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RESUMO

Introducdo: A anemia falciforme (AF) € uma das doencas genéticas de maior relevancia
epidemioldgica determinada por uma mutacdo pontual no gene beta da cadeia globina,
resultando numa hemoglobina variante causando inimeras complicacdes. Embora utilize-
se a terapia transfusional como modalidade terapéutica, ha um risco de formacdo de
anticorpos contra os antigenos dos grupos sanguineos, levando a dificuldades na busca
por sangue compativel para os portadores de AF. O antigeno leucocitario humano (HLA),
responsavel por codificar proteinas de superficie que reconhecem e apresentam antigenos
possuem alelos e hapl6tipos que podem predispor ou proteger o surgimento de
manifestacdes clinicas atuando como marcadores genéticos. Objetivo: Assim, nosso
objetivo foi determinar a frequéncia dos antigenos HLA-DRB1 em pacientes portadores
de anemia falciforme atendidos na Fundac@o Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas — FHEMOAM. Material e Métodos: Um estudo transversal descritivo foi
realizado com 109 amostras de DNA de pacientes com AF. A genotipagem foi realizada
pelo método PCR-SSO para o locus DR do sistema HLA de classe Il utilizando o Kit
LABTypeTM SSO Classe Il DRB1 (One Lambda) com tecnologia Luminex. A
determinacdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos sistemas HLA e de grupos
sanguineos foi realizada por contagem direta com frequéncias absolutas (n) e relativas
(%), e as varidveis numéricas foram analisadas através de medidas de posicao e disperséo.
Resultados: Houve predominancia do sexo feminino (56,9%) e dos audeclarados pardos
(88,1%), a faixa etéria variou entre 1 a 52 anos. A percentual de aloimunizados foi de
10% e os antigenos eritrocitarios correspondiam para os sistemas Rhesus, Kell e Diego.
Foram identificadas 13 especificidades para os alelos HLA, sendo os alelos HLA-
DRB1*04 (19,3%), -DRB1*3 (10,6%) e -DRB1*16 (10,1%) mais representativos nos
pacientes. Conclusdo: a tipagem HLA dos pacientes corresponde ao encontrado em
outras regibes, estando o alelo HLA-DRB1*04 presente em maior percentual nos
pacientes com a formacao de aloanticorpos.

Palavras-chave: Anemia Falciforme, HLA-DRB1, Antigeno de grupos sanguineos



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell anemia (AF) is one of the genetic diseases of greatest
epidemiological relevance determined by a point mutation in the beta gene of the globin
chain, resulting in a variant hemoglobin causing numerous complications. Although
transfusion therapy is used as a therapeutic modality, there is a risk of the formation of
antibodies against blood group antigens, leading to difficulties in the search for
compatible blood for patients with SCA. The human leukocyte antigen (HLA),
responsible for encoding surface proteins that recognize and present antigens, have alleles
and haplotypes that can predispose or protect the appearance of clinical manifestations
acting as genetic markers. Objective: Thus, our objective was to determine the frequency
of HLA-DRB1 antigens in patients with sickle cell anemia treated at the Fundagéo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - FHEMOAM. Material and
Methods: A cross-sectional descriptive study was carried out with 109 DNA samples
from patients with FA. Genotyping was performed using the PCR-SSO method for the
DR locus of the HLA class Il system using the LABTypeTM SSO Class 1l DRB1 Kit
(One Lambda) with Luminex technology. The determination of the genotype and allele
frequencies of the HLA systems and blood groups was performed by direct counting with
absolute (n) and relative (%) frequencies, and the numerical variables were analyzed
using position and dispersion measures. Results: There was a predominance of females
(56.9%) and of the self-declared browns (88.1%), the age range ranged from 1 to 52 years.
A percentage of alloimmunized patients was 10% and the erythrocyte antigens
corresponding to the Rhesus, Kell and Diego systems. 13 specificities were identified for
the HLA alleles, the HLA-DRB1 * 04 (19.3%), -DRB1 * 3 (10.6%) and -DRB1 * 16
(10.1%) alleles being more representative in patients. Conclusion: the HLA typing of
patients corresponds to that found in other regions, confirming the susceptibility of the
HLA-DRBL1 * 04 allele to the formation of alloantibodies.

Keywords: Sickle Cell Anemia, HLA-DRB1, Blood Group Antigens.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme é uma doenca inflamatoria crénica marcada pela alteragdo
estrutural dos eritrocitos e a uma dolorosa sintomatologia. O curso clinico da doenca é
um imenso desafio tanto para seus portadores quanto para os profissionais de saude, uma
vez que, apresenta dotada complexidade nos processos fisiopatologicos, nas
manifestacdes clinicas e no tratamento (1).

Durante as complicagdes agudas e as que colocam em risco a vida do paciente,
adota-se a terapia transfusional tanto como opgéo de tratamento imediato, como também,
modalidade preventiva das consequéncias da doenca (2). A terapéutica transfusional tem
por objetivo melhorar o estado clinico grave; evitar algumas das principais complicacdes
cronicas da doenca, como a vaso oclusdo; aumentar a concentracdo de hemécias,
favorecendo elevacdo da oxigenacdo sanguinea, diminuindo a hipdxia tecidual, e
consequentemente, reduzindo o processo de falcizacao (3). Embora a transfusdo melhore
a sobrevida dos doentes e evite muitos dos problemas decorrentes da patologia, ao longo
do tempo, podem surgir outros inconvenientes resultantes das multiplas transfusées, o
que torna o uso dessa modalidade terapéutica bastante criteriosa (1).

As intercorréncias advindas das transfusGes de hemocomponentes sao denominadas
reacOes transfusionais, destacam-se as reacdes hemoliticas, complicacGes pulmonares,
desequilibrio eletrolitico, sepses bacterianas, hipotermia, doenga do enxerto versus
hospedeiro, sobrecarga volémica e de ferro, imunossupressao e a aloimunizacéo (4). No
caso de multiplas transfusdes, os pacientes tornam-se sensibilizados contra antigenos de
superficie de células alogénicas. A aloimunizagdo produz consideravel impacto clinico,
e por isso, é alvo de grande preocupacao na hemoterapia (5).

Fatores de risco como idade, sexo e histdrico transfusional estdo associados a
incidéncia de aloimunizacdo, entretanto, outras covariaveis também estdo relacionadas:
unidade de glébulos vermelhos recebidos, processos inflamatorios, presenca de um ou
mais autoanticorpo, genes da resposta imune que inclui o sistema HLA e citocinas (6).
Estudos demonstraram que, em grupos étnicos especificos, a imunogenicidade intrinseca
de um determinado antigeno eritrocitario esta, em parte, associada as incompatibilidades

entre o HLA de classe 11 do doador com o receptor (7).
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Estudos anteriores comprovaram a associagdo do desenvolvimento de aloanticorpos
eritrocitarios aos antigenos leucocitarios humanos (8,9). As moléculas de HLA séao
capazes de modular a resposta imune, através de uma adequada apresentacao de peptideos
e das sequencias curtas de aminoacidos lineares oriundas de aloantigenos que contenha o
epitopo alvo para serem reconhecidas pelas células TCD4+. O loci HLA de classe Il mais
envolvido na resposta da producédo de aloanticorpos € o HLA-DR (10).

Conhecer a tipagem do sistema HLA é de extrema importancia para auxiliar em
inimeros estudos populacionais, propiciar a selecdo adequada de doadores em
transplantes de 6rgaos e desempenhar importante ferramenta para estudos de associag¢oes
com doencas (11).

Por isso, nosso estudo tem por objetivo conhecer o perfil genotipico do sistema HLA
dos pacientes portadores de anemia falciforme, através das semelhancas e das variacdes

nas frequéncias alélicas do locus DR.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anemia Falciforme: Aspectos Gerais

A hemoglobina (Hb) é o constituinte proteico dos eritrécitos, responsavel pelo
transporte de oxigénio (O2) dos pulmdes a todos os tecidos, além de conferir coloracéo
avermelhada nas hemacias (12). Trata-se de uma proteina globular de estrutura
quaternaria, com peso molecular aproximado de 64.500 daltons, composta de dois pares
de subunidades. Cada par distinto de subunidade globular varia conforme a fase de
desenvolvimento ontogénico. Os diferentes tipos de cadeias globinicas determinam as
variacdes de hemoglobinas (13). A figura 1 esquematiza a estrutura quaternaria de uma

hemoglobina.

Figura 1: Representacéo esquematica da hemoglobina.
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Fonte: Adaptado (https://openstax.org/).

Assim, na fase embrionaria tem-se as hemoglobinas: Gower-1 ({2 €2), Portland ({2
v2) e Gower-2 (a2 €2); fase fetal: a hemoglobina fetal (HbF) (a2 y2) e na fase adulta:
hemoglobina A (HbA) (a2 B2) e hemoglobina A2 (HbA2) (a2 82), as quais mudam sua

estrutura de acordo com a regulacdo de seus genes, sendo expressadas ou silenciadas em
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tempos especificos durante o desenvolvimento do individuo (14,16). Os genes das
globinas g, 6, B estdo localizados no cromossomo 11, enquanto os genes das globinas {, a
¢ y estdo no cromossomo 16 (14,16,17).

Entretanto, quaisquer mutacfes nos genes que codificam as hemoglobinas normais
dédo origem as hemoglobinopatias. As hemoglobinopatias s&o um conjunto de doengas da
Hb controladas por um Unico gene transmitida ao longo das geracdes e constitui um dos
principais problemas de salde atingindo aproximadamente 7% da populacdo mundial
(18,19).

Podem ser divididas quanto as alteracGes estruturais ou de sintese. As alteracdes
estruturais sdo anormalidades na conformacéo da molécula de hemoglobina impedindo o
correto desempenho de sua funcdo, destacam-se as hemoglobinas variantes (assim
denominadas por apresentarem padrdo bioquimico anormal) S, C e E por causarem efeitos
fisiopatoldgicos mais graves. As de sintese, no entanto, sio caracterizadas pela producéo
anormal da quantidade de hemoglobina e leva a graus variados de anemia, incluem-se as
talassemias alfa e beta (12,14). Apesar de mais de 700 variantes estruturais da Hb ja terem
sido descritas, as mutac@es estruturais da HbS, HbE, HbC e HbD séo as mais prevalentes

no mundo (19).

2.2 Origem e Definigdes

Acredita-se que a mutacdo responsavel pelo surgimento da hemoglobina S (HbS)
tenha se originado em populacgdes do continente africano, possivelmente, em decorréncia
de um processo de selecdo natural contra os efeitos letais de infeccdes causadas
por Plasmodium spp., agente causador da malaria (20).

Na Africa, as hemoglobinopatias estruturais mais recorrentes estdo associadas as
hemoglobinas S e C, mas se distribuem de forma divergente nas diversas regides do
continente, ao passo em que as talassemias decorrentes de defeitos na sintese séo maiores
em povos do Mediterraneo, da Asia e da China (21).

Tal variacdo genetica foi capaz de configurar resisténcia a malaria e apesar da
predilecdo étnica, essa alteracdo esta presente em todos 0s continentes, como
consequéncia das migracfes populacionais forcadas durante o lastimavel periodo de
escraviddo, acometendo regiGes dos continentes americanos, asiaticos, inclusive o

europeu em torno do Mediterraneo (15,22,23).
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A doenca falciforme (DF), dentre as diversas hemoglobinopatias, é considerada uma
das enfermidades hereditérias mais comuns no mundo (24). Foi descrita pela primeira vez
por um médico norte-americano James Herrick, em 1910, ao observar a caracteristica
alongada com formato de foice do eritrocito de um africano em quadro anémico (25).

O termo DF é utilizado para categorizar um grupo de doencas genéticas marcadas
pela presenca da hemoglobina anémala S (26). A formagéo da HbS decorre de uma
mutacdo pontual envolvendo a substituicdo do nucleotideo adenina (A) por timina (T) -
(GAG>GTG), na posigdo 6 no gene da B-globina existente no cromossomo 11, levando
a troca do &cido glutdmico pela valina na posicdo da proteina (27). Assim, a substituicao
de um Unico aminodcido na cadeia globinica leva a HbS a assumir uma configuracdo
diferente, que altera a forma redonda das hemaécias, e faz com que adquiram o formato de
foice (24).

As mutacOes herdadas pelos individuos com DF podem apresentar-se em estado
homozigotico (HbSS), chamado de anemia falciforme (AF), sendo inclusive a variante de
maior repercussao clinica ou heterozigotico composto, quando a doenca é causada pela
heranca da HbS em associacdo com outra hemoglobina defeituosa (SC, SD, SE, S beta-
talassemia, S alfa-talassemia) (21,28,29). As combinagdes associadas entre a
hemoglobinopatia S e uma hemoglobina normal A denominam o portador como trago
falciforme, ou seja, € apenas portador do gene, porém, ndo desenvolve a doenca (12).

2.3 Meétodos de Diagnostico

O diagnostico neonatal precoce da doenga falciforme é realizado através do teste do
pezinho, um exame obrigatério disponivel no Sistema Unico de Satide (SUS) através do
Programa Nacional de Triagem Neonatal, o qual consiste na retirada de sangue do
calcanhar do recém-nascido a ser coletado em papel filtro, entre 0 3° e 0 5° dia de vida
(30). O exame laboratorial permite identificar se as hemoglobinas presentes no sangue
sdo normais ou alteradas, além de enfermidades como hipotireoidismo, fenilcetondria.,
fibrose cistica, deficiéncia de biotinidase e hiperplasia adrenal congénita (24). Outros
métodos de diagndstico, quando surgem suspeitas da doenca, incluem o teste de
falcizacdo, hemograma, eletroforese de hemoglobina, cromatografia liquida de alta
performance, focalizacdo isoelétrica e por biologia molecular (31). Beneficios adicionais
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da detecgdo precoce possibilitam o inicio imediato do tratamento, melhoria da qualidade
de vida e participagdo de programas de educacao e aconselhamento genético para os pais
(32).

2.4 Aspectos Epidemioldgicos

Ndo ha muitas informacfes sobre a histdria natural da doenca falciforme,
entretanto, sabe-se que a distribuicdo geografica da HbS foi ocasionada principalmente
por dois fatores: areas africanas endémicas a malaria e 0s movimentos migratorios de
portadores da hemoglobinopatia a outras regides do mundo (33).

