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RESUMO

Doenca falciforme (DF) € a denominacdo usada para caracterizar uma doenca
causada pela presenca de hemoglobina S (HbS) nas hemécias, ocorrido pela troca
do amino&cido Valina pelo aminoacido Acido Glutamico na estrutura da cadeia B da
Hb, originando uma Hb anormal, denominada HbS. Os individuos heterozigotos (que
possuem uma copia da HbS e outra HbA normal), geralmente, sdo assintomaticos.
As formas sintométicas da doeng¢a ocorrem em individuos homozigotos para a HbS
(chamada de Anemia Falciforme) ou em casos de combinacdo da HbS com
anormalidades hereditarias: hemoglobinopatia SC, hemoblobinopatia SD, S/beta-
talassemia (SB). A transfusdo € um componente vital no tratamento de algumas
complicagbes agudas e cronicas da doenca falciforme. No entanto, o uso crénico de
transfusbes de hemacias pode levar a aloimunizacdo eritrocitaria, o que pode
dificultar o encontro de hemacias para novas transfusdes e aumentar o risco de
reacoes hemoliticas. Situados no braco curto do cromossomo 6, o Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) compreende uma regido de genes
altamente polimorficos. As proteinas resultantes destes loci formam as moléculas do
complexo HLA que sao responsaveis pela apresentacdo de antigenos aos
receptores de linfocitos T e B. Isto posto, o0 objetivo do estudo foi relacionar o perfil
genotipico do sistema HLA de classe Il (HLA-DRB1 e HLA-DQB1) com a
aloimunizacao eritrocitaria em pacientes com Doenca Falciforme. Foram coletadas
amostras de 47 pacientes com Doenca Falciforme (18 adultos e 29 criangas), com
faixa etaria entre 1 a 58 anos, que apresentavam, ou nao, anticorpos eritrocitarios, e
gue sdo acompanhados no Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia
(FAMEMA). Os exames imunohematolégicos foram realizados no Laboratorio de
Imunohematologia do Hemocentro da FAMEMA, através das seguintes técnicas:
Tipagem Sanguinea ABO/RhD, Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAl),
Identificacdo de Anticorpos Irregulares (IAl), Fenotipagem eritrocitaria e Teste Direto
da Antiglobulina. Os procedimentos para a genotipagem HLA Classe Il foram
realizados no Laboratério de Imunologia de Marilia — LIM, utilizando as seguintes
técnicas: Extracdo do DNA, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) — SSP: Micro
SSP (Single Specific Primer) Generic HLA Class Il (DR/DQ), Eletroforese em gel de
agarose. Os testes imunohematoldgicos mostraram uma taxa de aloimunizacao
eritrocitaria de 31,91 % (15/47). Vinte e quatro aloanticorpos eritrocitarios foram
identificados com 12 diferentes especificidades. Anticorpos dirigidos contra
antigenos do sistema Rh representaram 54,17 % (13/24). Os resultados observados
na genotipagem HLA-DRB1 mostraram que nos pacientes aloimunizados, os alelos
mais frequentes (20%) foram DRB1*07 (p= 0,235) e DRB1*11 (p= 0,464). Nos
pacientes ndo-aloimunizados, os alelos mais frequentes (14,06%) foram DRB1*03
(p= 0,298) e DRB1*11 (p= 0,464). Em relacdo a genotipagem HLA-DQB1, o alelo
DQB1*03 foi 0 mais frequentemente encontrado, tanto nos pacientes aloimunizados
(36,66%, p= 0,318) quanto nos pacientes nao-aloimunizados (26,56%, p= 0,318).
Pacientes aloimunizados apresentaram uma maior frequéncia (70%) do genaotipo
HLA-DQB1*03/02 (p= 0,024); ja entre os pacientes ndo-aloimunizados o genaétipo
HLA-DQB1*03/05 apresentou maior frequéncia (31,25%). Embora ndo podemos
concluir que haja uma relagdo do sistema HLA com a aloimunizacao eritrocitaria,
considerando a populacédo estudada, o alelo DRB1*07 pode estar associado a uma
predisposi¢cao a imunizacdo em pacientes com doenca falciforme.

Palavras-chave: Doenca Falciforme. Aloimunizagdo. MHC. Sistema HLA.



ABSTRACT

Sickle Cell Disease (SCD) is the denomination used to characterize a disease
caused by the presence of hemoglobin S (HbS) in erythrocyte occurred by the
exchange of the valine amino acid to acid glutamic amino acid in the structure of
chain B of the Hb, originating a diferent Hb, denominade HbS. Heterozygous people
(having a HbS copy and other normal HsA) usually are asymptomatic. The
symptomatic forms of the disease occur in homozygous individuals for HbS (called
Sickle Cell Anemia) or in cases of conjuction of HbS with hereditary abnormalities:
SC hemoglobinopathy, SD hemoglobinopathy, SB-thalassemia. The transfusion is a
vital component in the treatment of some acute and chronic complications of sickle
cell disease. However, the chronic use of red blood cell (RBC) transfusions may lead
to RBC alloimmunization, which can impede the meeting of the RBCs for new blood
transfusions and increase the risk of hemolytic reactions. Situated in the short arm of
chromosome 6, the genes of Major Histocompatibility Complex (MHC) comprises a
region of genes highly polymorphic. The proteins resulting from these loci form the
HLA complex molecules of which are responsible for presentation of antigens to T
and B lymphocyte receptors. The objective of this study was to relate the profile
system genotypic of HLA class Il (HLA-DRB1 and HLA-DQB1) with RBC
alloimmunization in patients with SCD. Samples were collected from 47 patients with
sickle cell disease (18 adults and 29 children), with ages between 1 to 58 years,
which presented, or not, erythrocyte antibodies, and which are accompanied by the
hemocenter of “Faculdade de Medicina de Marilia” (FAMEMA).
Immunohematological testes were performed in the immunohematology laboratory of
FAMEMA'’s hemocenter, through the following techniques: ABO/RhD blood typing,
irregular antibodies search, identification of the irregular antibodies, RBC
phenotyping and antiglobulin direct test. The procedures for HLA typing class Il were
performed in “Laboratério de Imunologia de Marilia — LIM”, using the following
techniques: DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR) - SSP: micro SSP
(single especific primer) generic HLA class Il (DR/DQ), electrophoresis on agarose
gel. Immunohematological testes showed a RBC alloimmunization rate of 31.91%
(15/47). Twenty four RBC alloantibodies were identified with 12 different specificities.
Antibodies directed against antigens of Rh system represented 54.17% (13/24). The
results observed in genotyping HLA-DRB1 showed that in alloimmunized patients,
alleles more frequent (20%) were DRB1*07 (p= 0.235) and DRB1*11 (p= 0.464). In
non-alloimmunized patients, the most frequent alleles (14.06%) were DRB1*03 (p=
0.298) and DRB1*11 (p= 0,464). For genotyping HLA-DQB1, the allele DQB1*03 was
the most frequently found, both in alloimmunized patients (36.66%, p= 0.318) as in
non-alloimmunized patients (26.56%, p= 0.318). Alloimmunized patients presented
higher frequency (70%) of genotype HLA-DQB1*03/02 (p= 0.024); while among non-
alloimmunized patients, the genotype HLA-DQB1*03/05 presented higher frequency
(31.25%). Although we cannot conclude that there is a relationship between the HLA
system with RBC alloimmunization, whereas the population studied, the allele
DRB1*07 may be associated with a predisposition to immunization in patients with
SCD.

Key-words: Sickle Cell Disease. Alloimmunization. MHC. HLA system.
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Doenca falciforme (DF) é a denominagdo usada para caracterizar um
grupo de doencas em cujas hemacias h& pelo menos uma molécuLa de
hemoglobina S (HbS) (ANVISA, 2002; CANCADO, 2007). A hemoglobina (Hb) é
constituida de ferro (heme) e quatro cadeias protéicas (globinas). Os tipos de
cadeias de globinas determinam os tipos de hemoglobinas (Tabela 1) (ELGHETANY
e BANKI, 2007 apud ROSEFF, 2009). A HbS ocorre devido a uma mutagao de ponto
(GAG->GTG) no gene da globina beta da Hb originando uma hemoglobina anormal,
denominada HbS, ao invés da hemoglobina normal denominada hemoglobina A
(HbA) (ANVISA, 2002; CANCADO, 2007).

Tabela 1 - Composicdo normal da Hemoglobina em adultos — 2009*

Hemoglobin a Composi ¢éo Percent ual (%)
Hgb A a2p2 96-98
Hgb A2 0262 1.5-35

Hgb F azy2 <1

Fonte: Roseff, 2009
* Adaptado pela autora.

