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RESUMO

Introdugao: Anticorpos leucocitarios contra HLA classe |, classe Il e antigenos de
neutréfilos humanos (HNA) sdo formados por exposicao a esses antigenos por meio de
transfusdo sanguinea, gravidez ou transplante e podem estar associados a leséo
pulmonar aguda relacionada a transfusdo (TRALI) e neutropenias imunes. Os fatores de
risco para a aquisicdo dos anticorpos leucocitarios ndo séo totalmente compreendidos,
entretanto apresentam grande importancia para a prevencao de reacgdes transfusionais
graves e fatais.

Objetivos: Comparar a prevaléncia de anticorpos leucocitarios em mulheres com ou sem
aloimunizacao eritrocitaria. Determinar a frequéncia e a especificidade de anticorpos
leucocitarios.

Métodos: Trata-se de um estudo transversal que incluiu mulheres cujo Unico estimulo a
aloimunizacao foi a gestagao, ou seja, sem historico transfusional. Foram analisadas 147
amostras de sangue de mulheres com aloimunizagido eritrocitaria. Os anticorpos
eritrocitarios foram investigados e identificados pela técnica DG Gel-Card (Grifols-Spain).
O grupo de controle foi composto por 563 mulheres doadoras de sangue com histéria de
gestacdo, mas sem aloimunizacdo eritrocitaria. A identificacdo dos anticorpos
leucocitarios foi realizada por: 1) teste de aglutinacdo de granuldcitos (GAT), 2) teste de
imunofluorescéncia de células brancas (Flow-WIFT), ambos testes foram realizados
usando um painel de neutréfilos obtidos a partir de trés doadores com gendtipos
conhecidos de HNA e 3) ensaio com bead-based - LABScreen Multi (LSM) (One
Lambda), capaz de detectar anticorpos contra antigenos HNA-1a, -1b, -1c, -2, -3a, -3b, -
4a, -5a, -5b e HLA classe | e Il. Os anticorpos anti-HNA identificados foram confirmados
por genotipagem do antigeno correspondente.

Resultados: Na coorte de mulheres com aloimunizagao eritrocitaria, encontramos 178
anticorpos eritrocitarios: anti-Le® (25,3%), anti-D (24,7%), anti-C (9,0%), anti-E (9,0%),
anti-K (5,6%) e outros anticorpos (26,4%). Foram identificamos 74/147 (50,3%) amostras
com anticorpos anti-HLA e 11/147 (7,5%) amostras com anticorpos anti-HNA com as
seguintes especificidades: 5/11 anti-HNA-1a, 2/11 anti-FcyRlllb e 4/11 anti-HNA-3b. No
grupo controle, encontramos 238/563 (42,3%) amostras com anti-HLA e 24/563 (4,3%)
com anti-HNA: 8/24 anti-HNA-1a, 1/24 anti-HNA-1c , 3/24 anti-HNA-2, 2/24 anti-HNA-3a,
5/24 anti-HNA-3b, 3/24 anti-HNA-5a e 2/24 anti-HNA-5b. Em relagdo ao histérico
gestacional, 82/147 (55,8%) mulheres no grupo com aloimunizagéao eritrocitaria e 493/563
(87,6%) no grupo controle tiveram duas ou mais gestagdes. A andlise estatistica foi
realizada em todas as amostras, independentemente do numero de gestagdes, porém
nenhuma diferenga significativa foi observada na taxa de prevaléncia de anticorpos anti-
HNA e anti-HLA entre os dois grupos (p=0,10 e p=0,07, respectivamente). Quando a
analise foi estratificada, incluindo apenas mulheres multiparas (duas ou mais gestagoes),
a prevaléncia de aloimunizagdo HNA foi significativamente maior no grupo de mulheres
com aloimunizagao eritrocitaria: 9/82 (11%) versus 23/493 (4,7%), p=0,02, OR=2,52 (IC
95%=1,15-3,79). Do mesmo modo, observou-se também uma maior prevaléncia de
anticorpos HLA no grupo das mulheres multiparas com aloimunizagao eritrocitaria: 51/82
(62,2%) versus 224/493 (45,4%), p=0,004, OR = 1,97 (IC 95%=1,18- 2.71).

Conclusodes: Os dados mostram que a aloimunizagao eritrocitaria foi significativamente
associada ao desenvolvimento de anticorpos leucocitarios (anti-HNA e anti-HLA). Uma
maior frequéncia de aloimunizagcdo neutrofilica (11%) foi observada no grupo das
mulheres multiparas com aloimunizagao eritrocitaria em relagdo ao grupo controle (4,7%),
sugerindo que mulheres com anticorpos eritrocitarios sdo melhores respondoras
imunoldgicas e que reagem fortemente a exposigao alogénica. Anticorpos anti-HLA sao
encontrados no plasma de doadoras de sangue do sudeste brasileiro (42,3%) em uma
frequéncia maior que a observada em caucasoides, e se correlacionam estatisticamente
com o maior numero de gestacdes.
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1 INTRODUGAO




Introdugéo 2

Anticorpos eritrocitarios sdo formados apds a exposi¢gao alogénica, por
meio de transfusdo sanguinea ou gestagdo, e podem ser clinicamente
significativos em ambos os eventos, levando a reag¢des transfusionais hemoliticas
tardias, reagbes sorologicas ou doenga hemolitica do feto e do recém-nascido
(DHFRN). As complicagbes da aloimunizagao eritrocitaria s&o consideradas uma
das principais causas de morbidade e mortalidade associadas a transfuséo e tém
incidéncia consideravel .

Os fatores que influenciam a aloimunizagdo eritrocitaria nos seres
humanos s&o inerentemente limitados pelo grande numero de variaveis
envolvidas . Estudos sugerem que individuos que formam aloanticorpos
eritrocitarios podem mais facilmente desenvolver anticorpos contra outras células
do sangue @4 por conseguinte, a hipotese de que a formacgao de aloanticorpos
eritrocitarios tem alguma influéncia na formagdo de anticorpos granulocitarios
deve ser considerada.

Anticorpos granulocitarios sdo dirigidos contra antigenos de neutréfilos
humanos (HNA) ou contra antigenos leucocitarios humanos (HLA) de classe |.
Tais anticorpos estao envolvidos em complicacdes transfusionais, como: reacdes
transfusionais febris ndo hemoliticas (RTFNH), ineficacia da transfusdo de
granulécitos e lesdo pulmonar aguda relacionada a transfuséo (TRALI) ©). Além
disso, os anticorpos anti-HNA podem provocar neutropenia aloimune neonatal
(NAN), com maior incidéncia em mulheres multiparas, devido a sua associagao
entre a presenga de anticorpos e 0 numero de gestagdes prévias © A associagao
entre anticorpos e numero de gestagdes deve-se ao transporte de sangue feto-
materna via placenta, que permite a sensibilizagdo da mae pelos antigenos
paternos presentes no feto, principalmente antigenos HLA, cuja frequéncia em
gestantes tem variado de 7 a 39% (7.8 enquanto a aloimunizagao HNA varia de
0,3a1,3% ©.

Estudos anteriores relataram que anticorpos eritrocitarios irregulares
também sado associados com a aloimunizagdo HLA em grupos especificos de
pacientes previamente transfundidos. Por conseguinte, pacientes que receberam
multiplas transfusbes possuem um risco aumentado em desenvolver anticorpos

anti-HLA além dos anticorpos eritrocitarios © '%. Os pacientes que desenvolvem




Introdugao 3

anticorpos anti-HLA estdo sujeitos a RTFNH e podem tornar-se dificeis para
realizacdo de transplante de orgéos sélidos (" 12,

Em 2014, Schonbacher e colaboradores realizaram um estudo com
mulheres multiparas com aloimunizagao eritrocitaria, mostrando que anticorpos
eritrocitarios estdo associados com a presenga de anticorpos leucocitarios,
incluindo anti-HNA, bem como anticorpos granulocitarios inespecificos. Esse fato
pode ser explicado tanto por fatores subjacentes, como um aumento da exposigao
a aloantigenos no grupo dos individuos com aloimunizagdo eritrocitaria, quanto
por interagcbes moleculares especificas em respondedores imunolégicos que

reagem fortemente & exposicdo alogénica .
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1.1 Objetivos

Investigar se a aloimunizagao eritrocitaria induzida por gestagdes prévias
esta associada com a formacgao de anticorpos neutrofilicos;

. Determinar a frequéncia de anticorpos leucocitarios e neutrofilicos em
doadoras de sangue;

Identificar a especificidade dos anticorpos neutrofilicos.
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2.1 Antigenos Eritrocitarios

Os antigenos eritrocitarios sao estruturas localizadas na membrana dos
globulos vermelhos, cuja natureza pode ser proteica, glicoproteica ou glicolipidica.
Sao detectados por aloanticorpos, sejam eles anticorpos monoclonais produzidos
artificialmente ou anticorpos produzidos naturalmente através de estimulos
ambientais (principalmente microbianos) ou por exposi¢céo a eritrocitos estranhos
através da gestacdo ou transfusdo sanguinea . A descoberta desses antigenos
foi considerada um dos avangos mais importantes nas pesquisas da area médica
na primeira metade do século XX (.

Ja foram descritos mais de 330 antigenos eritrocitarios organizados em
sistemas, séries e colegdes, cujas expressdes variam entre os individuos. Tais
descobertas contribuem para melhorar ainda mais a seguranga transfusional, pois
uma unidade de sangue ndo autdloga representa uma dose significativa de
aloantigenos transfundidos . Quando se formam aloanticorpos eritrocitarios, em
muitos casos, os glébulos vermelhos que expressam o antigeno correspondente
nao podem mais ser transfundidos no mesmo individuo com seguranca (15)

Os antigenos de grupos sanguineos sdo estruturas macromoleculares,
localizados na superficie extracelular da membrana dos eritrocitos, podendo ser
carboidratos, proteinas ou glicoproteinas, que muitas vezes diferem por um unico

aminoacido 9.

Cada um desses antigenos possui uma ou varias funcdes
bioldgicas, que podem ser: estrutural, transporte, estrutural e transporte, fungao
de receptor/adesdo, enzimatica ou elementos do complemento '), Na Figura 1,
temos uma representacdo esquematica de diferentes antigenos eritrocitarios, de

acordo com suas respectivas fungoes.

Ge Diege Duffy MNS h Xg S |y Ok Kd M cr Kn

=l |} I}

Estrutura Transporte Recepcio/Adesdo Enzima Complemento

Figura 1. Fungdes bioldgicas dos principais antigenos eritrocitarios.




Revisdo da Literatura 7

2.2 Aloimunizacao Eritrocitaria

Atualmente as taxas de aloimunizacgao eritrocitaria descritas na literatura
variam de 3 a 10% nos receptores de sangue. Em pacientes cronicamente
transfundidos, portadores de condi¢des clinicas como a doenca falciforme, as
taxas de aloimunizacdo s&o muito maiores, podendo variar entre 35 a 40% (120,

Para pacientes que se tornam aloimunizados por multiplos antigenos, a
terapia de transfusdo continua torna-se cada vez mais dificil. Embora os
aloanticorpos sejam os efetores imunes da aloimunizagdo humoral, os
fundamentos celulares do sistema imunoldgico que conduzem a producgao final de
aloanticorpos sao complexos, incluindo o consumo, processo e apresentacao de
antigenos, resposta imune dos linfocitos T e B. Além disso, esses processos
celulares diferem em relagdo aos concentrados de hemacias transfundidos em
comparagao com outras barreiras imunes melhores estudadas (por exemplo,

doencas infecciosas, vacinas e transplantes de 6rgaos solidos) 7.

Fatores que influenciam a aloimunizagao eritrocitaria

A aloimunizacgao eritrocitaria ocorre quando uma pessoa que nao possui
um antigeno particular € exposta a este antigeno durante a transfusdo ou a
gravidez. Os anticorpos imunes mais comumente encontrados sao contra os

antigenos D > K >E > Fya > Jka (22, 23)

, € sao consideradas clinicamente
significativos dependendo da especificidade, classe de imunoglobulinas e
contexto clinico. Tais anticorpos podem provocar ndo somente reacgdes
transfusionais hemoliticas, mas também a DHFRN @427,

As complicagdes da aloimunizagao eritrocitaria sdo consideradas uma das
principais causas de morbidade e mortalidade associadas a transfusdo e tém
incidéncia consideravel (. Embora a exposigdo a um antigeno seja necessaria
para que a aloimunizagdo ocorra, esse evento sozinho nao € suficiente para a

formacgao de anticorpos. Sao varios os fatores desencadeantes da aloimunizagao:

v’ Estrutura antigénica: Os antigenos dos grupos sanguineos sao diversos em
estrutura, fungdo e imunogenicidade. Um total de 35 sistemas de grupos

sanguineos e mais de 330 antigenos de grupos sanguineos diferentes séo
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responsaveis pela enorme diversidade de especificidades de glébulos

vermelhos %,

Devido a grande diversidade estrutural dos antigenos
eritrocitarios, uma unica unidade de concentrado de hemacias pode conter
muitos antigenos que estdo ausentes no receptor da transfusdo. A grande
variabilidade estrutural se deve a alguns desses antigenos serem formados
por um polimorfismo de um unico nucleotideo, como por exemplo, o
antigeno antitético expresso nos proprios glébulos vermelhos do receptor
(K vs. k). Outros antigenos estdo localizados em estruturas que séao
inteiramente estranhas ao destinatario da transfusao (por exemplo, RhD).
Alguns antigenos do grupo sanguineo sao proteinas e outros sao
carboidratos, alguns sao expressos unicamente sobre glébulos vermelhos,
enquanto outros também s&o expressos em drgaos ou tecidos ).

O fenotipo D-negativo do sistema Rh resulta de uma auséncia da proteina
RhD, consequentemente, D € o antigeno do grupo sanguineo mais
imunogénico e clinicamente importante apds os antigenos do sistema ABO.
Em estudos com voluntarios saudaveis RhD-negativos, foram infundidos
com 200 mL ou mais de células vermelhas RhD-positivas, 85% dos
individuos formaram anti-D ®?. Um outro estudo relatou que a formacao de
anticorpos anti-D em transfusao de concentrado de hemacias RhD positivo
em pacientes RhD negativos foi menor do que encontrado no estudo de
Klein, estimada em 30,4% . Entretanto com o advento da administragdo
da imunoglobulina anti-D em mulheres gravidas RhD negativas, a
prevaléncia de anti-D foi reduzida dramaticamente nas ultimas 3 décadas,
com isso foi possivel prevenir a sensibilizagao pela gestacao de fetos RhD

positivos ),

Fatores genéticos: Embora existam estratégias de prevengdo para
minimizar a aloimunizagao eritrocitaria em pacientes com maior risco para
esta complicagdo, a assinatura genética ou imunoldgica que diferencia um
"respondedor" de um "ndo respondedor’ esta relacionada com a
variabilidade no HLA, o que afeta a capacidade dos receptores em

processar e apresentar peptideos de antigenos eritrocitarios. Como é de
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conhecimento, a exposi¢ao a antigenos eritrocitarios ausentes no receptor
€ um dos requisitos fundamentais para a formagdo de aloanticorpos.
Porém, a exposicdo sozinha nao € suficiente para levar a aloimunizacéo,
caso isso fosse condizente, cada receptor seria altamente aloimunizado e a
taxa de aloimunizagcédo chegaria perto de 100% por transfusdo. Ja foram
relatados em estudos de trombocitopenia aloimune neonatal que a
capacidade de apresentar um antigeno € necessaria para gerar uma
resposta formando um aloanticorpo, mas esse mecanismo ndo € unico no
processo de aloimunizagdo. Supde-se que a maioria dos antigenos
eritrocitarios humanos clinicamente significativos sao dependentes de
células T 7). Antigenos como RhD sao grandes e diversos o suficiente para
que praticamente qualquer receptor HLA seja capaz de apresentar uma
porcdo do antigeno, enquanto outros antigenos como Fy? ¢V e K ©?
demonstraram ter uma apresentagao HLA mais restrita. Além dos estudos
de restricdo de HLA, outro estudo sugeriu que o HLA-DRB1*15 pode
predispor os receptores transfundidos a formacdo de multiplos
aloanticorpos eritrocitarios diferentes ©.

Embora a predisposicdo genética a aloimunizacdo seja bastante
importante, varios estudos emergentes em modelos animais e humanos
ressaltaram a relevancia de um "sinal de perigo" na formagao de anticorpos
eritrocitarios. Este sinal de perigo pode estar na forma de agonistas
exdgenos de receptores de tipo Toll-like, os quais podem cursar com dois
eventos: transformam os “ndo respondedores” em “respondedores” ou
aumentar a magnitude da resposta imune. A transfusdo na presenca de um
sinal de perigo como o acido polycytidylic (geralmente abreviado: poli i:C) é
conhecida por aumentar o consumo de gldbulos vermelhos por receptores
de células dendriticas e aumentar os sinais coestimulantes nas células
apresentadoras de antigenos (3%,

Além das diferengas de HLA, ha uma infinidade de variantes genéticas em
genes imunorreguladores que, em teoria, podem afetar as respostas
aloimunes eritrocitarias. Os polimorfismos no TRIM 21 (Ro52) ©®% e CD81
(Cluster de diferenciagao) ®® foram implicados nas respostas aloimunes
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eritrocitarias de receptores em seres humanos.

Fatores clinicos associados ao receptor de sangue: Estudos em humanos
descobriram que pacientes com doenca falciforme, transfundidos durante a
doencga aguda (com sindrome toracica aguda ou crise vaso-oclusiva) sao
mais propensos a aloimunizar do que os pacientes transfundidos em seu

estado de saude basal ©7).

Além disso, os pacientes com doencga
inflamatdria intestinal, outros disturbios inflamatérios, ou doencas
autoimunes cronicas foram descritos como maiores potenciais para
aloimunizagdo do que no grupo controle ®8)_ Por outro lado, os pacientes
que receberam medicamentos imunossupressores foram descritos por
terem taxas mais baixas de aloimunizacdo do que no grupo controle ©9).

Menos que 0,3% dos doadores de sangue saudaveis possuem anticorpos
eritrocitarios no seu plasma > ?® em comparacdo com 1 a 2% da coorte
de doentes mistos ?% 4% 4 A taxa de aloimunizagdo pos-transfusdo de

(22

pacientes de cirurgia é na faixa de 2,5 a 3,3% ) e pacientes com leucemia

mieldide aguda possuem uma taxa de 2,8% de aloimunizag&o eritrocitaria

apos a transfusao “?.

Porém pacientes cronicamente transfundidos
possuem a maior taxa de aloiminuzagéo, 30% ou mais. Essa taxa é vista
principalmente em pacientes que possuem sindrome mielodisplasica
(15%), talassemia (23,5%), anemia falciforme (40%), ou doenga hemolitica
autoimune (11%) “**®. Algumas outras patologias também podem
influenciar na formagao de anticorpos eritrocitarios, como por exemplo:
diabetes mellitus, doenga maligna de orgdos solidos, bem como o
transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas. Alguns fatores
também podem contribuir para a imunossupressdao e consequente
diminuicdo da taxa de aloimunizagdo. Receptores de transplantes de
orgaos solidos, especialmente os pacientes que sao submetidos a
protocolos de imunossupresao com quimioterapia ou e/ou radioterapia com
0 objetivo de evitar ou tratar a rejeicdo do enxerto. O mesmo pode ser visto
em pacientes renais cronicos que precisam de suporte de hemodialise (12)

E pouco provavel que pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
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adquirida (AIDS) formem anticorpos eritrocitarios, possivelmente atribuiveis
ao seu sistema imunolégico comprometido com deficiéncia de células T
CD4-positivo “"). Da mesma forma, bebés prematuros conhecidos por
terem um sistema imunoldgico imaturo ndo sao susceptiveis de formar
anticorpos eritrocitarios. Pode-se dizer também que pacientes idosos tém
uma resposta imune reduzida, diminuindo assim as chances de formarem
anticorpos eritrocitarios “¥.

Fatores ambientais: também podem ter uma contribuicdo na formagéo do
aloanticorpo, visto que semelhangas antigénicas de substancias ambientais
ou microbianas com antigenos de glébulos vermelhos podem dar origem a

producao de anticorpos ("),

Caracteristicas do receptor: A aloimunizagao por transfusdo sanguinea nao
depende apenas da dose e da imunogenicidade do antigeno, mas tambéem
de fatores inerentes ligados ao receptor “9 Em nossa literatura ja foi
relatado que individuos do sexo feminino possuem uma taxa superior de
aloimunizacdo “®. No entanto, esse dado ndo pode ser confirmado em
uma recente meta-analise, pois a taxa elevada foi devidamente atribuida a

gravidez ©9.

Caracteristicas dos hemocomponentes: Ha também algumas variaveis de
aloimunizagdo que podem estar envolvidas na coleta, processamento,
modificagdo e principalmente armazenamento do concentrado de
hemacias, esse ultimo podendo afetar diretamente a imunogenicidade dos
antigenos presentes na bolsa a ser transfundida. A leucorreducédo é feita
mediante um filtro especial que reduz o nimero de leucécitos em 99,9%. E
utilizada para concentrado de hemacias e plaquetas e tem como objetivo
evitar complicacbes decorrentes da transfusao de leucdcitos, incluindo
reacoes febris ndo hemoliticas, refratariedade plaquetaria e transmissao de
citomegalovirus (CMV). Entretanto os filtros de leucorreducdo também
possuem diferentes graus de eficiéncia na transfusdo de plaquetas. Assim,

mesmo em uma unidade leucorreduzida, as plaguetas remanescentes ou
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seus produtos de degradacgdo, incluindo citocinas proé-inflamatérias,
microparticulas ou padrées moleculares associados ao dano celular,
podem ter potencial de impactar a resposta imune do receptor aos
antigenos eritrocitarios transfundidos. Além disso, o tempo de
processamento pode afetar o numero de glébulos brancos, citocinas e
microparticulas presentes na bolsa transfundida, consequentemente com
um maior tempo de processamento, maior o potencial contaminante de

residuos biologicamente ativos do que os processados logo apos a coleta
(51, 52)

2.3. Aloimunizagao Materna

A aloimunizagao materna é definida como a formagao de aloanticorpos
eritrocitarios irregulares em uma gestante, através do transporte de sangue feto-
materna via placenta, que permite a sensibilizagdo da mae pelos antigenos
paternos presentes no feto, podendo causar DHFRN. Ainda assim, grande parte
das mulheres n&o se aloimunizam apos esta exposi¢ao, pois a imunogenicidade
do antigeno eritrocitario € um fator critico para esse evento ocorrer. A mais
conhecida e comum causa da DHFRN é pela aloimunizacdo contra o antigeno D.
A sensibilizagcao contra o antigeno RhD (Rhesus) foi relatada pela primeira vez
em africanos por Zoutendyk em 1947, quando descreveu trés casos em Bantu na
Africa do Sul ©* %) Nos caucasianos, o antigeno D representa cerca de 50% dos
casos de imunizacdo materna. O restante ¢é principalmente devido a
incompatibilidade com antigenos K, ¢, C/G, E e Fy? e a antigenos de baixa
incidéncia nos sistemas do grupo sanguineo Rh, MNS e Diego ©®*°"). Antes da
introdugdo da imunoprofilaxia com a imunoglobulina anti-D, DHFRN devido ao
anticorpo anti-D afetou cerca de 1% de todos os recém-nascidos e foi responsavel
pela morte de um bebé em cada 2.200 nascimentos em paises desenvolvidos &
%) A prevaléncia do fenétipo D negativo varia em diferentes grupos étnicos com
aproximadamente 15% de caucasianos, 8% de negros e 1% de asiaticos ©°.

