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Resumo

Introducéo: A transfusdo sanguinea € uma terapia vital no tratamento e prevencao de
algumas complica¢gBes das sindromes mielodisplasicas. Apesar de as transfusdes de
concentrados de hemacias serem seguras e melhorarem significativamente a qualidade
de vida dos pacientes portadores de sindrome mielodisplasica, sua utilizacdo pode levar
a aloimunizacédo eritrocitaria, uma complicacdo grave que pode resultar em reacao
transfusional hemolitica tardia. Embora diversos fatores tenham sido associados a
aloimunizacdo eritrocitaria, diferencas na resposta imunolégica de pacientes
aloimunizados e nao aloimunizados ndo estdo completamente esclarecidas. Objetivos:
Investigar a associacdo de polimorfismos em genes de citocinas, e alelos HLA-DRB1
com a aloimunizacao eritrocitaria em pacientes com sindrome mielodisplasica a fim de
encontrar marcadores genéticos de risco para aloimunizacdo eritrocitaria nesta
populacdo. Métodos: Participaram do estudo 117 pacientes com diagndstico de
sindrome mielodisplasica, sendo 30 pacientes nao politransfundidos e néo
aloimunizados, 59 pacientes politransfundidos e ndo aloimunizados e 28 pacientes
politransfundidos e aloimunizados. Foram realizadas genotipagem para alelos de grupos
sanguineos eritrocitarios pela técnica de microarray, para os alelos HLA-DRB1 pela
técnica de PCR-SSO (One Lambda-Luminex) e para os polimorfismos IL17F (7488A>G),
IL17A-197G>A, IL1B-511C>T, IL10-1082A>G, IL10-592A>C, 1L10-819T>C, TNFA-
308G>A, IL6-174C>T, IL4-590C>T, e IL4 intron 3 VNTR pelas técnicas de PCR-RFLP,
PCR-SSP e real-time PCR. Os resultados de frequéncia alélica foram comparados entre
0s grupos de pacientes aloimunizados e nao aloimunizados. Resultados: Em relacéo ao
perfil transfusional e aloimunizacao, 50,4% dos pacientes eram politransfundidos e néo
aloimunizados, 25,6% eram politransfundidos e aloimunizados, e 23,9% néo
politransfundidos e n&o aloimunizados. Os principais aloanticorpos identificados foram
contra antigenos anti-C (35,7%), anti-E (32,1%), anti-K (10,7%) e anti-Dia (10,7%). O
polimorfismo IL17A-197G/A demonstrou estar associado positivamente com a
aloimunizacao eritrocitaria. O alelo A e gendtipo AA foram significativamente mais
frequentes em pacientes aloimunizados em relacdo ao grupo de ndo aloimunizados
(alelo A: 27,1% versus 46,4%, OR=2,3; p=0,012; gendtipo AA: 6,8% versus 25%,
OR=6,2; p=0,041). Além disso, encontramos uma associacdo significativa entre

aloimunizagéo para antigenos Rh com o alelo IL17A-197A e gendtipo AA, os quais foram
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significativamente mais frequentes em aloimunizados (alelo A: 27,1% versus 45%,
p=0,036; OR=2,5; gendtipo AA: 6,8% versus 30%, p=0,042), a analise haplotipica dos
diplétipos C, RP1/C, RP1 e C, RP1/T, RP2 da IL4 intron 3 e IL4-590 apresentaram
diferenca significativa entre os pacientes politransfundidos e aloimunizados comparados
aos pacientes politransfundidos ndo aloimunizados (39,29% versus 67,8%, OR=0,31;
p=0,013; 1C=95% 0,12-0,78). Conclusdes: O presente trabalho ndo encontrou
associacao entre alelos HLA-DRB1 com o risco ou protecao a aloimunizacéo eritrocitaria;
entretanto, os SNPs IL4 -590C>T e IL17A —-197G>A foram associados ao risco de
aloimunizacdo eritrocitaria em pacientes brasileiros portadores de sindrome

mielodisplasica.

Descritores: Sindromes mielodisplasicas; Aloimunizacdo eritrocitaria [ndo DeCS];

Polimorfismo genético; Citocinas; Antigenos HLA
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindromes mielodisplasicas

A sindrome mielodisplasica (SMD) é uma das cinco principais
categorias de neoplasias mieldides de acordo com o sistema de classificacdo da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atualizada em 2016 para céanceres
hematoldgicos.® O nome SMD é etimologicamente derivado do grego que significa
anormalidade morfoldgica da medula éssea.@

As sindromes mielodisplasicas (SMD) correspondem a um grupo
heterogéneo de doencas hematoldgicas clonais relacionadas entre si, mais prevalentes
na populacdo idosa. S&o caracterizadas por baixa contagem de células sanguineas
periféricas, hematopoiese ineficaz e risco aumentado de transformagéo leucémica.®

As SMD séao clinicamente caracterizadas por citopenia de uma ou
mais linhagens hematopoiéticas. Os sintomas, quando presentes, estdo relacionados a
insuficiéncia das linhagens celulares afetadas na medula 6ssea e, eventualmente, a
transformacao leucémica, que ocorre em cerca de um terco dos casos. A maioria dos
casos em adultos é classificada como disturbios de novo, com anormalidades
citogenéticas presentes em 40-60% dos pacientes. Uma minoria é secundaria e
relacionada a exposicdo a agentes tdxicos, como quimioterapia e radiacdo ionizante.®

As SMD ocorrem principalmente na populacéo idosa, com prevaléncia
de 5-13/100.000 habitantes/ano na populacdo em geral podendo atingir 50/100.000
habitantes/ano para o grupo acima dos 70 anos de idade. A prevaléncia aumenta
também nos individuos expostos a agentes mutagénicos, ocupacionais e/ou
ambientais.*>)

Modificacbes genéticas adquiridas sequencialmente levam ao
desenvolvimento de clones anémalos e de células estromais geneticamente instaveis.®
A proliferacdo e maturacéao de clones anémalos, juntamente com apoptose aumentada
sdo responsaveis pelas citopenias no estagio inicial da doenca. A apoptose diminui e a
proliferacdo aumenta a medida que a SMD evolui para uma transformacao leucémica
devido a instabilidade genémica e alteracGes genéticas adicionais.®

A patogénese da SMD é o reflexo da heterogeneidade da doencga,

envolve multiplos passos, mecanismos e fatores que podem ser enddgenos e/ou



exdgenos. O clone anormal e geneticamente instavel de células hematopoiéticas se
desenvolve apods sofrer diversas alteracdes genéticas, citogenéticas e epigenéticas, em
um microambiente desregulado gerando mudancas funcionais nas células, e,
consequentemente, o estabelecimento e/ou evolugdo da doenca.(”

As opcdes de manejo das SMD incluem terapias modificadoras de
doencas (DMT) e medidas de suporte como transfusdes de hemacias e plaquetas, uso
de antimicrobianos e fatores de crescimento.®”) O suporte realizado por meio da
transfusdo sanguinea continua a ser uma estratégia de manejo para a maioria dos
pacientes com SMD e até 90% dos pacientes necessitam de transfuséo de concentrado
de heméacias durante o curso da doenca.®

A importancia prognoéstica da anemia e subsequente necessidade
transfusional em pacientes com SMD ja foi reconhecida: em 2007, Malcovati et al.®
propuseram o0 sistema de pontuacdo progndstica baseado na classificacdo da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que veio a substituir a categoria de citopenia do
Sistema Internacional de Pontuacéo Prognéstica (IPSS) com dependéncia de transfuséo
(DT).®

Estudos mostram que a independéncia de transfusdo (IT) em SMD
tem um impacto positivo na sobrevivéncia global (0S).19 Os pacientes classificados
como IT na linha de base mostraram reducéo de 59% no risco de morte em comparacao
com pacientes dependentes de transfusdo (DT).®

Trinta a oitenta por cento dos pacientes com SMD tornam-se
dependentes da transfusao durante o curso da doenca e estdo em risco de desenvolver
aloanticorpos contra antigenos eritrocitarios estranhos (aloantigenos), ou seja, antigenos
ausentes nas suas hemacias, desencadeando um processo de sensibilizacdo
imunoldgica conhecido como aloimunizacdo eritocitraria que € uma das principais
complica¢ées transfusionais.?

As taxas de aloimunizagdo em pacientes com SMD foram relatadas
como sendo de 15 a 32%,(!%13) comparaveis as taxas de 20-50% encontradas em
pacientes com doenca falciforme.(*1% A maioria dos aloanticorpos é dirigida contra
antigenos de grupos sanguineos dos sistemas Rh e K. No entanto, as taxas de
aloimunizagdo a esses antigenos podem ser diminuidas usando-se uma politica
transfusional adequada para pacientes com SMD dependentes de transfusédo, embora
haja necessidade de outros estudos sobre custo-efetividade e consideracéo cuidadosa
da disponibilidade de recursos no contexto local.(1416)



A consequéncia mais grave da aloimunizacdo € o0 risco de
desenvolvimento de Reacéo Transfusional Hemolitica Tardia (RTH), a qual pode pér a
vida desses pacientes em risco. Em muitos casos de RTH nas SMD, o nivel de
hemoglobina do paciente cai abaixo dos niveis transfusionais, sugerindo que além da
hemolise dos globulos vermelhos transfundidos, os glébulos vermelhos do préprio
paciente sdo hemolisados, uma condi¢cdo conhecida como hiperhemolise e, neste caso,
transfusGes adicionais podem exacerbar a hemdlise e agravar ainda mais o grau de
anemia.(?

