397853 Paciente *11:01 *01:01 *08:01 *51:01P *07:01P *15:13 *03:01:01 *04:02 *02:01 *03:02 *10:01 *13:01P
DMR 258852 Doador *11:01 *01:01 *08:01 *51:01P *07:01P *15:13 *03:01:01 *04:02 *02:01 *03:02 *01:01 *02:01
22639447 Paciente *01:01 *02:01P *18:01:01G *44:02:01G *07:01P *05:01P *04:01 *12:01P *03:01 - *02:01P *04:01
NMDP 1051-0651-2 Doador *01:01 *02:01P *18:01:01G *44:02:01G *05:01 *07:01P *04:01 *12:01P *03:01 - *04:01 *04:02
20995688 Paciente *02:01P *24:02 *39:06 *18:01:01G *05:01:01G *07:02:01G *03:01 *04:11 *02:01 *03:02 *04:01 *14:01
DMR 143996 Doador *02:01P *24:02 *39:06 *18:01:01G *05:01:01G *07:02:01G *03:01 *04:11 *02:01 *03:02 *04:01 *14:01
22801511 Paciente *03:01 *30:04 *35:01P *38:01 *04:01P *12:03 *01:01 *14:01P *05:01 *05:03 *04:02 -
ITVI01017516 Doador *03:01 *30:04 *35:01P *38:01 *04:01P *12:03 *01:01 *14:01P *05:01 *05:03 *04:01 *09:01
21557188 Paciente *31:01 *02:01P *35:04 *18:01:01G *04:01:01G *07:01:01G *08:07 *13:01 *04:02 *06:03 *02:01P *14:01
DMR 692223 Doador *31:01 *02:01P *35:04 *18:01:01G *04:01:01G *07:01:01G *08:07 *13:01 *04:02 *06:03 *04:02P *19:01P
20151471 Paciente *02:01P *32:01 *07:02 *40:02 *02:02 *07:02P *01:01 *15:01 *05:01 *06:02 *04:01 *05:01
DMR 141423 Doador *02:01P *32:01:14 *07:02 *40:02 *02:02 *07:02P *01:01 *15:01 *05:01 *06:02 *02:01 *04:01
21453129 Paciente *24:02 *32:01 *07:02:01G *14:01 *07:02:01G *08:02 *13:02:01 *15:01:01 *06:02:01 *06:04:01 *04:01 *04:02P
DMR 463811 Doador *24:02 *32:01 *07:02:01G *14:01 *07:02:01G *08:02 *13:02:01 *15:01:01 *06:02:01 *06:04:01 *04:02 *11:01
15883154 Paciente *02:01P *23:01P *40:01 *50:01 *06:02 *03:04 *07:01 *13:02 *06:04 *02:02 *03:01 *04:01
CRIR BANT-5501 Doador *02:01P *23:01P *40:01 *50:01 *06:02 *03:04 *13:02 *07:01 *06:04 *02:02 *02:01 *03:01
20598735 Paciente *26:01:01 *03:01:01 *18:01:01G *07:02:01G *07:02:01G *12:03 *11:04 *15:01 *03:01 *06:02 *04:01 *04:02
DMR 967751 Doador *26:01:01 *03:01:01 *18:01:01G *07:02:01G *07:02:01G *12:03 *11:04 *15:01 *03:01 *06:02 *04:02P *19:01P
21975583 Paciente *32:01 *23:01G6 *27:05:02G *49:01 *01:02 *07:01:01G *01:01 *13:02 *05:01 *06:04 *04:01 -

DMR 246676 Doador *32:01 *23:01G *27:05:02G *49:01 *01:02 *07:01:01G *01:01 *13:02 *05:01 *06:04 *04:01P -
21462152 Paciente *02:05 *03:01 *50:01 *07:02:01G *06:02 *07:02:01G *01:02 *07:01 *05:01 *02:02 *14:01 *104:01
DMR 704782 Doador *02:05 *03:01 *50:01 *07:02:01G *06:02 *07:02:01G *01:02 *07:01 *05:01 *02:02 *104:01 -
22826190 Paciente *11:01 *03:01 *35:01P *07:02P *04:01P *07:02P *01:01 *15:01 *05:01 *06:02 *04:01P *04:02P
DMR 1054115 Doador *11:01 *03:01 *35:01P *07:02P *04:01P *07:02P *01:01 *15:01 *05:01 *06:02 *04:02 *04:02
20825790 Paciente *29:02 *68:01 *18:01:01G *44:03 *07:01P *16:01 *04:01 *07:01 *03:01 *02:02 *02:01 *17:01
NMDP 0208-9554-6 Doador *29:02 *68:01 *18:01:01G *44:03 *07:01P *16:01 *04:01 *07:01 *03:01 *02:02 *02:01 -
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19138585 Paciente *02:01 - *35:01 - *04:01:01G - *01:01 - *05:01 - *01:01 -

DMR 153836 Doador *02:01P - *35:01P - *04:01:01G - *01:01 - *05:01 - *04:01 *04:02
21563730 Paciente *01:01 *02:01P *57:01 *44:02:01G *05:01 *06:02 *04:02 *13:02 *03:02 *06:04 *05:01P *17:01
DMR 2309165 Doador *01:01 *02:01 *44:02 *57:01 *05:01 *06:02 *04:02 *13:02 *03:02 *06:04 *04:01 *05:01P
17964526 Paciente *02:01P - *40:01 *44:02:01G *03:04 *05:01 *13:02 *15:01 *06:02 *06:04 *03:01P *04:01
DMR 388516 Doador *02:01P - *40:01 *44:02:01G *03:04 *05:01 *13:02 *15:01 *06:02 *06:04 *03:01P *04:01
22786652 Paciente *23:01P *03:01 *44:03 *07:02P *04:01P *07:02pP *07:01 *13:01P *02:02 *06:03 *04:01 -

DMR 1179214 Doador *23:01P *03:01 *44:03 *07:02P *04:01P *07:02P *07:01 *13:01P *02:02 *06:03 *03:01P *06:01
22623583 Paciente *01:01:01:01 *33:01:01 *08:01:01 *44:03:01 *02:02P *07:01P *01:02P *03:01P *02:01:01 *05:01P *01:01 *04:01
DMR 1115265 Doador *01:01:01:01 *33:01:01 *08:01:01 *44:03:01 *02:02P *07:01P *01:02P *03:01P *02:01:01 *05:01P *01:01 *04:01
20356162 Paciente *26:01 *32:01 *37:01 *38:01 *06:02 *12:03 *13:01 *10:01 *05:01 *06:03 *04:01 -