A hipétese de que portadores de traco falciforme (HbAS) seriam protegidos contra
amalaria, surge na década de 1950, por Haldene e Allison como resultado de um processo
de selecdo natural, e, atualmente é sustentada por evidéncias claras, o que justificaria as
altas frequéncias da HbS na Africa Subsaariana, partes do Mediterraneo, Oriente Médio
e India (34,35). Na América do Norte e Europa Ocidental a distribuicao teria se originado
em decorréncia de movimentos populacionais por conta do trafico de escravos (36).

Cerca de 5% da populacdo mundial é portadora de alguma hemoglobinopatia (37).
As estimativas globais sugerem que aproximadamente 300.000 bebés por ano nascem
com anemia falciforme, sendo a maioria desses nascimentos na Nigéria, Republica
Democrética do Congo e india, podendo subir para 400.000 em 2050 (38). Em um estudo
norte-americano, um em cada 500 bebés afro-americanos nascidos nos EUA é afetado
pela doenca falciforme, cerca de 100.000 individuos vivem nos EUA (39). Em 2018, a
Franca teve mais de 26.000 pacientes diagnosticados com DF (40).

No Brasil, apesar da taxa da DF se apresentar em maior frequéncia nos descendentes
de origem africana, é também descrita em outros grupos étnicos conforme o grau de
miscigenacdo das regides brasileiras (41). A anemia falciforme acomete de 0,1 a 0,3%
da populacgdo negra, enquanto individuos portadores do traco falciforme (HbAS) sdo mais
frequentes no Brasil afetando de 6 a 10% da populacdo negra e variando a 2% na
populagdo em geral (41). Existem mais de dois milhGes de portadores do gene da doenga
e mais de 30.000 individuos com DF em todo o pais. A Bahia é o estado com maiores
indices, sdo registrados cerca de 40 novos casos ao més e 600 ao ano com o total de quase

15 mil portadores segundo dados do Ministério da Saude (24). A figura 2 mostra a
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distribuicdo epidemioldgica da DF e dos tracos falciformes (AS) em alguns estados

brasileiros.

Figura 2: Dados epidemiolégicos da doenca falciforme distribuidos em estados brasileiros.
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Fonte: Propria da autora.

De acordo com dados publicados, hd aproximadamente 1 em cada 650 recém-
nascidos no Estado da Bahia, 1 em cada 300 no Estado do Rio de Janeiro e 1 em 13.500
no Estado de Santa Catarina. Demonstrando que, no ano de 2016, 1.071 dos recém-
nascidos foram diagnosticados com doenca falciforme; e mais de 60.000 apresentaram o
alelo heterozigoto HbS _ (42). Na Regido Norte, a incidéncia estd em 1:2500 no Estado
do Paré e em 1:4500 no Acre (43).

No estado do Amazonas, os dados epidemioldgicos sobre a doenca ainda sao muito
escassos. Entretanto, autores como, Acordi e Purim, entre 2016 — 2017, descrevem um
total de 236 pacientes diagnosticados com DF e cadastrados na FHEMOAM (44,45). Em
2019, o pesquisador Cardoso relata aproximadamente 310 individuos correspondendo
0,007% de individuos portadores de DF da populacdo no Estado do Amazonas (46).
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Atualmente, conforme a base de dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico
de Saude (DATASUS), o Estado do Amazonas tem 303 portadores de doenca falciforme
(47).

2.5 Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A doenca falciforme é um distarbio multissistémico causado pela mudanca de um
Unico aminodcido no sequenciamento de DNA da hemoglobina acarretando numa
anormalidade na cadeia B-globinica originando a formacdo da HbS que adquire, entéo,
diferentes caracteristicas fisico-quimicas (48).

O é&cido glutamico por apresentar carga negativa, ndo permite a aproximacao das
moléculas de hemoglobina, diferentemente da valina, na qual, mantem-se em
neutralidade favorecendo a formacdo de polimeros (aglomerados hemoglobinicos)
quando sob desoxigenacdo (48,49). A literatura relata trés processos fisiopatologicos
principais: polimerizacdo da HbS, oclusdo de vasos, disfuncdo endotelial mediada por
hemolise que conduz a doenca clinica e, mais recentemente, a via da inflamacao estéril
(50).

A polimerizacdo é o evento essencial na patologia da DF, esta diretamente
relacionada com altas concentracdes de HbS e a desoxigenacdo na heméacia. Com a
reducdo do oxigénio, a hemoglobina S polimeriza, danifica a estrutura da hemacia,
deixando-a em estado rigido com formato de foice que favorece a perda de cétions e dgua
(51).

As hemacias foicadas tém uma vida média reduzida, pois, por sofrerem aumento da
permeabilidade da membrana, diminuicdo da flexibilidade e aumento da densidade, sdo
logo retiradas da circulacdo pelo sistema reticulo-endotelial, fator contribuinte para o
quadro de anemia hemolitica dos pacientes (28,52). A acentuada rigidez das hemaécias
irreversivelmente falcizadas gera a impossibilidade de se deslocar por entre 0s vasos de
menores calibres da microcirculacdo levando & obstrucdo desses capilares — processo
denominado de vaso-ocluséo, além da reducéo do fluxo sanguineo para 0s 0rgaos vitais,
gerando isquemia e alteracbes no sistema imunoldgico. Tais alteracbes também

promovem o0 aumento da adesdo das hemacias ao endotélio e aos leucdcitos, causam
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lesbes microvasculares, deplecdo de Oxido nitrico (NO) que contribui para

vasoconstri¢do, ativacdo da inflamacéo e coagulacgéo (51, 53).

Figura 3: Esquema da fisiopatologia da anemia falciforme.
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Fonte: Adaptado (Monteiro et Al, 2015).

A vaso-oclusdo € um processo extremamente complexo que abrange diversas
interacdes entre hemacias, leucocitos ativados, células endoteliais, plaquetas, proteinas
do plasma e constitui o fenbmeno causador da grande maioria da sintomatologia no
quadro clinico dos pacientes com anemia falciforme. Estudos indicam que a vaso-oclusao
é frequentemente desencadeada por um estimulo inflamatdrio ou ambiental, incluindo
infeccdo, hipdxia, desidratacdo, acidose ou outros fatores ndo identificados (54).

Os danos a membrana eritrocitaria decorrente da falcizacdo levam a hemdlise intra
ou extravascular. Na hemdlise extravascular, as hemécias falcizadas sdo removidas da
circulacdo por meio da captagdo dos macrofagos no bacgo e do sistema reticulo endotelial.
A hemolise intravascular, no entanto, favorece a liberacdo de fatores promotores de
inflamacéo (padrdes moleculares associado ao dano - DAMPS), que em sua maior parte

¢ causada pelo grupamento heme, capaz de ativar leucocitos, expor proteinas
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intracelulares a superficie que levam a producéo de radicais livres que desencadeia leséo
nas células endoteliais passando a expressar moléculas de adesdo, como VCAM-1
(molécula de adesdo vascular-1), ICAM-1 (molécula de adesédo intercelular-1) e E-
selectina na superficie celular; produzem citocinas e quimiocinas como interleucina-8
(IL-8), IL-6 e GM-CSF (fator estimulador de coldnias de granulécitos-macrofagos), além
do endotélio lesado liberar fatores pro-coagulantes e vasoconstritores potentes como
endotelina-1 e 255 (56,57). O excesso de Hb nos vasos é tdxica ao organismo, por isso €
degradada pela haptoglobina e da hemopexina, contudo, essas proteinas acabam tendo
seus niveis reduzidos pelo excedente de Hb disponiveis, resultando em mais hemoglobina
e heme livres que, por sua vez, consomem o NO, levando a vasoconstri¢do, inflamagéo e

ativacdo de plaguetas favorecendo o efeito da vaso-oclusdo (53), figura 4.

Figura 4: Esquema da fisiopatologia da vaso-oclusdo na anemia falciforme.
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Pacientes portadores de traco falciforme mesmo possuindo cerca de 30% a 40% de
HbS, podem ser assintomaticos ndo apresentando alteracdes clinicas e laboratoriais
significativas. A forma mais grave da doenca falciforme inclui os portadores de anemia

falciforme (HbSS), apresentam sintomatologia e complicacdes severas (28,58).

2.6 Quadro Clinico

De modo geral, a DF caracteriza-se por numerosas complicacdes, que podem afetar
quase todos 0s 6rgdos e sistemas, com expressiva morbidade, reducdo da capacidade de
trabalho e da expectativa de vida. As manifestacdes clinicas incluem comprometimento
cognitivo, insuficiéncia cardiaca, calculos vesiculares, artralgia, dores abdominais,
sindrome mé&o-pé, infeccdes, septicemia, crises hemoliticas e algicas, sequestro esplénico,
sindrome toracica aguda, insuficiéncia renal cronica, acidente vascular cerebral,
priapismo, osteomielite, retinopatia, Ulcera de perna, hipertensdo pulmonar (58,59).

A dor é a complicacdo aguda mais comum e que leva o individuo ao atendimento
emergencial (33). Os bebés geralmente sdo poupados dessa complicacéo devido aos seus
niveis elevados de hemoglobina fetal (HbF) que fornece altas taxas de oxigenacdo
dificultando o processo de falcizacdo (60). Com o avan¢o da idade as complicacdes
crénicas produzem disfuncdo organica que pode contribuir para a morte precoce. A
sindrome toracica aguda é a desordem potencialmente fatal da DF com pico de incidéncia
na primeira infancia (61). As manifestacGes clinicas apresentam-se em diferentes padroes
entre a AF e a DF. Os perfis genotipicos homozigéticos (SS) sdo marcados por
manifestacdes clinicas mais intensas quando comparados com perfis heterozigoticos da
DF com talassemia ou com outra hemoglobinopatia C (52).

Embora as pesquisas tenham evoluido nos Gltimos anos, o prognoéstico permanece
incerto devido a grande diversidade de manifestacdes clinicas, das variaveis que ocorrem
entre diferentes faixas etarias, das condi¢des socioeconémicas e da qualidade dos servicos
de saude. O curso clinico da AF depende de fatores genéticos, sociais, culturais e
ambientais (62).
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2.7 Tratamento

Dada a complexidade da fisiopatologia da DF, varias estratégias terapéuticas tém
sido adotadas conforme a clinica do paciente. O tratamento dos portadores de DF, de
maneira geral, consiste na prevencdo, no uso de medicamentos como antibidticos,
hidroxicarbamida e analgésicos para o suporte da dor e a terapia transfusional. Muitos
estudos genéticos estdo sendo realizados com intuito de tornar-se terapia curativa (60).

O tratamento preventivo mantém a oxigenagdo adequada, previne infeccdes e
controla as crises de dor, favorece melhor prognostico. Medidas gerais podem beneficiar
0 quadro clinico de pacientes falcémicos como: educacdo dos familiares e pacientes sobre
0s principais aspectos da doenca; nutricdo, hidratacdo e imunizacdo adequados;
acompanhamento clinico regular; realizagdo do esquema vacinal, além do
aconselhamento genético para se evitar futuros membros familiares com o mesmo
diagnostico (63).

Os pacientes falcémicos apresentam alteracdes imunoldgicas que os deixam mais
susceptiveis as infeccdes. A reducédo da funcéo esplénica tem sido apontada como a causa
mais importante para suscetibilidade, pois ha a diminuicdo da filtracdo adequada de
corpos estranhos. Entretanto, em virtude do diagnostico precoce realizado através da
triagem neonatal, é possivel adotar precocemente a profilaxia antibidtica, uma vez que
possuem risco elevado para infeccdes decorrente da asplenia e o uso de hidroxiuréia. E a
acdo preventiva mais importante quando no manejo do paciente pediatrico (64).

A hidroxicarbamida (hidroxiuréia - HU) é um farmaco citotdxico e mielossupressor
utilizado para melhora clinica e hematoldgica dos pacientes falciformes por reduzir o
namero de episddios de crises vaso-oclusivas e a sindrome toracica aguda. Sendo capaz
de ativar a expressdo dos genes y-globina e aumentar os niveis de hemoglobina circulante,
leva ao aumento do volume corpuscular médio que melhora a deformabilidade da
hemécia ao passar pelos vasos de menores calibres (65). Aumenta a HbF o que favorece
a reducdo da concentracdo de HbS no eritrocito e consequentemente menor chance de
polimerizagOes proporcionando melhorias do quadro clinico. Atua também reduzindo a
inflamacéo cronica e os riscos de eventos tromboembolicos por diminuirem a contagem
de leucadcitos, de plaquetas, a expressdo de moléculas de adesdo ao endotélio e aumentar

a disponibilidade de 6xido nitrico (NO) na circulacédo (65).
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Adotam-se também anti-inflamatorios, uma vez que, a inflamagdo € um fator
preponderante na propagacéo e exacerbacdo da lesdo tecidual causada pela doenca, pois
a ativacdo de componentes celulares do sistema imunologico, incluindo neutréfilos,
linfécitos, mondcitos, plaquetas e citocinas pré-inflamatorias sdo cronicamente elevadas
e cooperam para este processo. Além de antitrombéticos em decorréncia de multiplos
mecanismos de ativacdo do sistema de coagulagéo (66).

Como componente vital no tratamento de algumas complicagdes agudas e cronicas,
destaca-se a transfusdo sanguinea. A transfusdo tem a capacidade aumentada de
transportar oxigénio e de reduzir a viscosidade sanguinea favorecendo a diminui¢do do
percentual da hemoglobinopatia S. A reducdo da quantidade de HbS é de extrema
importancia nos quadros em que ocorrem complicac¢fes agudas (como sindrome toracica
aguda e exacerbacao aguda de anemia, manejo pré-operatorio e prevencdo de acidente
vascular cerebral (AVC) (60). No entanto, multiplas transfusdes podem levar a
sensibilizagdo dos pacientes, 0s quais passam a desenvolver anticorpos eritrocitarios.
Diversos fatores, incluindo a frequéncia de transfusdes, a imunogenicidade do antigeno,
a resposta imune do receptor e a nao realizacdo da fenotipagem, podem influenciar o
sistema imune do receptor a reagir contra um antigeno. As reacGes transfusionais sao
todas as consequéncias que podem ocorrer ap6s uma hemotransfusdo. Podem ser a
aloimunizacdo e as reagdes hemoliticas (agudas, febris, anafilaticas, por contaminagdo
bacteriana e urticariformes) (28,29).