A aloimunizacdo esta relacionada a varios fatores como idade,
namero de transfusdes recebidas, diferencas antigénicas entre doadores e receptores,
imunogenicidade do antigeno e outros, podendo ainda levar a producdo de
autoanticorpos e, em casos mais graves, na sindrome de hiperhemolise.8-29 Também
pacientes que se tornam aloimunizados estdo 20 vezes mais propensos a formar
anticorpos adicionais apds um ou mais eventos de transfusdes.?) Sabe-se que as
mulheres apresentam uma taxa maior de aloimunizagdo,®? devido a histéria de gravidez
e aborto.® As RTHs sdo dificeis de serem diagnosticadas porque os sintomas da
doenca e os dados laboratoriais que geralmente encontram-se alterados nos pacientes
com hemodlise cronica podem mascarar este diagnostico. @425

Enguanto ndo existe um padrao universal para a selecao apropriada
de componentes sanguineos para os pacientes com SMD, muitos servi¢os de transfusédo
fornecem heméacias fenotipicamente compativeis para os antigenos Rh (C, ¢, E, e) e K
como uma forma de reduzir a aloimunizagdo.®%2) No entanto, embora estes programas
possam contribuir para a reducdo da aloimunizagcdo, a dificuldade na obtencédo de
doadores fenotipados associada ao custo da realizacao do fenétipo tem impedido a
aceitacdo generalizada desta abordagem. Além disso, a relacdo custo-beneficio destes
programas ainda é discutida, porque nem todos os pacientes desenvolvem anticorpos e
outros, mesmo com esses cuidados, continuam ainda a desenvolver anticorpos contra
antigenos de outros sistemas.?”) Desta maneira, a identificacdo precoce de pacientes
propensos a desenvolver aloanticorpos torna-se importante e permitiria limitar o uso de

hemacias fenotipicamente correspondentes aqueles em maior risco.



1.2 Aloimunizacdo eritrocitaria e transfusdo sanguinea em sindrome

mielodisplasica

A membrana plasmatica é importante para a vida celular, pois, além
de englobar e definir seus limites, ela mantém as diferencas essenciais entre 0s meios
intra e extracelular. Podemos definir a membrana plasmatica como uma camada muito
fina, composta de proteinas e lipideos que permanecem unidos por interacdes néo
covalentes. A composicdo da membrana plasmatica do eritrécito contém 39,5% de
proteinas, 35,1% de lipideos e 5,8% de carboidratos — esses ultimos presentes no lado
extracelular da bicamada lipidica.(@®

A maior parte das proteinas da membrana plasmatica do eritrocito
pode ser dividida em proteinas periféricas e proteinas transmembrana integrais. As
proteinas periféricas sdo proteinas presentes no lado citosdlico da bicamada lipidica que
nao atravessam a membrana plasmatica do eritrécito. Como exemplo de proteinas
periféricas, podemos citar as espectrinas (alfa e beta). As proteinas transmembrana
integrais estdo inteiramente embebidas na bicamada lipidica. Elas atravessam a
membrana plasmatica e sdo encontradas tanto na porcao extracelular quanto na porcéo
intracelular (camada citosolica). As proteinas integrais podem atravessar a membrana
uma unica vez ou varias vezes. Chamamos dominio transmembranar cada uma das
passagens da proteina através da membrana. Como exemplo de proteinas integrais,
temos as glicoforinas (Figura 1).?9

¢ Glicoforina B
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Actina Banda 4.1 Alfa espectrina Beta espectrina

Tropomiosina
Fonte: Pinto WJ, de Marialva JE, Cardoso SM, Areas, MA. Topologia das principais proteinas da
membrana e do citoesqueleto eritrocitario. Rev Ciénc Méd Biol. 2013;12(1):106—20. Figura 1. Arquitetura
da membrana eritrocitaria mostrando a disposicao de importantes proteinas integrais e também proteinas
gue formam o citoesqueleto celular. p. 107.29
Figura 1. Estrutura da membrana eritrocitaria mostrando a disposicdo de importantes proteinas integrais
e proteinas que formam o citoesqueleto celular
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Convencionou-se denominar antigeno a qualquer substancia solavel,
celular ou particulada, que pode ser especificamente ligada aos anticorpos ou receptores
de células T (TCR — T cell receptor) previamente sensibilizados. Existem dois tipos de
antigenos: a) o antigeno completo, que retne propriedades imunogénicas e antigénicas,
ou seja, a capacidade de induzir resposta imune especifica (fala-se entdo de imundgeno
e imunogenicidade), bem como a competéncia para interagir com anticorpos e
receptores de linfécitos sensibilizados (antigenicidade); b) o antigeno incompleto, ou
hapteno, dotado apenas de antigenicidade, que é a capacidade de interagir com 0s
anticorpos e TCRs que lhe correspondem, mas ndo € capaz de estimular uma resposta
imunolégica.(@9-30)

Os antigenos de grupos sanguineos eritrocitarios sdo estruturas
macromoleculares localizados na superficie extracelular da membrana dos eritrocitos
podendo ser um carboidrato ou uma proteina/glicoproteina.©b

Esses antigenos variam na sua capacidade de induzir resposta
humoral. A imunogenicidade de um antigeno €, em parte, determinada pelo
processamento dos antigenos, o nimero de peptideos gerados e a medida que estes
peptideos eficientemente estimulam as células T alorreativas.(®?

Atualmente, foram descritos 345 antigenos de grupos sanguineos
(junho de 2021) de acordo com a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea
(ISBT), sendo que 293 encontram-se distribuidos em 43 sistemas determinados
geneticamente por 48 genes (www.isbtweb.org) (Tabela 1). Estes nimeros ndo sao
estaticos e novos antigenos de grupos sanguineos sdo identificados a cada ano. Uma
representacdo esquematica da distribuicdo dos antigenos de grupos sanguineos na

membrana eritrocitaria € mostrada na figura 2.(33-34)



Tabela 1. Sistemas de grupos sanguineos

R Simbolodo  Numero de Nome(s) dos Localizacéo
N Nome sistema antigenos gene(s)* cromossémica
001 ABO ABO 4 ABO 9qg34.2
002 MNS MNS 50 GYPA, GYP, (GYPE) 4931.21
003 P1PK P1PK 3 A4GALT 22913.2
004 Rh RH 56 RHD, RHCE 1p36.11
005 Lutheran LU 27 BCAM 19913.2
006 Kell KEL 36 KEL 7933
007 Lewis LE 6 FUT3 19p13.3
008 Duffy FY 5 ACKR1 1921-922
009 Kidd JK 3 SLC14A1 18qg11-q12
010 Diego DI 23 SLC4A1 17921.31
011 Yt YT 5 ACHE 7q22
012 Xg XG 2 XG, CD99 Xp22.32
013 Scianna SC 9 ERMAP 1p34.2
014 Dombrock DO 10 ART4 12p13-pl2
015 Colton (6{0) 4 AQP1 7pl4
016 Landsteiner-Wiener LW 3 ICAM4 19p13.2
017 Chido/Rodgers CH/RG 9 C4A, C4B 6p21.3
018 H H 1 FUT1; FUT2 19913.33
019 Kx XK 1 XK Xp21.1
020 Gerbich GE 13 GYPC 2914-g21
021 Cromer CROM 20 CD55 1932
022 Knops KN 12 CR1 1g32.2
023 Indian IN 6 CD44 11p13
024 Ok OK 3 BSG 19p13.3
025 Raph RAPH 1 CD151 11p15.5
026  John Milton Hagen JMH 8 SEMAT7A 15922.3-g23
027 I I 1 GCNT2 6p24.2
028 Globosideo GLOB 2 B3GALNT1 325
029 Gill GIL 1 AQP3 9p13
030  Rh-glicoproteina RHAG 4 RHAG 6p12.3

associada

031 FORS FORS 1 GBGT1 9g34.13-934.3
032 JR JR 1 ABCG2 4922.1
033 LAN LAN 1 ABCB6 2036
034 Vel VEL 1 SMIM1 1p36.32
035 CD59 CD59 1 CD59 11p13
036 Augustine AUG 4 SLC29A1 6p21.1
037 Kanno KANNO 1 PRNP 20p13
038 SID SID 1 BAGALNT2 17921.32
039 CTL2 CTL2 2 SLC44A2 19p13.2
040 PEL PEL 1 ABCC4 13g32.1
041 MAM MAM 1 EMP3 19913.33
042 EMM EMM 1 PIGG 4pl16.3
043 ABCC1 ABCC1 1 ABCC1 16p13.11

*Conforme definido pelo Comité de Nomenclatura Gene HUGO: http://www.genenames.org/.
Fonte: Traduzido e adaptado de International Society of Blood Transfusion. Table of blood group systems
v10.0 30-JUN-2021. Amsterdam: ISBT; 2021. Available from: encurtador.com.br/esx|8.33
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Modelo da membrana eritrocitaria e os componentes que carreiam os antigenos de
grupos sanguineos. Nao esta representado o sistema Ch/Rg. Os antigenos Ch/Rg
sdo carreados no C4d, que é adsorvido do plasma sobre os componentes da
membrana da hemacia.