DMR 19233 Doador *26:01 *32:01 *37:01 *38:01 *06:02P *12:03P *13:01 *10:01 *05:01 *06:03 *02:01 *04:01
20529520 Paciente *01:01:01G *02:01P *57:01 *50:01 *06:02 - *07:01 *04:05 *03:02 *03:03 *02:01 *04:01
NMDP 0316-0618-9 Doador *01:01P *02:01P *50:01 *57:01 *06:02 - *04:05 *07:01 *03:02 *03:03 *02:01P *17.01P
22569511 Paciente *30:01 *01:01 *42:02 *08:01 *07:01P *17:01P *08:01 *12:01P *04:02 *05:01 *04:02 *18:01
DMR 2275018 Doador *01:01 *30:01 *08:01 *42:02 *07:01:01G *17:01:01G *08:01 *12:01:01G *04:02 *05:01 *04:01 -
22772376 Paciente *02:01P *02:01P *56:01 *56:01 *01:02 - *01:01 - *05:01 - *02:01P -
DEDKM 4308090 Doador *02:01P - *56:01 - *01:02 - *01:01P - *05:01 - *04:02 *06:01
21968277 Paciente *32:01 *31:01 *44:05 *39:13 *02:02 *07:02pP *11:01P *08:07 *03:01 *04:02 *03:01P *14:01
DMR 1176793 Doador *32:01 *31:01 *44:05 *39:13 *02:02 *07:02pP *11:01P *08:07 *03:01 *04:02 *04:02 *27:01
21286338 Paciente *31:01 *24:02 *39:01P *15:01:01G *03:03:01G *12:03 *11:01 *13:01 *03:01 *06:03 *04:02 *10:01
DMR 198082 Doador *31:01 *24:02 *39:01P *15:01 *03:03:01G *12:03 *11:01 *13:01 *03:01 *06:03 *03:01P *19:01P
22298003 Paciente *23:01P *30:02 *44:03 *18:01:01G *04:01P *05:01 *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *02:02 *04:01P
DEDKM-3769481 Doador *23:01P *30:02 *44:03 *18:01:01G *04:01P *05:01 *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *02:02 *04:01P
22734431 Paciente *02:01P *32:01 *51:01 *49:01 *07:01P *16:02 *04:05 *15:01 *03:02 *06:02 *17:01 *23:01
DMR 2562784 Doador *02:01P *32:01 *51:01 *49:01 *07:01P *16:02 *04:05 *15:01 *03:02 *06:02 *06:01 *02:01P
21774324 Paciente *24:02 *68:01:02G *45:01 *39:05 *07:02:01G *16:01 *04:04 *10:01 *05:01 *03:02 *04:01 *04:02
1232672 Doador *24:02 *68:01 *45:01 *39:05 *07:02:01G *16:01 *04:04 *10:01 *05:01 *03:02 *02:01P *03:01P
20506520 Paciente *01:01 *02:01P *07:02:01G *58:01 *07:01P *07:02P *07:01 *13:01:01 *02:02 *06:03:01 *14:01 *17:01
DEFFM 95206 Doador *01:01 *02:01 *07:02 *58:01 *07:01 *07:02 *07:01 *13:01 *02:02 *06:03 *17:01 *04:01
21314315 Paciente *23:01pP *02:11 *44:03 *48:02 *04:01P *16:01 *07:01 *09:01 *02:02 *03:03 *14:01 *16:01
DMR 1.598.066 Doador *23:01P *02:11 *44:03 *48:02 *04:01P *16:01 *07:01 *09:01 *02:02 *03:03 *04:01 *14:01
16201286 Paciente *02:01P *11:01 *35:01 *35:03 *04:01:01G *12:03P *11:01 *12:01 *03:01 *03:01 *04:02pP *04:02P
CRIR DVS 14605 Doador *02:01P *11:01 *35:01P *35:03 *04:01:01G *12:03P *11:01 *12:01 *03:01 *03:01 *02:01P *04:02
14928367 Paciente *23:01P *29:02 *44:03 *45:01 *06:02P *16:01 *07:01 *12:01 *02:02 *05:01 *02:01 *04:01
NMDP 0204-1675 Doador *23:01P *29:02 *44.03 *45:01 *06:02P *16:01 *07:01 *12:01 *02:02 *05:01 *02:01 *11:01
22295616 Paciente *02:11 *03:01 *48:02 *51:01 *04:01P *05:01 *09:01 *15:01 *03:03 *06:02 *04:01 *14:01
DMR 1522718 Doador *02:11 *03:01 *48:02 *51:01 *04:01P *05:01 *09:01 *15:01 *03:03 *06:02 *04:01 *14:01
22151886 Paciente *32:01 *68:01 *14:02 *40:04 *03:04 *08:02 *01:02 *04:11 *03:02 *05:01 *04:01P *04:02P
DMR 398484 Doador *32:01 *68:01 *14:02 *40:04 *03:04 *08:02 *01:02 *04:11 *03:02 *05:01 *14:01 *17:01
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23145103 Paciente *24:02 *68:02 *07:02 *45:01 *15:05 *16:01 *10:01 *15:03 *05:01 *06:02 *02:01P *17:01
DMR 2299907 Doador *24:02:01G *68:02:01G *07:02 *45:01 *15:05 *16:01 *10:01 *15:03 *05:01 *06:02 *01:01 *17:01
22365142 Paciente *02:01P *23:01P *51:01 *41:01 *02:02 *17:01P *01:02 *07:01 *02:02 *05:01 *03:01P *17:01P
DMR 1383616 Doador *02:01 *23:01 *41:01 *51:01 *02:02 *17:01 *01:02 *07:01 *02:02 *05:01 *04:01 *17:01
18027453 Paciente *02:01P *23:01P *49:01 *51:01P *07:01P *14:02 *01:01 *08:01 *05:04 *04:02 *03:01P *04:01
NMDP 0054-7389-7 Doador *02:01P *23:01P *49:01 *51:01P *07:01P *14:02 *01:01 *08:01 *05:04 *04:02 *04:01 *13:01P
23164345 Paciente *03:01 *02:01P *13:02 *44:02:01G *06:02P *05:01 *07:01 *11:03 *02:02 *03:01 *17:01P *04:02P
NMDP 529434574 Doador *02:01P *03:01 *13:02 *44:02 *06:02 *05:01 *07:01 *11:03 *02:02 *03:01 *04:02 *17:01
22344382 Paciente *31:01 *30:02 *39:03 *42:02 *07:02P *17:01P *08:02 *12:01P *04:02 *05:01 *01:01 *14:01
DMR 608.724 Doador *31:01:02 *30:01:01 *39:03 *42:02 *07:02P *17:01P *08:02P *12:01P *04:02:01 *05:01P *01:01 *04:02
14824758 Paciente *02:01 *02:05 *50:01 - *06:02 - *07:01 - *02:02 - *14:01 *14:01
NMDP 0319-9386-8 Doador *02:01 *02:05 *50:01 - *06:02 - *07:01 - *02:02 - *03:01P *04:01
14861777 Paciente *01:01 *02:01P *18:01:01G *37:01 *06:02P *07:01P *07:01 *11:04 *03:01 *03:02 *02:01 *02:01
CRIRSG 17.278 Doador *01:01 *02:01P *18:01:01G *37:01 *06:02P *07:01P *07:01 *11:04 *03:01 *03:02 *04:01 *13:.01P
21703745 Paciente *30:01 *32:01 *13:02 *38:01 *06:02 *12:03 *07:01 *14:01:01G *02:02 *05:03 *02:01 *04:01
GB1073271 Doador *30:01 *32:01 *13:02 *38:01 *06:02 *12:03 *07:01 *14:01:01G *02:02 *05:03 *04:01 *13:.01P
19008584 Paciente *03:01 *30:01 *15:01 *13:02 *03:03:01G *06:02 *07:01 *13:01 *02:02 *06:03 *02:01P *19:01
DMR 534264 Doador *03:01 *30:01 *15:01 *13:02 *03:03:01G *06:02 *07:01 *13:01 *02:02 *06:03 *03:01P *14:01
13201315 Paciente *02:01P *03:01 *27:05P *58:02 *02:02 *06:02P *11:02 *13:01P *03:01 *06:03 *02:01 *105:01
DMR 3253933 Doador *02:01P *03:01 *27:05P *58:02 *02:02 *06:02P *11:02 *13:01P *03:01 *06:03 *29:01 *04:02P
22352644 Paciente *01:01 *66:01 *08:01 *41:02 *07:01P *17:01P *03:01 - *02:01 - *01:01 *14:01
DMR 740003 Doador *01:01 *66:01 *08:01 *41:02 *07:01P *17:01P *03:01 - *02:01 - *02:01P *04:01
22747630 Paciente *02:01P *31:01:02 *13:02:01 *39:05:01 *06:02P *07:02P *04:07:03 *07:01P *02:02 *03:02:01 *05:01 *17:01
NMDP - 0980-8945-1 Doador *02:01P *31:01 *13:02 *39:05 *06:02 *07:02 *07:01 *04:07P *02:02 *03:02 *04:02 -
22599429 Paciente *33:01 *24:02 *14:01 *14:02 *08:02 - *01:02 *07:01 *02:02 *05:01 *104:01 *01:01
DMR 256979 Doador *33:01:01 *24:02pP *14:01:01 *14:02:01 *08:02:01 - *01:02:01 *07:01P *02:02 *05:01P *04:01 *09:01
20430559 Paciente *01:01:01G *69:01 *08:01:01G *55:01 *01:02 *07:01P *03:01 *14:01P *02:01 *05:03 *04:01 -

