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Resumo

Introdugdo: A aloimunizagdo € uma das consequéncias da terapia transfusional
tornando dificil a busca por sangue compativel aos portadores de anemia falciforme
(AF). Fatores imunoldgicos como antigeno leucocitario humano (HLA), responsavel por
codificar proteinas de superficie que reconhecem e apresentam antigenos podem
predispor a formagéo de anticorpos eritrocitarios. Objetivo: Determinar a frequéncia dos
antigenos HLA-DRB1 em pacientes portadores de anemia falciforme atendidos na
Fundagao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. Material e Métodos:
Estudo transversal descritivo realizado com 109 amostras. A genotipagem foi realizada
pelo método PCR-SSO para o locus DR do sistema HLA de classe |l utilizando o Kit
LABType™ SSO Classe Il DRB1 (One Lambda) com tecnologia Luminex. A
determinagéo 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 variaveis numéricas foram analisadas através de medidas de posigéo e
dispersao. Resultados: Houve predominédncia do sexo feminino (56,9%) e dos
autodeclarados pardos (88,1%), a faixa etaria variou entre 1 a 52 anos. O 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
o alelo HLA-DRB1*04 (19,3%) mais representativo. Conclusdo: a tipagem HLA dos
pacientes corresponde ao encontrado em outras regides, estando o alelo HLA-DRB1*04
presente em maior percentual naqueles com a formacao de aloanticorpos.

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Cadeias HLA-DRB1; Antigeno de grupos
sanguineos.

Abstract

Introduction: Alloimmunization is one of the consequences of transfusion therapy making
it difficult to find compatible blood for patients with sickle cell anemia (PA). Immunological
factors such as human leukocyte antigen (HLA), responsible for encoding surface
proteins that recognize and present antigens, may predispose the formation of
erythrocyte antibodies. Objective: To determine the frequency of HLA-DRB1 antigens in
patients with sickle cell anemia treated at the Foundation Hospital of Hematology e
Hemotherapy of Amazonas. 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 LAB
Type TM SSO Class Il 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-DRB1 * 04 allele to the formation of
alloantibodies.

Keywords: Sickle Cell Anemia; HLA-DRB1 chains; Blood Group Antigens.
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Introducéo

Doenca hereditaria mais comum no Brasil, a anemia falciforme foi descrita
por Herrick, no ano de 1910, originaria da Africa, disseminou-se em nosso pais
através do comércio de escravos”.

Marcada pela alteragédo estrutural da hemoglobina no gene da 3-globina,
onde ocorre uma mutag&o genética, substituindo o acido glutamico por valina no
cdédon que codifica o sexto aminoacido, desenvolve alteragdo estrutural
tridimensional da hemoglobina comprodu¢ado de hemoglobina anémala a HbS
(Sickle significa foice)?*. A sobrevida destas células éextremamente curta, de 16
a 20 dias, ao ser comparadas aos 120 dias do eritrocito normal™-2.

A anemia falciforme é uma doenca inflamatéria crbnica marcada pela
alteragao estrutural dos eritrocitos e uma dolorosa sintomatologia. O curso clinico
da doenca € um imenso desafio tanto para seus portadores quanto para os
profissionais de saude, uma vez que, apresenta dotada complexidade nos
processos fisiopatoldgicos, nas manifestagdes clinicas e no tratamento.

As manifestagdes clinicas variam de leve a grave, esta associada a alta
mortalidade®. Apresentam dor e faléncia orgéanica, influenciado pelo estado
nutricional, idade e comorbidades do individuo.> Atualmente sem tratamento
especifico, para a cura da doenga, utiliza-se o tratamento paliativo farmacolégico
e nao farmacologico?*.