Uma estratégia curativa disponivel atualmente € o transplante de células-tronco
hematopoiéticas, porém, apresenta riscos significativos para seguranca com potencial de
morbimortalidade associada. E, a terapia génica também com potencial curativo, baseia-
se no cultivo isolado de células da medula 6ssea do paciente em que sdo inoculados virus
contendo um gene adicional que pode codificar uma B-globina anti-falcizante ou HbF e,
apo6s tratamento quimioterapico, o paciente recebe reinfusdo de células-tronco
hematopoiéticas autélogas modificadas, que expressardao o novo gene, contudo, esta em

um estagio inicial de desenvolvimento e ainda com muitos desafios técnicos (66,67).
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2.8 Aloimunizacéo Eritrocitaria

Nas membranas de hemécias e plaquetas estdo presentes estruturas moleculares
nomeadas de antigenos, apresentam natureza variada como proteinas, glicoproteinas e
carboidratos, os quais exibem dotada competéncia para a indugdo de respostas
imunoldgicas no receptor e que por isso, expressam grande relevancia na terapéutica
transfusional (68,69).

De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT), sdo
reconhecidos 360 de antigenos de grupos sanguineos, dos quais 322 estdo agrupados em
36 sistemas de grupos sanguineos. Atualmente, 39 antigenos restantes ainda ndo foram
atribuidos a um sistema sanguineo conhecido. Continuamente os antigenos de grupo
sanguineo clinicamente significativos sdo descobertos mediante técnicas sorolégicas, por
sequenciamento e por tecnologias recombinantes ou gendmicas, pois, aumentando a
precisdo de identificacdo do perfil individual de antigenos eritrocitérios (70,71). Os
anticorpos clinicamente significantes sdo detectados nos sistemas sanguineos: ABO, Rh,
Kell, Kidd, Duff e MNS e provocam, na maioria das vezes, reacdo transfusional
hemolitica (72). O antigeno RhD por se tratar de um polipeptidio e apresentar alto grau
de polimorfismo tem maior potencial imunogénico predispondo ao risco de formacdo de

aloanticorpos nos receptores (73).

Figura 5: Representacao esquematica dos antigenos dos principais grupos sanguineos.
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Fonte: Disponivel em: https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK2264/.
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Os testes de fenotipagem sé&o empregados para caracterizar os diferentes tipos de
sistemas eritrocitarios presentes nas membranas das hemécias de doadores e receptores
para se evitar a sensibilizacdo e o desenvolvimento de anticorpos irregulares. Os
principais sistemas eritrocitarios submetidos a fenotipagem sdo o RhD (antigenos D, C,
¢, E, e) e o Kell (antigeno K), por serem o0s que apresentam as maiores frequéncias de
aloimunizacdo em pacientes portadores de AF, por isso, é crucial a fenotipagem dos
grupos sanguineos. Desse modo, pacientes que contém anticorpos irregulares (anticorpos
produzidos apds estimulo antigénico por hemacias ndo proprias) devem receber
concentrado de hemécias com fenétipo compativel, com o prop6sito de minimizar reacoes
transfusionais hemoliticas (74).

Assim, a aloimunizacao refere-se a formacéo de anticorpos contra os antigenos das
hemaécias do doador que inexistem no receptor durante o ato transfusional e embora este
processo ndo ocorra de maneira igualitaria em todos os pacientes, constitui um dos
maiores riscos transfusionais pois leva ao risco de hemdlise, atrasa o tratamento de base,
retém o paciente por mais tempo internado e em casos mais graves pode ser fatal para o
paciente (75,76). Além disso, a aloimunizacdo eritrocitaria em alguns casos pode reduzir
a sobrevida das hemécias, causar sobrecarga de ferro e limitar a disponibilidade de
concentrados de hemécias disponiveis para futuras hemotransfusdes, devido a dificuldade
em se encontrar sangue compativel (77).

Este mecanismo compreende incialmente o reconhecimento do antigeno através das
células dendriticas, apresentacdo do peptideo pelas moléculas do sistema HLA ao
linfocito TCD4+ e ativacdo do mesmo, interacdo com linfdcitos T e B seguidos da
liberagdo de citocinas que ao ativar os linfocitos B diferenciam-se em plasmocitos e
produzem anticorpos especificos aos determinantes antigénicos (78) figura 6.

Como controle da formacdo de aloanticorpos muitas instituicGes de salde adotam
protocolos transfusionais de compatibilidade fenotipica para os antigenos do sistema
ABO, Rh e Kell (79) e Fy#/Fy®, Jk%JK® (antigenos correspondentes ao sistema Duffy) e
Ss (sistema MNS) (80). Os genes alélicos RH codificadores dos antigenos variantes D, C,
e em afrodescendentes séo responsaveis pela producdo de autoanticorpos e aloanticorpos
complexos estando em alta frequéncia devido a enorme variedade de genes para o locus

RH e a dificuldade de exames soroldgicos para determinar as variantes antigénicas
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(81,82). Os anticorpos geralmente identificados em pacientes com DF sdo anti-Rh (D, C,
E), Kell, Duffy, Jk e S (83).

As frequéncias de aloimunizacdo eritrocitaria diferem-se entre regides ou paises,
podendo inclusive, ndo ocorrer em todos os casos de incompatibilidade a antigenos. As
possiveis diferencas entre os individuos que se tornam aloimunizados facilmente do que
aqueles menos suscetiveis ndo sdo bem conhecidos, entretanto, podem estar associadas a

predisposicdo genética (84,85).

Figura 6: Mecanismo da ocorréncia de formacéo de aloanticorpos.
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Fonte: Adaptado (Yazdanbakhsh et al 2013.).

Alguns fatores como: género, imunogenicidade do antigeno, nimero de transfusdes,
polimorfismo do gene dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) -DRB1, presenca de
autoanticorpos, interleucina, fator de necrose tumoral a, multiplos eventos inflamatérios,
crises vaso-oclusivas e sindrome toracica aguda estdo fortemente associados a maior

predisposicdo a aloimunizagdes eritrocitarias (71,86).
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A influéncia do género ainda é um fator controverso, algumas pesquisas apontam o
sexo feminino como grupo de maior risco. Este fator pode ser justificado pela maior
exposicdo das mulheres portadoras de doenca falciforme a eventos que podem levar a
imunizacdo, como a gravidez e as transfusdes de sangue (87,88).

O estado inflamatdrio nos quadros de sindrome torécica aguda e de vaso-oclusdo
dos pacientes com anemia falciforme no momento da transfusdo podem apresentar maior
de risco de aloimunizaces (89). Isso porque a inflamagcdo tem a capacidade de
desencadear uma resposta proliferativa maior dos linfocitos TCD4+ (90). Além disso,
outros fatores imunes como as células T reguladoras também podem contribuir para este
desfecho, pois extinguem a ativacdo e as funcgdes efetoras de inUmeras células em
diferentes situacdes (35).

Ultimamente os estudos vem demostrando a participacdo de fatores genéticos na
susceptibilidade a aloimunizacao que incluem os genes de citocinas e os genes do sistema
HLA. Mesmo com muitos estudos, a prevengéo ainda continua sendo um grande desafio
e independente de ndo existir um padrdo consistente, a pesquisa e os esforcos vém sendo
direcionados a combinacdo de antigenos profilaticos de unidades para receptores de

transfusdo cronica (90).

2.9 Complexo Principal de Histocompatibilidade

2.9.1 Definigédo e Origem

O complexo principal de histocompatibilidade MHC (do inglés — Major
Histocompatibility Complex) é um conjunto de genes que codificam moléculas
responsaveis pela apresentacdo de antigenos ao sistema imunoldgico. Nos seres humanos,
0 MHC recebe a denominacéo de sistema HLA (do inglés — Human Leukocytes Antigen)
e se localiza no locus 21 do braco curto (p) do Cromossoma 6 (6p21), sendo herdado em
bloco e expresso em co-dominancia. Essas moléculas sdo extremamente polimorficas e
se diferem entre os individuos e entre as populacées (91,92,93).

A partir do insucesso das primeiras tentativas de transplantes realizados em modelos
animais entre 1909 e 1937 fez com que se percebesse a existéncia de fatores intrinsecos,

0s quais, seriam responsaveis por essa dificuldade. Em 1936, surge a primeira descrigdo
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do MHC como resultado de experimentos de transplantes realizados em camundongos,
executados por Peter Gorger e George Snell e que demonstraram a existéncia de grupos
de antigenos envolvidos nos processos de rejeicao dos transplantes (94). Somente por
volta da década de 50, 0o MHC humano é entdo descoberto através de estudos realizados
por Jean Dausset ao demostraram a existéncia de resposta celular mediada por leucécitos,
ap6s uma exposicdo alogénica. Essa evidéncia permitiu que em 1958, Dausset
descrevesse o primeiro antigeno leucocitario em humanos (95).

Seguido a esses achados, outros pesquisadores descreveram diferentes antigenos
HLA e em resposta a essa motivacdo, em 1964 criou-se o primeiro Workshop
Internacional de Histocompatibilidade que teve como objetivo a colaboragéo cientifica
entre diferentes centros de pesquisa, a fim de acelerar a identificacdo de novos antigenos
HLA, promover a compreensao da funcdo dos genes HLA e determinar um teste eficaz

para a deteccdo antigénica (96).

2.9.2 Estrutura das Moléculas do HLA

Os loci génicos do HLA sdo agrupados didaticamente em trés classes I, 1l e 111, de
acordo com sua estrutura, funcéo e localizacéo.

Na regido telomérica tem-se 0 HLA de classe | contendo os genes que codificam as
moléculas classicas de histocompatibilidade HLA-A, -B e -C. A regido centromérica
contém o HLA de classe Il, o qual apresenta os genes que compilam as moléculas
classicas HLA -DR, -DQ e -DP e, por fim, a regido de Classe Il que é telomérica em
relacdo a regido de classe Il que ndo inclui genes que codificam moléculas de
histocompatibilidade, mas sim, outras moléculas, como os componentes do complemento
(C2, Fator B e C4), 21- hidroxilase, linfotoxina e Fator de necrose tumoral-o. (TNF-a)
(91,97). A Figura 7 mostra detalhadamente a localizagdo do complexo génico HLA no

cromossomo 6.
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Figura 7: Representacéo esquematica do Complexo HLA contido no cromossomo 6.
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Fonte: Adaptado (Westover et al. 2011).

As moléculas de MHC Classe I: compreendem os genes classicos nos locus HLA-
A, HLA-B e HLA-C, presentes na superficie de todas as células nucleadas e plaquetas.
Classe II: estdo presentes em linfocitos B, macrdofagos, mondcitos, células endoteliais,
células de Langerhans, células dendriticas e linfocitos T quando ativados. Sdo codificadas
por genes nas regides HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR. E Classe I1l: esta regido codifica
diversas moléculas importantes na inflamacédo, incluindo os componentes do sistema
complemento (C2, C4 e fator B), TNF-a e B3, e 21-hidroxilase (98).

As moléculas de classe | e 1l tém aspecto estrutural equivalente. Os residuos de
aminoéacidos polimorficos que representam as inimeras moléculas estdo alocados nas
fendas de ligacdo com o peptideo, como demostra a Figura 8. O sulco de ligacdo ao
peptideo na molécula de classe | é formado pela interacdo dos segmentos ol e a2,

enquanto na molécula de classe II a interagdo se da pelos segmentos al e B1 (91,99,100).
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Figura 8: Estrutura das moléculas de HLA classe I e I1.
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Fonte: Adaptado (Abbas et al. 2012).

2.9.3 Nomenclatura do Sistema HLA

Cada alelo HLA tem uma designacdo numeérica Unica podendo variar em até 4
digitos, cada digito traz uma informacdo importante sobre a estrutura genética da
molécula HLA em questdo. Por padronizacdo, a nomenclatura contém a denominacao
HLA-, seguida da identificacdo do gene (por exemplo: A/B/C/DRB1/DQB1 e assim por
diante), a seguir estardo as designacGes numericas, as quais sao separadas por dois pontos.

O 1° campo identifica o grupo alélico correspondente ao HLA, que com frequéncia
corresponde a designacdo soroldgica do antigeno, o 2° campo corresponde a
especificidade desse alelo, que sdo alteracbes ndo sinbnimas as quais resultam em
diferencas na molécula HLA, refletindo assim, na producéo de proteinas diferentes. Todas
as designacoes alélicas das tipificacbes HLA terdo ao menos esses dois campos. O 3°
campo identifica uma mudanca de nucleotideo sem alteracéo da proteina, enquanto no 4°
campo as diferencas relatadas referem-se a mutagOes existentes em regides néo
codificadoras, representadas pelas regides de introns ou pelas por¢des ndo traduzidas de

éxons que sofrem splicing alternativo (Figura 3) (98,100,101).
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Figura 9: Esquema de nomenclatura do sistema HLA.
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Fonte: Adaptado de IMGT (link: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html)
Ao final da identificacdo numérica podera ainda haver informacdes quanto a

padrdes ndo normais de expressdo dessa proteina pelas células, sendo representadas pelas
letras (A, C, L, N, Q ou S) demonstrado na tabela 1 (101).

Tabela 1: Expressoes alternativas de proteinas de HLA.
FORMAS DE EXPRESSAO ABREVIATURA SIGNIFICADO \

Quantidade de proteina expressa € quase O
Aberrante A dobro da expressdo normal.
. A proteina produzida tem expressdo
Citoplasma C » proteina - p P
citoplasmaética.
; _ Apresenta menor expressdo celular quando
Baixa (do inglés Low) L comparada com a proteina normal.
Nulo N A proteina produzida ndo é expressa.
Proteinas sollveis secretadas, ndo se mantem
Secretada S na superficie celular.
o MutacBes que parecem afetar a expressdo de
Questionavel Q outros alelos normais.

Fonte: Adaptado de IMGT (link: http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html).
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2.9.4 Diversidade HLA na Populagdo

Os genes HLA de classe | e Il se diferem de outros genes estruturais do genoma
humano por ndo possuirem um alelo predominante, isso ocorre em razdo da presenca de
variacBes nucleotidicas entre alelos de um mesmo gene HLA, podem diferir
consideravelmente. Consequentemente, algumas variantes alélicas HLA so restritas ou
ausentes em determinados grupos populacionais enquanto em outras populacdes se
apresentam em grandes proporc¢des (102).

De acordo com Midleton (2000), estudos realizados em diferentes regides do mundo
revelaram as diferencas existentes em relacéo a distribuigéo e frequéncia de alelos HLA.
As populacbes indigenas, por exemplo, apresentam polimorfismo de alelos HLA
relativamente baixo quando comparadas com outras populagoes, refletindo o isolamento
geogréfico dessas populacdes (103). A populacdo brasileira sendo extremamente
miscigenada, o polimorfismo provavelmente ocorre devido a agregacdo de alelos de
diferentes grupos étnicos (104). Nas populacBes orientais observam-se também
caracteristicas peculiares em relacdo aos marcadores de susceptibilidade a doencas,
diferentes daqueles observados, por exemplo, em individuos caucasianos (105).

