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RESUMO

O conhecimento e a deteccdo dos aloantigenos plaguetarios humanos (do inglés
Human Platelet Antigen; HPA) é essencial na pratica transfusional, uma vez que o
desenvolvimento de anticorpos contra esses antigenos pode se tornar um grande
problema clinico, principalmente nos casos de pacientes portadores de hemopatias
ou outras doencas que requerem transfusdes sanguineas periodicas. A
caracterizacdo das bases moleculares dos varios sistemas de HPA, a partir de
métodos moleculares, possibilita ndo apenas deduzir o antigeno relativo a cada
sistema, mas também amplia o conhecimento sobre o desenvolvimento das
aloimunizacGes plaquetarias. A utilizacdo de técnicas de biologia molecular no
diagnostico tem sido fundamental para a insercdo de novas metodologias na rotina
laboratorial da imunohematologia, o que aumenta a seguranca e eficacia
transfusional de pacientes politransfundidos. No entanto, embora existam protocolos
de genotipagem de antigenos plaquetarios bem estabelecidos e validados em
alguns centros no Brasil, ainda ndo se conhece os polimorfismos dos sistemas HPA
na populagcéao do estado de Santa Catarina. Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi
analisar a frequéncia dos polimorfismos responsaveis pela expressdo dos antigenos
plaguetarios em amostras de doadores voluntarios de sangue, do estado de Santa
Catarina, para auxilio na identificacdo de doadores compativeis para pacientes
politransfundidos. Para essa finalidade, os dados de gendtipos e fendtipos das
amostras foram obtidos no banco de dados Basis'™ (BioArray Solutions™) e em
seguida submetidos a andlise estatistica. Nos resultados das andlises, foi possivel
observar que dentre os onze sistemas de HPAs analisados, a maior frequéncia
encontrada foi para o alelo “a”, com excec¢ao do HPA-15 que apresentou frequéncia
bialélica. Neste estudo, foi encontrado um doador com o fenétipo para HPA-4 “AB”, o
gue dentro da populacdo é raro, mostrando assim a importancia da pesquisa. As
pesquisas sobre os antigenos plaquetarios no Brasil tém sido realizadas em
pequenas populacbes ou em regides pontuais. Pesquisas mais abrangentes sdo
necessarias para que a busca de doadores compativeis possa ser ampliada para
todo o pais e, dessa forma, aumentar e melhorar a seguranca transfusional de
pessoas politransfundidas.

Palavras chave: HPA. Antigenos, plaquetas.



ABSTRACT

The knowledge about the detection of human platelet alloantigens (HPA) is essential
in transfusion practice, since the development of antibodies against antigens may
become a major clinical problem, especially in the cases of patients with hemopathy
or other diseases that require periodic blood transfusions. The characterization of the
molecular bases of the various HPA systems, based on molecular methods, allows
not only to deduce the antigen relative to each system, but also to increase
knowledge about the development of platelet alloimmunizations. The use of
molecular biology techniques in the diagnosis has been fundamental for the insertion
of new methodologies in the laboratory routine of immunohematology, which
increases the safety and transfusion efficiency of multi-transfused patients. However,
although there are well-defined and validated platelet antigen genotyping protocols in
some non-Brazilian centers, they are not known by HPA systems in the population of
the State of Santa Catarina. Therefore, the objective of this study was to analyze the
frequency of polymorphisms responsible for the expression of platelet antigens in
samples from volunteer blood donors in the State of Santa Catarina, to assist in the
identification of compatible donors for multi-transfused patients. For this purpose, the
genotype and phenotype data of the samples were obtained from the BasisTM
database (BioArray SolutionsTM) and then submitted to statistical analysis. In the
results of the analysis, it was possible to observe that among the eleven HPA
systems analyzed, the highest frequency was found for the allele "a", except for the
HPA-15 which presented biallelic frequency. In this study, a donor with the HPA-4
"AB" phenotype was found, which is rare within the population, thus showing the
importance of the research. Research on platelet antigens in Brazil has been carried
out in small populations or in specific regions. More comprehensive research is
needed so that the search for compatible donors can be scaled up across the country

and thereby increase and improve the transfusion safety of multi-transfused persons.

Keywords: HPA. Antigens, platelets.



LISTA DE ABREVIATURAS

AIS Array Imaging System

BASIS BioArray Solutions Information System

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTP Desoxirribonucleotideos fosfatados

CD Cluster of differentiation

DO Densidade optica

EDTA Acido etileno diamino tetracético

eMAP Analise multipla de polimorfismos

HLA Antigenos leucocitarios humanos (Human leukocyte antigen)
HPA Aloantigenos plaquetarios humanos (Human platelet antigen)
ISBT Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea

LS Low signal

mADbs Anticorpos Monoclonais

MALDI-TOF Tecnologia bead-array e ionizacdo e dessorcao a laser assistida por

matriz — tempo de voo

MAIPA Anticorpos monoclonais especificos de antigenos plaguetarios
ML Microlitro

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

PCR-RFLP PCR seguida da digestdo enzimatica do produto amplificado
PCR-RT PCR em tempo real
PCR-SSP  PCR alelo-especifica

PPT Parpura pés-transfusional

PTAN Parpura trombocitopénica aloimune
RFNH Reacdes febris ndo hemoliticas

RP Refratariedade Plaquetéaria

SNPs Polimorfismos de Unico nucleotideo

TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido
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1 INTRODUCAO

O uso da transfusdo de plaquetas, obtidas de concentrado de plaguetas ou
por plaquetaférese, € util na prevencédo e tratamento de hemorragias em pacientes
plaquetopénicos em decorréncia de doengas medulares ou terapias citotoxicas
(FONTAO-WENTEL, 2008). Efeitos adversos as transfusbes séo frequentes na
rotina dos bancos de sangue, como por exemplo, as reacdes febris ndo hemoliticas
(RFNH) e refratariedade plaquetaria (RP) em pacientes recebendo transfusédo de
plaguetas.