Fonte: Traduzido de Reid ME, Lomas-Francis C, Olsson ML. The blood group
antigens factsbook. 3rd ed. San Diego: Academic Press; 2012. Figure 1.1 — Model
of RBC membrane components that carry blood group antigens. Not shown is the
Ch/Rg blood group system. Ch/Rg antigens are carried on C4d, which is adsorbed
from plasma onto RBC membrane components. p. 6.6G4

Figura 2. Insercdo dos antigenos de grupos sanguineos na membrana eritrocitaria

O antigeno D é significativamente mais imunogénico do que 0s outros
antigenos de grupos sanguineos e também o mais imunogénico dentro do sistema Rh.
Em parte, isso ocorre devido as diferencas de aminoacidos entre a proteina D e a
proteina RhCE. A proteina RhD difere em cerca de 35 aminoacidos da proteina RhCE e,
portanto, a possibilidade de geracdo de epitopos imunogénicos € muito maior do que
para os alelos caracterizados por uma Unica diferenca de aminoacido como por exemplo,
os antigenos Fya e Fyb.®

Os antigenos K, E, ¢, Jka e Fya que consistem em apenas um
polimorfismo de nucleotideo Unico podem néo ser tdo imunogénicos quanto o antigeno
D, mas possuem capacidade de imunizar um nimero significativo de receptores.® Os
outros antigenos menos imunogénicos possuem uma capacidade de imunizagcdo menor
que 1%.(5:36)

Aloimunizacéo é a formacao de anticorpos quando ha a exposi¢ao do
individuo a antigenos nédo proprios, como ocorre, por exemplo, na transfusdo de sangue

incompativel e nas gestantes, cujos fetos expressam em suas células sanguineas



antigenos de origem paterna. 437

A aloimunizacdo eritrocitaria, decorrente de transfusdo de
concentrado de hemécias contendo antigenos de grupos sanguineos ausentes no
receptor, envolve varias etapas, tais como: reconhecimento do antigeno alogénico pelas
células apresentadoras de antigeno (APCs); 0 processamento e a apresentacdo de
antigenos através de moléculas HLA de classe Il para o receptor de linfocito T (TCR)
presentes nos linfocitos T CD4+. Apds apresentacdo de antigeno os linfécitos T séo
ativados e acontece além da interacdo entre os linfocitos T e B, a liberac&o de citocinas,
gue vao induzir os linfécitos B a se diferenciarem em células produtoras de anticorpos
(plasmacitos),®® que por sua vez vao iniciar a secrecdo de anticorpos especificos para

os determinantes antigénicos como representado na figura 3.(3%:49)
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I: Reconhecimento do antigeno pelas células dendriticas, Il: apresentacdo do peptideo pelas
moléculas HLA de classe Il ao receptor de linfécitos T CD4+ (TCR), llI: ativacdo de linfécitos T
CD4+, IV: interac@o de células T e B e liberacado de citocinas, V: Citocinas ativam os linfocitos B
a diferenciarem-se em plasmécitos que secretam anticorpos especificos aos determinantes
antigénicos.

Fonte: Sippert EA. Associagéo de polimorfismos genéticos com a aloimunizagao eritrocitaria em
pacientes portadores de anemia falciforme [tese]. Campinas: Universidade Estadual de
Campinas; 2016. Figura 2 — Mecanismo de aloimunizacdo eritrocitaria. p. 25.¢40

Figura 3. Mecanismo de aloimunizagao eritrocitaria

Os linfécitos T reconhecem apenas fragmentos de peptideos
derivados do processamento de antigeno. Os fragmentos sao entdo apresentados na
superficie de uma célula apresentadora de antigeno através de moléculas MHC, gerando

a resposta imunoldgica adaptativa.“?)



A apresentacao de antigenos aos linfocitos T inicia-se com a captura
do antigeno, geralmente via fagocitose e o processamento antigénico pelas APCs. O
processamento do antigeno ocorre via sua degradacdo proteolitica a fragmentos
menores, transporte e acomodacédo dos peptideos antigénicos na fenda das moléculas
do MHC e finalmente na transposicdo do complexo MHC-peptideo para a superficie
celular para reconhecimento pelo TCR dos linfocitos T. Os linfocitos T reconhecem o
complexo MHC-peptideo via TCR, independente do compartimento celular onde esse
antigeno foi captado.“)

Normalmente os antigenos exogenos, fagocitados ou endocitados,
sdo acomodados em moléculas de MHC classe Il, que interagem com o TCR e o co-
receptor CD4+ na superficie celular dos linfécitos T.42)

No processamento de antigenos intracelulares, moléculas proteicas
do citosol sdo integradas a proteina ubiquitina e direcionadas para o proteassomo, uma
unidade catalitica capaz de converter os antigenos citosolicos em peptideos. Os
peptideos assim produzidos sdo conduzidos para o reticulo endoplasmatico e
associados as moléculas de MHC classe |, esses complexos sdo transportados para a
superficie celular para posterior apresentacéo aos linfocitos T CD8+.(43)

Para que ocorra a ativacao dos linfécitos T, apds o reconhecimento
do peptideo pelo TCR, h& necessidade de um segundo sinal, que é mediado pela
interacdo de varias outras moléculas co-estimulatérias presentes na superficie do
linfécito T e da APC. Por sua importancia na regulacdo da resposta imune, pode-se
destacar as moléculas co-estimuladoras participantes da interacdo: CD28-CD80 e CD28-
CD86, que resulta em sinais estimuladores, e da interagdo CTLA4-CD80 e CTLA4-CD86,
que promove sinalizacao inibitdria. #44%)

A estimulacdo de células T CD4+ helper requer a interacdo de
peptideos apresentados por moléculas HLA de classe Il e o receptor cognato de célula
T (TCR). A ativacdo da célula T pode ser modulada por células T regulatérias CD4+
(Tregs) que sao caracterizadas pela baixa expressdo de CD127, alta expressao da
molécula CD25+ e do fator nuclear FoxP3. As Tregs atuam diretamente na resposta
imune das células T efetoras, bloqueando a ativacao e a funcao destes linfocitos, sendo
assim importantes no controle da resposta imunolégica a antigenos préprios e néo-
préprios.“6:47)

As Tregs podem participar na regulacdo da producéo de anticorpos a

aloantigenos; estudos em camundongos mostram que animais respondedores a
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aloantigenos possuem atividade de Tregs reduzida quando comparados a nao
respondedores. Essas células atuam por diferentes mecanismos, sendo um deles a
secrecdo de citocinas com fungdo anti-inflamatéria, como a IL-10 e 0 TGF-B.(4849)

Em um estudo recente, Bao et al.®% detectaram altos niveis de IL-10
e baixos niveis de interferon gama (IFN-y) em pacientes falciformes nao aloimunizados,
especulando-se que a IL-10 poderia participar na desativacdo da apresentacdo de
antigenos e/ou na ativacao das células T helper por aloantigenos transfusionais com a
consequente inibicdo da ativacéo e sintese de anticorpos pelos linfocitos B. Além disso,
TCD4+ estimulados de metade dos pacientes falciformes aloimunizados tinham
expressdo aumentada de IL-4 em comparacdo aos pacientes nao aloimunizados,
sugerindo o direcionamento para a resposta imune humoral por linfocitos T helper 2 (Th2)
em um subgrupo de pacientes que desenvolveram aloanticorpos.

Como também todos os pacientes tinham aumento no namero de
linfécitos Th17 (um terceiro tipo de célula TCD4+) no sangue, foi sugerido que eles se
encontravam em estado inflamatério e que teriam exacerbacao da resposta imune apos
as transfusdes. Embora com pequena casuistica, este estudo apontou para possivel
alteracdo imunoregulatoria nos pacientes produtores de aloanticorpos e que poderia, se

confirmada, auxiliar na futura identificacédo dos potenciais riscos para a aloimunizag&o.®9

1.3 Sistema HLA

No genoma de mamiferos e, mais especificamente, no genoma
humano, a regido mais variavel é gue forma o complexo principal de histocompatibilidade
(MHC - Major Histocompatibility Complex), que carrega um grande numero de diferentes
loci que codificam genes funcionais. Alguns desses genes também exibem muitas
variantes (alelos), caracterizando uma regido extremamente polimérfica.®V) Esses genes
pertencem ao sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA — human leukocyte
antigen) e codificam as principais moléculas encarregadas pela apresentacdo do
antigeno aos receptores de linfécitos T e B as quais estdo situadas na membrana celular
de quase todas as células do sistema imune.®?

O sistema HLA foi descrito por J Dausset,®? em 1958, em um trabalho
que lhe rendeu o Prémio Nobel, em 1980.042) Até julho de 2021, um total de 22.436 alelos

sequenciados ja era conhecido em todo o mundo, todos encontrados nos 45 genes HLA



11

localizados na regi&o gendmica do MHC (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). E
importante notar que, embora esses genes sejam conhecidos como HLA, muitos autores
usam o simbolo MHC (complexo maior de histocompatibilidade do inglés “major
histocompatibility complex”) para designar as moléculas resultantes da expressao
desses genes.®3

Os genes responsaveis pela codificacdo dos antigenos HLA estédo
localizados no complexo HLA, que corresponde a um pequeno segmento cromossomico,
no braco curto do cromossomo 6, na regidao p21.3. O complexo contém mais de 220
genes que codificam trés classes de moléculas, denominadas classe I, Il e 111.42

A regido classe | (mais telomérica) contém genes que codificam as
moléculas classicas de histocompatibilidade HLA-A, -B e -C. A regido de classe Il (mais
centromérica) contém os genes que codificam as moléculas classicas HLA -DR, -DQ e -
DP e a regido de classe Ill que é telomérica a regido classe Il e ndo contém genes que
codificam moléculas de histocompatibilidade, e sim outras moléculas, tais como 0s
componentes do complemento (C2, Fator B e C4), 21-hidroxilase, linfotoxina e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a).425455) A |ocalizacdo do complexo génico HLA esta

representada na figura 4.6

Cromossomo 6
Braco longo , Brago curto
- Complexo génico HLA
H I H I H (// ﬂl%‘H‘H-// /l' H H
DP DQ DR Q20 QREIF B C A
Classe Il Classe I Classe |