A Anemia Falciforme (AF), denominagao reservada para a forma da
doenca que ocorre em homozigotos para a hemoglobina S (Hb SS), é descrita como
a primeira “Doenca” molecular identificada a partir da troca do aminoacido valina
pelo acido glutdmico na estrutura da cadeia B da hemoglobina (FRENETTE E
ATWEH, 2007 apud ROSEFF, 2009) com consequente modificacdo fisico-quimica
na molécula (ANVISA, 2002). Como resultado desta mudanca, num ambiente de
baixa oxigenacdo, as hemacias se polimerizam e assumem a forma de "foice". A
alteragdo que ocorre na estrutura das hemacias pode levar a oclusdo crénica de
vasos sanguineos, fendmeno conhecido como vaso-oclusdo, a redugdo do fluxo
sanguineo para os Orgdos Vvitais, gerando isquemia e alteracdes no sistema
imunologico. Além disso, as células anormais falciformes sdo prematuramente
retiradas da circulagdo resultando em anemia hemolitica (VICHINSKY et al., 1990
apud ROSEFF, 2009).

Uma crianca pode herdar duas cépias da hemoglobina S (homozigose),
uma de ambos os pais, 0 que € designado como Hb SS, caracterizando a AF. Se

uma crian¢a herda uma unica copia de Hb S, por exemplo, da mée, e uma copia da
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hemoglobina normal, Hb A, do pai, é entdo designado Hb AS, ou heterozigoto
(portador). Os individuos heterozigotos, geralmente, sdo assintomaticos e apenas
desenvolvem manifestacdes clinicas em circunstancias raras, como hipdxia em altas
altitudes (OGEDEGBE, 2002 apud ROSEFF, 2009).

Além disso, o0 gene da HbS pode combinar-se com outras anormalidades
hereditarias das hemoglobinas, como hemoglobina C (HbC), hemoglobina D (HbD),
beta-talassemia, entre outras, gerando combinacdes que também séo sintomaticas,
denominadas, respectivamente, hemoglobinopatia SC, hemoblobinopatia SD,
S/beta-talassemia (SB). No conjunto, todas essas formas sintoméaticas do gene da
HbS, em homozigose ou em combinagdo, sd&o conhecidas como doencas
falciformes. Apesar das particularidades que diferenciam uma das outras e dos
diferentes graus de gravidade, todas estas doencas tém um grande significado
clinico, hematolégico e epidemioldgico (ANVISA, 2002; CANCADO, 2007).

A AF teve sua origem na Africa e foi trazida as Américas pela imigracio
forcada dos escravos. No Brasil, sua distribuicdo abrange quase todos os estados,
sendo mais frequente em locais cuja populacdo de descendentes negros € maior
(nordeste). Além da Africa e Américas, € hoje encontrada em toda a Europa e em
grandes regibes da Asia. No Brasil, a doenca ocorre predominantemente entre
negros e pardos, porém pode também ser encontrada entre os brancos. No sudeste
do Brasil, a prevaléncia média de heterozigotos € de 2%, valor que atinge 6-10%
entre 0s negros. Estimativas, com base na prevaléncia, permitem estimar a
existéncia de mais de 2 milhdes de portadores do gene da HbS no Brasil; mais de
8.000 sdo afetados com a forma sintomatica da doenca (HbSS). Estima-se o
nascimento de 700 a 1.000 novos casos anuais de anemia falciforme no pais, sendo
considerada, portanto, um problema de saude publica no Brasil (ANVISA, 2002;
CANCADO, 2007).

Destaca-se que a transfusdo é um componente vital no tratamento de
algumas complica¢cGes agudas (crise aplastica, sindrome toracica aguda e acidente
vascular cerebral) e cronicas (insuficiéncia cardiaca e na profilaxia de acidente
vascular cerebral) da AF (VICHINSKY et al., 1990 apud ROSEFF, 2009). Estima-se
gue cerca de 20% a 30% dos pacientes com AF sdo mantidos em regime crénico de
transfusdo de hemacias (CANCADO, 2007). No entanto, mdultiplas transfusdes
podem levar a sensibilizacdo dos pacientes que passam a desenvolver anticorpos

eritrocitarios irregulares (aloanticorpos) contra antigenos de superficie das células
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alogénicas (OLIVEIRA e SELL, 2002). Tais anticorpos sdo chamados de irregulares
porque apenas 0,3% a 2,0% da populacéo geral tém testes de triagem positivos em
sua deteccao (GIRELLO, 2007).

A taxa de aloimunizacdo eritrocitaria em pacientes transfundidos
cronicamente pode atingir 50%, entretanto, a incidéncia de anticorpos clinicamente
relevantes em pacientes transfundidos, ocasionalmente, ndo é perfeitamente
conhecida. Estima-se que cerca de 1% dos pacientes sdo sensibilizados a cada
unidade de hemaécias transfundida (BORDIN, 2007). E importante lembrar que a taxa
de aloimunizacdo eritrocitaria pode diferir entre regibes ou paises, devido as
diferencas entre o padrdo fenotipico eritrocitario da populacdo de doadores e dos
receptores. O risco de aloimunizacdo depende do numero (volume) e frequéncia de
transfusdes, imunogenicidade do antigeno e da resposta imune do receptor
(VICHINSKY et al., 1990, MOREIRA et al.,, 1996, CAMPBELL-LEE, 2007 apud
BORDIN, 2007).

A taxa de aloimunizacdo contra hemacias em pacientes com DF varia
entre 3% a 50% e a maioria dos aloanticorpos esta relacionada com os sistemas Rh,
Kell, Duffy ou Kidd (WAYNE et al.,, 1993, VICHINSKY, 2001 apud FABRON et al.,
2004). No Brasil, dois estudos mostraram uma taxa de aloimunizagédo que variou de
12,9% a 20,8%, sendo a maioria dos aloanticorpos de especificidade anti-Rh e anti-
Kell (MOREIRA et al.,, 1996; FABRON et al.,, 2004). Quando a fenotipagem
eritrocitaria ndo é realizada, a taxa de aloimunizacao varia entre adultos e criangas,
sendo 29 % em criancas e 47 % em adultos com doenca falciforme (AYGUN et al.,
2002 apud FABRON et al., 2004).

Segundo Moreira et al. (1996), o risco de aloimunizacdo por unidade de
hemacias transfundida é de 1,15% em pacientes com DF no Brasil. Além disso, essa
taxa é similar ou menor do que em outros grupos de pacientes com doencas
hematoldgicas, ou ndo, que necessitam de mudltiplas transfusbes sanguineas
(LOSTUMBO, 1966, FLUIT, 1990, MERIANOU, 1987 apud MOREIRA, 1996).

A transfusdo de hemacias em pacientes com DF visa, principalmente,
melhorar a capacidade de oxigenacdo e o fluxo sanguineo microvascular,
aumentando o nivel do hematécrito e diminuindo a percentagem de hemoglobina S -
HbS (WAYNE et al., 1993 apud MOREIRA et al., 1996).
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Os tipos sanguineos sao determinados pela presenca, ou nao, na
superficie das hemacias, de antigenos que podem ser de natureza bioquimica
variada, como: carboidratos, lipideos, proteinas ou uma mistura destes compostos.
Estes antigenos eritrocitarios sdo independentes dos antigenos do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), o qual determina a histocompatibilidade
humana, ou a identidade imunoldgica do individuo. O MHC é expresso por um
conjunto de proteinas de superficie celular e também pode ser denominado de
antigenos leucocitarios humanos (HLA). O HLA, juntamente com o complexo de
histocompatibilidade secundério, estdo diretamente relacionados a resposta
imunoldgica, garantindo a manutencdo da integridade dos tecidos. Quando um
organismo € exposto a antigenos estranhos ocorre a interacdo destes com as
proteinas do sistema HLA das células apresentadoras de antigenos (CAA). O
produto desta interacdo permite o reconhecimento do antigeno pelos linfécitos T,
CD4 ou CD8 com consequente ativagdo e producdo de mediadores celulares
capazes de iniciar toda a resposta imunolégica (REISER, 1996 apud LANDI, 1999).
Entdo, a funcdo basica do sistema HLA na resposta imunolégica € promover o
reconhecimento dos antigenos pelos linfécitos T (FRAGA e NEUMANN, 1998 apud
OLIVEIRA e SELL, 2002).

Situados no braco curto do cromossomo 6, o Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) compreende uma regido de genes altamente
polimorficos que desempenham um papel de grande importancia no sistema
imunologico humano. As proteinas resultantes destes loci sdo responsaveis pela
apresentacao de antigenos aos receptores de linfocitos T e B e estdo situadas na
membrana celular de quase todas as células do sistema imune. Elas formam as
moléculas do complexo HLA, que €& um dos principais determinantes da
histocompatibilidade em transplantes, incluindo os de medula 6ssea (Centro de
Diagnéstico do GACC; OLIVEIRA e SELL, 2002).

A Figura 1, a sequir, ilustra as classes I, 1l e lll do sistema HLA.
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Figura 1 - Mapa da regido HLA (banda 6p21.3 do
cromossomo 6) Obs.: Os genes e pseudogenes ndo
classicos classe | estdo representados por retangulos

nao preenchidos
Fonte: site da Universidade da Madeira, Campus da
Penteada, Funchal, Portugal.