A populacéo brasileira apresenta perfil genético bastante variavel em decorréncia
da formacdo de sua base populacional ser composta por diferentes etnias. No Brasil, a
frequéncia dos alelos HLA pode ainda variar de uma regido para outra, pois € influenciada
pela etnia predominante de cada regido (86).

A figura 4 representa a progressdo do numero de alelos HLA identificados na
populacdo mundial no periodo entre 1987 a marco de 2020.
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Figura 10: Representacdo da progressao do numero de alelos HLA identificados na populagéo
mundial no periodo de 1987 até marco de 2020.
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Fonte: Adaptado de http://hla.alleles.org/inc/images/graph_hires.png.

2.9.5 Relacdo do HLA associados as doencas humanas

Ao final dos anos 60 iniciaram-se 0s primeiros estudos sugerindo a relacdo da
variabilidade de genes HLA a doencas humanas com a descoberta da associagao entre
HLA - B e linfoma de Hodgkin. O locus MHC tem um agrupamento denso de genes
imuno relevantes que podem mostrar alto grau de polimorfismo e apresentarem fortes
desequilibrio de ligacdo; essa complexidade impede a determinacdo dos genes e alelos
exatos responsaveis pelos sinais de associacdo de doencas na regido (106).

A ligacédo de moléculas HLA a peptideos derivados de proteinas microbianas e o
repertério de células T deve incluir clones que possam ser ativados por tais peptideos ao
HLA, sdo importantes para uma resposta imune eficiente, e 0 ndo cumprimento dessas

exigéncias pode tornar uma pessoa portadora de uma combinacgéo especifica de alelos
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HLA mais susceptivel a uma determinada doenca do que outra que tenha uma
combinacéo diferente de alelos (92).

A vulnerabilidade a inimeras doencas associado ao HLA tem sido utilizado como
marcador de risco mediante determinacédo de seus alelos e haploides num individuo ou na
populacdo. A hipGtese mais aceita para a associacdo do HLA com doencas é que certas
moléculas desse complexo apresentariam peptideos que levariam a resposta imune danosa
por parte de linfocitos T especificos ou por contribuir para o escape imune de corpusculos
patogénicos (7).

Diversos genes do HLA estdo sendo associados as doencas inflamatorias e auto-
imunes. Os genes HLA ndo-cléssicos, como o HLA-G sdo associados as regides
regulatdrias destes genes de doencas auto-imunes (107). Estudos relatam principalmente
o0 HLA-DRB1 e o HLA-DQB1 com maior associacdo a susceptibilidade ao lGpus
eritematosos sistémicos (108). Os resultados de uma pesquisa realizada na Siria sobre a
associagdo do HLA com a suscetibilidade a artrite reumatoide indicam que os alelos
HLA-DRB1 *01, *04 e *10 estdo relacionados a gravidade da doenca, enquanto os alelos
HLA-DRB1 *11 e *13 teriam capacidade de conferir protecdo contra suscetibilidade
(109). Individuos afetados pela doenga celiaca possuem genes de reconhecimento
imunologico que codificam 0 HLA-DQ2.5 e / ou heterodimeros DQ8, que facilitam o
reconhecimento das células T CD4 + de peptideos especificos derivados de gluten (110).

Em regides endémicas & malaria da Africa Subsaariana, a tipagem HLA da
populacdo revelou maior frequéncia do HLA- B *53. Presume-se que essas moléculas de
HLA liguem-se de maneira eficiente aos peptideos produzidos em razdo do
processamento da proteina circunsporozoita da maléria apresentando-os as células T
CD8+ e atacando os parasitas em estagio hepatico. Outros haplotipos de classe 1l (HLA-
DRB1 *1302 e HLA-DQB1 *0501) também poderiam atuar como fator protetor
(111,112).

O HIV é uma das poucas doencas infecciosas que tem estabelecido a associacao
do HLA de forma clara. Observou-se que em alguns portadores de HIV conseguem
manter baixas as cargas virais mantendo-se assintomaticos por mais tempo. O papel
dos alelos HLA de classe | na infec¢do por HIV, onde descobriram que o HLA-B27 e
0 B57 estavam fortemente associados a progressdo, e que uma gama mais ampla de

peptideos de HIV-1 é reconhecida por individuos HLA heterozigotos, pois o virus pode
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levar mais tempo para acumular mutacdes de escape em individuos HLA heterozigotos
em relacédo a individuos homozigotos (113, 114).

Quanto ao cancer, os pacientes portadores do alelo HLA - A * 02 estdo associados
a um mau prognostico em diferentes tipos de cancer, como cancer de ovario, prostata,
melanoma e pulmao (115). O haplotipo HLA-B8, DR3 é surpreendentemente notavel por
sua associa¢do com uma série de doencas autoimunes, como llpus, diabetes mellitus tipo

1, deficiéncia de IgA e insuficiéncia renal (116).

2.9.6 Sistema HLA e a aloimunizacao eritrocitaria

A importancia dos estudos do sistema HLA na modulagéo da resposta imune pode
fornecer um melhor entendimento sobre 0os mecanismos que ocorrem em certos grupos
de pacientes politransfundidos serem mais responsivos as transfusdes alogénicas que
outros (23,24). Podendo, inclusive, auxiliar em uma melhor acéo estratégica de transfusao
aos pacientes enquadrados como de alto risco, como por exemplo, reservando unidades
de concentrado de hemacias com fendtipos compativeis a estes pacientes (58).

Alguns estudos identificaram uma possivel relacdo entre alelos HLA e a resposta
imune a uma variedade de antigenos, incluindo os antigenos de grupos sanguineos Rh,
Kell, Duffy ou Kidd (117). Dados demonstraram taxas elevadas de anti-imunizacao
eritricitaria e anti-HLA e a ocorréncia deste evento esta associada ao inicio precoce e ao
namero elevado de transfusdes em idade prematura antes dos 5 anos (63). O complexo o
HLA-DRB1 por apresentar variabilidade génica pode induzir o curso clinico da
aloimunizacéo da série de células vermelhas em pacientes com DF (68).

Por mais que ndo seja garantido que o desencadeamento do processo de
aloimunizac3o nfo seja ativado, o uso de protocolos ¢ indispensavel. E um protocolo de
seguranca transfusional importantissimo para melhorar o estado de morbidade dos
portadores de doenca falciforme e a necessidade crénica de transfusdes. Compreendendo
0 padrdo variavel da incidéncia da sensibilizagdo eritrocitaria, os antigenos e
aloanticorpos mais comuns e o0s varios fatores potencialmente associados ao
desenvolvimento dessa complicacdo, como fatores étnicos e a compatibilidade fenotipica
entre doadores e receptores, as politicas transfusionais devem estar baseadas nessas
peculiaridades (83, 113).
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Portanto, com base no exposto, e por se tratar de um estudo que tem o intuito de
abordar a aloimunizacg&o eritrocitéaria, 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.

2.9.7 Relevancia do Estudo

Sabe-se que a aloimunizacéo eritrocitaria € um fator de risco comprovado para o
desenvolvimento de reacdes transfusionais hemoliticas agudas, contribuindo para o
aumento das comorbidades da doenca falciforme. Diferentes estudos tem sido realizados
envolvendo as moléculas do complexo de histocompatibilidade HLA, especialmente o
alelo HLA-DRB1, os quais sugerem uma forte ligagdo com a susceptibilidade a
aloimunizacéo eritrocitaria em pacientes falcémicos, possivelmente em decorréncia da
capacidade do sistema HLA em influenciar o processo imunologico mediante
diversificacdo de encaixes para peptideos e sua consequente apresentagdo ao sistema
imune.

As frequéncias alélicas do sistema HLA apresentam maior grau de semelhanca entre
populacdes de mesma origem geogréafica. No entanto, num pais com representacéo étnica
bem diversificada, as frequéncias mudam bastante. O Estado do Amazonas apresenta
poucos estudos envolvendo o HLA e até o presente momento ndo se tem registros sobre
publicacdes anteriores relacionando o sistema leucocitario humano e a doenca falciforme.

Assim, ter a chance de poder entender/conhecer melhor o perfil imunogenético dos
pacientes falcémicos atendidos no hemocentro de Manaus, a caréncia de estudos sobre 0s
alelos HLA na regido Norte, a possivel identificacdo de um fator de risco para as
imunizacBes eritrocitarias e o auxilio no planejamento de medidas preventivas
favorecendo a diminuicao nas taxas de imunizac6es e a melhora do tratamento da doenca

sdo as motivacgdes para o desenvolvimento deste estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Determinar a frequéncia dos antigenos HLA-DRB1 em pacientes portadores de
anemia falciforme atendidos na Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas — FHEMOAM.

3.2 Especificos

e Descrever os dados demogréficos da populacdo estudada (sexo, idade, raga) e o
percentual de pacientes aloimunizados identificados na instituicao.

e Tipificar por biologia molecular os alelos HLA de classe Il (HLA-DRB1) dos
pacientes portadores de anemia falciforme;

e Comparar a frequéncia de alelos HLA-DRB1 em pacientes falcémicos
aloimunizados e ndo-aloimunizados;

e Investigar uma possivel relacdo entre o alelo HLA-DRBL1 e a sensibilizacdo de
antigenos eritrocitarios como perfil na identificacdo de fatores de risco para

aloimunizacéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo transversal descritivo.

4.2 Aspectos Eticos da Pesquisa

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — FHEMOAM,
parecer n® 3.331.316/2019 (Anexo I).

Todos os participantes foram informados sobre aos objetivos do estudo, relevancia
e, sobretudo, a possibilidade de deixar de participar em qualquer tempo sem prejuizo da
pesquisa. Posteriormente, cada participante assinou o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Anexo Il), de acordo com a resolucdo do Conselho Nacional de
Saude (CNS) n°466/2012 e termo de Assentimento (Anexo I1) pelos pais ou responsaveis
quando solicitado aos menores de 18 anos.

4.3 Amostragem

A dimensdo amostral ndo probalistica (por conveniéncia) foi de 109 amostras,
coletadas durante o periodo entre marco a setembro de 2020. Todas as amostras
bioldgicas utilizadas sdo procedentes de pacientes portadores de anemia falciforme que
fazem parte do programa de acompanhamento da doenca na Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), localizado na capital do estado,
em Manaus, sendo responsavel por todos os servigos de hematologia e hemoterapia, além
de atender pacientes oriundos de outras regides da Amazonia brasileira.

4.4 Critérios de Elegibilidade

4.4.1 Critérios de Inclusao

Pacientes portadores de anemia falciforme (perfil homozigé6tico para HbS), de

ambos os sexos, independentes de idade, raga/cor, doencas pré-existentes, profilaxias
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medicamentosas, transfusdes sanguineas, aceitacdo e assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para participar da pesquisa.

4.42 Critérios de exclusao

Pacientes portadores de Doenca falciforme (perfil heterozigotico: HbSC, HbCC),
talassemias e diagnostico inconclusivo.

Amostras contendo DNA insuficientes ou com baixa concentracdo sendo inviaveis
para analise. Pacientes que se apresentarem clinicamente instaveis impossibilitando a

coleta de amostra.

45 Coleta de Dados

A coleta de dados sociodemograficos, clinicos e imuno-hematoldgicos foi realizada
mediante a andlise dos prontudrios fisicos e digitais. Com auxilio da equipe do Sistema
de Atendimento Médico e Estatistico (SAME), a utilizacdo do sistema IDoctor e a
aplicacdo do inquérito epidemioldgico (Apéndice VI) foi possivel obter a identificacéo,
idade, género, raca/cor e genotipo de hemoglobina dos pacientes. Para a quantidade de
transfusdes realizadas por cada paciente utilizou-se as informacdes do banco de dados do
sistema Hemosys (Sistema de Atendimento do Doador), o qual foi implantado na
fundacdo no ano de 2016. E, quanto a identificacdo dos pacientes aloimunizados foi feita
a partir dos livros de registros imuno-hematoldgicos do Laboratério de Pesquisa de
Anticorpos da Fundagdo HEMOAM. Todas as informagdes foram registradas em planilha
de Excel, codificadas e mantidas em sigilo. Um esquema geral da realizagdo da pesquisa

e mostrada na figura 5.

4.6 Coleta e Armazenamento de Amostra Bioldgica

As amostras de sangue foram coletadas em tubos 5SmL contendo o anticoagulante
acido etileno de aminotetracético dissodico (EDTA) e armazenadas em geladeira -20°C

do Laboratdrio de HLA da Fundacdo HEMOAM até o momento da extracdo (figura 5).



Figura 11: Fluxograma de coleta de dados do estudo.
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4.7 Extracdo de DNA

Fonte: Arquivo Pessoal.

Os DNAs foram extraidos a partir dos leucocitos das amostras de sangue periférico

utilizando-se o kit comercial da Biometrix (Biopur mini spin plus). O kit utiliza 0 método

de extracdo por coluna e apresenta 0s seguintes reagentes: tampdo de lise S, tampéo de

lavagem Sl e SlI, tampé&o de eluicédo S, proteinase K e o tampé&o de proteinase e 0s tubos:

spin S, coleta e eluigdo S. O protocolo foi seguido conforme as especificaces do proprio

fabricante (Anexo V). A técnica consiste: na lise celular através de um sal caotropica em

tampdo na presenca de Proteinase K; ligacdo do DNA a coluna de silica com auxilio da

adicdo de etanol ao lisado; lavagem da membrana com tampé&o para que proteinas, alcool
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e outros contaminantes sejam removidos durante a centrifugagédo e eluicdo do DNA
gendmico puro (Figura 7). Apos a extracdo, a qualidade e a quantidade de DNA foram
determinadas pela leitura optica em equipamento de espectrofotometria NanoDrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific) para verificacdo da concentracdo dos acidos nucleicos e grau

de pureza. Os DNAs foram armazenados em freezer a -20°C.

Figura 12: Extragdo de DNA

/S ey

- §-6-1-7T

Proteinase K L_Tan;pao debuse Tampdo de Tampéo de
| ice da ise de membranas Isopropanol Lavagens Elicdo
membrana dos manter o pH e Coluna de Silica Eliminar qualquer Liberagdo do
e quelar metais Retencio do DNA o
eritrocitos. - €lencao do : substancia que DNA mantendo a
possam ativar possa interferer no intergridade.
endonucleases. DNA.