Os dois sistemas de antigenos mais envolvidos na aloimunizacao
plaquetéaria sédo: os antigenos leucocitarios humanos (HLA), presentes ha membrana
das plaquetas e também em outros tecidos e células sanguineas, e 0s antigenos
plaguetarios humanos (HPA) especificos das plaguetas (DELAFLOR-WEISS;
MINTZ, 2002; TINMOUTH et al., 2006). A aloimunizacao a estes antigenos ocorre
devido a sensibilizacdo previa durante a gestacdo, transfusdes ou transplantes.
Outros fatores também podem estar envolvidos, como o tipo de produto plaquetério
transfundido, o niumero de transfusGes recebidas, além do estado imunoldgico do
paciente (BAJPAI et al., 2005). O principal tipo de concentrado de plaguetas
transfundido, especialmente em nosso pais, sdo plaguetas randomizadas de
doadores, ndo deleucocitadas, de cinco a seis doadores 0 que expde 0s pacientes a
um maior nimero de antigenos de doadores e aumenta o risco de aloimunizacéo.
(FONTAO-WENTEL, 2008; BRASIL, 2010)

Existem muitos métodos sorolégicos convencionais para fenotipagem de
plaguetas humanas, tais como imunofluorescéncia, hemaglutinacdo passiva mista,
imobilizacdo com anticorpos monoclonais especificos de antigenos plaquetarios
(MAIPA) e antigenos modificados capturados por ELISA. Todos esses testes
requerem anticorpos especificos contra antigenos plaquetéarios. Além disso, alguns
antigenos nao podem ser identificados devido ao baixo numero de plaquetas em
pacientes afetados. A fenotipagem para todos os aloantigenos plaquetéarios tem sido
dificil e restrita a poucos laboratorios (XU et al., 2009).

Os estudos utilizando técnicas moleculares possibilitaram o aumento na
disponibilidade de plaguetas genotipadas para a elaboragcdo de painéis de células
para identificacdo de anticorpos plaquetarios especificos, limitado até entdo pela

escassez de antissoros de boa qualidade para a fenotipagem das plaquetas. Além



disso, ap06s a analise da amostra dos pacientes e dos dadores, proporciona o
fornecimento de sangue compativel para o0s pacientes, minimizando a
aloimunizacdo. Embora algumas técnicas moleculares jA estejam validadas para
determinadas populacbes brasileiras, € importante a implementacdo e validacéo
dessas técnicas na populacdo do estado de Santa Catarina, regido sul do pais,
considerando a complexidade dos pacientes atendidos no estado (transplantados,
leucémicos, imunossuprimidos entre outros) (CASTILHO et al, 2000).

A origem étnica da populacdo brasileira é altamente heterogénea, o que
facilita a aloimizagdo. Somos um pais formado por imigrantes da Europa, Africa e
Asia, bem como de Amerindios, o que resultou em uma complexa miscigenacéo e
heranca genética diferenciada. Embora a populacdo de Santa Catarina, regidao sul
do pais, ter sido formada majoritariamente por pessoas de origem europeia, é
importante determinar a prevaléncia dos polimorfismos HPA nessa populacdo que
vem se miscigenando mais nos ultimos anos com a imigracao de latino-americanos,

africanos entre outros povos (IBGE, 2007).



2 REVISAO DA LITERATURA

As plaquetas sdo células anucleadas, sao pequenos fragmentos formados
pela fragmentacéo do citoplasma de megacariocitos, os quais sao células grandes e
polipldides que se desenvolvem na medula 6ssea e posteriormente migram para o
sangue periférico (LEEKSMA; COHEN, 1955; LEFRANCAIS et al., 2017). As
principais funcdes plaguetarias estdo relacionadas a manutencdo da hemostasia
sanguinea pela imediata adesdo a superficie endotelial lesada e a formacédo do
agregado plaquetario estavel (NEWMAN, 1991).

Por hora, sdo produzidas 10 milhdes de plaguetas que apresentam
sobrevida média de 10 dias e apoOs esse periodo séo retiradas da circulacdo pelo
sistema reticulo endotelial, principalmente pelo figado e baco (LEFRANCAIS et al.,
2017). Quando ocorre um desbalanco, ou seja, queda na producéo de plaquetas ou
aumento de consumo ou destruicdo periférica, observa-se um quadro de
plaguetopenia. A plaquetopenia por faléncia medular esta relacionada a doencas
hematoldgicas, oncoldgicas, oncohematoldgicas, e ao tipo de tratamento, como a
radioterapia e/ou quimioterapia. Nesses casos, a transfusdo de plaguetas é a
principal terapia utilizada na prevencgao e tratamento de hemorragias. Uma dose de
plaguetas para transfusédo pode ser constituida plaquetas randomizadas proveniente
de coleta de sangue total de doadores ou por coleta em processo automatizado
conhecido por aférese (FONTAO-WENTEL, 2008; BRASIL, 2010).

Pacientes com doencas hematolégicas malignas que recebem quimioterapia
intensiva, muitas vezes necessitam de transfusbes de plaguetas para prevenir

complicacBes hemorragicas. (LEVIN et al., 2004).

2.1 ANTIGENOS PLAQUETARIOS HUMANOS — HPA

Os aloantigenos plaquetarios humanos (do inglés Human platelet antigen;
HPA) resultam de polimorfismos de glicoproteinas da membrana plaquetaria
capazes de induzir resposta imune em individuos susceptiveis durante a gestacao,
transfuséo e transplantes (DE LA VEGA ELENA et al., 2008).

Essas reacdes imunoldgicas ocorrem através de mediadores presentes na

superficie da membrana da plaqueta, onde ha a expressdo de receptores de
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superficie. Estes receptores sdo glicoproteinas, sendo a GPIllIb/llla e 0o complexo
GPlba as mais abundantes na plaqueta (LI et al., 2012).

Atualmente, estao definidos 35 aloantigenos plaquetarios (SULLIVAN et al.,
2017). Desses, doze antigenos estédo agrupados em seis grupos bialélicos (CURTIS,
2013). Inicialmente, os antigenos plaquetdrios receberam o nome do seu
descobridor ou do paciente no qual o anticorpo foi identificado, por exemplo, Zw?
ZwP. Em 1990, a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT) definiu
critérios para a classificacdo e nomenclatura desses antigenos (VON DER BORNE;
DECARY, 1990). Assim, os antigenos foram classificados dentro do Sistema
imunogénico de HPA e numerados de acordo com a data da sua descrigao,
receberam a letra “a” e “b” os alelos de alta e baixa frequéncia, respectivamente.
Para os sistemas que foram descritos apenas 0s antigenos de baixa frequéncia,
seguidos da deteccgéo do anticorpo correspondente, e ndo do seu correspondente de
alta frequéncia, recebeu a letra w, e o sistema ainda ndo recebeu a numeragéo
correspondente, até que se identifigue o anticorpo que caracteriza o antigeno de alta

frequéncia (Quadro 1).

Quadro 1: Sistemas HPA

Sistemas Antigenos Nomes originais Glicoproteinas CD

HPA-1a zw?, PI*

HPA-1 o s GPllla CD61
HPA-1b Zw", Pl
HPA-2a Ko"

HPA-2 a4 v a GPIbalpha CD42b
HPA-2b Ko™ Sib
HPA-3a Bak?, Lek?