Fonte: Westover JB, Sweeten TL, Benson M, Bray-Ward P, Torres AR. Immune
dysfunction in autism spectrum disorder. In: Eapen V, editor. Autism: a
neurodevelopmental journey from genes to behaviour. [S.l.]: IntechOpen; 2011.
Figure 2 — A simplified map of the HLA region on human chromosome 6. p. 349.(56)
Figura 4. Complexo génico HLA presente no cromossomo 6. Esquema da
localizacéo dos genes HLA no cromossomo 6, as trés regifes e a disposicao dos
genes de classe |, 1l e lll
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As moléculas HLA de classe | sdo expressas constitutivamente em
todas as células nucleadas e plaguetas, e sdo responsaveis pela apresentacdo de
peptideos enddgenos aos linfécitos T CD8+, enquanto que as moléculas de classe Il tém
uma distribuicdo mais restrita, sendo encontradas na superficie das APCs (células
dendriticas, linfécitos B e macrofagos) com a funcdo de apresentacdo de peptideos
exdgenos aos linfocitos T CD4+.(42:54)

As moléculas de classe | e 1l sdo estruturalmente semelhantes (Figura
5).67) Os residuos de aminoacidos polimdrficos que caracterizam as diversas moléculas
estdo localizados nas fendas de ligacdo com o peptideo, como pode ser visualizado na
figura 5. Na molécula de classe |, o sulco de ligacdo ao peptideo € formado pela interacéo

dos segmentos a1 e a2 e na molécula de classe I, pela interagdo dos segmentos a1 e
B1.42.54)

CD8 TCR CD4 TCR

membrana celular

l membrana celular

membrana celular

MHC Classe | MHC Classe Il

Fonte: Brasil. Ministério da Saude. Instituto Nacional de Cancer. Tépicos em transplante de células-
tronco hematopoéticas. Rio de Janeiro: INCA; 2012. Figura 2 — As moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade sdo ancoradas na membrana celular e podem se ligar a receptores de células
imunoldgicas. As de Classe | ligam-se a receptores de células T (TCR) CD8+; as de Classe Il ligam-se
a TCR CD4+. p. 21.67

Figura 5. As moléculas MHC sao ancoradas na membrana celular e podem se ligar a receptores de
células imunologicas



13

As moléculas de Classe | ligam-se a receptores de célula T (TCR)
CD8+; as de Classe Il ligam-se a TCR CD4+. MHC de Classe | — presentes em todas as
células nucleadas, ligam-se aos peptideos para apresenta-los aos linfocitos T CD8+
(Figura 5a). MHC de Classe Il — presentes em linfécitos B, macrofagos e células
dendriticas (APC), ligam-se aos peptideos para apresenta-los aos linfocitos T CD4+
(Figura 5b).

MHC Classe Il
MHC Classe | P— Fenda ligadora do .
enda ligadora ‘ tid Peptid
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Fonte: Abbas AK, Lichtman AH, Pillai S. Imunologia celular e molecular. 9a ed. Rio de Janeiro: Elsevier;
2019. p. 302 e 305. Figura 6.9 e 6.11 — Estrutura de uma molécula de MHC de classe | e Estrutura de
uma molécula de MHC de classe 11.¢4?

Figura 6. Estrutura das moléculas HLA classe | e Il. O diagrama da esquerda ilustra as diversas regides
da molécula de classe |, o diagrama da direita ilustra as diversas regides da molécula de classe |l

Os dominios a1, a2 e a3 da cadeia a estédo representados na figura
6. Cadeia polipeptidica B2-microglobulina ndo codificada pelo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), ligada ndo covalentemente a cadeia a. A estrutura da
porcao extracelular de uma molécula HLA classe | ligada a um peptideo, é exibida pela
cristalografia de raios X. O diagrama da direita mostra a estrutura das moléculas HLA
classe Il que consistem em duas cadeias peptidicas que dobram-se em dois dominios:
alea2ouB1ep2. Ao seu lado direito € exibido pela cristalografia de raios X a estrutura
da porcéo extracelular da molécula ligada a um peptideo.*?

As moléculas de classe Il tém papel central na resposta imune-

inflamatdria por apresentarem fragmentos de antigenos para linfocitos TCD4+.%8) As
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citocinas podem induzir as moléculas de classe Il a se expressarem em uma variedade
de células, conferindo capacidade de apresentarem antigenos para linfécitos TCD4+. As
moléculas de classe Il sdo, portanto, produtos dos genes da resposta imune de um vasto
polimorfismo.®9

Os genes HLA apresentam grande polimorfismo e tem sido utilizado
para obtencao de histocompatibilidade entre receptores e doadores de érgédos e tecidos,
em estudos que tentam verificar a associacdo de moléculas HLA com a aloimunizagéo
eritrocitaria e plaquetaria em populacdes transfundidas e a existéncia de associacdes de
genes HLA com doencas.(©?

As moléculas HLA sdo muito importantes no mecanismo de
aloimunizacdo eritrocitaria, estudos em populagfes transfundidas tém relatado uma
provavel relagdo entre alelos HLA e a resposta imune a uma variedade de antigenos
eritrocitarios, incluindo os antigenos D,®D Jka,(606263) K (6465 Fyg (6266.67) Mja®8 e
Dia.(®7:69 No entanto, até o0 momento nido foram demonstradas associagdes consistentes

entre moléculas HLA e o risco de aloimunizacdo em pacientes com SMD.(70.71)

1.4 Polimorfismos em genes de citocinas

As citocinas sdo proteinas secretadas pelas células da imunidade
inata e adquirida e participam em muitas de suas fun¢fes. Elas sdo produzidas em
resposta a microrganismos, varios antigenos e diferentes estimulos. Além disso,
estimulam e regulam respostas diversas das células envolvidas na imunidade e
inflamacéo, sendo que, nas fases efetoras da imunidade inata e adquirida, as citocinas
ativam diferentes células efetoras para eliminar microrganismos e outros antigenos e na
fase de ativagcédo das respostas imunes adquiridas, elas estimulam a proliferagéo e a

diferenciacdo de linfécitos (Figuras 7 e 8).(4?
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Fonte: Traduzido de Li R, Rezk A, Healy LM, Muirhead G, Prat A, Gommerman JL, et al.;
MSSRF Canadian B cells in MS Team. Cytokine-Defined B Cell Responses as Therapeutic
Targets in Multiple Sclerosis. Front Immunol. 2016;6:626. Figure 1 Multifaceted functions
of B cells and their implications in the pathogenesis of MS. p. 2.(2

Figura 7. As mdltiplas funcdes das células B e suas implicagfes

Além do potencial de se diferenciar em plasmaocitos secretores de
anticorpos e células plasmaticas, as células B podem apresentar antigenos para células
T, bem como regular para cima ou para baixo as respostas imunes locais por meio da
producdo de citocinas pro ou anti-inflamatorias, respectivamente. As células plasméticas
também podem secretar citocinas pro e anti-inflamatérias que podem modular as

respostas das células T e mieldides.(?
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Fonte: Traduzida e adaptada de Yang P, Qian FY, Zhang MF, Xu AL, Wang X, Jiang BP, et al.
Th17 cell pathogenicity and plasticity in rheumatoid arthritis. J Leukoc Biol. 2019;106(6):1233—
40. Figure 1 The phenotype and plasticity of Th cells. p. 1235.(73)

Figura 8. O fenotipo e a plasticidade das células Th

Impulsionadas pelo ambiente inflamatorio, as células T CD4+ naive
podem ser polarizadas para células Th funcionalmente distintas, como Thl, Th2, Thl7,
Th folicular e células T reguladoras. As células Th1l7 sdo heterogéneas e podem se
diferenciar em subconjuntos altamente diversos. Sob influéncia de diferentes citocinas,
as células Th17 capturaram a capacidade de se converter em células Thl, Th2, Tfth, Treg
e assim por diante. Além disso, as células Th1l7 adquirem funcdes patogénicas ou
imunossupressoras pela diferenciacdo em doencas autoimunes.(®

A atividade das citocinas pode ser redundante, ou seja, acles
semelhantes podem ser desencadeadas por diferentes citocinas. Com frequéncia, sao
formadas em cascata, ou seja, uma citocina estimula suas células-alvo a produzir mais
citocinas.(" Essas substancias se ligam a receptores especificos, ativando mensageiros
intracelulares que regulam a transcrigéo génica. Dessa forma, as citocinas influenciam a
atividade, a diferenciacédo, a proliferacdo e a sobrevida da célula imunoldgica, assim
como regulam a producéo e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pro-
inflamatorias) ou atenuar (anti-inflamatorias) a resposta inflamatéria. Algumas citocinas

podem ter acdes pro- (Thl) ou anti-inflamatorias (Th2), de acordo com o microambiente
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no qual estdo localizadas. Dentre as consideradas pro-inflamatorias, temos as
interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF (fator de necrose tumoral). As anti-inflamatérias séo IL-
4, 1L-10, IL-13 e FTC-B (fator transformador de crescimento B).(7>76)

As citocinas participam diretamente na resposta imune mediada por
anticorpos e, portanto, tém potencial para serem determinantes da resposta imune.

