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1.1. Revisao da Literatura

Origem genética

A doenca falciforme é uma doenca genética autossbmica recessiva,
determinada por uma mutacdo de ponto, substituicAo de uma valina por &cido
glutamico no sexto cédon no gene da cadeia beta da hemoglobina (Hb)®.

As manifestacdes da doenca ja eram conhecidas na Africa ha muito tempo,
onde diferentes tribos eram reconhecidas por seus individuos apresentarem
episédios dolorosos recorrentes®®. O primeiro caso de anemia falciforme, com
descricdo das hemacias em forma de foice e a descri¢cdo da Hb S, deu-se em 1910
pelo Dr. James Herrick em Chicago, que relatou o caso de um estudante
proveniente de Granada, que apresentava episodios recorrentes de dor, anemia
hemolitica e presenca de hemacias em forma de foice no esfregaco de sangue

periférico®.

A primeira evidéncia de que a anemia falciforme fosse uma doenca de
carater genético foi demonstrada por Huck™®, em 1923, que descreveu que filhos de
pais saudaveis poderiam apresentar a doenca. Beet® e Neel® corroboraram que a
anemia falciforme é uma doenca genética, autossémica recessiva, que se expressa
na sua forma homozigota, apdés descreverem 29 casos de individuos que
apresentavam hem@acias falciformes circulantes em sangue periférico, mesmo sendo
filhos de pais heterozigotos saudaveis. Pauling e colaboradores, usando eletroforese
de hemoglobina, evidenciaram que pacientes falcémicos apresentam praticamente
totalidade de sua hemoglobina na forma S (Hb S), enquanto seus pais possuem
tanto Hb S quanto hemoglobina A (Hb A) na mesma proporcéo”. Antes desta
descoberta, Silvestroni e Bianco haviam descrito um subtipo de anemia falciforme
em que 0s pacientes apresentavam pequenas quantidades de hemécias em foice,
sendo que o pai apresentava anemia falciforme e a mae apresentava microcitose,
esta foi a primeira evidéncia de que os genes da anemia falciforme e da (-

talassemia sdo genes alelos®.
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Epidemiologia

A anemia falciforme é a doenca hereditaria monogénica mais comum do

Brasil, ocorrendo, predominantemente, entre afrodescendentes.

A distribuicdo do gene S no Brasil € bastante heterogénea, dependendo de
composicdo negroide ou caucasoide da populacdo. Assim, a prevaléncia de
heterozigotos para a HbS é maior nas regibes norte e nordeste (6% a 10%),
enquanto nas regides sul e sudeste a prevaléncia € menor (2% a 3%). Estima-se o
nascimento de uma crianca com anemia falciforme para cada mil recém-nascidos

Vivos.
Fisiopatologia

A fisiopatologia da doenca falciforme resulta da substituicdo de um
nucleotideo de adenina por uma guanina no sexto codon do gene da cadeia B-
globina presente no braco curto do cromossomo 11. Esta alteracdo gera a
substituicdo de um aminodécido valina por um acido glutamico na molécula de Hb.
Esta mutacdo no gene da hemoglobina faz com que a molécula de Hb mutada,
conhecida como Hb S, forme polimeros rigidos quando esta desoxigenada®?.

A formacdo de polimeros diminui a solubilidade da célula, dando inicio ao
fenbmeno de falcizacdo o que reduz a capacidade de deformabilidade do eritrécito,
culminando com a oclusdo da microvasculatura®. A fisiopatologia da doenca

falciforme esta esquematizada na figura 1.
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Figura 1- Fisiopatologia da Doenca Falciforme.

A desoxigenacdo da célula falciforme induz o efluxo de ions potéssio,
aumentando a densidade e a tendéncia hemoglobina S a formar polimeros rigidos' A
formacao de polimeros causa liberacao de radicais livres intracelulares, que por sua
vez determinam uma lesdo na membrana do eritrécito™**2).

A lesdo da membrana ativa a expressdo de citoquinas inflamatorias, a
cascata de coagulacado, expressdo de moléculas de adesédo, além de granulécitos,
monaocitos e plaquetas. A hiperatividade endotelial faz com que ocorra o consumo de

oxido nitrico, o principal vasodilatador tecidual, gerando por fim vasoconstricdo e
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diminuicdo do fluxo de oxigénio tecidual. A hipdxia tecidual e a manutencdo do
processo inflamatdrio crénico levam a lesdo endotelial que é a principal responsavel
pelas repercussées clinicas da doenca falciforme®. A gravidade da apresentacéo
clinica varia de paciente para paciente, e esta diretamente relacionado aos niveis de
hemoglobina e aos niveis de Hemoglobina fetal de cada paciente®®*>!®_ A figura 2

demonstra a fisiopatologia do fendmeno vaso-oclusivo.

Fisiopatologia da vasoclusao na anemia falciforme

1

Stage1 Stage 2 Stage 3
@ Aderéncia anormal ao endotélio vascular Proliferacdo de células musculares lisas
@ Hemolise intravascular e fibroblastos na intima

@ Agregacao plaquetaria
@ Vasculopatia
Ocluséo vascular

@ Aderéncia de leucdcitos

@ 1 Toénus vasomotor

Switzer et al., Lancet Neurol 2006; 5:501

F
Figura 2— Fisiopatologia do fen6meno vaso oclusivo na anemia falciforme.

Definicdo

As doencas falciformes sdo determinadas pela presenca de pelo menos um
alelo do gene da Hb S. Os pacientes homozigotos apresentam os dois alelos
presentes e sdo conhecidos como portadores de Anemia Falciforme. A tabela a
seguir (Tab. 1) apresenta os outros tipos de doentes falciformes.
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Tabela 1- Classificagdo de Doencga Falciforme.

Doencas Falciformes Gendétipo Eletroforese de hemoglobina
Anemia Falciforme SS HbS; HbA2<3,5%; HbF
SBO0 Talassemia SB HbS; HbA2>3,5%; HbF
SB+ Talassemia Sp+ HbS>HbA1; HbA2>3,5%; HbF
Hemoglobina SC SC HbS; HbC(HbA2); HbF

Quadro Clinico

A doenca falciforme é definida como uma doenca inflamatéria crénica, que
tem como principal apresentacao clinica os episddios recorrentes de dor. Acomete
principalmente o térax, as costas e os membros. Os episddios podem durar alguns

dias ou semanas. As manifestacfes clinicas mais comuns sao descritas na Tabela
2(17-20)

Tabela 2- Apresentacdo clinica da anemia falciforme.

Complicacéo Apresentacdo clinica (%)
Episodio doloroso 70% dos pacientes
Acidente Vascular Cerebral 10% em criangas, lesdes silenciosas no SNC
Sindrome Toréacica Aguda 40% comum em criancas
Priapismo 10-40% pode causar esterilidade
Doenca Hepatica 2%
Sequestro Esplénico < 6 anos
Abortamento espontaneo 6%
Ulceras de perna 20% adultos
Osteonecrose 10-50% dos adultos
Retinopatia proliferativa Comum em doenga SC
Insuficiéncia Renal Cronica 5-20% dos adultos
Colelitiase 90% adultos
Episddios de Anemia Aplasica Decorre da infecgéo eritrovirus
Complicacdes Infecciosas 10% em criancas < 5anos
Osteomielite S. aureus e Salmonella

Insuficiéncia Cardiaca Congestiva  Multifatorial
?
F

onte: Modificado de Steinberg M 10),
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Tratamento

Nas ultimas décadas a sobrevida dos pacientes com doenca falciforme teve
um aumento significativo, principalmente devido ao diagndéstico precoce. A utilizacdo
de antibidticos profilaticos na primeira infancia e melhora dos cuidados

multidisciplinares tém diminuido muito a mortalidade na primeira infancia.

A utilizacdo da hidroxiureia no tratamento da doenca falciforme para
aumento da hemoglobina fetal, diminuicio do numero de neutrdfilos e

imunomodulag&o medular tem modificado a historia natural da doenca.

Os pacientes apresentam menor numero de fendbmenos vaso-oclusivos e

menor necessidade transfusional.

Terapia transfusional

A transfusdo de concentrado de hemacias € um dos pilares do tratamento
dos pacientes com doenca falciforme. A transfusdo melhora a sobrevida e evita
algumas das principais complicacdes crbnicas relacionadas a doenca. O objetivo
principal da transfusdo é aumentar o hematdcrito (Hto), e desta forma aumentar a
oxigenagcao sanguinea, e assim diminuir a hipoxia tecidual. As transfusfes também
cursam com a inibicdo da eritropoiese e consequentemente a diminuicdo da
producéo de HbS®,

Apesar das indicacdes e os parametros paras as transfusdes variarem de
acordo com os protocolos de tratamento de cada instituicdo, o objetivo das
transfusGes € maximizar a liberacdo de oxigénio aos tecidos por intermédio do ajuste
do Ht e porcentagem de HbS. A liberacdo de oxigénio aos tecidos € uma funcéo
complexa que depende da interacdo entre os eritrocitos, do hematdécrito, do volume
e viscosidade sanguinea, da perfusao tecidual e da afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio. Funcionalmente, os determinantes primarios da viscosidade sanguinea sao
o hematdcrito e a deformabilidade das hemacias, porém considera-se na anemia
falciforme que o principal determinante na viscosidade sanguinea seja o percentual

de hemacias falciformes circulantes®?.
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As principais indicagbes clinicas para transfusdo de concentrado de

hemécias em pacientes com anemia falciforme estéo descritas no Quadro 18 2329,

Quadro 1- Indicacdes de transfusdes de heméacias em pacientes falciformes.

Anemia aguda sintomética

Anemia cronica sintomatica

o Prevencédo secundéria de AVC
Transfuséo indicada

Sindrome Toracica Aguda com hipdxia

Cirurgia com Anestesia geral

Cirurgia ocular

Gestacdo complicada

Sindrome quadrante superior

Ulcera maleolar refrataria

Transfuséo pode ser util S
Prevencao primaria de AVC

Episédio doloroso refratario

Priapismo agudo

Anemia ndo sintomatica

o . Episodio doloroso ndo complicado
Sem indicagéo de transfuséo

Gestacdo ndo complicada

Cirurgia pequena com anestesia local

Fonte: Josephson cp®),

O protocolo de transfusdo deve ser individualizado para cada paciente e
baseada nas condi¢des clinicas do mesmo. Fatores como idade, adaptacdo do
organismo, presenca de doenca crbnica, seja cardiovascular, respiratéria ou
neuroldgica, complicacbes transfusionais anteriores e tratamentos alternativos

sempre devem ser consideradas.

As estratégias para realizacdo de transfusdo crbnica dividem-se em

transfus&o simples, ex-sanguineo transfusio e transfusao de troca parcial®®:

a) Transfusdo Simples- é a modalidade mais antiga e mais utilizada para a
transfusdo em pacientes com anemia falciforme. As principais vantagens sao:

facil execucéo e acesso, baixa exposicao a diferentes doadores. A diminui¢do da
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HbS se da por hemodiluicéo e a sua principal indicacéo € a reposi¢cao volémica e
melhora da capacidade de transporte de oxigénio®®;

b) Exsanguineo-transfusdo: pode ser feita manualmente ou por eritrocitoaférese
automatica. Esta indicada em situacdes agudas como acidente vascular cerebral
(AVC), priapismo ou sindrome toracica aguda. A principal vantagem € a reducao
da HbS sem causar hipervolemia ou hiperviscosidade, que podem ocorrer nas
transfusbes simples. Pode ser usada também como estratégia primaria ou

secundaria na prevencéo de AVC e na prevencao para sobrecarga de ferro®®;

c) Transfusado Troca Parcial: caracteriza-se por transfusdes periodicas, com sangria
do paciente previamente a transfuséo, visando a manutencédo de hemoglobina A

(HbA) em um nivel superior a 50%%®),

Os programas de transfusdo crénica buscam alcancar uma condicdo mais
fisioldgica por meio da supressao da producao da HbS e da manutencédo da HbA em
altos niveis. O objetivo é manter a hemoglobina pré-transfusional em torno 9g/dl e a
pos-transfusional entre 10 e 11g/dl, objetivando-se manter HbS <30%. As

transfusdes devem ser realizadas a cada trés ou quatro semanas®.