Adota-se a terapia transfusional como parte do tratamento, pois diminui a
vaso-oclus&o; aumenta a concentragdo de hemacias; diminui a hipoxia tecidual
por aumentar a oxigenagao, previne lesbes organicas e consequentemente,
reduzindo o processo de falcizagdo'*. Contudo, ao longo do tempo, podem
surgir outros inconvenientes resultantes das multiplas transfusdes, por exemplo,
infecgbes, aloimunizagcdo e reacbes alérgicas, o0 que torna o uso dessa
modalidade terapéutica bastante criteriosa’3.

As intercorréncias advindas das transfusbes de hemocomponentes sao
denominadas reagodes transfusionais, sendo classificadas em imediatas/agudas
e tardias, destacam-se as reacbdes hemoliticas, complicagbes pulmonares,
desequilibrio eletrolitico, sepses bacterianas, hipotermia, doenga do enxerto
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versus hospedeiro, sobrecarga volémica e de ferro, imunossupressdo e a
aloimunizagédo?. Uma das medidas de prevengéo na formagao de anticorpos € o
perfil de antigenos eritrocitarios do doador e receptor.’

Fatores de risco como idade, sexo e historico transfusional est&o
associados a incidéncia de aloimunizacdo, entretanto, outras covariaveis
também estdo relacionadas: unidade de globulos vermelhos recebidos,
processos inflamatorios, presenga de um ou mais autoanticorpo, genes da
resposta imune que inclui o sistema HLA e citocinas®. Estudos demonstraram
que, em grupos eétnicos especificos, a imunogenicidade intrinseca de um
determinado antigeno eritrocitario estda, em parte, associada as
incompatibilidades entre o HLA de classe Il do doador e receptor®.

Estudos anteriores evidenciaram a associagcdo do desenvolvimento de
aloanticorpos eritrocitarios aos antigenos leucocitarios humanos®. As moléculas
de HLA sao capazes de modular a resposta imune, através de uma adequada
apresentacao de peptideos e das sequencias curtas de aminoacidos lineares
oriundas de aloantigenos que contenham o epitopo alvo para serem
reconhecidas pelas células TCD4+. O loci HLA-DR €& o mais envolvido na
resposta da produgéo de aloanticorpos®.

Conhecer a tipagem do sistema HLA é de extrema importancia para auxiliar
em inumeros estudos populacionais, propiciar a selecao adequada de doadores
em transplantes de 6rgéos e desempenhar importante ferramenta para estudos
de associagbes com doengas’.

A caréncia de estudos sobre os alelos HLA na regido Norte, a possivel
identificacdo de um fator de risco para as imunizacgdes eritrocitarias e o auxilio
no planejamento de medidas preventivas favorecendo a diminuigao nas taxas de
imunizacdes e a melhora do tratamento da doenga sdo as motivagdes para o
desenvolvimento deste estudo, com o objetivo de conhecer o perfil genotipico do
sistema HLA dos pacientes portadores de anemia falciforme atendidos no
hemocentro de Manaus.
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Material e Métodos

Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo transversal descritivo, aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), Parecer n® 3.331.316/2019. Cada
participante assinou o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)e o
termo de Assentimento pelos pais ou responsaveis quando solicitado aos

menores de 18 anos.

Amostragem

A dimensao amostral ndo probalistica foi de 109 amostras, coletadas
durante o periodo entre margo a setembro de 2020 dos portadores de anemia
falciforme inscritos no programa de acompanhamento da doenga na Fundacao
HEMOAM, localizado na capital do estado, em Manaus, sendo responsavel por

todos os servigos de hematologia e hemoterapia da regi&o.

Critérios de Elegibilidade

Foram incluidos os pacientes portadores de anemia falciforme (HbSS), de
ambos os sexos, independentes de idade, raga/cor, doencas pré-existentes,
profilaxias medicamentosas e transfusdes sanguineas.

Excluiram-se os pacientes com perfil heterozigético: HbSC; HbCC;
talassemias; diagndstico inconclusivo, amostras insuficientes de DNA e de etnia

indigena.