O sistema HLA é constituido por 224 genes, dos quais 128 sao genes
funcionais e 96 sdo pseudogenes. Esse sistema contém aproximadamente quatro
milhdes de pares de base e seus genes encontram-se fisicamente agrupados dentro
de trés regides distintas, denominadas classes I, Il e lll (MARSH et al., 2000 apud
OLIVEIRA e SELL, 2002), de acordo com o demonstrado. A regido classe | contém
genes que codificam as moléculas classicas HLA-A, HLA-B e HLA-C. A regido
classe Il apresenta cinco loci, denominados DP, DN, DO, DQ e DR (BENDER, 1991
apud OLIVEIRA e SELL, 2002). A regido classe Ill contém genes que codificam as
moléculas do sistema complemento, as enzimas 21-hidroxilase (21B, 21A), a
proteina do choque térmico (Hsp 70) e os fatores de necrose tumoral TNFa e B
(NEPOM, 1998 apud DONADI, 2000). As moléculas classe | estdo presentes em
todas as células nucleadas e plaquetas. As moléculas classe Il apresentam uma
distribuicdo mais restrita, sendo encontradas apenas em linfocitos B, macréfagos,
monacitos, células de Langerhans, células dendriticas, células endoteliais e linfécitos
T quando ativados (PHELAN, 1999 apud OLIVEIRA e SELL, 2002). Essas moléculas
sdo compostas por 2 cadeias diferentes (heterodimeros) formadas por uma cadeia a
e uma [3, ambas codificadas por genes situados no MHC, ou seja, n0O cromossomo
6, contendo 2 dominios ai/a, e B1/B2 (conforme Figura 2). Para as moléculas HLA-
DQ e HLA-DP, os dominios que apresentam maior polimorfismo sdo o a; e o f31,
sendo que cada dominio contém cerca de 90 residuos de aminoacidos. J4 para as
moléculas HLA-DR, o polimorfismo ocorre no dominio 3; (FERNANDES et al., 2003).
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Figura 2 - O complexo HLA e a estrutura das moléculas do HLA, a) Representacdo da
localizagdo dos genes no complexo HLA; b) Diagramas esqueméaticos e estruturas
cristalinas de moléculLas do HLA da classe | e da classe I

Fonte: Robbins & Cotran, Patologia - Bases Patoldgicas das Doencas. Ed.7, 2005.

Uma vez que os alelos de classe Il apresentam polimorfismo nas cadeias
a e 3, foram acrescentadas as letras A e B na denominacédo do alelo. Assim, o gene
gue codifica a molécula HLA-DR1 (definido pela sorologia) passou a ser denominado
genericamente de HLA-DRB1*01, sendo a letra B representativa da cadeia B,
altamente polimérfica nos genes HLA-DR (MARSH, 2002 apud ALVES et al., 2005;
DONADI, 2000). O HLA classe Il constitui no seu conjunto 1198 alelos diferentes ja
nomeados. O locus HLA-DRB1 possui 368 alelos, ja o HLA-DQB1 possui 45 alelos
(MARSH et al., 2010).

Com base no exposto e, por se tratar de um estudo que tem o intuito de
abordar a aloimunizacao eritrocitaria, focamos a pesquisa no sistema HLA de classe
II, que possui fendas especificas de ligagdo com o peptideo que podem influenciar

ou ndo a aloimunizacéo.
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Nas transfusdes sanguineas, as células alogénicas do doador sédo
responsaveis pela sensibilizagdo do receptor. Os linfocitos T CD4 especificos
recebem o primeiro sinal de ativacdo (via receptores de membrana) e outros
estimulos complementares que levam a proliferacdo e a producéo de citocinas. As
citocinas induzem a expansdo de clones de linfocitos T CD8 alorreativos e/ou a
diferenciacdo de linfocitos B em plasmécitos. Os plasmadcitos secretam anticorpos
especificos para os determinantes antigénicos (Figura 3). Enquanto isso, células de
memoria, responsaveis pelas respostas anamnasticas, estdo sendo formadas
(TRINDADE e CAETANO, 2000 apud OLIVEIRA e SELL, 2002).

Célula apresentadora

Linfécitos B
= \L . deantigenc

Célula T /
auxiliar

o o by ] Antigeno
ecrecho de )_ T processado
anticorpos dF!ec’tTplto.:r = € apresentadc

e célula

Proliferacao e
ativacéo de
l e células efetoras
S (macréfagos,
células T
citotoxicas)

Neutralizagdo
Lise (complemento) CUR

Fagocitcse
(PMN, macrofago)

Figura 3 - Ativacao dos linfocitos T e diferenciacdo dos linfocitos B em plasmécitos
(secretam anticorpos especificos aos determinantes antigénicos)
Fonte: Robbins & Cotran, Patologia - Bases Patoldgicas das Doencas. Ed.7, 2005.
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Estudos tém demonstrado que o sistema de histocompatibilidade humano
tem importancia para a DF devido a sua relacdo com a predisposicdo a doencas
secundarias (ALVES et al.,, 2005; HOPPE et al., 2003; STYLES et al.,, 2000).
Segundo Alarif et al. (1986), pacientes com AF e com o0 gendtipo classe | HLA-B35
possuem 6 vezes mais chances de formar aloanticorpos eritrocitarios apés
transfusdes sanguineas do que pacientes sem este genotipo HLA.

O sistema Kidd (JK) € um dos mais importantes sistemas de grupos
sanguineos na medicina transfusional. O fato de que a imunizacdo ndo € sempre
desenvolvida nos pacientes Jk(a-), que receberam pelo menos uma unidade de
hemacia Jk(a+), sugere que a resposta ao antigeno Jk? pode ser determinada por
fatores genéticos individuais. Segundo Reviron et al. (2005), os alelos HLA-DRB1
podem influenciar o processo imunoldgico através da apresentacdo de peptideos
selecionados em sua molécuLa DR. Nesse estudo, 0 autor observou que a
frequéncia do alelo HLA-DRB1*01 foi significativamente alta nos pacientes com anti-
Jk? comparado com o grupo controle.

Um estudo comparando a predisposicdo genética HLA em pacientes
imunizados com anti-K, mostrou uma alta frequéncia do HLA-DRB1*11 e HLA-
DRB1*13 nos pacientes imunizados em relacdo ao grupo controle (CHIARONI et al.,
2005).

Em um estudo realizado em 2006, Noizat-Pirenne et al. encontraram uma
forte correlacdo entre o alelo HLA-DRB1*04 e a aloimunizacdo ao antigeno Fy®°.
Recentemente, Chu et al. (2009) demonstraram uma frequéncia significativamente
alta do HLA-DRB1*0901 em pacientes com anti-Mi®.

No Brasil, em um estudo realizado com pacientes aloimunizados com 0
anticorpo anti-Di®, os autores encontraram uma frequéncia alta do alelo HLA-
DRB1*07, sugerindo que pode haver uma associacdo do HLA-DRB1*07 a
imunizac&o ao antigeno Di® (BALEOTTI JR. et al., 2010).

Considerando que a correlagédo de um gendtipo HLA com a aloimunizagao
poderia constituir um primeiro passo na identificacdo de fatores de risco para
aloimunizagédo eritrocitaria, como visto por Reviron et al. em 2005, optou-se, neste
estudo, pela abordagem de pacientes com DF, relacionando o perfil genotipico do
sistema HLA de classe II, através dos locus HLA-DRB1 e HLA-DQB1, e a presenca,

ou ndo, de aloimunizacao eritrocitaria.
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Dessa maneira, apresentam-se na sequéncia 0s objetivos, casuistica e

método, resultados e discussao e as conclusdes do presente estudo.



OBJETIVOS0

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Relacionar o perfil genotipico do sistema HLA de classe Il (HLA-DRB1 e
HLA-DQB1) com a aloimunizacdo eritrocitaria em pacientes com Doenca

Falciforme.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Selecionar os pacientes com Doenca Falciforme que sdo atendidos no
ambulatorio do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia
(FAMEMA);

. Verificar a presenca de aloanticorpos eritrocitarios no soro desses
pacientes, através da Pesquisa de Anticorpos Irregulares (P.A.L);

. Identificar as especificidades dos anticorpos eritrocitarios detectados,

através da ldentificacdo de Anticorpos Irregulares (1.A.L.);

. Verificar a taxa de aloimunizacdo em adultos e criangcas com Doenca
Falciforme;
. Verificar a imunogenicidade dos anticorpos eritrocitarios detectados

nesses pacientes;

. Realizar a genotipagem HLA-DRB1 e HLA-DQB1 dos pacientes com

Doenca Falciforme;

. Comparar as frequéncias dos alelos HLA encontrados com os da

populacéo sadia de raga negra (controle).



CASUICA E METODO 32

3.1. COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Marilia — FAMEMA (protocolo de estudo n® 285/10 —
Anexo A). Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) para esta pesquisa (Anexo B).

3.2. AMOSTRAGEM

Em vista da dificuldade de abordagem dos pacientes, da aceitacdo dos
mesmos na participacado da pesquisa, e do tempo para a realizacdo deste estudo, a
dimens&o da amostra possivel foi de 47 pacientes.

Foram, entdo, coletadas amostras de 47 pacientes com diagnéstico de
Doenca Falciforme (18 adultos e 29 criancas), com faixa etaria entre 1 a 58 anos e
gue apresentavam, ou nao, anticorpos eritrocitarios.