NMDP 0510-3336-3 Doador *01:01:01G *69:01 *08:01:01G *55:01 *01:02 *07:01P *03:01 *14:01P *02:01 *05:03 *04:01 -
18878224 Paciente *25:01 *01:01 *18:01:01G *37:01 *06:02P *12:03P *15:01 *13:01 *06:02 *06:03 *02:01 *02:01
CRIR AN-1293795 CAI-11770 Doador *25:01 *01:01 *18:01:01G *37:01 *06:02P *12:03P *15:01 *13:01 *06:02 *06:03 *04:01P -
22726773 Paciente *02:01P *68:02P *44:02:01G *14:02 *05:01 *08:02 *04:01 *01:02 *03:01 *05:01 *04:01P *04:02P
DMR 1488.071 Doador *02:01P *68:02P *44:02:01G *14:02 *05:01 *08:02 *04:01 *01:02 *03:01 *05:01 *13:01P *17:01P
22788353 Paciente *02:02 *03:01 *15:03P *50:01 *02:10 *06:02P *15:03 *03:01 *06:02 *02:01 *02:01 *04:01
DMR 764040 Doador *02:02 *03:01:01 *15:03:01G *50:01:01 *02:10 *06:02:01:01 *15:03:01:01 *03:01:01:01 *02:01:01 *06:02:01 *131:01 *04:01
22460501 Paciente *24:02 *23:01P *07:02P *44:03 *04:01P *07:02pP *07:01 *08:01 *02:02 *04:02 *04:01 *17:01
NMDP 1145-7505-3 Doador *23:01 *24:02 *07:02:01G *44.03 *07:02 *04:01 *07:01 *08:01 *02:02 *04:02 *04:01 -
17809423 Paciente *33:01 *68:01 *14:02 *35:03 *04:01:01G *08:02 *13:01 *08:01 *04:02 *06:03 *04:01 *10:01
NMDP 0192-8317-5 Doador *33:01 *68:01 *14:02 *35:03 *04:01:01G *08:02 *13:01 *08:01 *04:02 *06:03 *04:01 *19:01
21210021 Paciente *02:02 *30:01 *53:01 *42:01 *04:01:01G *17:01:01G *03:01 *03:02 *02:01 *04:02 *01:01 *02:01
DMR 186375 Doador *02:02 *30:01 *42:01 *53:01 *04:01:01G *17:01P *03:01 *03:02 *02:01 *04:02 *01:01 -
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21739928 Paciente *29:02 *01:01 *44:03 *52:01 *12:02 *16:01 *07:01 *15:02 *02:02 *06:01 *02:01P *03:01P
DMR 330136 Doador *29:02 *01:01:01G *44:03 *52:01 *12:02 *16:01 *07:01 *15:02 *02:02 *06:01 *02:01 *11:01
21545821 Paciente *02:01P *31:01 *35:05 *52:01 *04:01:01G *15:02 *04:04 *16:02 *03:01 *03:02 *03:01P *04:02
DMR 887977 Doador *02:01P *31:01 *35:05 *52:01 *04:01:01G *15:02 *04:04 *16:02 *03:01 *03:02 *04:02P *05:01
22964283 Paciente *01:01 *02:01P *08:01 *44:05 *02:02 *07:01P *03:01 *16:01 *02:01 *05:02 *01:01 *04:02
DMR 1554281 Doador *01:01 *02:01P *08:01 *44.05 *02:02 *07:01P *03:01 *16:01 *02:01 *05:02 *01:01 *04:02
22684477 Paciente *30:01 *30:02 *45:01 *42:01 *16:01 *17:01P *04:05 *07:01 *02:02 *03:02 *01:01 *105:01
DMR 3477680 Doador *30:01 *30:02 *42:01 *45:01 *16:01 *17:01P *04:05 *07:01 *02:02 *03:02 *02:01P *04:02P
21488968 Paciente *11:01 *03:01:01G *35:01:01G *27:05:02G *01:02 *04:01P *01:01 *08:01 *04:02 *05:01 *03:01P *04:01
DMR 968768 Doador *11:01 *03:01:01G *35:01:01G *27:05:02G *01:02 *04:01P *01:01 *08:01 *04:02 *05:01 *04:01P *04:02P
22588427 Paciente *01:01:01:01 *30:02:01 *08:01P *07:05P *07:01P *07:02pP *03:01P *01:02P *02:01:01 *05:01P *04:01 *13:01P
DMR 2022453 Doador *01:01:01:01 *30:02:01 *08:01P *07:05P *07:01P *07:02P *03:01P *01:02P *02:01:01 *05:01P *04:01 *13:01P
22088696 Paciente *03:01 *25:01 *14:02 *18:01:01G *08:02 *12:03 *01:01 *07:01 *02:02 *05:01 *04:01 *14:01
NMDP 0424-3808-5 Doador *03:01 *25:01 *14:02 *18:01:01G *08:02 *12:03P *01:01 *07:01 *05:01 *02:02 *03:01P *04:01
21063266 Paciente *26:01 *31:01 *49:01 *37:01 *06:02 *07:01P *10:01 *13:02 *05:01 *06:04 *04:02 *10:01
DMR 2518020 Doador *26:01 *31:01 *37:01 *49:01 *06:02 *07:01P *10:01 *13:02 *05:01 *06:04 *02:01P *04:01
22036068 Paciente *02:01P *03:01 *51:01 *57:01 *14:02 *06:02 *08:01 *07:01 *04:02 *03:03 *03:01P *04:01P
NMDP 1017-0867-5 Doador *02:01P *03:01 *51:01 *57:01 *14:02 *06:02 *08:01 *07:01 *04:02 *03:03 *04:01P *04:02P
22645277 Paciente *01:01:01:01 *25:01:01 *55:01:01 *18:01:01G *03:04P *12:03P *13:01P *04:01:01 *03:02P *06:03P *04:01 *104:01
NMDP 109703116 Doador *01:01 *25:01 *18:01 *55:01 *12:03 *03:03 *04:01 *13:01 *03:02 *06:03 *02:01 *03:01P
18467658 Paciente *24:02 *24:02 *15:01:01G *18:01:01G *03:03:01G *05:01 *04:04 *03:01 *02:01 *03:02 *02:01P *04:01P
NMDP 162177778 Doador *24:02 - *15:01 *18:01 *03:03 *05:01 *03:01 *04:04 *02:01 *03:02 *04:01 *06:01
23041588 Paciente *29:02 *02:01P *44:02:01G *44:03 *05:01 *16:01 *04:01 *07:01 *02:02 *03:01 *01:01 *04:01
NMDP 1463-1761-5 Doador *02:01P *29:02 *44:02 *44:03 *05:01 *16:01 *04:01 *07:01 *03:01 *02:02 *04:01 *11:01
21901490 Paciente *23:01:01 *33:01:01 *15:03P *14:02:01 *02:10 *08:02:01 *01:02:01 *15:03P *05:01:01 *06:02:01 *02:01 *04:01
DMR 1620294 Doador *23:01P *33:01:01 *15:03P *14:02:01 *02:10 *08:02:01 *01:02:01 *15:03P *05:01P *06:02:01 *01:01 *13:01P
21994189 Paciente *24:02 *23:01P *50:01 *52:01 *06:02P *15:02 *04:04 *07:01P *02:02 *03:02 *05:01P *04:01
DMR 256661 Doador *24:02 *23:01P *50:01 *52:01 *06:02P *15:02 *04:04 *07:01P *02:02 *03:02 *03:01P *04:01
22054619 Paciente *02:11 - *48:02 - *04:01 - *09:01 - *03:03 - *04:02 -

DMR 126807 Doador *02:11 - *48:02 - *04:01 - *09:01 - *03:03 - *04:02 *14:01
23003180 Paciente *02:01P *01:01 *40:01 *14:02 *03:04 *08:02 *01:02 *13:02 *05:01 *06:04 *02:01P *03:01P
DMR 2296958 Doador *02:01P *01:01 *40:01 *14:02 *03:04 *08:02 *01:02 *13:02 *05:01 *06:04 *03:01P -
22356542 Paciente *02:01P *11:01 *15:01:01G *51:01 *03:03:01G *15:02 *01:01 *13:01 *05:01 *06:03 *03:01P *20:01
NMDP 0691-9999-0 Doador *02:01P *11:01 *15:01 *51:01 *03:03:01G *15:02P *01:01 *13:.01 *05:01 *06:03 *04:02 *19:01
22627597 Paciente *02:01P *02:01P *44:02:01G *44:02:01G *05:01P - *13:01P *15:02:01 *06:01:01 *06:03:01 *04:02 *05:01P
DMR 1336478 Doador *02:01P - *44:02:01G - *05:01P - *13:.01P *15:02:01 *06:01:01 *06:03:01 *04:01 *20:01
22371061 Paciente *01:01 *01:01 *08:01 *15:17 *07:01P - *07:01 *13:02 *02:02 *06:04 *04:01 *13:01P
DMR 685794 Doador *01:01 *01:01 *08:01 *15:17 *07:01 *07:01 *07:01 *13:02 *02:02 *06:04 *04:01 *13:01P
22972804 Paciente *02:01P *29:02 *38:01 *44:03 *12:03 *16:01 *15:01 *13:01P *06:02 *06:03 *02:01P *04:01
DMR 1768448 Doador *02:01P *29:02 *38:01 *44:03 *12:03 *16:01 *15:01 *13:01P *06:02 *06:03 *02:01P *04:01
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15327391 Paciente *03:01P *02:01P *07:02P *40:01P *07:02P *03:04P *13:02:01 *15:01P *06:02:01 *06:04:01 *03:01 *04:01
DMR 352704 Doador *03:01P *02:01P *07:02P *40:01P *07:02P *03:04P *13:02:01 *15:01P *06:02:01 *06:04:01 *02:01P *11:01
18540606 Paciente *03:01 *25:01 *14:02 *18:01:01G *08:02 *12:03P *13:02 *15:01 *06:02 *06:09 *04:01 *05:01
NMDP 0055-8090-7 Doador *03:01 *25:01 *14:02 *18:01:01G *08:02P *12:03P *13:02 *15:01 *06:02 *06:09 *04:01 -
14906703 Paciente *01:01 *68:01 *57:01 *35:05 *04:01:01G *06:02 *04:11 *07:01 *03:02 *03:03 *03:01P *04:01
DMR 229646 Doador *01:01:01G *68:01:02G *57:01 *35:05 *04:01:01G *06:02 *04:11 *07:01 *03:02 *03:03 *04:01P *04:02P
HNSG11262 Paciente *02:01P - *39:24 *08:01 *07:01P - *13:03 *03:01 *02:01 *03:01 *02:01P *04:02P
1154-8803-3 Doador *02:01P - *39:24 *08:01 *07:01 - *03:01 *13:03 *02:01 *03:01 *01:01 *13:01P
HNSG12250 Paciente *01:01:01:01 *24:02 *13:02:01 *14:02:01 *02:02:02 *06:02P *01:01:01 *01:02:01 *05:01 - *02:01P *10:01
DMR 920.576 Doador *01:01P *24:02pP *13:02:01 *14:02:01 *02:02:02 *06:02P *01:01 *01:02 *05:01P - *03:01P *04:01
HNSG10458 Paciente *26:01 *02:01 *07:02P *18:01:01G *07:01P *07:02pP *13:02 *14:01P *06:04 *05:03 *02:01P *04:01
DMR 1591042 Doador *02:01 *26:01 *07:02P *18:01 *07:01P *07:02P *13:02 *14:01P *05:03 *06:04 *04:01P -
HNSG12072 Paciente *02:01P *31:01 *07:02P *48:02 *04:01P *07:02P *04:11 *15:01 *03:02 *06:02 *04:02 *09:01
DMR 1.639.566 Doador *02:01P *31:01 *07:02:01G *48:02 *04:01P *07:02P *04:11 *15:01P *03:02 *06:02 *14:01 *04:01P
HNSG11953 Paciente *23:01P *29:02 *14:02 *49:01 *07:01P *08:02 *01:02 *07:01 *02:02 *05:01 *04:01P -