A incompatibilidade do sistema ABO entre mae e feto desempenha um
papel protetor contra a aloimunizacéo eritrocitaria, devido a isohemaglutininas

maternas que eliminam rapidamente os glébulos vermelhos do feto da circulagao
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materna. Além dos sangramentos do feto para a mae, outro fator que leva a
aloimunizacéo eritrocitaria na gravidez é a transfusdo intrauterina (TIU) ©". Dado
que a DHFRN é secundaria a aloimunizagdo materna, as mulheres gravidas ja
provaram ser "respondedoras" aos antigenos eritrocitarios, pois ja formaram
anticorpos previamente a TIU, sendo assim, a alta taxa de aloimunizagado nessas
mulheres que formaram anticorpos eritrocitarios adicionais em resposta a TIU é
de 25%. Nessas mulheres, o risco € alto de formar anticorpos eritrocitarios e

leucocitarios concomitantemente ° 9294,

2.4 Aloimunizagao HLA

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC), localizado no
cromossomo 6, é composto por genes HLA classe | altamente polimorficos (HLA-
A, -B e -C), genes HLA de classe Il (HLA-DR, -DQ e - DP), genes de classe | ndo
classicos (HLA-E, -F e -G). As moléculas HLA de classe | tém a funcdo de
apresentar o peptideo derivado de antigenos intracelulares para linfocitos T CD8-
positivas e servem como ligantes para receptores em células natural killer (NK).
As moléculas HLA de classe Il apresentam antigenos do espago extracelular para
células T CD4-positivas ©% ). Os genes do antigeno leucocitario humano s3o os
mais polimoérficos do genoma humano e até momento, aproximadamente 14.473
HLA e alelos relacionados foram submetidos a versdo do banco de dados
IMGT/HLA 3.24.0 (IPD-IMGT/HLA, disponivel em
<http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html>).

A resposta imune €& projetada para reconhecer antigenos
autodenominados “self” ou ‘non-self’, sejam eles proteinas, lipideos ou
carboidratos. Essa resposta envolve a ativacdo do sistema imune adaptativo ao
HLA alogénico, resultando na geracdo de aloanticorpos ®7) Por ser altamente
polimoérfico, as taxas de aloimunizacdo sado elevadas apds o transplante,
transfusdo sanguinea ou gravidez, resultando na formacédo de células B de

8) Grande parte das

memoria que produzem aloanticorpos de longa duragao
mulheres que estdo na lista de espera por um transplante tiveram histérico
gestacional, o que caracteriza um primeiro evento para a sensibilizagao,

aumentando a dificuldade em encontrar um doador compativel '®. Mulheres com
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historico de duas ou mais gestagdes aumentam ainda mais as chances de terem
formado anticorpos anti-HLA. Conforme demonstrado em um estudo brasileiro em
doadoras de sangue, 22,9% possuiam anticorpos anti-HLA, sendo que 37% eram
multiparas, 17% tiveram apenas uma gestacdo, enquanto 26% das mulheres

tiveram duas ou mais gestacdes ©9).

2.5 Aloimunizagao leucocitaria em individuos com anticorpos eritrocitarios

Na resposta imune contra os antigenos proteicos, os eritrocitos sao
fagocitados por macréfagos, mondcitos ou células dendriticas e as proteinas que
transportam os epitopos aloantigénicos sdo processadas, montadas no sulco das
moléculas HLA de classe Il e apresentadas por essas células aos receptores de
células T CD4-positivas. Essas células T ativam os linfécitos B que também séao
capazes de reconhecer os epitopos antigénicos; As células B ativadas
subsequentemente produzem anticorpos contra os epitopos correspondentes. Em
contraste com os peptideos apresentados por moléculas HLA de classe | que
englobam 8 a 10 aminoacidos, os peptideos apresentados por moléculas HLA de
classe Il sdo mais longos. Uma associagédo entre as especificidades de HLA e a
aloimunizagao contra antigenos eritrocitarios pode ser apenas observada se a
molécula de HLA for capaz de apresentar peptideos portadores de epitopos
aloantigénicos ©¥.

Além da RTFNH, o paciente que forma anticorpos eritrocitarios apés a
transfusdo sanguinea pode desenvolver refratariedade plaquetaria, levando a
consequéncias clinicas graves. Os pacientes aloimunizados com anticorpos anti-
HLA também podem se tornar dificeis candidatos para transplantes de érgéos
sélidos ou hematopoiéticos "* V. Em 2006 foi realizado um estudo em individuos
com anticorpos eritrocitarios com o objetivo de avaliar a hipétese de que os
pacientes com aloanticorpos eritrocitarios poderiam ser mais propensos a formar
anticorpos anti-HLA do que os pacientes previamente transfundidos sem
anticorpos eritrocitarios, os resultados do estudo demonstraram que ha uma
diferenga significativa na taxa de aloimunizacdo HLA em pacientes do sexo
masculino com aloanticorpos eritrocitarios em comparacdo com pacientes

politransfundidos sem aloanticorpos eritrocitarios . Embora outros fatores
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possam contribuir para o risco de aloimunizagao, pacientes que desenvolveram
aloanticorpos eritrocitario podem ser bons respondedores imunolégicos que sao
mais propensos a formar aloanticorpos adicionais relacionados a transfusao,
como anti-HLA.

Existem diversas associagdes entre HLA e a aloimunizagao eritrocitaria,
algumas dessas associagdes relacionam a frequéncia de alguns alelos HLA-
DRB1 em individuos que formaram anticorpos contra antigenos eritrocitarios
especificos. A frequéncia dos alelos DRB1*01:01, *01:02 ou *10:01 foi
significativamente aumentada em pessoas imunizadas com o anticorpos anti-Jk?
em comparacdo com o grupo controle (65,0% vs. 19,5%) . Individuos com
antiorpos anti-Fy? expressam mais frequentemente alelo DRB7*04 e na populagdo
do sul da Europa também expressam o alelo DRB1*15 "7 Qutras associactes
entre HLA-DRB1 e aloimunizagao eritrocitaria também foram encontradas, como o
anticorpo anti-D e HLA-DRB1*15, K e DRB1*13 . Essas associacdes so
corroboradas pela analise dos peptideos obtidos dos aloantigenos imunizantes
que podem ser apresentados pelas moléculas HLA classe Il relevantes "®. Além
dessas associagdes especificas, algumas investigacbes indicam que os genes
HLA de classe Il podem influenciar a capacidade de resposta geral aos
aloantigenos: HLA-DRB1*15 parece ser um marcador para multiplos
respondedores de anticorpos ©* ) enquanto outros genes HLA parecem ter uma

fungao de protecdo a aloimunizacéo 7.

2.6 Antigenos de Neutréfilos Humanos

Antigenos de neutrdéfilos humanos (HNAs) sdo moléculas de superficie de
neutrofilos imunogénicas, polimorficas e geneticamente determinadas. Embora
estes "grupos sanguineos" estejam principalmente restritos a neutroéfilos, alguns
também s&o expressos em outras células. A nomenclatura dos antigenos
neutrofilicos baseia-se na glicoproteina em que estad localizado. Diferentes
polimorfismos da mesma glicoproteina sao designados alfabeticamente, em uma
ordem sequencial de deteccao (HNA-1a, -1b, -1c) e a nomenclatura dos alelos
denominados de acordo com as Diretrizes do Workshop Internacional sobre

Mapeamento do Genoma Humano. Atualmente sdo descritos cinco sistemas de
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HNA: HNA-1, -2, -3, -4 e -5 que compreendem 10 antigenos ®, sendo o HNA-1d
o mais recentemente descrito "®. As principais caracteristicas dos antigenos

neutrofilicos estdo descritas no quadro 1.

Quadro 1. Relagao dos antigenos neutrofilicos e suas principais fungdes.

Sistema Antigenos Glicoproteina CD Alelos Principais fungoes
HNA-1a FCGR3B*01
HNA-1b FCGR3B*02/*03 Fagocitose e remocao
HNA-1 FcyRIllb CD16b .
HNA-1c FCGR3B*03 de imunocomplexos
HNA-1d FCGR3B*02
Ligante para PECAM-1
endoteliais
HNA-3a SLC44A2*01/461G )
HNA-3 CTL-2 - Transportador de colina
HNA-3b SLC44A2*02/461A
HNA-4a  \AC-1; CR3; ITGAM*01/230G  Adeso dos leucdcitos
HNA-4 . ) 11b N S
HNA-4b AaMpB2-integrina ITGAM*02/230A  as ceélulas endoteliais
HNA-5a LFA-1; ITGAL*01/2372G i 5
HNA-5 Fagocitose e remogéao

D11a .
oLB2-integrina ITGAL*02/2372Cc ~ de imunocomplexos

O sistema HNA-1, esta localizado no receptor FcyRIlIb que transporta
quatro epitopos, decorrentes de multiplas substituicbes de aminoacidos
reconhecidas por aloanticorpos contra HNA-1a, -1b, -1c e -1d. HNA-1c e
recentemente descrito o HNA-1d sdo expressos em neutréfilos de individuos
HNA-1b positivos, ou seja, HNA-1b1d expressa o alelo FCyR3B*02 e HNA-1b1c
expressa o alelo FCyR3B*03 \"® 8)_ A deficiéncia do gene FCyRIIIB em neutrdfilos
resultando no fendtipo HNA-1 null, essa delegdo esta presente em
aproximadamente 0,1% de caucasianos, e causa a formagao de aloanticorpo pan-
reativo anti-FCyR3B nos individuos classificados como HNA-1 null 7.

O antigeno HNA-2 reside na glicoproteina (GP) CD177, codificada pelo
gene CD177, encontrada em membranas plasmaticas de neutréfilos e granulos

secundarios ©2).

Os individuos que sao HNA-2 positivos sao capazes de
expressar a GP CD177 em neutréfilos, entretanto devido a uma falha de

transcricao do gene em um subconjunto de células, individuos classificados como
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HNA-2 positivos podem ter uma subpopulagdo de neutréfilos negativa para a GP
CD177 ®. Apenas 3% da populagdo ndo expressa CD177 nos neutrdfilos,
resultado de um processo de splicing incorreto gerando stop cédons prematuros
(84, 85)

O sistema bialélico HNA-3 esta localizado na proteina transportadora de
colina CTL2 e inclui os antigenos HNA-3a e HNA-3b ©® &) CTL2 ¢ uma
glicoproteina multi-transmembranar expressa em neutrofilos, linfocitos, plaquetas,
rim, baco, células placentarias e células do ouvido interno . Aloanticorpos
contra HNA-3a s&o frequentemente implicados em casos graves e fatais de
TRALI %9 s30 ocasionalmente associados com NAN ©% e relacionados com
RTFNH @4,

O sistema HNA-4 esta localizado no complexo CD11b/CD18, também
conhecido como integrina Mac-1, CR3 ou aMB2, e compreende os antigenos
HNA-4a e -4b. E expresso em neutrdfilos, mondcitos e células NK e desempenha
um papel importante na adesao de leucdcitos as células endoteliais e plaquetas,
bem como a fagocitose ). Aloanticorpos anti-HNA-4a podem causar NAN ). O
CD11b/CD18 também €& o alvo de autoanticorpos relatados ndo apenas por
causar neutropenia, mas também por prejudicar a adesao de neutrofilos ©n)

O HNA-5a esta localizado no complexo CD11a/CD18, também conhecido
como LFA-1 ou aMB2-integrina, & expresso em neutrdéfilos, mondcitos e células T,
mas nao em plaquetas e glébulos vermelhos. CD11a/CD18 funciona como uma
molécula de adesdo de leucdcitos. E desconhecida se a funcdo da integrina é
influenciada pelo polimorfismo HNA-5a ®8) Relatos de casos de NAN envolvendo
o HNA-5a ja foram reportados 9.

Individuos podem desenvolver anticorpos anti-HNA se o seu sistema
imunoldgico entrar em contato com antigenos neutrofilicos que nao possui
(durante a gravidez ou a transfusdo sanguinea). Anticorpos neutrofilicos podem
ser especificos, quando dirigidos contra antigenos dos sistemas HNA-1 e -2 ou
inespecificos, quando dirigidos contra HNA-3, -4 e -5 e HLA de classe |. Tais
anticorpos estdo implicados em uma variedade de doengas aloimunes e

autoimunes © 97 99, 100)
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TRALI € uma complicagdo da hemoterapia caracterizada por insuficiéncia
respiratéria aguda, edema pulmonar bilateral e severa hipoxemia, sem
comprometimento cardiaco, ocorrendo dentro de 6 horas de completada a
transfusao ou durante a mesma. TRALI é tipicamente associado ao plasma fresco
congelado, embora os casos TRALI causados por células sanguineas (plaquetas,
gldbulos vermelhos) tenham sido reportados ('°Y. Além dos aloanticorpos contra
HNAs, os anticorpos contra os antigenos HLA Classe | e Il estdo implicados no
TRAL] (88 102)

Anticorpos anti-HNA podem provocar NAN, com maior incidéncia em
mulheres multiparas, devido a sua associagao entre a presenga de anticorpos e o

numero de gestacdes prévias ©.

A frequéncia de anticorpos anti-HLA em
gestantes tem variado de 7% a 39% (. Ja foi demonstrado em estudo americano
que a frequéncia de anticorpos HNA em doadoras de sangue € de 0,7%, sendo
que 65,6% das doadoras com anticorpos anti-HNA eram mulheres com
antecedente gestacional, e 80% dessas mulheres também possuiam anticorpos

anti-HLA ©).




3 CASUISTICA E METODOS
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Trata-se de um estudo transversal, que foi desenvolvido no laboratério de
pesquisa em Imunohematologia e Laboratorio de biologia celular e citometria de
fluxo do Hemocentro da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).

Foram incluidas no trabalho 710 amostras de sangue de mulheres com
histérico gestacional, sendo 147 mulheres saudaveis com aloimunizagdo
eritrocitaria apenas pela gestacdo (Grupo 1), que estiveram internadas no
Hospital Sdo Paulo e Hospital Geral de Guarulhos. Ja no grupo controle (Grupo 2)
foram incluidas 563 doadoras de sangue do Hemocentro da UNIFESP e do
Hemocentro da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo com historia
gestacional, mas sem aloimunizagao eritrocitaria. Todas as amostras foram
coletadas no periodo de agosto de 2015 a junho de 2017.

Para a realizacdo da analise estatistica, os individuos foram distribuidos
em dois grupos, de acordo com o histérico gestacional: uniparas (uma gestacao)
e multiparas (duas ou mais gestagoes).

As mulheres incluidas na pesquisa assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 1) e responderam a um questionario para
compor um Banco de Dados (anexos 3 e 4) cujas informag¢des auxiliaram na
interpretagdo dos resultados. Este projeto teve aprovacdo do Comité de Etica em
pesquisa da UNIFESP (anexo 2).

Foram coletados 4,0 mL de sangue periférico de cada participante, em
tubo vacutainer estéril (13x75mm) contendo o anticoagulante EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic Acid). Os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 5
minutos. Para a pesquisa de anticorpos na amostra, o plasma obtido foi
aliquotado em tubos de 0,5 mL e 2,0 mL. Para estudos moleculares, a amostra foi
homogeneizada e aliquotado 200 pL em um tubo estéril de 1,5 mL, o restante fio
aliquota em um tubo estéril de 2,0 mL, livres de DNases e RNases. As aliquotas
foram armazenadas em freezer com temperatura de —30°C.

Todas as amostras foram testadas pelo teste de aglutinagdo de
granulécitos (GAT) e Labscreen Multi (LSM). As mulheres com resultados
positivos para anticorpos anti-HNA foram testadas no teste Flow-WIFT e também
foi realizada a genotipagem do antigeno HNA correspondente, conforme

fluxograma apresentado na figura 2.
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[ 710 individuos ]

Grupo 1:147 mulheres com
aloimunizagao eritrocitaria

Grupo 2: grupo controle-563
mulheres sem aloimunizagao
eritrocitaria

Amostras negativas

l—

Amostras positivas

—

Teste LSM Teste GAT

— Amostras negativas

L 5 Amostras positivas

A 4

Amostras positivas LSM e GAT

A 4

Amostras positivas para
anticorpos anti-HNA

Genotipagem

!

Amostras
falso-positivas

!

Y

Amostras positivas para
anticorpos anti-HLA

Amostras
verdadeiras-positivas

Confirmagao por Flow-WIFT

Figura 2. Fluxograma do estudo.
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3.1 Técnicas para Pesquisa e Identificagcao de Anticorpos Eritrocitarios
v' Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI)
O teste PAIl consiste na determinacdo da auséncia ou a presencga de
anticorpos eritrocitarios livres no soro ou plasma. Os testes foram processados na
matriz gel da Grifols (Grifols Brasil, Ltda) e foram realizados seguindo as

orientagdes do fabricante.

v Identificagao de Anticorpos Eritrocitarios Irregulares
A Identificagdo dos Anticorpos Eritrocitarios Irregulares (IAl) consiste na
determinacao da especificidade do anticorpo eritrocitario. Os testes foram
processados na matriz gel da Grifols (Grifols Brasil, Ltda) e foram realizados

seguindo as orientag¢des do fabricante.

v Titulagao do anticorpo anti-D
Foi realizada a titulagdo do anticorpo anti-D com o objetivo de excluir os
individuos que receberam a imunoglobulina “roghan” ou “matergam” durante o
pré-natal. Foram considerados anticorpos formados pela gestagdo aqueles que
possuiam titulo igual ou superior a 16 (1:16) "), Os testes foram realizados
utilizando o reagente soro de Coombs anti-lgG (Bio-Rad-DIAMED®) seguindo as

orientagdes do fabricante.
3.2. Técnicas para Pesquisa e Identificacao de Anticorpos Granulocitarios

Teste de Aglutinagédo de Granulécitos (GAT)

O teste GAT baseia-se na incubagédo de um painel granuldcitos frescos de
fenodtipo conhecido com os soros dos individuos a serem testados. Os resultados
sao considerados positivos na presencga de aglutinagao celular, observada em
microscopio de fase invertida. Para compor o painel de neutréfilos do GAT sao
necessarias células de trés doadores com genotipagem HNA prévia (Quadro 2),
ou seja, para cada amostra, o teste GAT foi realizado trés vezes, cada vez com

uma célula diferente.
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Quadro 2. Perfil dos antigenos de neutréfilos dos individuos utilizados na

pesquisa.
. Tipagem HNA-1 HNA-2 HNA-3 HNA-4 | HNA-5
Células .
Sanguinea| -1a -1b -1c | (%) -3a -3b -42 -5a
1 O+ + - - 62 + - a/b a/b
2 O+ + o+ - 74 - + ala b/b
3 O- - + - 91 - + ala ala

v' Solugodes

Dextran (Mr 450,00 — 650,000)

A separagdo celular foi realizada por Dextran 5% (Dextran from
Leuconostoc spp., Sigma-Aldrich, EUA), essa solugdo tem a fungdo de
sedimentar hemacias, separando-as dos granuldcitos que permanecem no

sobrenadante da solugéo.

Ficoll Paque
A solucdo de Ficoll (Ficoll-Paque™ PLUS; d=1.077g/MI, GE Healthcare,
UK), aplicada ao sobrenadante da solugdo com dextran, tem a fungao de separar

os linfécitos dos granuldcitos por gradiente de concentracéao.

Cloreto de Amoénia
Para lisar as hemacias que ainda permaneceram na suspensao celular,
utilizou-se uma solucgao de lise de cloreto de amdnia obtida pela pesagem de:
v' 1,66g de NH4CIl (Peso Molecular: 53,49 g/ mL) e 0,2g de KHCO3 (Peso
Molecular: 100,12 g/mL), em agua destilada suficiente para uma solugéo
de 100 mL (pH: 7,4).

Tampao Salina Fosfato (PBS)

Utilizou-se PBS (DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 10x)
comercial da marca GIBCO - life Technologies. O PBS é comercializado na
concentracdo de 10x, para a utilizagdo do mesmo, deve-se diluir o reagente com

agua destilada até obter a concentragéo de 1x.
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Pool de Plasma AB

O pool de plasma AB foi feito com a mistura de plasma de 10 doadores de
sangue do sexo masculino do tipo sanguineo AB que nunca foram transfundidos.
Os plasmas s&o misturados em um unico tubo de plastico seco e centrifugado por
3 minutos a 13,000 rpm. O plasma da regido central do tubo foi aliquotado e

armazenado em freezer -20°C.

Plasma Controle Positivo
Anti-soro de individuos previamente testados e que contenham anticorpos

para os antigenos neutrofilicos.

Plasma Controle Negativo
Anti-soro de individuos previamente testados e que nao possuam

anticorpos para antigenos leucocitarios.

Oleo Mineral
O ¢6leo mineral (Sigma Aldrich, M-3516, EUA) é utilizado com o objetivo de
evitar a evaporagcdo da amostra, ele é aplicado na placa de Terasaki durante o

periodo de incubacéo.