O gene da interleucina 1 estéa localizado no cromossomo 2. A IL-1B é
uma citocina pro-inflamatoéria, fortemente expressa por macréfagos, células dendriticas,
teciduais, mondcitos, linfécitos B, células epiteliais e células NK.7) e afeta quase todos
os tipos celulares, € importante na imunidade inata e adaptativa, na patogénese de
doencas infecciosas, autoimunes e doencas auto inflamatorias, bem como na mediacéo
de respostas inflamatérias sistémicas compreendendo febre, proteinas hepéticas de fase
aguda, e ativacdo de leucocitos.('7:78) A IL-1B também possui um papel adjuvante na
expansao e diferenciacdo de células T CD4+ e producéo de anticorpos.(™®)

A interleucina-4 (IL-4) é essencial para a geracdo de células Th2, e
induz a proliferacao e diferenciacdo de células B, estimulando a sintese principalmente
de IgE e de IgG1. Os polimorfismos, -590C/T (rs2243250) na regido promotora de I1L4 e
o polimorfismo IL4 70bp-VNTR (numero variavel de repeticdes in tandem, do inglés
variable number of tandem repeats) localizado no terceiro intron, foram associados com
maior producéo de IL-4 ou atividade de células T.(8%82) O polimorfismo IL4 VNTR contém
3 alelos, o0 alelo RP1, com duas repeticdes de um fragmento de 70 pares de base, alelo
RP2, com trés repeticdes, e alelo RP3, sem repeticées. Estes dois polimorfismos no gene
IL4 parecem estar associados com atopia e alergia, e também com determinadas
condices autoimunes e inflamatorias.®2-86)

O gene da IL6 esta localizado no cromossomo 7. A interleucina-6 (IL-
6) esta envolvida na resposta inflamatéria e na regulacédo da diferenciacéo de células B
assim como na producdo de imunoglobulinas. A IL-6 também inibe completamente a
geracdo de células T reguladoras induzidas pelo TGF-B.6% Os polimorfismos
IL6-174C>T (rs1800795) e IL6-572C>G (rs1800796) descritos na regido promotora do
gene da IL-6 foram investigados por Lin et al.,(® em uma populagdo transfundida e a
producdo do anticorpo anti-E foi positivamente associada somente ao alelo IL6 -572G
com alta producgéo desta citocina.

O gene da IL10 esta localizado no cromossomo 1 e é altamente
polimorfico. A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina Th2, produzida por macrofagos,

linfécitos T (principalmente Tregs) que participa no controle das rea¢6es da imunidade
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inata e da imunidade mediada por células.*? Possui atividade anti-inflamatdria, como
inibidor da producéo de interferon y (INF-y) de células Th1 e apresentagao de antigenos
pelos macréfagos.®) A producdo de IL-10 pode ser influenciada por trés SNPs
localizados na regido promotora do gene IL10: -592C/A (rs1800872), —819T/C
(rs1800871) e —1082G/A (rs1800896),®889 devido a alteracdo de sitios especificos de
reconhecimento de fatores transcricionais. Polimorfismo no gene IL10 (posi¢cdo -1082)
tem sido associado com llipus eritematoso sistémico®® e artrite reumatoide.®?

A interleucina 17 (IL-17) faz parte de uma familia de citocinas
relativamente nova, sendo uma glicoproteina homodimérica de 155 aminoacidos ligada
a um radical dissulfito, e seu gene estd localizado no cromossomo 6. E
predominantemente produzida por linfécitos-T-CD4, atuando como um homodimero de
35 kDa em linfécitos T. A IL-17 consiste em 6 membros (IL-17 A-F), e cinco receptores
(IL-17 RA-RD e SEF) identificados. A IL-17A e IL-17F sdo secretadas por células Thl7,
uma linhagem distinta de linfécitos T CD4+ efetores; agem como citocinas proé-
inflamatérias induzindo grande afluxo de células inflamatoérias e de outras citocinas e
levando a formacao de IL-6 e IL-8 (quimiocina) e da molécula de adeséo intercelular em
fibroblastos humanos.(">76.9294) Os avancos nas areas da biologia molecular e de
genética permitiram a identificacdo dos genes que codificam a producao de diferentes
citocinas e dos polimorfismos relacionados a estes genes. (88.95.9)

O gene TNF esta localizado no cromossomo 6, sendo Fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) considerada uma das principais citocinas relacionadas aos
processos inflamatorios e imunes, agindo em diferentes partes do organismo. Esta
citocina € secretada por macréfagos, linfocitos e mondcitos, sendo a presenca de
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos o principal estimulo para que isto ocorra.®?

Sippert et al.®® identificaram uma relacdo significativa entre a
presenca de polimorfismos nos genes TNFA e IL1B das citocinas pro-inflamatorias e o
aumento do risco de pacientes com doenca falciforme aloimunizarem apos transfusdes
de hemacias. Neste estudo, o gendtipo TNFA-308GA parece contribuir para aumentar o
estado inflamatorio neste grupo de pacientes, através do aumento do nivel de TNF-q,
uma vez que este estado inflamatério mais elevado predispbe o paciente a um risco
maior de aloimunizagao. O polimorfismo IL1B-511TC tem sido associado a altera¢des na
transcricdo genética e na producao de proteina IL-13, uma citocina pro-inflamatoria que
desempenha um papel adjuvante na producéo de anticorpos. O estudo concluiu que
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pacientes com 0s genoétipos concomitantes TNFA-308GA/IL1B-511TC estdo mais
suscetiveis a aloimunizacgdao eritrocitaria.

Estas descobertas trouxeram novos horizontes, permitindo avaliar a
participagcdo destes mediadores em diversas condi¢cbes, inclusive clinicas, na
predisposicao a aloimunizacao eritrocitaria, como evidenciado pelo estudo de Sippert et
al.%® realizado em pacientes politransfundidos com anemia falciforme que mostrou a
associacdo de polimorfismos em genes de citocinas inflamatorias IL1B e TNFA
associados com um maior risco a aloimunizagéo eritrocitéria.

Polimorfismos em genes envolvidos na regulacdo de linfocitos Thl e
Th2 séo potenciais marcadores genéticos para estudos de associacado para definir os
alelos de predisposicéo.®® Estudos mostram que polimorfismos funcionais relevantes
nos genes IL4 e IL10 tém sido bem caracterizados,>%) e sabe-se que polimorfismos na
regido promotora IL4-590C/T®9 e |L10-1082A/G estdo correlacionados com 0s niveis
de producdo de IL-4 e IL-10, respectivamente. Desta forma, com a pesquisa destes SNPs
€ possivel verificar se h4 associacao entre o perfil genético de producao dessas citocinas
e a aloimunizacao eritrocitaria.(®>100)

Pacientes com SMD necessitam de transfusbes sanguineas
recorrentes, 0 que pode levar a um risco maior da producdo de aloanticorpos
eritrocitarios, acarretando uma diminuicdo na disponibilidade de bolsas compativeis. A
identificagdo de polimorfismos em genes de resposta imune como HLA e citocinas
associados com aloimunizacao eritrocitaria em paciente com SMD, pode potencialmente
ajudar na identificacdo de pacientes com maiores riscos de aloimunizacdo. A analise
destes polimorfismos por meio de técnicas moleculares de facil acesso pode contribuir
futuramente na selecéo dos pacientes respondedores que devem receber concentrado
de hemacias com compatibilidade genética estendida, com o objetivo de reducdo da
aloimunizacgéo eritrocitaria e dos efeitos adversos as transfusoes.

Neste trabalho, analisamos alelos HLA-DRB1 e polimorfismos nos
genes de citocinas TNFA-308G/A, IL1B-511C/T, IL4-590C/T, IL4 intron 3 VNTR, IL10-
1082A/G, -819T/C, -592A/C, IL17F(7488A/G) e IL-17A-197G/A em pacientes
transfundidos que desenvolveram anticorpos e naqueles que ndo desenvolveram, para

testar possivel associacao.
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1.7 Objetivos

1. Caracterizar os perfis eritrocitarios, polimorfismos em genes de
citocinas e alelos HLA-DRB1 que possam predispor a aloimunizacdo em pacientes com
sindromes mielodisplasicas e que contribuam no desenvolvimento de abordagens
imunoterapéuticas para a prevencao de respostas imunes mediadas por transfuséo
sanguinea;

2. Realizar a imunofenotipagem eritrocitaria e pesquisa de anticorpos
irregulares eritrocitarios nas amostras de pacientes com sindromes mielodisplasicas
para a classificacdo dos pacientes aloimunizados e ndo aloimunizados;

3. Avaliar o perfil transfusional dos pacientes portadores de sindromes
mielodisplasicas e a ocorréncia de aloimunizacao eritrocitaria nesses pacientes;

4. Identificar o perfil dos antigenos de grupos sanguineos em
pacientes com SMD utilizando técnicas de biologia molecular;

5. Realizar a genotipagem para HLA-DRB1 e a avaliar se alelos HLA
podem estar associados a aloimunizacdo eritrocitdria em pacientes portadores de
sindromes mielodisplasicas;

6. Determinar as frequéncias de alelos, genoétipos e haplétipos dos
polimorfismos IL1B-511C/T, IL4-590C/T e intron 3 VNTR, IL6-174C/T, IL10-1082A/G,
-819T/C, —-592A/C, IL17A-197G/A, IL17F(7488A/G), TNFA-308G/A e as possiveis
associacdes com a aloimunizacao eritrocitaria em pacientes portadores de sindromes
mielodisplasicas transfundidos aloimunizados e ndo aloimunizados, e em individuos
controles;

7. Propor um protocolo para genotipagem de interleucinas de
pacientes portadores de sindromes mielodisplasicas para avaliar susceptibilidade a

aloimunizagéo.
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2 METODOS

2.1 Casuistica

2.1.1 Pacientes portadores de sindrome mielodisplasica

Apoés assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
foram coletadas amostras de sangue de 117 pacientes com diagnostico de sindrome
mielodisplasica, que apresentaram historico de transfusdo sanguinea de, pelo menos, 2
concentrados de hemécias nos ultimos 6 meses antes da data de inclusao e 28 pacientes
portadores de SMD que ndo apresentaram historico transfusional ou com menos de 2
transfusdes de concentrados de hemacias no mesmo periodo, alocados no grupo
controle. Sessenta e um pacientes de ambos os sexos sem limitacdo de faixa etaria
foram atendidos no Ambulatério de Hematologia do Hospital Israelita Albert Einstein
(HIAE), do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (incluidos 20 pacientes) e 36 pacientes
originarios da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As amostras foram
coletadas nesses dois servicos de origem e enviadas ao Hospital Israelita Albert Einstein
onde foram realizados todos os testes laboratoriais e analise de dados. A incluséo foi
submetida ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HIAE conforme emenda realizada
sob o niumero CAAE: 07971819.2.0000.0071 versao 2. O presente trabalho foi executado
conforme as normas do CEP com Seres Humanos do Hospital Israelita Albert Einstein,
em consonancia com a Resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude/Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CNS/CONEP).