HPA-3 b GPllb CDh41
HPA-3b Bak
HPA-4a Yuk®, Pen®

HPA-4 X b GPllla CD61
HPA-4b Yuk®, Pen
HPA-5a Br®, Zav®

HPA-5 GPla CD49b
HPA-5b Br?, zav®, Hc?
HPA-6bw ca?, Tu? GPllla CD61
HPA-7bw Mo? GPllla CD61
HPA-8bw Sr? GPllla CD61
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Sistemas Antigenos Nomes originais Glicoproteinas CD
HPA-9bw Max? GPllb CD41
HPA10bw La® GPllla CD61
HPAllbw Gro® GPllla CD61
HPA12bw ly® GPlbbeta CD42c
HPA13bw Sit® GPla CD49b
HPA14bw oe® GPllla CD61
HPA-15a Gov®

HPA-15 HPALED Gov® CD109 CD109
HPA-16bw Duv® GPllla CD61
HPA-17bw va® GPllIb/llla CD61
HPA-18bw Cab® GPla CD49b
HPA-19bw Sta GPllla CD61
HPA-20bw Kno GPIIb CD41
HPA-21bw Nos GPllla CD61
HPA-22bw Sey GPIlb CD41
HPA-23bw Hug GPllla CD61
HPA-24bw Cab** GPlib CD41
HPA-25bw Swia GPla CD49b
HPA-26bw Seca GPllla CD61
HPA-27bw Cab**" GPIIb CD41
HPA-28bw War GPIIb CD41
HPA-29bw Kha® GPllla CD61

Fonte: Sistemas de antigenos plaquetéarios adaptado de www.ebi.ac.uk/ipd/hpa.

O complexo glicoproteico GPIIb/llla (Figura 1) sdo os receptores mais

abundantes na superficie plaquetaria. Pertence a familia de receptores denominados

“integrinas”, que sado responsaveis pelas interagdes célula-célula e célula-proteinas.

Estes receptores sdo moléculas heterodiméricas, constituidos de duas cadeias de



http://www.ebi.ac.uk/ipd/hpa

12

proteinas transmembrana, as subunidadesaeb (CARAMORI
MERZONI, 2015).

et al., 1998;

Vérios antigenos plaquetarios estédo localizados no GPllla, como o HPA-1,
HPA-4, HPA-6w, HPA-7w, HPA-8w, HPA-10w, HPA-11w e outros, na por¢cao GPIlb
como antigenos HPA-3 e HPA-9 (CARAMORI et al., 1998; MERZONI, 2015).

Figura 1: Estrutura do complexo glicoproteico GPIIb/llla

HPA-10bw
GiIn62Arg
HPA-1

HPA-16bw
Leussprc/ lle140Thr
= / HPA-4
 ——— Arg143Gin

HPA-Tbw
Ala407Pro

HPA-Gbw

GlndB3Arg
HPA-Obw

Met837Val

HPA-
lleB43Ser

HPA-14bw
cellyaB1ilys

‘ B e 1y
L ] -
GPIIb GPllla
(WINTROBE, 2009)

O complexo glicoproteico la/lla (Figura 2) é composto por um heterodimero

de subunidades a e B, sendo seu principal ligante o colageno. Esta participa da

adesdo e ativacdo plaquetaria. Nesse complexo sdo expressos os HPA-5 e HPA-
13w (MERZONI, 2015).
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Figura 2: Estrutura do complexo glicoproteico GPla/GPlla

HPA-5
CIUS05LYS mm—

HPA-13bw
MEtTOOTIS e

b T il
GPla GPlla

(WINTROBE, 2009)

O complexo GPIb/IX/V (Figura 3) € uma glicoproteina de superficie de
membrana das plaguetas composta de um heterodimero, uma cadeia a e uma
cadeia B, que estdo unidas por uma ligacdo de dissulfeto. Este complexo é um

heptamero e nele estdo expressos os HPA-2 e HPA-12w.

Figura 3: Estrutura do complexo glicoproteico GPIb/IX/V

HOA-2
n’ Thet 45

GPIbBeta

GPIbAlfa

(WINTROBE, 2009)
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O HPA-15 é expresso na glicoproteina CD109 (Figura 4), que € um
mondmero ancorado na membrana plaquetaria através da GPI e as bases genéticas

dessa glicoproteina ndo foram completamente elucidadas (MERZONI, 2015).
Figura 4: Estrutura da glicoproteina CD 109

HPA-15
Ser703Tyr
-I- GPI anchor
B e SR
AR A A A

(WINTROBE, 2009)

As bases genéticas dos diferentes antigenos plaguetarios é a substituicdo de
um unico nucleotideo do gene, o qual leva a substituicdo de um aminoacido na
sequéncia da glicoproteina envolvida. Essa descoberta permitiu o desenvolvimento
de técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase para determinacdo de
HPAs a partir de DNA gendémico (HURD et al., 2002; SHEHATA et al., 2011).

Contudo, existem diversos métodos sorolégicos convencionais para
fenotipagem de plaquetas humanas, tais como imunofluorescéncia, hemaglutinagéo
passiva mista, imobilizacdo com anticorpos monoclonais especificos de antigenos
plaquetarios (MAIPA) e antigenos modificados capturados por ELISA (XU et al.,
2009). Apesar disso, o valor dos testes soroldgicos para fenotipagem HPA é
limitado, devido ao pequeno numero de plaquetas obtidas de pacientes
trombocitopénicos. Aléem disso, é dificil a obtencdo de reagentes confiaveis para
fenotipagem de antigenos HPA, principalmente para HPA-5b, pois € um antigeno
raro. Antissoros HPA muitas vezes contém anticorpos HLA (Human Leukocyte

Antigen) classe |, limitando assim a sua utilizagdo em trabalhosos ensaios com
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glicoproteinas especificas, tais como ensaios de imobilizacdo de anticorpos
monoclonais de antigenos plaquetarios (MAIPA). Atualmente, anticorpos
monoclonais (MmAbs) sdo utilizados rotineiramente para fenotipagem de grupos
sanguineos, com excecdo de HPA-la, pois nenhum mAbs foi desenvolvido para
fenotipagem HPA (HURD et al., 2002).

2.2 FREQUENCIAS ALELICAS DOS HPA

A investigacdo de aloantigenos plaquetarios vem sendo investigada em
diferentes populagbes do mundo. Esses estudos tém apresentado diferentes
frequéncias alélicas nas popula¢des (SIMSEK et al, 1993; DRZEWEK et al, 1998;
CHIBA et al, 2000; ROZMAN, 2002; MERZONI, 2015).

As frequéncias HPA variam em diferentes populagdes, e, por essa razao, a
investigacdo de polimorfismos alélicos de HPA é importante ndo somente por razdes
antropolégicas e genéticas, mas também para melhor informacdo do risco de
aloimunizacao para HPA entre distintas populacées (CHIBA et al., 2000).