Preparo da suspensao de granulécitos
1. Transferir 8,0 mL de sangue total para um tubo Falcon de 15 mL;
. Acrescentar 2,0 mL de Dextran 5% e homogeneizar;

. Incubar em banho-maria a 37°C por 30 minutos;

A WO DN

. Apds a incubagédo, o sobrenadante devera ser transferido cuidadosamente
para tubo Falcon de 15 mL contendo 2,5 mL de Ficoll-Paque;

. Centrifugar por 20 minutos a 1700 rpm com o breque 2;

. Desprezar o sobrenadante por inversao;

. Ressuspender o botao celular e adicionar 2,0 mL de solugéo de lise;

. Homogeneizar com pipeta Pasteur;

© 00 N O O

. Incubar a solugado em gelo por 5 minutos na posi¢ao horizontal;
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10.Apdés a incubacdo, acrescentar 8,0 mL de PBS 1x, homogeneizar e
descartar o sobrenadante por inversao;

11. Centrifugar por 5 minutos a 1100 rpm com o breque 6;

12.Desprezar o sobrenadante por inverséo;

13.Repetir mais uma vez as etapas de lavagem 11, 12 e 13;

14.Ressuspender as células com 160 pL do pool de plasma AB;

15.Com base na contagem celular, ajustar a concentracdo da suspenséao de

células em 5x10° neutrofilos/uL.

v" Procedimentos do GAT

1. Em placa de Terazaki, dispensar 2,0 yL da suspensao de granulécitos em
cada poco;

2. Acrescentar 6,0 yL do plasma controle positivo nos dois primeiros pocos e
homogeneizar com a pipeta;

3. Acrescentar 6,0 uL do plasma controle negativo no terceiro e quarto pogos
e homogeneizar com a pipeta;

4. Acrescentar 6,0 uyL do plasma teste nos pogos seguintes e homogeneizar
com a pipeta;

5. Acrescentar 6,0 uL de 6leo mineral em todos 0s pogos;
Incubar a placa em banho seco por 2 horas a 37°C;

7. Fazer a leitura em microscépio de fase invertida por dois observadores.
Conforme ilustrado na figura 3, sdo consideradas positivas as amostras
que apresentarem aglutinagcdo em pelo menos 20% do total de células

Figura 3. Resultado obtido no teste GAT. Figura 3a: resultado positivo, figura 3b:
resultado negativo. Acervo proprio.
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v Teste de Imunofluorescéncia de Granulécitos — Flow-WIFT

O teste de Flow-WIFT consiste na incubagé&o dos granulocitos com soro
teste, seguido de marcagdo com anticorpo secundario FITC - Goat F(ab’)2 Anti-
Human IgG, fragment Specific (Jackson ImmunoReserch, West Grove, PA, EUA).
A leitura do teste é realizada no Citbmetro de Fluxo e os resultados sao
considerados positivos quando a porcentagem de células positivas atinge um
valor duas vezes maior que o valor obtido no soro controle negativo.

Para a realizagao do painel de neutréfilos sdo necessarias células de trés

doadoras com genotipagem HNA prévia.

Solugoes
PBS BSA 0,2%
1,0 mL de BSA 100% (Bovine serum albumin, Sigma Aldrich, EUA) em

499 mL de PBS 1x (descrito anteriormente).

Solugao de Lise
A solugéo de lise comercial (FACS Lysing solution, BD) € concentrada

10x e precisa ser diluida para 1x em agua ultrapura Milli-Q.

v Imunofluorescéncia de Granulocitos

Procedimentos:
1. Dispensar 100 pL de sangue total no tubo de citometria;
. Adicionar 2,0 mL de solugao de lise e homogeneizar;
. Deixar hemolisar em temperatura ambiente por 10 minutos;
. Centrifugar imediatamente por 5 minutos a 1800 rpm;

. Inverter o sobrenadante por inversao;

2
3
4
5
6. Ressuspender o botéo celular e adicionar 3 mL de PBS BSA 0,2%;
7. Centrifugar por 5 minutos a 1800 rpm;

8. Inverter o sobrenadante por inversao;

9. Repetir uma vez os passos de lavagem 6, 7 e 8;

1

0.Adicionar 50 uL do plasma a ser testado e homogeneizar com a pipeta;
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11.Incubar em banho-maria por 30 minutos a 37°C;

12.Repetir duas vezes os passos de lavagem 6, 7 e 8;

13.Preparar o anticorpo secundario, diluindo-o em PBS BSA 0,2% na
concentracao 1:200;

14.Adicionar 50 uL do anticorpo secundario e homogeneizar com a pipeta;

15. Incubar por 20 minutos no escuro em temperatura ambiente;

16.Repetir duas vezes os passos de lavagem 6, 7 e 8;

17.Ressuspender o botao celular com 500 uyL de PBS BSA 0,2%;

1. Fazer a leitura no citdbmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson).

LabScreen Multi (LSM)

A técnica do teste LSM identifica anticorpos contra antigenos HLA e HNA
através de microesferas revestidas com antigenos purificados com HLA de classe
| e Il, antigenos HNA e reagentes pré-otimizados para detec¢cado de anticorpos
HLA/HNA. Os testes foram realizados seguindo as orientagdes do fabricante.

Apos o término da técnica, realizou-se aquisicao dos dados na plataforma
LABScanTM 100 (Luminex, EUA) e a analise dos resultados foi realizada pelo
“Software Fusion 4.1” (One Lambda, Inc, EUA).

Os valores de cutoff estabelecidos para analise dos dados foram de 5
para anticorpos dirigidos contra os sistema HNA-1, 3, 4 e 5, e valores superiores a
20 para anticorpos anti-HNA-2. Para os anticorpos anti-HLA foram considerados
resultados positivos quando o cutoff foi superior a 10. A figura 4 apresenta a

captura de imagem de um resultado positivo para anticorpo anti-HNA-1a.
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Figura 4: Foto obtida do programa HLA Fusion 4.1. A imagem apresenta uma amostra
com resultado positivo para anticorpo anti-HNA-1a (NBG:14,1 e RAW:2365).

3.3 Técnicas moleculares
Extracao de DNA
A extracdo de DNA foi realizada a partir de 200 yL de sangue total
previamente aliquotados em tubos estéreis de 2,0 mL e armazenados em freezer
com temperatura de -30°C. O procedimento foi realizado pelo kit comercial QIAmp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), seguindo as orientagdes do fabricante.
Para a analise da integridade do DNA, o material foi quantificado pelo
espectrofotbmetro Nano Drop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE)

Genotipagem dos antigenos de neutréfilos humanos

A genotipagem dos antigenos neutrofilicos foi realizada apenas nos
individuos que apresentaram resultado positivo no teste LSM. Apds a extragcao do
DNA, o material foi congelado para posterior realizagdo da Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR).

Os oligonucleotideos iniciadores ou primers foram desenhados para
abranger as regides polimérficas dos genes FCGR3B, SLC44A2, ITGAM e ITGAL
responsaveis por codificar os antigenos dos sistemas HNA-1, HNA-3, HNA-4 e

HNA-5, respectivamente. Em paralelo, primers direcionados as sequéncias do
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gene do Horménio de Crescimento Humano (HGH) foram usados como controle
interno. As sequéncias de primers forward e reverse utilizadas em todas as

reacoes de PCR estao descritas no quadro 3.

Quadro 3. Sequéncia dos primers dos antigenos HNA.

Sistema Antigeno Sequéncia Primers 5’ — 3’
HGH - Forward TGC CTT CCC AAC CAT TCC CTTA
HGH - Reverse CCACTCACGGATTTCTGTTGT GTTTC
HNA-1 1a Forward CTC AATGGTACAGGCGTGCTC
Reverse GGC CTG GCT TGA GAT GAG GT
1b Forward CTC AAT GGT ACAGCGTGCTT
Reverse ACT GTC GTT GAC TGT GGC AG
1c Forward AAG ATC TCC CAA AGG CTG TGG
Reverse ACT GTC GTT GAC TGT GGC AT
HNA-3 - Forward AGT GGC TGA GGT GCT TCG
Reverse GTG CGC CAATAT CCT CACTTG
HNA-4 - Forward CTC CCCACAGGGTGG TG
Reverse
Positivo AGT GACTCACCCTGCATGC
Reverse
Negativo AGT GACTCACCCTGCATGT
HNA-5 - Forward CTT CAG CAT CTC CACCTT GC
Reverse TTC TGATAT TCC CCACCC TG

Reagoes de PCR
HNA-1a/b

A genotipagem dos antigenos do sistema 1, foi realizada por PCR-SSP
(Amplificacao sequéncia-especifica).

A reacéo foi realizada com, 10 uL de Master Mix (HotStart Taq Master Mix
- DNA polymerase, Qiagen), 1,0 uL de primer-F, 1,0 yL de primer-R, 0,3 ul de
HGH-F, 0,3 de HGH-R e 2,0 yL do DNA previamente extraido e 5,4 uL de agua
ultra-pura (RNase — Free Water, Qiagen Quality), totalizando em 20 pyL de volume

final por amostra. Condicdes para a reacédo de PCR em termociclador (Veriti 96

Weel, Thermal Cycler): 1 ciclo inicial de desnaturagédo a 95°C por 15 minutos, 30
ciclos de desnaturacao por 30 segundos a 95°C; anelamento por 30 segundos a
54°C; extensédo por 30 segundos a 72°C, seguido de um passo de extensao final
de 10 minutos a 72°C.
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HNA-1c

A genotipagem do antigeno 1c foi realizada com 10 yL de Master Mix, 1,0
puL de primer-F, 1,0 uL de primer-R positivo, 1,0 yL de primer-R negativo, 0,3 uL
de HGH-F e 0,3 pL de HGH-R, 2,0 uL do DNA previamente extraido e 5,4 uL de

agua ultra-pura totalizando em 20 pL de volume final por amostra. Condicdes para

a reacdo de PCR em termociclador: 1 ciclo de desnaturagédo a 95 ° C por 15

minutos, 30 ciclos de desnaturagao por 30 segundos a 95°C; anelamento por
30segundos a 60°C; extenséo por 30 segundos a 72°C seguido de um passo de

extensao final de 10 minutos a 72°C.

HNA-3

Para a genotipagem dos antigenos do sistema 3, foi realizado a
genotipagem por PCR—-RFLP (Polimorfismo no comprimento do Fragmento de
Restricéo).

Em um tubo de 200 uL foi adicionado, 10 yL de Master Mix, 1,0 uL de
primer-F, 1,0 uL de primer-R, 2,0 uL do DNA previamente extraido e 6,0 yL de
agua ultra pura, totalizando em 20 pL de volume final por amostra. Condicdes

para a reacao de PCR em termociclador: 1 ciclo de desnaturacéo a 95 ° C por 15

minutos, 35 ciclos de desnaturagcdo por 20 segundos a 94°C; anelamento por 20
segundos a 52°C; extensédo por 20 segundos a 72°C seguido de um passo de
extenséo final de 10 minutos a 72°C.

Digestdo do produto do PCR: realizada com, 1,0 yL de buffer 4 (NEBuffer 4,
#B70045, New England-Biolabs), 0,2 uL de enzima Taqa-l (Tag a-l, #R01495,
New England - Biolabs), 5,0 yL do produto do PCR e 3,8 uL de agua ultra pura,

totalizando 10 uyL de volume final por amostra. A reacao foi realizada em

termociclador a 60°C durante 4 horas.

HNA-4

A genotipagem dos antigenos do sistema 4 foi realizada por PCR-SSP,
nas seguintes condigdes:

10 yL de Master Mix, 1,0 uL de primer -F, 1,0 yL de primer -R positivo, 1,0
pML de primer-R negativo, 0,5 yL de HGH-F, 0,5 uL de HGH-R, 1,0 uL do DNA
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previamente extraido e 6,0 uL de agua ultra-pura, totalizando em 20 pL de volume

final por amostra. Condicdes para a reacdo de PCR em termociclador: 1 ciclo de

desnaturacédo a 95 ° C por 15 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo por 30
segundos a 94°C; anelamento por 60 segundos a 58°C para reagdo com primer-R
positivo e anelamento por 60 segundos a 56°C para reagdo com primer-R
negativo; extensdo por 60 segundos a 72°C seguido de um passo de extensao

final de 10 minutos a 72°C.

HNA-5

A genotipagem dos antigenos do sistema 5 foi realizada por PCR-RFLP,
nas seguintes condigdes:

Em um tubo de 200 uL foi adicionado, 15 pL de Master Mix, 3,0 yL de
primer-F, 3,0 uL de primer-R, 3,0 uyL do DNA previamente extraido e 6,0 yL de
agua ultra-pura, totalizando em 30 pL de volume final por amostra. Condicdes

para a reacao de PCR em termociclador: 1 ciclo de desnaturacéo a 95 ° C por 15

minutos, 30 ciclos de desnaturagdo por 30 segundos a 94°C; anelamento por 30
segundos a 60°C; extensao por 60 segundos’ a 72°C seguido de um passo de
extensao final de 10 minutos a 72°C.

Digestéao do produto do PCR: foi realizada com, 3,0 uL de buffer 4 (10x), 0,3 uL
de BSA (Purified BSA 100x, B90015, New England - Biolabs), 0,5 yL da enzima
BSP 12861 (BSP 12861, #R01205, New England-Biolabs), 15,0 uL do produto do

PCR e 11,2 uL de agua ultra pura, totalizando 30 yL de volume final por amostra.

A reacao foi realizada em termociclador a 37°C durante 4 horas.

Eletroforese em Gel de Agarose

Para todas as reagdes de PCR, a analise dos produtos de PCR foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 2%, com 2 ul do corante GelRed
(GelRed Nucleic Acid Stain, Biotium) Foi adicinado Marcador de Peso Molecular
(DNA Ladder, Invitrogen E-Gel ) em todos os géis.

A leitura do resultado do gel foi realizada no fotodocumentador (Bio-Rad
Gel Doc™EZ Images, Bio-Rad).



https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/dna-rna-purification-analysis/nucleic-acid-gel-electrophoresis/e-gel-electrophoresis-system/e-gel-ladders.html
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Fenotipagem HNA-2

A regido do gene CD 177 que codifica o antigeno HNA-2 apresenta um
pseudogene altamente homologo, o que impossibilita o uso do DNA para
genotipagem deste antigeno. Sendo assim, a fenotipagem foi realizada por
citometria de fluxo com o anticorpo monoclonal MEM-166 conjugado com
ficoeritrina (PE) (Abcam - Cambridge, UK).

A anadlise da expressdo do HNA-2 na superficie dos neutrofilos foi
realizada por citometria de fluxo. A porcentagem de neutréfilos positivos para o
HNA-2 foi medida a partir de valores de cutoff gerados pelo controle negativo
(Mouse IgG1 como anticorpo primario). Individuos foram considerados HNA-2-
positivos quando mais que 5% dos neutréfilos reagiram com o anticorpo

monoclonal.

Procedimentos:

2. Preparar dois tubos para cada amostra (teste e controle);

A) No tubo teste dispensar 100 uL de sangue total;
Adicionar 2,0 uL de anticorpo monoclonal MEM166/PE;
Homogeneizar com a pipeta;

B) No tubo controle, dispensar 100 yL de sangue total,
Incubar por 15 minutos no escuro em temperatura ambiente;
Apoés a incubagao, homogeneizar em agitador;

Adicionar 1,0 mL de solugao de lise FACSIlysing (BD);
Incubar por 10 minutos no escuro em TA;

Homogeneizar em agitador e centrifugar por 5 minutos a 1800 rpm;

© N o o

Descartar o sobrenadante por inversao;

9. Homogeneizar em agitador e adicionar 4 mL de PBS 1X;
10.Centrifugar por 5 minutos a 1800 rpm;

11.Descartar o sobrenadante por inversdo e secar 0 excesso com gaze;
12.Ressuspender o botao celular com 500 uL de PBS 1X;

13.Analisar em citdbmetro de fluxo.



https://www.google.com.br/search?q=Cambridge+Reino+Unido&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAjWaQkEQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi98Mm2lcPWAhUJiZAKHVnNBwkQmxMIqwEoATAS
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3.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi feita pelo software “GraphPad”, que mostra
diferenga significante em resultados associados pelo Teste Qui-quadrado, (sem
correcdo e com corregdo de Yates). Nos casos em que os valores encontrados
eram menores que “5”, a estatistica foi feita pelo “teste Exato de Fisher”. Um valor
de p<0,05 foi considerado significante. Todos os calculos foram feitos com
Intervalo de Confianga de 95% (Ic 95%).

Para amostras multivariadas (numero de gestagdes), a analise estatistica
foi realizada pelo programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). O
teste de Mann-Whitney (Wilcoxon rank-sum test) também foi utilizado.

A analise estatistica considerou as associagdes feitas entre a presencga de
anticorpos eritrocitarios, leucocitarios, neutrofilicos, numero de gestagdes,
resultados obtidos nos testes GAT, Flow-WIFT e LSM

3.5 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado em 27/09/2015 pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo como
projeto de tese de mestrado (CEP 0846/2015). Todos os individuos que
concordaram em participar do estudo assinaram o TCLE aprovado pelo CEP

(Anexos 1 e 2).




4 RESULTADOS
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Foram analisadas amostras de sangue de 147 mulheres com
aloimunizagao eritrocitaria apenas pela gestagao (Grupo 1) e no grupo controle
(grupo 2) foram analisadas 563 doadoras de sangue, com histéria gestacional e
sem aloimunizagao eritrocitaria. De acordo com a tabela 1, os individuos foram
distribuidos em dois grupos de acordo com o historico gestacional: uniparas (uma

gestacdo) e multiparas (duas ou mais gestagdes).

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos estudados conforme o numero de gestagodes.

Grupo 1 N (%) Grupo 2 N (%) Total N (%)

Uniparas 65 (44,2) 70 (12,4) 135 (19,0)
Multiparas 82 (55,8) 493 (87,6) 575 (81,0)
Total 147 (100) 563 (100) 710 (100)

4.1 Aloimunizagao Eritrocitaria

No grupo 1 (mulheres com aloimunizagao eritrocitaria) (n=147) foram
encontrados 178 anticorpos eritrocitarios, sendo que 125 (70,2%) eram anticorpos
unicos e 53 (28,8%) estavam associados a formagdo de outros anticorpos
eritrocitarios.

Considerando que alguns individuos formaram mais de um anticorpo
eritrocitaria, as mulheres foram subdivididas em dois grupos: unialoimunizacao
(formagao de apenas um anticorpo eritrocitario) e multialoimunizagao (formagao
de dois ou mais anticorpos eritrocitarios). O anti-Le? foi o anticorpo eritrocitario de
maior frequéncia tanto na unialoimunizagao (31,2%) quanto no total de anticorpos
formados (unialoimunizagdo e multialoimuizagdo) com 25,3% de casos. O
anticorpo anti-D foi o segundo mais frequente na unialoimunizagdo com 20,8% e
24,7% no total de anticorpos formados, entretanto foi o anticorpo mais frequente
na multialoimunizagao (34,0%). A tabela 2 e figura 5 apresentam a distribuicéo de

todos os anticorpos eritrocitarios encontrados.
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Tabela 2. Relacao da especificidade dos anticorpos eritrocitarios encontrados nos
147 individuos estudados (Grupo 1)

Anticorpos eritrocitarios | Unialoimunizagcao Multialoimunizagao Total de
identificados (N=178) N (%) N (%) Anticorpos N (%)
Anti-Le® 39 (31,2) 6 (11,3) 45 (25,3)
Anti-D 26 (20,8) 18 (34,0) 44 (24,7)
Anti-C 1(0,8) 15 (28,3) 16 (9,0)
Anti-E 14 (11,2) 2(3,8) 16 (9,0)
Anti-K 7 (5,6) 3(5,7) 10 (5,6)
Anti-Le® 7 (5,6) 3(5,7) 10 (5,6)
Anti-M 9(7,2) 1(1,9) 10 (5,6)
Anti-Jk* 6 (4,8) 2(3,8) 8 (4,5)
IgM indeterminado 7 (5,6) 0 7 (3,9)
IgG indeterminado 4 (3,2) 0 4(2,2)
Anti-S 2(1,6) 1(1,9) 3(1,7)
Anti-c 1(0,8) 0 1(0,6)
Anti-N 1(0,8) 0 1(0,6)
Anti-P1 1(0,8) 0 1(0,6)
Anti-e 0 1(1,9) 1(0,6)
Anti-JK® 0 1(1,9) 1(0,6)
Total 125 (100) 53 (100) 178 (100)

Especificidade dos Anticorpos Eritrocitarios

H Anti-Lea

H Anti-D

M Anti-C

M Anti-E

M Anti-K

M Anti-Leb

kM Anti-M

u Anti-Jka

i IlgM indeterminado

i Outros Anticorpos

Figura 5. Relagao da especificidade dos anticorpos eritrocitarios.




Resultados 37

4.2 Aloimunizagao leucocitaria nos individuos com anticorpos
eritrocitarios

Foram encontrados 25 tipos de associagcbes nos 178 anticorpos
eritrocitarios. Destes, 14/25 (56%) incluiam individuos unialoimunizados e 11/25
(44%) incluiam individuos multialoimunizados (Tabela 3). O anticorpo anti-D
esteve presente em 8/11 (72,7%) das associagbes de multiplos anticorpos
eritrocitarios, ou seja, o anti-D foi o anticorpo de maior frequéncia quando
associado a formagao de outros anticorpos eritrocitarios.

No grupo das mulheres com aloimunizacao eritrocitaria (Grupo 1) foram
encontrados 11/147 (7,5%) mulheres com anticorpos anti-HNA e 75/147 (51,0%)
mulheres com anticorpos anti-HLA (Tabela 3).

Devido ao baixo numero de anticorpos neutrofilicos encontrados, nao foi
possivel fazer associagdes das especificidades dos anticorpos eritrocitarios e anti-
HNA. Entretanto a associacdo dos anticorpos eritrocitarios com anticorpos anti-
HLA foi realizada. Foi encontrada uma frequéncia elevada de anticorpos anti-HLA
nos individuos que possuiam anticorpo anti-D tanto no grupo de individuos
unialoimunizados por anticorpos anti-D (24%), quanto na contagem total da
aloimunizagdo com anti-D (unialoimunizagdo e multialoimunizagéo), com 38,7%
de anti-HLA nesse ultimo grupo (resultado ndo mostrado).

Dos 74 anticorpos anti-HLA encontrados nos individuos com
aloimunizagao eritrocitaria, 47,3% foram destinados a classe |, 45,9% classe | e |l

e apenas 6,8% de classe Il.
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Tabela 3. Especificidade dos anticorpos eritrocitarios em relagao aos anticorpos

leucocitarios.