Coleta de dados

Para coleta de dados sociodemograficos eclinicos utilizaram-se os
prontuarios fisicos e digitais (IDoctor). A quantidade de transfusdes realizadas
foi contabilizada através do banco de dados do sistema Hemosys. A identificagcao
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dos pacientes aloimunizados foi feita a partir dos livros de registros imuno-

hematoldgicos do Laboratorio de Pesquisa de Anticorpos.

Coleta de Amostra e Extracdo de DNA

As amostras de sangue foram coletadas em tubos 5mL contendo o
anticoagulante acido etileno de aminotetracéticodissédico (EDTA) e
armazenadas a -20°C.Os DNAs foram extraidos a partir das amostras de sangue
periférico utilizando-se o kit comercial da Biopur mini spin plus (Biometrix),
conforme as especificagcdes do fabricante. Apos a extragao, a concentracéo e a
qualidade de DNA foram determinadas pela leitura optica em equipamento de
espectrofotometria NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific).

Genotipagem HLA de Classe Il (-DRB1)

A tipagem HLA de classe Il do loci HLA-DRB1 das amostras de DNA dos
pacientes portadores de AF foi determinada pela sequéncia especifica de
oligonucleotideos em reacdo de cadeia da polimerase (PCR-SSO do inglés
Polimerase Chain Reaction Sequence-Specific Oligonucleotide) com tecnologia
Luminex.

A reacao de amplificacdo do DNA alvo foi feita utilizando-se 2uL de
oligonucleotideosbiotinilados (primer) especifico para éxon 2 (HLA-DRB1),
solugdo estoque de 6,9uL de nucleotideos (D-mix), 0,1uL da enzima
termoestavel Taq DNA polimerase (Invitrogen Platinum® Tag DNA Polymerase)
e 1,5uL de DNA por pogo. Os fragmentos de DNA amplificados foram separados
por eletroforese em gel de agarose, permanecendo por 10 minutos na corrida
eletroforética a 150V para visualizacdo das bandas. A interpretacdo dos
resultados foi baseada na presenca ou auséncia do fragmento especifico de
DNA amplificado.

Realizado a hibridizagdo com sondas de DNA complementar aderidos as
basescodificadas por fluorescéncia utilizando o Kit LABType™ SSO Classe I
DRB1 (One Lambda) de baixa resolu¢do de acordo com protocolo do fabricante.
Os resultados foram lidos em um citdmetro de fluxo (Luminex FLEXMAP 3D®),

ISSN: 2447-486X Edigdo N.01 — 2021. 72

oy

|RUINO[ 30U3I0S Y1|edH BlUOZRWY

VINQZVINY VA 3dNVS VA SYIONJID 3d VLSIAIY

£\

7z

v



seguida da analise do software (HLA Fusion™, versao 3.0, One Lambda)

auxiliando na determinac&o da tipagem HLA.

Analise Estatistica Descritiva

Os dados foram tabulados e organizados no programa Excel 2016
(Microsoft Office®). Realizou-se toda descricdo do banco de dados, onde as
variaveis categoricas foram utilizadas para confecc¢ao de tabelas e graficos com
frequéncias absolutas (n) e relativas (%), e as variaveis numéricas foram
analisadas através de medidas de posigao e dispersdo. Todas as analises foram
realizadas no software R verséo 3.6.1, e os graficos foram elaborados no Excel.

Resultados

Caracteristicas Demograficas da Populacédo Estudada

Dos 109 participantes, 62 (56,9%) eram do sexo feminino e 47(43,1%) do
sexo masculino. A faixa etaria variou entre 1 a 52 anos, tendo maior
representatividade o grupo de participantes entreos 11 a 20 anos (37,6%). Os
autodeclarados pardos foram de 88,1% (96); brancos 7,3% (8) e negros 4,6%
(5). Quanto a naturalidade, Amazonas (103/ 94,5%); Para (4/ 3,7%); Roraima (1/
0,9%) e apenas 1 (0,9%) participante era estrangeiro originario da Venezuela.