Os pacientes selecionados séo tratados no Hemocentro da Faculdade de
Medicina de Marilia e a abordagem deu-se nas datas agendadas como retorno para
consulta. E importante deixar claro que ndo houve necessidade de convocar a
presenca de qualquer paciente: realizou-se a coleta com aqueles que estavam

disponiveis no hemocentro e que concordaram em participar da pesquisa.

3.3. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados deste estudo foi realizada através do
Teste Qui-Quadrado para a verificagdo de associa¢fes significativas entre variaveis
(software “Epi info versdo 6”) e para a comparacdo das amostras com o padrao
(software MiniTab). Considerou-se nivel de significancia de 5%, que mostra a
diferenca significante em resultados associados em tabela 2x2 pelo calculo do “qui
quadrado” com 1 grau de liberdade (X?.gl). O valor de “p” (probabilidade de a
diferenca observada ser casual) considera significativo as diferencas que possuirem
X% gl > 3,841 e p <0,05.
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3.4. METODOLOGIA

Na data do retorno agendada dos pacientes participantes da pesquisa
foram coletadas amostras de sangue venoso em 3 tubos de 5mL: 2 tubos com
anticoagulante EDTA (acido etileno diamino tetra acético), e 1 tubo sem adicdo de
anticoagulante, o qual foi centrifugado a 3400rpm por 5 minutos para a separacéao do
soro.

Na sequéncia estdo demonstrados os procedimentos e as técnicas
utilizadas.

3.4.1. Técnicas Imunohematoldgicas

Os exames imunohematolégicos foram realizados no Laboratério de

Imunohematologia do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia, através das

seguintes técnicas:

A. Tipagem Sanquinea ABO/Rh:

A tipagem sanguinea ABO/RhD foi realizada em todas as 47 amostras

atraves da técnica de hemaglutinagdo em tubo.

. TIPAGEM DIRETA (reagentes DiaMed):

Anti-A - DiaClon Anti-A

Anti-B - DiaClon Anti-B

Anti-AB — DiaClon Anti-AB

Anti-D - DiaClon Anti-D

CRH - DiaClon Rhesus Control

Anti-D (policlonal) - para amostras com resultado negativo com o reagente
Anti-D — DiaClon Anti-D.

Inicialmente realizou-se o processo de lavagem das hemacias: com o

auxilio de uma pipeta foram acrescentados solucéo fisiolégica 9% em um tubo com
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500uL de papa de hemacias. Foi realizada centrifugacdo a 3400rpm durante 30
segundos, em seguida o sobrenadante foi desprezado e procedeu-se uma leve
homogeneizacdo do material que ficou no tubo. Todo esse processo foi realizado por
trés sucessivas vezes. ApOs a Ultima lavagem, fez-se uma suspensdo 5% das
hemécias lavadas com solucao fisioldgica 9% (1 mL de solucéo fisiolégica 9% e 50
uL da papa de hemacias lavadas). Os tubos foram identificados para os reagentes
Anti-A, Anti-B, Anti-AB, Anti-D, e CRH. Foram pipetados 50uL de cada reagente em
seu respectivo tubo; em seguida adicionou-se 50uL da suspensdo de hemacias 5%
em todos os tubos. Os tubos foram centrifugados por 15 segundos a 3400rpm para
que fosse realizada a leitura. A interpretacdo dos resultados se da pela presenca ou

nao de aglutinacdo das hemacias (grumos).

. TIPAGEM REVERSA: foi realizada com o reagente Revercel

(Hemacia A e Hemacia B) — Fresenius Kabi.

Identificou-se dois tubos para os reagentes Revercel A e Revercel B.
Foram colocados 100uL do soro do paciente em cada tubo. Adicionou-se 50uL de
cada reagente em seu respectivo tubo. Em seguida, os tubos foram centrifugados
por 15 segundos a 3400rpm para que fosse realizada a leitura. A interpretacédo dos

resultados se déa pela presenca ou ndo de aglutinacdo das hemacias (grumos).

B. Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI):

A PAI foi realizada em todas as 47 amostras, através da técnica de
hemaglutinagcdo em tubo com um reagente potencializador: BioPeg (polietileno glicol
+ LISS) — Fresenius Kabi. As hemacias utilizadas na técnica foram: Triacel | e Il

(Fresenius Kabi).

Dois tubos foram identificados para os reagentes Triacel | e Triacel Il
Foram pipetados 100uL do soro dos pacientes em cada tubo. Adicionou-se 50uL de

cada reagente em seu respectivo tubo. Em seguida, os tubos foram centrifugados
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por 15 segundos a 3400rpm para a leitura. Apos a centrifugagéo, foram adicionados
100pL do reagente BioPeg em cada tubo; posteriormente, os tubos foram colocados
em banho-maria 37 por 15 minutos. A reacdo foi lavada 3 vezes com solucéo
fisioloégica 9%: com o auxilio de uma pipeta acrescentou-se solucéo fisioldégica 9%
nos dois tubos. Foi realizada centrifugagédo a 3400rpm durante 30 segundos, em
seguida o sobrenadante foi desprezado e procedeu-se uma leve homogeneizacéo
do material decantado. Todo esse processo foi realizado por trés sucessivas vezes.
Por ultimo, foram acrescentados 100uL do reagente Coombs Direto soro
anti-humano: soro anti-gama e ndo gama globulinas humanas (Fresenius Kabi).
Novamente os tubos foram centrifugados por 15 segundos a 3400rpm para que
fosse realizada a leitura. A interpretacéo dos resultados se da pela presenca ou nao

de aglutinacdo das hemacias (grumos).

C. ldentificacdo de Anticorpos Irrequlares (1Al):

Amostras com resultados positivos na pesquisa de anticorpos irregulares
(presenca de aglutinagdo das hemacias) foram processadas para a identificacdo dos
anticorpos irregulares. Foram utilizadas técnicas de gel-centrifugacao: ID-DiaPanel
(cartdo LISS/Coombs) e ID-DiaPanel-P (cartdo NacCl, teste enzimatico e aglutininas
frias) — DiaMed-ID; e em alguns casos o Painel de Hemacias — Fresenius Kabi para

a técnica de hemaglutinagdo em tubo.

+ TECNICA DE GEL-CENTRIFUGACAO EM MEIO ENZIMATICO (ID-
DIAPANEL-P):

Os reativos e amostras de sangue foram deixados a temperatura
ambiente por 10 minutos, antes do uso. Dois cartdes NaCl (DiaMed-ID) foram
identificados com o nome/numero do paciente e com 0s numeros de 1 a 6, 7 a 11,
correspondente ao numero de hemacias do ID-DiaPanel-P (DiaMed), e AC
(autocontrole). Retirou-se a fita selante dos microtubos que foram utilizados e

preparada uma suspensao de hemacias do paciente (autocontrole), utilizando 0,5mL
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do ID Diluente — 1 DiaMed (Bromelina) e 50uL de sangue total ou 25uL de
concentrado de hemécias do paciente, seguida da homogeneizagcdo. A suspensao
de heméacias do paciente também poderia ter sido realizada com 1mL de ID Diluente
— 2 DiaMed (LISS) e 10uL de concentrado de hemacias, adicionando depois ao
microtubo 25uL de ID-Papain (DiaMed). Com o proprio conta-gotas do reagente foi
colocada 1 gota das heméacias-testes do ID-DiaPanel-P (DiaMed) nos microtubos
identificados como 1 a 11, observando a identificacdo destas hemacias com a
numeracdo do microtubo correspondente. Apos a homogeneizacdo, foi pipetado
50uL da suspensdo de hemacias do paciente no microtubo identificado como AC.
Foi, entdo, adicionado 25ul do soro ou plasma do paciente em todos 0s microtubos,
e, em seguida, a rea¢cbes foram incubadas por 15 minutos em Banho-Maria seco a
37T (ID-Incubator 37 Sl DiaMed). Os cartdes foram centrifugados na centrifuga ID-
Centrifuge 24 S (DiaMed) para que fosse realizada a leitura.

Interpretacdo dos resultados: POSITIVO = células aglutinadas formando
uma linha vermelha na superficie do gel ou dispersas ao longo do gel; NEGATIVO =

botdo compacto de células no fundo do poco.

+ TECNICA DE GEL-CENTRIFUGACAO EM LISS/AGH (ID-DIAPANEL):

Os reativos e amostras de sangue foram deixados a temperatura
ambiente por 10 minutos, antes do uso. Dois cartdes DiaMed-ID LISS/Coombs foram
identificados com o nome/nimero do paciente e com 0s niumeros de 1 a 6, 7 a 11,
correspondente ao numero de hemacias do ID-DiaPanel-P (DiaMed), e AC
(autocontrole). Foi retirada a fita selante dos microtubos que foram utilizados. Em um
tubo devidamente identificado preparou-se uma suspensdo, em LISS, de hemacias
do paciente (autocontrole), utilizando: 1mL do ID-Diluente 2 DiaMed (LISS) e 10ul de
concentrado de hemacias da amostra do paciente. Com o proprio conta-gotas do
reagente foi colocada 1 gota das hemacias-testes do ID-DiaPanel (DiaMed) nos
microtubos identificados como 1 a 11, observando a identificacdo destas hemécias
com a numeracdo do microtubo correspondente. Apdos a homogeneizacdo, foi
pipetado 50uL da suspensdo de hemacias em LISS no microtubo identificado como

AC. Adicionou-se, entdo, 25ul do soro ou plasma do paciente em todos o0s
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microtubos e, em seguida, a reagfes foram incubadas por 15 minutos em Banho-
Maria seco a 37C (ID-Incubator 37 S| DiaMed). Os c artdes foram centrifugados na
centrifuga ID-Centrifuge 24 S (DiaMed) para que fosse realizada a leitura.