. . . Total Anti-HNA Anti-HLA Classe anti-HLA
Anticorpos Eritrocitarios

N(%) N (%) N (%) (| lell

1 Anti-Le® 39 (26.5) 4(36.4) 14(187) 6 1 7
2 Anti-D 26 (17.7) 0 18(24.0) 10 2 6
3 Anti-E 14 (9.5) 1(9.1) 8 (10.7) 4 0 4
4 Anti-D + C 11 (7.5) 2(18,1) 5(6.7) 1 0 4
5 Anti-Le" 9 (4.8) 0 3(4.0) 1 0 1
6 Anti-M 9(6.1) 0 4 (5.3) 2 1 1
7 Anti-K 8 (4.8) 0 3(4.0) 1 0 2
8 IgM indeterminada 7 (4.8) 1(9.1) 1(1.3) 1 0 0
9 Anti-Jk® 6(4.1) 1(9.1) 5(6.7) 2 0 3
10 IgG indeterminada 4 (2.7) 0 3(4.0) 2 0 1
11 Anti-Le® + Le® 2(1.4) 0 1(1.3) 0 O 1
12 Anti-S 2(1.4) 0 1(1.3) 1 0 0
13 Anti-D + C + K 1(0.7) 1(9.1) 1(1.3) 1 0 0
14 Anti-D + M + Le® 1(0.7) 1(9.1) 1(1.3) 1 0 0
15 Anti-c 1(0.7) 0 1(1.3) 0 O 1
16 Anti-C 1(0.7) 0 1(1.3) 1 0 0
17 Anti-N 1(0.7) 0 1(1.3) 0o 1 0
18 Anti-D + Jk® 1(0.7) 0 1(1.3) 0 O 1
19 Anti-D + C + JK® 1(0.7) 0 1(1.3) 1 0 0
20 Anti-D + E + Le® 1(0.7) 0 1(1.3) 0 O 1
21 Anti-D+C+E +K+Le + Le® 1(0.7) 0 1(1.3) 0 O 1
22 Anti-P1 1(0.7) 0 0 0 O 0
23 Anti-C + e 1(0.7) 0 0 0 O 0
24 Anti-D + Le® 1(0.7) 0 0 0 O 0
25 Anti-S + Jk° + K 1(0.7) 0 0 0 O 0

Total 147 (100) 11 (100) 75(100) 35 5 34

4.3 Aloimunizagao Neutrofilica

Conforme apresentado na tabela 4, das 710 mulheres estudadas, foram
encontrados 35 (4,9%) anticorpos anti-HNA, sendo 11/147 (7,5%) no grupo da
aloimunizagao eritrocitaria (grupo 1) e 24/563 (4,3%) no grupo controle (grupo 2).

A confirmacao da especificidade do anticorpo anti-HNA foi realizada pela
genotipagem do antigeno HNA correspondente. Além disso, foi realizado o teste
Flow-WIFT em todos os casos positivos para anticorpos anti-HNA.
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A relacdo dos resultados obtidos nos 35 individuos com anticorpos

neutrofilicos pode ser encontrada no Anexo 5.

Tabela 4. Frequéncia de anticorpos neutrofilicos nos grupos 1, 2 e total, conforme

0 numero de gestacgéo.

NUmero de NUmero de Anti-HNA
Gestacodes Individuos N (%)
Grupo 1
Uniparas 65 2(3,1)
Multiparas 82 9(11,0)
Total 147 11 (7,5)
Grupo 2
Uniparas 70 1(1,4)
Multiparas 493 23 (4,7)
Total 563 24 (4,3)
Total
Uniparas 135 3(2,2)
Multiparas 575 32 (5,6)
Total 710 35 (4,9)

Resultados obtidos no teste LSM

v' ReagoOes inespecificas no teste LSM

O teste LSM foi realizado em todos os individuos estudados (n=710),
totalizando 102 (14,4%) amostras liberadas pelo software como resultado positivo
para anticorpos anti-HNA, entretanto apenas 35/102 (34,3%) foram confirmados
por GAT, Flow-WIFT e pela genotipagem do antigeno neutrofilico correspondente.
Esses 67/710 (9,4%) casos foram classificados como reagao inespecifica, e para
a realizacido da analise estatistica do presente trabalho, eles foram considerados
como negativos para anticorpos anti-HNA. O teste LSM foi realizado em duplicada
em todos os casos que apresentaram reacao inespecifica para anticorpos anti-
HNA.

A tabela 5 apresenta a relagao de todos os casos com reacao inespecifica
no teste LSM. Do total dos casos com esse tipo de reagédo (n=67), destacam-se
os anticorpos contra o sistema HNA-5, com 33 (49,3%) casos, seguido dos

anticorpos contra o sistema HNA-3, com 17 (25,4%) casos.
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Tabela 5. Distribuicdo dos 67 individuos conforme a inespecificidade do anticorpo
anti-HNA identificado no teste LSM..

Anticorpos anti-HNA Quantidade N (%) Genotipagem
Anti-1a 2(0,3) FyR3B*01/FCyR3B*01
Anti-1b 6 (0,8) FCyR3B*02/FCyR3B*02
Anti-1c 1(0,1) FCyR3B*02/FCyR3B*03
Anti-2 3(0,4) CD177+
Anti-3a 8 (1,1) HNA-3aa
Anti-3b 9(1,3) HNA-3bb
Anti-4a 5(0,7) HNA-4aa
Anti-5a 26 (3,7) HNA-5aa
Anti-5b 7(1,0) HNA-5bb

Total 67 (9,4) -

v' Anticorpos Neutrofilicos relacionados com a aloimunizagéao

eritrocitaria

A analise estatistica conforme o numero de gestagdes (uniparas ou
multiparas) para a varidvel presenga de anticorpos anti-neutrofilicos esta
esquematizada na tabela 6. Nido foi possivel realizar analise estatistica da
especificidade dos anticorpos neutrofilicos nos grupos estudados devido a baixa
quantidade de anticorpos neutrofilicos encontrados (n=35).

Conforme a tabela 6 e a figura 6, diferenca estatistica significante foi
observada apenas nas mulheres multiparas em ambos os grupos. Mulheres
multiparas com anticorpos eritrocitarios (Grupo 1) apresentaram maior frequéncia
de aloimunizagdo de anticorpos anti-HNA (11,0%) quando comparado com o

grupo das mulheres sem aloimunizagao eritrocitaria (Grupo 2) (4,7%) (p=0,02).
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Tabela 6. Distribuicdo dos individuos nos grupos 1, 2 e total, por presencga de

anticorpos anti-HNA.

. ~ Anticorpos Grupo 1 Grupo 2
Numero de gestacdes Leucocitgrios N (EA)) N (F"%) P
Uniparas (N= 135)
HNA Positivo 2(3,1) 1(1,4) 0.108
HNA Negativo 63 (96,9) 69(98,6)
Total 65 (100) 70 (100)
Multiparas (N=575)
HNA Positivo 9 (11,0) 23 (4,7) 0.021
HNA Negativo 73(89,0) 470(95,3)
Total 82 (100) 493 (100)
Total (N=710)
HNA Positivo 11 (7,5) 24 (4,3) 0.608
HNA Negativo 136 (92,5) 539 (95,7)
Total 147 (100) 563 (100)

120,00%

Anticorpos anti-HNA em mulheres multiparas com

e sem aloimunizacao eritrocitaria

27 /29

100,00% -
80,00% —
60,00% -
40,00% -

20,00% —

T O

(100%)

P=0,021

I
24/493

0/493

(4,7%)

0,00% -+
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Aloimunizacdo Eritrocitaria

M Anticorpos Eritrocitarios

Grupo Controle - Doadoras de Sangue

W Anticorpos Neutrofilicos

Figura 6. Frequéncia de anticorpos anti-HNA em mulheres multiparas

Dos 35 anticorpos neutrofilicos encontrados, 16 (45,7%) séo do sistema
HNA-1, 2 (5,7%) sao do sistema HNA-2, 12 (34,3%) do sistema HNA-3 e 5
(14,3%) séo do sistema HNA-5.

O fendtipo HNA-1 null é resultado de uma delecao do gene FCGR3B, que

codifica o receptor FcyRIlIb de neutrdfilos e os epitopos do sistema HNA-1 (1a,




Resultados 42

1b, 1c e 1d). Individuos HNA-1 null podem formar anticorpos anti-FcyRIIlb. No
presente estudo foram identificados 2/710 (0,3%) casos com esse fen6tipo raro e

que formaram anticorpos anti-FcyRIlIb.
A figura 7 ilustra a especificidade dos anticorpos anti-HNA encontrados

em ambos os grupos estudados.

Especificidade dos anticorpos anti-HNA (N=35) (%)
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HNA Positivo  Anti-1a  Anti-FcyRINIB  Anti-2 Anti-3a Anti-3b Anti-5a Anti-5b

B Grupo 1(N=147) Grupo 2 (N=563)

Figura 7. Especificidade de anticorpos anti-HNA nos grupos 1 e 2, segundo o
teste LSM.

v' Comparagao entre os testes LSM e GAT

A tabela 7 apresenta o resultado do teste GAT conforme a especificidade
do anticorpo anti-HNA identificado pelo teste LSM. A analise da comparacgao entre
as duas técnicas mencionadas revelou que dos 35 anticorpos anti-HNA
encontrados pelo teste LSM, apenas 23 (65,7%) seriam detectados pelo teste
GAT.

O sistema HNA-1 foi o que mais apresentou resultado positivo no teste
GAT, com 14/35 (40,0%) casos, enquanto o antigeno HNA-3b foi o que resultou
em maior numero de casos negativos no teste GAT, com 6/35 (17,2%) casos.
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Tabela 7. Distribuicdo dos individuos com anticorpos neutrofilicos, segundo
resultados dos testes GAT e LSM.

Especificidade GAT LSM
anti-HNA  Ppositivo N (%) Negativo N (%) Total (%)
Anti-1a 12 (34,3) 1(2,9) 13 (37,1)
Anti-FcyRIlIb 2 (5,7) 0 2 (5,7)
Anti-2 0 3 (8,5) 3 (8,6)
Anti-3a 2 (5,7) 0 2 (5,7)
Anti-3b 4 (11,4) 6 (17,2) 10 (28,6)
Anti-5a 1(2,9) 2 (5,7) 3 (8,6)
Anti-5b 2 (5,7) 0 2 (5,7)
Total 23 (65,7) 12 (34,3) 35 (100)

Considerando apenas a aloimunizagcado neutrofilica e desconsiderando a
presenca de anticorpos anti-HLA, conforme a tabela 7 pode-se ainda observar a
sensibilidade do teste GAT para cada tipo especifico de anticorpo anti-HNA. O
teste GAT mostrou ser uma técnica sensivel para detectar anticorpos contra
antigenos HNA-1a, FcyRIIIB, HNA-3a e HNA-5b, porém em nosso estudo a
técnica se mostrou ser pouco sensivel para detectar anticorpos anti-HNA-3b e

HNA-5a e ndo detectou nenhum dos trés casos com anticorpos anti-HNA-2.

v' Comparagao entre os testes LSM e Flow-WIFT

O teste Flow-WIFT foi realizado apenas nos casos com anticorpos anti-
HNA detectados pela tecnologia LSM, ou seja, 35 casos foram testados pelo teste
mencionado. A tabela 8 apresenta o resultado do teste Flow-WIFT conforme a
especificidade do anticorpo anti-HNA identificado pelo teste LSM.

A analise da comparagao entre as duas técnicas mencionadas revelou
que dos 35 anticorpos anti-HNA encontrados pelo teste LSM, 27 (77,2%) seriam
detectados pelo teste Flow-WIFT, enquanto 8 (22,9%) seriam determinados como

negativos para a presenga de anticorpos granulocitarios.
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Tabela 8. Distribuicao dos individuos com anticorpos neutrofilicos, segundo testes
Flow-WIFT e LSM.

Especificidade Flow-WIFT LSM
anti-HNA  positivo N (%) Negativo N (%) Total (%)
Anti-1a 9 (25,7) 4(11,4) 13 (37.1)
Anti-FcyRIllb 2 (5,7) 0 2 (5,7)
Anti-2 3 (8,6) 0 3 (8,6)
Anti-3a 2 (5,7) 0 2 (5,7)
Anti-3b 6 (17,2) 4(11,4) 10 (28,6)
Anti-5a 3 (8,6) 0 3 (8,6)
Anti-5b 2 (5,7) 0 2 (5,7)
Total 27 (77,2) 8 (22,8) 35 (100)

Considerando apenas a aloimunizagéo neutrofilica e desconsiderando a
presenca de anticorpos anti-HLA, conforme apresentado na tabela 8, pode-se
ainda observar a sensibilidade do teste Flow-WIFT para cada tipo especifico de
anticorpo anti-HNA formando. O teste Flow-WIFT mostrou ser uma técnica
sensivel para detectar anticorpos anti-FcyRIIIB, HNA-2, HNA-3a, HNA-5a e -5b,
porém em nosso estudo a técnica n&o conseguiu detectar 4/13 (30,8%) dos
anticorpos anti-HNA-1a formados e 4/10 (40,0%) dos anticorpos anti-HNA-3b.

v' Comparagao entre os testes GAT e Flow-WIFT

O teste Flow-WIFT revelou ser uma técnica mais sensivel para detectar
anticorpos anti-HNA quando comparada com o teste GAT, 65,7% dos anticorpos
seriam detectados apenas pelo GAT, enquanto 77,2% seriam detectados pelo
teste Flow-WIFT.

Tabela 9. Relacao dos resultados obtidos nos testes GAT e Flow-WIFT nos casos

com anticorpos anti-HNA identificados pelo teste LSM.

Resul
Teste . esultado . Total (%)
Positivo N (%) Negativo N (%)
GAT 23 (65,7) 12 (34,3)
1
Flow-WIFT 27 (77,2) 8 (22,9) 35 (100)




Resultados 45

4.4 Aloimunizagao Leucocitaria

Conforme apresentado na tabela 10, foram encontrados 312/710 (43,9%)
anticorpos anti-HLA, sendo 74/147 (50,3%) anticorpos no grupo 1 e 238/563
(42,3%) no grupo 2.

Tabela 10. Frequéncia de anticorpos leucocitarios nos grupos estudados

conforme o numero de gestacgao.

NUmero de NUmero de
Gestagoes Individuos Anti-HLA (%)
Grupo 1
Uniparas 65 23 (35,4)
Multiparas 82 51 (62,2)
Total 147 74 (50,3)
Grupo 2
Uniparas 70 14 (20,0)
Multiparas 493 224 (45,4)
Total 563 238 (42,3)
Total
Uniparas 135 37 (27,4)
Multiparas 575 275 (47,8)
Total 710 312 (43,9)

A pesquisa e identificagdo das classes dos anticorpos leucocitarios
encontrados foram realizadas pelo teste LSM. Os grupos foram separados
conforme o historico gestacional (uniparas e multiparas) e foram analisadas as
variaveis: presenca ou auséncia de anticorpos anti-HLA, anti-HLA classe |, anti-
HLA classe Il, anti-HLA classe | e Il. As analises estatisticas destas variaveis

encontram-se nas tabelas 11 e 12.
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Tabela 11. Resultados obtidos no teste LSM, distribuidos pelo numero de

gestacdes em ambos os grupos estudados.

Numero de Anticorpos Grupo 1 Grupo 2
gestagoes Leucocitarios N (%) N (%) P
Uniparas (N=135)
HLA Positivo 23 (35,4) 14 (20,0)
HLA Negativo 42 (64,6) 56 (80,0) 0,045
Total 65 (100) 70 (100)
Multiparas (N= 575)
HLA Positivo 51 (62,2) 224 (45,4)
HLA Negativo 31 (37,8) 269 (54,6) 0,004
Total 82 (100) 493 (100)
Total (N=710)
HLA Positivo 74 (50,3) 238 (42,3)
HLA Negativo 73 (49,7) 325 (57,7) 0,079
Total 147 (100) 563 (100)

A aloimunizagao leucocitaria foi relacionada com mulheres uniparas e
multiparas nos dois grupos estudados. Mulheres multiparas do grupo 1 tém uma
maior frequéncia de aloimunizagao tanto de anticorpos anti-HNA (11,0%, p=0,02)
quanto de anticorpos anti-HLA (62,2%, p=0,004) quando comparado com o0 grupo
2. Também foi observado do grupo 1 (p=0,045). Em ambos os grupos estudados
a taxa de aloimunizagéo leucocitaria cresce conforme o numero de gestagdes
aumenta, ou seja, mulheres com duas ou mais gestagdes possuem mais chances
de formar anticorpos leucocitarios quando comparadas com mulheres que
possuem apenas uma gestagao.

Embora ndo tenhamos obtido um valor significativo com os dados nao
estratificados por numero de gestagdes, encontramos uma maior frequéncia de
anticorpos anti-HLA no grupo 1 (50,3%) quando comparado com o grupo 2
(42,3%).

A tabela 12 apresenta as classes dos anticorpos anti-HLA detectados,

conforme o numero de gestagdes em ambos os grupos estudados.
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Tabela 12. Resultados obtidos no teste LSM conforme a classe do anticorpo anti-

HLA, distribuidos pelo numero de gestagbes em ambos os grupos estudados.

Numero de Anticorpos Grupo1  Grupo 2
gestacoes Leucocitarios N (%) N (%)

Uniparas (N=37)

HLA Classe | 14 (60,9) 7 (50,0) 0,517
HLA Classe Il 3 (13,0) 4 (28,6) 0,389
HLA Classe | e Il 6 (26,1) 3(21,4) 1,000
Total 23 (100) 14 (100)
Multiparas (N=275)
HLA Classe | 21 (41,2) 100 (44,6) 0,652
HLA Classe Il 2(3,9) 46 (20,5) 0,004
HLA Classe | e Il 28 (54,9) 78(34,8) 0,007
Total 51 (100) 224 (100)
Total (N=312)
HLA Classe | 35 (47,3) 107 (45,0) 0,724
HLA Classe Il 5 (6,8) 50 (21,0) 0,005
HLA Classe l e Il 34 (45,9) 81(34,0) 0,063
Total 74 (100) 238 (100)

O anticorpo anti-HLA classe | ndo teve relagéo significante com nenhuma
das analises realizadas, entretanto diferencas significativas foram encontradas na
presenca de anticorpos anti-HLA classe Il no grupo 2, tanto em mulheres
multiparas (p=0,004) quanto no total de individuos estudados (p=0,005), ou seja,
mulheres sem aloimunizagéo eritrocitaria mostraram uma maior tendéncia em
formar anticorpos anti-HLA classe II.

Resultado significante também foi encontrado quando comparamos a
presenga de anticorpos anti-HLA classe | e Il no grupo 1 e 2 das mulheres
multiparas, onde o grupo 1 apresentou maior frequéncia de anticorpos anti-HLA
classe | e Il quando comparado com o grupo 2 (p=0,007).

A figura 8 apresenta a porcentagem de individuos com anticorpos anti-

HLA conforme a sua classe, distribuidos em ambos os grupos de estudo.
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Especificidade dos anticorpos anti-HLA (N=312)
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Figura 8. Classes dos anticorpos anti-HLA nos grupos 1, 2 e total.

v Resultados obtidos no teste GAT

O teste GAT foi realizado em todos os 710 individuos inseridos no estudo.

A tabela 13 apresenta a distribuigdo dos grupos conforme o numero de gestacdes

(uniparas e multiparas) e foi analisado o resultado obtido no teste GAT.

Tabela 13. Distribuicdo dos individuos nos grupos 1 e 2, segundo o resultado do

teste GAT.
Grupo 1 Grupo 2
Numero de gestacdes Teste GAT N (%) N (%) P
Uniparas (N=135)
GAT Positivo 26 (40,0) 12 (17,1)
GAT Negativo 39 (60,0) 58 (82,9) 0,001
Total 65 (100) 70 (100)
Multiparas (N=575)
GAT Positivo 43 (52,4) 84 (17,0)
GAT Negativo 39 (47,6) 409 (83,0) <0,0001
Total 82 (100) 493 (100)
Total (N=710)
GAT Positivo 69 (46,9) 96 (17,1)
GAT Negativo 78 (53,1) 467 (82,9) <0,0001
Total 147 (100) 563 (100)
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Resultados estatisticamente significantes foram encontrados em todas as
analises realizadas com o resultado do teste GAT. Individuos com aloimunizagao
eritrocitaria (grupo 1) possuem maior positividade no teste mencionado quando
comparado com o individuos sem aloimunizag&o eritrocitaria (grupo 2).

A figura 9 apresenta o resultado obtido no teste GAT, no total 165/710

(23,2%) casos foram positivos para o teste e 545/710 (76,8%) foram negativos.

Resultado do teste GAT
500 82,9%
8
3 400 S
=
T 300 -
L1}
S 200 —
2. a6,9% *71% 53,1%
b=}
= 0 __.H l , H
GAT Positivo GAT Negativo
MGrupo 1(N=147) i Grupo 2 {N=563)

Figura 9. Porcentagem dos resultados obtidos no teste GAT nos grupos 1, 2 e

total.

v' Comparacgao entre os resultados obtidos nos testes LSM e GAT

O teste LSM detectou 312/710 (44,0%) individuos com anticorpos anti-
HLA comparado com 166/710 (23,4%) casos positivos pelo teste GAT e 114/710
(16,1%) casos foram positivos nas duas técnicas concomitantemente. 52 casos
foram positivos apenas no teste GAT e 198 casos foram positivos apenas no teste
LSM. (Tabela 14).

Tabela 14. Comparacao entre as técnicas LSM e GAT por presenca ou auséncia

de anticorpos anti-HLA.

LSM - anti-HLA GAT N=710

N (%) Positivo N (%) Negativo N (%)
Positivo 312 (43,9) 114 (68,7) 198 (36,4)
Negativo 398 (56,1) 52 (31,3) 346 (63,6)
Total 710 (100) 166 (100) 544 (100)
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Com o objetivo de saber se a classe do anticorpo HLA influéncia no
resultado do teste GAT, foram feitas as comparagdes das técnicas realizadas
segundo a classe dos anticorpos anti-HLA e o resultado obtido no teste GAT. As

analises dessas comparagdes podem ser encontradas na tabela 15.

Tabela 15. Distribuicdo dos individuos nos grupos 1 e 2, conforme a classe dos

anticorpos anti-HLA segundo testes GAT e LSM.

LSM - Classe do anticorpo GAT (N=312)
anti-HLA N (%) Positivo N (%) Negativo N (%)
HLA Classe | 142 (45,5) 52 (45,6) 90 (45,4) NS
HLA Classe Il 55 (17,6) 6 (5,3) 49 (24,7) <0,0001
HLA Classe l e ll 115 (36,9) 56 (49,1) 59 (29,8) 0,005
Total 312 (100) 114 (100) 198 (100)

Resultado significante foi observado nos individuos com teste GAT
negativo com anticorpos anti-HLA classe Il (p<0,0001), entretanto anticorpos anti-
HLA classe Il estdo envolvidos em 6 (5,3%) casos com resultado positivo no teste
GAT. Esse resultado apenas se justifica em 1 caso que possui
concomitantemente anticorpo anti-HNA-1a, os outros 5 casos foram considerados

como reacgao inespecifica no teste GAT.