As principais complicacdes das transfusfes cronicas sdo: a sobrecarga de
ferro, a aloimunizacdo contra antigenos eritrocitarios e a transmissdo de agentes

infecciosos®”.
Aloimunizacgéo

A aloimunizag&o contra antigenos eritrocitarios secundério a transfuséo € um
fendmeno conhecido ha muito tempo®®. Resulta da falta de identidade imunolégica
entre os doadores e 0s receptores de sangue, com a ativacdo de resposta
imunoldgica contra antigenos dos doadores que estdo ausentes na membrana

eritrocitaria dos receptores.

A fisiopatologia da aloimunizacéo eritroctiaria € muito debatida e motivo de
especulacdes. Alguns autores defendem que a disparidade entre antigenos
eritrocitarios de doadores e receptores de sangue, a idade de inicio das transfusées,

o estado inflamatério crénico do paciente e a disparidade de antigenos HLA estéo
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envolvidos na fisiopatologia da aloimunizac&o®®.

A taxa de aloimunizacdo varia entre 4-74%, podendo esse numero estar
subestimado, considerando-se que alguns dos anticorpos formados tém natureza
transitoria, com réapido declinio de seus titulos, tornando-se, portanto indetectaveis
depois de algum tempo; como ocorre com os sistemas Kidd, Duffy®?.

Os principais antigenos eritrocitarios relacionados a aloimunizacdo
pertencem aos sistemas Rh, principalmente C e E, seguidos pelo antigeno K do
sistema Kell, Fya do sistema Duffy e Jkb do sistema Kidd, responsaveis por cerca de
80% dos casos de aloimunizagcdo nesses pacientes. A alta prevaléncia de
aloimunizagéo decorre de varios fatores: alteragdo da resposta imune, herangca HLA
e a incompatibilidade fenotipica entre doadores e receptores®?.

Sistemas eritrocitarios de grupos sanguineos

Os grupos sanguineos sdo definidos como caracteristicas genéticas
herdadas, definidas por sequéncias de aminoacidos que determinam uma proteina
ou um carboidrato ligado a estas proteinas ou aos lipidios. Normalmente séo
detectados por anticorpos especificos e sdo de vital importancia para a terapia
transfusional. Karl Landsteiner no ano de 1900, em Viena, foi um dos primeiros a
descrever a importancia dos grupos sanguineos na medicina transfusional, com a
descricdo do sistema ABO. Até metade do século 20 eram compreendidos apenas
como heranca genética relacionada as reacoes de aglutinacdo de hemécias. A partir
de 1950 a estrutura e a biossintese dos carboidratos dos antigenos dos grupos
sanguineos comecaram a ser entendidas, sendo que em 1970 a estrutura destes
carboidratos foi descoberta. Em 1986, GYPA, o gene do polimorfismo do grupo MN
foi clonado pela primeira vez; logo em seguida, em 1990 e 1992, foram clonados o0s
genes dos grupos ABO e Rh. Com o sequenciamento destes genes foi possivel
determinar as bases moleculares e os seus polimorfismos®?.

Em 1900, Landesteiner descreveu apenas um grupo sanguineo, A e B. A
Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT) reconhece hoje 285
antigenos, dos quais 245 pertencem ha pelo menos um dos 29 sistemas de grupos

sanguineos. O Quadro 2 apresenta os principais sistemas de grupos sanguineos®.
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Quadro 2- Sistemas de Grupos Sanguineos reconhecidos pelo ISBT.

N Nome Simbolo | N de antigenos Genes Cromossomo
001 ABO ABO 4 ABO 9
002 MNS MNS 43 GYPA,GYPB,GYPE 4
003 P P1 1 P1 22
004 Rh RH 49 RHD, RHCE 1
005 Lutheran Lu 20 Lu 19
006 Kell KEL 25 KEL 7
007 Lewis LE 6 FUT3 19
008 Duffy FY 6 FY 1
009 Kidd JK 3 SLC14A1 18
010 Diego DI 21 SLC4AE1 17
011 Yt YT 2 ACHE 7
012 Xg XG 2 XG, MIC2 XY
013 Scianna SC 5 ERMAP 1
014 Dombrock DO 5 DO 12
015 Colton (6{0) 3 AQP1 7
016 | Landesteiner-Wiener LW 3 LW 19
017 Chido/Rogers CH/RG 9 C4A, C4B 6
018 H H 1 FUT1 19
019 Kx XK 1 XK X
020 Gerbich GE 8 GYPC 2
021 Cromer CROM 12 DAF 1
022 Knops KN 8 CR1 1
023 Indian IN 2 CDh44 11
024 Ok OK 1 CD147 19
025 Raph RAPH 1 CD151 11
026 | John Milton Hagen JMH 1 SEMATA 15
027 I I 1 GCNT2 6
028 Glosideo GLOB 1 B3GALT3 3
029 Gill GIL 1 AQP3 9

Fonte: Denomme

(33)

Uma variedade muito grande de mecanismos genéticos contribui para a

formacao dos polimorfismos de grupos sanguineos, 0s principais sao:
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Polimorfismo com substituicdo de um Unico nucleotideo (Single-nucleotide
polymorphism -SNP). A maioria dos polimorfismos de grupos sanguineos resulta
de uma substituicdo de um Unico nucleotideo na regido codificadora do gene.
Esta substituicdo pode determinar uma alteracdo de um Unico aminoacido em
uma glicosil-transferase ou no dominio extracelular de uma proteina de
membrana. Estes SNPs podem causar trés efeitos: nenhuma alteracéo
determinada pelo codon (mutacdo silenciosa); uma mudanca na identidade do
aminoacido codificado (mutacdo missense) ou conversdo de um amino4cido em
um cédon de terminacdo (mutacdo nonsense). Por exemplo, no sistema Duffy,
um SNPs no fator de transcricdo eritroide na regido promotora do gene FY é
responsavel pelo fenétipo Duffy-null, comum em africanos®;

Delecdo: quando ocorre perda de um unico nucleotideo ou de um segmento de
DNA. Pode-se ocorrer a delecdo de trés ou mais nucleotideos na sequéncia do
DNA (in frame), o que altera o cddon de traducéo e resulta na auséncia de um
ou mais aminoacidos, terminando por codificar uma proteina alterada. Uma
delecao de trés nucleotideos nao sequenciais na estrutura do DNA (out of frame)
resulta na alteracdo de toda a sequencia do RNA mensageiro. Exemplos de
fenotipos de grupos sanguineos derivados de dele¢Bes de nucleotideos séo:
Jk(a-b), U- e D-®Y;

Insercdo: Adicdo de um Unico nucleotideo ou segmento de DNA.
Funcionalmente igual a delecdo, a insercdo de um nucleotideo numa
determinada sequéncia de DNA pode causar uma alteracdo no cédon de
traducéo do DNA. Exemplo: Co (a-b-)®Y;

Splicings alternados: ocorre quando ha uma mudanca de um Unico nucleotideo
em um sitio 5’ ou 3’, que cursa com alteracdo de um sitio que determina um
intron ou éxon, levando & alteracéo de sitio de Splice. Exemplo: Jk(a-b-)®Y:;
Translocagdo cromossdémica: ocorre quando ha transferéncia de segmentos de
DNA de um cromossomo para outro cromossomo ndo homélogo®Y;
Crossing-over: ocorre quando ha troca reciproca de partes de um gene entre
cromossomos homoélogos. Pode ser do tipo Crossover intragénico, quando o
mesmo gene tiver areas homélogas alinhadas ou do tipo Crossover intergénicos

se dois genes altamente homélogos estiverem desalinhados®;
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e Conversao génica e outros rearranjos: ocorre quando o sistema de reparo do
DNA remove uma das fitas de uma regido ndo apropriadamente pareada e a
corrige de acordo com a fita de DNA restante. Uma vez que apenas uma fita de
DNA é envolvida neste processo, o produto ndo tem um parceiro reciproco.
Exemplo Lu, MNS e Rh. Outros arranjos incluem complexos hibridos nos quais

0s mecanismos envolvidos ndo foram ainda determinados®V.

Genotipagem

A genotipagem molecular pode ser realizada sempre que um determinado
gene tenha sido sequenciado e suas mutagfes tenham sido determinadas. As
principais técnicas de genotipagem sdo: PCR simples, Primers alelo-especifico (AS-
PCR, allele-specific polymerase chain reaction) e, PCR seguida por analises de
polimorfismos do comprimento de fragmentos de enzimas de restricdo (PCR-RFLP,

Restriction Fragment Length Polymorphism)®©.

Atualmente outra técnica bastante utilizada para analises moleculares é a
técnica de Microarray ou tecnologia bedchip, que possui uma plataforma em forma
de casulos, que torna possivel a genotipagem de diversas amostras a0 mesmo
tempo, com excelente discriminacdo alélica e redu¢do no niumero de procedimentos

isolados (execucdo de um tnico PCR multiplex)®®.

A técnica de Microarray utiliza um PCR multiplex que possibilita a anélise de
varios polimorfismos simultaneamente, através de sondas de oligonucleotideos
depositadas em uma placa (vidro, silica ou outros suportes). Marcada com
fluorescéncia e hibridizada com o DNA-alvo, que gera um espectro de cor que é
detectado e interpretado por um sistema automatizado, capaz de avaliar a
intensidade das hibridizacbes e fornecer resultados que podem ser visualizados na

forma de graficos ou tabelas de genétipos®>3".

Introducao
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1.2. Aplicagbes das técnicas de Biologia Molecular na Medicina Transfusional

A genotipagem molecular tem sido uma ferramenta muito Gtil na medicina
transfusional, € importante na deteccédo de antigenos raros em doadores de sangue
de repeticdo, podendo ser utilizada para viabilizar um estoque maior de heméacias
antigenos-negativos para os pacientes com fendtipos raros. A realizacdo de
genotipagem em larga escala permite selecionar doadores com antigenos raros para
0S quais nao existem anti-soros comerciais e assim contribuir para a producédo de
painéis de hemécias complementares que podem auxiliar na identificacdo de
anticorpos complexos 343839,

A genotipagem é utilizada para o controle de qualidade dos reagentes de
hemécias, podendo ser util na determinacdo de zigosidade dos genes complexos
como RhD e FY*A/FY*B. Tem um papel importante para assegurar que

componentes sanguineos RhD-negativo sejam corretamente rotulados“?.

Utiliza-se as técnicas de genotipagem para determinacdo de fendtipos em

pacientes poli-transfundidos aloimunizados ou com auto-anticorpos®“V.

7

A genotipagem é util no processo de identificagdo de anticorpos, na
confirmagédo de discrepancias ABO e Rh, que sdo as mais comuns na pratica
laboratorial, e na determinacéo de antigenos fracos como Fy* e variantes do Rh®®.

1.3. Justificativa

O manejo transfusional dos pacientes adultos com doenca falciforme é um
grande desafio na pratica clinica, pois na maioria dos casos 0s pacientes ja
receberam um grande namero de transfusdes sanguineas ao longo da vida, o que
caracteriza um fator de risco para aloimunizacdo?. Os pacientes adultos que se
encontram em programa de transfusdo cronica normalmente apresentam hemacias

de doadores circulantes em sua corrente sanguinea, o que dificulta a realizacao de

Introducao
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testes sorolégicos, pois podem, com certa frequéncia, apresentar dupla populagéo
de hemacias nos testes por hemaglutinacgéo.

Acreditamos que a literatura ainda ndo é conclusiva em relacdo a melhor
estratégia de prevencdo e qual o método laboratorial mais acurado para
determinacdo da fenotipagem eritrocitaria em pacientes politransfundidos, portanto
entendemos que sejam necessarios estudos clinicos para definir a melhor estratégia
de fenotipagem para prevencdo de aloimunizacdo eritrocitdria nos pacientes

falciformes em programa de transfusao cronica.

Introducao
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2. OBJETIVOS
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1. Determinar a frequéncia alélica dos genes de antigenos eritrocitarios dos
pacientes adultos com doenca falciforme em programa de transfusao

cronica;

2. Comparar a sensibilidade e a especificidade dos métodos de
hemaglutinacdo e genotipagem para determinacdo de fendtipos
eritrocitarios em pacientes com doenca falciforme em programa de

transfusao crénica;

3. Determinar possiveis fatores de risco para aloimunizacdo em pacientes

com doenca falciforme em programa de transfusao cronica.