DMR 1.640.179 Doador *23:01:01 *29:02P *14:02:01 *49:01:01 *07:01P *08:02:01 *01:02:01 *07:01P *02:02 *05:01P *05:01P *10:01
HNSG12615 Paciente *11:01 *23:01P *07:02P *49:01 *07:01P *07:02P *10:01 *15:01 *05:01 *06:02 *04:01 -
DEDKM 6144728 Doador *11:01 *23:01P *07:02P *49:01 *07:01P *07:02P *10:01 *15:01 *05:01 *06:02 *02:01P *04:01P
HNSG759 Paciente *24:03 *02:01P *38:01 *13:02 *06:02 *12:03 *13:02 *07:01 *02:02 *06:04 *04:01 *17:01
0445-3554-0 Doador *02:01P *24:03 *13:02 *38:01 *06:02 *12:03 *07:01 *13:02 *02:02 *06:04 *04:01 *17:01
HNSG10424 Paciente *02:01P *23:01 *07:02P *45:01 *06:02 *07:02P *07:01 *15:01 *02:02 *06:02 *03:01P *04:01
0564-1068-1 Doador *02:01P *23:01 *07:02 *45:01 *07:02 *06:02 *07:01 *15:01 *02:02 *06:02 *04:01P *17:01P
6772777 Paciente *02:01 - *39:01P *44:02:01G *07:04P *12:03P *01:01 *11:01 *03:01:01G *05:01 *02:01 *05:01
B300113259695 Doador *02:01 - *39:01P *44:02:01G *07:04P *12:03 *01:01 *11:01 *03:01 *05:01 *04:01P -
11401001 Paciente *01:01:01G *01:01:01G *57:01 *58:01 *06:02P *07:01P *07:01 *13:05 *02:02 *03:01 *04:01 *04:02
B300114266889 Doador *01:01 *01:01 *57:01 *58:01 *06:02 *07:18 *07:01 *13:05 *02:02 *03:01 *04:01 -
5448314 Paciente *11:01 *23:01 *27:05 *49:01 *01:02 *07:01 *01:01 *08:03 *03:01 *05:01 *04:01 -

DMR 815.123 Doador *11:01 *23:01:01G *27:05:02G *49:01 *01:02 *07:01:01G *01:01 *08:03 *03:01 *05:01 *04:01P *04:02P
6819171 Paciente *01:01:01G *68:01:02G *08:01 *44:02:01G *07:01:01G *07:04:01G *04:04 *11:01:01G *03:01 *03:02 *01:01 *04:01P
B300113245022 Doador *01:01 *68:01 *08:01 *44:02 *07:01 *07:04 *04:04 *11:01 *03:01 *03:02 *04:01P *20:01
6052330 Paciente *24:02 *24:02 *13:02 *35:02 *04:01 *06:02 *07:01 *11:04 *02:02 *03:01 *02:01 *17:01
DEDKM 428994 Doador *24:02 *24:02 *13:02 *35:02 *04:01 *06:02 *07:01 *11:04 *02:02 *03:01 *02:01 *04:01
13655171 Paciente *03:01:01G *33:01 *08:01 *14:02 *07:01P *08:02 *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *02:01 *04:01
DMR875184 Doador *03:01 *33:01 *08:01 *14:02 *07:01P *08:02 *03:01 *07:01P *02:01 *02:02 *02:01 *14:01
13639737 Paciente *02:05 *03:01:01G *35:01:01G *58:01 *04:01:01G *07:01:01G *01:01 *11:04 *03:01 *05:01 *04:01 -
B300114272753 Doador *02:05 *03:01:01G *35:01:01G *58:01 *04:01:01G *07:01:01G *01:01 *11:04 *03:01 *05:01 *04:01 *104:01
13899045 Paciente *03:01:01G *11:01 *07:02:01G *51:01 *04:01:01G *07:02P *11:01P *15:01 *03:01 *06:02 *02:01 *04:01
B300114275498 Doador *03:01 *11:01 *07:02 *51:01 *04:01 *07:02 *11:01 *15:01 *03:01 *06:02 *03:01 *04:01
7742693 Paciente *02:01 *25:01 *51:01 *51:01 *03:03 *14:02 *08:01 *13:01 *04:02 *06:03 *01:01 *02:01
DMR 561408 Doador *02:01 *25:01 *51:01 *51:01 *03:03 *14:02 *08:01 *13:01 *04:02 *06:03 *02:01 -
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12925130 Paciente *02:01P *31:01 *50:01 *51:01 *06:02P *12:03 *07:01 *11:04 *02:02 *03:01 *02:01P *17:01P
DMR 2328071 Doador *02:01P *31:01 *50:01 *51:01 *06:02P *12:03 *07:01 *11:04 *02:02 *03:01 *03:01P *04:02P
7755118 Paciente *03:01:01G *03:01:01G *07:02:01G *15:01:01G *03:04 *07:02P *01:01 *04:01 *03:02 *05:01 *04:01P -
DMR3357214 Doador *03:01:01G *03:01:01G *07:02:01G *15:01:01G *03:04 *07:02P *01:01 *04:01 *03:02 *05:01 *04:01P *04:02P
12987122 Paciente *03:01 - *07:02:01G *45:01 *07:02P *16:01 *10:01 *15:01 *05:01 *06:02 *04:01 -
DMR1791624 Doador *03:01:01G *03:01:01G *07:02:01G *45:01 *07:02P *16:01 *10:01 *15:01 *05:01 *06:02 *03:01P *17:01
12200430 Paciente *03:01:01G *33:01 *14:02 *35:08 *04:01:01G *08:02 *01:02 *03:01 *05:01 *02:01 *03:01 *11:01
DMR 2264986 Doador *03:01:01G *33:01 *14:02 *35:08 *04:01:01G *08:02 *01:02 *03:01 *02:01 *05:01 *02:01 *04:01
7858833 Paciente *03:01:01G *68:01:02G *07:02P *39:09 *07:02P *07:02P *08:02 *15:01 *04:02 *06:02 *03:01P *04:02P
DMR 844.340 Doador *03:01:01G *68:01:02G *07:02P *39:09 *07:02p *07:02P *08:02 *15:01 *04:02 *06:02 *04:01P *04:02P
10939908 Paciente *02:01P *24:05 *35:03 *44:02:01G *04:01:01G *05:01 *11:01P *13:01P *03:01 *06:03 *04:02 *10:01
DMR1762121 Doador *02:01P *24:05 *35:03 *44:02:01G *04:01:01G *05:01 *11:01P *13:01P *03:01 *06:03 *02:01 *19:01
12994157 Paciente *02:01P *03:01:01G *14:02 *40:01 *03:04 *15:05P *01:01P *01:02 *05:01 *05:01 *04:01 -
DMR1775397 Doador *02:01P *03:01:01G *14:02 *40:01 *03:04 *15:05P *01:01P *01:02 *05:01 *05:01 *04:01P *13:.01P
17296413 Paciente *03:01 *11:01 *18:01:01G *35:01P *04:01:01G *07:01P *11:04 *13:01P *03:01 *06:03 *02:01P *04:02P
B300115289864 Doador *03:01 *11:01 *18:01 *35:01 *04:01 *07:01 *11:04 *13:01 *03:01 *06:03 *04:02 *20:01
7591242 Paciente *26:01 *30:01 *13:02 *38:01 *06:02 *12:03 *07:01 *11:03 *02:02 *03:01 *01:01 *04:02
8300112239095 Doador *26:01 *30:01 *13:02 *38:01 *06:02 *12:03 *07:01 *11:03 *02:02 *03:01 *02:01P *04:02P
15900132 Paciente *31:01 *33:01 *14:02 *51:01 *08:02 *15:02P *01:02 *04:07P *03:01 *05:01 *04:01 -
DMR1989172 Doador *31:01:02 *33:01:01 *14:02:01 *51:01:01 *08:02:01 *15:02:01 *01:02:01 *04:07:01 *03:01:01 *05:01:01 *03:01P *05:01P
16096945 Paciente *25:01 *26:01 *18:01:01G *44:04 *12:03 *16:01 *11:01P *15:01 *03:01 *06:02 *02:01 *04:02
B300115288487 Doador *25:01 *26:01 *18:01:01G *44:04 *12:03 *16:01 *11:01P *15:01 *03:01 *06:02 *02:01 *04:01
547712 Paciente *03:01:01G *11:01 *35:03 *51:01 *04:01:01G *15:02P *11:01P *13:01P *03:01 *06:03 *02:01 *04:01
DMR 2257850 Doador *03:01:01G *11:01 *35:03 *51:01 *04:01:01G *15:02P *11:.01P *13:.01P *03:01 *06:03 *02:01 *04:01
533045 Paciente *02:01P *23:01P *35:01P *44:02P *04:01P *05:01 *13:01 *15:03 *06:02 *06:03 *04:01 *105:01
DMR 721033 Doador *02:01P *23:01P *35:01P *44:02 *04:01P *05:01 *13:01 *15:03 *06:02 *06:03 *01:01 *02:01
446521 Paciente *02:01 *29:02 *40:01 *40:04 *03:04 *03:04 *04:11 *13:02 *03:02 *06:04 *03:01P *04:02P
DMR 832395 Doador *02:01 *29:02 *40:01 *40:04 *03:04 *03:04 *04:11 *13:02 *03:02 *06:04 *02:01 *27:01
460476 Paciente *01:01 *03:01 *07:02 *35:02 *04:01 *07:02 *11:04 *15:01 *03:01 *06:02 *02:01 *04:01
DMR 1196822 Doador *01:01 *03:01 *07:02 *35:02 *04:01 *07:02 *11:04 *15:01 *03:01 *06:02 *04:01 -
405074 Paciente *24:02 *32:01 *14:01 *15:01 *03:03:01G *08:02 *07:01 *13:01 *02:02 *06:03 *04:01 *19:01
GCS 01.07.09 Doador *24:02 *32:01 *14:01 *15:01 *03:03:01G *08:02 *07:01 *13:01 *02:02 *06:03 *04:01P -
406709 Paciente *34:02 - *08:01 - *07:01P - *03:01 - *02:01 - *01:01 -