4.5 Aloimunizagao eritrocitaria relacionada com anticorpos anti-HNA e HLA

As analises dos resultados obtidos no teste LSM, segundo a presenca ou
auséncia de anticorpos eritrocitarios, podem ser encontradas na tabela 16. Os
resultados nos mostram que mulheres multiparas com anticorpos eritrocitarios
(grupo 1) possuem maior frequéncia de anticorpos anti-HNA e HLA (p=0,023)
simultaneamente quando comparado com mulheres multiparas sem anticorpos
eritrocitarios (grupo 2). Valor significante também foi encontrado ao fazer a

mesma analise no total de mulheres testadas (p=0,019).
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Tabela 16. Distribuicdo dos individuos nos grupos 1, 2 e total, por presenca de

anticorpos anti-HNA e anti-HLA, segundo o teste LSM.

Resultados do Grupo1  Grupo 2
teste LSM N (%) N (%) P
Uniparas (N=135)
HNA e HLA positivos 2(3,1) 0 0,230
HNA e HLA negativos 42 (64,6) 55(78,6) 0,071
HLA positivo 21(32,3) 14 (20,0) 0,103
HNA positivo 0 1(1,4) 1
Total 65 (100) 70 (100)
Multiparas (N= 575)
HNA e HLA positivos 6 (7,3) 11(2,2) 0,023
HNA e HLA negativos 28 (34,1) 257 (52,1) 0,002
HLA positivo 45 (54,9) 213 (43,3) 0,049
HNA positivo 3(3,7) 12(2,4) 0,519
Total 82 (100) 493 (100)
Total (N=710)
HNA e HLA positivos 8 (5,4) 11 (2,0) 0,019
HNA e HLA negativos 70 (47,6) 312 (55,4) 0,091
HLA positivo 66 (44,9) 227 (40,3) 0,315
HNA positivo 3(2,0) 13(2,3) 0,845
Total 147 (100) 563 (100)

Ainda com o objetivo de relacionar a formagao de anticorpos anti-HLA e
HNA, a tabela 17 apresenta a relagdo de todos os individuos que possuem
anticorpos anti-HNA (35) e a classe do anticorpo anti-HLA a ele associado.
Tabela 17. Comparacdo dos individuos com anticorpos anti-HNA e HLA,

segundo teste LSM.

Especificidade Anti-HNA | HLA Anti-HLA  Anti-HLA  Anti-HLA

HNA N (%) negativo | Classe | Classell Classelell
Anti-HNA-1a 13 (37,1) 8 2 1 2
Anti-HNA-FCyRIlIb 2 (5,7) 0 1 0 1
Anti-HNA-2 3(8,6) 2 1 0 0
Anti-HNA-3a 2 (5,7) 1 1 0 0
Anti-HNA-3b 10 (28,6) 6 1 0 3
Anti-HNA-5a 3 (8,6) 2 1 0 0
Anti-HNA-5b 2 (5,7) 0 1 0 1
Total 35 (100) 17 10 1 7
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Dos 35 casos com anticorpos anti-HNA, 18 (51,4%) possuem anticorpos
anti-HLA concomitantemente. O anticorpo anti-HLA classe | foi o mais frequente
encontrado, presente em 10/18 (55,6%) individuos, seguido do anti-HLA classe | e
Il com 7/18 (38,9%) casos e por ultimo o anti-HLA classe Il com apenas 1/18
(5,5%) caso encontrando com associagao com anticorpo anti-HNA.

Conforme ja mencionado, 312 individuos apresentaram anticorpos anti-

HLA, desses 18/312 (5,8%) possuem anticorpos anti-HNA concomitantemente.

4.6 Persisténcia de Anticorpos Leucocitarios

A persisténcia dos anticorpos anti-HNA na circulagdo sanguinea foi
avaliada levando em consideragao o questionario aplicado a cada participante do
estudo (anexos 3 e 4) em que foram levantadas questdes referentes ao historico
gestacional. Foram analisadas amostras de sangue de 24 mulheres doadoras de
sangue e com historico gestacional, sem transfusao sanguinea e com anticorpos
anti-HNA (grupo 2). As 11 mulheres com anticorpos eritrocitarios e anti-HNA nao
foram incluidas nessa analise (grupo 1), pois as mesmas estavam gestantes no
momento da coleta da amostra. Foram consideradas gestagdes a termo ou nao,
entretanto a ultima gestacao relatada deveria ter atingido no minimo 25 semanas.
A tabela 18 apresenta as caracteristicas dos individuos estudados, conforme a
presenga e a classe dos anticorpos leucocitarios e o numero de gestagoes.

Das 24 amostras estudadas, 11 (45,8%) também apresentavam
anticorpos anti-HLA. Quanto ao histérico gestacional, apenas uma mulher relatou
ter tido unica gestacao (4,2%), enquanto 50% das mulheres relataram ter duas
gestacbes e 45,8% possuiam trés ou mais gestacbes. A idade média das
mulheres estudadas foi de 49,8 anos, sendo que a idade média no momento da

gestacao foi de 19 anos.
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Tabela 18. Relacédo das 24 mulheres com anticorpos anti-HNA, segundo a classe

dos anticorpos HLA.

o Anticorpos anti-HLA Anti-HLA (N=11)

LSM N (%) Positivo (%) Negativo (%)| 1(%) (%) lell(%)
Anti-1a | 8(33,3) 3(12,5) 5(20,8) 1 1 1
Anti-2 | 3(12,5) 1(4,2) 2 (8,3) 1 0 0
Anti-3a | 2 (8,3) 2 (8,3) 0,0 2 0 0
Anti-3b | 6 (25,0) 2 (8,3) 4 (16,7) 2 0 0
Anti-5a | 3 (12,5) 1(4,2) 2 (8,3) 1 0 0
Anti-5b | 2 (8,3) 2 (8,3) 0,0 1 0 1
Total | 24 (100) 11 (45,8) 13 (54,2) 8(72,7) 1(9,1) 2(18,2)

Das 24 mulheres analisadas, 11 (45,8%) possuiam anticorpos anti-HLA,

destas, 8 (72,7%) possuiam especificidade para anticorpos anti-HLA classe I.

Conforme dito anteriormente, a persisténcia dos anticorpos neutrofilicos

foi medida com base no relato das mulheres quanto a sua ultima gestagéo, ou

seja, a sua ultima exposicao alogénica. A persisténcia dos anticorpos foi calculada

em anos e foi analisado o periodo minimo e maximo (anos) em que os anticorpos

continuaram detectaveis na circulagdo sanguinea.

Tabela 19. Relacao da persisténcia (anos) dos anticorpos neutrofilicos conforme

0 numero de gestacoes.

Persisténcia (anos) Numero de Gestagoes
LSM N (%) .. .
Minimo  Maximo 1 (%) 2 (%) 2 3 (%)
Anti-1a 8 (33,3) 1 29 1 4 3
Anti-2 3 (12,5) 29 43 0 0 3
Anti-3a 2 (8,3) 8 15 0 1 1
Anti-3b 6 (25,0) 1 35 0 5 1
Anti-5a 3 (12,5) 6 25 0 2 1
Anti-5b 2 (8,3) 14 30 0 0 2
Total 24 (100) 1 43 1(4,2) 12(50,0) 11 (45,8)

A tabela 19 demonstra que o anti-HNA-2 foi o anticorpo que possui maior

tempo (anos) na circulagédo sanguinea, foi encontrado um caso com persisténcia

maxima de 43 anos, seguido do anticorpo anti-3b com persisténcia maxima de 35

anos na circulagao. 23 (95,8%) das mulheres possuiam duas ou mais gestagdes
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4.7 Histérico Gestacional

No grupo 1 (n=147) foram relatadas 326 gestag¢des, sendo a média de 2,2
gestacdes, com variagao de 1 a 9 gestagdes por individuo. Das 326 gestagdes, 46
(14,1%) foram relatadas como abortos.

No grupo 2 (n=563) foram relatadas 1.562 gestagbes, sendo a média de
2,2 gestagdes, com variagdo de 1 a 11 gestagdes por individuo. Das 1.562

gestacgdes, 228 (14,6%) foram relatadas como abortos (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo dos individuos estudados conforme o numero de

gestacgoes.

O estudo da associacdo do histérico gestacional com a presenca de
anticorpos HNA, HLA e a classe dos anticorpos anti-HLA pode ser encontrado na
tabela 20. A analise estatistica dessas variaveis foi realizada pelo programa
SPSS.

A anadlise estratificada pelo numero de gestagdes revelou que as
mulheres do grupo 1 com uma unica gestacao apresentaram maior frequéncia de
anticorpos anti-HLA, quando comparadas com o grupo 2 (31,1% vs. 5,9%
respectivamente, p<0,0001). Embora ndo tenhamos encontrado valor
significante, observamos que o grupo das mulheres uniparas do grupo 1 possuem
maior frequéncia de anticorpos anti-HNA (18,1 vs. 4,1%), HNA e HLA
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concomitantemente (25,0% versus 8,3%) quando comparado com o grupo 2
(tabela 20).

Tabela 20. Distribuicao dos grupos estudados de acordo com a presenga de

anticorpos leucocitarios, segundo o numero de gestagdes.

Numero de Grupo 1 Grupo 2
Gestagoes N (%) N (%) P
HNA Positivo (N=35)
Uniparas 2 (18,1) 1(4,1) 0.226
Multiparas 9 (81,9) 23 (95,9)
Total 11 (100) 24 (100)
HNA e HLA Positivo (N=20)
Uniparas 2 (25,0) 1(8,3) 0.536
Multiparas 6 (75,0) 11 (91,7)
Total 8 (100) 12 (100)
HLA Positivo (N=312)
Uniparas 23 (31,1) 14 (5,9) <0,0001
Multiparas 51 (68,9) 224 (94.1)
Total 74 (100) 238 (100)
HLA Classe | (N=142)
Uniparas 14 (40,0) 7 (6,5) <0,0001
Multiparas 21 (60,0) 100 (93,5)
Total 35 (100) 107 (100)
HLA Classe Il (N=55)
Uniparas 3 (60,0) 4 (8,0) 0,011
Multiparas 2 (40,0) 46 (92,0)
Total 5(100) 50 (100)
HLA Classe | e Il (N=115)
Uniparas 6 (17,6) 3(3,7) 0,011
Multiparas 28 (82,4) 78 (96,3)
Total 34 (100) 81 (100)

A analise dos resultados independente da presenca ou auséncia de
anticorpos eritrocitarios pode ser encontrada nas tabelas 21, 22 e 23, onde os
grupos 1 e 2 foram analisados conforme o numero de gestagdes, sem a
necessidade de relacionar com a aloimunizagao eritrocitaria. Nao foi encontrada
diferenga estatistica significante na analise da presenca de anticorpos anti-HNA
conforme o numero de gestagdes, entretanto pode-se observar que as mulheres

de ambos os grupos com mais de uma gestagao possuem maior frequéncia de
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anticorpos anti-HNA quando comparadas com mulheres que possuem uma unica
gestacéo (tabela 21).

Tabela 21. Distribuicdo dos grupos estudados de acordo com a presenga ou

auséncia de anticorpos anti-HNA, segundo o numero de gestacdes.

Anticorpos Mulheres Mulheres
Leucocitarios Uniparas (%) Multiparas (%) P
Grupo 1 (N=147)
HNA Positivo 2(3,1) 9 (11,0) 0,112
HNA Negativo 63 (96,9) 73 (89,0)
Total 65 (100) 82 (100)
Grupo 2 (N=563)
HNA Positivo 1(1,4) 23 (4,7)
HNA Negativo 69 (98,6) 470 (95,3) 0,341
Total 70 (100) 493 (100)
Total (N=710)
HNA Positivo 3(2,2) 32 (5,6) 0,124
HNA Negativo 132 (97,8) 543 (94,4)
Total 135 (100) 575 (100)

Resultados significantes foram encontrados na tabela 22, onde

obervamos que mulheres multiparas possuem maior frequéncia de anticorpos

anti-HLA quando comparadas com mulheres uniparas do mesmo grupo.

Tabela 22. Distribuicdo dos grupos estudados de acordo com a presenga ou

auséncia de anticorpos anti-HLA, segundo o numero de gestagdes.

Anticorpos
Leucocitarios

Mulheres

Uniparas N (%)

Mulheres

Multiparas N (%) P

Grupo 1 (N=147)

HLA Positivo 23 (35,4) 51 (62,2)
HLA Negativo 42 (64,6) 31 (37,8) 0,001
Total 65 (100) 82 (100)
Grupo 2 (N=563)
HLA Positivo 14 (20,0) 224 (45,4)
HLA Negativo 56 (80,0) 269 (54,6) <0,0001
Total 70 (100) 493 (100)
Total (N=710)
HLA Positivo 37 (27,4) 275 (47,8) 0,645
HLA Negativo 98 (72,6) 300 (52,2)
Total 135 (100) 575 (100)
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Por fim, a analise das classes dos anticorpos anti-HLA revelou apenas que

mulheres multiparas tendem a formar mais anticorpos anti-HLA classe | e |l quando

comparadas com mulheres uniparas (p=0,021).

Tabela 23. Distribuigdo dos grupos estudados de acordo com a classe dos

anticorpos anti-HLA, segundo o numero de gestagdes.

Anticorpos Mulheres Mulheres
Leucocitarios Uniparas N (%) Multiparas N (%) P
Grupo 1 (N=74)
HLA Classe | 14 (60,9) 21 (41,2) 0,116
HLA Classe Il 3(13,0) 2(3,9) 0,170
HLA Classe | e Il 6 (26,1) 28 (54,9) 0,021
Total 23 (100) 51 (100)
Grupo 2 (N=238)
HLA Classe | 7 (50,0) 100 (44,6) 0,517
HLA Classe Il 4 (28,6) 46 (20,5) 0,389
HLA Classe | e Il 3(21,4) 78 (34,8) 1,000
Total 14 (100) 224 (100)
Total (N= 312)
HLA Classe | 21 (56,8) 121 (44,0) 0,143
HLA Classe Il 7(18,9) 48 (17,5) 0,826
HLA Classe | e Il 9 (24,3) 106 (38,5) 0,092
Total 37 (100) 275 (100)




5 DISCUSSAO
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A aloimunizagao eritrocitaria € uma causa bem conhecida da doenca
DHFRN, que resulta da passagem de anticorpos IgG materno através da
placenta, direcionados contra antigenos eritrocitarios fetais (sistemas mais

194) A aloimunizacdo materna

comuns: Rhesus, ABO e Kell), causando hemdlise
pode resultar de transfusdes sanguineas ou de gestagdes anteriores por um feto
que transporta antigenos herdados do pai e que sao estranhos para a mae.

A frequéncia geral de aloimunizagcédo eritrocitaria materna varia entre
0,04% a 2,7% (%% A variabilidade nas taxas de aloimunizacdo esta
relacionada com diferencas geograficas, expressdo antigénica do grupo
sanguineo, praticas nacionais de transfusdo sanguinea, taxas de nascimentos e
abortos, bem como a sensibilidade dos métodos laboratoriais utilizados na
triagem pré-natal de anticorpos eritrocitarios. No presente trabalho foram
encontrados 178 anticorpos eritrocitarios distribuidos em 147 mulheres com
aloimunizagédo materna. O anti-Le® foi o anticorpo mais frequente, encontrado em
45/178 (25,3%) individuos, seguido do anti-D com 44/178 (24,7%) casos. As
frequéncias relativas de anticorpos em nosso estudo séo diferentes de alguns
estudos publicados anteriormente. Um estudo do Canada descreveu que o anti-E
foi o anticorpo mais comumente encontrado no pré-natal, representando 48% dos
casos 2. Nordvall e colaboradores (2009) estudaram 455 casos ao longo de sete
anos na Dinamarca e descobriu que o anti-D constituia quase metade da

% Em um estudo realizado na lIslandia com 87.437

populacdo estudada
nascimentos, 1,0% das maes formaram anticorpos eritrocitarios, sendo o anti-M
(19,4%) o mais frequente, seguido do anti-E (19,0%) e anti-D (12,5%) 1%,
Finalmente, um estudo recente também identificou uma elevada taxa de
aloimunizagao anti-D, representando cerca de 20% de todos os aloanticorpos de
glébulos vermelhos identificados (9.

O presente trabalho demonstra que, apesar do uso profilatico da
imunoglobulina Rhesus, anti-D ainda € um anticorpo comum identificado em
mulheres gravidas que se apresentam em centros hospitalares. Uma possivel
explicacagcdo pode estar relacionada a gestante n&o realizar o pré-natal ou até

(111)

mesmo a falha profilatica com a imunoglobulina anti-Rh (D) . Todas as

mulheres gravidas com tipo sanguineo RhD negativo devem receber a
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imunoprofilaxia, porém, é provavel que a aloimunizacdo materna tenha ocorrido
antes das gestantes se dirigirem ao hospital para o parto. Todas as mulheres
estudadas foram atendidas em hospitais publicos, sendo a grande maioria com
baixo poder aquisitivo. Muitas vezes relatavam dificuldade para se descolarem até
o hospital, ndo faziam o acompanhamento pré-natal e consequentemente nao
realizaram a profilaxia com a imunoglobulina. Além disso, a dose da
imunoglobulina anti-D dada as mulheres D-negativas na maioria dos hospitais nao
€ calculada com base na hemorragia feto-materna, portanto, pode ser inadequada
(") e uma das razdes da sensibilizagdo em algumas mulheres que desenvolvem
anticorpo anti-D apesar da profilaxia. As variagdes das frequéncias dos
aloanticorpos encontrados em mulheres gestantes também poderiam ser
explicadas em parte, por variagdes étnicas na prevaléncia de antigenos e por
diferencas regionais em praticas de transfusdo e protocolos de triagem pré-natal
(112).

Na coorte de individuos aloimunizados, a incidéncia de anticorpos nao
anti-D em nosso estudo foi de 75,3%. Em um estudo paquistanés recente, a
incidéncia de anticorpos ndo anti-D foi relatada como 88,9% ("9 enquanto na
Turquia foi de 18,8% (12) " Quando comparamos esses resultados com nossos
proprios dados, concluimos que a variabilidade na formacédo de anticorpos pode
variar entre os paises. A frequéncia relativa dos anticorpos néo anti-D aumentou
nas ultimas décadas, o que pode estar relacionado com a melhor deteccdo de
anticorpos através de melhores técnicas empregadas nos bancos de sangue. As
variagcbes na frequéncia de genes para diferentes paises e praticas nacionais
especificas de transfusdo também podem influenciar "',

Conforme dito anteriormente, o anticorpo anti-Le® foi o anticorpo mais
frequente encontrado, com uma frequéncia de 25,3% (n=45/178) de todos os
anticorpos identificados. Uma frequéncia de 20,0% também foi recentemente
relatada por Karim e colaboradores (2015). A alta frequéncia desse tipo de
anticorpo € suportada pelo fato de que ha uma diminuicdo na expressao de
antigenos Lewis na gravidez e que algumas mulheres podem produzir anticorpos
anti-Lewis, mesmo que sejam positivas para esse antigeno. Esses tipos de

anticorpos geralmente nao sao considerados clinicamente importantes, pois os
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antigenos Lewis ndo séao intrinsecos aos eritrécitos, sendo glicoesfingolipideos
tipo 1 que sao passivamente adsorvidos na membrana eritrocitaria a partir do
plasma ().

A presenca de multiplos anticorpos eritrocitarios pode ser clinicamente
significativa, pois essas combinagbes sdo mais frequentemente associadas a
intervengdes terapéuticas para o recém-nascido, especialmente a combinacgéo de
anticorpos anti-D+C ®®. Das 147 mulheres, 12,2% possuiam anticorpos anti-D
associados a outros anticorpos, sendo a combinagao anti-D+C a mais frequente
(7,5%). Estudos demonstraram que a combinac&o de anti-D com outro anticorpo
pode ter um efeito sinérgico e causar uma forma mais severa de DHFRN (26),

Um dos objetivos desse trabalho foi estudar a frequéncia de anticorpos
anti-HLA nas doadoras de sangue e os associar ao numero de gestagdes prévias.
Foram analisadas 563 doadoras de sangue, 238 (42,3%) individuos apresentaram
anticorpos anti-HLA na circulagdo sanguinea, 14/70 (20,0%) mulheres eram
uniparas e 224/493 (45,4%) eram mulheres multiparas. Resultados similares
foram encontrados em um estudo realizado em 2007 com 5.700 doadoras de
sangue, onde foi encontrada uma taxa de aloimunizacdo HLA em 42,5% das
mulheres com trés ou mais gestacdes (", Outro estudo brasileiro também
encontrou uma taxa de aloimunizagdo HLA em 37% das doadoras de sangue com
trés ou mais gestacoes 9.

A frequéncia de anticorpos anti-HLA em mulheres com aloimunizagao
eritrocitaria (n=147) também foi estudada, e 74/147 (50,3%) possuiam anticorpos
anti-HLA concomitantemente, sendo 23/65 (35,4%) casos com uma gestagao e
51/82 (62,2%) casos com duas ou mais gestagdes. Pesquisadores demonstraram
que pacientes com aloimunizagao eritrocitaria estdo mais propensos a
desenvolver anticorpos anti-HLA @ ''®  aumentando assim o impacto clinico
nestes casos, ja que os pacientes podem desenvolver refratariedade plaquetaria e
se tornarem dificeis para transplantes de érgaos sélidos ou hematopoiéticos (.
18), Brantley e Ramsey (1988) descobriram que os pacientes com transplante de
orgaos solidos com aloanticorpos eritrocitarios apresentaram niveis mais elevados
de anticorpos anti-HLA do que pacientes que n&o possuiam anticorpos

eritrocitarios. Buetens e colaboradores (2006) relataram que pacientes com
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anticorpos eritrocitarios tém um risco aumentado de aloimunizagao HLA, onde 12
(22,6%) individuos também apresentaram anticorpos HLA, enquanto que apenas
7 (10,1%) dos 69 pacientes no grupo controle apresentaram anticorpos HLA ®).