Estudos populacionais relataram consideraveis diferencas na distribuicao de
antigenos plaquetarios em populacbes caucasianas (SIMSEK et al, 1993;
DRZEWEK et al, 1998) e ndo caucasianas (CHIBA et al, 2000; ROZMAN, 2002).

Estudos imunogenéticos tem mostrado que ha uma heterogénea diversidade
de gendtipos de HPA em diferentes grupos étnicos, levando a uma acentuada
disparidade entre as populagdes sobre a frequéncia e especificidade dos anticorpos
plaguetarios especificos produzidos (ROZMAN, 2002).

Vérios sistemas HPA sdo conhecidos e uma distribuicdo heterogénea dos
alelos tem sido descrita em diferentes grupos étnicos. Uma similar prevaléncia de
todos os alelos HPA (Sistemas HPA-1, -2, -3, -4 e -5) foi encontrada em brasileiros
com descendéncia caucasiana e negra. Esses dados apresentados podem ser Uteis
no diagnostico de doenca plaquetéria aloimune, aconselhamento genético e no
desenvolvimento dos programas de rastreamento de doencas relacionadas os HPA
(CASTRO et al., 1999).

Muitos autores relatam a frequéncia do alelo

[{Peel)

a” para os sistemas HPA-1, -2,
e -5 sendo maior que a frequéncia do alelo “b”. Isso se observa em estudos com
populacdes da Alemanha, Argentina, Austria, Brasil, China, Congo, Croécia,

Dinamarca, Egito, Espanha, Eslovénia, Franca, Indonésia, Italia, Malasia, Polinésia,
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Poldnia, Reino Unido (HOLENSTEINER, et al., 1995; DE LA VEJA ELENA, 2008;
HAUCK-DLIMI, 2012; MERZONI, 2015). Em popula¢des asiaticas, especialmente, a
frequéncia do alelo “a” para o sistema HPA-3 aproxima-se da frequéncia encontrada
para o alelo “b” (MERZONI, 2015).

E importante salientar que o Brasil recebeu a partir de 1500 imigrantes
portugueses, alemaes, italianos, espanhdis que deram inicio a coloniza¢do no pais.
A maioria dos individuos analisados em estudos brasileiros € da miscigenacéo
desses colonizadores com indios e negros vindos da Africa (IBGE, 2007; GIOLO et
al., 2012; MERZONI, 2015).

O sistema de colonizacdo desenvolvida na regido sul do Brasil (Parang,
Santa Catarina, Rio Grande do Sul) tinha como objetivo realizar do povoamento
mecanismos de conquista e manutencao do territério, assim formando-se colbnias
homogéneas. Diferente de outras regibes do pais, como Sao Paulo (IBGE, 2007).
Contudo, a populagédo vem miscigenando mais nos ultimos anos com a imigragéo de

latino-americanos, africanos entre outros povos.

2.3 ALOIMUNIZACAO PLAQUETARIA

Na década de 80, foi introduzida a utilizacdo de filtros para a remocao de
leucdcitos ainda presentes nos concentrados de plaguetas e plaquetaféreses. Este
procedimento reduziu em aproximadamente 50% os casos de aloimunizacéo
plaquetaria em pacientes politransfundidos (REBULLA, 2000; NOVOTNY, 1999),
pois ao reduzir o numero de leucdcitos no componente transfundido, reduziu-se a
possibilidade de ocorrer aloimunizacdo. Porém, recentes estudos clinicos com
pacientes que receberam componentes sanguineos leucoreduzidos, mostram
aloimunizagéo nos casos estudados (SANZ et al., 2001; KIEFEL et al., 2001; LO et
al., 2000, ZIM-RING et al., 2011).

Trés condic¢des clinicas podem resultar da aloimunizacdo contra antigenos
plaquetarios humanos (HPA): purpura trombocitopénica aloimune neonatal (PTAN),
purpura pos-transfusional (PPT) e refratariedade transfusional plaquetaria. Nessas
condicbes, a tipagem HPA, rapida e exata, do paciente € necessaria, assim 0s
diagnésticos podem ser confirmados, e produtos HPA compativeis podem ser
transfundidos se requeridos e, em PTAN, os pais podem ser aconselhados para
futuras gestacdes (HURD et al., 2002).
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A refratariedade plaguetéria € caracterizada por uma resposta negativa, ou
seja, ineficaz da transfusdo de plaquetas. O que se espera ao transfundir um
concentrado de plaquetas no paciente é a elevacdo da contagem dessas, contudo
na condic&o de refratariedade isso ndo ocorre (FONTAO-WENTEL, 2008).

Os pacientes politransfundidos sdo os que mais apresentam aloimunizacéo,
pois muitos deles encontram-se em tratamentos imunossupressores (tratamento
com quimioterapicos ou radioterapia) e que devido a imunossupressao recebem em
geral, uma maior dose de hemocomponentes durante o tratamento. Apesar de estes
pacientes estarem com seu sistema imunolégico comprometido, eles ainda
apresentam aloimunizacdo com taxas que variam de 30% a 50% para antigenos
plaguetarios (NOVOTNY, 1999).

Anticorpos HPA estéo presentes em pacientes com transfusao profilatica de
plaguetas no suporte com os anticorpos HLA, o que pode contribuir para a
refratariedade clinica. Unidades de plaquetas compativeis somente podem ser
fornecidas para essa categoria de pacientes, se um grande numero de doadores de
aféreses forem tipadas para HPA tdo bem como para HLA classe | (HURD et al.,

2002), e dessa forma, seja criado um banco de doadores com HPA conhecidos.

2.4 SISTEMA ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS HLA

O sistema HLA sé@o glicoproteinas presentes na superficie da membrana
celular pertencem ao MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) e esta
envolvido diretamente na estimulagéo da resposta imune, sendo esta a sua principal
funcdo, através da apresentacdo de peptideos antigénicos para células T
auxiliadoras (CD4+) e citotoxicas (CD8+) mediadoras da resposta imune
(NAVARRETE, 2001). O HLA esté classificado em trés classes: |, I, llI.

O HLA de classe | esta presente na superficie de todas as células nucleadas
e plaguetas. Consiste em antigenos presentes em glicoproteinas trans-membrana.
Essas glicoproteinas sdo formadas por uma cadeia pesada a, sendo trés dominios:
a1, a2 e a3 ligada a uma cadeia leve de 3 (Figura 5) (NAVARRETE, 2001).
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Figura 5: Estrutura da molécula do HLA Classe |
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(ABBAS, 2007)

HLA de classe Il sdo glicoproteinas trans-membrana, formados, no entanto,

por duas cadeias a e duas cadeias 3 (Figura 6).