DMR 605855 Doador *34:02 *34:02 *08:01 *08:01 *07:01P - *03:01 - *02:01 - *17:01 *17:01
496539 Paciente *01:01 *33:01 *14:02 *51:01 *08:02 *15:13 *01:02 *04:02 *03:02 *05:01 *04:01 *13:01P
DMR 657742 Doador *01:01 *33:01 *14:02 *51:01 *08:02 *15:13 *01:02 *04:02 *03:02 *05:01 *13:01P *17:01
522978 Paciente *02:01 *33:01 *14:02 *44:02 *05:01 *08:02 *01:02 *12:01 *03:01 *05:01 *04:01 *131:01
DMR 188217 Doador *02:01 *33:01 *14:02 *44:02 *05:01 *08:02 *01:02 *12:01 *03:01 *05:01 *01:01 *04:01
540923 Paciente *11:01 *24:03 *35:08 *51:01 *04:01:01G *15:02P *11:01P *15:01 *03:01 *06:02 *02:01 *04:02
NMDP 1125-4024-0 Doador *11:01 *24:03 *35:08 *51:01 *04:01 *15:02 *11:01 *15:01 *03:01 *06:02 *01:01 *04:01
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434040 Paciente *02:01 *11:01 *07:05 *35:01 *04:01:01G *15:05P *01:01 *10:01 *05:01 *05:01 *02:01P *10:01
DMR 167442 14.09.10 Doador *02:01 *11:01 *07:05 *35:01 *04:01:01G *15:05P *01:01 *10:01 *05:01 *05:01 *03:01P *04:02
530603 Paciente *02:01P *30:02 *18:01:01G *73:01 *05:01 *15:05P *03:01 *04:05 *02:01 *02:02 *03:01P *17:01P
DMR 2114681 Doador *02:01P *30:02 *18:01:01G *73:01 *05:01 *15:05P *03:01 *04:05 *02:01 *02:02 *03:01 *04:01
517086 Paciente *01:01:01G *30:01 *07:05P *53:01 *04:01:01G *15:05P *03:01 *04:05 *02:01 *03:02 *01:01 *104:01
DMR 1864688 Doador *01:01:01G *30:01 *07:05P *53:01 *04:01:01G *15:05 *03:01 *04:05 *02:01 *03:02 *03:01P *85:01
529712 Paciente *02:01:01 *03:01:01 *07:02:01 *44:03:01 *04:01:01 *07:02:01G *07:01:01 *15:01:01 *02:02:01 *06:02:01 *02:01 -

DMR 3613653 Doador *02:01P *03:01:01G *07:02:01G *44:03 *04:01 *07:02P *07:01 *15:01 *02:02 *06:02 *04:01 *17:01
455376 Paciente *02:01 *68:01 *07:02 *51:01 *07:02 *15:02 *07:01 *13:01 *02:02 *06:03 *04:01 -

DMR 1985003 Doador *02:01 *68:01 *07:02 *51:01 *07:02 *15:02 *07:01 *13:01 *02:02 *06:03 *04:01 *17:01
465052 Paciente *02:01 *03:01 *07:02 *38:01 *07:02 *12:03 *10:01 *15:01 *05:01 *06:02 *02:01P *19:01P
DMR 1163285 Doador *02:01 *03:01 *07:02 *38:01 *07:02 *12:03 *10:01 *15:01 *05:01 *06:02 *04:01 -
468791 Paciente *24:02 *26:01 *15:01 *55:01 *03:03 *03:03 *13:01 *15:01 *06:03 *06:03 *04:01 *19:01
CRIR = DE — FFM 153202 Doador *24:02 *26:01 *15:01:01G *55:01 *03:03:01G *03:03:01G *13:.01 *15:01 *06:03 *06:03 *04:01P *04:02P
428432 Paciente *24:02 *24:02 *35:03 *39:06 *07:02:01G *12:03 *04:11 *11:01:01G *03:01 *03:02 *10:01 *14:01
DMR 1427663 Doador *24:02P *24:02P *35:03 *39:06 *07:02P *12:03 *04:11 *11:01P *03:01 *03:02 *10:01 *14:01
518970 Paciente *01:01:01G *02:01:01G *08:01 *44:02:01G *05:01 *07:01:01G *03:01 *13:01 *02:01 *06:03 *04:01 *10:01
DMR 149717 Doador *01:01:01G *02:01:01G *08:01 *44:02:01G *05:01 *07:01P *03:01 *13:01 *02:01 *06:03 *04:01 *19:01
512591 Paciente *02:01:01G *33:01 *14:02 *57:01 *06:02:01G *08:02 *01:02 *07:01 *03:03 *05:01 *04:01 -

DMR 711135 Doador *02:01P *33:01 *14:02 *57:01 *06:02P *08:02 *01:02 *07:01 *03:03 *05:01 *04:01 -
456360 Paciente *24:02 *33:01 *14:02 *51:01 *01:02 *08:02 *01:02 *11:01 *03:01 *05:01 *02:01 *05:01P
CRIR = DE — DKM 5226977 Doador *24:02 *33:01 *14:02 *51:01 *01:02 *08:02 *01:02 *11:01 *03:01 *05:01 *03:01P *05:01P
498114 Paciente *31:01 *68:02 *07:02 *40:01 *03:04 *07:02 *04:04 *15:03 *03:02 *06:02 *02:01 *04:01
DMR 855907 Doador *31:01 *68:02 *07:02:01G *40:01 *03:04 *07:02:01G *04:04 *15:03 *03:02 *06:02 *06:01 *105:01
552771 Paciente *02:01P *02:01P *13:02 *35:01 *04:01:01G *06:02P *01:01 *07:01 *02:02 *05:01 *04:01 -

NMDP 1409-9659-6 Doador *02:01 *02:01 *13:02 *35:01 *04:01 *06:02 *01:01 *07:01 *02:02 *05:01 *02:01P *04:02P
425879 Paciente *31:01 *33:01 *14:02 *35:04 *04:01:01G *08:02 *01:02 *08:07 *04:02 *05:01 *04:01P *04:02P
DMR 544878 Doador *31:01 *33:01 *14:02 *35:04 *04:01:01G *08:02 *01:02 *08:07 *04:02 *05:01 *14:01 *05:01P
524346 Paciente *02:01P *23:01P *07:05P *14:02 *08:02 *15:05P *01:02 *10:01 *05:01 *05:01 *02:01 *04:01
DMR 3252511 Doador *02:01P *23:01P *07:05P *14:02 *08:02 *15:05P *01:02 *10:01 *05:01 *05:01 *02:01 *05:01
406423 Paciente *02:01P *26:01 *15:01:01G *38:01 *03:03:01G *12:03pP *04:11 *13:01 *03:02 *06:03 *02:01P *04:02
LFC 24.07.10 Doador *02:01P *26:01 *15:01 *38:01 *03:03:01G *12:03P *04:11 *13:01 *03:02 *06:03 *02:01P *04:02
515892 Paciente *03:01:01G *68:01:02G *14:02 *40:04 *03:04 *08:02 *04:11 *13:02 *03:02 *06:09 *05:01 *14:01
DMR 784462 Doador *03:01 *68:01:02G *14:02 *40:04 *03:04 *08:02 *04:11 *13:02 *03:02 *06:09 *04:02 *05:01
528512 Paciente *02:01P *23:01P *07:02 *27:07 *07:02P *15:02P *11:04 *15:01 *03:01 *06:02 *04:01 -

DMR 225563 Doador *02:01 *23:01 *07:02 *27:07 *07:02 *15:02 *11:04 *15:01 *03:01 *06:02 *04:01 *13:01P
564477 Paciente *23:01P *33:01 *14:02 *45:01 *06:02P *08:02 *01:02 *03:01 *02:01 *05:01 *01:01 -