Interpretacdo dos resultados: POSITIVO = células aglutinadas formando
uma linha vermelha na superficie do gel ou dispersas ao longo do gel; NEGATIVO =
botdo compacto de células no fundo do pogo.

+ TECNICA DE HEMAGLUTINACAO EM TUBO:

Inicialmente, 12 tubos de hemdlise foram identificados com o
nome/numero do paciente e com os numeros de 1 a 10 e corddo, correspondente ao
namero de hemacias do Painel de Hemacias (Fresenius Kabi) e AC. As hemacias do
paciente foram lavadas 3 vezes com solucéo fisiolégica 9%: com o auxilio de uma
pipeta acrescentou-se solucéo fisiolégica 9% em um tubo contendo 500uL da papa
de hemacias do paciente. Realizou-se centrifugagcdo a 3400rpm durante 30
segundos, em seguida o sobrenadante foi desprezado e procedeu-se uma leve
homogeneizacdo do material que restou no tubo. Todo esse processo foi realizado
por trés sucessivas vezes. Em seguida, foi preparada uma suspensado de heméacias
a 5% (1mL de solucgéo fisioldgica 9% e 50uL da papa de hemacias lavadas) para
autocontrole. Nos tubos previamente identificados foram pipetados 100uL do soro ou
plasma do paciente. Adicionou-se 50uL das hemacias do Painel de Hemacias —
Fresenius Kabi nos respectivos tubos 1 a 10 e corddo. No tubo AC foram colocados
50uL da suspensdo de heméacias ja preparada. Os tubos foram centrifugados 15
segundos a 3400rpm para a leitura. Posteriormente, adicionou-se aos tubos 100uL
do reagente BioPeg, e esses foram incubados por 15 minutos em banho-maria 37<C.

As reacles dos 12 tubos foram lavadas 3 vezes com solucao fisiologica
9% (conforme descrito acima). Entdo, adicionou-se em todos os tubos 100uL do
reagente Coombs Direto soro anti-humano: soro anti-gama e ndo gama globulinas
humanas (Fresenius Kabi), e posteriormente estes foram centrifugados por 15

segundos a 3400 rpm para que fosse realizada a leitura.
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D. Fenotipagem Eritrocitéaria:

A fenotipagem do sistema Rh e do antigeno Kell foi realizada em todas as
amostras, utilizando a técnica de Gel centrifugacdo: cartdo Rh-subgrupos+C"+K

(anticorpos humanos) C,C" c,E,e,K — DiaMed.

Inicialmente, os reagentes foram deixados a temperatura ambiente por 10
minutos. O cartdo ID-Subgrupos Rh + CV + Kell foi identificado com o nome/niimero
do paciente. Um tubo de hemdlise foi separado e identificado com nome/namero do
paciente; nele foi colocado 0,5mL de ID-Diluente 1 DiaMed (Bromelina) e 25ul da
papa de hemacias do paciente. Retirou-se a fita selante do ID cartdo, seguiu-se com
a pipetagem de 10ul da suspensdo de hemacias preparada do paciente em cada
microtubo do cartdo. O cartdo foi deixado 10 minutos a temperatura ambiente para
que ocorresse a acao enzimatica do ID-Diluente. Posteriormente, o cartdo foi
centrifugado por 10 minutos na centrifuga ID-Centrifuge 24S (DiaMed) para que
fosse realizada a leitura.

Interpretacdo dos resultados: POSITIVO = células aglutinadas formando
uma linha vermelha na superficie do gel ou dispersas ao longo do gel; NEGATIVO =
botdo compacto de células no fundo do poco.

As amostras nas quais foram realizadas a IAl foram fenotipadas para o
antigeno contra o qual foi produzido o anticorpo.

E. Teste Direto da Antiglobulina (Coombs Direto):

Em todas as amostras foi realizado o teste de Coombs Direto (CD) com a
técnica de hemaglutinacdo em tubo. Utilizou-se o Coombs Direto soro anti-humano:
soro anti-gama e ndo gama globulinas humanas (Fresenius Kabi). Para controle do
teste foi utilizada a hemacia Controcel (Fresenius Kabi).

As hemécias do paciente foram lavadas, no minimo, 3 vezes com solucéo
fisiologica 9%: com o auxilio de uma pipeta foram acrescentados solucéo fisiologica
9% em um tubo com 500uL de papa de hemacias. Realizou-se a centrifugacédo a
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3400rpm durante 30 segundos, em seguida o sobrenadante foi desprezado e
procedeu-se uma leve homogeneizagdo do material que ficou no tubo. Todo esse
processo foi realizado por trés sucessivas vezes. Apos a ultima lavagem, fez-se uma
suspensao 5% das hemacias lavadas com solucéo fisioldgica 9% (1mL de solucéo
fisiol6gica 9% e 50uL da papa de hemacias lavadas). Um tubo de hemdlise foi
identificado com nome/nimero do paciente, e nele foram colocados 100uL do
reagente Coombs Direto soro anti-humano: soro anti-gama e ndo gama globulinas
humanas (Fresenius Kabi) e 50uL da suspensdo de hemacias ja preparada do
paciente. Por ultimo o tubo foi centrifugado por 15 segundos a 3400rpm para que
fosse realizada a leitura.

Interpretacdo dos resultados: POSITIVO = células aglutinadas formando
uma linha vermelha na superficie do gel ou dispersas ao longo do gel; NEGATIVO =
botdo compacto de células no fundo do pogo.

Em casos de teste CD positivo, foi utilizado o cartdo de Gel centrifugacéo
com um perfil de imunoglobulinas: DC-Screening | (lgG,IgA,IgM,C3c,C3d,ctl) —
DiaMed, conforme demonstrado na Figura 4. A técnica para o preparo das reacdes

foi a mesma.
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Figura 4 - Perfil de Imunoglobulinas
Fonte: site da empresa DiaMed.
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3.4.2.  Técnicas para genotipagem HLA, Classe I

Os procedimentos para a genotipagem HLA - Classe Il - dos 47 pacientes

foram realizados no Laboratorio de Imunologia de Marilia — LIM, utilizando as

seguintes técnicas:

A. Extracdo de DNA:

Utilizando o kit illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit (Figura 5), a

extracdo de DNA, no método de coluna, foi realizada da seguinte maneira:

Em um microtubo 1,5mL foram colocados 30uL de proteinase K,
250uL do creme leucocitario da amostra do paciente, e 400uL de
tampdo de Lise (Lysis Buffer). A reacdo ficou 10 minutos a
temperatura ambiente, em seguida toda a reacao foi transferida para
a coluna. As células do sangue foram lisadas por um sal caotrépico
em tamp&o de Lise na presenca de proteinase K.

O sal caotrépico em tampéo de Lise promoveu uma selecdo do DNA
gendmico que ficou retido na membrana de silica da coluna. As
proteinas desnaturadas foram coletadas, passando pela coluna
durante a centrifugac&o (14000rpm por 1 minuto).

Mais uma lavagem foi realizada com o tampé&o de Lise (500uL do
tampéo foi adicionado na coluna); as proteinas, juntamente com
outros contaminantes, que estavam ligados a membrana do DNA
gendmico, foram removidos durante a centrifugagcéo (14000rpm por 1
minuto).

O tampéo de lavagem (Wash Buffer), contendo etanol, foi adicionado
na coluna (500uL); os residuos de sal e de outros contaminantes
foram removidos durante a centrifugacéo (14000rpm por 3 minutos).
Agua para injecdo a 70C foi adicionada na coluna, e apds a
centrifugagéo (14000 rpm por 1 minuto), o DNA gendmico foi eluido.
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Figura 5 — Kit illustra blood genomicPrep Mini Spin
Fonte: site da empresa GE Healthcare.

B. Reacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase):

A metodologia da PCR-SSP estd baseada no principio em que
oligonucleotideos completamente pareados, sdo eficientemente utilizados na
amplificacdo da sequéncia alvo com auxilio da enzima Taq polimerase. Pares de
primers sdo desenhados para apresentar perfeito pareamento somente com a
sequéncia de um alelo ou de um grupo de alelos. Sob condicbes de PCR
estritamente controladas, os pares de primers perfeitamente pareados amplificam a
sequéncia alvo (isto é, resultado positivo); enquanto que pares de primers que nao
apresentam perfeito pareamento, ndo amplificam a sequéncia alvo (isto €, resultado
negativo). Apés o processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados sao
separados por eletroforese em gel de agarose e visualizados pela intercalagcao do
brometo de etideo e, entdo, expostos a luz ultravioleta.