Fonte: Adaptado de http:// mobiuslife.com.br.

4.8 Genotipagem HLA de Classe Il (-DRB1)

Atipagem HLA de classe 11 do loci HLA-DRB1 das amostras de DNA dos pacientes
portadores de AF foi determinada pela técnica sequéncia especifica de oligonucleotideos
em reacdo de cadeia da polimerase (PCR-SSO do inglés Polimerase Chain Reaction
Sequence-Specific Oligonucleotide) utilizando o Kit LABTypeTM SSO Classe 11 DRB1
(One Lambda) com tecnologia Luminex. O kit é composto de reagentes de pré-PCR
(solucdo de primers especifico para loci DR e solucdo de D-mix), reagentes de p6s-PCR
(tampéo de hibridizacdo e de lavagem, solucdo de desnaturacao, tampédo de desnaturacéo,

tampéo de neutralizacdo e tampéo de SAPE).

4.8.1 Amplificacdo

A reagdo de amplificacgdo do DNA alvo foi feita utilizando-se 2uL de
oligonucleotideos biotinilados (primer) especifico para éxon 2 (HLA-DRB1), solucéo

estoque de 6,9uL de nucleotideos (D-mix) e 0,1uL da enzima termoestavel Tag DNA



47

polimerase (Invitrogen Platinum® Taq DNA Polymerase) e 1,5uL de DNA por poco.
Ap6s a adicdo dos reagentes, as amostras foram inseridas no termociclador
GeneAmp9700-Applied Biosystems na programacdo PCR-SSO. Ao final dos ciclos as
amostras foram armazenadas a -20°C até o0 momento da realizacao da eletroforese em gel
de agarose. A configuracdo da termociclagem esteve conforme as orientagdes
preconizadas pelo fabricante do kit (Anexo VI), como pode ser visto na representacao

esquematica a seguir:

Programacéo do termociclador GeneAmp9700 — Applied Biosystems.

1 hold 3 temp 5 ciclos 3 temp 30 ciclos 2 holds

96 96 96

20”

4.8.2 Eletroforese

Seguidamente ao processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose (preparada de acordo com o protocolo do
Laboratorio de HLA da instituicdo com diluicdo de 5g de agarose em 220ml de TBE 1X
aquecida, adicionou-se 1,5uL de brometo de etideo, em seguida transferido a uma cubeta
por 10 minutos até completa polimerizacdo - Anexo VII), as amostras permaneceram por
10 minutos na corrida eletroforética a 150V para permitir a visualizacdo das bandas
quando exposto a luz ultravioleta. A interpretacéo dos resultados foi baseada na presenca

ou auséncia do fragmento especifico de DNA amplificado.

4.8.3 Foto documentagéo

Apos a corrida do DNA em gel de agarose 2,5%, foi utilizado o sistema de

fotodocumentacéo para registro e confirmacdo da amplificacdo do DNA.
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Figura 13: Imagem fotodocumentada da corrida eletroforética do DNA amplificado de amostras
distintas.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.8.4 Hibridizagéo

O produto PCR foi desnaturado e depois hibridizado com sondas de DNA
complementares aderidos as beads codificadas por fluorescéncia. O kit contém uma
mistura de sonda codificada por fluorescéncia e uma solucéo de diluicdo necessario para
esta etapa de hibridizacdo. Tais sondas ja estdo pré-conjugadas em microesferas
(“pérolas”), de forma que cada microesfera possui um tipo de sonda especifico para cada
alelo de HLA. O produto hibridizado foi marcado com um produto fluorescente, 0 SAPE
(Estreptavidina conjugada com R-Ficoeritrina, do inglés: R-Phycoerythrinconjugated
Strepavidin). (Anexo VIII)



49

Figura 14: Esquema de captura de duas fluorescéncias pelo analisador de fluxo duo-laser
(Luminex).
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Fonte: https://www.lagitre.com/

Os primers biotinilados fazem com que os produtos da PCR tenham uma biotina
incorporada e em associacdo ao SAPE emita fluorescéncia quando excitada pelo laser.
Outra fluorescéncia é emitida pelas microesferas ligadas as sondas. O software HLA
Fusion utilizado determina reacGes positivas e negativas com base na combinagdo de
sondas alelo especificas ligadas ao DNA e assim identificar os alelos HLA daquela

amostra (Figura 9).

4.8.5 Anélise e interpretacdo da tipagem HLA

A leitura das microesferas marcadas foi realizada em um citémetro de fluxo
(Luminex FLEXMAP 3D®) (Figura 10), neste equipamento os lasers com diferentes
comprimentos de onda reconhecem as sondas marcadas ou ndo com o SAPE, identifica a
intensidade de fluorescéncia da PE (ficoeritrina) em cada microesfera. O software de
analise HLA Fusion™ auxilia na determinacdo da tipagem HLA que se baseia no padrao

de reacdo em comparacao com os padrdes das sequéncias dos genes HLA publicados.

4.9 Analise Estatistica e Descritiva
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Os dados foram tabulados e organizados no programa Excel 2016 (Microsoft
Office®). Posteriormente, realizou-se toda descricdo do banco de dados, onde as
varidveis categoricas foram utilizadas para confeccdo de tabelas e graficos com
frequéncias absolutas (n) e relativas (%), e as variaveis numéricas foram analisadas
através de medidas de posicdo e dispersdo. Todas as analises foram realizadas no

software R versdo 3.6.1, e os gréficos foram elaborados no Excel.

Figura 15: Luminex do Laboratério de HLA da Fundacdo HEMOAM.

Fonte: Laboratério de HLA da FHEMOAM.
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5 RESULTADOS

5.1 Distribuicdo das Caracteristicas Demograficas dos Pacientes com Anemia
Falciforme da Fundacdo HEMOAM

Ao todo foram analisados as amostras e os dados de 109 pacientes portadores de
anemia falciforme atendidos na FHEMOAM. A Tabela 2, mostra a distribuicdo dos
pacientes quanto ao género, faixa etaria, raca/cor e naturalidade. E possivel notar que
grande parte dos pacientes sdo do género feminino (56,9%) e estdo na faixa etaria entre
11 a 20 anos (37,6%). Quanto a raca e naturalidade, a maioria se declarou pardo (88,1%)
e sdo do Estado do Amazonas (94,5%).

Tabela 2: Distribui¢do demografica dos pacientes portadores de anemia falciforme da Fundacéo

HEMOAM.

Variavel n° %
Género
Feminino 62 56,9%
Masculino 47 43,1%
Faixa etaria (anos)
1a10 27 24,8%
11a20 41 37,6%
21a 30 21 19,3%
31a40 11 10,1%
41 a50 5 4,6%
> 50 4 3, 7%
Raga
Branco 8 7,3%
Negro 5 4,6%
Pardo 96 88,1%
Naturalidade
Amazonas 103 94 5%
Roraima 1 0,9%
Para 4 3, 7%
Estrangeiro (Venezuela) 1 0,9%

Fonte: Banco de dados do sistema iDoctor da FHEMOAM.
n = namero total de individuos (n = 109).
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5.2 Quantitativo de Transfusdes Catalogadas dos Individuos entre os anos de
2016 a 2020 pelo Banco de dados HEMOSYS da FHEMOAM

As transfusdes foram contabilizadas a partir da anélise do banco de dados do sistema
Hemosys da FHEMOAM, desde o inicio de sua implantacdo em 2016 até setembro de
2020. A media corresponde em aproximadamente 7 transfusdes, com desvio padrédo de
7,15, 0 maximo realizado foi de 35 transfusdes e 0 minimo de 1 (Tabela 3). Dentro os
109 pacientes, a maioria realizou entre 2 a 5 transfusdes (39,4%), como descrito na tabela
4,

Tabela 3: Média das transfusoes realizadas.

Variavel Média DP Minimo Med. Méaximo

Transfusoes 7,0 7,15 1,00 5 35

Fonte: Banco de dados do sistema Hemosys da FHEMOAM. *DP = Desvio padréo.

Tabela 4: Frequéncia de transfusdes nos pacientes de anemia falciforme.

Nuamero de transfusdes n %
0-1 20 18,3
2-5 43 39,4
610 24 22,0
11-20 15 13,8
21 -30 6 55
35 1 0,9
Total 109 100

Fonte: Banco de dados do sistema Hemosys da FHEMOAM.

5.3 Frequéncia de Aloimunizagdo Eritrocitaria nos Individuos Participantes
da Pesquisa

Analisando os dados imuno-hematoldgicos disponiveis no laboratério de Imuno
Hematologia da instituicdo, identificou-se que dos 109 pacientes com anemia falciforme,
apenas 11 (10%) pacientes apresentaram aloanticorpos. Esses resultados podem ser vistos

no Gréfico 1.
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Gréfico 1: Frequéncia de pacientes aloimunizados e ndo aloimunizados.

= Aloimunizados N=11

m N&o aloimunizados n=98

Fonte: Livro de registros imuno-hematolégicos da FHEMOAM.

Na tabela 5, estdo descritos os pacientes portadores de anemia falciforme
aloimunizados contendo 0s respectivos anticorpos irregulares identificados e o alelo
HLA-DRBL correspondente de cada paciente. Deste total, 8 sdo do sexo feminino e todas
autodeclaradas parda. Os Aloanticorpos identificados correspondem aos sistemas Rh,

Kell e Diego. Apenas 2 pacientes nao tiveram o aloanticorpo identificado.

Tabela 5: Descrigéo dos anticorpos irregulares encontrados nos pacientes aloimunizados.

Genotipagem
Ordem P.A.L Sexo Qtd d% Idade Cor
HLA-DRB1 transfusdes
1 Anti-C HLA DRB1*04:11 F 1 18 Parda
2 Anti-Dia HLA DRB1*04:04 F 2 10 Parda
3 Anti-Dia HLA DRB1*04:07 F 5 15 Parda
4 Anti-E HLA DRB1*09:01 M 7 21 Parda
5 Anti-E HLA DRB1*08:02 F 7 33 Negra
6 Anti-K HLA DRB1*07:01 F 2 13 Parda
7 Anti-K HLA DRB1*01:02 F 10 12 Parda
8 Anti-K HLA DRB1*04:05 F 30 23 Parda
9 Anti-K HLA DRB1*01:01 M 10 30 Parda
Né&o A
10 identificado HLA DRB1*04:03 F 3 13 Parda
Néo .
11 identificado HLA DRB1*04:11 M 1 12 Parda

Fonte: Livro de registros imuno-hematolégicos da FHEMOAM.



54

5.4 Frequéncia das especificidades HLA de Classe Il dos Pacientes incluidos
na Pesquisa

A tabela 6 descreve os resultados da tipagem HLA dos pacientes portadores de
anemia falciforme que participaram da pesquisa. Foram identificadas 13 especificidades
para o loci -DRB1 (*01; *03; *04; *07; *08; *09; *10; *11; *12; *13; *14; *15 e *16).
Nota-se que o alelo mais frequente foi o HLA DRB1*04 (19,3%), seguidos do HLA
DRB1*03 (10,6%) e DRB1*16 (10,1%). Gerando um total de 218 alelos encontrados na
populacdo de estudo. A tabela 7, mostra os subtipos presentes na populagéo do estudo. E

possivel notar, que o subtipo mais frequente € o :01 (39,4%).

Tabela 6: Tipagem dos alelos HLA-DRB1 dos 109 pacientes com anemia falciforme.

Alelo HLA-DRB1 n° de alelos %
DRB1*01 18 8,3
DRB1*03 23 10,6
DRB1*04 42 19,3
DRB1*07 17 7,8
DRB1*08 19 8,7
DRB1*09 3 14
DRB1*10 3 1,4
DRB1*11 20 9,2
DRB1*12 2 0,9
DRB1*13 13 6,0
DRB1*14 16 7,3
DRB1*15 20 9,2
DRB1*16 22 10,1

Total 218 100

Fonte: Laboratério de HLA da FHEMOAM.
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Tabela 7: Frequéncia dos subtipos dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com anemia falciforme
atendidos na Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

Subtipos n° %

01 43 39,4%
02 21 19,3%
03 12 11,0%
04 10 9,2%
05 6 5,5%
06 1 0,9%
07 6 5,5%
09 1 0,9%
11 7 6,4%
16 1 0,9%
17 1 0,9%
Total 109 100%

Fonte: Laboratério de HLA da FHEMOAM.

5.5 Frequéncia Genotipica e Fenotipica dos Alelos HLA-DRB1

O Alelo HLA-DRB1*04 foi o que apresentou a maior frequéncia fenotipica (39%)
e genotipica (19%), seguido do alelo HLA-DRB1*03, com 23 alelos correspondendo a

21% da frequéncia fenotipica e 11% na genotipica. (Tabela 8)

Tabela 8: Frequéncias fenotipicas e genotipicas dos alelos HLA-DRB1.

Alelo HLA-DRB1  n°de alelos ff ff (%) fg fg (%)
DRB1*01 18 0,17 17% 0,08 8%
DRB1*03 23 0,21 21% 0,11 11%
DRB1*04 42 0,39 39% 0,19 19%
DRB1*07 17 0,16 16% 0,08 8%
DRB1*08 19 0,17 17% 0,09 9%
DRB1*09 3 0,03 3% 0,01 1%
DRB1*10 3 0,03 3% 0,01 1%
DRB1*11 20 0,18 18% 0,09 9%
DRB1*12 2 0,02 2% 0,01 0,9%
DRB1*13 13 0,12 12% 0,06 6%
DRB1*14 16 0,15 15% 0,07 7%
DRB1*15 20 0,18 18% 0,09 9%
DRB1*16 22 0,20 20% 0,10 10%

Fonte: Laborat6rio de HLA da FHEMOAM.
*ff = Frequéncia fenotipica; *fg = frequéncia genotipica
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Sobre as frequéncias fenotipicas e genotipicas distribuidas entre os grupos
aloimunizados e ndo aloimunizados, 0 HLA-DRB1*04 foi o mais frequente em ambos os
grupos. A frequéncia fenotipica desse alelo no grupo de aloimunizados foi de 6% e
genotipica apresentou 3%. No grupo de nao aloimunizados, a frequéncia fenotipica foi de
33% e genotipica de 17% (Tabela 9).

Tabela 9: Frequéncia fenotipica e genotipica dos alelos HLA-DRB1 em pacientes aloimunizados e
ndo-aloimunizados com anemia falciforme.