DMR 2089575 Doador *23:01 *33:01 *14:02 *45:01 *06:02 *08:02 *01:02 *03:01 *02:01 *05:01 *13:01 *104:01
522543 Paciente *02:01P *29:02 *40:04 *44:03 *03:04 *16:01 *04:11 *08:01 *03:02 *04:02 *04:01 *27:01
DMR 3070030 Doador *02:01P *29:02 *40:04 *44:03 *03:04 *16:01 *04:11 *08:01 *03:02 *04:02 *03:01 *04:01
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NUMERO DE IDENTIFICAGAO Pl’;g‘:g;i/ HLA-A HLA-A HLA-B HLA-B HLA-C HLA-C HLA-DRB1 HLA-DRB1 HLA-DQB1 HLA-DQB1 HLA-DPB1 HLA-DPB1
431960 Paciente *03:02 *26:01 *18:01 *38:01 *12:03P - *11:01 *11:04 *03:01 - *03:01P *04:01
DMR 69335 Doador *03:02 *26:01 *18:01 *38:01 *12:03P - *11:01 *11:04 *03:01 - *02:01 -
526358 Paciente *11:01 *26:01 *35:01 *51:01 *04:01:01G *15:02:01G *09:01 *14:54 *03:03 *05:03 *04:01 *04:02
NMDP 1116-5594-0 Doador *11:01 *26:01 *35:01 *51:01 *04:01 *15:02 *09:01 *14:54 *03:03 *05:03 *03:01 *04:01
444874 Paciente *01:01 *03:01 *08:01 *50:01 *06:02P *07:01P *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *02:01P *03:01P
DMR 1630065 Doador *01:01 *03:01 *08:01 *50:01 *06:02P *07:01P *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *02:01 *124:01
554272 Paciente *02:11 *24:02 *48:02 *50:02 *04:01P *06:02 *04:06 *09:01P *03:03 *04:02 *14:01 *04:01
DMR 2462734 Doador *02:11 *24:02 *48:02 *50:02 *04:01:01G *06:02 *04:06 *09:01 *03:03 *04:02 *14:01 *104:01
561836 Paciente *02:01P *68:01 *35:02 *51:01 *04:01:01G *15:02P *03:01 *16:01 *02:01 *05:02 *02:01 *04:01
NMDP 1023-4091-6 Doador | *02:01 *68:01 *35:02 *51:01 *04:01 *15:02 *03:01 *16:01 *02:01 *05:02 *03:01 *04:01
491209 Paciente *02:01P *24:02pP *08:01 *15:01:01G *03:03:01G *07:01P *03:01 *04:04 *02:01 *03:02 *04:01 *06:01
DMR 3135133 Doador *02:01P *24:02P *08:01 *15:01:01G *03:03:01G *07:01P *03:01 *04:04 *02:01 *03:02 *02:01 *06:01
428431 Paciente *24:02 *24:02 *08:01 *39:13 *07:01 *07:02 *03:01 *08:07 *02:01 *04:02 *01:01 *04:02
DMR 830285 Doador *24:02 *24:02 *08:01 *39:13 *07:01 *07:02 *03:01 *08:07 *02:01 *04:02 *04:01 *27:01
493121 Paciente *03:01 *32:01 *27:05 *35:01 *02:02 *04:01 *01:01 *07:01 *02:02 *05:01 *03:01 *14:01
CRIR-DE-DKM 4269928/ZKRD Doador *03:01 *32:01 *27:05 *35:01P *02:02 *04:01:01G *01:01 *07:01 *02:02 *05:01 *05:01 -
522208 Paciente *02:01P *68:02 *07:02:01G *51:01 *07:02P *14:02 *08:01 *15:03 *04:02 *06:02 *04:01 *105:01
DMR 3755436 Doador *02:01P *68:02 *07:02 *51:01 *07:02p *14:02 *08:01 *15:03 *04:02 *06:02 *02:01 *04:01
472785 Paciente *24:02 *68:02 *14:02 *53:01 *02:02 *04:01 *01:02 *13:01 *05:01 *06:03 *03:01 *10:01
DMR 1313218 Doador *24:02 *68:02 *14:02 *53:01 *02:02 *04:01 *01:02 *13:01 *05:01 *06:03 *01:01 *04:01
547102 Paciente *02:01P *11:01 *08:01 *44:02:01G *05:01 *07:01P *03:01 *08:01 *02:01 *04:02 *01:01 *04:01
DMR 1968882 Doador *02:01P *11:01 *08:01 *44:02:01G *05:01 *07:01P *03:01 *08:01 *02:01 *04:02 *04:01P -
450764 Paciente *29:02 *34:02 *08:01 *45:01 *06:02P *07:01 *03:01 *11:01 *02:01 *03:01 *01:01 *04:01
PLSF 15.02.11 Doador *29:02 *34:02 *08:01 *45:01 *06:02P *07:01 *03:01 *11:01 *02:01 *03:01 *04:01 -
525194 Paciente *02:01P *02:01P *15:04 *45:01 *03:03:01G *16:01 *01:02 *16:02 *03:01 *05:01 *01:01P *04:02P
DMR 1895519 Doador *02:01P *02:01P *15:04 *45:01 *03:03:01G *16:01 *01:02 *16:02 *03:01 *05:01 *01:01 *04:02
413866 Paciente *03:01 *24:02 *18:01:01G *27:05P *01:02P *12:03P *01:01 *11:04 *03:01 *05:01 *04:01P *04:02P
DMR 772089 Doador *03:01 *24:02 *18:01:01G *27:05P *01:02:01G *12:03P *01:01 *11:04 *03:01 *05:01 *04:01P *04:02P
513214 Paciente *03:01:01G *30:01 *07:02:01G *13:02 *06:02P *07:02P *04:04 *07:01 *02:02 *03:02 *05:01 *17:01
DMR 3231861 Doador *03:01:01G *30:01 *07:02:01G *13:02 *06:02P *07:02pP *04:04 *07:01: *02:02 *03:02 *04:01 *13:01P
518985 Paciente *02:01P *31:01 *14:02 *51:01 *05:01 *08:02 *01:02 *13:02 *05:01 *06:04 *02:01P *35:01
DMR 3256027 Doador *02:01P *31:01 *14:02 *51:01:01G *05:01 *08:02 *01:02 *13:02 *05:01 *06:04 *02:01P *35:01
517571 Paciente *32:01 *74:01P *15:03P *40:01 *02:10 *03:04 *01:01 *13:02 *05:01 *06:09 *01:01 *04:01
NMDP 0436-30623 Doador *32:01 *74:01 *15:03 *40:01 *02:10 *03:04 *01:01 *13:02 *05:01 *06:09 *02:01 *04:01
502311 Paciente *03:01 *03:01 *07:02 *08:01 *07:01P *07:02P *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *04:01 *01:01P
DMR 3761040 Doador *03:01 *03:01 *07:02 *08:01 *07:01P *07:02P *03:01 *07:01 *02:01 *02:02 *04:01 *13:01P
528523 Paciente *02:01:01G *03:01 *15:01:01G *40:01 *03:04 *03:04 *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *04:01 *05:01
NMDP 5181-0795-6 Doador *02:01 *03:01 *15:01 *40:01 *03:04 *03:04 *03:01 *15:01 *02:01 *06:02 *02:01 -
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APENDICE 2 — AVALIACAO DO ESTADO DA COMPATIBILIDADE NOS 23 SNPS DOS GENES C4 ENTRE PACIENTES E

RESPECTIVOS DOADORES NAO APARENTADOS
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*0 — Compatibilidade para SNP entre paciente e doador ndo aparentado. 1 — Incompatibilidade para o SNP entre paciente e doador ndo aparentado.
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APENDICE 3 - TABELAS DA ANALISE UNIVARIADA DE CARACTERISTICAS
DEMOGRAFICAS E CLINICAS ANALISADAS EM RELACAO A MORTALIDADE, A
DECH AGUDA E A CRONICA

TABELA 30 — ANALI'SE UNIVARIADA DO IMPACTO DOS DADOS DEMOGRAFICAS,
DIAGNOSTICO E CARACTERISTICAS DO TRANSPLANTE SOBRE A MORTALIDADE

VARIAVEL CLASSIFICACAO N MORTALIDADE? VS‘&'IODE RR IC 95%
Masculino (ref) 141 42 (29,8%)

Género dos pacientes
Feminino 97 39 (40,2%) 0,083 1,47 0,95-2,27

Estado CMV dos Positivo (ref) 179 53 (29,6%)

pacientes Negativo 35 15 (42,9%) 0,201 1,46 0,82-2,58
N&o malignas (ref) 113 28 (24,8%)

Diagndstico
Malignas 125 53 (42,4%) 0,009 1,85 1,17-2,92
Medula 6ssea (ref) 199 61 (30,7%)

Fonte de células-tronco
Sangue periférico 39 20 (51,3%) 0,005 2,08 1,25-3,45
Intensidade reduzida 81 19 (23,5%)
(ref)

Condicionamento Mieloablativo 145 56 (38,6%) 0,047 1,70 1,01-2.86
N&o mieloablativo 12 6 (50,0%) 0,148 1,97 0,79 -4,93
CSA + MTX (ref) 208 65 (31,2%)