Figura 6: Estrutura da molécula do HLA Classe
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(MAYER, 2017)

O HLA de classe lll pertence a um grupo de diversas proteinas, incluindo

complemento, fator de necrose tumoral, entre outras.
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2.5 METODOS PARA TIPAGEM HPA

Algumas técnicas para deteccdo de anticorpos contra 0s antigenos
plaquetario tém sido utilizadas, como a Imunofluorescéncia, ELISA e técnicas em
fase sélida como o MAIPA. (VON DEM BORNE et al.,, 1978; KIEFEL V, 1987,
FONTAO-WENTEL, 2008)

A imunofluorescéncia, desenvolvida por Von Dem Borne em 1978, foi por
muito tempo a técnica padrdo para deteccao dos antigenos plaquetarios (VON DEM
BORNE et al., 1978). Como demonstrado na Figura 7, uma suspencéao de plaguetas
€ incubada com o soro da amostra a ser testada, apés é lavado com tampéao
apropriado, e incubado com anti-lgG marcada com isotiocianato de fluoresceina
(FITC). A leitura ocorre por microscopia de fluorescéncia ou por citdbmetro de fluxo. A
reacdo positiva apresenta fluorescéncia na membrana plaquetaria (FONTAO-
WENTEL, 2008). Esta técnica utiliza suspenséo de plaquetas como antigenos para
deteccdo de anticorpos plaquetéarios, também podendo ser utilizada para deteccao
de anticorpos HLA e ABO. Melhorias na metodologia aumentaram a sensibilidade do
método, como a utilizacdo de citdbmetro de fluxo para leitura da reacdo. A realizacdo
desta metodologia é facil, com duracdo entre trés a quatro horas para sua
realizacdo, o que a torna util quando ha necessidade de resultados urgentes.
Contudo, possui a desvantagem devido a presenca de anticorpos HLA, o que
dificulta a discriminacdo de outros anticorpos, necessitando assim, a utilizacdo de
um citdmetro de fluxo, equipamento de alto custo, pouco presente nos servicos de
hemoterapia (FONTAO-WENTEL, 2008).
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Figura 7: Técnica de PIFT ("Platelet Imunofluorescence Test")
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(FONTAO-WENTEL, 2008).

Outra técnica com melhor sensibilidade e especificidade para deteccéo de
anticorpos plaquetarios foi desenvolvida por Kiefel et al. em 1987, o MAIPA
(Imobilizacdo de Anticorpos Monoclonais contra antigenos Plaquetarios) (KIEFEL V,
1987). Como demonstrado na figura 8 um concentrado de plaquetas é incubado com
soro a ser estudado, apdés sdo realizadas lavagens com tampdo apropriado,
novamente incubado, mas com anticorpo monoclonal especifico. Depois novamente
€ lavado, entdo as plaquetas sensibilizadas séo lisadas liberando o imunocomplexo
formado. O lisado € pipetado em placas sensibilizadas com IgG caprina anti-humana
para fixar o anticorpo monoclonal utilizado. Ap6s uma IgG anti-humana marcada
com peroxidase é adicionada, essa vai ligar-se ao anticorpo humano, e a revelacéo
€ realizada com a adi¢édo da 1,3 fenilenediamina dihidroclorida (OPD, 2 HCI). A 492
nm é realizada a leitura. Absorbancias acima do “cut-off” sdo consideradas positivas.
(FONTAO-WENTEL, 2008). Essa metodologia utiliza anticorpos monoclonais
especificos contra a glicoproteina carreadora dos antigenos que se deseja
pesquisar, tendo assim maior especificidade. Para estudo dos HPA-1 e o HPA-3, por
exemplo, utiliza-se um anticorpo monoclonal contra glicoproteina llbllla, e assim com

os demais HPAs. Ao combinar a utilizacdo de anticorpos monoclonais com painel de
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plaguetas de doadores de com genotipagem conhecida permite a esta técnica ter
boa sensibilidade e especificidade (FONTAO-WENTEL, 2008).

Todavia, essa técnica possui alto custo e uso limitado com pacientes que
possui algum anticorpo plaquetario contra um antigeno presente em outra proteina
ainda ndo estudada e além disso, demora na obten¢cdo do resultado, por volta de

nove horas. (FONTAO-WENTEL, 2008).
Figura 8: Técnica MAIPA
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(FONTAO-WENTEL, 2008).

Diante das limitacdes métodos baseados na tipagem do DNA tém sido
amplamente usados para genotipagem HPA. Estes incluem PCR alelo-especifico
(PCR-SSP), PCR seguido da digestdo enzimatica do produto amplificado (PCR-
RFLP), PCR em tempo real (PCR Real- Time), Microarray, Tecnologia Bead-array e
lonizacdo e Dessorcéo a Laser Assistida por Matriz — Tempo de voo (MALDI - TOF)
(XU et al., 2009; CURTIS, 2013).

Para metodologia de microarray o DNA genbmico é extraido a partir dos
leucdcitos de sangue periférico de forma automatizada ou manual. E realizado a
reagcdo de PCR multiplex para amplificar as sequéncias alvo do DNA de todos os
polimorfismos avaliados (COSTA, 2011). Apos a amplificagdo algumas etapas séo

realizadas para que ocorra a hibridizacdo da amostra ao HPA Beadchip™.
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Primeiramente, é removido todo o excesso de reagentes do produto da reacdo de
PCR com a adicdo do reagente Clean Up, seguido de incubacdo. Apds a limpeza do
produto do PCR multiplex, as fitas simples de DNA de cada amostras sdo obtidas
através da digestdo enzimatica do produto do PCR multiplex com reagente lambda
exonuclease, seguido de incubac&o. Para hibridizacdo do DNA alvo no HPA
Beadchip™ uma aliquota de produto do PCR multiplex (DNA em fita simples) é
adicionada uma enzima que adiciona dNTP (dCTP marcada com fluoréforos), em
cada HPA BeadChip™, é adicionado um volume desta mistura. As laminas
contendo os chips sao incubadas para que ocorra ou nao a hibridizacdo do DNA
alvo amplificado as sondas pré-existentes no HPA BeadChip™. Diante da
hibridizacdo, segue-se a extensdo das fitas de DNA pela técnica “elongation-
mediated multiplex analysis of polymorphisms” (eMAP), que através da enzima
adiciona dNTPs a nova fita de DNA formada. Depois de completado o periodo de
incubac&o, todos os HPA BeadChip™ séo lavados com agua destilada para remover
todo e qualquer excesso de dNTP, a fim de, minimizar a emissao indesejada de sinal
(COSTA, 2011).