O tamanho amostral foi calculado considerando-se o nivel de
confianga de 95% e margem de erro 5%, e considerando a presenca de anticorpos
eritrocitarios em 20% da populacdo com mielodisplasia, segundo casuistica observada

na rotina do Banco de Sangue do Hospital Israelita Albert Einstein.

2.1.2 Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi aprovado em 2 de janeiro de 2019 pelo CEP do

Hospital Israelita Albert Einstein. Parecer n° 3.105.489, conforme previsto na resolucéao
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no 196/96 do CNS. Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, previamente aprovado pelo CEP. Além disso, o presente trabalho foi
submetido ao Sistema Gerenciador de Projetos de Pesquisa (SGPP), sendo aprovado

com o parecer n° 3521-18.

2.2 Materiais

2.2.1 Agua livre de nuclease

A agua livre de nuclease utilizada neste estudo foi adquirida da
empresa Invitrogen® (Vilnius, Lituania). Reagente utilizado na etapa de reconstituicdo

dos primers e nas reacdes de PCR.

2.2.2 Etanol absoluto (CH3CH20H)

O etanol absoluto (P.A.) utilizado no protocolo de extracdo de DNA e
em preparacao de reagentes é proveniente da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

2.2.3 Kit de extracdo de DNA

O kit comercial QlAamp DNA Blood Mini Kit da empresa Qiagen®
(Qiagen, Valencia, CA, USA) foi utilizado para a extracdo do DNA de sangue periférico.
Neste kit estdo inclusos os reagentes: proteinase K, Buffer AL, Buffer AW1, Buffer AW2,

e 0s consumiveis: colunas de silica e tubos de lise.

2.2.4 Primers

Para os protocolos de PCR convencional (PCR-AS e PCR-RFLP) os
primers utilizados na genotipagem dos polimorfismos TNFA-308G/A, IL1B-511C/T, IL4—
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590C/T, IL4 intron 3 VNTR, IL10-1082A/G, —-819T/C, -592A/C, IL17F(7488A/G) e
IL17A-197G/A, (descritos na Tabela 2) foram confeccionados pela empresa Invitrogen®
(Vilnius, Lituania) de acordo com as referéncias Noizat-Pirenne et al.;t") Singleton et
al.,(%) Chiu et al.;(1%2) Legler et al.;(1%3 Hipsky et al.(*) e Cantagrel et al.(1%%)

2.2.5 Tag DNA polimerase

A enzima Taq DNA polimerase (Go Taq® DNA Polymerase, Promega,
Madison, WI, USA) foi utilizada nas Reac¢des em Cadeia da Polimerase Alelo Especifica
(PCR-AS), Andlise dos Fragmentos da Digestdo Enzimética dos Produtos da Reacao em
Cadeia da Polimerase (PCR-RFPL — restriction fragment length polymorphism), e
Reacdo em Cadeia da Polimerase Sequéncia Especifica de Oligonucleotideos (PCR-
SSO - sequence specific oligonucleotide). O kit incluia 5 unidades/uL da enzima, 1mL
de tampé&o com corante 5X Green GoTag® Flexi Buffer e 1,2mL de MgCl2 25mM.

Para a técnica de microarray em solucdo liquida BLOODchip
(Progenika Biopharma SA, a Grifols Company, Bilbao, Spain) foi utilizada a enzima
HotStarTaq® DNA Polymerase Qiagen® (Qiagen, Valencia, CA, USA).

2.2.6 Desoxinucleotideos 10Mm

Para as técnicas de PCR convencional as desoxinucleotideos
(dNTPs) (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) adquiridas da empresa Invitrogen® (Vilnius,

Lituania), foram utilizadas na concentracédo de 10mM.

2.2.7 Marcador de peso molecular

Para a analise do tamanho dos fragmentos de DNA, foi utilizado
marcador de peso molecular de 100pb Invitrogen® (Vilnius, Lituania), juntamente com o
corante Gel Loading Dye Purple (6X) New England BioLabs® (Beverly, MA, EUA).
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2.2.8 Tampéao Tris-EDTA-Borato 10X

Tampéao (TEB) 10X utilizado no preparo do gel de agarose e na corrida
de eletroforese. Este tampdo é preparado dissolvendo-se 108g de UltraPure™ Tris
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA), 55¢g de acido bérico (Promega, Madison, WI, USA) e
40mL de UltraPure™ EDTA 0,5M pH 8.0 (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) em
quantidade de agua destilada (dH20) suficiente para 1000mL.

2.2.9 Enzimas de restri¢cao

As enzimas de restricao utilizadas para a digestao dos produtos de
PCR deste trabalho foram adquiridas das empresas New England Biolab® (Beverly, MA,
EUA), Anza™ Invitrogen® (Vilnius, Lituania) e Promega (Madison, WI, USA) e foram
utilizadas de acordo com o polimorfismo estudado, como podem ser visualizadas na
tabela 2.

2.2.10 Intercalante de DNA

O intercalante de acidos nucléicos (DNA e RNA) para uso em gel
utilizado foi o UniSafe Dye 20.000X (Uniscience Corporation), alternativa segura para o
brometo de etidio, por ndo apresentar atividade carcinogénica, mutagénica ou toxica.

Apresentacédo de 1mL com armazenamento a temperatura ambiente.

2.2.11 Gel de agarose

A solucao de agarose foi preparada de acordo com a concentracao
especifica de cada protocolo (2, 3, 4 ou 4,5%), com TEB 1X. Esta solucdo era aquecida
em forno micro-ondas, durante 1 minuto aproximadamente e, apés retirada do micro-
ondas, é adicionado 3uL de SafeDye Invitrogen® (Vilnius, Lituania), intercalante de

acidos nucléicos.
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2.2.12 Plataforma ID CORE*XT BLOODChip

O ID CoreXT BLOODChip (Progenika Biopharma SA, a Grifols
Company, Derio, Bizkaia, Espanha) é um kit de genotipagem de grupos sanguineos
eritrocitarios, que contém 1 tubo com ID Core*™ Beads Master Mix, 1 tubo com ID CoreX"
PCR Master Mix, 1 tubo SAPE, 1 tubo SAPE Dilution Buffer e um CD informativo. Esse
kit permite genotipar para dez sistemas de grupos sanguineos e seus determinados

SNPs, sendo necessario utilizar a plataforma Luminex®.

2.2.13 Kit Lifecodes HLA-DRB1 SSO Typing

Para genotipagem de grupos alélicos HLA de classe Il foi utilizado o
kit Lifecodes HLA-DRB1 SSO Typing (Immucor, Dreieich, Germany), tecnologia Luminex
XxMap (Luminex Corporation, Austin, EUA). Foi utilizado o kit Lifecodes HLA-DRB1 SSO
Typing (Immucor, Dreieich, Alemanha) para genotipagem dos alelos HLA do loci HLA-
DRB1 (-DQB1). O kit era composto por reagentes de pré-PCR: solugéo Unica de primers,
especifico para cada loci HLA e mastermix; e reagentes de pés-PCR (hibridizac&o):
mistura de “beads” (microesferas ligadas a sondas de oligonucleotideos especificos para

cada alelo), tampéao de diluicdo, tampéo de coloracdo SAPE.

2.2.14 Ensaios TagMan® para genotipagem de SNPs em genes de citocinas

Os ensaios de genotipagem TagMan® que foram utilizados séo:
rs1800871  (C_1747362_10), rs2243250 (C_16176216_10) e rs1800795
(C_1839697_20), confeccionados e sintetizados pela Applied Biosystems®. Cada ensaio
possuia um par de iniciadores que flanqueiam o SNP e um par de sondas: uma homologa
ao tipo mutante marcada com 6-carboxifluoresceina (FAM®), e outra homéloga ao tipo

selvagem, marcadas com VIC®.



26

2.2.15 Mastermix de genotipagem Tagman®

Para a genotipagem de polimorfismos por PCR em tempo real foi
utilizado o mastermix de genotipagem TagMan® (Applied Biosystems®). Neste mix ja
estava adicionada a enzima DNA polimerase AmpliTaq Gold® UP (Ultra Pura), tampé&o
otimizado e dNTPs.

2.3 Metodologia

2.3.1 Coleta de amostras

Aproximadamente 5mL de sangue venoso periférico foram coletados
em um tubo contendo EDTA e 5mL em tubo seco com gel separador. Uma pequena
aliquota de sangue total anticoagulado com EDTA foi utilizada para a imunofenotipagem
dos antigenos eritrocitarios. O plasma e/ou soro foi utilizado para a pesquisa de
anticorpos. O buffy coat foi utilizado para a extragdo de DNA para genotipagem

eritrocitaria e de polimorfismos de citocinas.