Antes da realizacdo da técnica de PCR-SSP, a luz ultra Violeta (UV) da
cabine de trabalho foi ligada por 15 minutos. Materiais e reagentes que foram
separados para a realizagdo da técnica: tampas seladoras para microplaca,
“worksheet” (planilha de trabalho) SSP referente aos loci testados, enzima Taq
Polimerase Platinum (Invitrogen), D-mix para PCR-SSP (One-Lambda), microplacas
PCR do kit SSP Classe Il (DR/DQ) (One-Lambda) e agua para injecdo. O reagente

D-mix e as amostras de DNA dos pacientes foram deixados em temperatura
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ambiente por 10 minutos, a Taq Polimerase foi mantida no gelo e a microplaca SSP
no freezer -20C. A worksheet foi preenchida com o nome e niumero da amostra do
paciente, tipo de extracdo de DNA, posicdo da amostra na microplaca SSP, lote da
Tag Polimerase, data e responsavel pelo PCR-SSP. A pelicula adesiva ou tampa
seladora para microplaca PCR-SSP foi identificada com o nUmero da amostra.

Em cada microplaca SSP foi possivel realizar 3 PCR de 3 pacientes,
conforme demonstrado na Figura 6. A tampa adesiva da microplaca SSP foi retirada
e colada na respectiva worksheet o pedaco correspondente. A microplaca foi
dividida com uma caneta retroprojetor de ponta grossa para 3 amostras (32 pogos
para cada amostra, com um controle negativo para cada amostra). Na aliquota de D-
mix do kit foi adicionado 19,8l de dgua para injecdo e 2uL de Taq Polimerase (Mix
PCR). Em seguida, foi pipetado 10uL do Mix-PCR na posi¢cdo do Controle Negativo
(poco marcado com um ponto vermelho na microplaca). Foi entdo adicionado 19,8uL
de cada amostra de DNA no seu respectivo Mix-PCR (Mix-PCR-Amostra).
Posteriormente, foi pipetado 10uL deste Mix-PCR-Amostra nas laterais dos pocos da
microplaca de PCR, exceto no Controle Negativo. A microplaca de PCR-SSP foi
selada com a pelicula adesiva identificada e encaminhada para o Termociclador
(seguindo a termociclagem demonstrada no Quadro 1).
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Class Il (DR/DQ)
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Figura 6 - Microplaca PCR-SSP
TERMOCICLAGEM FIM
1 ciclo 1 ciclo 9 ciclos 20 ciclos
96 °C 63 °C 96 °C 63 °C 96 °C 59 9C 72 PC 4
2,10 min 1 min 10 s 1 min 10 s 50 s 30/s

Quadro 1 - Termaociclagem: PCR-SSP
Fonte: Folheto Informativo do Produto — One Lambda. Revisdo 16, 07/2009.

C. Eletroforese em gel de Agarose:

» Para a preparacao do gel de agarose: foi adicionado em um frasco de
vidro 1,7 a 2,0 g de agarose e cerca de 100mL de solucdo de TBE 1X (10 mL da
solucdo de TBE 10X e 90 mL de agua destilada). A mistura foi homogeneizada e
levada ao microondas (cerca de 1 minuto) até que o liquido ficasse uniforme (liquido
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transparente). Em um becker de 50mL, foi adicionado 3 gotas de agua corrente. Foi
pipetado 1 a 1,3uL de Brometo de Etidio e colocado no fundo do becker com agua
para homogeneizar. Adicionou-se 40mL do gel liquido no becker com Brometo de
Etidio; a solucdo foi homogeneizada, sem formar bolhas, até esfriar o gel para

coloca-lo na cuba de eletroforese.

» Para moldar o gel com 96 pocos: foram utilizados 12 pentes na cuba

de eletroforese, dispostos em sequéncia.

» Eletroforese: depois de pronto, o gel contendo 96 pocos foi colocado
na cuba de eletroforese. Foi adicionado tampdo TBE 1X até cobrir o gel. A
microplaca contendo o produto de PCR foi separado e o volume total das
amostras foi pipetado nos respectivos pocos. A tampa que esta conectada na
fonte de eletroforese foi encaixada na cuba (Figura 7). Depois de verificada a
voltagem (150 V) e ajustado o tempo de corrida (5 minutos) a eletroforese foi

iniciada.

Figura 7 - Cuba para Eletroforese

* Visualizacdo das bandas: apos o término da corrida, a tampa foi
retirada da cuba e o gel foi colocado no transiluminador (Figura 8). Com foto
documentador ligado, a camera foi posicionada para que a luz UV fosse ligada.
Uma imagem do gel foi obtida. Para analisar a eletroforese, foi verificada na foto,

primeiramente, a posicdo 1H, que € equivalente ao controle negativo. Veriificou-se
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também as posi¢cdes onde ndo houve presenca de banda e as posicbes que
apresentaram duas bandas.

Figura 8 - Transiluminador

D. Interpretacdo dos resultados:

A interpretacdo dos resultados do PCR-SSP foi baseada na presenca ou
na auséncia de um fragmento de DNA amplificado especifico. Um par de primer,
para controle interno estava incluido em cada reacdo de PCR. Este amplifica uma
regido conservada do gene da beta globina humana, o qual esta presente em todas
as amostras de DNA e é utilizado para verificar a integridade da reacdo de PCR. Na
presenca de uma banda positiva (amplificacdo especifica do alelo HLA), o produto
do par de primer do controle interno pode estar fraco ou ausente devido as
diferencas na concentracdo e temperatura de ligacdo entre o par de primer
especifico e o par de primer do controle interno. Os fragmentos de DNA amplificados
por um par de primer HLA especificos sdo menores do que o produto amplificado do

controle interno, mas maiores do que a banda de primer ndo incorporado e difuso.
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Deste modo, a reacao positiva para o alelo ou grupo de alelos especificos
foi visualizado no gel como um fragmento amplificado de DNA entre a banda do
controle interno e a banda do primer néo incorporado (Figuras 9 e 10).

Reacdo Pos. Reacao Neg. Nao amplificado
Poco |:| |:| |:|
Banda Controle Interno - —_—

Banda de tipagem positiva

Banda do primer — — —

Figura 9 - llustragcéo para interpretacdo dos resultados obtidos ap0s a eletroforese em gel de
agarose; Obs.: A banda de controle interno e a banda do primer atuam como marcadores de
tamanho, qualquer banda visivel entre os dois marcadores de tamanho deverd ser
considerada como banda de tipagem positiva

Fonte: Folheto Informativo do Produto — One Lambda. Revisdo 16, 07/2009.

E. Analise dos resultados no software HLA Fusion:

A andlise da foto do gel de agarose (Figura 10) foi realizada no software
HLA-Fusion: com o programa HLA-Fusion aberto selecionou-se o catélogo para a
andlise, de acordo com o descrito na tampa adesiva da microplaca de PCR, que foi
colada no verso da worksheet, contendo todas as informagdes sobre o kit impressos
pela empresa One Lambda. Feito isso, o numero ou nome de identificacdo da
amostra do paciente foi incluido em Sample ID. Na figura do gel, no Programa HLA-
Fusion, foram informadas todas as posicbes que nao apresentaram banda de
genotipagem positiva e todas as posi¢cdes que apresentaram banda positiva. O
controle negativo também foi informado. O tamanho da banda foi confirmado por
comparagcdo com as demais e com a informacédo gerada no HLA-Fusion, para
verificacdo de artefato (falsa banda) do kit. O resultado foi verificado no campo
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Possible Allele Code. Todas as informacdes foram anotadas, a foto foi impressa e

colada na worksheet.

Figura 10 - Foto do gel apos visualizacdo no transiluminador.
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Foram estudados 47 pacientes com Doenca Falciforme cujo diagnostico
foi baseado na eletroforese de Hb dos pacientes e genitores, e que estdo em
tratamento no Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia. Pretendeu-se
verificar uma possivel relacdo do sistema de histocompatibilidade (HLA) com a

formacgé&o de aloanticorpos eritrocitarios.

Os testes imunohematologicos realizados nas amostras de sangue de 47
pacientes com DF mostraram uma taxa de aloimunizacdo eritrocitaria de 31,91 %
(15/47). A taxa de aloimunizacdo encontrada em nosso estudo esta dentro do
esperado para pacientes com DF, como mostrado em uma coletdnea de estudos
norte-americanos, onde a taxa de aloimunizacao eritrocitaria variou entre 3 e 50%
em pacientes com DF (COLES, 1981, ORLINA, 1978, DAVIES, 1986, COX, 1988
apud MOREIRA, 1996; WAYNE, 1993, VICHINSKY, 2001 apud FABRON et al.,
2004).

Mais recentemente, no Brasil, Fabron et al. (2004), encontraram uma taxa
de aloimunizacéo eritrocitaria de 20,8% em pacientes com Anemia Falciforme. E
importante salientar que a taxa de aloimunizacdo pode diferir entre determinadas
regibes ou paises e é influenciada pelo tempo, numero de transfusdes e,
principalmente, pelo perfil fenotipico eritrocitario de pacientes e doadores
(VICHINSKY, 1990 apud BORDIN, 2007; MOREIRA et al., 1996).