Objetivos
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3. CASUISTICA E METODOS
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3.1. Critérios de Incluséao

Foram incluidos cinquenta e trés pacientes em acompanhamento no

Ambulatério de Anemias da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao

Paulo. Os critérios para inclusdo no estudo foram:

1)

2)
3)

4)

5)

Pacientes portadores de Doencga Falciforme, sendo pacientes homozigotos SS e
os heterozigotos SC, SB* e SB°, confirmada por eletroforese de hemoglobina em
gel de agarose em Ph 9,1 e no caso de Hemoglobina C em Agar acido;
Pacientes com idade superior a 14 anos;

Pacientes em regime de transfusdo cronica ou ter recebido mais de cinco
transfusdes sanguineas isoladas nos ultimos dois anos; de acordo com relato do
paciente.

As indicacfes para inclusdo em programa de transfusao cronica foram: Acidente
Vascular Isquémico prévio, Ataque Isquémico Transitério, Miocardiopatia
avancada, anemia sintomatica;

Concordaram em preencher ficha clinica (Anexo 2) para andlise demografica e
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3) previamente aprovado
pelo CEP do hospital (Anexo 4).

Os pacientes que foram incluidos no estudo foram puncionados em veia

cubital anterior, para retirada de 20 ml de sangue. A extracdo de DNA foi realizada

no laboratério de Biologia Molecular do Banco de Sangue do Hospital Israelita Albert

Einstein, Sdo Paulo — Brasil. A genotipagem por microarray foi realizada no

Laboratério LARGS em Campinas — Brasil. As técnicas utilizadas estdo descritas a

sequir.

3.2. Materiais utilizados

-Kits de extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA gendmico de sangue total foi utilizado o kit

comercial QIAamp Blood Mini Kit da Qiagen® (Chattlesworth,CA, US). O kit incluia
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0s seguintes itens: Buffer AL, Buffer AW1, Buffer AW2, QlAamp colunas, tubos de
lise e proteinase K.

- Agua livre de nuclease

A agua livre de nuclease utilizada foi adquirida da empresa Applied
Biosystems® (Foster City, CA, US). Este reagente foi utilizado na etapa final da

extracdo de DNA e nas reag0es de microarray.
- Primers

Para a execucdo da Técnica de “microarray” foram utilizadas as sondas
(primers) contidas no Human Erythrocyte Antigen Kit (HEA 1.2), adquiridos da
empresa BioArray Solutions (Warren, NJ, USA). O HEA 1.2 Kit continha: sondas
especificas, solugbes de 1X tampao de PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM KCl,
0,1 % Triton X-100), 3,5 mM MgCl e 200 umol de cada dNTP e outros reagentes,

que serdo descritos oportunamente.
-Tag DNA Polimerase

O protocolo de PCR multiplex para genotipagem em larga escala utilizou
5,0U da enzima DNA polimerase de alta fidelidade Hot Start Taqg DNA polimerase
(Chattlesworth, CA, EUA).

- Plataforma HEA BeadChip™

O HEA beadChip™ (Human Erythrocyte Antigen), plataforma de “microarray”
da empresa BioArray Solutions Ltd., Warren, NJ — USA, foi utilizado para a

genotipagem em larga escala.

Esta plataforma, o HEA BeadChip™, utiiza um kit de reagentes
comercializados pela empresa BioArray Solutions que contém todos 0s reagentes
necessarios para a execuc¢do da técnica, incluindo: laminas de vidro com chips de
DNA (sondas de oligonucleotideos especificas) com capacidade para 8 ou 96
amostras, uma solucdo denominada HEA eMAP PCR Mix (contendo sondas de
oligonucleotideos, dNTPs e tampé&o para a reacdo de PCR multiplex) e os seguintes

reagentes: enzima EX0SAPIT (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway) e o

Casuistica e Métodos
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Thermo Sequenase (Amersham Pharmacia Biotech) que s&o utilizados durante as
outras etapas da técnica.

3.3. Métodos empregados

3.3.1. Coleta e classificagao das amostras e extragdo do DNA

Todas as 53 amostras de sangue dos pacientes foram coletadas apds o
preenchimento de ficha clinica e assinatura do termo de consentimento. As amostras
foram classificadas, e em seguida centrifugadas. O DNA foi extraido de leucocitos
totais, conforme protocolo descrito adianta, utilizando-se o DNA blood mini kit
(QlAamp, Qiagen, Missisauga, Canadd) e em seguida armazenado em freezer a —
20°C.

Apbés extracdo, a qualidade e a quantidade do DNA foi aferida através de
leitura éptica da absorbancia (DO 260/280nm) e sua concentracdo foi medida em
ng/uL através de um equipamento de espectrofotometria (NanoDrop ND — 1000
Fullspectrum UV/Vis Spectrophotometer, Wilmington, DE 19810 USA).

As amostras cuja concentracéo final do DNA foi inferior a 20 ng/ul ou o valor
de absorbancia (DO 260/280) estavam fora do intervalo 1.7-1.9 nm foram

descartadas e o DNA extraido novamente.

3.3.2. Preparacéao para extracdo de DNA

As amostras foram retiradas do freezer e mantidas em temperatura ambiente
(TA) entre 15 e 25°C.

A temperatura do termobloco foi mantida em 56° C.
Colocamos o tampéo Buffer AE para eluicao.

Todos os passos de centrifugacéo foram realizados em TA.
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3.3.3. Protocolo de extracdo de DNA

. Pipetamos 20ul de proteinase K em um microtubo de 1,5ml ;

. Adicionamos 200ul da amostra. Usamos > 200ul de sangue total, e em seguida,

homogeneizamos rapidamente utilizando o vortéx;

. Colocamos no mesmo microtubo 200ul de tampé&o AL e homogeneizamos durante

15 segundos no vortéx;

. Incubamos a 56 °C por 10 minutos;

5. Centrifugamos brevemente o microtubo de 1.5mL para remover gotas formadas

o

9.

10

12.

13.

14.

15.

16.

no interior;

. Colocamos no mesmo microtubo 200ul de etanol e agitamos no vortéx por 15

segundos;

. Centrifugamos brevemente o microtubo de 1.5mL para remover gotas formadas

no interior;
Transferimos a mistura para uma coluna montada em um tubo coletor, fechamos
e centrifugamos a 8.000 RPM por 1 minuto;
Passamos a coluna para outro tubo coletor limpo e descartamos o tubo contendo
o filtrado;
. Abrimos a coluna cuidadosamente e adicionamos 500ul do tamp&o AW1,
fechamos e centrifugamos a 8.000 RPM por 1 minuto. Em seguida passamos a
coluna para outro tubo coletor limpo e descartamos o tubo contendo o filtrado;
Abrimos a coluna cuidadosamente e adicionamos 500ul do tampdo AW?2,
fechamos e centrifugamos a 14.000 RPM por 3 minutos;
Passamos a coluna para outro tubo coletor limpo e descartamos o tubo contendo
o filtrado;
Colocamos a coluna em um novo tubo coletor, centrifugue a 13.000 RPM por 1
minuto e 30 segundos e descartamos o tubo coletor com o filtrado;
Colocamos a coluna em um microtubo identificado e descartamos o tubo coletor
com o filtrado;
Abrimos a coluna e adicionamos 200ul de tampao AE, incubamos a TA por 10

minutos e centrifugamos a 8.000 RPM por 1 minuto.
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3.3.4. Quantificacdo do DNA no equipamento NanoDrop 1000

NanoOper 2%y

S IAMrYarsr

& unu

Figura 3- Foto equipamento NanoDrop 1000.

1. Com o bragco na posicdo para baixo, iniciamos o software de operacao

selecionando o icone ND-1000 V3.7.1
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Figura 4- Tela de inicio do programa do NanoDrop 1000.

2. Quantificamos o DNA das amostras,
3. Abrimos o brago e aplicamos 2ul de H20dd no pedestal inferior.
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Braco

Pedestal

Legenda: Apds a mensagem "Initializing Spectrometer"” ter desaparecido o instrumento esta
pronto para uso. Todos os dados obtidos sdo automaticamente registrados nos arquivos
apropriados.

Figura 5- Esquema de funcionamento do NanoDrop 1000.

4. Abrimos o braco e aplicamos 2ul da amostra do DNA no pedestal inferior
5. Fechamos o braco, clicamos em Measure para iniciar a medi¢cao através do

software do equipamento.

3.3.5. Genotipagem de antigenos eritrocitarios em larga escala

Considerando que esta tecnologia jA& se encontrava padronizada no
laboratério de biologia molecular LARGS®®, realizamos a genotipagem em larga
escala de todas as amostras coletadas. Utilizamos a versdo do Kit HEA (HEA 1.2

BeadChip™ Bioarray Solutions).
-PCR multiplex e purificacdo da reacéao:

Cada reacdo de PCR multiplex foi realizada para que houvesse a
amplificagdo das sequéncias alvo do DNA de todos os polimorfismos avaliados.
Utilizou-se 200 ng de DNA, 50 pmol da mistura de primers fosforilados, 1X tampéao
de PCR (10mM Tris-HCI, pH 8.0, 50mM KClI, 0.1% Triton X-100), 3,5 mM MgCl,, 200
mmol de cada dNTP (HEA eMAP PCR Mix) e 50U de Hot Start Tag DNA
polimerase, totalizando um volume final de 25 ml. Incluimos uma amostra controle
positivo (amostra com genotipo e fendtipo conhecido) e um controle negativo (agua
ao invés de DNA). Devido a auséncia de DNA, este controle negativo deve

apresentar como resultado em todos os polimorfismos a sigla LS (“Low Signal’).
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Caso algum polimorfismo apresentasse algum resultado positivo ao invés da sigla
LS, os valores de fluorescéncia (medida da emisséo de luz) deveriam ser inferiores a
200 para que o teste fosse considerado ndo contaminado. Amostras contendo DNA

apresentaram sinais maximos de fluorescéncia que variaram de 2000 a 12000.

As amplificagbes foram feitas no termociclador Perkin Elmer 9700 (Foster
City, CA), através do seguinte protocolo: desnaturacdo a 95°C por 15 minutos; 35
ciclos de 20 segundos a 94°C; 20 segundos a 62°C; 20 segundos a 72°C e uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C. Ao término da reagdo de PCR multiplex, foram
obtidas 24 amplificacbes génicas para cada amostra de DNA. Os alelos e os SNPs

contidos no HEA BeadChip TM estéo representados no Anexo 1.

3.3.6. Remocdao do excesso de primers e dNTP

A remocéo de todo o excesso de reagentes do produto da reacdo de PCR
multiplex foi feita através da adicdo de 2ml da solu¢cdo ExoSAPIT a 6,5ml do produto
de PCR amplificado, seguido da incubacéo a 37°C por 25 minutos e a 80°C por 15

minutos.

3.3.7 Obtencéao da fita simples de DNA

Apos a limpeza do produto do PCR multiplex, fitas simples de DNA de cada
uma das amostras de DNA de pacientes foram obtidas através da digestédo
enzimatica do produto do PCR multiplex com 0.5 unidades de lambda exonuclease

em tampéo 1X, a 37°C por 25 minutos, e incubacéo final a 75°C por 10 minutos.

3.3.8. Hibridizac&o do DNA alvo ao BeadChip™

Uma aliquota de 10 ml de produto do PCR multiplex (DNA em fita simples)
foi adicionada ao mesmo volume de uma mistura contendo 3U da enzima Thermo
Sequenase, 1X tampao da enzima e 1mmol de cada dNTP (dCTP marcada com
fluoréforos). Em cada BeadChip™, foi adicionado um volume de 15ml desta mistura.
As laminas contendo os chips foram entdo incubadas a 53°C por 15 minutos, para
que houvesse ou ndo a hibridizacdo do DNA alvo amplificado as sondas pré

existentes no HEA BeadChipTM. Diante da hibridizacdo, seguia-se a extensédo das
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fitas de DNA pela técnica “elongation-mediated multiplex analysis of polymorphisms”
(eMAP), que através da enzima Thermo Sequenase adiciona dNTPs a nova fita de
DNA formada (Fig. 6). Depois de completado o periodo de incubacédo, todos os
BeadChip™ foram lavados 3 vezes com &gua destilada, a fim de, remover todo e

qualquer excesso de dNTP, a fim de, minimizar a emisséo indesejada de sinal.