Quantitativo de Transfusoes

As transfusdes foram contabilizadas a partir da analise do banco de dados
do sistema Hemosys da FHEMOAM, desde o inicio de sua implantagao em 2016
até setembro de 2020. A meédia corresponde em aproximadamente 7
transfusdes, sendo identificado o maximo de 35 transfusées e o minimo de 1.

Dentro os 109 pacientes, a maioria realizou entre 2 a 5 transfusdes (39,4%).

Quantitativo de Pacientes Aloimunizados
Quanto aos dados imuno-hematolégicos, identificou-se apenas 11 pacien-
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tes (10%)comaloanticorpos, sendo 8 do sexo feminino e autodeclaradas
pardas.Os aloanticorpos identificados correspondem aos sistemas Rh, Kell e
Diego. Apenas 2 pacientes nao tiveram o aloanticorpo identificado (Tabela 1).

Tabela 1: Descricdo dos anticorpos irregulares encontrados nos pacientes
aloimunizados.

Genotipagem Qtd de
Ordem P.A.lL HLA-DRgB1 Sexo transfusées Idade Cor

1 Anti-c HLA DRB1*04:11 F 1 18  Parda
2  Anti-Di? HLA DRB1*04:04 F 2 10  Parda
3 Anti-Di? 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  Antik HLA DRB1*07:01 F 2 13 Parda
7 Antik HLA DRB1*01:02 F 10 12 Parda
8  Antik HLA DRB1*04:05 F 30 23  Parda
9  Antik HLA DRB1*01:01 M 10 30 Parda
10 Nao HLA DRB1*04:03 F 3 13 Parda

identificado
19 Nao HLA DRB1*04:11 M 1 12 Parda

identificado

Fonte: Livro de registros imuno-hematolégicos da FHEMOAM.
Especificidades HLA de classe Il dos pacientes

Os resultados da tipagem HLA dos pacientes sdo descritos na tabela 2.
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%), seguido do HLA-DRB1*03 (10,6%) e DRB1*16 (10,1%).

Gerando um total de 218 alelos encontrados na populagao de estudo.

Frequéncia Genotipica e Fenotipica dos Alelos HLA-DRB1

O alelo HLA-DRB1*04 foi o que apresentou as maiores frequéncias
fenotipica (39%) e genotipica (19%), seguido do alelo HLA-DRB1*03
correspondendo a 21% da frequéncia fenotipica e 11% na genotipica (Tabela 3).

Sobre as frequéncias fenotipicas e genotipicas distribuidas entre os grupos
aloimunizados e nao aloimunizados, o HLA-DRB1*04 foi o mais frequente em

ambos os grupos. A frequéncia fenotipica desse alelo no grupo de aloimunizados
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Tabela 2: 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 1,4
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.
Tabela 3: 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 1%
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: Laboratério de HLA da FHEMOAM.

*ff = Frequéncia fenotipica; *fg = frequéncia genotipica

foi de 6% e a genotipica representou 3%. No grupo de ndo aloimunizados, a
frequéncia fenotipica foi de 33% e genotipica de 17% para o mesmo alelo

(Tabela 4).

Avaliagdo de Variaveis com os indices de Aloanticorpos nos Portadores de

Anemia Falciforme

ISSN: 2447-486X Edigdo N.01 — 2021.

0
%S

|RUINO[ 30U3I0S Y1|edH BlUOZRWY

VINQZVINY VA 3dNVS VA SYIONJID 3d VLSIAIY

£\

7z

v



Tabela 4: Frequéncia fenotipica e genotipica dos alelos HLA-DRB1 em
pacientes aloimunizados e ndo-aloimunizados com anemia falciforme.