2.3.2 Determinacdo dos anticorpos eritrocitarios transfusionais no soro dos

pacientes

Amostras dos pacientes foram submetidas aos testes
imunohematoldgicos segundo o manual de normas técnicas da Associacdo Americana
de Bancos de Sangue (AABB).

As amostras foram tipadas para antigenos ABO e RhD, incluindo D
fraco. Foi utilizada a técnica de hemaglutinacdo em tubo, com antissoros especificos
anti-A, anti-B, anti-AB e anti-D (Immucor, Norcross, GA, EUA; Bio-Rad, Lagoa Santa,
Brasil) e gel-centrifugacdo. Tipagem ABO reversa foi realizada utilizando reagentes
eritrocitarios comerciais, hemacias Al e B (Bio-Rad, Lagoa Santa, Brasil).

A investigacéo foi realizada por meio da técnica de gel-centrifugacéo
e técnica em tubo, com meios potencializadores de reacdo como LISS (meio de baixa

forca ibnica), enzimas (papaina e bromelina) e PEG (polietilenoglicol) (Immucor,



27

Norcross, GA, EUA). Nos casos com PAI positiva foi realizado o teste para identificacéo
da especificidade do anticorpo com diferentes meios potencializadores da
hemaglutinacgéo, utilizando painéis de hemacias fenotipadas disponiveis comercialmente
e painéis para identificacdo de anticorpos eritrocitarios (Progenika Biopharma-Grifols,
Bizkaia, Espanha). A investigacdo foi complementada, quando necessario, utilizando
hemacias fenotipadas raras congeladas, realizacdo de eluato pelo método de eluicdo
acida (DiaCidel, Bio-Rad, Brasil) para teste direto de antiglobulina positivo e em casos
especificos foram realizadas adsor¢des para auxiliar na identificacdo ou exclusao dos
anticorpos. Foram consideradas pesquisas de anticorpos positivas, aquelas que
apresentaram positividade para anticorpos clinicamente significantes contra o sistema
Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS.

Nos pacientes com anticorpos eritrocitarios circulantes identificados
na pesquisa descrita acima, foi realizada fenotipagem para o(s) respectivo(s)
antigeno(s), utilizando soros comerciais e quando necessario foi realizada também a

genotipagem.

2.3.3 Extracédo de DNA

O DNA foi extraido de buffy coat apos centrifugacao a 3500rpm por 5
minutos ou de sangue total das amostras de sangue homogeneizadas anticoaguladas
com EDTA utilizando o kit QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen®, CA, EUA) de acordo com
os protocolos recomendados pelo fabricante. A concentragéo e a qualidade de todos os
DNAs extraidos foram determinadas pela medida da densidade otica (DO) em

espectrofotdometro Nanodrop (Applyed Biosystems®, USA).

2.3.4 Genotipagem eritrocitaria

A genotipagem foi realizada por meio do Kit ID Core*™ BLOODChip
(Progenika Biopharma-Grifols, Bizkaia, Espanha). Esta plataforma utiliza kit que contém
todos os reagentes necessarios para a execucao da técnica. Esse kit permite genotipar
para dez sistemas de grupos sanguineos e seus determinados SNPs conforme ilustra a

tabela 1, sendo necessario utilizar a plataforma Luminex®, equipamento que é um
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citometro de fluxo modificado que faz a leitura das sondas de oligonucleotideos
especificos, fixados a microesferas codificadas por cor, que hibridizam especificamente
com os produtos marcados de PCR. Nessa plataforma, as regides alvo do DNA
gendmico sdo amplificadas em uma reacdo de PCR multiplex, realizada com
nucleotideos biotinilados, seguida da hibridizacdo, utilizando sondas de
oligonucleotideos alelos especificos ligadas a microesferas (beads) e marcadas com
ficoeritrina e estreptavidina conjugadas e reveladas com SAPE (Streptavidin, R-
Phycoerythrin Conjugate — Streptavidina conjugada a Ficoeritrina). (%)

Nessa técnica, descrita em Bianchi,(1%) o DNA (previamente diluido a
20ng/uL) foi amplificado por PCR usando o Master Mix (Progenika Biopharma SA, a
Grifols Company, Derio, Bizkaia, Espanha) e a Taq Hot Start (Qiagen®, CA, EUA). As
reacoes de PCR foram realizadas no termociclador Veriti (Applied Biosystems®), com o
seguinte ciclo de PCR: primeira etapa do ciclo a 95°C, durante 15 minutos, seguido por
40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 80 segundos a 72°C, seguido
de uma etapa final durante 7 minutos a 72°C e infinito a 4°C.

A hibridizagéo do produto de PCR com as microesferas marcadas foi
realizada apos a amplificacdo, pipetando-se 4uL do produto de PCR para 46uL das
Beads Master Mix (Progenika Biopharma SA, a Grifols Company, Derio, Bizkaia,
Espanha). As reacdes foram feitas no termociclador Veriti (Applied Biosystems®) com a
seguinte ciclagem: 95°C durante 2 minutos, seguido por 52°C, durante 30 minutos. Apés
esses 30 minutos de hibridizacdo, para a revelacao da hibridizacéo, a placa foi mantida
no termociclador e o selante removido para a adicdo do SAPE (Progenika Biopharma
SA, a Grifols Company, Bilbao, Espanha) em todos 0s poc¢os.

O produto desta reacao foi analisado no sistema Luminex 100/200
com software xPONENT 3.1 (Luminex®, USA), onde foi possivel verificar presenca de
polimorfismos especificos em cada amostra analisada, através do sinal de fluorescéncia
intrinseca de cada bead, com a auséncia ou presenca de um sinal correspondente a
ficoeritrina. Para a analise dos dados o software analisa e interpreta os sinais
guantificados e produz um banco de dados com os resultados de gendtipo para cada um
dos SNPs incluidos (Tabela 2). Além disso, o software converte os genétipos em

fendtipos para os antigenos dos grupos sanguineos analisados.
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Tabela 2. Alelos presentes no ID CoreXT BLOODChip, Blood Group Genotyping

Sistema de grupo

p Alelos Antigenos
sanguineo
RHCE*ce; RHCE*Ce, RHCE*CE; C (RH2), E (RH3), c (RH4), e
RHCE*CE, RHCE*CeCW, RHCE*ceCW, (RH5), CW (RH8), V (RH10),
RHCE*CECW, RHCE*ceAR, hrS (RH19), VS (RH20)
RHCE*CeFV, hrB (RH31)
RHCE*CeVG, RHCE*cEFM,
RhCE RHCE*ce[712G],
RHCE*Ce[733G], RHCE*ce[733G],
RHCE*ce[733G,1006T],
RHCE*CE-D[5,7]-CE,
RHCE*cE[712G,733G],
RHD*r's-RHCE*ce[733G,1006T]
KEL*K_KPB_JSB, KEL*k_KPB_JSB, K (KEL1), k (KEL2), Kpa
Kell KEL*k_KPA JSB, KEL*k_KPB_JSA (KEL3), Kpb (KEL4), Jsa
(KELSG), Jsb (KEL7)
Kidd JK*A, JK*B, JK*B_null(871C), Jka (JK1), Jkb (JK2)
JK*A_null(IVSS-1a), JK*B_null(IVS5-1a)
Duffy FY*A; FY*B, FY*A_GATA, FY*A[265T], Fya (FY1), Fyb (FY2)
FY*B_GATA, FY*B[265T] FY*X
GYPA*M, GYPA*N, GYPB*s, GYPB*S, M (MNS1), N (MNS2), S
MNS GYPB*S_null(230T), GYPB*S_null (MNS3), s (MNS4),
(IVS5+5t), GYP.Mur, GYPB*deletion U (MNS5), Mia (MNS7)
Diego DI*A, DI*B Dia (DI1), Dib (DI2)
S DO*A, DO*B, DO*B_HY, DO*A_JO Doa (DO1), Dob (DO2), Hy
(DO4), Joa (DO5)
Colton CO*A, CO*B Coa (CO1), Cob (CO2)
Cartwright YT*A, YT*B Yta (YT1), Ytb (YT2)
Lutheran LU*A, LU*B Lua (LU1), Lub (LU2)

2.3.5 Genotipagem HLA de classe

A tipagem HLA classe Il das amostras de DNA de pacientes

portadores de SMD foi realizada pela técnica de PCR-SSO (Sequence Specific

Oligonucleotide) (Immucor, Dreieich, Germany) com tecnologia Luminex®. A reacéo de
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amplificacdo do DNA foi feita com oligonucleotideos biotinilados (primers) especificos
para o éxon 2 (tipificacdes de HLA-DRB1). Apos amplificacdo, os fragmentos de DNA
obtidos foram para a etapa de desnaturacdo da dupla fita de DNA do produto ja
amplificado, a neutralizagdo quimica da fita aberta e posteriormente a hibridizacdo com
sondas oligoespecificas. Estas sondas ja estdo pré-conjugadas em microesferas
(beads), de forma que cada microesfera possui um tipo de sonda especifico para cada
alelo de HLA. O produto hibridizado foi marcado com o SAPE, um produto fluorescente,
(Estreptavidina conjugada com R-Ficoeritrina, do inglés: R-Phycoerythrinconjugated
Strepavidin). A leitura das microesferas marcadas foi realizada em citdmetro de fluxo
(Luminex 200), neste equipamento os lasers com diferentes comprimentos de onda
reconhecem as sondas marcadas ou ndo com o SAPE.

Por meio de valores superiores ou inferiores ao valor de cut-off (corte)
pré-definido para a sonda, o citbmetro de fluxo, baseado na percentagem de valores
previamente atribuidos faz a leitura. Apds essa leitura no citbmetro de fluxo, a
interpretacdo dos resultados foi feita pelo software MATCH IT!™ DNA (Immucor,
Lifecodes, Versao 1.2, Service Pack 4). Este software analisa as combinac¢des de sondas
nas microesferas detectadas pelo aparelho, consultando um banco de dados interno e

definindo quais sao 0s genes ou alelos presentes.