Alelos HLA - Aloimunizados Né&o-aloimunizados
DRB1 N°de alelos  ff (%) fg(%) | N°dealelos ff (%) fg (%)
DRB1*01 2 2% 1% 16 15% 7%
DRB1*03 1 1% 0% 22 20% 10%
DRB1*04 6 6% 3% 36 33% 17%
DRB1*07 1 1% 0% 16 15% 7%
DRB1*08 3 3% 1% 16 15% 7%
DRB1*09 1 1% 0% 2 2% 1%
DRB1*10 0 0% 0% 3 3% 1%
DRB1*11 2 2% 1% 18 17% 8%
DRB1*12 0 0% 0% 2 2% 1%
DRB1*13 1 1% 0% 12 11% 6%
DRB1*14 1 1% 0% 15 14% 7%
DRB1*15 3 3% 1% 17 16% 8%
DRB1*16 1 1% 0% 21 19% 10%

Fonte: Laboratério de HLA da FHEMOAM.
*ff = Frequéncia fenotipica; *fg = frequéncia genotipica

5.6 Avaliagdo de Variaveis com os Indices de Aloanticorpos nos Portadores de
Anemia Falciforme

Para verificar as frequéncias de variaveis com a formacgdo de aloanticorpos, 0s
pacientes foram divididos em dois grupos: aloimunizados (n= 11) e ndo-aloimunizados
(n=98) para uma analise comparativa quanto ao sexo, raca/cor e tipo de HLA de classe
I1. Em ambos os grupos, o alelo mais frequente foi o HLA DRB1*04, com frequéncia de

27,3% no grupo de aloimunizados e 18,4% entre os ndo-aloimunizados (Tabela 9).
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Tabela 10: Frequéncia do alelo HLA-DRBL1 nos grupos dos aloimunizados e ndo-aloimunizados.

Alelos Aloimunizados Nao-aloimunizados
HLA - DRB1 N° de alelos Frequéncia N° de alelos Frequencia
de alelos de alelos

DRB1*01 2 91 16 8,2
DRB1*03 1 4,5 22 11,2
DRB1*04 6 27,3 36 18,4
DRB1*07 1 4,5 16 8,2
DRB1*08 3 13,6 16 8,2
DRB1*09 1 4,5 2 1,0
DRB1*10 0,0 3 1,5
DRB1*11 2 9,1 18 9,2
DRB1*12 0,0 2 1,0
DRB1*13 1 4,5 12 6,1
DRB1*14 1 4,5 15 7,7
DRB1*15 3 13,6 17 8,7
DRB1*16 1 4,5 21 10,7

Total 22 100% 196 100%

Fonte: Laboratério de HLA da FHEMOAM.

Em relacdo ao total dos pacientes, 11 foram aloimunizados e 98 ndo. Em ambos os
grupos, a raca parda foi predominante. No grupo dos aloimunizados todos foram
declarados como pardo (90,9%) e no grupo dos ndo tem aloanticorpos esse percentual foi
de 87,8%. Quanto ao género, o feminino apresentou as maiores frequéncias também nos

dois grupos (Tabela 11).

Tabela 11: Distribuicao das varidveis entre 0s grupos Aloimunizados e Nao-Aloimunizados.

Aloimunizacado

Variaveis Aloimunizados Nao aloimunizados Total
n % n %

Etnia
Branco - - 8 8,2 8
Negro 1 9,1 4 41 5)
Pardo 10 90,9 86 87,8 96
Género
Feminino 8 72,7 54 55,1 62
Masculino 3 27,3 44 449 47

Total 11 100% 98 100% 109

Fonte: Banco de dados do sistema IDoctor e ao livro de registro imunohematoldgicos da
FHEMOAM.
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Dos 218 alelos, 16 foram encontrados na raga branca, 10 em negros e 192 em pardos.
Na comparacdo da frequéncia de alelos por raga, observa-se que entre os brancos
prevaleceram os alelos HLA-DRB1 *01 e *11, entre os pardos a frequéncia foi maior
para o alelo HLA-DRB1*04, e quanto a raca negra, maiores valores para os alelos HLA-
DRB1*03 e *14. (Tabela 12).

Tabela 12: Distribuicio da frequéncia de alelos por raga.

Alelos Raca
HLA-DRB1 Branco Negro Pardo Total
Geral
n % n % n %
HLADRB1*01 3 188 1 10 14 7,3 18
HLA DRB1*03 2 12,5 2 20 19 9,9 23
HLADRB1*04 2 125 - - 40 20,8 42
HLA DRB1*07 2 12,5 1 10 14 7,3 17
HLA DRB1*08 - - 1 10 18 9,4 19
HLA DRB1*09 - - - - 3 1,6 3
HLA DRB1*10 - - - - 3 1,6 3
HLADRB1*11 3 188 1 10 16 8,3 20
HLA DRB1*12 - - - - 2 1,0 2
HLA DRB1*13 2 12,5 - - 11 5,7 13
HLA DRB1*14 1 6,3 2 20 13 6,8 16
HLA DRB1*15 - - 1 10 19 9,9 20
HLA DRB1*16 1 6,3 1 10 20 10,4 22
Total Geral 16 7,3 10 4.6 192 88,1 218

Fonte: Laboratério de HLA da FHEMOAM.

Em relacdo a frequéncia de alelos quanto ao género, 63% foram encontrados no
género Feminino e 37% no Masculino. Ao comparar a frequéncia de alelos por género,
nota-se 19,4% apresentaram o alelo HLA-DRB1*04 no género feminino e 19,1% no
masculino, ou seja, foi 0 alelo mais frequente em ambos os géneros (Tabela 13).
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Tabela 13: Distribuicao da frequéncia de alelos por género.

Género
Alelos HLA-DRB1 Feminino Masculino Total Geral
n % n %

HLA DRB1*01 11 8,9 7 7,4 18
HLA DRB1*03 13 10,5 10 10,6 23
HLA DRB1*04 24 19,4 18 19,1 42
HLA DRB1*07 9 7,3 8 8,5 17
HLA DRB1*08 10 8,1 9 9,6 19
HLA DRB1*09 1 0,8 2 2,1 3
HLA DRB1*10 2 1,6 1 1,1 3
HLA DRB1*11 12 9,7 8 8,5 20
HLA DRB1*12 2 1,6 0 0,0 2
HLA DRB1*13 4 3,2 9 9,6 13
HLA DRB1*14 9 7,3 7 7.4 16
HLA DRB1*15 16 12,9 4 4,3 20
HLA DRB1*16 11 8,9 11 11,7 22

Total Geral 124 63% 94 37% 218

Fonte: Laboratério de HLA da FHEMOAM.
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6 DISCUSSAO

Quanto as caracteristicas demogréficas, o presente trabalho constatou maior
prevaléncia do sexo feminino (62/110), correspondendo a 56,9%, estando de acordo com
outros estudos quanto ao maior contingente ser composto por mulheres (4,5,7,119). Em
estudos internacionais realizados na cidade de Michigan (EUA) (120) e Gana (Africa)
(121) os resultados também mostraram maioria do sexo feminino. A faixa etéria do nosso
estudo variou entre 01 a 52 anos de idade, estando em equivaléncia com o estudo
desenvolvido no Hemocentro da cidade de Divinopolis, 2017, em que foi relatado a
inclusdo de pacientes entre 2 a 54 anos (7). Porém, quanto aos outros trabalhos, a ndo
concordancia com a faixa etéria € justificada pelo critério de exclusdo dos mesmos, pois
optaram por candidatos acima de 18 anos (4,5, 119). No estudo conduzido por Reeves et
al. (120) néo foi incluido a variavel demogréfica idade.

Com relacdo a etnia, nossos resultados também evidenciaram predominio por
pardos (96/109: 88,1%), seguidos pelos autodeclarados brancos e negros, conforme o
estudo de César Purin et al. 2019 (45) e Dos Santos et al (2019). Contudo o perfil étnico
de estudos realizados em outras regides do Brasil (4,5,7,119) e exterior (120) demonstrou
predominio por negros.

No que se refere as porcentagens de pacientes aloimunizados, nossa pesquisa
identificou um valor de apenas 10% do total de participantes. Segundo os autores Zheng
& Maitta (2016), em seus estudos fizeram comparacdes entre as taxas de aloimunizagéo
dos Estados Unidos com a de outras regifes geograficas, assim os valores descritos
mostraram grandes desigualdade, com prevaléncias de 2,6% na Jamaica a 76,19% no
Reino Unido. Segundo os autores, a média de aloiminizacgao de todos os estudos nos EUA
foi de 22,33% sendo superior a prevaléncia de 16,25% de outros paises. As taxas dos
outros paises variaram profusamente. A Arabia Saudita, apresentou taxa de 13,71%, em
Kuwait foi para 65,45%, na Franca era de 30,65%. Nesta revisdo trés estudos brasileiros
foram incluidos com uma média de 14,6% de pacientes aloimunizados, valor que se
aproxima do resultado de nosso estudo.

A taxa de aloimunizacdo de hemaécias € influenciada pela extensdo da
correspondéncia de antigenos de hemacias entre receptores e doadores. Assim, 0 estudo
relata que a DF € maior em negros nos EUA, entretanto, o pool de doadores desse pais é

predominantemente caucasiano, diferente do encontrado no Brasil, pois a DF é marcada
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majoritariamente em grupos multiétnicos bem como o pool de doares também ser
etnicamente misto. E com base nessas informacdes, podendo-se inferior maior
compatibilidade entre doadores e receptores no Brasil (69).

Da Cunha et al (2018) em sua revisdo sistematica, reuniu artigos dos Gltimos 12
anos, de diferentes paises e suas respectivas taxas de aloimunizagdo: Arabia Saudita
(23,9%); Brasil (29,8%); Egito (21,4%); EUA (34,7%); Franca (24,0%); Holanda
(18,0%); Jamaica (2,6%); Reino Unido (76,0%) e Uganda (6,1%), com namero amostral
variando entre 42 a 6.120 pacientes. Este estudo também revelou maior indice de
aloimunizacdo contra antigenos do sistema Rh, seguidos pelos Kell, MNS e menor taxa
para o Lewis (83). Dos percentuais descritos nessa extensa reviséo literaria, apenas o0s
divulgados na Holanda se aproximam do encontrado no presente trabalho.

Ambos autores, Zheng & Maitta (2016) e Da Cunha et al (2018), justificam essa
variabilidade nas taxas por diversas razfes: diferentes métodos de identificacdo de
anticorpos como, por exemplo, a centrifugacdo em tubo e gel que aumenta a sensibilidade
de deteccdo e uma menor ocorréncia de aloimunizacdo de eritrocitos pode refletir uma
maior compatibilidade fenotipica entre doadores e receptores, diferentes critérios de
inclusdo (maiores de 18 anos e ter realizado pelos menos 3 transfusdes), 0 que acaba por
ndo representar a totalidade de pacientes expostos as transfusGes. Por fim, nas regiGes
brasileiras a literatura cita os seguintes dados quanto as taxas de aloimunizagdo e o
anticorpo mais prevalente, respectivamente: Bahia 49,07%/ Anti-E 39,3% (122); Séo
Paulo 22,6%/ Anti-Kell 7,5% (123); Pernambuco 34%/ Anti-C 25% (124).

Atualmente, 322 antigenos eritrocitarios sdo agrupados em 36 sistemas de grupos
sanguineos, conforme publicacBes da Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea
(ISBT). Continuamente tais antigenos clinicamente significativos sdo descobertos
mediante técnicas soroldgicas, por sequenciamento e por tecnologias recombinantes ou
gendmicas (70). Os anticorpos clinicamente significantes sdo detectados nos sistemas
sanguineos: ABO, Rh, Kell, Kidd, Duff e MNS e provocam, na maioria das vezes, reacao
transfusional hemolitica (72). O antigeno D apresenta maior potencial para
aloimunizac6es por ser mais imunogénico (73). Assim, todos os trabalhos, inclusive o
nosso, apresentam maiores valores para os sistemas Kell e Rhesus (122, 123, 124), de
modo que identificamos para o sistema Kell (4/11), Rhesus (3/11) e Diego (2/11) e apenas

2/11 participantes ndo tiveram o aloanticorpo identificado.
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Fatores de risco como idade, sexo e historico transfusional estdo associados a alta
incidéncia de aloimunizacéo, entretanto, outras covariaveis também estéo relacionadas,
unidade de glébulos vermelhos recebidos, processos inflamatorios, presenca de um ou
mais autoanticorpo, genes da resposta imune que inclui o Antigeno Leucocitario Humano
e citocinas (83, 125, 126).

As frequéncias de genes, antigenos e haplotipos séo considerados como marcadores
populacionais e o0 levantamento das frequéncias gera dados importantes de
histocompatibilidade tanto para transplantes quanto para estudos de associacdes entre o
HLA e doengas (118).

Estudos anteriores demonstram forte associacdo do desenvolvimento de
aloanticorpos eritrocitarios aos antigenos leucocitarios humanos (8,9). As moléculas de
HLA sédo capazes de modular a resposta imune, através de uma adequada apresentacao
de peptideos e das sequéncias curtas de aminoacidos lineares oriundas de aloantigenos
que contenha o epitopo alvo para serem reconhecidas pelas células TCD4+. O loci HLA
de classe Il mais envolvido na resposta da producdo de aloanticorpos é o HLA-DR (10).
De acordo com Hall et al (2005), em seus estudos realizados com camundongos
mostraram envolvimento do HLA-DRB1*15 com a formagdo antigenos anti-D (127) e
Urbaniak identificou alta representatividade do alelo HLA-DRB1*15:01 associado aos
anticorpos -D (128).

A frequéncia dos alelos DRB1 na populacdo estudada foi respectivamente maior
nos grupos alélicos DRB1*04 (19,3%), DRB1*03 (10,6%), DRB1 *16 (10,1%),
DRB1*11 (9,2%) e DRB1*15 (9,2%). Valores proximos foram encontrados em outras
regides do Brasil: em Botucatu (SP), os cinco alelos mais frequentes foram DRB1*11
(15,95%), DRB1*7 (13,82%), DRB1*3 (12,76%), DRB1*13 (9,57%) e DRB1*15
(9,57%) (129); Fortaleza (CE) foram: DRB1*04 (16,9%), DRB1*01 (12,9%), DRB1*08
(12,1%), DRB1*07 (11,3%), e DRB1*11 (11,3%) (130); e na cidade de Campinas (SP)
tiveram os alelos DRB1*11 (15,56%), DRB1*04 (12,25%), DRB1*07 (11,59%),
DRB1*13 (11,26%) e DRB1*15 (9,93%) maiores percentuais (117).