Alelos HLA - DRB1

Aloimunizados

Nao-aloimunizados

N° de alelos ff (%) fg (%)

N° de alelos ff (%) fg (%)

DRB1*01
DRB1*03
DRB1*04
DRB1*07
DRB1*08
DRB1*09
DRB1*10
DRB1*11
DRB1*12
DRB1*13
DRB1*14
DRB1*15
DRB1*16

W2 =2O0ONO W0~ N

1

2%
1%
6%
1%
3%
1%
0%
2%
0%
1%
1%
3%
1%

1%
0%
3%
0%
1%
0%
0%
1%
0%
0%
0%
1%
0%

16
22
36
16
16
2
3
18
2
12
15
17
21

15%
20%
33%
15%
15%
2%
3%
17%
2%
11%
14%
16%
19%

7%

10%
17%

7%
7%
1%
1%
8%
1%
6%
7%
8%

10%

Fonte: Laboratério de HLA da FHEMOAM.

*ff = Frequéncia fenotipica; *fg = frequéncia genotipica

Para verificar as frequéncias de variaveis com a formacao de aloanticorpos,

os pacientes foram divididos em dois grupos: aloimunizados (n= 11) e néo-

aloimunizados (n= 98) para uma analise comparativa quanto ao sexo, cor e tipo

de HLA de classe Il. 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

0s nao-aloimunizados (Tabela 5).

Tabela 5: Frequéncia do alelo HLA-DRB1 nos grupos dos aloimunizados e nao-

aloimunizados.

Alelos Aloimunizados Nao-aloimunizados
HLA - N° de Frequéncia de N° de Frequéncia de
DRB1 alelos alelos alelos alelos
DRB1*01 2 9,1 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.
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Em relagdo a cor predominou a parda em ambos o0s grupos,
correspondendo a 90,9% (10/11) nos aloimunizados e no grupo nao
aloimunizado esse percentual foi de 87,8% (86/98). Quanto ao género, o
feminino apresentou as maiores frequéncias em ambos grupos sendo 8
aloimunizadas e 54 nao.

Dos 218 alelos, 16 foram encontrados em brancos, 10 em negros e 192 em
pardos. A comparagao 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 cor negra, maiores
valores para os alelos HLA-DRB1*03 e *14.Em relacao 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, o alelo HLA-DRB1*04

foi o mais frequente em ambos os géneros.

Discussao

Quanto as caracteristicas demograficas, o presente trabalho constatou
maior prevaléncia do sexo feminino, correspondendo a 56,9%, de acordo com
estudo internacional realizado na cidade de Michigan (EUA)’enacionais quanto
ao maior contingente ser composto por mulheres.?#6:8

A faixa etaria do nosso estudo variou entre 01 a 52 anos de idade, similarao
estudo desenvolvido no Hemocentro de Divindpolis, 2017, em que foi relatado a
inclusdo de pacientes entre 2 a 54 anos.“Em outros trabalhos, a n&o
concordancia com a faixa etaria € justificada pelo critério de exclusao dos
mesmos, ao selecionarem candidatos acima de 18 anos.?68 No estudo
conduzido por Reeves et al’ ndo foi incluido a variavel demografica idade.

Com relagado a etnia, houve predominio por pardos (96/109: 88,1%),
seguidos pelos autodeclarados brancos e negros, conforme o estudo de César
Purin et aP e Santos et al.8 Contudo o perfil étnico de estudos realizados em
outras regides do Brasil>4628 e exterior’ demonstrou predominio por negros.

No que se refere ao percentual de pacientes aloimunizados, a pesquisa
identificou apenas 10% do total de participantes. Segundo Zheng e Maitta'®,
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identificaram grandes desigualdades, com prevaléncias de 2,6% na Jamaica a
76,19% no Reino Unido. As taxas dos outros paises variaram profusamente:
EUA apresentou taxa de 22,33%; Arabia Saudita 13,71%; em Kuwait 65,45% e
Franca 30,65%. Nesta revisao, trés estudos brasileiros foram incluidos com uma
média de 14,6% de pacientes aloimunizados, valor proximo do resultado de
nosso estudo.