Quando analisamos a taxa de aloimunizagdo por faixa etéria, verificamos
gue 20,7% dos pacientes pediatricos e 50% dos adultos eram aloimunizados para
algum antigeno eritrocitario. Em 2002, Aygun et al. (apud FABRON et al., 2004),
estudando retrospectivamente a aloimunizacdo na DF, apresentaram uma taxa de
aloimunizacdo semelhante a encontrada em nosso estudo, que foi de 29% em

pacientes pediatricos e 47% em adultos.

A utilizacdo de painéis de identificacdo de anticorpos nas amostras de
soro de 15 pacientes aloimunizados do nosso estudo mostrou a presenca de 24
aloanticorpos eritrocitarios com 12 diferentes especificidades (Tabela 2).
Aproximadamente 54% (13/24) dos aloanticorpos detectados eram dirigidos contra
antigenos do sistema Rh. Nossos achados estdo em concordancia com varios

estudos da Literatura, como os citados abaixo.
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Fabron et al. (2004), em um estudo realizado com pacientes falciformes,
relatou que 65,8% dos anticorpos detectados eram do sistema Rh, principalmente
com especificidade anti-E, o que vem ao encontro dos resultados do nosso estudo.

No artigo publicado por Moreira et al. (1996), 66,66% dos anticorpos
detectados eram do sistema Rh; e 80% eram do sistema Rh e Kell.

Wayne,1993; Vichinsky 2001 (apud FABRON et al., 2004), reportaram
uma taxa de aloimunizacdo eritrocitaria em pacientes com DF entre 3 a 50%
destacando que a maioria dos aloanticorpos estavam relacionados com os sistemas
Rh, Kell, Duffy ou Kidd.

Tabela 2 - Especificidade, nimero e frequéncia dos aloanticorpos eritrocitarios identificados

em 15 pacientes com Doenca Falciforme

Especificidade do N°de aloanticorpos Frequéncia dos
aloanticorpo detectados aloanticorpos (%)
D 01 4,17
E 06 25,00
C 03 12,50
C 02 8,33
c" 01 4,17
K 04 16,67
Le? 01 4,17
Fy® 01 4,17
Jk? 01 4,17
Di® 02 8,33
M 01 4,17
S 01 4,17
Total 12 24 100,02

Conforme resultados encontrados em nosso estudo e nos citados acima,
a maior frequéncia de anticorpos eritrocitarios sdo dirigidos contra antigenos do
sistema Rh. Estes antigenos sdo altamente imunogénicos, sendo o antigeno D o
mais potente (HARMENING, 2006), por isso & considerado o segundo grupo
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sanguineo mais importante, depois do grupo ABO (GIRELLO, 2007). A
imunogenicidade dos antigenos do sistema Rh mais frequentemente encontrados é
assim descrita: D > ¢ > E > C > e (HARMENING, 2006).

Quando da avaliagdo da aloimunizacdo eritrocitaria, também foram
observados alguns pacientes com auto-anticorpos. Dos quinze pacientes em que
foram identificados aloanticorpos, 7 apresentavam também auto-anticorpos: 2 anti-e,
3 anti-l, 2 anti-IH. E importante enfatizar que auto-anticorpos podem mascarar a
presenca de aloanticorpos em pacientes com DF, dificultando a identificacéo destes.

Isso pode, como consequéncia, provocar reagdes hemoliticas em uma transfusao.

Existem relatos na Literatura sugerindo uma associacao da aloimunizacao
eritrocitaria a antigenos especificos e o sistema de histocompatibilidade (HLA), como
visto por Reviron et al. (2005), que mostraram a relacdo dos alelos HLA-DRB1 e a
imunizacdo ao antigeno Jk? onde a frequéncia do HLA-DRB1*01 foi mais alta em
pacientes (55%) do que no grupo controle (17%). J& Chiaroni et al. (2005)
apontaram uma frequéncia do HLA-DRB1*11 significativamente alta em pacientes
(57%), quando comparado com o grupo controle (28%). Os autores também
sugerem que os alelos HLA-DRB1 podem influenciar no processo imunolégico de
apresentacdo do antigeno na molécula DR. Para Noizat-Pirenne et al. (2006)
58,62% dos pacientes que tinham o anticorpo anti-Fy? apresentaram o alelo HLA-
DRB1*04. Picard et al. (2009) concluiram que os alelos HLA-DRB1*04 e DRB1*1501
estdo representados em pacientes imunizados com anti-Fy?.

No Brasil, em um recente estudo, 0s autores sugerem uma possivel
associacdo do HLA-DRB1*07 com a imunizagdo ao antigeno Di® (BALEOTTI JR. et
al., 2010).

Estudos também apontam uma relacdo do sistema HLA com a
predisposicdo ou a protecdo a algumas doencas, como: AIDS, Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA), Linfoma de Hodgkin etc. (ALVES, 2005). Uma relacéo
bastante estudada € a do HLA-B27 e a Espondilite Anquilosante (SAMPAIO-
BARROS, 2007). Em relacdo a DF, existem relatos de uma possivel relacdo do HLA
com doencgas secundarias, como o Acidente Vascular Cerebral em pequenos ou
grandes vasos (HOPPE et al., 2003; STYLES et al., 2000).
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Como descrito acima, embora haja relatos sugerindo a associacao do
sistema HLA com a aloimunizagdo a alguns antigenos especificos de glébulos
vermelhos, ndo ha relatos na literatura que relacionam a predisposicdo a formacéao

de aloanticorpos em pacientes com DF e o sistema HLA.

Para estudar as possiveis relagcbes de pré-disposicdo a formacdo de
anticorpos, os pacientes diagnosticados com DF foram divididos em dois grupos:
aloimunizados e nao-aloimunizados, para estudo comparativo de frequéncia do HLA
Classe II.

Os resultados da genotipagem HLA-DRB1 foram analisados levando em
consideracdo o alelo mais frequente no grupo de pacientes aloimunizados e nao-
aloimunizados (Tabela 3). Nos pacientes aloimunizados, os alelos mais frequentes
foram DRB1*07 e DRB1*11, representando, cada um, 20% (6/30) dos alelos
observados. Nos pacientes ndo-aloimunizados, os alelos DRB1*03 e DRB1*11
foram os mais frequentes, representando, cada um, 14,06 % (9/64).

Comparando os resultados dos dois grupos, o alelo DRB1*07 apresentou
uma frequéncia de apenas 11% no grupo dos pacientes ndo-aloimunizados, ou seja,
frequéncia menor do que a apresentada no grupo dos pacientes aloimunizados
(20%; p= 0,235); o alelo DRB1*03 apresentou uma frequéncia de cerca de 7% no
grupo dos pacientes aloimunizados, enquanto no grupo dos pacientes nao-
aloimunizados a frequéncia apresentada foi maior (14%; p= 0,298); j4 o alelo

DRB1*11 apresentou alta frequéncia nos dois grupos estudados (p= 0,464).
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Tabela 3 - Resultados da genotipagem HLA-DRB1 em 47 pacientes com Doenca Falciforme:

aloimunizados e ndo-aloimunizados para antigenos eritrocitarios

Alelo Aloimunizados (n = 15) N&o-aloimunizados (n = 32)

HLA-DRB1 Numero de Frequéncia do Numero de Frequéncia

alelos alelo (%) alelos do alelo (%)
01 2 6,66 5 7,81
03 2 6,66 9 14,06
04 5 16,66 3 4,68
07 6 20 7 10,94
08 2 6,66 7 10,94
09 0 0 2 3,12
10 1 3,33 2 3,12
11 6 20 9 14,06
12 0 0 3 4,68
13 1 3,33 8 12,5
14 0 0 3 4,68
15 4 13,33 5 7,81
16 1 3,33 1 1,56
Total 30 99,96 64 99,96

Para o grupo controle selecionou-se 1000 individuos sadios, da raca
negra, da populacédo de Doadores Voluntarios de Medula Ossea (DVMO) da regi&o
centro-oeste do estado de Sdo Paulo (dados do Laboratério de Imunologia de
Marilia (LIM); resultados ndo publicados).

Os alelos mais frequentes encontrados foram DRB1*03 e DRB1*13 (cerca
de 13%), como demonstrado no Grafico 1.

Comparando os resultados das 3 populagcdes (grupo controle, pacientes
aloimunizados e pacientes nao-aloimunizados), pode ser observado que o alelo
DRB1*07 é mais frequente nos pacientes aloimunizados (p>0,05 em relacdo ao
grupo controle), indicando que este alelo pode estar associado como fator de

predisposicao genética a aloimunizacao eritrocitaria.
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Nos pacientes néo-aloimunizados, o alelo mais presente foi o DRB1*03,

encontrado muito frequentemente na populagdo controle. O mesmo ocorre com 0

alelo DRB1*11, encontrado nos dois grupos de pacientes.