Imunoprofilaxia
Outros 28 15 (53,6%) 0,060 1,71 0,98-3,01
0 (ref) 147 50 (34,0%)

DECH aguda -1 56 12 (21,4%) 0,087 0,58 0,31-1,08
- 1v 35 19 (54,3%) 0,053 1,69 1,00-2,86
N&o (ref) 147 50 (34,0%)

DECH aguda®
Sim 91 31 (34,1%) 0,357 1,25 0,78 -2,03
Sim (ref) 55 10 (18,2%)

DECH crénica®
Nao 178 70 (39,3%) 0,351 0,71 0,35-1,46

|dade dos pacientes ao 17,2/272  <0,001 1,03 1,02-1,04

transplante (anos)

Idade dos doadores 331/31,8 0,449 099 0,96 1,01

(anos)

Numero de celulas 4,9/52 0,312 1,03 0,97 -1,09

infundidas (x108/kg)

a. Variaveis categoricas: frequéncia (porcentagem); variaveis quantitativas: meédia para nao

mortalidade / mortalidade;

b. Modelo de regressao de Cox, teste de Wald, p<0,05;
c. Variaveis analisadas como tempo dependente; RR = razéo de riscos; IC = intervalo de confianca;
CSA = ciclosporina; MTX = metotrexato;



TABELA 31 - ANALISE UNIVARIADA DO IMPACTO DOS DADOS DEMOGRAFICAS,
DIAGNOSTICO E CARACTERISTICAS DO TRANSPLANTE SOBRE A DECH AGUDA
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5 % DECH VALOR o
VARIAVEL CLASSIFICACAO N aguda® DEpy RRS  IC95%
Masculino (ref) 141 52 (36,9%)
Género dos pacientes
Feminino 97 39 (40,2%) 0,248 1,29 0,84-1,97
Positivo (ref) 35 11 (31,3%)
Estado CMV dos
pacientes )
Negativo 179 74 (41,3%) 0,333 0,72 0,37-1,40
N&o malignas (ref) 113 35(31,0%)
Diagnostico
Malignas 125 56 (44,8%) 0,046 1,55 1,01-2,38
Medula 6ssea (ref) 199 69 (34,7%)
Fonte de células-tronco
Sangue periférico 39 22(56,4%) 0,013 1,85 1,14-3,00
Intensidade reduzida 81 23 (28,4%)
(ref)
Condicionamento Mieloablativo 145 65 (44,8%) 0,013 1,82 1,13-2,93
N&o mieloablativo 12 3(25,0%) 0,801 0,86 0,28 -2,68
CSA + MTX (ref) 208 72 (34,6%)
Imunoprofilaxia
Outros 28 18 (64,3%) 0,002 2,19 1,34-3,56
Idade dos pacientes ao 18,1/24,8 0,004 1,02 1,01-1,03
transplante (anos)
Idade dos doadores 32,7/325 0,99 099 0,97 1,02
(anos)
Numero de células 49/52 0123 1,04 0,99-1,10

infundidas (x108/kg)

a. Variaveis categoricas: frequéncia (porcentagem); variaveis quantitativas: média para auséncia de
DECH aguda / presenca da DECH aguda;
b. Modelo de Fine e Gray incluindo mortalidade como risco competitivo, p<0,05; RRS = razdo de
riscos da subdistribuicéo; IC = intervalo de confianga; CSA = ciclosporina; MTX = metotrexato;



TABELA 32 - ANALISE UNIVARIADA DO IMPACTO DOS DADOS DEMOGRAFICAS,
DIAGNOSTICO E CARACTERISTICAS DO TRANSPLANTE SOBRE A DECH CRONICA
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VARIAVEL CLASSIFICACAO N DECH = VALOR  pos 1 o5%
cronica DE P
Masculino (ref) 137 32 (23,4%)
Género dos pacientes
Feminino 96 23 (24,0%) 0,941 1,02 0,60-1,73
Positivo (ref) 175 41 (23,4%)
Estado CMV dos
pacientes _
Negativo 34 8 (23,5%) 0,985 099 047-211
N&o malignas (ref) 113 30 (26,5%)
Diagnostico
Malignas 120 25(20,8%) 0,182 0,70 0,41-1,18
Medula éssea (ref) 196 48 (24,5%)
Fonte de células-tronco
Sangue periférico 37 7 (18,9%) 0,521 0,77 0,35-1,70
Intensidade reduzida 79 21 (26.6%)
(ref)
Condicionamento Mieloablativo 142 30(21,1%) 0,228 0,71 0,41-1,24
N&o mieloablativo 12 4 (33,3%) 0,864 1,10 0,38-3,18
CSA + MTX (ref) 205 46 (22,4%)
Imunoprofilaxia
Outros 26 8 (30,8%) 0,558 1,23 0,61-250
Idade dos pacientes ao 195/224 0,350 1,01 0,99 1,02
transplante (anos)
Idade dos doadores 32,6/335 06 1,01 098-104
(anos)
Numero de células 51/49 0932 1,00 094-106

infundidas (x108/kg)

a. Variaveis categdricas: frequéncia (porcentagem); variaveis quantitativas: média para auséncia de
DECH crénica / presenca da DECH crénica,;
b. Modelo de Fine e Gray incluindo mortalidade como risco competitivo, p<0,05; RRS = razdo de
riscos da subdistribuicéo; IC = intervalo de confianga; CSA = ciclosporina; MTX = metotrexato;
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Titule da Pesquisa: Identificagde de Polimorfismos ne Bloce Gama do Complexe Principal de
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Numero do Parecer: 423,772
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Apresentagac do Projeto:

Apenas 30% dos pacientes com indicagdo de transplante de células-tronco hematopoéticas encontram
doador ideal gue € um irmao HLA genotipicamente idéntico, e que os demais devem buscar um doador nao
CONSANgUINes nos registros ou nos bancos de sangue de cord3o umbilical.

A doenga do enxerto contra o hospedeiro [DECH) continua sendo uma nonq:licag.a'o significante & com
incidéncia mais elevada nos transplantes alogénicos com doador ndo consanguinec s comparada aos
transplantes cujo doador & um irméao genofipicamente idéntico. Isto pode ser decomente de diferencas ndo
detectadas em oufras regides do Complexo Principal de Histocompatibilidade {CPH). e dentre elas os
polimorfismos do bloco gama localizade na regido de classe 1l deste complexo génico podem contribuir para
a maior ocorréncia desta complicacSo imunolagica. O presente estudo propde identificar polimorfismos dos
genes C4A e C4B, localizados no bloco gama. em um grupe de pacientes e seus respectivos doadores &
investigar se incompatibilidades nesta regiao influenciam nos resultados des transplantes de medula dssea
com doador nao consanguines HLA idéntico. Serao analisadas varantes polimérficas na regio dos genes
C4A e C4B, ditos de classe |Il, e gue codificam proteinas do sistema complemento. Os genctipos C4 dos
pacientes e de seus doadores serao determinados pelo método de PCR-3SP utlizando-se um painel de
primers sequéncia especificos (S5P = Sequence Specific Primers) que
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identificam alguns polimerfismos de nucleotideo Unico {Single Nuclectide Polymarphisms = SNPs) e uma
delegdo neste segmento do bloco gama (Candy L et al., 2012). As variantes polimdrficas que serdo
investigadas neste estudo foram identificadas pedo grupo do pesquisador David Sayer (Perth, Australia). O
painel de S5Ps tambem foi desenvolvido pela equipe deste pesquisador. Espera-se que este estudo permita
identificar nowos fatores genéticos determinantes do aumento de risco de complicagies imunologicas apds o
transplante de cehdas-tronco hematopoeticas.

Hipotesa:

Atraves da tipagem dos genes C4A e C4B investigar se a presenga de incompatibilidades nestes genes
podem aumentar o risco de complicagies

imunologicas, como a deenga do enxerto contra o hospedeino (DECH), apds o transplante de medula dssea

Objetivo da Pesquisa:

Cbjetivo Primaria:

Investigar a diversidade genética no bloco gama (genes de classe |ll) do CPH em pacientes brasileiros =
seus doadores de medula dssea (HLA-A, B, C, DR e DQ idénticos) & o impacto da diferenga nesta regiso na
evolugdo clinica pos-transplante de medula dssea.

Cbjetive Secundario:

Uma caracteristica marcante do genoma humano & a sua organizagSo em blocos de variantes genéticas
localzadas em proximidade fisica numa determinada extens3o de um cromossemo, e gue sao herdadas
como haplotipos (Gabriel 5.B. et al., 2001; Reich D.E. et al., 2001).0 complexo principal de
histocompatibilidade humano (CPH), localizado no cromossomo § (banda 8p21.21), & densaments povoado
por genes distribuidos ao longo de quatro mihdes de pares de bases. Estes genes constituem trés blocos
principais com warias centenas de kilobases cada e 530 agrupados em trés regides de acordo com certas
caracteristicas funcionais. A regido de classe | alberga o bloco alfa que inclui o gene HLA-A e o bloco beta
gue inchui o5 genes HLA-B & HLA-C. A regido de classe |l ou bloco gama contemipla os genes Bf. C2, C4A =
C4EB responsaveis pelas proteinas do sistema complemento (Ramos S et al., 2004). Na regiac de classz I
estdo localizados os genes do bloco delta que codificam as proteinas DR, D0 e DP. A maicria dos genes do
CPH mostra variagdo alélica e os genes HLA sao identificados como os mais polimorficos nas populagbes
humanas ja investigadas.0s genes do CPH, por estarem ligados, sao geralmente transmitidos para a
descendéncia como uma wnidade (bloco) ou haplotipo.