MISMATCH

DNA Polymerase

eMAPT™

X & T g
P RS AR A

Legenda: E possivel ver a emisséo da fluorescéncia (visualizada através de um ponto branco na
imagem) %Je ocorreu em funcdo da hibridizagdo do DNA alvo com a sonda pré-existente no
BeadChip'™ Em (b) ndo houve hibridiza¢do entre o DNA alvo e a sonda e desta forma, ndo se
visualiza a emiss&o da fluorescéncia®.

Figura 6- Hibridizac&o e emisséao de fluorescéncia.

O resumo de todos os procedimentos que compde a técnica de genotipagem
em larga escala da plataforma HEA BeadChip™ que duram em média 5 horas

encontram-se na Figura 7.
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Figura 7- Resumo das etapas da técnica de “microarray” - plataforma HEA
BeadChip™®%),

Aquisicdo automatica da imagem e andlise dos dados obtidos e
interpretacéo dos resultados.

Ao término da hibridizacdo, as laminas contendo o BeadChip™ foram
levadas a um sistema de captura de imagem, o AIS Data Acquisition Basis™
(BioArray Solutions Information System), responsavel pela captura e decodificacao
da fluorescéncia (Fig. 8). Este sistema € composto por um leitor 6ptico de codigo de
barras (laminas) e um microscépio de fluorescéncia acoplado a uma cémera
fotogréfica interligada a um software, o wHEA™ (Web-Based Human Erythrocyte
antigen and Hemoglobinopathy analysis — BioArray Solutions, Ltda), que possibilitou
a identificacdo e interpretacdo do alelo hibridizado através da comparacdo dos
valores de fluorescéncia obtidos com os valores de fluorescéncia dos polimorfismos
depositados no Banco de Dados Basis'™ (BioArray Solutions). A emissdo dos

resultados é feita na forma de tabelas e graficos (Fig. 9, 10 e 11).
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Este sistema é formado por um microscopio de fluorescéncia acoplado a um leitor de codigo
de barras e a um computador. Cada lamina contendo os chips de DNA possui um codigo de
barras que a identifica e fornece ao sistema importante informagfes sobre a localizacdo das
beads na lamina ©°.

Figura 8- Sistema automatizado de captura e andlise de dados AIS 400 (Array
Imaging System).

Apos a leitura do codigo de barras, o microscépio inicia a leitura de cada um
dos BeadChip™ e transmite a captura da imagem para um sistema capaz de
detectar a imagem e determinar a quantidade de fluorescéncia emitida por cada
bead.

Na plataforma HEA BeadChip™, cada polimorfismo é representado por um
par de sondas contendo um alelo normal e um alelo mutado. Durante a hibridizacéo,
somente as sequéncias de DNA que hibridizaram totalmente com as sondas de
oligonucleotideos tem suas sequéncias complementadas (processo de extensao do
DNA) e sdo capazes de emitir intensos sinais de fluorescéncia. A intensidade da
fluorescéncia produzida por um par de sondas, uma contendo o alelo A (normal) e a

outra, o alelo B (mutado), forneceram a base para a discriminacéo dos alelos.
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Legenda: O eixo-X contém o nome de cada polimorfismo e o eixo-Y contém a intensidade do
sinal emitido. Para cada gene estudado hd um par de sondas. Um para o alelo A (WT-Normal)
e outra para o alelo B (mutado). Neste grafico, o alelo B estd em verde e o alelo A esta
representado em azul. Desta forma, a presenca de dois alelos B significa homozigose para a
este alelo enquanto que a presenca de dois alelos A significa homozigose para este alelo, e no
caso de existir um alelo A e um B, isto significa heterozigose para o alelo em questdo. Desta
forma, apds o término da reacgéo, é possivel obter imediatamente os gendtipos AA, BB e/ou AB
para cada um dos polimorfismos estudados®.

Figura 9- Emissao dos resultados: Intensidade gréafica do Sinal (cada primer) de
discriminacéo entre cada alelo.

wHEA GENOTYFPE Result Tabig

4+
OO

L]
0

— .
R ) wHEA PHENOTYPE Result Table
LR
LR
X

Legenda: (AA) significa homozigozidade para o alelo tipo-selvagem, assim como (BB) indica
presenca do alelo mutado em homozigose; enquanto que (AB) caracteriza o alelo em questao
como sendo heterozigoto. O relatério de resultado do fenétipo deduzido do genétipo, onde o
sinal (+) significa presenca do alelo e (0) significa auséncia do alelo.

Figura 10- Relatério de resultado do gendtipo gerado automaticamente pelo
sistema apos a aquisi¢ao da intensidade de hibridizacao.
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1.5

SNP = FY-GATA (-33T>C)

10 AR " il “AA”
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Aol e “AB”
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DNA Analysis - A Plot
-1.5

Legenda: Amostras situadas entre as linhas tracejadas (-0,5 a -0,1 e 0,5 a 0,75)
apresentam com resultado a sigla IC, demonstrando a incapacidade do software em
caracterizar o alelo ®°.

Figura 11- Imagem do software de andlise wHEA™: possibilita a
discriminacgéao alélica.

3.3.9. Protocolo para fenotipagem por Hemaglutinagcéo

Os procedimentos para fenotipagem ABO e Rh assim como a pesquisa de
anticorpos irregulares e a identificacdo destes anticorpos foram realizados de acordo
com os Procedimentos Operacionais Padrdo do Hemocentro da Irmandade da Santa
Casa de Sao Paulo. Foram realizados no laboratério de Imunohematologia do

Hemocentro da Santa Casa S&o Paulo - Brasil e estdo descritos a seguir.

- Fenotipagem ABO e Rh
e Materiais e equipamentos
1— Materiais:
1.1- Caneta retroprojetor;
1.2- D-Diluente 2, solucéo de LISS modificado para suspensédo de hemacias;
1.3- Estante para tubos;
1.4- ID-Cartédo “Diaclon ABO/Rh”;
1.5- Luvas de procedimento descartavel;
1.6- Ponteiras para pipeta; e

1.7- Tubos de ensaio 10 x 75 mm.
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2— Equipamentos:

2.1- ID-Centrifuga para 12 cartfes;
2.2- ID-Dispenser;
2.3- ID-Estacao de trabalho;
2.4- |D-Pipeta Fp-1; e
2.5- ID-Ponteiras.
e Amostras

1- Sangue do paciente

1.1- Tubo sangue de 3 a 5 ml colhido em EDTA.

e Principio do método
ID- Cartdao “Diaclon ABO/Rh”, contém soro monoclonal Anti-A, Anti-B, Anti-AB,
Anti-D e Anti-CDE suspensos em Gel. O microtubo ctl representa o controle
negativo do teste.

e Procedimentos

1- Preparacdo das amostras de sangue.

1.1- Prepare a suspensado de hemacias 5% em ID-Diluente 2 com a seguinte
técnica:
1.1.1- ID- Diluente 2: coloque a temperatura ambiente (18 a 250C) antes do
uso.
1.1.2- Cologue no tubo de suspensodes 0,5 ml de Diluente ID- 2.
1.1.3- Pipete25 ul de concentrado de hemécias, misturar gentilmente.
1.1.4- A suspenséo pode ser utilizada imediatamente.
1.2- Identifique o ID- Cartdo com o nome ou humero do paciente.
1.3- Retire o lacre de aluminio.
1.4- Adicione 10 ul da suspensédo de heméacias em cada microtubo do Cartao.
1.5- Centrifugue o Cartdo durante 10 minutos em ID- Centrifuga.
1.7- Realize a leitura e anote os resultados das reacoes.
2- Reacdes para 0 grupo sanguineo ABO
Anti-A Anti-B Anti-AB

A 3+ a 4+ negativo 3+ a 4+
B negativo 3+ a 4+ 3+ a 4+
AB 3+ a4+ 3+ a4+ 3+ a4+

O negativo
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2.1- Reac0Oes mais fracas ( 2+ ou menos) pode indicar a presenca de Subgrupos
de A e/ou B, no qual deve ser investigada.
3- Reaglbes para Rh D
Rh D positivo Rh D fraco (Du) Rh D negativo

3+ a 4+ +/- a 2+ negativo

3.1- Na deteccdo de Rh D fraco (Du), obter amostras com reagao negativa
(controle) e testar em paralelo com a amostra teste (Rh D fraco), como se
segue:

3.1.1- Prepare suspensédo a 5% em ID- Diluente 1 (Solucdo de Bromelina) ID-
Diluente 1 coloque a temperatura ambiente (18 a 250C) antes do uso.

3.1.2- Identifique dois tubos de suspensdo um para heméacia teste (T) e um
para hemacia controle ( C).

3.1.3- Adicione 0,5 ml de ID- Diluente 1 em cada tubo.

3.1.4- Adicione 25 ul de concentrado de heméacias em cada tubo, misture
gentilmente e incube 10 minutos a temperatura ambiente.

3.1.5- Utilize Cartdo ID- Anti-D humano (6 x anti-D) e Cartdo ID- Controle
negativo (6 x ctl).

3.1.6- Identifigue o microtubo de cada Cartdo com o0 nome ou numero do
paciente (T) e para o Controle (C). Adicione 10 ul da suspensédo em
cada microtubo.

3.1.7- Centrifugue ambos os cartdes e anote as reacoes.

3.2- A amostra controle deve apresentar reagdes negativas.

4- Reacoes para CDE

4.1- A presenca de antigenos Rh D, C ou E € indicado por reacdes positivas de

3+ a4+,

- Fenotipagem Sistema Rh (-C, -c, -E, -e) e Kell (K)
e Materiais e equipamentos
1- Materiais
1.1- Caneta Retroprojetor;
1.2- D-Diluente 1 solucdo de bromelina modificada para suspensédo de
hemacias;
1.3- Estante para tubos;
1.4- ID-Cartao “Diaclon “Rh-subgrupos + Cw + K”;
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1.5- Luvas de procedimento descartavel;
1.6- Tubos de ensaio 10 x 75 mm; e
1.7- Ponteiras para pipeta.

2- Equipamentos

2.1- ID-Dispenser;

2.2- ID-Pipeta Fp-1,;

2.3- ID-Ponteiras;

2.4- ID-Estacao de trabalho; e

2.5- ID-Centrifuga para 12 cartfes.

¢ Amostras

1- Sanque do paciente
1.1- Tubo de sangue de 3 a 5 ml colhido em EDTA

Principio do método
ID- Cartao “Rh-subgrupos + Cw + K”, com 6 microtubos contém soro anticorpos
Anti-C, Anti-Cw, Anti-c, Anti-E, Anti-e, Anti-K, de origem humana, suspensos em
Gel.

Procedimentos

1- Preparacdo das amostras de sangue

Analista Clinico.
1.1- Prepare a suspensdo de hemacias 5% em ID-Diluente 1, conforme a
seguinte técnica:
1.1.1- Coloque ID-Diluente 1 a temperatura ambiente (18 a 25°C) antes do uso.
1.1.2- Cologue no tubo de suspensées 0,5 ml de Diluente ID- 1.
1.1.3- Pipete25 ul de concentrado de hemacias e misture gentilmente.
1.1.4- Homogeneize.
1.1.5- Incube 10 minutos em temperatura ambiente.
1.2- Identifique o ID- Cartdo com o nome ou humero do paciente.
1.3- Retire o lacre de aluminio.
1.4- Adicione 10 ul da suspensédo de hemécias em cada microtubo do Cartao.
1.5- Centrifugue o Cartdo durante 10 minutos em ID - Centrifuga.
1.6- Realize a leitura e anote os resultados das reagdes no “Impresso de

Investigagédo Técnica Imunohematologica”.
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- Pesquisa de Anticorpos Irregulares

Materiais e equipamentos

1- Materiais

1.1- Caneta Retroprojetor;

1.2- Estante para tubos;

1.3- ID-Cartdo “LISS/Coombs” com 6 microtubos contendo soro antiglobulina
humana poliespecifico, em matriz de gel,

1.4- ID-Cartdo “Na Cl/ Enzima” com 6 microtubos contendo gel neutro para
técnica enzimatica ou para pesquisa de aglutininas frias;

1.5- ID-Diapanel com 11 hemacias testes;

1.6- ID-Diluente 2: solucdo de baixa forca ibnica (LISS modificado) para
suspensdes de hemacias;

1.7- ID-Papaina;

1.8- Luvas de procedimento descartavel;

1.9- Ponteiras para pipeta; e

1.10- Tubos de ensaio 10 x 75 mm.