Diferenca estatistica foi encontrada quando comparado os grupos 1 e 2
de acordo com o historico gestacional. Mulheres uniparas e multiparas do grupo 1
apresentaram maior frequéncia de anticorpos anti-HLA quando comparado com o
grupo 2 (p=0,04 e 0,004 respectivamente). Os resultados obtidos reforcam a
hipétese de que mulheres com mais estimulos antigénicos tendem a formar mais
anticorpos leucocitarios ©9 119120,

Conforme ja mencionado, 50,3% mulheres apresentaram anticorpos anti-
HLA e antieritrocitarios concomitantemente, desses, 5,4% também apresentaram
anticorpos anti-HNA, sendo a maior frequéncia de anticorpos anti-HNA
encontrada até o momento. A taxa elevada de aloimunizagdo contra multiplas
células sanguineas nessa populacdo pode estar relacionada ao perfil dos
individuos incluidos na pesquisa, apenas mulheres que tiveram estimulo
gestacional, ou seja, ndo receberam transfusdo sanguinea e n&o fizeram nenhum
tipo de transplante. Durante a gestacdo, embora frequente, a quantidade de
hemorragia feto-materna é usualmente pequena, volumes menores que 0,1ml

19%) Quanto maiores os volumes

durante a gestagao em 90,0% das ocorréncias (
transferidos, maior o risco de aloimunizacdo '*" 22 entretanto um volume tdo
pequeno como 0,1ml de glébulos vermelhos, foi capaz de aloimunizar 5,4% das
mulheres contra os trés tipos celulares (eritrocitos, leucdcitos e neutrofilos),
indicando tratar-se de bons respondedores imunoldgicos (2%,

Além da elevada taxa de anticorpos anti-HLA, também foi observada uma
alta frequéncia de anticorpos anti-HNA nas duas popula¢des estudadas: 7,5% nas
mulheres com aloimunizagao eritrocitaria e 4,3% no grupo controle. Resultado
estatisticamente significativo s6 foi encontrado ao separar os grupos conforme o
numero de gestagdes. Mulheres multiparas com anticorpos eritrocitarios possuem
maior frequéncia de aloimunizagao neutrofilica (11,0%) quando comparado com o
grupo controle, que € composto por mulheres multiparas que nao possuem
anticorpos eritrocitarios (4,7%) (p=0,02). Nao foi encontrada diferenga significativa

ao comparar a presenga de anticorpos anti-HNA nas mulheres uniparas,
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entretanto esse resultado pode estar associado a quantidade de individuos com
uma unica gestacgao incluidas no trabalho, visto que o numero de casos controle
foi significantemente menor nesse grupo quando comparado com o grupo controle
das mulheres multiparas.

O grupo 2 foi composto por doadoras de sangue sem aloimunizagao
eritrocitaria. Mesmo sem a presencga do anticorpo eritrocitario, foi encontrada uma
taxa elevada de anticorpos anti-HNA nessa populagéo (4,3%) quando comparado
com os resultados da literatura. Essa taxa elevada pode estar relacionada a
grande mistura de ragas encontrada no Brasil. Segundo dados do IBGE,
indigenas, africanos e europeus compde os diferentes grupos étnico-raciais, a
mistura dessas grandes composigdes étnicas dao origem a grande miscigenagao
brasileira.

S&o poucos os trabalhos que objetivam estudar a frequéncia de
anticorpos anti-HNA em doadores de sangue. Recentemente, um estudo chinés
encontrou 3/778 maes (0,4%) com anticorpos especificos de neutrdfilos, dois anti-
HNA-2 e um anticorpo autoreativo Y. Anticorpos anti-HNA também foram
detectados em 0,7% de doadores de sangue caucasiano (n=1171) %) Reil e
colaboradores (2008) realizaram um trabalho em que avaliaram 229 homens e
5332 doadoras de sangue para anticorpos anti-HLA e HNA, porém nao foram
encontrados anticorpos anti-HNA em doadores do sexo masculino e foram
detectados 33 (0,6%) anticorpos de anti-HNA nas doadoras de sangue com
histérico gestacional, 10 (30,3%) anticorpos com especificidade anti-HNA-3a,
sendo que 6/10 anticorpos estavam relacionados a casos fatais de TRALI (1o,

Uma vez presentes nos receptores, os anticorpos podem causar efeitos
imunoldgicos adversos, entre eles o TRALI, considerado uma das principais
causas de mortalidade e morbidade relacionada a transfusdo de sangue. Os
mecanismos por tras da doenca ainda ndo sao totalmente compreendidos, mas
parecem envolver diferentes vias de ativacao, fatores relacionados aos doadores

(126, 127)  Os estudos se

em sinergia com a susceptibilidade do paciente
concentraram principalmente na ativacdo de neutréfilos, pois agregados de
neutréfilos e edema pulmonar sdo encontrados em sec¢des histolégicas post-

mortem "°12®) Diante das evidéncias, estudos que determinam a frequéncia de
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anticorpos leucocitarios em doadores de sangue sao importantes para a
prevencao de casos de TRALI.

A importancia de determinadas especificidades HNA no desenvolvimento
do TRALI precisa ser esclarecida, sabe-se que anticorpos dirigidos contra
antigenos HNA-3a estéo envolvidos em casos graves e fatais de TRALI ‘Y. No
presente trabalho foram encontrados 2/710 (0,3%) mulheres com anticorpos com
especificidade HNA-3a, ambas tinham anticorpos anti-HLA classe | e também
foram classificadas como doadoras multiparas. Os dados foram comparaveis com
os resultados de Reil e colaboradores (2008) que identificaram anticorpos anti-
HNA-3a a uma taxa de pouco menos de 1 em 500 doadores de sangue (0,2%).

Embora o sistema HNA-3 tenha sido descoberto ha 45 anos, apenas
recentemente esse sistema foi caracterizado de forma molecular ®®. Dois alelos
designados como HNA-3a e HNA-3b resultam de um unico polimorfismo de
nucleotideos na posicdo 154 no primeiro dominio extracelular da proteina CTL2,
dando origem aos aminoacidos arginina em HNA-3a e glutamina em HNA-3b (86,
8) A elucidacdo da estrutura molecular da HNA-3 foi impulsionada pela
esperancga de permitir o desenvolvimento de ensaios em fase sdélida, para futuros
testes de triagem de doadores de alto rendimento usando antigenos
recombinantes ®®. Infelizmente, o epitopo HNA-3 se perde quando a proteina é
separada da membrana celular. Os anticorpos humanos contra o epitopo HNA-3
apenas se ligam a CTL2 em sua conformagdo natural e, devido a essa
caracteristica € um grande desafio imitar esta conformacao natural na proteina
recombinante.

A aloimunizagao contra o sistema HNA-1, € a causa principal de NAN em
populacdes caucasianas ©® % O anticorpo anti-HNA-1a foi o mais frequente
encontrado, com uma taxa de 40% (14/35) de todos os casos com anti-HNA
encontrados e com uma frequéncia de 1,6% (9/563) nas doadoras de sangue.
Um estudo brasileiro do mesmo grupo de pesquisa determinou que as
frequéncias fenotipicas de HNA-1a (65%) e -1b (83%) em brasileiros sdo bastante
semelhantes as relatadas em americanos negros, africanos e caucasianos, além
disso, relatou que dos casos de aloimunizacao contra o sistema HNA-1, o anti-1a

representa 17% das aloimunizagées neutrofilicas (%, Um recente estudo europeu
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detectou anticorpos neutrofilicos anti-FcyRIllb e anti-HNA-1a em 0,8% (80), e
outro estudo encontrou uma taxa de 0,7% de aloimunizagdo neutrofilica, onde
37,5% (3/8) das mulheres possuiam anticorpos anti-HNA-1a . Esse ultimo autor
defende a hipotese de que a alta taxa de anticorpos anti-HNA-1a possa ser
devido a predomindncia de autoanticorpos. Mas também €& possivel que a
aloimunizagao possa ocorrer sem a exposi¢cao alogénica, estes anticorpos poder
ser formados por agentes patogénicos, os chamados anticorpos de ocorréncia
natural *").

No presente estudo foram identificados e descritos dois casos (0,3%) em
que as maes possuiam anti-FcyRIllb com gendtipo HNA-1 null. O receptor
FcyRIllb de neutrdfilos carrega os epitopos do sistema HNA-1 (1a, 1b, 1c e 1d)
codificados pelo gene FCGR3B. O fendtipo HNA-1 null é resultado de uma
delecdo do gene FCGR3B e mulheres com FcyRIllb ausente podem formar
anticorpos contra os epitopos do HNA-1 @1, Apesar de raros, os anti-FcyRllIb ja
foram associados com casos graves de NAN ©' 132 A frequéncia de individuos
HNA-1 null é baixa, variando de 0,1% em caucasianos a 2,4% em africanos ('3*
3% Mulheres gravidas com essa deficiéncia podem desenvolver aloanticorpos
especificos anti-FcyRIIIB que podem causar NAN (3% e grande parte dos
individuos deficientes de FcyRIIIB podem sofrer infecgdes bacterianas e doencas
autoimunes @V,

A identificagdo dos anticorpos neutrofilicos foi realizada pelo teste LSM, e
as confirmacgdes foram feitas pelos testes Flow-WIFT, GAT e genotipagem do
antigeno HNA correspondente. O teste LSM identificou 102/710 (14,5%) amostras
positivas para anticorpos anti-HNA, porém apenas 35/102 (34,3%) foram
confirmados pela genotipagem do antigeno neutrofilico correspondente, os outros
67/102 (65,7%) casos ndo concordaram com os resultados da genotipagem, e
foram classificados como reagcao inespecifica no teste LSM. Esses tipos de
reacdes foram principalmente direcionadas contra o sistema HNA-5, com 33
(49,3%) casos discordantes, seguido do sistema HNA-3, com 17 (25,4%) casos.
Para a realizagdo da analise estatistica do presente trabalho, os casos com
reacao inespecifica foram considerados como negativos para anticorpos anti-

HNA. Resultados falso-positivos no teste LSM ja haviam sito reportados em
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trabalhos recentes, onde Schulz U e colaboradores encontraram uma taxa de
6,5% de reagdes falso-positivas, sendo o sistema HNA-3 responsavel por mais da
metade dos resultados divergentes.

Em nosso estudo, testamos a nova geragado do LSM, que incluiu beads
especiais com peptideos recombinantes de HNA-3a e HNA-3b. Nossos resultados
indicam que 50% (12/24) dos anticorpos contra antigenos neutrofilicos do sistema
3 foram detectados de forma confiavel, claramente positivas (NBG radio > 5.0).
Porém a outra metade (12/24) dos soros apresentaram reagdes discordantes
(falso-positivas) para anticorpos anti-HNA-3 (resultados ndo mostrados), pois
nenhum dos testes confirmatoérios constatou a presenga do anticorpo ou a
auséncia do antigeno correspondente. Uma caracteristica especial notada € que
os dois soros com anticorpos anti-HNA-3a verdadeiros positivos também reagiram
com a bead do anticorpo anti-HNA-3b (resultado ndo mostrado). Uma possivel
explicacéo para esse evento € que pode haver mais locais de ligagao ao anticorpo
aléem da troca de aminoacidos. Estes outros locais de ligagdes podem estar
proximos da mesma zona “estérica”, mas distantes em relacdo a posicdo da
proteina na sequéncia primaria. Portanto, algumas modifica¢gdes quimicas séo
necessarias para estabilizar as proteinas recombinantes de HNA-3 de uma forma
que imita sua conformagcao tridimensional natural (%),

O sistema HNA-5 é formado pelo complexo CD11a/CD18, também
conhecido como LFA-1 ou alLp2-integrina, € expresso em todos os leucdcitos e
funciona como molécula de ades&o leucocitaria. E desconhecido se a funcéo da
integrina € influenciada pelo polimorfismo do HNA-5a ©7 3% O teste LSM
detectou 38 anticorpos destinados contra esse sistema, entretanto apenas 5
(13,2%) foram confirmados por testes complementares. Trés anticorpos eram
destinados contra o antigeno HNA-5a e dois contra o antigeno HNA-5b. Até o
momento nenhum caso com anticorpos anti-5b havia sido relatado na literatura. A
frequéncia do antigeno HNA-5bb na populagédo brasileira € desconhecida,
entretanto em um estudo recente do nordeste asiatico encontrou que 0,08-0,1%
da populagdo possui o genotipo HNA-5bb *”) e um estudo brasileiro encontrou
uma frequéncia de 96% do gendtipo HNA-5aa em doadores de sangue (%),
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A maior frequéncia de casos falso-positivos foram de anticorpos contra o
sistema HNA-5. Essa alta taxa relatada poderia estar associada com a presenga
de anticorpos anti-leucocitarios, 71,2% dos casos com reacdes inespecificas para
o HNA-5 também tinham anticorpos anti-HLA, podendo haver alguma ligagéo
cruzada entre os anticorpos ant-HLA e HNA desse sistema. Essa inespecificidade
também pode ser atribuida ao lote do kit LSM, pois com o objetivo de aprimorar a
especificidade e sensibilidade do sistema HNA-1 e 3, o fabricante do teste
precisou fazer alteracbes nas conformagdes das beads desses sistemas,
entretanto essas modificacbes podem ter resultado em alteragdes nas beads dos
antigenos HNA-5.

Resultados divergentes também foram encontrados entre os testes GAT e
LSM, 52/710 (7,3%) individuos apresentaram resultado positivo no teste GAT,
porém possuiam resultado negativo para anticorpos anti-HLA e HNA no teste
LSM. Esses 52 casos foram classificados como reacdo indeterminada no teste
GAT, portanto ndo foram concluidos como sendo casos com anticorpos anti-
leucocitarios. Também néo foi possivel determinar se a positividade no teste GAT
era devido a anticorpos anti-neutrofilicos, pois o painel de doadores do teste GAT
precisaria contemplar mais de trés perfis celulares para podermos concluir que
eram anticorpos anti-HNA. Ainda assim, como o teste GAT é um teste
considerado fundamental para identificar anticorpos anti-HNA-3 e como nao foi
possivel confirmar se essas amostras positivas eram atribuidas a esses tipos de
anticorpos, esses casos foram genotipados e as amostras foram armazenadas
para testes futuros. Os individuos que eram do grupo 2 (doadoras de sangue)
foram excluidos da lista de doadores de sangue do hemocentro da UNIFESP.

Um estudo recente mostrou que o teste GIFT por citometria de fluxo
(semelhante ao utilizado no estudo) possui alta sensibilidade para deteccao de
anticorpos anti-HNA-3a (*®. Os dois casos que tivemos de anti-HNA-3a foram
confirmados tanto pela metodologia GAT quanto Flow-WIFT. Dez casos foram
positivos para anticorpos anti-3b, entretanto 6/10 (60,0%) nao foram detectados
pelo GAT, e 4/10 (40,0%) também n&o foram identificados pelo Flow-WIFT, ou
seja, 40% de todos os casos com anti-HNA-3b foram detectados apenas pelo

teste LSM e confirmados pela genotipagem. Conforme ja mencionado, a
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identificacdo dos anticorpos anti-HNA-3 é desafiadora, por isso é fundamental
utilizar técnicas complementares ao LSM. GAT e Flow-WIFT continuam sendo os
métodos de referéncia para a triagem e diferenciacdo de especificidades raras e
atualmente desconhecidas de HNA, pois os granulécitos sdo as fontes ideais de
estruturas nativas, ndo modificadas dos antigenos ©. Isto significa que, até a
presente data, para garantir maior confiabilidade na detecgdo de anticorpos
neutrofilicos, os testes GAT, Flow-WIFT e genotipagem devem ser associados
nas pesquisas de anticorpos para prevenir reagdes transfusionais. Em conjunto,
os resultados atuais indicam que o ensaio LSM de nova geragao possibilita um
grande avango em diregcdo ao teste de alto rendimento para detecgdo dos
anticorpos anti-HNA.

O teste GAT apresentou resultado positivo para anticorpos anti-HNA em
65,7% dos casos, mostrando ser uma técnica sensivel para detectar anticorpos
contra os antigenos HNA-1a, FcyRIllb , HNA-3a e HNA-5b, porém demonstrou
ser uma técnica pouco sensivel para detectar anticorpos contra antigenos-HNA-
3b e HNA-5a e ndo detectou nenhum dos 3 casos com anticorpos anti-HNA-2.
Ainda é desconhecido o grau de sensibilidade do teste GAT para os sistemas de
neutrofilos 2, 4 e 5, entretanto sabe-se que esse teste é considerado padrao ouro
para detectar anticorpos do sistema 3. De todos os casos com anti-HNA-3b, 60%
nao foram identificados pelo teste GAT, tal resultado poderia ser explicado pelo
perfil antigénico escolhido para compor o painel de neutréfilos, dos 3 perfis
necessarios, apenas 1 perfil era positivo em homozigose para o antigeno HNA-3b,
o que dificulta a identificagao do referido anticorpo.

O teste Flow-WIFT foi realizado apenas nos casos com resultados
positivos para anticorpos anti-neutrofilicos, 77,2% dos individuos obtiveram
resultados positivos para anticorpos anti-HNA pela técnica mencionada. O teste
Flow-WIFT mostrou ser uma técnica sensivel para detectar anticorpos anti-
FcyRIllb, HNA-2, HNA-3a, HNA-5a e -5b, porém em nosso estudo, a técnica nao
conseguiu detectar 4 (30,8%) dos anticorpos anti-HNA-1a e 4 (40,0%) dos
anticorpos anti-HNA-3b. O teste mostrou ser uma técnica mais sensivel para
detectar anticorpos neutrofilicos quando comparado com o teste GAT. 65,7% dos

anticorpos seriam detectados apenas pelo GAT, enquanto 77,2% seriam
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detectados pelo teste Flow-WIFT. Entretanto ndo podemos concluir que a
positividade nos testes GAT e Flow-WIFT seja pela presenga exclusiva de
anticorpos anti-HNA, pois 18/35 (51,4%) casos possuiam anticorpos anti-HLA e
HNA concomitantemente, e o resultado positivo pode estar relacionado a
interferéncia da presenga do anticorpo anti-HLA.

Foram identificados pelo teste LSM 257/312 (82,4%) anticorpos anti-HLA
classe | e/ou | e Il, entretanto 147/257 (57,2%) apresentaram resultado negativo
no teste GAT. Apesar do antigeno HLA classe | ser expresso na membrana dos
neutroéfilos, o teste GAT n&o é a metodologia ideal para detectar anticorpos anti-
HLA, existem técnicas mais sensiveis e especificas para detectar esse tipo de
anticorpo.

O anticorpo anti-HLA classe | n&o teve relagéo significativa com nenhuma
das anadlises realizadas, entretanto resultados significativos foram encontrados
quando observamos a presenga de anticorpos anti-HLA classe Il nos grupos
estudados. Do total de anticorpos anti-HLA detectados (312), anticorpos anti-HLA
classe Il foram encontrados em 5/74 (6,8%) mulheres com aloimunizagdo
eritrocitaria, enquanto o grupo controle contou com 50/238 (21,0%) casos com a
mesma especificidade. O grupo controle com anticorpo anti-HLA classe Il obteve
resultado significante tanto no grupo das mulheres multiparas (p=0,004) quanto
na contagem total de individuos estudados (p=0,005). Em um estudo realizado
pelo mesmo grupo de pesquisa foi encontrado que os anticorpos de classe Il
possuem um numero ligeiramente maior de casos (10,3%) em mulheres
multiparas ©9 A hipétese relacionada a esse achado € que anticorpos anti-HLA
classe Il poderiam servir como um fator de protecdo para a produgao de
anticorpos eritrocitarios, o que explicaria a inexisténcia de aloimunizacio
eritrocitaria neste grupo. Entretanto ha a necessidade de mais estudos na area
para embasar tal afirmativa.

Vérios estudos ja relataram que as transfusdes sanguineas podem levar
ao desenvolvimento de aloanticorpos contra os antigenos plaquetarios e
leucocitarios além daqueles para diferentes sistemas de grupos sanguineos
eritrocitarios """ 1% O trabalho de Younesi (2016) mostrou que anticorpos contra

leucécitos polimorfoucleados e plaquetas sdo mais frequentes em pacientes
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transfundidos e que a aloimunizagao eritrocitaria e leucocitaria € comum em
pacientes multitransfundidos e mulheres com multiplas gestagbes. Os resultados
obtidos no presente trabalho sdo condizentes com o trabalho mencionado (", Os
achados nos mostram que mulheres multiparas com anticorpos eritrocitarios
possuem maior frequéncia de anti-HNA e HLA (p=0,02) simultaneamente. Valor
significante também foi encontrado ao fazer a mesma analise no total de mulheres
testadas (uniparas e multiparas) (p=0,01), ou seja, a aloimunizagéo eritrocitaria
também estd associada a formagdo de anticorpos leucocitarios, além dos
anticorpos neutrofilicos, suportando a hipotese de individuos classificados como
“bons” respondedores. Varios elementos podem ter contribuido para esse
resultado, como a heterogeneidade da populagao, as diferengas antigénicas entre
a mée e o bebé e efeitos imunomoduladores da gestagéo.

Além da frequéncia dos anticorpos leucocitarios e neutrofilicos, também
foi avaliada a persisténcia desses anticorpos na circulagdo sanguinea. Para a
analise da persisténcia, foram estudadas 24 amostras com anticorpo anti-HNA do
grupo 2, sendo que 11 (45,8%) casos também apresentavam anticorpos anti-HLA,
72,7% destinados ao anticorpo HLA classe I. O anti-HNA-2 foi o anticorpo que
apresentou maior tempo (anos) na circulagao sanguinea, tendo sido encontrado
um caso com persisténcia de 43 anos.

Segundo o histérico relatado pelas mulheres estudadas, a aloimunizagao
ocorreu na vida adulta (média: 19 anos de idade no momento da
aloimunizagao/gestacao), esse dado sustenta a hipétese de que a persisténcia do
anticorpo pode estar relacionada com a idade do individuo no momento da
aloimunizagdo. A imunossenescéncia esta relacionada com alteragbes na
imunidade humoral, o envelhecimento prejudica as respostas de linfécitos T e B
em patdgenos, reduzindo assim a duragdo da imunidade protetora ('*?.

Alguns tipos de reagdes transfusionais podem acontecer quando os titulos
dos anticorpos eritrocitarios diminuem ou desapacem ao longo do tempo, pois os
pacientes correm o risco de receber transfusdes de concentrados de hemacias

43 Esse evento

incompativeis e desenvolver reacdo transfusional hemolitica
pode acontecer em situagées em que o anticorpo formado nao é mais detectado

nos testes convencionais devido ao longo tempo que passou desde a sua
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formacao (evanescéncia). Estudos anteriores relataram taxas de evanescéncia de
anticorpos eritrocitarios entre 27% e 41% apos periodos medianos de
acompanhamento que variam de menos de um até oito anos “% 1% 142 Apgs a
estimulagcao antigénica, as células B naives produzem células plasmaticas que
secretam anticorpos de curta e longa duracgao.