Ao término da hibridizacado, as laminas contendo o BeadChip™ s&o levadas
a um sistema de captura de imagem (Figura 9), o AIS Data Acquisition Basis'™
(BioArray Solutions Information System), responsavel pela captura e decodificacéo
da fluorescéncia. Este sistema € composto por um leitor éptico de codigo de barras
(laminas) e um microscopio de fluorescéncia acoplado a uma camera fotogréafica
interligada a um software, o HPA BeadChip™ kit que possibilita a identificacdo e
interpretagcdo do alelo hibridizado através da comparacdo dos valores de
fluorescéncia obtidos com os valores de fluorescéncia dos polimorfismos
depositados no Banco de Dados Basis™ (BioArray Solutions) (COSTA, 2011).

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

alelo “b”, forneceram a base para a discriminagao dos alelos (COSTA, 2011).
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Figura 9: Sistema de captura de imagem - BioArray Solutions Information System

(Immucor Acquires Sentilus)

A caracterizacdo das bases moleculares dos varios sistemas HPA
possibilitou ndo apenas a identificacdo molecular relativo a cada sistema, mas
também trouxe importantes informac¢des ao conhecimento do desenvolvimento das
aloimunizagbes plaquetarias (KUNICKI; NEWMAN, 1992). Uma das vantagens
desses métodos € que € necessario o uso de pouco volume de sangue ou de
plaguetas circulantes, o que poderia ser um fator limitante nos casos de
trombocitopenias. Além disso, os varios sistemas HPA podem ser avaliados
utilizando-se “primers” especificos, o que é fundamental para a analise de outros
sistemas para 0s quais ndo ha anticorpos comercialmente disponiveis.

Os métodos moleculares para a identificacdo dos antigenos plaquetéarios
ja sado utilizados em muitos paises, onde também j& foi determinada a prevaléncia
desses antigenos. No Brasil, embora alguns centros de referéncia em
Imunohematologia ja tenham validado seus protocolos e métodos de genotipagem
de antigenos plaquetarios (CASTRO et al.,, 1999), outras regifes, ainda nao
implementaram essa metodologia, e desconhecem os polimorfismos do sistema

HPA prevalentes em sua regido.
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3 JUSTIFICATIVA

O conhecimento e deteccdo dos antigenos plaquetarios € essencial na
préatica transfusional, uma vez que o desenvolvimento de anticorpos contra esses
antigenos pode se tornar um grande problema clinico, principalmente em casos nos
quais os pacientes necessitam de transfusdes sanguineas periédicas.

A utilizacdo de técnicas de biologia molecular como ferramentas de
diagnostico tem sido fundamental para a insercdo de novas metodologias na rotina
laboratorial da imunohematologia, o que aumenta a seguranca e eficacia
transfusional de pacientes que requerem transfusfes sucessivas. Além disso, 0s
métodos moleculares podem ser uma alternativa importante para superar as
limitacdes das técnicas soroldgicas para a determinacdo do perfil antigénico dos
pacientes, e, portanto, é imprescindivel a identificacdo de alelos na populacdo para
determinar as frequéncias genotipicas nas diferentes regides do Brasil e dessa
forma aumentar a seguranca transfusional.

A vantagem desses métodos reside no fato de que ndo ha necessidade de
grande volume de sangue ou de plaquetas circulantes, o que poderia ser um fator
limitante nos casos de trombocitopenias. Os métodos moleculares para a
identificacdo dos antigenos plaquetarios ja sdo utilizados em muitos paises, nos
guais também ja foi determinada a prevaléncia desses antigenos.

No Brasil, embora alguns Centros de Referéncia em Imunohematologia ja
tenham validado seus protocolos de genotipagem de antigenos plaquetarios
(CASTRO et al, 1999), e determinado as frequéncias na populacdo, outras regioes,
como o estado de Santa Catarina ainda desconhecem os polimorfismos do sistema
HPA prevalentes na regido. Diante disso, esse trabalho visa a determinacdo da
frequéncia de polimorfismos responsaveis pela expressdao dos antigenos
plaquetarios na populacdo do estado de Santa Catarina. Essa frequéncia foi
identificada pela técnica molecular HPA BeadChip™ que é um ensaio que analisa
22 antigenos plaquetarios para identificar os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) que afetam a expressao dos HPAs.

A tecnologia Microarray analisa os SNPs a partir de uma reacado de PCR-
multiplex. Além da redugdo do consumo de reagentes, essa técnica apresenta a
vantagem da deteccdo simultdnea de multiplos alvos em tempo reduzido (PETRIK,
2009).
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Uma vez que poucos profissionais da area da saude possuem expertise com
essa metodologia e com a area de imunohematologia, faz-se necessarias parcerias

com profissionais especialistas nessas areas.
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4 OBJETIVOS

Determinar a frequéncia de polimorfismos responsaveis pela expressao de
antigenos plaquetarios em amostras de doadores voluntarios de sangue, do estado

de Santa Catarina.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar as frequéncias genotipicas e fenotipicas dos antigenos
plaquetarios nos doadores de sangue de Santa Catarina;

- Auxiliar na construcdo de um banco de plaquetas genotipadas para
utilizacdo em pacientes politransfundidos, entregando uma planilha com os dados da
anélise ao HEMOSC.
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5 CASUISTICA E METODOS

Este trabalho é uma anélise de resultados a partir de dados de genotipagem
de HPA fornecidos pelo HEMOSC e que compdem o sistema Basis™. Esse sistema
foi alimentado pela doutorando, no momento, Daiane Cobianchi da Costa,
coorientadora deste trabalho, que em sua tese Investigagdo do polimorfismo de
genes de grupos sanguineos em doadores voluntarios de sangue e em pacientes
com hemopatias no estado de Santa Catarina, e aprovada no comité de ética da
UFCS sob numero CEPSH n°2270/2011 em 28 de novembro de 2011 e do Hemosc
sob numero n° 06/11 emitido em 26 de dezembro de 2011, defendida em 30 de
marco de 2016 tinha como objetivo realizar a andlise dos sistemas HPA. Embora a
genotipagem tenha integrado inicialmente os objetivos da tese, os dados ndo foram

analisados, sendo neste trabalho analisados de forma cegada.

5.1 AMOSTRAS UTILIZADAS

5.1.1 Amostras de doadores de sangue

Para a realizacdo da genotipagem, foram utilizadas amostras de sangue
anticoaguladas com EDTA de doadores voluntarios de sangue, atendidos no
HEMOSC no periodo de janeiro de 2015 a janeiro de 2016. Essas amostras foram
processadas no periodo descrito e as amostras dos doadores de sangue foram
selecionadas atendendo aos critérios descritos a seguir.