2- Equipamentos

2.1- ID-Dispenser;

2.2- ID-Pipeta Fp-1;

2.3- ID-Ponteiras;

2.4- ID-Estacéao de trabalho;

2.5- ID-Incubadora 370C; e

2.6- ID-Centrifuga para 12 cartdes.

Amostras

1- Sanque do paciente

1.1- Soro ou plasma; e
1.2- Suspensao de hemacias para auto-controle.

Principio do método

Para uma identificacdo bem sucedida, dependemos da configuracdo antigénica
do painel de hemacias e da clareza das reacdes obtidas, que analisadas em
conjunto, nos permitem interpretar corretamente os resultados.

Para identificacdo de anticorpos irregulares deve-se utilizar as técnicas de

Coombs indireto, enzimatica e salina.
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e Procedimentos
1- Preparacdo das amostras de sangue

1.2- Suspensao de hemacias para autocontrole.

1.2.1- Prepare a suspensdo de hemacias a 0,8% em ID-Diluente 2 com a
seguinte técnica.

1.2.2- Coloque o ID-Diluente 2 a temperatura ambiente (18 a 25°C) antes do
uso.

1.2.3- Coloque no tubo de ensaio 1,0 ml de ID-Diluente 2.

1.2.4- Pipete 10 ul de concentrado de hemacias.

1.2.5- Homogenize.

2- Técnica de identificacdo de anticorpos

2.1- Coloque todos os reativos e amostras a temperatura ambiente de 18 a 25°C
antes do uso.
3- Técnica de LissCoombs
3.1- Identifiqgue 2 ID-Cartbes “LISS/Coombs” com nome ou nimero do paciente.

3.2- Marque os microtubos de 1 a 11 e autocontrole (Ac) no dltimo microtubo.
Retire o lacre de aluminio.

3.3- Pipete 50 ul (1 gota) de cada frasco de heméacias-teste do ID-Diapanel nos
microtubos de 1 a 11 e 50 ul (1 gota) da suspensdo de heméacias do
paciente no microtubo autocontrole (Au).

3.4- Adicione 25 ul de soro ou plasma em cada microtubo.

3.5- Incube 15 minutos a 37°C em ID-Incubadora.

3.6- Centrifugue os ID-Cartdes durante 10 minutos em ID-Centrifuga.

3.7- Realize leitura e anote os resultados das reagdes no “Impresso de
Investigacdo Imunohematoldgica”.

4- Teste enzimatico

4.1- Identifique 2 ID-Cartdes “Na CI” com o nome ou numero do paciente.

4.2- Marque os microtubos de 1 a 11 e autocontrole (Ac) no ultimo microtubo.

4.4- Pipete 50 ul (1 gota) de cada frasco de heméacias-teste do ID-Diapanel nos
microtubos de 1 a 11 e 50 ul (1 gota) da suspensdo de hemacias do
paciente no microtubo autocontrole (Au).

4.5- Adicione 25 ul de soro ou plasma em cada microtubo.

4.6- Adicione 25 ul de Id-Papaina em cada microtubo.

4.7- Incube 15 minutos a 370C em ID-Incubadora.
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4.8- Centrifugue os ID-Cartdes durante 10 minutos em ID-Centrifuga.
4.9- Realize leitura e anote os resultados das reagdes no “Impresso de
Investigacdo Imunohematoldgica”.

5- Técnica Enziméatica com Hemacias papainizadas

5.1- Identifique 2 ID-Cartdes “Nacl” com nhome ou numero do paciente.

5.2- Marque os microtubos de 1 a 11 e autocontrole (Ac) no ultimo microtubo.

5.3- Retire o lacre de aluminio.

5.4- Pipete 50 ul (1 gota) de cada frasco de hemacias-teste do ID-Diapanel-P
nos microtubos de 1 a 11 e 50 ul (1 gota) da suspensdo de hemacias do
paciente no microtubo autocontrole (Au).

5.5- Adicione 25 ul de soro ou plasma em cada microtubo.

5.6- Incube 15 minutos a 37°C em ID-Incubadora.

5.7- Centrifugue os ID-Cartdes durante 10 minutos em ID-Centrifuga.

5.8- Realize leitura e anote os resultados das reacdes no “Impresso de

Investigacdo Imunohematologica”.

6- Principio de Leitura das Reacdes

6.1- Positivo: Células aglutinadas formando uma linha vermelha na superficie do
gel ou dispersas ao longo do gel.

6.2- Negativo: Botdo compacto de células no fundo do microtubo.

6.3- Reac0es para identificacdo de anticorpos irregulares

6.4- Reacdo negativa indica auséncia de anticorpos irregulares detectaveis no
soro/plasma do paciente.

6.5- Reacfes positivas com hemacias-teste e autocontrole negativo indicam

presenca de anticorpo especifico.

3.4. Método Estatistico

As variaveis qualitativas foram apresentadas em termos de frequéncias
absolutas e relativas. Para as variaveis quantitativas foram realizadas medidas
resumo: meédia, mediana e desvio padrdo e apresentadas na forma de tabelas e
graficos do tipo “boxplot’.
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A comparacao das variaveis quantitativas e qualitativas foi realizada pelo
teste de Mann-Whitney. As variaveis qualitativas foram comparadas pelos testes

Qui-quadrado, teste Exato de Fisher ou teste de McNemar.

Para comparar os métodos de fenotipagem por hemaglutinacédo, através do
soro utilizado de rotina no Hemocentro da Santa Casa, e por metodologia molecular
através do HEA BeadChip™. Calculamos a sensibilidade e a especificidade dos
métodos. Também Calculamos os intervalos de confianga para proporgées e o nivel

de significancia adotado foi de 5%

Os Softwares utilizados foram: SPSS v13 for Windows (Statistical Package

for the Social Sciences) e Epilnfo v.3.4.3 for Windows.
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4. RESULTADOS
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4.1. Casuistica

Dos 53 pacientes previamente selecionados para participar do estudo oito
foram excluidos, por erro no diagnéstico de doenca falciforme. Estes pacientes
estavam em acompanhamento por outras patologias dependentes de transfusao:
trés pacientes apresentavam talassemia intermédia e cinco apresentavam sindrome

mielodisplasica.

Foram incluidos no estudo 45 pacientes, todos com doenca falciforme, a
mediana de idade foi de 24 anos, sendo 28 (62,2%) mulheres e 17 (37,8%) homens,
a maioria de etnia negra (91,1%), sendo que a determinacédo da etnia deu-se por
autodeterminacdo. A amostra apresentava numero equivalente de multiparas
(26,7%) e nuliparas (35,5%). Os tipos sanguineos mais comuns encontrados foram
A e O (somando 77,8%) e a maioria era Rh (+) (75,6%). Em relagcdo aos exames
laboratoriais a mediana de hemoglobina foi 8,4 g/dl e de LDH foi 889 U/L. Todos o0s
pacientes eram cronicamente transfundidos, sendo que a media de transfusdes
recebidas foi de 50u, sendo que 88,9% dos pacientes foram submetidos a mais de
20 transfusdes ao longo da vida. O perfil dos pacientes estudados esta demonstrado

nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3- Perfil epidemiolégico dos

pacientes com doenca falciforme.
(Santa Casa de Sao Paulo, 2011).

Variaveis N (%)
Feminino 28 (62.2)
Sexo .
Masculino 17 (37.8)
. Negro 41(91.1)
E
tnia Branco 4(8.9)
N&o se aplica (homens) 17 (37.8)
Gestagoes Multiparas 12 (26.7)
Nuligestas 16 (35.5)
N° de transfuses Menos de_ 20 5 (11.1)
20 ou mais 40 (88.9)
A 15 (33.3)
B 4 (8.89)
Tipagem ABO AB 1(2.2)
@) 20 (44.5)
Sem informacgéo 5(11.1)
(+) 34 (75.6)
Tipagem Rh ) 6 (13.3)
Sem informagéo 5(11.1)

Nota: Variaveis qualitativas.

Tabela 4- Perfil epidemiolégico dos

pacientes com doenca falciforme.
(Santa Casa de S&o Paulo, 2011).

Variaveis Média (x) Desvio-Padréao Mediana
Idade (anos) 29 (14-60) 12 24
No de transfusdes 50 (5-78) 20 53
Nivel Hb (g/dI) 8.5 (5.8-11.9) 1.2 8.4
DHL (U/L) 1066 (308-2411) 488 889
Bilirrubina Indireta (g/dI) 2.8 (0.2-11.6) 2.1 2.3
Reticuldcitos (%) 13.3 (0.5-36.1) 8.3 12.5
Ferritina 1562 (21-4640) 1213 1329

Nota: Variaveis quantitativas (minimo-maximo).
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Realizamos a genotipagem através do HEA BeadChip™, capaz de realizar
até 96 amostras ao mesmo tempo descritos nas Tabelas 5 e 6, sendo AA o
homozigoto selvagem, AB os heterozigotos e BB o alelo mutado, e determinamos as
frequéncias alélicas dos genes de grupos sanguineos estudados (Anexo 1). Em
seguida determinamos os fenoétipos derivados dos gendtipos. Os resultados obtidos
estéo.

Tabela 5- Frequéncia alélica de grupos sanguineos de pacientes com doenca
falciforme (Santa Casa de Séo Paulo, 2011).

'GENE  AA(%)  AB(®%)  BB(%)
Clc 33(73.3) 6 (13.3) 6 (13.3)
Ele 31 (68.9) 12 (26.7) 2 (4.4)
Vs+V+ 36 (80) 8 (17.8) 1(2.2)
K1/K2 0 2 (4.4) 43 (95.6)
Kp 0 0 45 (100)
Js 1(2.2) 1(2.2) 43 (95.6)
JKAIJKB 14(31.1) 24 (53.3) 7 (15.6)
FYA/FYB 4 (8.9) 22 (48.9) 19 (42.2)
GPAa 17(39.5) 16 (37.2) 10 (23.3)
GPBS 6 (13.3) 17 (37.8) 22 (48.9)
LUA/LUB 0 2 (4.4) 43 (95.6)
DIA/DIBb 0 1(2.4) 41 (97.6)
COA/COB 42 (93.3) 3(6.7) 0
DO793 5 (11.1) 17 (37.8) 23 (51.1)
DO350 43 (95.6) 2 (4.4) 0
DO323 45 (100) 0 0
LWA/LWB 45 (100) 0 0
SC1/ SC2c 44 (100) 0 0
GATA 20 (44.4) 18 (40.0) 7 (15.6)

EZ . —,
Nota: *n=43; > n=42; ° n=44. AA — alelo selvagem, BB alelo-tipo mutado, AB — heterozigoto.
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A Tabela 6 apresenta os fenotipos deduzidos da genotipagem dos pacientes
com doenca falciforme, nota-se que alguns antigenos como k, kp®, Joa, Lw?, Sc1?,

gue sao considerados de alta frequéncia, apresentam incidéncia de 100%.

Tabela 6- Frequéncia de fenoétipos deduzidos da genotipagem eritrocitaria de
pacientes com doenca falciforme (Santa Casa de Sao Paulo, 2011).