Utilizando quatro bases de dados eletronicas em sua pesquisa bibliografica,
Cunha et al.,reuniu artigos dos ultimos 12 anos, de diferentes paises e suas
respectivas taxas de aloimunizagado: Arabia Saudita (23,9%); Brasil (29,8%);
Eqito (21,4%); EUA (34,7%); Franga (24,0%); Holanda (18,0%); Jamaica (2,6%);
Reino Unido (76,0%) e Uganda (6,1%), com numero amostral variando entre 42
a 6.120 pacientes. Este estudo também revelou maior indice de aloimunizag&o
contra antigenos do sistema Rh, seguidos pelos Kell, MNS e menor taxa para o
Lewis.> Dos percentuais descritos nessa extensa revisdo literaria, apenas os
divulgados na Holanda se aproximam do encontrado no presente trabalho.

Em regibes brasileiras a literatura cita os seguintes dados quanto as taxas
de aloimunizagcdo e o anticorpo mais prevalente, respectivamente: Bahia
49,07%/ Anti-E 39,3%""; Sao Paulo 22,6%/ Anti-Kell 7,5%"'2; Pernambuco 34%/
Anti-C 25%"3.

Essa variabilidade nas taxas justifica-se por diversas razdes: diferentes
métodos de identificagdo de anticorpos, critérios de inclusdo (faixa etaria,
quantidade de transfusdes)®’ e pela extenséo da correspondéncia de antigenos
de hemacias entre receptores e doadores. A DF & maior em negros nos EUA,
entretanto, o pool de doadores desse pais € predominantemente caucasiano,
diferente do encontrado no Brasil, pois a DF é marcada majoritariamente em
grupos multiétnicos bem como o pool de doares também ser etnicamente misto,
justificando maior compatibilidade entre doadores e receptores no Brasil.'®

Atualmente, 360 antigenos eritrocitarios s&do agrupados em 39 sistemas de
grupos sanguineos, conforme publicagbes da Sociedade Internacional de
Transfusdo Sanguinea (ISBT)'. Os antigenos clinicamente significantes sdo
detectados nos sistemas sanguineos: ABO, Rh, Kell, Kidd, Duff e MNS e
provocam, na maioria das vezes, reagao transfusional hemolitica. O antigeno D

apresenta maior potencial para aloimunizacées por ser mais imunogénico."
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Assim, todos os trabalhos, inclusive o nosso, apresentam maiores valores para
os sistemas Kell e Rhesus, de modo que identificamos para o sistema Kell (4/11),
Rhesus (3/11) e Diego (2/11) e apenas 2/11 participantes nao tiveram o
aloanticorpo identificado.'"-'3

Fatores de risco como idade, sexo e historico transfusional est&o
associados a alta incidéncia de aloimunizacdo, entretanto, outras covariaveis
também estdo relacionadas, unidade de globulos vermelhos recebidos,
processos inflamatorios, presenga de um ou mais autoanticorpo, genes da
resposta imune que inclui o Antigeno Leucocitario Humano e citocinas.?318

As moléculas de HLA sao capazes de modular a resposta imune, através
de uma adequada apresentagcdo de peptideos e das sequéncias curtas de
aminoacidos lineares oriundas de aloantigenos que contenham o epitopo alvo
para serem reconhecidas pelas células TCD4+. O loci HLA de classe |l mais
envolvido na resposta da produgdo de aloanticorpos é o HLA-DR®.

A frequéncia dos alelos DRB1 na populagao 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*07 (13,82%), DRB1*03 (12,76%),
DRB1*13 (9,57%) e DRB1*15 (9,57%);'® Fortaleza (CE) foram: DRB1*04
(16,9%), DRB1*01 (12,9%), DRB1*08 (12,1%), DRB1*07 (11,3%), e DRB1*11
(11,3%);'" 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.®

Dentre os pacientes com aloanticorpos, os alelos de HLA mais frequentes
foram DRB1*04 (27,3%), DRB1*08 (13,6%) e DRB1*15 (13,6%). Nos pacientes
nao-aloimunizados, os alelos DRB1*04 (18,4%), DRB1*03 (11,2%) e DRB1*16
(10,7%). Quando comparado com outros estudos realizados noBrasil,
apresentou resultados concordantes para alguns alelos. Em 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%)
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foram os mais representativos.® Valores proximos ao nosso estudo
correspondem apenas para os alelos DRB1*04 e DRB1*15.