5.1.2 Critérios de inclusédo e exclusao

Neste estudo foram incluidos doadores voluntarios de sangue que tenham
doado mais que trés vezes, procedentes das sete regides do estado de Santa
Catarina (Florianopolis, Lages, Blumenau, Joacaba, Criciama, Chapecé e Joinville) e
gue ndo possuiam resultados prévios de genotipagem para antigenos plaquetarios.
Foram excluidos doadores voluntarios de sangue que nd&o tenham doado por

aférese.
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5.2 METODOLOGIA

Os dados dos genotipos e fenotipos das amostras foram obtidos a partir do
banco de dados Basis™ (BioArray Solutions) sendo submetidos a determinacéo da
frequéncia alélica, genotipica e andlise estatistica. O banco de dados com os
resultados de genotipagem foi acessado por um bioquimico autorizado do HEMOSC
gue gerou uma planilha cegada com os resultados de 93 amostras genotipadas.

As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem direta em
planilhas do programa Excel (Microsoft® Office Excel 2010). Foi realizada a
comparacao das frequéncias génotipicas e alélicas dos polimorfismos plaquetarios
entre a populacdo de doadores voluntarios de sangue do presente estudo e de

doadores de sangue e pacientes de outros estados.
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6 CUIDADOS ETICOS

Respeitando o item V.8 da resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude. A coOpia da carta de anuéncia para autorizacdo de pesquisa encontra-se no
anexo A deste. No anexo B encontra-se a carta de autorizagéo para realizacéo de

trabalho/pesquisa cientifica na Hemorrede HEMOSC.
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7 RESULTADOS

A frequéncia alélica de HPA-1 a HPA-9, HPA-11 e HPA-15 foi determinada a
partir dos dados obtidos do banco de dados Basis™ (BioArray Solutions), que estio
descritas na Tabela 1. As frequéncias alélicas foram obtidas por contagem direta em
planilhas do programa Excel, o alelo a foi o0 mais frequente encontrado nos sistemas
HPA-1 a -5, sendo que nos sistemas HPA-6 a -9 e HPA-11 o alelo a foi o Unico
encontrado. Para o sistema HPA-15 o alelo a foi ligeiramente predominante (0,54)
em relacdo ao alelo b (0,46), para o sistema HPA-4 foi encontrado um antigeno raro

o alelo b, essa amostra apresentou os dois alelos a e o alelo b.

Tabela 1: Frequéncia alélica das amostras de doadores de sangue do estado de Santa Catarina

Sistema Frequéncia do alelo a Frequéncia do alelo b
HPA-1 0,86 0,14
HPA-2 0,89 0,11
HPA-3 0,68 0,32
HPA-4 0,99 0,01
HPA-5 0,89 0,11
HPA-6 1,00 0,00
HPA-7 1,00 0,00
HPA-8 1,00 0,00
HPA-9 1,00 0,00
HPA-11 1,00 0,00
HPA-15 0,54 0,46

Legenda: HPA (Antigenos Plaquetarios Humanos)

As frequéncias genotipicas, assim como as fenotipicas deduzidas do
genatipo, foram obtidas por contagem direta em planilhas do programa Excel. Houve
concordancia entre genotipo e fendtipo, desta forma serd apresentado apenas o
gendtipo. A tabela 2 apresenta os resultados obtidos. O gendtipo de maior
frequéncia encontrado nas amostras analisadas foi o AA para os sistemas HPA-1, -
2, -3, -4, -5. Para os sistemas HPA -6, -7, -8, -9, -11 o gendtipo AA foi 0 Unico
encontrado. O sistema HPA-15 apresentou maior frequéncia com o gendétipo AB. No

sistema HPA-4 uma amostra apresentou um gendétipo raro AB.
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Tabela 2: Frequéncia genotipica das amostras de doadores de sangue do estado de Santa

Catarina
_ Frequéncias genotipicas das amostras do estado de SC

Sistema

AA AB BB
HPA-1 0,75 0,22 0,03
HPA-2 0,78 0,22 0,00
HPA-3 0,51 0,35 0,14
HPA-4 0,99 0,01 0,00
HPA-5 0,80 0,19 0,01
HPA-6 1,00 0,00 0,00
HPA-7 1,00 0,00 0,00
HPA-8 1,00 0,00 0,00
HPA-9 1,00 0,00 0,00
HPA-11 1,00 0,00 0,00
HPA-15 0,29 0,51 0,20
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8 DISCUSSAO

Estudos de frequéncia de antigenos plaquetarios tém sido feitos em varias
populacdes do mundo, mostrando as diferencas alélicas entre populacdes. Na
populacdo brasileira, essa investigacdo ainda € restrita, limitando-se a poucos
grupos populacionais (FONTAO-WENTEL, 2008). O presente estudo traz um
panorama geral das frequéncias alélicas do estado de Santa Catarina. E
considerando-se as caracteristicas populacionais fez-se uma comparacao entre as
frequéncias dos estados do Rio Grande do Sul e do Amazonas, sendo que no
primeiro encontramos uma populacdo semelhante a do presente grupo, enquanto o
segundo apresenta algumas variacdes, que podem ser explicadas considerando-se
as diferencas étnicas, assim como a influéncia da imigracdo na constituicdo
populacional dos estados brasileiros citados (IBGE, 2007).

Nas amostras analisadas foi encontrada maior frequéncia do alelo “a”,
demais autores também relatam essa frequéncia para os HPA estudados
(HOLENSTEINER, et al., 1995; DE LA VEJA ELENA, 2008; HAUCK-DLIMI, 2012;
MERZONI, 2015). Para HPA-4 o alelo “b” é raro em caucasianos, neste estudo foi
encontrado um doador com gendtipo HPA-4a/b. Toralles-Pereira et al. (2005) que
fizeram o primeiro relato desse alelo no sistema HPA-4 em brasileiros, atribuiram o
achado a probabilidade do portador ter herdado o alelo de ancestrais indigenas, pois
o individuo possuia ascendentes de origem italiana e indigena (TORALLES-
PEREIRA et al., 2005). Contudo, no presente estudo nao foi possivel saber a origem
do portador do genétipo HPA-4a/b, ja que se trata de um estudo cegado, todavia, o
estado de Santa Catarina vem se miscigenando mais nos ultimos anos com a
imigracao de latino-americanos, africanos entre outros povos, 0 que pode explicar o
surgimento de um alelo raro (IBGE, 2007).

Nas amostras testadas, a maior frequéncia encontrada foi do alelo “a” para
os HPA-1, -2, -3, -4, -5, sendo que de HPA-6, -7, -8, -9 0 Unico alelo encontrado foi 0

“a”; ja para o HPA-15 a maior frequéncia encontrada foi para ambos alelos “a” e “b”.