Antigenos N=45 C c E e K k kpa kpb Jsa Jsb Jka Jkb Fya Fyb M N

Ausente 22 7 30 2 43 0 45 0 43 1 7 14 19 19 11 16
(%) 489 156 66.7 45 956 0 100.0 0 95.6 2.2 156 311 422 422 256 37.2
Presente 23 38 15 42 2 45 0 45 2 44 38 31 26 26 32 27
(%) 51.1 84.4 33.3 955 4.4 100.0 0 100.0 44 978 844 689 578 57.8 744 628

Nota: ® n=44; ® n=43; ® n=41; * n=42

Antigenos N=45 S s Lua Lub Diac Dibd Coa Cob Doa Dob Joa Hy Lwa Lwb Scla Sc2a

22 7 42 1 39 1 0 41 22 6 0 0 0 45 0 44
Ausente
489 156 933 22 951 24 0 91.1 48.9 133 0 0 0 100.0 0 100.0
23 38 3 44 2 41 45 4 23 39 45 45 45 0 44 0
Presente

51.1 844 6.7 978 49 97.6 1000 89 51.1 86.7 100.0 100.0 1000 O 100.0 0

Calculamos em seguida os Intervalos de Confianga (IC) para determinar a
proporcdo de fenotipos derivado da genotipagem, os resultados obtidos esté@o
descritos na tabela 7. Nota-se que alguns antigenos como: k, kp?, kp®, Lu® e Jo?

apresentam sensibilidade de 100% pelo teste molecular.
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Tabela 7- Prevaléncia e calculo do intervalo de confianca (IC) para determinacéo
dos antigenos eritrocitarios pelo método molecular (Santa Casa de Sao

Paulo, 2011).
Prevaléncia

Antigeno

(%) LI LS
K 100 100 100
Kpa 0 0 0
Kpb 100 100 100
Jsa 4 1 15
Jsb 98 88 100
Jka 84 71 94
Jkb 69 53 82
Fya 58 42 72
Fyb 58 42 72

74 59 87
N 63 47 77
S 51 36 66
S 84 71 94
Lua 7 1 18
Lub 98 88 100
Dia 5 1 17
Dib 98 87 100
Coa 100 100 100
Cob 8,9 3 21
Doa 51 36 66
Dob 87 73 95
Joa 100 100 100
Hy 100 100 100
Lwb 0 0 0
Scl 100 100 100
Sc2 0 0 0

Nota: LI — limite inferior; LS — limite superior; IC — intervalo de confianca.
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Calculamos a sensibilidade e a especificidade da técnica de hemaglutinacéao
comparando com a técnica molecular HEA BeadChip™. A diferenca entre cada uma
das metodologias para a determinacédo dos fendtipos foi calculada através do teste
de McNemar. A tabela 8 apresenta os resultados de sensibilidade, especificidade,

concordancia e comparacgéo para a determinacao dos antigenos —C, -c, -E, -e e —K.

Tabela 8- Testes de Sensibilidade e Especificidade para os testes sorolégicos em
comparacao com testes moleculares. (Santa Case de Sao Paulo, 2011).

Antigeno Sensibilidade Especificidade McNemar
C 77.8 94.7 0.37
c 96.7 57.1 0.625
E 84.6 100 0.5
e 97.1 50 0.99
K 4.0 97.1 0.99

Realizamos as tipagens ABO e Rh, a pesquisa de anticorpos irregulares
(PAI) e a fenotipagem por aglutinacdo para os antigenos -c, -C, -e, -E, e K.

Todos os pacientes haviam recebido transfusdo sanguinea, a menos de

quarenta dias, antes da realizagao da fenotipagem.

Em oito (17%) pacientes nao foi possivel a realizacdo da fenotipagem, pois
apresentavam duas populacdes de hemécias nos exames de hemaglutinacdo, nao
sendo possivel concluir o seu fendétipo. A tabela 9 apresenta a comparacgao entre 0os
ICs para determinacao da fenotipagem eritrocitaria entre a metodologia soroldgica e

biologia molecular.
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Tabela 9- Comparacdo entre ICs de metodologia soroldgica e biologia molecular
para determinacéo de fendtipo eritrocitario (Santa Casa de S&ao Paulo,

2011).

Antigeno Método Prevaléncia (IC95%)

c HEA BeadChip™ 84.4 (70.5-93.5)
Hemaglutinacéo 71.1 (55.7-83.6)
HEA BeadChip™ 51,1 (35.8-64.20)

¢ Hemaglutinacéo 33.3 (20.0-49.0)

- HEA BeadChip™ 33.3 (20.0-49.0)
Hemaglutinagéo 24.4 (12.9-39.5)
HEA BeadChip™ 95.5 (84.5-99.4)

¢ Hemaglutinagéo 77.8 (62.9-88.8)

< HEA BeadChip™ 4.4 (0.5-15.1)
Hemaglutinacdo 2.2 (0.1-11.8)

Dos 37 pacientes em que foi possivel a realizacdo da pesquisa de anticorpos
irregulares, encontramos aloanticorpos em 11 pacientes, com uma taxa de
aloimunizagéo de 29%, sendo que em cinco pacientes encontramos dois ou mais

anticorpos. Nenhum paciente estudado apresentou auto-anticorpo.

Identificamos anticorpos especificos para os seguintes antigenos: anti-D, -C,
¢V, -E, -JK%, -JK°, -Fy?, -Di% -s. Em apenas um paciente ndo conseguimos
determinar a especificidade do anticorpo. Os sistemas que apresentaram maior
namero de anticorpos foram o sistema Rh e Kidd, sendo que a associacdo de

anticorpos contra antigeno C e E foi encontrada em dois pacientes.

Dentre os pacientes que apresentaram anticorpos contra antigenos do
sistema Rh, encontramos discrepancias entre os fendtipos deduzidos por

hemoaglutinacéo e pela biologia molecular em oito (17%) pacientes.
Fatores de Risco

Avaliamos as seguintes variaveis para definir possiveis fatores de risco para

aloimunizacédo eritrocitaria: idade, sexo, etnia, nimero de gestacdes e numero de
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transfusdes sanguineas. Nao foi encontrada associacao estatisticamente significante
entre aloimunizacdo e sexo (p= 0,276); etnia (p= 0,187), gestacbes (p= 0,220).
Encontramos uma tendéncia significativa para aloimunizacdo em pacientes com
namero de transfusdes igual ou superior a 20 (p= 0,055) e pacientes com idade
superior a 40 anos (p= 0,040). Os resultados estdo demonstrados nas tabelas e
graficos abaixo.

Tabela 10- Avaliacdo do risco de aloimunizacao eritrocitaria em relacdo ao sexo em
pacientes com doenca falciforme, em programa de transfusdo croénica.
(Santa Casa de Sao Paulo, 2011).

Alo Anticorpo (%)

Sexo Ausente Presente Total (%)
F n 17 (60.7) 9 (81.8) 26 (66.7)
M n 11 (39.3) 2 (18.2) 13 (33.3)
Total n 28 (100) 11 (100) 39 (100)

p = 0,276 (teste exato de Fisher)

Tabela 11- Avaliacdo do risco de aloimunizacdo eritrocitaria em relacdo a etnia em
pacientes com doenca falciforme, em programa de transfusao cronica.
(Santa Casa de Sao Paulo, 2011).

Alo Anticorpo (%)

Etnia Ausente Presente Total (%)
Brancos n 1(3.6) 2 (18.2) 3(7.7)
Negros n 27 (96.4) 9 (81.8) 36 (92.3)
Total n 28 (100) 11 (100) 39 (100)

p = 0,187 (teste exato de Fisher)

Tabela 12- Avaliacdo do risco de aloimunizacdo eritrocitaria em relacdo as
gestacdes em pacientes com doenca falciforme, em programa de
transfusdo crbnica. (Santa Casa de Sao Paulo, 2011).

Alo Anticorpo (%)

Gestagao Ausente Presente Total (%)
Mulheres Multiparas n 9 (81.8) 2 (18.2) 11 (100)
Muheres Nuligestas n 8 (53.3) 7 (46.7) 15 (100)
Total n 17 (65.4) 9 (34.6) 26 (100)

p=0,22 (teste Exato de Fisher)
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Tabela 13- Avaliacdo do risco de aloimunizacgéo eritrocitaria em relacdo ao namero
de transfusfes sanguineas em pacientes com doenca falciforme, em
programa de transfuséo cronica. (Santa Casa de Sao Paulo, 2011).

Alo Anticorpo (%)

N° de transfusdes Total (100)
Ausente Presente
Menos de 20 n 1(3.6) 3(27.3) 4 (10.3)
20 ou mais n 27 (96.4) 8 (72.7) 35 (89.7)
Total n 28 (100) 11 (100) 39 (100)

Nota: p=0,055 (teste Exato de Fisher)

40 —

Idade

304

20- J_ 1

| |
Ausente Presente

Alo Anticorpo

Grafico 1- Avaliacdo do risco de aloimunizacgéo eritrocitaria em relacdo a idade em
pacientes com doenca falciforme, em programa de transfusdo crénica.
(Santa Casa de Sé&o Paulo, 2011).

Resultados



48

80—

G0=

Num_transfusoes
F=y
[=]
1

20+

|
Auszente

Alo Anticorpo

|
Presente

Gréfico 2- Avaliacdo do risco de aloimunizacado eritrocitaria em relacdo ao niumero
de transfusbes em pacientes com doenca falciforme, programa de

transfusdo crénica. (Santa Casa de Séo Paulo, 2011).
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5. DISCUSSAO




50

A prevencao da aloimunizagao continua a ser um grande desafio para todos
0S centros que tratam pacientes com doenca falciforme. Apesar das inUmeras
estratégias transfusionais propostas ao longo dos anos“?, as taxas de
aloimunizacdo tém se mantido estaveis, variando entre 18-47%. Em estudo prévio
realizado por nés em 2007“% a taxa de aloimunizacdo encontrada foi de 22,6%,
similar & literatura®*", e aos principais estudos brasileiros conduzidos por Murao e
colaboradores em estudo retrospectivo realizado em Minas Gerais“®49.

A taxa de aloimunizacdo encontrada no presente estudo foi de 29%, que é a
taxa esperada em comparacdo os estudos prévios descritos na literatura. Se
levarmos em consideracdo que os pacientes incluidos no estudo estdo em programa
de transfusdo cronica, sem expectativa de suspensdo das transfusées no curto
prazo®®®?  novas medidas preventivas devem ser tomadas para evitar que 0s
pacientes tornem-se aloimunizados. Com o0 aumento da expectativa de vida dos
pacientes, o aparecimento de lesbes de 6rgdos alvos como: rim, coracéo, cérebro,
figado e pulm&o serdo cada vez mais frequentes, portanto o uso de transfusdes
sanguineas sera uma das Unicas ferramentas disponiveis para prevencao e

tratamentos destas complicacoes®?.

O protocolo utilizado em nosso centro para prevencdo da aloimunizagéo
utiliza bolsas de sangue previamente fenotipadas para antigenos do sistema Rh e
Kell: D, C, ¢, E, e K; este protocolo foi proposto por Castro e colaboradores®® e
considerado como seguro para prevencao de aloimunizagédo. No grupo de pacientes
estudados por Castro foram incluidos tanto criangas como adultos, no nosso foram
incluidos apenas adultos. O fato de a nossa amostra haver apenas individuos
maiores de 14 anos, que foram expostos a um numero maior de transfusdes ao

longo da vida, pode ter contribuido para uma taxa maior de aloimunizagéo.

Quando comparamos as taxas de aloimunizacdo em pacientes com doenca
falciformes com outros pacientes com hemoglobinopatias, como os talassémicos,
percebemos que a incidéncia de aloimunizacdo na doenca falciforme é muito maior.
A fisiopatologia desta diferenca ainda ndo é conhecida, embora acreditamos que
deva-se ao estado inflamatério crénico dos pacientes falciformes que pode favorecer

a producéo de anticorpos.
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A utilizagdo de um protocolo de prevencdo utilizando-se hemacias
fenotipadas para sistema Rh e Kell foi o escolhido pelo nosso centro por se acreditar
tratar-se de um protocolo eficiente e ao mesmo tempo custo efetivo, pois conforme
foi exposto por certos autores®***°® a utilizacdo de protocolos de fenotipagem
estendida para outros antigenos dos sistemas Kidd, Duffy e MNS, além de Rh e Kell,
apesar de diminuirem a incidéncia de formacao de anticorpos, exclui muito o nimero
de possiveis doadores de sangue disponiveis e tem um custo muito mais elevado®”.
Alguns centros recomendam protocolos de prevencao apenas para pacientes que ja
apresentaram algum anticorpo. Acreditamos que esta estratégia ndo é eficaz, pois
apesar de alguns dados preliminares de estudos de autores brasileiros apontarem
gue as taxas de aloimunizacdo vém diminuindo nos ultimos anos, no NOSSo centro a
incidéncia, neste grupo especifico de pacientes poli-transfundidos, as taxas

continuam altas e aumentaram nos ultimos anos.

Em estudo realizado por Melanie Osby e colaboradores“® mostrou que nos
Estados Unidos, 63% dos bancos de sangue da comunidade utilizam, para
transfusdo sanguinea de pacientes falciformes, bolsas de sangue compativeis
apenas para ABO e D; enquanto nos centros universitarios ou de referéncia 66% do
utilizam protocolos de fenotipagem estendida para prevencéo de aloimunizacdo. Na
nossa amostra, alguns pacientes moram longe do centro de atendimento, portanto
em situacdo de urgéncia, acabam recebendo transfusdo em hospitais gerais perto
de sua residéncia. Ndo ha nenhum estudo brasileiro comparando o uso de
protocolos de prevencdo de aloimunizacdo em centros de referéncia e hospitais
gerais, mas se nos basearmos no estudo de Osby, podemos inferir que no nosso
meio o uso de hemacias compativeis apenas para ABO e D seja igual ou maior do
gue nos hospitais americanos. Apesar de todo o esforco na orientacdo dos pacientes
para receberem transfusao apenas em centros de referéncia, este fato contribui para

aumento no risco de aloimunizagéo.