16,00%
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0,
14,00% I3,15% I3,15%

12,40% 12,15%
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Gréfico 1: Alelos HLA-DRB1 mais frequentes em uma populagéo sadia
Fonte: Banco de dados do Laboratério de Imunologia de Marilia - LIM

Outros O Alelos

Os resultados da genotipagem HLA-DQB1 também foram analisados

levando em consideracdo o alelo mais frequente no grupo de pacientes

aloimunizados e nao-aloimunizados (Tabela 4). O alelo DQB1*03 foi 0 mais

frequentemente encontrado, tanto nos pacientes aloimunizados quanto nos n&o-

aloimunizados, representando, respectivamente, 36,66% (11/30) e 26,56% (17/64).

N&o houve diferenca estatistica significante para os resultados encontrados (p=

0,318).
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Tabela 4 - Resultados da genotipagem HLA-DQB1 em 47 pacientes com Doenca

Falciforme: aloimunizados e ndo-aloimunizados para antigenos eritrocitarios

Alelo Aloimunizados (n = 15) N&o-aloimunizados (n = 32)
HLA-DQB1 Numero de Frequéncia do Numero de Frequéncia
alelos alelo (%) alelos do alelo (%)

02 8 26,66 15 23,44

03 11 36,66 17 26,56

04 1 3,33 5 7,81

05 4 13,33 14 21,87

06 6 20 13 20,31

Total 30 99,98 64 99,99

Os alelos DQB1*03 foram encontrados em 10 pacientes aloimunizados
(somando 11 alelos) e 16 pacientes ndo-aloimunizados (somando 17 alelos).
Sabendo-se que cada individuo possui 2 alelos de cada gene, separamos esses 10
pacientes para que fosse verificada a frequéncia dos genétipos DQB1*03.

A Tabela 5 mostra a associacao do HLA-DQB1*03 com outros alelos. O
genotipo HLA-DQB1*03/02 apareceu com maior frequéncia nos pacientes
aloimunizados (7/10), sendo este resultado significante do ponto de vista estatistico,
em relacdo ao grupo de pacientes nao-aloimunizados (p= 0,024). Sendo assim, &
possivel sugerir que haja uma relagdo do gendtipo DQB1*03/02 com a
aloimunizacéo eritrocitaria.

No grupo dos pacientes nao-aloimunizados, o HLA-DQB1*03/05 foi o
gendtipo mais frequente (31,25%; p= 0,211), podendo estar relacionado com uma
protecdo para a formagéao de aloanticorpos em pacientes com DF.
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Tabela 5 — Genodtipos HLA-DQB1 mais frequentes em pacientes com Doencga Falciforme:

aloimunizados e ndo-aloimunizados a antigenos eritrocitarios

Associacao do Aloimunizados (n = 10) N&o-aloimunizados (n = 16)

DQB1*03 com

outros alelos

Numero de Frequéncia do Numero de Frequéncia do

genotipos genotipo (%) genotipos genotipo (%)
03/02 7 70 4 25
03/03 1 10 1 6,25
03/04 0 0 2 12,5
03/05 1 10 5 31,25
03/06 1 10 4 25

Para o grupo controle HLA-DQB1 foram selecionados 95 individuos
sadios, da raca negra, DVMO, da regido centro-oeste do estado de S&o Paulo
(dados do LIM; resultados nao publicados).

O Gréafico 2 mostra as frequéncias alélicas HLA-DQB1 obtidas da
populacdo controle, sendo os alelos mais frequentes DQB1*06 (30%) e DQB1*03
(cerca de 27%)).

Comparando os resultados das 3 populac¢des, pode ser observado que o
alelo DQB1*03 é encontrado com frequéncia nos dois grupos de pacientes e na
populacao controle (p>0,05).

O Grafico 3 mostra a associacao do HLA-DQB1*03 com outros alelos de
44 individuos do grupo controle. Comparando o resultado do grupo de pacientes
aloimunizados com a populagéo controle, pode ser observado que a frequéncia do
genadtipo HLA-DQB1*03/02 € maior nos pacientes, indicando novamente que pode

haver uma correlacdo com a aloimunizacéao eritrocitaria.

O teste de aderéncia (Qui-Quadrado) realizado para os dois grupos de
pacientes em relacdo ao grupo controle indica que nao é possivel afirmar que as
amostras difiram do padréao (p>0,05). Isso pode ser justificado pelo pequeno nimero

de amostras utilizadas neste estudo.
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CONCLUSOES9

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, bem como nas
informacdes oriundas da literatura, foi possivel propor as conclusdes abaixo:

Quanto as especificidades dos aloanticorpos eritrocitarios, 0os que
apresentaram uma maior frequéncia foram: Anti-E (25 %) e Anti-K (16,67 %).
Anticorpos do sistema Rh representaram 54,17% (13/24) dos anticorpos
identificados, sendo esses 0s mais imunogénicos.

A taxa de aloimunizacédo foi de 31,91%, e se mostrou maior em adultos
(50%) do que em criancas (20,7%).

A alta frequéncia dos alelos DRB1*11 e DRB1*03 coincidem com a
encontrada na populacdo controle (raca negra), ou seja, os dois alelos citados
também séo frequentes na populacéo sadia.

A frequéncia do alelo DRB1*07, observado nos pacientes aloimunizados,
foi maior do que a encontrada na populagédo sadia da raga negra, podendo estar
relacionado com a predisposicdo a aloimunizacdo eritrocitaria nos pacientes com
DF.

O alelo HLA-DQB1*03 foi o mais frequente nos dois grupos de pacientes
estudados. Quando associado a outros alelos, observamos que o genotipo
DQOB1*03/02 é muito frequente nos pacientes aloimunizados, indicando uma

possivel associagdo com a formacgéo de anticorpos eritrocitarios.

No grupo dos pacientes ndao-aloimunizados, o HLA-DQB1*03/05 foi o
gendtipo mais frequente (31,25%; p= 0,211), podendo estar relacionado com uma
protecdo para a formagéo de aloanticorpos em pacientes com DF.

Ainda ndo podemos concluir, com certeza, que existe uma relacdo do
sistema HLA com a aloimunizagdo eritrocitaria. No entanto, o0s resultados
apresentados neste estudo podem sugerir uma possivel associacdo. Mais estudos
sao necessarios para concluir definitivamente se ha realmente uma associacao e se
estes testes poderiam ser aplicados na rotina laboratorial, na tentativa de minimizar

o risco de aloimunizacao eritrocitaria.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE MEDICINA DE MARILIA

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos — CEP/FAMEMA

Famema

Marilia, 21 de Julho de 2010

llmo(?) Sr.(%)
Carla Woelke Cabestre
Marilia/SP

O Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Marilia,
recebeu o protocolo de estudo n® 285/10, intitulado: “Avaliacdo da Correlagdo entre Aloimunizagdo a
Antigenos Eritrocitérios e Sistema de Histocompatibilidade (HLA) em Pacientes com Doenga Falciforme”, foi
considerado APROVADO “Ad Referendum” ap6s responder as pendéncias apontadas em Reunio
Ordinaria — 31/05/10, de acordo com a Resolugéo 196/96 e suas Complementares do Conselho Nacional de
Salde, podendo ser iniciado

Sendo sb para o momento, reiteramos protestos de consideragéo e aprego.

N

Atenciosamente,

Prof. Dr. VQfag

Presidente do Comité de Etica em Pesqhisa

s de Queirbz

Envolvendo Seres Humanos

Av. Monte Carmelo, 800 - Marilia - S.P. - CEP: 17.519-030
Fone: (14) 3433 1744 - E-.mail: dirpos@famema.br



ANEXO6&/

ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Modelo)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da correlagdo entre Aloimunizagdo a Antigenos Eritrocitarios e
Sistema de Histocompatibilidade (HLA) em pacientes com Doenca Falciforme.

Pesquisador Responsavel: Carla Woelke Cabestré

A pesquisa a que se refere ir4 estudar os pacientes com Doenca Falciforme e avaliar a correlagdo
entre a Aloimunizacdo a Antigenos Eritrocitarios, o que acontece apos o recebimento de transfusfes
sanguineas, e o Sistema de Histocompatibilidade (HLA), que possui uma grande importancia no
sistema imunoldgico. O principal objetivo deste trabalho é comparar os resultados obtidos com a
tipagem HLA e a identificacdo dos anticorpos irregulares nestes pacientes, observando a relacéo de
algum antigeno HLA com os anticorpos eritrocitarios identificados. O estudo da correlagdo entre o
sistema HLA e a aloimunizacao eritrocitaria podera contribuir para uma maior segurancga, quando da
transfusdo de hemacias em pacientes portadores de doenga falciforme, prevenindo reacdes
transfusionais.

Para a realizacdo deste trabalho, precisamos coletar um tubo de sangue de cada paciente, para a
realizacbes de exames, como consta do projeto, no momento em que este paciente estiver no
Hemocentro de Marilia para 0 acompanhamento ambulatorial.

Durante o curso da pesquisa, 0s pacientes poderdo entrar em contato conosco para o esclarecimento
de quaisquer duvidas que venham a ter. Todos os envolvidos tém a garantia do sigilo que assegura a
privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

O paciente tem a liberdade de se recusar a participar desta pesquisa, assim como retirar o seu

consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu

cuidado.

Marilia, de de20 .
Assinatura do Participante Carla Woelke Cabestré — CRBM 13159
ou responsavel legal carlacabestre@gmail.com

Nome: Fone: (14) 97013907
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