Ao analisarem amostragem de 204 pacientes de trés grandes centros
médicos nos EUAe realizando-se tipagem para locus -DRB1 e -DQB1, Tatari-
Calderone et al., observaram no estudo realizado, 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.'®

Na pesquisa desenvolvida por Raoset al., utilizando tipagens para os locus
-DR e -DQ, 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
aloimunizagdo para Fya.' Embora ndo tenhamos incluidos todos pacientes
cadastrados na fundagdo Hemoam, os resultados demostraram que o -DRB1*04
foi 0 mais expressivo em ambos os 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, dois pacientes nao tiveram o aloanticorpoidentificado.

Os resultados de uma pesquisa realizado em Maringaconfirmaram que
algumas moléculas de HLA facilitam a apresentacédo de peptideos antigénicos
eritrocitarios aos linfocitos T, pois encontrou-se forte associagdo do HLA-
DRB1*04 e HLA-DRB1*11 aos aloanticorposanti-Fy e anti-k, respectivamente.?
Sippertet al., observaram o grupo alélico -DRB1*15 em pacientes aloimunizados
contra antigenos Rh quando comparado aos n&o aloimunizados.®

Determinados alelos e haplétipos HLA podem também influenciar o risco
de surgimento de manifestagdes clinicas, estudos anteriormente publicados ja
sugestionavam a possivel correlagédo do haplétipo DRB1*13010-DQB1*060101
com a suscetibilidade a sindrome toracica aguda e o DRB1*100101-
DQB1*050101 em pacientes que apresentaram osteomielite.?°

O curso clinico da anemia falciforme € considerado um enorme desafio
tanto para seus portadores quanto para os profissionais de saude, em
decorréncia das dificuldades nos processos fisiopatologicos, nas manifestagdes
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clinicas e no tratamento. A terapia transfusional € uma pratica rotineira na vida
dos portadores de AF, entretanto, ao longo do tempo podem surgir diversas
reagbes hemoliticas e dificultando a busca por doadores compativeis.'Assim, o
estudo dos antigenos leucocitarios humanos pode atuar como marcadores
essenciais na identificacdo do risco para determinadas manifestagdes clinicas.
Auxiliando nas condutas terapéuticas e estabelecendo um progndstico quanto a
evolugéo da doenca.'®

Destacamos ainda que este foi o primeiro estudo no Estado do Amazonas
utilizando amostras de pacientes portadores de anemia falciforme para
determinacao da tipagem dos genes HLA de classe Il, o qual contribuirdo para a
caracterizagao 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 formacédo de
aloanticorpos.

Conclusao

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se confirmar a
nao mais exclusividade da doenca em afrodescendentes, por ser influenciada
pela miscigenagado nao s6 no Estado do Amazonas, mas em outros estados
brasileiros. Os aloanticorpos encontrados correspondem aos sistemas Rhesus,
Kell e Diego por serem imunogénicos. O alelo HLA-DRB1*04 foi o mais
representativo nos pacientes e podendo estar associado ao maior risco de
formagao de aloanticorpos.

Embora a literatura ja tenha estabelecido a associagao da ocorréncia da
aloimunizagao eritrocitaria a quantidade de transfusdes, sexo e idade, n&o
podemos inferir sobre estas variaveis, pois nosso trabalho teve um numero
pouco expressivo para que pudéssemos chegar a esta afirmativa, contudo mais
estudos sdo de suma importancia para auxilio no tratamento e prognostico da

doenga.
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