A procura por uma nova estratégia na prevencdo de aloimunizacdo em
pacientes adultos em transfusdo cronica torna-se obrigatria nos dias atuais. Nos
altimos 15 anos a maioria dos grupos sanguineos tiveram seus genes
sequenciados, e sua forma molecular caracterizada®“%. A utilizacdo de técnicas de

PCR alelo especifico tém sido utilizadas na pratica clinica para ajudar na resolucéao
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de discrepancias nas fenotipagens por hemoaglutinacdo. Com o aparecimento da
genotipagem por microarrays, torna-se possivel a realizagcdo da genotipagem em
larga escala. A técnica molecular comecou a ser utilizada na pratica clinica, na

determinacao de fendtipos de doadores de repeticao.

O nosso estudo comparou a eficiéncia da fenotipagem derivada da
genotipagem através do HEA BeadChip, com a fenotipagem por hemaglutinacdo
realizada através dos soros utilizados de rotina no Hemocentro da Santa Casa.
Utilizamos o calculo de sensibilidade, especificidade e intervalos de confianga para
comparar os metodos. Nossos resultados demonstram que a sensibilidade e a
especificidade foram consideradas boas na determinacdo do fenétipo E e apenas
razoavel para o fendtipo C. Para os outros antigenos a técnica soroldgica
apresentou ora a sensibilidade, ora a especificidade muito baixas. A genotipagem
pode ser considerada como padrdo-ouro para determinacdo de fenodtipos nesse

grupo de pacientes.

Uma das limitacdes da HEA BeadChip utilizado no estudo é que ele nao
apresenta PCR para determinacdo do antigeno Rh D. Devido a alta complexidade
do gene RHD torna-se inviavel a sua inclusao no array atual. No futuro proximo, com
implantacdo de novas plataformas arrays contendo os polimorfismos do gene RHD
serd possivel determinar pacientes e doadores com antigeno D parcial e D fraco.

Em nosso estudo a fenotipagem por técnica sorolégica apresentou
limitacdes importantes, como nos casos dos pacientes que ja possuiam anticorpos
previamente. Nesse grupo de pacientes, em alguns casos, nao foi possivel realizar a
fenotipagem, devido a presenca de anticorpos na superficie das hemacias. Quando
realizamos a eluicdo dos mesmos para em seguida realizarmos a fenotipagem com
0S anti-soros, os resultados nao foram fidedignos e apresentaram discrepancias com
os resultados dos testes moleculares. Em 17% dos pacientes que haviam recebidos
transfusdes recentes, também néo foi possivel realizar a fenotipagem, pois estes
apresentaram duas popula¢gdes de hemacias, uma propria do paciente e a outra dos
doadores.

Além das limitagBes técnicas, a fenotipagem por hemaglutinacdo apresenta

outros fatores limitantes, como caréncia de soros antigenos raros dos sistemas Kidd,
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Duffy, MNS. O elevado custo para aquisicdo de soros raros, a falta de doadores para
producdo de soros, além do tempo para execucdo da técnica também sédo fatores

limitantes da técnica de hemaglutinagéao.

A realizacdo da genotipagem por sua vez mostrou-se muito eficiente, pois
em apenas trés pacientes nao foi possivel deduzir a fenotipagem. Nestes casos a
falha ocorreu devido a baixa qualidade do DNA extraido, que quando foi colocado no
microarray nao houve leitura do sinal. Além de ser muito mais rapida na sua
realizacdo, a técnica molecular mostrou-se mais sensivel quando comparamos 0s
intervalos de confianca dos dois métodos. A técnica de microarray mostrou-se
também superior a hemaglutinacdo no que tange o numero de antigenos em que foi
possivel concluir a fenotipagem: 33 antigenos diferentes, incluindo os antigenos V,
Vs, DAK e Js?, que sdo muito dificeis de se determinar sorologicamente, pela falta
de antisoros; além da possibilidade de identificacdo da mutacdo GATA (67T>C,
FY*01N.01) do gene Duffy, frequentes em populacbes de etnia negra, como a

maioria dos pacientes falciformes.

A metodologia de microarray em larga escala apesar de eficiente e rapida,
também apresenta um alto custo; no presente estudo néo foi realizado comparacéo
de custo efetividade comparando as duas metodologias, acreditamos que estudos
prospectivos randomizados devem ser realizados para comparar a efetividade dos

testes para prevencado de aloimunizacao, e também o custo efetividade dos testes.

Apesar de aparentemente as técnicas de biologia molecular serem mais
sensiveis e especificas, também apresentam fatores limitantes importantes como
erros de leitura, a contaminacdo do PCR na hora da extracdo do DNA, custo
elevado. Devemos enfatizar que nem sempre a presenca de um determinado gene,
garante que haja a expressdo da sua proteina na membrana eritrocitaria, podendo
alguns pacientes portadores de fendtipos nulls serdo fenotipados como positivo para

determinado antigeno.

Lembramos ainda que a legislacdo brasileira ainda ndo preconiza as
técnicas moleculares de fenotipagem como padrao ouro na medicina transfusional, o
gue obriga que todos os Bancos de Sangue ainda utilizem a fenotipagem por

hemaglutinagéo.
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Nos ultimos dois anos alguns autores publicaram estudos em que o0 uso da
genotipagem em larga escala mostrou-se uma ferramenta muito util para facilitar a
procura de doadores fenétipo compativel para pacientes falciformes“%-Y. Embora
estes estudos tenham demonstrado a eficacia da metodologia por microarray, na
procura de doadores compativeis, 0 nosso estudo foi o primeiro a comparar os dois
métodos em termos de especificidade e sensibilidade, demonstrando a

superioridade da técnica molecular.

Ao contrario de estudos americanos®®?

, que mostraram que as
discrepancias fenotipicas entre doadores de sangue caucasianos e pacientes
falciformes de etnia negra sdo as principais causas de aloimunizacdo, e que a
utilizagdo de um maior numero de doadores afro-descendentes seria suficiente para
diminuir o risco de aloimunizagdo, no nosso meio esta diferenca entre doadores e
pacientes ndo € real. No Brasil, devido a grande miscigenacdo da populacdo nao
existe diferencas de fenotipos entre doadores e pacientes. Estes dados nos
permitem concluir que no nosso meio o estimulo para que doadores de etnia negra
aumentem o numero de transfusées ndo é suficiente para prevencdo da

aloimunizacédo que novas medidas sdo necessarias para diminuir a suas taxas.

Apesar de ter sido descoberta a mais de um século e sua fisiopatologia ter
ser sido descrita a mais de 50 anos, a doenca falciforme ainda apresenta uma
morbidade muito grande, e uma mortalidade para paciente acima de 50 anos
extremamente alta®) Na nossa amostra a mediana de idade foi de 29 anos, com
idade méxima de 60 anos, e esse resultado demonstra que nossos pacientes estéo
sobrevivendo mais tempo, acompanhando o aumento de sobrevida apresentado em
outros paises. Este aumento na sobrevida dos pacientes deve-se principalmente ao
uso de hidrouxiuréia, aos quelantes de ferro e as transfusdes sanguineas
recorrentes. Conforme os pacientes envelhecem, as comorbidades e doencas
cronicas tornam-se mais prevalentes, como insuficiéncia renal crbnica, acidente
vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca; estas comorbidades aumentam a

necessidade de transfusdes sanguineas.

No presente estudo a mediana de transfusfes foi de 50, sendo que quase
90% dos pacientes receberam mais de 20 unidades de concentrado de heméacias.

Como o fato de estar em programa de transfus@o cronica foi um dos critérios de
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inclusdo no estudo, era esperado encontrarmos um numero alto de transfusdes.
Alguns pacientes ndo apresentavam indicacdes formais para inclusdo em programa
de transfusdo crénica, mas apresentaram outras comorbidades que justificavam a
indicacdo de transfusdo, como: priapismo recorrente, anemia sintomatica, Ulceras
maleolares de dificil manejo e crises dolorosas recorrentes®*%.

Nosso estudo reforca os resultados previamente demonstrados de que a
idade e o numero de transfusdes recebidas sdo um fator de risco para
aloimunizagéo. Alguns autores chegaram a descrever que 0s pacientes com anemia
falciforme seriam classificados como “respondedores” ou “nao-respondedores”, ou
seja, pacientes que por alguma ativacdo imunoldgica seriam capazes de produzir
anticorpos ainda na infancia, com exposicédo a poucas transfusfes, e 0 outro grupo
de pacientes que ndo produzem anticorpos mesmo expostos a grandes numeros de
transfusdes®. No nosso estudo, assim como em outros estudos da literatura este
fendbmeno ndo se repetiu, pois 0s pacientes expostos as transfusées sanguineas e
com idade superior a 40 anos de idade em algum momento acabam por produzir
anticorpos.

Na nossa amostra nao encontramos relagdo de risco estatisticamente
significante entre aloimunizacdo e sexo, numero de gestacfes e etnia. Estes
resultados corroboram alguns outros estudos brasileiros*®4® que mostraram que no
Nosso meio a miscigenacdo da populacdo talvez seja um fator de protecdo contra
aloimunzacao, pois ndo discrepancias fenotipicas entre receptores e doadores de

sangue.

A determinacdo da fenotipagem derivada da genotipagem através do HEA
BeadChip mostrou-se segura e mais eficiente do que a metodologia soroldgica. Na
nossa Vvisao, estudos prospectivos randomizados e controlados devem ser
realizados para comparar se a técnica molecular € superior a fenotipagem estendida
por hemaglutinacdo na prevencdo de aloimunizacdo em pacientes falciformes poli-
transfundidos. Acreditamos que estudos prospectivos para genotipagem em criangas
falciformes desde a primeira infancia possa contribuir para uma melhora da

qualidade da medicina transfusional.
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6. CONCLUSOES
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1)

2)

3)

4)

O teste molecular para determinagdo da fenotipagem eritrocitaria por
técnica de HEA BeadChip mostrou-se mais eficaz que método

sorologico na determinacdo de antigenos do sistema Rh e Kell.

A fenotipagem derivada da genotipagem em larga escala deve ser
considerada padrédo-ouro em pacientes adultos, portadores de anemia

falciforme poli-transfundidos.

A idade superior a 40 anos e um numero de transfusdes sanguineas

superior a vinte sdo um fator de risco para aloimunizacgéo eritrocitéria.

Tornam-se necessarios estudos prospectivos para comparacdo de
genotipagem por microarrays e fenotipagem por hemaglutinacdo na

prevencdo de aloimunizacdo em pacientes poli-transfundidos.
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7. ANEXOS
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ANEXO 1- Alelos e SNPs contidos no HEA BeadChipTM.