[Pl

Muitos autores relatam a frequéncia do alelo “a” em populacdes caucasianas para os
HPA-1, -2, -3, -4, -5, ja para o HPA-15 a frequéncia maior é a bialélica “ab”
(HOLENSTEINER, et al., 1995; DE LA VEJA ELENA, 2008; HAUCK-DLIMI, 2012).
No estudo de Merzoni (2015), que estudou a frequéncia dos antigenos plaquetarios

na populacdo do Estado do Rio Grande do Sul, a maior diferenca significativa
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encontrada foi a comparacdo com populagfes asiaticas. A populagédo da regido sul
do Brasil possui caracteristicas genéticas semelhantes as populacfes europeias,
estando de acordo com a formacé&o étnica dessa regido (MERZONI, 2015).

As frequéncias alélicas encontradas neste estudo também foram
encontradas no estudo de Merzoni (2015), sendo os dois estudos semelhantes.
Aplicando o teste de Qui-quadrado corrigido de Yates ou Exato de Fisher nas
amostras de Santa Catarina para comparacdo com o estudo realizado no estado do
Rio Grande do Sul, foi encontrada similaridade nas frequéncias dos sistemas HPA
testados. Essa andlise confirma também a congeneridade da populacdo entre os
dois estados. Através dos dados obtidos dos dois estudos podem-se observar as
semelhancas genéticas dos dois estados analisados. O sul do Brasil apresenta
muita semelhanca na sua populacéo, devido a colonizacdo (MERZONI, 2015).

Ao comparar o presente estudo a um estudo semelhante no estado do
Amazonas, regido norte do Brasil, ndo foi possivel aplicar um teste estatistico,
contudo, podemos verificar algumas diferencas. A frequéncia alélica para doadores
do estado de Santa Catarina para o sistema HPA-1 é de 0,86 para o alelo “a”, e 0,14
para alelo “b”, enquanto o estudo do estado do Amazonas apresentou frequéncia
alélica 0,94 para o alelo “a” e 0,06 para o alelo “b”. Essas diferengcas ocorrem
também no sistema HPA-3. A frequéncia alélica encontrada em Santa Catarina para
o sistema HPA-3 é de 0,68 para o alelo “a” e 0,32 para o alelo “b” no Amazonas as
frequéncias para esses alelos sédo de 0,55 para “a” e 0,44 para “b”, para os demais
sistemas HPAs estudados os dois estados apresentaram frequéncia alélica
numericamente semelhante. As diferencas destacadas séo, provavelmente, devido a
colonizacdo dessas regibes do Brasil. O pais apresenta um espaco territorial
extenso, o que promove a diferenciacdo entre regides, e assim a diferenca cultural,
racial (IBGE, 2007; PORTELA et al., 2016)

Embora, Castro et al. (1999) com um estudo da populacdo brasileira,
classificado em caucasoide, negra e indigena, demonstraram que os indigenas séo
0 Unico grupo com diferenga genotipica significante, neste estudo néo foi possivel a
classificacdo dos doadores de acordo com a etnia, porque visando a ética do estudo
os resultados dos sistemas HPAs vieram de um banco de dados cegado.

Um segundo estudo realizado com doadores de sangue no estado do
Amazonas, com a utilizagdo da mesma técnica de genotipagem, Portela e

colaboradores (2016) destacaram o sistema HPA-9, no qual apresentou uma
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frequéncia alélica de 0,997 para o alelo “a”, e frequéncia alélica de 0,005 para o
alelo “b”, em nosso estudo foi encontrado para esse sistema apenas o alelo “a”.
(PORTELA et al., 2016) O alelo “b” do sistema HPA-9 foi primeiramente relatado em
brasileiros por Conti et al. (2013), e seu achado tem sido raro na populacao
brasileira (CONTI et al., 2013).
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9 CONCLUSAO

O conhecimento proveniente do estudo e a analise da frequéncia dos HPAs
tem sido cada vez mais relevante para a triagem de hemocomponentes compativeis,
devido ao aumento da demanda para transfusbes de plaquetas, especialmente nos
individuos politransfundidos. Pacientes em tratamento de doengas onco-
hematoldgicas, com aplasia medular, dano endotelial causado pelo tratamento
guimioterapico estdo associados a trombocitopenia intensa e persistente, tendo a
necessidade de transfusdes frequentes de concentrado de plaguetas. Neste estudo,
a analise genotipica dos HPAs ocorreu em amostras de sangue obtidas de doadores
de concentrado de plaquetas, e os dados gerados da analise do perfil genotipico em
relacdo aos HPA ampliam o conhecimento da variabilidade da populacédo e auxiliam
na busca de concentrados de plaguetas compativeis. Quanto mais parecido
(compativeis) forem os sistemas HPAs entre o doador e o receptor, melhor serd o
aproveitamento transfusional e menor a refratriedade.

A frequéncia alélica deste estudo foi predominantemente “aa”, com exceg¢ao
do HPA-15, que apresentou a maior frequéncia alélica “ab”. Demonstrando
similaridade com outros estudos. Além disso, foi observado que as frequéncias dos
sistemas HPA da populacéo deste estudo € bastante similar a do Rio Grande do Sul
gue pode ser devido a similaridade na composi¢cdo da colonizacdo destes, assim
como a formacao das colbnias étnicas.

Neste estudo foi encontrado uma amostra com genotipo “AB” para o sistema
HPA-4, o gendtipo “B” é raro em populagbes caucasianas, fato que corrobora com o
objetivo de estudar mais a populacéo brasileira, pois a coloniza¢do e miscigenacao
da populacéo é alta.

O Brasil é um grande pais e, portanto, ha a necessidade de mais estudos
para determinar a frequéncia dos HPAs, e desta forma criar um banco de dados
para o auxilio na busca de concentrado de plaquetas compativeis para pacientes.
Embora a refratariedade plaquetaria ndo seja, exclusivamente, decorrente de fatores
imunologicos, existe a exposicado a antigenos plaquetarios humanos incompativeis
nas transfusbes de concentrados de plaquetas. Pacientes onco-hematolégicos
plaquetopénicos refratarios ou aloimunizados podem beneficiar-se da genotipagem
plaquetaria em doadores de concentrado de plaguetas como um instrumento

adicional para compatibilidade transfusional, ja que essa metodologia requer pouca
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amostra para teste, e apresenta grande sensibilidade e especificidade o que faz dela
uma ferramenta valiosa na busca e formacgéo desses bancos de dados com gendétipo
da populacédo, assim auxiliando a maior compatibilidade minimizando as reacfes
tranfusionais. A genotipagem plaquetaria, associada ao uso de hemocomponentes
leucorreduzidos e ABO compativeis, poderia diminuir a refratariedade de causa

imunoldgica.
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