Os resultados da genotipagem HLA-DRB1 foram também analisados levando em
consideracdo o alelo mais frequente em cada grupo de participantes. Dessa forma, para
os portadores de aloanticorpos, os alelos de HLA mais frequentes foram DRB1*04
(27,3%), DRB1*08 (13,6%) e DRB1*15 (13,6%). Nos pacientes ndo-aloimunizados, 0s
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alelos DRB1*04, DRB1*03 e DRB1*16 foram os mais frequentes, representando um
percentual de 18,4%, 11,2% e 10,7% respectivamente. Quando comparado com outros
estudos realizados na populacéo brasileira apresenta resultados concordantes para alguns
alelos. No estado de Sao Paulo, estudo semelhante identificou que para os aloimunizados
os alelos mais frequentes foram DRB1*11 (17,69%), DRB1*07 (13,85%), DRB1*15
(13,85%), enquanto que no outro grupo DRB1*04 (15,7%), DRB1*11 (13,95%),
DRB1*13 (11,05%) foram os mais representativos (117). Valores proximos ao nosso
estudo correspondem apenas para os alelos DRB1*04 e DRB1*15.

Tatari-Calderone et al (2016), ao analisarem uma amostra com 204 pacientes de trés
grandes centros médicos nos EUA e realizando-se tipagem de baixa/média resolucdo para
HLA DRB1 e HLA DQBL1, foi observado que pacientes portadores do alelo HLA-DR*03
eram menos propensos a serem aloimunizados, enquanto aqueles com o alelo HLA-
DR*04 tinham maior probabilidade de serem aloimunizados (131)

Raos e colaboradores (2018), utilizando tipagens para os locus -DR e -DQ do HLA
de classe I, realizada na Croacia com 70 integrantes aloimunizados para o antigeno do
grupo sanguineo Duff (Fy), destacaram o papel dos alelos DRB1*04 e DRB1*15, a
atuacdo dos haplétipos DRB1*04; -DQB1*03:02 e DRB1*15 -DQB1*06:02 como alelos
de susceptibilidade e o efeito protetor do alelo DQB1*02, DRB1*03 -DQB1*02:01 e
DRB1*07 -DQB1*02:02 contra aloimunizacdo para Fya (132). Embora ndo tenhamos
incluidos todos pacientes cadastrados na fundacdo Hemoam, os resultados demostraram
que o -DRB1*04, foi 0 mais expressivo em ambos 0s grupos e correspondendo a 54,54%
(6/11) no grupo dos aloimunizados para os sistemas Diego (2/6), Kell (1/6) e Rhesus
(1/6). Todavia, para 2 pacientes ndo foram identificados nos registros da instituicdo 0s
sistemas eritrocitarios para o0s quais se tornaram sensibilizados.

Um estudo realizado na cidade de Maringa, seus resultados confirmaram que
algumas moléculas de HLA facilitam a apresentacdo de peptideos antigénicos
eritrocitarios aos linfocitos T, pois encontrou-se forte associacdo do HLA-DRB1*04 e
HLA-DRB1*11 aos Aloanticorpos anti-Fy e anti-k, respectivamente (133).

Sipertt et al (2017), observaram o grupo alélico -DRB1*15 em pacientes
aloimunizados contra antigenos Rh quando comparado aos nao aloimunizados (9). Na
Franca, outro estudo ratifica a associacdo do HLA com as imunizagGes eritrocitarias,

porém, é especificamente contra os antigenos Fya, tendo a maior frequéncia alélica HLA
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DRB1*01 nos pacientes sensibilizados para o sistema sanguineo kidd (134). Ambos
pesquisadores concordam quanto a forte interacdo do sistema leucocitario humano as
reacOes transfusionais de aloimunizag6es, contudo, como ndo foram tipados todos 0s
pacientes respondedores a antigenos, ndo se pode afirmar ou discordar quanto a
correlacdo dos alelos HLA com especificagdes de antigenos de hemacias.

Determinados alelos e haplétipos HLA podem influenciar o risco de surgimento de
manifestacdes clinicas, sendo assim, o sistema HLA ndo apenas esta relacionado com a
formacéo de aloanticorpos, como também na predisposicdo a sindromes respiratorias e
osteomielites, dentre outras complicagdes nos portadores de anemia falciforme. Estudos
anteriormente publicados j& sugestionavam a possivel correlagdo do hapl6tipo DRB1*
130101 - DQB1*060101 com a suscetibilidade a sindrome toracica aguda (135).
Observando os haplétipos HLA de classe Il para pacientes com AF que apresentaram
osteomielite o DRB1*100101 - DQB1*050101 foi mais prevalente entre os pacientes
conferindo susceptibilidade a infeccéo (136).

Conforme o exposto, é sabido que o curso clinico da anemia falciforme é
considerado um enorme desafio tanto para seus portadores quanto para os profissionais
de saude, em decorréncia das dificuldades nos processos fisiopatologicos, nas
manifestacdes clinicas e no tratamento. A terapia transfusional é uma prética rotineira na
vida dos portadores de AF, entretanto, ao longo do tempo podem surgir complicacdes,
tornando o uso dessa modalidade bastante criteriosa, pelo risco de se tornarem
sensibilizados contra antigenos de superficie de células alogénicas causando reacdes
hemoliticas e dificultando a busca por doadores compativeis (1,2). Assim, o estudo dos
antigenos leucocitarios humanos pode atuar como marcadores essenciais na identificacao
do risco para determinadas manifestacoes clinicas. Auxiliando nas condutas terapéuticas
e estabelecendo um prognostico quanto a evolugdo da doenca (130).

Destacamos ainda que este foi o primeiro estudo no Estado do Amazonas utilizando
amostras de pacientes portadores de anemia falciforme para determinacédo da tipagem dos
genes HLA de classe Il, o qual contribuirdo para a caracterizacdo fenotipica dessa
populacdo, além de servir como base para estudos futuros que norteiem a identificagdo
das bases moleculares do sistema HLA entre doadores e receptores, proporcionando o
conhecimento sobre essas diferengas, bem como melhor entendimento sobre o risco de

formagéo de aloanticorpos.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, bem como as informagdes

obtidas na literatura, pode-se concluir que:

>

Houve prevaléncia do sexo feminino em 56,9% do total de participantes da
pesquisa, 0 maior percentual se declarou pardo (88,1%), seguido por brancos
(7,3%) e pretos (4,6%); o que confirma a ndo mais exclusividade da doenga em
afrodescendentes, por ser influenciada pela miscigenacdo ndo s6 no Estado do
Amazonas, mas em outros estados brasileiros. A faixa etaria foi maior entre os 11
a 20 anos (37,6%).

O percentual de pacientes aloimunizados foi de 10%, correspondendo a 11/109 dos
integrantes, com uma média de 7 transfusdes por pacientes.

Os aloanticorpos encontrados correspondem aos sistemas Rhesus, Kell e Diego.
Apenas dois pacientes ndo tiveram o aloanticorpo identificado.

Embora a literatura ja tenha estabelecido a associagdo da ocorréncia da
aloimunizacdo eritrocitaria a quantidade de transfus@es, sexo e idade, ndo podemos
inferir sobre estas variaveis, pois nosso trabalho teve um niimero pouco expressivo
para que pudéssemos chegar a esta afirmativa.

Os alelos HLA-DRB1*04 (19,3%), -DRB1*3 (10,6%) e -DRB1*16 (10,1%) foram
0S mais representativos nos pacientes. De acordo com pesquisas anteriores o alelo
HLA-DRB1*04 esta presente em muitos dos pacientes com anemia falciforme e
associado a um risco maior para aloimunizagoes.

De maneira geral, nossos dados permitem concluir que apesar de diferencas entre

grupos étnicas encontradas no Brasil, a analise da tipagem HLA de uma pequena amostra

dos pacientes portadores de anemia falciforme nédo difere dos valores encontrados em

outros estudos, contudo de suma importancia para auxilio no tratamento e prognéstico da

doenca.
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sequintes adequagdes: Tedos as termos de apresentacio congatdna foram anexados, na entante, para
stender 8 legislacdo vigents. existe a necessidede de adsquegdo no TCLE, pois, este documento
vbrgatoriamente deverd: - menciongr que serd claborado em duas vias, nabricadas cm fodas as suas
pAqinas & assinadas, peln convidadn a paricipar da pesquisa, ou por Sel representants =gal, assim coma
pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa {5) per cle delegaca (s), devendo as paginas ce
assinaluras eslar na mesma lolha. Em ambas as vias deverdo conslar o endereco e conlalo leleldnice ou
autro, dos resnonsaveis pela pasquisa. No TCLE apresentado, ndo existe um local para assinaturs co
pesquisador resposnavel. -conler explicilagio
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d= garantia da indenizacic diania de eventuais danos dacorrentes da pesquisa; - axplicitagio de
ressarcimento ¢ como serio coberlas as cespesas lidas pelo parlicipante da pesquisa ¢ cela decorrenle.
Consideranda o cilculo do n amesiral apresentade. sunernmoes cue seja reyvisade, pois, contarme dados da
setor rasponsavel, existe nsce de n amosiral ndo ser atingico fendc am vists qua muitos pacientas
cadaslrados residem o inlerior. Fagz-$& necessaria lambem a corregia na lamanho da amosira no
tormuiéna da Platatorma Brasil. pois, no tem ‘Grupas em que sario divididos os paricipanies da pesquisa
neste centro". ful cadastiace pels pesquissdora, que serigm "300 pacientes falciforrnes'. Sendo assim,
existem discorcanclas entre o asresentada ne projete e a que tol cadastrado na Plata‘orma Brasil,

RESPCSTA: a proponente realizeu a acequagdo ne caloule da amaosira, exduirde os pacientes iesidentes
no interor do Amarzonas; reclized a adequacio solicitada no TCLE.

Conclusiées au Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Apos analise ¢tica do projeto conclui-se cue todas as pendéneas mencionadas foram sanadas pela
proponenle. Sendo assim, decice-se pela aprovagda do prolacolo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nas documentos abalxo relaclonados:

Tipo Dacumento Arquive Postanem Autor Situagio
Informaydes Basicas| P3_INFORMAGCES_BASICAS_DO_P | 13/08:2019 Accito
du Projetu RCJETO 1256822 pdi 00:34:51
Parceer Anleron P2PARECERCONSUBSTANCIADOCE | 13/06:2019 |GISELLE MOREIRA | Acctilo

P3337316.pdl 00:24:55 | SAMPAIO

Oulios INQUERITOERIDEMIOLOGICO. ol 13/06/2019 | GISELLE MOREIRA | Aceilo
00:22:20 | SANMPAID

Oulivs lermedeanuencia.PDF 13/'06:2019 | GISELLE MOREIRA | Aceilo
00:13.05 | SAMPAIO

Projta Cetalhaca ! | Projein.pdf 13/06:2019 |GISELLE MOREIRA | Aceito

Brochura 001274 | SANPAIO

vesticades

TCLE ! Turmos de | TERMODEASSENTIMENTO. odf 13/06/2019 | GISELLE MOREIRA | Accito

Assantimentc / 00:17:44 | SAMPAIO

Justificativa de

Ausénca

TCLE f Termos de | TCLE.pdl 13/06/2019 | GISELLE MOREIRA | Aceilo

Assenlimento 00:11:25 |SANPAIO

Justificativa du
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AusEnca TCLE .l 13/08/2019 | GISELLE MOREIRA | Aceilo
00:11:28 |[SAMPAIO
Cronograma CRONCGRAMA. G 13/06/2019 |GISELLE MOREIRA | Aceilo
00:10:43  [SAMPAIO
Falha de Rosto falhaderosto. POF 15/06/2019 | GISELLE MOREIRA | Aceilo
00:10:25 |[SAMPAIO
Outros TERMORESPONSABILIDADRE ndf Q7052019 | GISELLE MOREIRA | Acelto
02:05:55 | SAMPAIO
Cernlaragio de CartaznuencialbARINGA pit 07052018 |GISELLE MOREIRA | Acsito
Institnigéo & 02:03:07 | SAMPAIO
Inlraestzulura
Orgamenta ORCAMENTO.pdl 07/05/2018 | GISELLE MOREIRA | Adeilo
02:02:47 |[SAMPAIO
Declaragio de canaceanuenciaGiselle. PODF 07/05/2019 | GISELLE MOREIRA | Aceilo
Pesguisadores 02:02:05 |SAMPAIO
Declaragaa de cartaceanuenciabAwilliam PDF 07/05/2019 | GISELLE MOREIRA | Acsito
Pesquisadores 02:01:42 |SAMPAIO
Declaragia de cartaceanuenclal-aViviana PDF Q7052019 | GISELLE MOREIRA | Aceito
Pesquisadores 02:071:22 |SAMPAIO
Declaragio de DECLARACAODEINFRAESTRUTURA. | 0F'DS2018 |GISELLE MOREIRA | Acsito
Institnigéo & pett 02:00:50 | SAMPAIO
nlraestzutura

Situagao do Parecer:

Apravado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

FAANAUS. 03 de Agoslo ce 2019

Assinado por:

Allyson Guimarées da Costa

{Coordenador{a))

Enderego: A Corzianling Nery, 4367, DL A, Sale do COPICMCAM

Eara: Chapada
UF: AW
Tedatana:

CEP: 0 an0Lo?