Sistema de grupo sanguineo Alelos SNPs

e 307 C>T

109 Ins

Rh E/e 676 G>C
VS 733 C>G
\Y 1006 G>T

K/k 698 T>C
Kell JsalJsb 1910 C>T
Kpa/Kpb 961 C>T

Fya/Fyb 125 G>A

Duffy GATA (Silencing FY) -33 T>C
Fyx[Fy(b+w)] 265 C>T

Kidd Jka/Jkb 838 G>A

M/N 59 C>T

MNS S/s 143 T>C

Silencing S Ex5 230 C>T

Silencing S Int5 g>t

Lutheran Lua/Lub 230 A>G
Doa/Dob 793 A>G

Dombrock Hy+/Hy- 323 G>T
Jo(a+)/Jo(a-) 350C >T

Landsteiner-Wiener LwWa/LWb 308 A>G
Diego Dib/Dia 2561 C>T
Colton Coa/Cob 134 C>T
Scianna Scl/Sc2 169 G>A
Hemoglobin S HgbS 173 A>T
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ANEXO 2 — Dados de Ficha Clinica

Disciplina de Hematologia e Oncologia. FCMSCSP - 2007 |

Ambulatoério de Anemias

NOME:

REGISTRO: - o

DIAGNOSTICO: SS( ) SC( ) S/B°TAL( ) SIB'TAL( ) S/aTAL( ) S/PHHF( )
DATANASC: IDADE: ~ |ETNIA: CAUCASOIDE( ) NEGROIDE( )
ENDERECO: - R S I
CEP:

FONES: - S - o
GRAU DE INSTRUGAO: FUNDAMENTAL () MEDIO( ) SUPERIOR( )

N° GESTAGOES: ' ~ |IN°ABORTO: N° PNORMAL:
ZERO() 1() 2() 3() >3() N° PARTO CESAREA:

'ULCERA ISQUEMICA: NAO( ) SIM( ) LOCAL:

CALCULO BILIAR: NAO( )
SIM( ) IDADE:

COLECISTECTOMIA: NAO( )
SIM( ) IDADE:

PRIAPISMO: NAO( ) SIM( ) IDADE INICIO:

OSTEONECROSE: NAO( ) SIM( ) IDADE:

AVC: NAO( ) SIM( ) IDADE: -

SINDROME TORACICA AGUDA: NAO( ) SIM{ )

'N° DE TRANSFUSOES RECEBIDAS: 0-5( ) 6-10( ) 11-20( ) 21-30( ) >30( )

EM REGIME REGULAR DE TRANSFUSAO DE HEMACIAS: NAO( ) SIM( )

'N° DE TRANSFUSOES NOS ULTIMOS 2 ANOS: 0-3( ) 4-7( ) 8-11( ) >12( )

TRATAMENTO

"HYDREA: NAO( ) SIM( ) DOSE:

ERITROPOETINA: NAO( ) SIM( ) DOSE:

]
| Coletar 2 tubos “roxos” e

! 2 tubos “secos”

S

Encaminhar para Laboratério
de Imuno-hematologia
(Hemocentro da Santa Casa)
A/C Sidnéia

Anexos



61

ANEXO 3
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Conselho Nacional de Saude, Resolugéo 196/96).

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario do projeto de pesquisa “Analise dos
polimorfismos genéticos dos antigenos eritrocitarios de pacientes com doenca falciforme
pela tecnologia de Microarray em larga escala” sob responsabilidade do Pds-Graduando
Ricardo Helman. Este projeto de pesquisa sera realizado com amostras de sangue que
serdo coletadas dos pacientes de doenca falciforme para avaliacdo de alteragBes genéticas
presentes no sangue dessas pessoas. Temos como objetivo esclarecer as diferencas entre
as hemécias de cada individuo e com isso conseguir realizar transfusdes de sangue cada
vez mais seguras para 0s pacientes, evitando que tenham reacdes transfusionais e
presenca de anticorpos. Poderemos através deste estudo, realizar transfus6es de sangue
com doadores cada vez compativeis com 0s pacientes. O risco € considerado muito baixo,
podendo causar aparecimento de manchas roxas no local da puncado de coleta de exame.
Vocé podera consultar o pesquisador responsavel em qualquer época, pessoalmente ou por
telefone, para esclarecimento de qualquer divida. Vocé esta livre para, a qualquer
momento, deixar de participar da pesquisa. Todas as informag8es por vocé fornecidas e os
resultados obtidos serdo mantidos em sigilo e, estes Ultimos sé serdo utilizados para
divulgacdo em reunides e revistas cientificas. Vocé serd informado de todos os resultados
obtidos, independentemente do fato destes poderem mudar seu consentimento em
participar da pesquisa. Vocé ndo tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os
eventuais resultados decorrentes da pesquisa. O material biolégico (sangue) coletado sera
armazenado e vocé poderd ser chamado para dar a sua autorizacdo para novo(s)
projetos(s). Caso isso seja impossivel, seu material biolégico (sangue) somente sera
utilizado mediante aprovacgéo pelo CEP ou pelo CONEP, em cumprimento a Resolugdo CNS
347/2005.

Assim, concordo em participar do projeto de pesquisa em questao.

Nome: RG:
Endereco: Fone:
Sao Paulo, de 20009.
Usuario/responsavel legal Pesquisador responsavel

Obs: Este termo apresenta duas vias, uma destinada ao usudrio ou seu representante e a
outra ao pesquisador.

Ricardo Helman

Cargo/funcao: Pés-graduando; Médico

Instituicdo: F.C.M.S.C.SP — Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo.
Telefone de contato: (11) 5041-2206

Endereco: Rua Dr. Cesario Mota Jr. 61 — Santa Cecilia, Sdo Paulo - SP
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ANEXO 4
Aprovacdo do Comité de Etica

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE S PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 4¢ Santa Cecilia CEP 01221-010 S30 Paulo - 5P,
Tel.: (11) 2176-7689 Fax: (11) 2176-7688 E-mail: eticamedbernadete@santacasasp.org.br

Sao Paulo, 11 de outubro de 2011, i
Projeto n®099/09

Informe este nimero para
identificar seu projeto no CEP

limo.(a).5r. (2).
Dr. Ricardo Helman
Hemocentro

O Comité de Etica e Pesquisa da I1SCMSP, em reunido ordindria, dia 29/04/09 e no
cumprimento de suas atribuigbes, apos revisdo do seu projeto de pesquisa: “Potenciais
benéficos da genotipagem eritrocitaria em larga escala como estratégia de
prevencao de aloimunizagdo em pacientes com doenga falciforme emitiu parecer
inicial em pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

X Il Aprovado (inclusive TCLE);

[ ] Com pendéncias had modificacoes ou informacdes relevantes a serem
" atendida em 60 dias, (enviar as alteragdes em duas copias);

[ ] Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);

[:] Nao aprovado: ¢

{_l Aprovado (inclusive Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) e encaminhado
para apreciacio da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — MS -CONEP, a
qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos, outrossim, que,
segundo os termos da Resolucdo 196/96 do Ministério da Salde a pesquisa s6 podera ser
iniciada apos o recebimento do parecer de aprovagao da CONEP.

o0 / 1 ” -mﬂ“‘?ﬁ

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP

Conforme a Resolugio 196/96, o relatdnio parcial deve ser aprosentado de forma detalhada ao CEP,
inicialmente em XX/XX/XXXX e a cada seis meses. Conforme oficio circular 0226/ CONEP/CNS, datado de 29-
10-2010, a suspensio de estudo e relatério final deverdo ser apresentados conforme modelo elaborado pela
CONEP. Impressos disponiveis em nosso site: www.santacasasp.org.br
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Helman R. Potenciais beneficios da genotipagem eritrocitaria em larga escala como
estratégia de prevencdo de aloimunizacdo em pacientes com doenca falciforme.
Tese (Mestrado); 2011.

Introducédo: Os protocolos para prevencao de aloimunizacdo nos pacientes com
anemia falciforme (AF) tém sido motivo de grande debate nos dias atuais e
atualmente ndo h& consenso de qual é a melhor estratégia a ser utilizada. Muitos
protocolos foram propostos, sendo que em nosso centro utilizamos transfusées com
hemécias fenotipadas para antigenos -D,- C, -c, -E, -e, -K. Apesar deste
procedimento, as taxas de aloimunizacdo continuam a aumentar. Devido a este
motivo, nos empenhamos em investigar os principais fatores de risco para
aloimunizacdo em pacientes adultos, cronicamente transfundidos, com anemia
falciforme; além de comparar a metodologia de fenotipagem por hemaglutinacao e
por genotipagem em larga escala, para definir uma nova estratégia para prevencao
de aloimunuzacgdo. Material e métodos: Foram incluidos 45 pacientes com anemia
falciforme (homozigotos para HbS), submetidos a multiplas transfusGes previamente
fenotipadas para ABO, Rh (D, C, c, E, e) e K1. A fenotipagem foi determinada por
hemaglutinacdo em gel (Diamed®). A genotipagem foi determinada por um array de
DNA, utilizamos Human Erythrocyte Antigen BeadChip (“HEA”) da Bioarrays
Solutions®. Todos os pacientes incluidos eram previamente poli-transfundidos e na
sua maioria estavam em programa de transfusdo cronica. Resultados: Foram
incluidos 45 pacientes, sendo a mediana de idade de 24 anos, eram 28(62%) de
mulheres e 17(38%) homens. A mediana de transfusdes foi de 53(5-78) sendo que
40(88,9%) dos pacientes receberam mais do que 20 transfusGes previamente
fenotipadas para os antigenos descritos anteriormente. Onze pacientes (24,4%)
apresentaram aloanticorpos, que foram especificos para os seguintes antigenos:
anti-D, -C, -C", -E, -JKk?, -Jk°, -Fy?, -Di?, -s. Apesar dos pacientes estarem recebendo
transfusdes fendtipos compativeis, 8(17%) formaram anticorpos aos anticorpos
contra antigenos do sistema Rh, e nesses pacientes encontramos discrepancias
entre a fenotipagem realizada por hemaglutinacdo e derivada da genotipagem.
Nossos resultados demonstram que o risco de aloimunagdo aumenta com a idade
acima de 40 anos (p= 0,05) e com o numero de transfusées acima de 20 (p=0,06).
Observamos também que o método molecular é mais efetivo para determinacdo do
fendtipo correto. Discussédo: Nossos resultados demonstram que mesmo com a
utilizacdo de protocolos de transfusdo fenotipo compativel os pacientes ainda
mantém taxas de aloimunzacdo elevadas, com producdo de anticorpos contra
antigenos inclusive do sistema Rh, esses dados demonstram as limitacdes das
técnicas sorologicas em protocolos de transfusdo crénica. A introducdo da
genotipagem em larga escala, pela técnica de microarray, tem ajudado na
determinacao do verdadeiro fenétipo de pacientes poli-transfundidos e na busca de
doadores fenétipo compativel. A genotipagem em larga escala deve ser utilizada
neste grupo de pacientes para protocolos de transfuséo crénica.

Palavras chave: Anemia falciforme, transfusdo, aloimunizacdo, genotipagem
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Helman R. Potential benefits of extended genotype matching to chronically
transfused patients with Sickle Cell Disease. Mater Thesis, 2011.

Background: Management of RBC alloimmunization in Sickle Cell Disease (SCD)
patients has been the subject of much debate, and currently there is no standard
approach. Many programs transfuse SCD patients with RBCs that are phenotype-
matched for D, C, c, E, e and K. Although these approaches reduce the incidence of
alloantibody production, patients still become alloimmunized. Based on this we aimed
to identify the rates of alloimmunization in chronically transfused SCD patients and
compare the phenotyping with genotyping methods to find a better way to match
RBC units to those patients. Methods: We selected 45 SCD patients (homozygous
for hemoglobin S) with multiple transfusions, previously phenotyped for ABO, Rh (D,
C, c, E, e) and K1. Phenotypes were determined by hemagglutination using gel
cards (Diamed®). Genotypes were determined by a DNA array using the Human
Erythrocyte Antigen BeadChip (“HEA”) from Bioarray Solutions. All SCD patients
included in this study were in chronical transfusion program; receiving multiple
transfusions. The median age was 24y; there were 28(62%) females and 17(37.8%)
males. The median of transfusions were 53 (5-78) and 40 (88.9%) patients received
more than 20 phenotype-matched units for Rh (D, C, c, E, €) and K1. Results: Of the
45 SCD patients selected, 11 (24.4%) had alloantibodies. The antibody specificities
found in these patients were anti-D, -C, -C¥, -E, -Jk?, -Jk°, -Fy?, -Di?, -s. Although the
patients were receiving Rh and K phenotype-matched units 8 (17%) of them became
alloimmunized to Rh antigens and on those patients we found discrepancies between
the previous phenotype and genotype-derived phenotype. Our results showed that
the risk of immunization increases in patients over 40 years old (p= 0.05) and with
the number of transfusion events. Patients with more than 20 RBC transfusions have
a tendency for alloimmunization (p=0.05). We also observed that genotyping was
more effective than hemagglutination in determining patient’s correct phenotype.
Conclusion: Our data show that even with the implementation of Rh and K
phenotype-matching in chronically transfused patients with SCD, they still become
alloimmunized to other antigens with high immunization risk and also to Rh antigens
due to the limitations of the hemagglutination. The relevance of genotype
determination of blood groups for the management of multiple transfused patients
with SCD has been demonstrated by allowing the determination of the true blood
group genotype, by assisting in the identification of suspected alloantibodies and in
the selection of antigen-negative. As donor genotyping for the most clinically relevant
blood group antigens by automated DNA techniques are becoming available,
extended genotype matching should be considered in this group of patients.

Key words: Sickle cell disease, transfusion, alloimunization, genotype
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