Embora as células de curta duragao tenham uma vida util de alguns dias,
as células plasmaticas de longa duragao podem sobreviver por décadas e manter

r (144)

o potencial de auto-renovacao replicativo através da divisdo celula . Essas

células plasmaticas de vida longa sdo responsaveis por uma produgdo de

45 A questao

anticorpos IgG sem estimulagdo antigénica ao longo da vida (
permanece se tal pool de células plasmaticas € capaz de manter os titulos de
anticorpos altos a longo prazo. Dos estudos de acompanhamento de vacina,
tornou-se claro que, apds a imunizagao primaria, a maioria dos anticorpos recuou
para niveis indetectaveis sem novas imunizagdes de reforgo, enquanto a
imunizagao secundaria demonstrou niveis detectaveis de anticorpos por um longo
periodo. Os fatores que estdo envolvidos na persisténcia de anticorpos virais e
bacterianos, com meia-idade até 20 anos, sdo a via de exposi¢gdo ao antigeno
(vacina versus infec¢ao natural), dose e estrutura dos antigenos, idade durante a
vacinacao, resposta inicial forte e presenga de impulso "natural" (por exemplo,
patdbgeno ndo replicante latente, reatividade cruzada ou antigeno de vacina
persistente) (146147,

A persisténcia de anticorpos encontrada no estudo pode ser explicada
pelo fato de que 95,8% (23/24) de todos os individuos estudados tiveram duas ou
mais gestagdes, sustentando o fundamento da produgéo de anticorpos IgG de

(146.147) " Apenas um caso

longa duragdo apos a segunda exposi¢cao ao antigeno
foi relatado com uma gestacdao (1/24), e ainda assim, essa Unica gestacao
ocorreu ha um periodo curto de tempo (trés anos). Ter conhecimento de quanto
tempo apds a aloimunizagao esses anticorpos ainda podem ser detectados nos
testes disponiveis é de grande importdncia para prevenir complicacbes
transfusionais, tendo em vista que as mulheres sensibilizadas sdo potenciais
doadoras de sangue, e podem transmitir esses anticorpos passivamente durante

a transfus&o sanguinea.
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Os anticorpos anti-HLA sao frequentemente encontrados no plasma de
doadoras de sangue do sudeste brasileiro, somando 20,0% das doadoras de
sangue uniparas e 454% nas doadoras multiparas e se correlacionam
estatisticamente com o maior numero de gestacdes (p=<0,0001).

Utilizar componentes plasmaticos apenas de doadores do sexo masculino
e doadoras com uma unica gestacdo € uma medida de prevengao de reacgdes
como TRALI. Mesmo a frequéncia de anticorpos anti-HLA e HNA nas doadoras de
sangue uniparas (20,0%) ser menor do que o resultado encontrado nas doadoras
multiparas (45,4%), os dados sugerem que a atual politica de reduc¢ao de risco de
TRALI de nao utilizar plasma de mulheres multiparas com o objetivo de reduzir o
numero de transfusbées com anticorpos anti-HLA, poderia se extender também
para mulheres com uma unica gestagédo. No entanto, os estudos que comparam a
relagdo custo-beneficio dessa estratégia estdo em curso.

Atualmente a legislacdo nao solicita na rotina pré-transfusional a
realizagcao de testes que pesquisem a presenca de anticorpos anti-HLA e HNA
antes de uma transfusdo sanguinea. Entretanto o rastreio de anticorpos
leucocitarios pode ser realizado em pacientes com aloanticorpos eritrocitarios,
principalmente aquelas que necessitem de suporte transfusional de concentrado
de plaquetas. Ao detectar os anticorpos eritrocitarios, o laboratério podera realizar
testes de rastreio de anticorpos leucocitarios ou provas de compatibilidade antes
da transfusao de concentrado de plaquetas. Portanto, a determinacao de quais
pacientes s&do mais propensos a produzir anticorpos HLA e HNA pode ter um
papel vital para otimizar transfusdes sanguineas.

Para que se dé segmento ao atual estudo, sugere-se acompanhar as
doacgdes sanguineas de mulheres com histérico gestacional, independente da
quantidade gestagdes, para verificar qual a porcentagem das doadoras com
anticorpos leucocitarios foram capazes de desencadear TRALI em receptores
sanguineos através de outros componentes sanguineos, ndo apenas o plasma.
Também sugere-se acompanhar pacientes com aloimunizagéo eritrocitaria pela
transfusdo sanguinea, para verificar qual a porcentagem de pacientes que

formam anticorpos eritrocitarios e neutrofilicos concomitantemente.




Discussao 73

Seguindo o raciocinio que individuos sao considerados bons
respondedores quando formam anticorpos contra multiplas células sanguineas,
trabalhos futuros também podem investigar a presenga de anticorpos plaquetarios
nas amostras positivas para anticorpos leucocitarios e investigar a frequéncia

desses anticorpos nas doadoras de sangue.




6 CONCLUSOES
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1. A aloimunizagdo eritrocitaria foi significativamente associada ao
desenvolvimento de anticorpos leucocitarios (anti-HNA e anti-HLA) em
mulheres multiparas. Uma maior frequéncia de aloimunizacdo HNA (11%)
foi observada no grupo das mulheres multiparas com aloimunizagao
eritrocitaria em relacdo ao grupo controle (4,7%), sugerindo que séao
melhores respondentes imunolégicos e que reagem fortemente a
exposicao alogénica (p=0,02).

2. A prevaléncia de anticorpos anti-HNA na populagdo de doadoras de
sangue multiparas da regido sudeste do Brasil € até dezesseis vezes
maiores que a observada em estudos europeus (4,9% em brasileiros
versus 0,3% em alemaes).

3. Os anticorpos anti-HNA-1a foram os mais frequentemente encontrados na
populacado estudada (37,1%), seguido do anti-HNA-3b com 28,6% de todos
0s casos com anticorpos neutrofilicos.

4. Os anticorpos anti-HLA sao frequentemente encontrados no plasma de
doadoras de sangue do sudeste brasileiro. Esse tipo de anticorpo foi
detectado em 20,0% das doadoras de sangue uniparas e 45,4% nas
doadoras multiparas e se correlaciona estatisticamente com o maior
numero de gestagdes (p<0,001).

5. As mulheres que formaram exclusivamente anticorpos anti-HLA classe Il
apresentaram uma menor frequéncia de anticorpos eritrocitarios.

6. Embora o teste LSM tenha detectado anticorpos anti-HNA em 102
amostras, observamos que 67 (65,7%) dos anticorpos ndo foram
confirmados por testes complementares. Isto significa que, até a presente
data, para garantir maior confiabilidade na detecgdo de anticorpos
neutrofilicos, os testes GAT, Flow-WIFT e genotipagem devem ser
associados devem ser associados nas pesquisas de anticorpos quando a
sua identificagdo se fizer necessaria. Em conjunto, os resultados atuais
indicam que o ensaio LSM de nova geragao possibilita um grande avango
em direcido ao teste de alto rendimento para deteccdo dos anticorpos anti-
HNA.
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7 ANEXOS
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Anexo 1. Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Nome: Idade: RG:

2-
3-

Titulo do projeto: “ASSOCIACAO DE ANTICORPOS ERITRQCITARIOS EM
MULHERES COM ALOIMUNIZACAO NEUTROFILICA”.

Objetivo do estudo: “O presente projeto visa estudar as nossas células de defesa
(anticorpos) em individuos com historico gestacional, pois a gestacdo pode
desencadear a formacdo de anticorpos durante a gravidez, sendo assim, visamos
determinar a especificidade e a frequéncia desses anticorpos no sangue das mulheres
do sudoeste brasileiro”.

Para participar deste estudo o individuo ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. A pessoa serd esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto
que desejar e estard livre para participar ou recusar-se a participar. Também podera
retirar o consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A
participagdo ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade
ou modificagdo na forma em que ¢ atendido pelo pesquisador

Descricao dos procedimentos que serdo realizados: “O participante serd submetido a
coleta de aproximadamente 6 ml de sangue, para realizagdo de testes laboratoriais, sem
que isto cause nenhum problema geral ou relacionado ao estado de satde”.

Relacdo dos procedimentos rotineiros: A coleta de sangue serd feita por puncdo
periférica da veia do antebraco.

Descri¢ao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 3 e 4: O
possivel desconforto poderd ser relacionado com a pung¢do venosa, podendo sentir
pequena sensagdo de dor imediata local. O risco relacionado com a punciao venosa
restringe-se a possivel extravasamento de sangue para fora da veia.

Beneficios para o participante: Nao ha beneficio direto para o participante, pois trata-
se de estudo de frequéncia de anticorpos formados apds a gravidez ou transfusdo
sanguinea. Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum
beneficio

Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, o participante terd acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento sobre eventuais duvidas.
O principal investigador ¢ Juliana Oliveira Martins, que poderd ser encontrada na
Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal de Sao Paulo —
UNIFESP, a Rua Diogo de Faria, 824, telefones: 5576-4240/5579-1550. Caso ocorram
davidas sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP). Rua Botucatu, 572 - 1° andar — ¢j 14. Telefone: 5571-1062. Fax:
5539-1062. E-mail: cepunifesp@epm.br
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9- Direito de confidencialidade: As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, nao sera divulgada a identificagao de nenhum paciente.

10- Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando
em estudo aberto, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

11- Despesas e compensacdes: Nao ha despesas para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndao hd compensagdo financeira

relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd
absorvida pelo or¢gamento da pesquisa.

12- Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
proposto neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tera direito a
tratamento médico na Instituicdo, bem como indenizagdes legalmente estabelecidas.
Associacdo de Anticorpos Eritrocitdrios em individuos com aloimunizacio
eritrocitaria.

13- Compromisso da pesquisa de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o projeto “1”.

Eu discuti com Juliana Oliveira Martins, sobre a minha decisdo em participar deste estudo.

Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou clara também que minha participacdo ¢ isenta de
despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades, prejuizo
ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste
Servigo. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma

coOpia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a voceé.

Data: / /
Assinatura do paciente/representante legal/participante da pesquisa

Data: / /

Juliana Oliveira Martins (Pesquisador Principal)

Observacao: Todas as paginas do TCLE devem ser rubricadas pelo pesquisador principal
e pelo participante da pesquisa no momento da aplicacao do TCLE.
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Anexo 2 . Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.

—ola  UNIFESP - HOSPITAL SAO -
LI {1 PAULO - HOSPITAL W
- UNIVERSITARIO DA
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa:ASSOClAf;ﬂD DE ANTICORPOS LEUCOCITARIOS EM INDIVIDUOS COM
ALDIMUNIZACAD ERITROCITARIA

Pesquisador: Juliana Oliveira Martins

Area Temdtica:

Versao: 5

CAAE: 47067015.8.0000.5505

Instituigao Proponente: Disciplinas de Hematologia & Hemoterapia do Departamento de Oncologia

Patrocinador Principal: Disciplinas de Hematologia & Hemoterapia do Departaments de Oncologia Clinica

DADODS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.003.056

Apresentagio do Projeto:
EMEMDA 3 a0 protocolo onginal

MN® CEF: 0848/2015

Introdugio

U= aloanticorpos ertrocitarios imegulares s3o formados apos ransfusées sanguineas ou

gestagies incompativeis & t8m grande importincia na pritica transfusional, pois

podem trazer complicagdes clinicas, coma reagies transfusionais hemaliticas agudas cu tardias. Além dos
anticorpos eritrocitarios, apds a transfusdo sanguinea ou gestagdo incompativel, nosso sistema imune
também pode responder contra determinantes antigénicos presentes em outras celulas do sangue, como
leucocitos e granulocitos, considerados fundamentais na paicgenese da lesao pulmenar aguda relacionada
4 transfusio (TRAL).

Devide a importancia clinica desses anticorpos, pretende-se investigar se existe associagio entre a

formagdo dos anticorpos eritrocitarios com formacgio de anticorpos leucocitarios e granulocitarios

Enderego. Fua Bolucatu, 572 1° Angar Conj. 14

Balmo: WVILA CLEMENTING CEP: pd4.023-061
UF: 5P Municiplo:  SAD PAULG
Tebefona: (112571-1062 Fax: [11)5538-7162 E-mall: secreiata cepunifzendgmal.com
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aUNIFESE UNIFESP - HOSPITAL SAO "
OO PAULO - HOSPITAL W
JCLRA W KRECL ,
ot e et UNIVERSITARIO DA
mﬂnm;ﬂjmmLﬂ]].l:EE

Objetivo da Pesquisa:

Objative do estudo

Imvestigar se os individuos com aloimunizagde entrocitaria estio mais propensoes & desenvaolver anficorpos
leucoctanos e granulodtanios.

Objetive Secundarico: 1. 1dentificar a especificidade dos anticorpos anti-HLA &

anti-HMA no grupo com triagem positiva para anticorpes granulocitanios.

2 Avaliar a relagio dos alelos HLADRE1 com a susceptibilidade a aleimunizagio no grupo de individuos
com anticorpos anti-HMA

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios descritos no parecer orginal aprovado

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de emenda 3 ao protocolo onginal, com a seguinie justificativa:

Exclusdo do centro participante & coparticipants “Imandade Santa Casa de Misericordia de S30 Pauls”, pois
as amostras do presente projeto ja estdo sendo coletadas atualmente nos hospitais: S3o Paulo e Geral de
Guanulhos, ndo sendo necessarna a participagio de mais um centro participante.

Essa mudanga nSo acarretara em nenhum impacic no presente projeto, viste que as amostras ja estao
sando coletadas nos hospitais acima referidos & que nenhuma amostra foi coletadas no hospital IMandade
Santa Casa de 530 Paulo, pois a pesquisa nesse hospital ndo foi iniciada. Gostaria de relembrar que nao foi
efetivada a parcena com a Imandade Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo, visto que os documentios
necessanos nao foram eniregues.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatonia:
Emenda com exclus3o de centro paricipants & co-particpants
Recomendagdes:

Mada consts

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Emenda apresentada adeguadaments

Endereco.  Fua Bobucatu, 572 17 Andar Conl. 14

Balma:  VILA CLEMENTING CEP: p4023061
UF: 5P Municiplo: SAD PAULD
Telafona: |11 5571-1062 Fax: [11}5535%-T162 E-mall: secretanacepuniizepdgmal.com
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LINIFESP
(XTI AT

UNIFESP - HOSPITAL SAQ
PAULO - HOSPITAL
LUNIVERSITARIO DA

Contnuaglo do Famecer: 1503056

Consideragoes Finais a critério do CEP:
parecer revisado e acatado pelo coordenador

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

o

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS B52078] 080012017 Aceito
do Projeto E3.pdf 14:48-45
Outros Justificativa_de_emenda.jpg Da0120M7 [ Juliana Oliveira Aceito

14:45:20 | Martins
Outros Justificatrva_ Emenda.docx 180072018 | Juliana Oliveira Aceito
15:13:33 | Martins
Outros Justificatica_ Emenda.jpg 11072008 | Juliana Oliveira Aceito
14:00:-56 | Martins
Ciutros Pedido_de_autorizacao HGGE pdf 22002015 | Juliana Oliveira Aceito
12:33:25 | Martins
Outros Declaracac_de_concordancia_HGG pdf | 220002015 | Juliana Oliveira Aceito
12:32-56 | Martins
Outros Solicitacac_de_inclusan_hospital_geral_| 220002015 | Juliana Oliveira Aceito
de_guarnulhos.docx 12:31:44 | Martins
Orcamerto Planilha_Orcamentana_assinada.pdf 0202015 | Juliana Oliveira Aceito
10:38:11 Martins
Ouiros Dieclaracio de Concordanda - Hospital | 17/08/2015 Apeito
Geral de Guanulhos. pdf 11:07-27
Cutros Pedido de Autorizagdo - Hospital Geral 17I0BR2015 Aceito
de Guarulhos. pdf 11:07:-05
TCLE/ Termaos de | TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE 17I0R2015 Aceito
Azzantimento | E ESCLARECIDO - Comigido. pdf 11:08:33
Justificativa de
AusEncia
Oufros Solicitagio de inclusdo do Hospital Geral 17/08/2015 Aceito
de Guarulhos mo projeto de pesquisa.pdf|  11:08:01
Outros Resclugio das Pendéncias. pdf 17/08/2015 Acsito
11:05:38
Ciutros Justificativa gastos. pdf 17082015 Aceito
08:A8-58
Ouiros Cara de autorizapdo da Coordenadoria | 17/08/2015 Aceito
de Ensino & Pesquisa HU pdf 08:58-34
Projete Detalhadoe ! | Projeto - Juliana iveira Martins. pdf 030FI2015 Aceito
Brochura 16:12-58
Investigador
Folha de Rosto Folha de Rosto. pdf 03072015 Aceito

Endereco:  Fua Bolucatu, 572 1° Andar Conl. 14

Balmo. VILA CLEMENTING CEP. D4.023-061
UF: 5P Municiplo:  SAQ PAULD
Telatons: (11E5571-1062 Fax: {11)5535-7162

E-mall: secretana cepunizsndgmal.com
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UNIFESP i
i, UNIFESP - HOSPITAL SAO
NIRRIW RIS PAULO - HOSPITAL ‘czw«np
PESIILITINEN p
L UNIVERSITARIO DA

Contnuaglio do Farecer: 1.503.056

Folha de Rosto Faolha de Rosto.pdf 16:04:48 Acaito
I I | | |

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagac da CONEP:
MNio

SAD PAULD, 31 de Janeiro de 2017

Assinado por:
Miguel Roberto Jonge
(Coordenador)

Enderego.  Fua Botucaty, 572 1° Andar Conf. 14
Balmo: VILA CLEMENTING CEP: 04023061
UF: 5P Municiplo:  SAD PAULS

Tebafona: |(115571-1062 Fax: 1155357162 E-mall: secretana capunifsEnE gmal.com
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Anexo 3. Questionario 1 — Doadoras de sangue

Titulo do projeto: “ASSOCIAGCAO DE ANTICORPOS ERITBOCITARIOS EM
MULHERES COM ALOIMUNIZACAO NEUTROFILICA”.

Nome: Idade:
Telefone: Numero da Doagéo:

O presente projeto visa estudar as nossas células de defesa (anticorpos) em mulheres
com histérico gestacional, pois alguns desses anticorpos podem causar complicagoes
durante a gravidez ou em futuras gestacoes.

1) Vocé ja teve alguma gestacao? Se sim, quantas?

2) Em qual ano foi a sua ultima gestacao?

3) Vocé ja teve algum aborto? Se sim, quantos e em qual ano foi o ultimo aborto?
Quantos meses o feto tinha no momento do aborto?

4) Vocé ja recebeu transfusdo sanguinea? Se sim, quando foi a ultima transfusao?
Qual o tipo do hemocomponente recebido?

5) Possui alguma doenca?
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Anexo 4. Questionario 2 — Gestantes com aloimunizagao eritrocitaria

Titulo do projeto: “ASSOCIAGCAO DE ANTICORPOS ERITBOCITARIOS EM
MULHERES COM ALOIMUNIZACAO NEUTROFILICA”.

Nome: Idade:
Telefone: RH:

O presente projeto visa estudar as nossas células de defesa (anticorpos) em mulheres
gestantes, pois alguns desses anticorpos podem causar complicagdes durante a gravidez
ou em futuras gestacoes.

1) Qual a sua idade gestacional?

2) Quantas gestacdes vocé ja teve?

3) Vocé ja teve algum aborto? Se sim, quantos e em qual ano foi o ultimo aborto?
Quantos meses o feto tinha no momento do aborto?

4) Ja recebeu transfusao sanguinea? Se sim, quando foi a ultima transfusdo? Qual o
tipo do hemocomponente recebido?
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Anexo 5. Relacdo de todos os individuos com anticorpos anti-HNA e o resultado

obtidos em todos os testes realizados.

Amostra Grupo Genotipagem FIOW'W!:T GAT  Anti-HLA Anti-HNA Ac. Eritrocitarios
12 AE 1a- 1b+ 1c- - + + - Anti-1a Anti-D
47 AE 1a-1b+ 1c- + + + Classe l e ll Anti-1a Anti-D + C
56 AE 1a- 1b+ 1c- - + + - Anti-1a Anti-M+ D + Le®
93 AE 1a- 1b+ 1c- + - + Classe | Anti-1a Anti-D + C + K
74 AE 1a- 1b- 1c- + + + Classe | Anti-FCyRIlIb Anti-Le®
76 AE 1a- 1b- 1c- + + + Classe l e ll Anti-FCyRIlIb Anti-D + C
17 AE 3a+ 3b- + + + Classe l e ll Anti-3b Anti-Le?
84 AE 3a+3b- + - - - Anti-3b Anti-Le®
110 AE 3a+3b- + - + Classe l e ll Anti-3b Alo anti-E
138 AE 3a+3b- + + + Classe l e ll Anti-3b Anti-Jk®
105 AE 1a-1b+ 1c- - + + - Anti-1a IgM ind.
1 MP 3a-3b+ + + + Classe | Anti-3a -

18 MP 1a-1b-1c+ - - + Classe Il Anti-1a -
32 MP 1a-1b-1c+ + + + Classe l e ll Anti-1a -
33 MP NR - + - - Anti-2 -
60 MP NR + + - Classe | Anti-2 -
81 MP 1a-1b-1c+ + - + Classe | Anti-1a -
100 MP 3a+3b- + - - - Anti-3b -
130 MP 5a-5b+ + + - Classe | Anti-5a -
198 MP 1a- + + + - Anti-1a -
208 MP 3a-3b+ + + + Classe | Anti-3a -
255 MP NR + + - - Anti-2 -
257 MP 5a+5b- + + + Classe | Anti-5b -
313 MP 3a+3b- + + - Classe | Anti-3b -
322 MP 3a+3b- + + - - Anti-3b -
342 MP 3a+3b- + + - - Anti-3b -
357 MP 1a- - + + - Anti-1a -
381 MP 1a- + + + - Anti-1a -
399 MP 5a+5b- + + + Classe l e ll Anti-5b -
403 MP 5a-5b+ - + + - Anti-5a -
404 MP 1a- - + - - Anti-1a -
458 MP 5a-5b+ - + - - Anti-5a -
459 MP 3a+3b- - - + - Anti-3b -
82 MP 3a+ 3b- + + - Classe | Anti-3b -
39 MP 1a- - - + - Anti-1a -
Legenda:

AE= Aloimunizacéo Eritrocitaria, MP= Doadoras Multiparas; +=positivo; -= negativo; NR=

Nao realizado; L= Linfocitos; N= Neutrdfilos
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Abstract

Background: Leukocyte antibodies against HLA class |, class Il and human
neutrophil antigens (HNA) are formed from exposure to these antigens by transfusion,
pregnancy or transplant, and may be associated with transfusion-related acute lung
injury (TRALI) and immune neutropenias. Risk factors for acquisition of leukocyte
antibodies are yet to be determined and present great importance for the prevention of
severe and fatal transfusion reactions. Aims: To compare the prevalence of leukocyte
antibodies in women with or without red blood cell (RBC) alloimmunization.