Municipio:  MARAUS
e Fax: (8713550117
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9.2 Anexo Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

TITULO DA PESQUISA: Frequéncia alélica de HLA de classe 11 em uma amostra
de portadores de anemia falciforme atendidos na Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

Convidamos o (a) Sr (a) para participar desta pesquisa sob a responsabilidade da
pesquisadora Giselle Moreira Sampaio. Abaixo seguem os dados para sua informacao
referentes ao estudo que o Sr (a) esta sendo convidado para participar de forma voluntéria.
Objetivo: Determinar e comparar a frequéncia de alelos HLA DRB1 em pacientes
falcémicos aloimunizados e ndo-aloimunizados; investigar a possivel relacdo entre o
sistema HLA e a sensibilizacdo de antigenos eritrocitarios como perfil na identificacdo
de fatores de risco para aloimunizacédo. Justificativa: O presente estudo visa possibilitar
a identificacdo de genes de resposta imune (HLA DRB1) que possam estar associados na
formacdo de aloanticorpos em pacientes falcémicos politransfundidos atendidos no
ambulatorio da FHEMOAM. Além de poder contribuir para o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos na producdo desses inibidores por alguns pacientes falcémicos e
por outros ndo, como também sua suscetibilidade ou protecdo relacionados ao HLA
DRB1 e melhor conhecimento do perfil imunogenético dos mesmos. Sendo, portanto, um
estudo pioneiro na regido norte. Metodologia: Apos aprovacdo do comité de ética e a
assinatura do TCLE, serdo coletados sangue periférico de pacientes portadores de anemia
falciforme atendidos no HEMOAM para extracdo do DNA e tipificacdo do sistema HLA
e apos andlise dos dados, avaliar se o sistema HLA DRB1 pode ou ndo estar associado
aos processos de aloimunizacgdes. Garantia de manutencao do sigilo e da privacidade
do participante: Asseguramos ao participante da pesquisa confidencialidade, bem como
o direito de recusar-se a responder as perguntas gue ocasionem constrangimentos de
qualquer natureza. Todas as informacdes geradas pelo presente estudo serdo conduzidas
no mais absoluto sigilo e o0s pacientes terdo acessos aos dados gerados pelo estudo sempre
que desejarem. Desconfortos, riscos: Os ricos serdo minimos uma vez que as amostras
de sangue periférico serdo coletadas por profissional devidamente treinado e em caso de
acidente, o paciente tera a devida assisténcia médica na prépria instituicdo. Forma de
acompanhamento, assisténcia e garantia de indenizacdo: No caso de haver algum
incidente em decorréncia do processo de coleta das amostras sanguineas, o pesquisador
responsavel garante assisténcia médica e indenizacdo adequada, caso Seja necessario.
Beneficios: O projeto terd como beneficio a contribui¢do para o conhecimento cientifico
que podem servir de base para o desenvolvimento de um protocolo de compatibilidade
molecular para a selecdo de sangue fen6tipo compativel com esses pacientes, diminuindo
assim, o risco de aloimunizacGes. Garantia de plena liberdade ao participante da
pesquisa: Sua participacdo € voluntaria e se dard por meio da assinatura deste termo onde
sua participagdo sera oficializada e confirmada. Se depois de consentir em sua
participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade de
retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta
dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa.

O (a) Sr (a) ndo tera nenhuma despesa e também néo receberd nenhuma remuneragéo. Os
resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera
divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informac&o, o (a) Sr (a) podera
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entrar em contato com a pesquisadora Viviana Oliveira, sempre que desejar no endereco
Av. Constantino Nery, 4397 - Chapada, Manaus - AM, 69050-002, Manaus - AM, pelo
telefone (92) 3655-0100.

Consentimento Pés—Informacao

Eu, , discuti com
0 pesquisador sobre a minha decisdo em participar nesse estudo e acredito ter sido
suficientemente esclarecido a respeito das informagdes sobre o estudo acima citado que
li ou que foram lidas para mim. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda
de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu
receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra
ficara com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que
eu (ou meu representante legal) e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as
folhas desse TCLE e assinar na tltima folha.

Data: / /

Nome do participante da Pesquisa

Assinatura do participante

Impressdo do dedo polegar.

Nome do Pesquisador Responsavel Caso ndo saiba assinar

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Telefone do participante:
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9.3 Anexo Il
TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa: Frequéncia alélica de HLA de
classe Il em uma amostra de portadores de anemia falciforme atendidos na
Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

EXPLICACAO BREVE SOBRE O PROJETO

Os pacientes que irdo participar dessa pesquisa serdo portadores de doenca falciforme
atendidos no HEMOAM. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, ¢ um
direito seu, ndo terd nenhum problema se desistir.

Se vocé quiser participar, serd colhida uma amostra de sangue da veia do braco (no
maximo 5ml) com seringa e agulha. O objetivo da pesquisa é determinar e comparar a
frequéncia de alelos HLA DRB1 em pacientes falcémicos aloimunizados e nao-
aloimunizados; investigar a possivel relacéo entre o sistema HLA e a sensibilizagdo de
antigenos eritrocitarios como perfil na identificacio de fatores de risco para
aloimunizacdo. Durante a coleta de sangue vocé poderé sentir leve dor ou apresentar
(pequenas manchas roxas ou hematomas) no local da picada ap0s a coleta. Para amenizar
estes possiveis desconfortos a coleta de sangue seré realizada por profissionais bastante
treinado.

O sangue periférico sera coletado através da utilizacdo de materiais novos, estéreis e
descartaveis, por profissionais habilitado e especializado. Ndo sera necessario coletas
extras.

Todavia, ha coisas boas que podem acontecer se vocé participar da pesquisa. Caso permita
a coleta e sua participacdo, um grande beneficio é a contribuicdo para o conhecimento
cientifico que podem servir de base para o desenvolvimento de um protocolo de
compatibilidade molecular para a selecdo de sangue fendtipo compativel com esses
pacientes, diminuindo assim, o risco de aloimunizagdes.

Ninguém sabera que voceé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas,
nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der.

Os resultados da pesquisa serdo publicados e também fornecidos as autoridades de satde
da sua cidade e seu estado, mas sem identificar os participantes que participaram da
pesquisa.

Se vocé tiver alguma duavida € s6 nos procurar pelos seguintes telefones:

Dra Viviana Oliveira — Coordenador do projeto Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas — FHEMOAM. Fone: (92) 3655-0100.

Giselle M. Sampaio — Pesquisadora do projeto. Fone: (92) 99511-5561. Email:
gisellesampaio@yahoo.com.br

Caso vocé ndo tenha entendido alguma parte deste documento/explicacéo, pergunte ao
pesquisador antes de assinar.
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Consentimento Pos—Informacéo

Eu, , discuti com
0 pesquisador sobre a minha decisdo em participar nesse estudo e acredito ter sido
suficientemente esclarecido a respeito das informacdes sobre o estudo acima citado que
li ou que foram lidas para mim. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e gque tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda
de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu
receberei uma cépia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra
ficard com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que
eu (ou meu representante legal) e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as
folhas desse TCLE e assinar na ultima folha.

Local/Data (dia/més/ano)

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador(a) Impress3o do dedo polegar.

Caso ndo saiba assinar

Assinatura do Coordenador da pesquisa
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9.4 Anexo IV

INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

TITULO DA PESQUISA: FREQUENCIA ALELICA DE HLA DE CLASSE Il EM
UMA AMOSTRA DE PORTADORES DE ANEMIA FALCIFORME
ATENDIDOS NA FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO AMAZONAS.

Este inquérito tem por objetivo coletar informacfes relacionados as caracteristicas
demogréficas e historico transfusional da populacéo de estudo e investigar as possiveis
associacbes a susceptibilidade ao desenvolvimento de aloimunizacdo. Todas as
informacdes aqui coletadas serdo mantidas sobre sigilo absoluto sem que haja qualquer
situacdo de constrangimento para o entrevistado conforme determina a resolucdo
466/2012 do Ministério da Saude.

SEXO | IDADE | RACA | CLASSIF. DA DF | N° TRANSFUSOES | ALOIMUNIZACAO

O N[OOI WIN|F-
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9.5 AnexoV

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA - BIOPUR

Para cada amostra a ser extraida: 2 unidades de eppendorf, 1 unidade de tubo spin,

2 unidades de tubo de coleta.

1.
2.

Adicionar 25uL de proteinase K e 200uL de sangue total.
Adicionar 200 pL de tampéo de Lise S e homogeneizar vigorosamente em vortex
(20 a 20segundos)

Nota: esta etapa a homogeneizacao vigorosa é importante para obter um alto rendimento
de pureza do DNA.

3.

Incubar os microtubos a 56° por 15 minutos.

Nota: o lisado deve se tornar amarronzado durante a incubagdo. Aumentar o tempo de

incubacdo com a proteinase K (até 30 minutos) e homogeneizar em vértex uma ou duas

vezes vigorosamente durante a incubacdo se estiver processando amostras antigas ou

amostras de sangue como coagulo.

4.
S.

Adicionar 210pL de Etanol (96-100%) e homogeneizar em vortex.

Transferir toda a mistura para o Tubo Spin S (coluna). Centrifugar por 1:30
minuto a 14.000 rpm. Se as amostras ndo passarem completamente pelo tubo-
filtro, repetir o passo da centrifugacdo com uma velocidade maior (até 15.000
rpm). Descartar o tubo de coleta com o filtrado.

Colocar o tubo-filtro sob um novo tubo de coleta e adicionar 500uL de Tampéo
de lavagem SI. Centrifugar por 1:30 minuto a 14.000 rpm. Descartar o tubo de
coleta com o filtrado.

Colocar o tubo-filtro sob um novo tubo de coleta e adicionar 600uL de Tampéo
de Lavagem SlI. Centrifugar por 1:30 minuto a 14.000 rpm. Descartar somente o
filtrado e reutilizar o tubo de coleta. Inverter o tubo de coleta em um papel toalha,
retirando o excesso.

Colocar o tubo-filtro novamente sob 0 mesmo tubo de coleta e centrifugar por 4
minutos a 14.000 rpm (o etanol residual € removido durante este passo).

Colocar o tubo-filtro em um tubo de eluicdo S (eppendorf) e adicionar 200uL de
Tampédo de Eluicdo S previamente aquecido (56°C). Dispensar o0 tampéo
diretamente sobre a membrana de silica. Incubar por 1 minuto ambiente.

Centrifugar a 1:30 minuto a 14.000 rpm.
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9.6 Anexo VI

PROTOCOLO RAPIDO PARA AMPLIFICACAO

. Verificar se todos os reagentes estdo disponiveis e conferir a data de vencimento
e a concentracdo de DNA.
Fazer assepsia do local de trabalho com hipoclorito a 0,5%, H.O e etanol a 70%.
Ligar o termociclador, conferir a programacéo.
. Organizar na Workstation ou camara de fluxo laminar.
e 2 Raques
e Ponteiras T-400 e T-200
e Micropipetas
e Placade PCR
e Selador
e 3frascosde 1,5mL
e DNA’s — D’mix — Primers (loci ABDR)
. Aguardar o DNA descongelar, em seguida homogeneizar, dar um spin e
distribuir 1,5mL.
. Preparar a quantidade apropriada de D’mix e primer, em seguida, retirar a Taq

do freezer e aguardar o descongelamento e assim aplicar a quantidade necessaria

do teste.
REAGENTES 1DNA 8DNA 16DNA 32DNA 96 DNA
D-MIX 6,9 55,2 110,4 220,8 662,4
PRIMER 2 16 32 64 192

TAQ POLIMERASE 0,1 0,8 1,6 3,2 9,6
AMP MIX (D-MIX - 8,49 - - - -

PRIMER - TAQ)

DNA POR POCO 1,5 - - - -

Apos o término do procedimento, dar um spin na centrifuga e colocar no bloco do

termociclador.
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Programacdo do termociclador GeneAmp9700 — Applied Biosystems.

1 hold 3 temp 5 ciclos 3 temp 30 ciclos 2 holds
9% ! 96
3' i 20"
| 4
20Il 15['
o

Armazenamento dos reagentes (primer, D’mix e Taq) e DNA a -20° C.

Eletroforeses 10 minutos -150V — 1,5uL DNA por poco.
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9.7 Anexo VII
GEL DE AGAROSE

e Agarose 59
e TBE 1X-200mL
e Brometo de etidio - 1,5mL

Receita para 5 géis

1. Colocar 5g de agarose em erlenmeyer + 220mL de TBE 1X;

2. Homogeneizar e colocar 2 minutos no micro-ondas;

3. Depois de colocar a solu¢do em um Becker até 40mL pipetar 1,5uL de brometo,
homogeneizar;

4. Transferir a solugdo para uma cubeta, posicionar os pentes e guardar por 10
minutos para a polimerizacao.

DILUICAO DO TBE
e Diluir o TBE em 10X (100mL de TBE em 900mL de agua).

CORRIDA ELETROFORETICA

PROGRAMA SSO PROGRAMA SSP
150V 150V
160WA 160WA
30w 30w
Tempo: 11 minutos Tempo: 5 minutos

1,4uL de DNA no poco 10pL de DNA no pocgo
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9.8 Anexo VIII

o B~ w0 D

PROTOCOLO RAPIDO DE HIBRIDIZACAO

Pipetar 0,8jL de tampé&o de desnaturacdo no fundo do pogo de uma nova placa;
Pipetar 1,7uL de DNA na parede da placa;

Vortex: verificar a coloragdo rosada;

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos;

Preparar a mistura Beads em tubo eppendorf

N° DE AMOSTRAS TAMPAO DE BEADS
HIBRIDIZACAO
1 | 11,7 1,34
4 | 46,9 5,36
6 | 70,3 8,04
12 | 140,6 16,1
32 | 375 43

Homogeneizar as Beads por 1 minuto em vortex e pipetar o volume correspondente

ao seu respectivo tubo.

Agitar a mistura de Beads em vortex (rapidamente para ndo formar espuma).

6.

10.
11.
12.
13.
14.

Depois de transcorrido os 10 minutos de incubacdo, pipetar 1,7uL de tampéo de
neutralizacdo em cada poco; verificar a coloracdo amarelada na parede;

Com placa sobre o gelo pipetar 12,6L na parede da respectiva mistura de Beads
em cada poco;

Vortex, incubar a placa no termociclador a 60°C por 15 minutos;

Transcorrido o tempo de incubacdo, rapidamente dispensar 30uL de wash buffer
em cada poco;

Centrifugar por 5 minutos;

Flicar, passar a placa no vortex;

Adicionar 30uL de wash buffer, centrifugar por 5 minutos, flicar e vortex;
Adicionar 30uL de wash buffer, centrifugar por 5 minutos, flicar e vortex;

Durante a ultima centrifugacéo, preparar o sape em tubo eppenderf;

Agitar a mistura de sape em vortex (rapidamente para nao formar espuma).

15.
16.

Pipetar 16uL da solucdo de sape em cada poco;

Vortex, incubar a placa no termociclador a 60°C por 5 minutos;



91

17. Transcorrido o tempo de incubacdo, rapidamente dispensar 30pL de wash buffer
em cada poco;

18. Centrifugar por 5 minutos;

19. Flicar a placa;

20. Adicionar 27,5uL de wash buffer + 27,5uL sheat fluid em todos os pogos (total
de 55puL);

21. Homogeneizar 8 vezes e transferir para uma placa de Elisa.

N° DE AMOSTRAS TAMPAO DE SAPE SOLUCAO DE SAPE
1 | 17 0,17
4 | 68,1 0,7
6 | 102,2 1,05
12 204,4 2,1

32 545 5,6