Apesar da proximidade dos genes do CPH, a ligagao genética ndo & absoluta, podendo haver permuta
genética (crossing over) entre os diferentes genes deste complexo durante a profase | da
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meiose. A probabilidade de permuta genstica &, em parte. dependente da distancia fisica enire os locos &
pode oCOMer com ou sem recombinagdo. A permuta com recombinago ird resultar na formagdo de
haplotipos com novas combinagdes de

alelos. Certos haplétipos do CPH sdo encontrados com uma frequéncia significativamente diferente da
frequéncia esperada, a qual cormesponde ao produto da frequéncia génica dos alelos na populagdo, & isto 52
deve ao desequilibric de ligagdo (Goldstein DB, 2001). O fendmeno de desequilibrio de ligagdo, que & uma
caracteristica marcante do CPH, & definide como a diferenca entre a frequéncia observada de uma
determinada combinagao

de alelos em locos gados e a frequéncia esperada, podendo ser positivo ou negativo conforme a frequéncia
observada seja maior ou menor do que a esperada, respectvamente. A migragdo e a miscigenagio de
populagies com frequéncias alélicas e haplotipicas distintas, a deriva genética e a selegdo natural sdo
fatores que contribuem para a existéncia do desequilibrio de ligagio. A hipdtese de nao ter havido tempo
evolucionario suficients

para que um alelo surgide mais recentements tenha atingido o equilibrio também deve ser considerada.
Warios hapldtipos estendidos foram descritos nas populagdes ja estudadas. A preservagdo de alguns
haplatipos levou alguns autores a denomina-los de haplotipos ancestrais. Em transplantes entre imaos HLA
-4, B, C, DR. DQ e DP genctipicamente idénticos. que herdaram os mesmos haplotipos patemno e matemo.
infere-se a compatibilidade nas demais regides do cromossomo localizadas entre as extremidades
telomérica {HLA-A) e centromeérica (HLA-DP) do CPH. Porém, pacientes e doaderes voluntarios ndo
consanguiness, mesmo sendo compativeis para os genes HLA-A, B, C. DRBE1 & DQB1
{compatibilidade 10/10), podem apresentar diferentes vanantes alelicas em outros genes do CPH. A selecio
de doadores para transplante de células-tronco hematopoéticas tém sido baseada na compatibilidade dos
genes classicos de transplantagdo que estdo localizados nas regides de classes | 2 |l Enguanto &
variabilidade genetica existente no bloco gama, lecalizado entre os blocos delta e beta, ainda n3o foi
suficientements

inwestigada & tampouco tem sido incluida na escolha de doadores e deixa uma grande extensao do CPH
sem sef avaliada nos transplantes.

Determinadas variantes polimérficas sdo consideradas funcionalments relevantes porque levam a desvios
de fungdo por meio de diferentes mecanismos. Dentre eles incluem-se as alteracies de regulagdo da
transcricdo, aiteragdes do splicing altemativo de exons, a substituipio de bases que codificam aminoacidos
criticos. Os polimerfismeos funcionais contrelam genes envolvidos na resposta imune. na resposta
inflamataria, no metabolismeo de drogas e outros genes gue podem
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ter impacte nos resultados dos transplantes de celulas-tronco hematopoéticas. Embora grande parte da
variabilidade geneética ndo tenha significado funcional, determinados polimorfismos de Unico nuclectideo
{Single Nudsotide Polymorphisms = SNPs) e microssatélites podem ser utilizades como marcadores para
variantes funcionais devido ao desequilibrio de ligagio que pode abranper extensdes de DMA de varias
centenas de kiobases do CFH. A investigag3o da diversidade ainda desconhecida em certas regides do
CPH pode levar 3 identificagio de novos marcadores genéticos que tenham impacto nos resultados dos
transplantes, & que poSSam vir @ ser considerados na selecdo de doadores nao consanguineos. Estes
fatores genéticos podem ser identificados por meio de estudos que associem pardmetros na evolugdo pos-

transplante com polimorfismos de Onico nucleotideo (SMPs). nimeros varidveis de duplicagbes,

microssatélites ou outros marcadores gendmicos. Ao longo dos Ultimos anos foram realizados alguns
estudos que analisaram a diversidade genética em regides do CPH gue ndo os genes HLA propriaments
ditos. Alguns resultados indicam que a varabilidade genética denfro do CPH, localizada fora das regides
codificadoras dos genes HLA classicos (HLA-A, B, C, DRE1, DQA1/DGET, DPAT/DPE1) pode contribuir
para o aumento do risco de complicagbes apas o transplante

de medula ossea em transplantes realizados com doadores HLA idénticos ou mesmo com alguma

incompatibiidade HLA (WITT C et al., 1208; WITT C et al., 2000; YUMIS EJ et al. 2003 ; LI 5 et al., 2004:
MULLIGHAM C et al, 2004; KITCHARCEN K et al., 2008; MALKKI M et al, 2007; PETERSDORF EW et al.,

2007; HARKEMNSEE C et al.. 2012; JORIS MM et al, 2012; PETERSDORF EW &t al., 201Z). Ainda exists
maitc a ser investigado dentro da vasta extensac do Complexo Principal de Histocompatibilidade humane. O
conhecimento do polimorfismo presente em genses ndc-HLA leva ao desenvolvimento de testes para
identificagdo de suas variantes alélicas, e possibilita a realizag3o de estudos para avaliar o efeito
destas incompatiblidades na evolugao dinica pos-transplante nos pacientes que recebam medula oss=a de
doadores nao consanguineos.

Introdugan:

Tamanho da Amostra no Brasil: 276

Determinar o genotipo C4 em pacientes e seus respectives doadores de medula ossea, pelo método de

PCR-35P, utilizando primers especificos para sequéncias que incluem SNPs dos genes C44A e C4B:;

Comparar os genotipos C44 e C4B entre os padentss e seus doadores para determinar a compatibilidade
na regido gama: Investigar o impacto destas incompatibifidades na pega do enxerto, na incidéncia de
doenga do enxerto contra o hospedeino, na ocoméncia de infeccies, recaida da doenca, sobrevida global e a
sobrevida livre da doenca primaria apos o transplante de
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medula &ssea com doador ndo consanguineo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este estudo consistira da realizagioe de testes in vitro no Laboratdrio de Imunogenética e da coleta de dados
dinicos dos pacientes que recebseram medula dssea de doadores nao consanguineos. Os dados referentes
3 evolugio pas-transplants serio obtides do bance de dados do Servigo de Transplants de Medula Ossea
[STMO). Com respeite as amostras de DNA isolade de sangue periférico serdo utilizadas somente aguelas
j@ armazenadas no laboratoric de Imunogenética do HC, & que foram coletadas para realizagdo de exames
durante o periode em que o paciente estava no processo de busca e identificagde de um doador voluntaro
para a realizagio do transplante. Portanto, as abordagens deste estudo n3o expbem os individuos
envolvidos a gualgquer tipo de risco.

Bensficios:

Se o5 resultados sugerirem que as varantes polimérficas analisadas influenciam a evolugio clinica pos-
transplante de medula éssea, elas poderio tomar-se marcadores gendticos que auxiliem na determinagdo
de risco de ocoméncias apes o transplante. Quando houver mais de um doador ndo consanguines HLA
idéntico, a avaliagao da compatibilidade no bloco gama do par doador'receptor pedera ser induida nos
critérios que levam 3 escolha de um doader com o ntuito de minimizar a incidéncia de DECH e de outras
complicagies imunologicas neste tipo de transplante.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

0 projeto esta bem desenhado & o tema & relevante. A estrutura do projeto atende aos pré-requisitos
exigidos ao po de estudo proposto, & a pesquisa pode ser considera da coma bem estruturada do ponto de
vista fecrico metodologico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
Todos os Termas foram anexados.

Recomendagies:

E obrigatdrio trazer an CEFYHC uma via do Termo de Consentimento Livre & Esclaresido que foi aprovado,
para assinatura & rubrica. Apos, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma para
o participante da pesguisa.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

Pendéncia atendida adequadaments.

Projeto considerado aprovado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagdo da COMEP:

&0

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuigdes definidas na Resolugde CNS 468/2012, manifesta-se pela aprovagdo do projeto conforme
proposto para inicio da Pesquisa. Solictamos que sejam apresentados a este CEP, relatorios semestrais

sobre o andamento da pesguisa, bem como infurmal;Eues relativas as mndiﬁnagu’es do protocolo,

cancelamento. encerramente e destine dos conhecimentos obtidos.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meie de relatdrios semestrais dos
pesquisadores & de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente 3 pesquiza. O
pesquisador deve manter os documentos arquivados sob sua responsabididade, pelo prazo de cinco anos
apos o termine da pesquisa.

CURITIBA, 14 de Outubro de 2013

Assinador por:
Renato Tambara Filho
{Coordenador)
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