Methods: This transversal study included women whose only stimulus to
alloimmunization was pregnancy, with no transfusion history. We analyzed 147 blood
samples from women with RBC alloimmunization, confirmed by the investigation and
identification of RBC antibodies by the DG Gel-Card technique (Grifols-Spain). The
control group consisted of 563 blood donors women with pregnancy history but
without RBC alloimmunization. The identification of leukocyte antibodies was
performed by: 1) granulocyte agglutination test (GAT), 2) white cell
immunofluorescence test (Flow-WIFT), both tests using a panel of neutrophils
obtained from three donors with previous HNA genotyping, and 3) bead-based assay -
LABScreen Multi (LSM) (One Lambda), capable of detecting antibodies against HNA-
1a, -1b, -1c, -2, -3a, -3b, -4a, -5a, -5b and HLA class | and Il antigens. The identified
HNA antibodies were confirmed by genotyping the corresponding antigen.

Results: In the cohort of women with RBC alloimmunization we found 178 RBC
antibodies: anti-D (anti-Le® (25.3%), anti-D (24.7%), anti-C (9.0%), anti-E (9.0%), anti-
K (5.6%) and other antibodies (26.4%). We identified 74/147 (50.3%) samples with
anti-HLA antibodies and 11/147 (7.5%) samples with anti-HNA antibodies with the
following specificities: 5/11 anti-HNA-1a, 2/11 anti-FCRylllb and 4/11 anti-HNA-3b. In
the control group, we found 238/563 (42.3%) samples with anti-HLA and 24/563
(4.3%) samples with anti-HNA: 8/24 anti-HNA-1a, 1/24 anti-HNA-1c, 3/24 anti-HNA-2,
2/24 anti-HNA-3a, 5/24 anti-HNA-3b, 3/24 anti-HNA-5a and 2/24 anti-HNA-5b.
Regarding the gestational history, 82/147 (55.8%) women in the group with RBC
alloimmunization and 493/563 (87.6%) in control group had two or more pregnancies.
The statistical analysis was performed in total samples, regardless the number of
pregnancies, however no significant difference was observed in the prevalence rate of
anti-HNA and anti-HLA between the two groups (p=0.10 and p=0.07, respectively).
When the analysis was stratified including only multiparous women (two or more
pregnancies) the prevalence of HNA alloimmunization was statistically significant in
the group of women with RBC alloimmunization: 9/82 (11%) versus 23/493 (4.7%)
blood donors, p=0.02, OR=2.52 (95% CI=1.15-3.79). Similarly a higher prevalence of
HLA antibodies in the group of multiparous women with RBC alloimmunization was
also observed: 51/82 (62.2%) versus 224/493 (45.4%), p=0.004, OR=1.97 (95%
Cl=1.18-2.71).

Conclusions: The data show that RBC alloimmunization was significantly associated
with the development of antibodies against leukocytes (anti-HNA and anti-HLA). A
higher frequency of HNA alloimmunization (11%) observed in the group of multiparous
women with RBC alloimmunization compared to the control group (4.7%), suggest
that they are better immune responders and that they react strongly to allogeneic
exposure. Anti-HLA antibodies have often been found in plasma in southeastern Brazil
female blood donors (42.3%), and are statistically associated with the number of
pregnancy (p<0.001).
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Trabalho 1. Martins JO, Moritz E, Abbas S, Chiba AK, Lopes LB, Barros MMO,
Costa SSM, Barbosa ES, Bordin JO. Frequéncia de anticorpos granulocitarios em
gestantes com aloimunizagdo eritrocitaria. In: Congresso Brasileiro de
Hematologia e Hemoterapia, 2016, Florian6polis. HEMO 2016, 2016. p. 326-326

OBJETIVO: Investigar a frequéncia de anticorpos granulocitarios em gestantes com
aloimunizacao eritrocitaria. METODOLOGIA: Foram analisadas 55 amostras de sangue
de gestantes sem historico transfusional e com aloimunizagéo eritrocitaria. As técnicas
utilizadas para a pesquisa e identificacdo de anticorpos granulocitarios foram: Teste de
Imunofluorescéncia de Granulécitos (Flow-GIFT), usando neutréfilos de amostras recém-
coletadas de trés doadores genotipados para compor o painel de antigenos HNA; Ensaio
com microesferas contendo antigenos purificados - LabScreen Multi (One Lambda),
capaz de investigar a presenca de anticorpos contra antigenos HNA-1a, -1b, -1c, -2, -3a,
-3b, -4a, -5a, -5b, HLA classe | e Il. Os resultados da identificagdo dos anticorpos
granulocitarios foram confirmados pela genotipagem da amostra correspondente. Para a
pesquisa e identificagdo de anticorpos eritrocitarios foi utilizada a técnica de gel Liss
Coombs. RESULTADOS: Foram analisadas 55 amostras de sangue de gestantes sem
antecedente transfusional e com aloimunizacéao eritrocitaria. A média de idade foi de 29 +
8 anos. Das 55 gestantes, foram encontrados 67 anticorpos eritrocitarios, sendo: anti-D
(28,3%), anti-Lea (29,3%), anti-M (8,9%), Anti-C (8,9%) e outros anticorpos (24,5%). Em
relacdo ao histdérico gestacional, 39 (71%) gestantes tinham mais de uma gestagéao, e 20
(40%) relataram ter tido no minimo 1 aborto. Foram encontradas 33 (60%) amostras
positivas contra anticorpos anti-HLA e 5 (9,0%) amostras positivas contra anticorpos anti-
HNA. Com relagdo a especificidade dos anticorpos granulocitarios, 3/5 foram
identificados como anticorpo anti-HNA 1a, 1/5 anti-HNA 3b e 1/5 anti-HNA 5b.
DISCUSSAO: Aloimunizacgéo eritrocitaria é descrita como uma reacdo do sistema imune
do paciente a antigenos estranhos presentes principalmente durante a gestacido e
transfusdes sanguineas. Os individuos que formam aloanticorpos eritrocitarios podem
mais facilmente desenvolver anticorpos contra outras células sanguineas, como
leucdcitos e granuldcitos, considerados fundamentais na patogénese da leséo pulmonar
aguda relacionada a transfusao (TRALI). Em 2014, Heinzl e colaboradores realizaram um
estudo com mulheres multiparas com aloimunizagao eritrocitaria, mostrando que a
presenca de anticorpos granulocitarios também esta significativamente associada com a
presenca de anticorpos eritrocitarios em mulheres com histéria de gravidez, observando
uma frequéncia de 2,1% de anticorpos anti-HNA contra 0,5% no grupo controle. O
presente estudo confirma os resultados encontrados no trabalho mencionado, porém com
uma frequéncia maior (9,0%), o que pode ser explicado pelo fato de que as mulheres
foram aloimunizadas apenas pela gestacdo, indicando que elas sdo melhores
respondedoras imunoldgicas e que reagem fortemente a exposicdao alogénica. No
momento da coleta da amostra de sangue, as mulheres estavam gestantes, indicando
que o titulo dos anticorpos poderia estar elevado, auxiliando a detecgao do aloanticorpos
formado. CONCLUSAO: A frequéncia de anticorpos granulocitarios em gestantes n&o
transfundidas e com aloimunizagao eritrocitaria € de 9% (contra 1% na populagéo geral)
sugerindo que a formagao de aloanticorpos pode estar relacionada a respondedores
imunoldégicos que reagem fortemente a exposi¢cao alogénica.
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Trabalho 2. Martins JO, Moritz E, Abbas S, Lopes LB, Chiba AK, Barros MMO,
Bordin JO. Leukocyte antibodies in pregnant women with red blood cell
alloimmunization. In: 27th Regional Congress of the ISBT, 2017, Copenhagen.
Vox Sanguinis, 2017. v. 112. p. 559-559.

Background: Leukocyte antibodies against human leukocyte antigens (HLA) class |,
class Il and human neutrophil antigens (HNA) are formed from exposure to these antigens
by transfusion, gestation or transplant, and are associated with transfusion-related acute
lung injury (TRALI) and neonatal alloimmune neutropenia (NAN). Besides the antibody
prevalence, also risk factors for acquisition of leukocyte antibodies are yet to be
determined and present great importance for the prevention of severe and fatal
transfusion reactions. Aims: To compare the prevalence of leukocyte antibodies in
pregnant women with red blood cells (RBC) alloimmunization and in multiparous blood
donors without RBC alloimmunization. Methods: We analyzed 141 blood samples from
pregnant women with RBC alloimmunization and no transfusion history. In this cohort, the
investigation and identification of RBC antibodies were performed by the DG Gel-Card
technique (Grifols-Spain). For the control group, 467 multiparous blood donors (2 or more
pregnancies) without RBC alloimmunization were included. The techniques used for the
investigation and identification of leukocyte antibodies were: 1) granulocyte agglutination
test (GAT), 2) white cell immmunofluorescence test (Flow-WIFT), both tests using a panel of
neutrophils obtained from three donors with HNA genotyping, and 3) bead-based assay -
LABScreen Multi (LSM) (One Lambda), capable of detecting antibodies against HNA-1a, -
1b, -1c, -2, -3a, -3b, -4a, -5a, -5b and HLA class | and Il antigens. The identified HNA
antibodies were confirmed by genotyping of the corresponding antigen. Results: In the
cohort of alloimmunized pregnant women, we found 175 RBC antibodies: anti-D (32.4%),
anti-Lea (21.7%), anti-C (9.1%), anti-E (8.5%), and other antibodies (28.3%). Regarding
the gestational history, 74 (52.4%) women had two or more pregnancies. We identified
70/141 (49.6%) samples with anti-HLA antibodies and 10/141 (7.0%) samples with anti-
HNA antibodies with the following specificities: 4/10 anti-HNA-1a, 2/10 anti-FCyRIlIb and
4/10 anti-HNA-3b. In the control group, we found 199/467 (42.6%) samples with anti-HLA
and 23/467 (4.9%) samples with anti-HNA: 7/23 anti-HNA-1a, 1/23 anti-HNA-1c, 3/23 anti-
HNA-2, 2/23 anti-HNA-3a, 5/23 anti-HNA-3b, 3/23 anti-HNA-5a and 2/23 anti-HNA-5b.
Statistical analysis was performed with paired samples, and only multiparous women in
both groups were selected. 9/74 (12.1%) multiparous pregnant women with RBC and
HNA alloimmunization were compared with 23/467 (4.9%) multiparous blood donors with
HNA alloimmunization only, and a significant difference was observed between the two
groups [p=0.02, OR=2.673 (95% CI, 1,185-6,030)]. Summary / Conclusions: RBC
alloimmunization was shown to be a significant risk factor (p=0.02, OR=2.7) for the
development of antibodies against other blood cells, such as leukocytes and granulocytes,
considered to be fundamental in the pathogenesis of TRALI. A high frequency of HNA
alloimmunization (12.1%) was observed in RBC alloimmunized group versus 4.9% in the
control group, suggesting that they are better immune responders and that they react
strongly to allogeneic exposure.
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Trabalhos aceitos para apresentacgao

Trabalho 3. Martins JO, Moritz E, Abbas SA, Lopes LB, Chiba A, Langhi
D, Barros MMO, Bordin JO. HLA and HNA antibodies are more prevalent in

multiparous women with red blood cell alloimmunization. ASH, 2017.

Background: Leukocyte antibodies against HLA class |, class Il and human neutrophil
antigens (HNA) are formed from exposure to these antigens by transfusion, pregnancy or
transplant, and may be associated with transfusion-related acute lung injury (TRALI) and
immune neutropenias. Risk factors for acquisition of leukocyte antibodies are yet to be
determined and present great importance for the prevention of severe and fatal
transfusion reactions. Aims: To compare the prevalence of leukocyte antibodies in
women with or without red blood cell (RBC) alloimmunization. Methods: This transversal
study included women whose only stimulus to alloimmunization was pregnancy, with no
transfusion history. We analyzed 147 blood samples from women with RBC
alloimmunization, confirmed by the investigation and identification of RBC antibodies by
the DG Gel-Card technique (Grifols-Spain). The control group consisted of 563 blood
donors women with pregnancy history but without RBC alloimmunization. The
identification of leukocyte antibodies was performed by: 1) granulocyte agglutination test
(GAT), 2) white cell immunofluorescence test (Flow-WIFT), both tests using a panel of
neutrophils obtained from three donors with previous HNA genotyping, and 3) bead-based
assay - LABScreen Multi (LSM) (One Lambda), capable of detecting antibodies against
HNA-1a, -1b, -1c, -2, -3a, -3b, -4a, -5a, -5b and HLA class | and Il antigens. The identified
HNA antibodies were confirmed by genotyping the corresponding antigen. Results: In the
cohort of women with RBC alloimmunization we found 179 RBC antibodies: anti-D
(30.7%), anti-Lea (21.2%), anti-C (15.1%), anti-E (8.9%), anti-K (5.6%), anti-M (5.6%) and
other antibodies (12.8%). We identified 74/147 (50.3%) samples with anti-HLA antibodies
and 11/147 (7.5%) samples with anti-HNA antibodies with the following specificities: 5/11
anti-HNA-1a, 2/11 anti-FCyRIlIb and 4/11 anti-HNA-3b. In the control group, we found
238/563 (42.3%) samples with anti-HLA and 24/563 (4.3%) samples with anti-HNA: 8/24
anti-HNA-1a, 1/24 anti-HNA-1c, 3/24 anti-HNA-2, 2/24 anti-HNA-3a, 5/24 anti-HNA-3b,
3/24 anti-HNA-5a and 2/24 anti-HNA-5b. Regarding the gestational history, 82/147
(55.8%) women in the group with RBC alloimmunization and 493/563 (87.6%) in control
group had two or more pregnancies. The statistical analysis was performed in total
samples, regardless the number of pregnancies, however no significant difference was
observed in the prevalence rate of anti-HNA and anti-HLA between the two groups
(p=0.10 and p=0.07, respectively). When the analysis was stratified including only
multiparous women (two or more pregnancies) the prevalence of HNA alloimmunization
was statistically significant in the group of women with RBC alloimmunization: 9/82 (11%)
versus 23/493 (4.7%) blood donors, p=0.02, OR=2.52 (95% CI=1.15-3.79). Similarly a
higher prevalence of HLA antibodies in the group of multiparous women with RBC
alloimmunization was also observed: 51/82 (62.2%) versus 224/493 (45.4%), p=0.004,
OR=1.97 (95% CI=1.18-2.71).

Conclusions: The data show that RBC alloimmunization was significantly associated with
the development of antibodies against leukocytes (anti-HNA and anti-HLA). A higher
frequency of HNA alloimmunization (11%) observed in the group of multiparous women
with RBC alloimmunization compared to the control group (4.7%), suggest that they are
better immune responders and that they react strongly to allogeneic exposure.




Trabalho 4. Martins JO, Moritz E, Abbas SA, Lopes LB, Chiba A, Langhi D,
Barros MMO, Bordin JO. HLA and HNA antibodies are more prevalent in

multiparous women with red blood cell alloimmunization. HEMO, 2017.

Background: Leukocyte antibodies against HLA class I, class Il and human neutrophil
antigens (HNA) are formed from exposure to these antigens by transfusion, pregnancy or
transplant, and may be associated with transfusion-related acute lung injury (TRALI) and
immune neutropenias. Risk factors for acquisition of leukocyte antibodies are yet to be
determined and present great importance for the prevention of severe and fatal
transfusion reactions. Aims: To compare the prevalence of leukocyte antibodies in
women with or without red blood cell (RBC) alloimmunization. Methods: This transversal
study included women whose only stimulus to alloimmunization was pregnancy, with no
transfusion history. We analyzed 147 blood samples from women with RBC
alloimmunization, confirmed by the investigation and identification of RBC antibodies by
the DG Gel-Card technique (Grifols-Spain). The control group consisted of 563 blood
donors women with pregnancy history but without RBC alloimmunization. The
identification of leukocyte antibodies was performed by: 1) granulocyte agglutination test
(GAT), 2) white cell immunofluorescence test (Flow-WIFT), both tests using a panel of
neutrophils obtained from three donors with previous HNA genotyping, and 3) bead-based
assay - LABScreen Multi (LSM) (One Lambda), capable of detecting antibodies against
HNA-1a, -1b, -1c, -2, -3a, -3b, -4a, -5a, -5b and HLA class | and Il antigens. The identified
HNA antibodies were confirmed by genotyping the corresponding antigen. Results: In the
cohort of women with RBC alloimmunization we found 179 RBC antibodies: anti-D
(30.7%), anti-Lea (21.2%), anti-C (15.1%), anti-E (8.9%), anti-K (5.6%), anti-M (5.6%) and
other antibodies (12.8%). We identified 74/147 (50.3%) samples with anti-HLA antibodies
and 11/147 (7.5%) samples with anti-HNA antibodies with the following specificities: 5/11
anti-HNA-1a, 2/11 anti-FCyRIllIb and 4/11 anti-HNA-3b. In the control group, we found
238/563 (42.3%) samples with anti-HLA and 24/563 (4.3%) samples with anti-HNA: 8/24
anti-HNA-1a, 1/24 anti-HNA-1c, 3/24 anti-HNA-2, 2/24 anti-HNA-3a, 5/24 anti-HNA-3b,
3/24 anti-HNA-5a and 2/24 anti-HNA-5b. Regarding the gestational history, 82/147
(55.8%) women in the group with RBC alloimmunization and 493/563 (87.6%) in control
group had two or more pregnancies. The statistical analysis was performed in total
samples, regardless the number of pregnancies, however no significant difference was
observed in the prevalence rate of anti-HNA and anti-HLA between the two groups
(p=0.10 and p=0.07, respectively). When the analysis was stratified including only
multiparous women (two or more pregnancies) the prevalence of HNA alloimmunization
was statistically significant in the group of women with RBC alloimmunization: 9/82 (11%)
versus 23/493 (4.7%) blood donors, p=0.02, OR=2.52 (95% CI=1.15-3.79). Similarly a
higher prevalence of HLA antibodies in the group of multiparous women with RBC
alloimmunization was also observed: 51/82 (62.2%) versus 224/493 (45.4%), p=0.004,
OR=1.97 (95% CI=1.18-2.71).

Conclusions: The data show that RBC alloimmunization was significantly associated with
the development of antibodies against leukocytes (anti-HNA and anti-HLA). A higher
frequency of HNA alloimmunization (11%) observed in the group of multiparous women
with RBC alloimmunization compared to the control group (4.7%), suggest that they are
better immune responders and that they react strongly to allogeneic exposure.




Trabalho 5. Martins JO, Moritz E, Abbas SA, Lopes LB, Chiba A, Langhi
D, Bordin JO. Fendtipo HNA-1 null: Formacado de anticorpos anti-FCyRIIIB e

envolvimento em neutropenia neonatal. HEMO, 2017.

O fendtipo HNA-1 null é resultado de uma delecido do gene FCGR3B, que codifica o
receptor FcRIlIb de neutrdfilos e os epitopos do sistema HNA-1 (1a, 1b, 1c e 1d).
Individuos HNA-1 null podem formar anticorpos anti-FcRIllb, que apesar de raros, foram
associados com neutropenia aloimune neonatal (NAN) grave. NAN resulta da
aloimunizagcdo materna contra antigenos HNA, ocorrendo ao nascimento ou em até 3
dias de vida, e apresenta contagem de neutréfilos <1500x10°%/L. Objetivos: Relatar 2
casos de HNA-1 null com formacdo de anti-FcRIlIlb e sua associacdo com NAN.
Métodos: Os individuos HNA-1 null foram provenientes de estudo prévio que investigou
aloimunizacdo HNA em 147 gestantes com aloimunizacdo eritrocitaria. A identificacdo
dos anticorpos HNA foi realizada pelos testes: LABScreen Multi (One Lambda), que
utiliza microesferas revestidas com antigenos HNA e HLA purificados; e Testes de
Aglutinacdo e Imunofluorescéncia de Granuldcitos (GAT e GIFT), que usam neutrdéfilos
frescos para compor o painel de antigenos HNA. Os anti-HNA identificados foram
confirmados por genotipagem HNA-1 por PCR-SSP. Os 2 casos de HNA-1 null
encontrados, cujas gestantes apresentavam anti-FcRIllb, foram submetidos a estudo
familiar, apds o nascimento, com genotipagem HNA-1 do pai e RN. Resultados: Caso 1 :
Mae primigesta, brasileira, sem histérico de abortos e transfusao, apresentou anti-FcRIllb
e anti-HLA | na triagem de anticorpos leucocitarios. A genotipagem do pai e RN
confirmaram a presencga do antigeno HNA-1b/1b justificando a aloimunizagdo materna. A
mae nao apresentou complicagdes na gestacdo e o RN evoluiu bem. Nao foi realizado
hemograma ao nascimento, e apds 4 meses, o0 bebé nao apresentava neutropenia. Caso
2 : Mae na quarta gestacdo, natural de Gana, sem histdrico de abortos, recebeu
transfusdo nas duas ultimas gestacdes, e apresentou anti-FcRIIIb e anti-HLA | e Il na
triagem de anticorpos leucocitarios. A genotipagem do pai e RN confirmaram a presenca
do antigeno HNA-1b/1c justificando a aloimunizagdo materna. Nesta ultima gestagao, a
mae apresentou Sindrome HELLP e o RN nasceu com ictericia grave devido aos
anticorpos maternos anti-D e anti-C. As contagens de neutrdfilos realizadas no RN foram:
2°dia de vida — 4020x10°/L; 3°dia — 1860x10°/L; 7°dia — 5092x10°/L; 8°- 6792x10°%L; e 4
meses — 6270 x10°%L. O RN ficou internado por 26 dias e ndo apresentou sequelas.
Conclusdao: O HNA-1 (FcRIllb) é altamente imunogénico, estando envolvido com
neutropenia imunes e TRALI. Apesar da frequéncia de individuos HNA-1 null ser baixa
(variando de 0,1% em caucasianos a 2,4% em africanos), mulheres aloimunizadas pelo
HNA-1 podem causar NAN em seus RNs. No caso 1, a neutropenia ndo pode ser
confirmada, por néo ter sido requerido hemograma ao nascimento, entretanto, no caso 2,
o RN apresentou neutropenia no terceiro dia de vida (1860x10%L), com queda de
neutrofilos consideravel devido ao anti-FcRIlIb materno. Como o RN precisou de uma
exsanguinotransfusao, por ter tido hemdlise, a neutropenia foi tratada junto com outras
complicagées do RN, e por isso, nesse caso de NAN, os neutrdéfilos nao atingiram valores
inferiores a 1500x10%/L. Assim, apesar de raro, maes HNA-1 null podem formar anti-
FcRIlIb com risco de NAN em seus RNs. Os casos devem ser orientados para prevenir o
desenvolvimento da NAN em futuras gestagoes.
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