2.3.6 Analise de polimorfismos em regifes regulatérias e genes de citocinas

2.3.6.1 Genotipagem dos polimorfismos nos genes IL1, IL4, TNFA, IL6, IL10, IL17

Os polimorfismos em genes de citocinas com seus respectivos

genotipos, polimorfismos e localizagBes estado descritos na tabela 3.

Tabela 3. Polimorfismos em genes de citocinas e seus respectivos
nameros rs e localizacédo

Gene Polimorfismo Numero rs Localizacéo
IL1B ~511C>T rs16944 Regido
promotora
70bp-VNTR . Na© intron 3
disponivel
IL4 x
Regiao

-590C>T rs2243250
promotora

IL6 —174C>T rs1800795 intron 1
continua...
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...continuacao

—592A>C rs1800872 R/
promotora

IL10 _819T>C  rs1800871 ek
promotora

_1082A>G  rs1800896 ek
promotora

IL17A —197G>A  rs2275913 Regido
promotora

IL17F 7488A>G rs763780 Exon 3

TNFA —308G>A  rs1800629 Regiao
promotora

As reacdes de PCR para a determinacdo dos polimorfismos TNFA—
308G/A, IL1B-511C/T, IL10-1082A/G, IL10-592A/C, IL17A-197G/A e IL17F(7488A/G)
foram compostas de 100ng de DNA, 0,6uM de cada primer (10uM) (Invitrogen), 1uL de
dNTP (10 mM) (Invitrogen), 1,5U de Go Tag® DNA Polymerase, 1,5uL de MgCI2 (50mM),
6uL de 5X Green GoTaqg® Flexi Buffer e 18uL de agua livre de nuclease, em um volume
final de 30uL. Os ciclos de amplificagdo foram realizados no termociclador Veriti (Applied
Biosystems®). Ap6s a amplificacdo, cada produto de PCR foi digerido com a respectiva
enzima de restricdo para obtencdo do gendtipo do polimorfismo. Os produtos da digestao
enzimatica dos polimorfismos TNFA-308G/A, IL1B-511C/T, IL10-1082A/G,
IL10-592A/C, IL17A-197G/A e IL17F(7488A/G) foram separados por eletroforese em
gel de agarose como exemplificado na figura 9. Na tabela 4 estdo descritos a sequéncia
dos primers utilizados para deteccdo dos SNPs, as condicfes de ciclagem da PCR, o

produto da PCR, enzima de restricao utilizada, e o tamanho dos fragmentos obtidos.

Tabela 4. Sequéncia de primers para deteccdo dos SNPs IL17F(7488A/G), IL17A-197G/A, IL1B-511C/T,
IL10-1082A/G, -592A/C, TNFA-308G/A, condi¢Bes de ciclagem da PCR, produto da PCR, enzima de
restricdo utilizada e tamanho dos fragmentos obtidos

Enzima de
SNP Sequéncia de primer e Produto restricdo e Método de
condi¢des de ciclagem da PCR da PCR fragmentos referéncia
obtidos (pb)
IL17F 5-ACCAAGGCTGCTCTGTTTCT-3 )
Anza 56 Hin 11l
(7488 A/G) 5-GGTAAGGAGTGGCATTTCTA-3 Wu et
) ] ) ) 143pb (A) 80+63
95°C-15min, 35 ciclos (95°C-1min, 55°C-1min e (©) 143 al.(on
(rs763780) 72°C-1min), 72°C -7min e 4°C.
IL17A 5'-AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT-3 A sl
nza Xa
-197 G/A 5'-CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC-3’ 9 Wu et
) ] ) ) 102pb (G) 68+34
95°C-15min, 35 ciclos (95°C-1min, 55°C-1min e (A) 102 al.(on
(rs2275913) 72°C- 1min), 72°C- 7min e 4°C.

continua...
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IL1B
=511 CIT

(rs16944)
IL10
-1082 AIG
(rs1800896)
IL10
-592 A/IC
(rs1800872)
TNFA

—-308 G/A

(rs1800629)

5'-TGGCATTGATCTGGTTCATC-3"

5'— GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3
95°C-15min, 35 ciclos (95°C-1min, 57°C- 1min e
72°C- 1min), 72°C -7min e 4°C.
5'-CCAAGACAACACTACTAAGGCTCCTTT-3
5—-GCTTCTTATATGCTAGTCAGGTA-3’
95°C-15min, 35 ciclos (95°C-1min, 57°C-1min e
72°C-1min), 72°C -7min e 4°C.

5-GGTGAGCACTACCTGACTAGC-3
5—-CCTAGGTCACAGTGACGTGG-3'
95°C-15min, 35 ciclos (95°C-1min, 61°C-1min e
72°C-1min), 72°C -7min e 4°C.

5-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’
5-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’
95°C-15min, 35 ciclos (95°C-1min, 55°C-1min e
72°C-1min), 72°C -7min e 4°C.

305pb

377pb

412pb

107pb

Anza 90 Eco88lI
(C) 190+115
(T) 305

Anza Xagl
(A) 208+97
(G) 252+97+28

Rsal
(A) 236+176
(C) 412

Ncol
(G) 87+20
(A) 170

Lopez et
a' '(108)

Salhi et
al.(109)

Yao et
a|'(110)
Scarel-
Caminaga
et al.A1D

Lin et
a|'(112)

Para a determinacéo do polimorfismo IL4 intron 3 VNTR foi realizado

um ensaio de PCR com primers previamente descritos por Cantagrel et al.(19) A reacdo

de amplificagdo foi realizada em um volume final de 30uL contendo 100ng de DNA
gendémico 0,6uL de cada primer (10uM), 0,6uL de dNTP (10mM) Invitrogen® (Vilnius,
Lituania), 2,0uL de MgCI? (50mM), 6uL de 5X Green GoTag® Flexi Buffer, 18uL de agua
livre de nuclease e 1,5U GoTaq® DNA Polymerase Promega (Madison, WI, EUA). As

condicBes de ciclagem da PCR foram: desnaturacéo inicial 95°C por 15min, 35 ciclos de

95°C-1min, 65°C-1min e 72°C-1min e incubacéao final a 72°C por 7min e 4°C. Os produtos

de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose na concentracéo de 2%.
Os fragmentos de DNA obtidos de 254bp (trés repeticbes de 70-pb), 183pb (duas

repeticdes de 70pb) e 114bp (auséncia de repeticdo) foram identificados como alelo 2
(RP2), alelo 1 (RP1) e alelo 3 (RP3) (Figura 9).



PCR-RFLP Interleucina 1B-511 C/T PCR-SSP Interleucina 4 Intron 3

1 2 3 4

RP1RP1 RP1RP2
100pb PCR cc 100pb RP2RP2 RP2RP3 Branco PCR-RFLP TNF A-308G/A

PCR-RFLP IL10-592 A/C
3

PCR-RFLP Interleucina 10-1082 G/A

100pb PCR  AG AA

AC Branco

PCR-RFLP Interleucina 17A-197G/A

1 2 3 1

PCR AA

A) IL1B-511C/T, B) IL4 intron 3 VNTR, C) IL10-592A/C, D) IL10-1082G/A, E) ILL7A-197G/A, F) IL17F(7488A/G) e G) TNFA-308G/A.
Figura 9. Géis de eletroforese demonstrando os padrdes dos polimorfismos dos genes das interleucinas
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Para a investigacdo dos SNPs IL10-819T/C (rs1800871), IL4-590C/T
(rs2243250) e IL6-174C/T (rs1800795) foram realizadas PCRs em tempo real com a
utilizacdo do sistema TagMan® genotyping Assay (Applied Biosystems®). Sendo
utilizados o0s seguintes ensaios de genotipagem: rs1800871 (C_1747362_10),
rs2243250 (C_16176216_10) e rs1800795 (C_1839697_20).

O volume final da reagao de amplificagao foi de 5uL, contendo 1,25uL
de agua livre de nuclease, 2,5uL de TagMan Universal PCR Master Mix, 0,25uL do mix
de primers e sondas (20X) e 1uL de DNA (20ng/uL). As condig¢des de ciclagem foram:
95°C por 10 minutos, seguidos de 50 ciclos de 92°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto.

Para a realizacdo dos ensaios foi utilizado o sistema de PCR em
tempo real StepOnePlus™ (Applied Biosystems®). Apés a ciclagem, os dados de
fluorescéncia alélica especifica de cada amostra foram analisados utilizando o software
SDS v1.3.1 (Applied Biosystems®, 2005), como mostra a figura 10, grafico de

discriminacéao alélica utilizado para determinar o genétipo de cada amostra.
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Grafico de Discriminagao Alélica
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= Controle negativo
Figura 10. Discrimina¢&o alélica do SNP IL10-819T/C obtido por PCR em tempo real

No Eixo-y Alelo T e no eixo-x Alelo C. As amostras com fluorescéncia
forte para “VIC” foram consideradas homozigotas para o alelo T e séo visualizadas na
extremidade superior esquerda do grafico (pontos azuis), as amostras com fluorescéncia
forte para o comprimento de onda da sonda “FAM” foram consideradas homozigotas
para o alelo C, sendo visualizadas na extremidade inferior direita do gréafico (pontos
vermelhos), e as com fluorescéncia similar foram consideradas heterozigotas CT e

localizam-se no centro do grafico (pontos verdes).
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2.3.7 Andlise dos resultados

As frequéncias alélicas e genotipicas em cada populacdo (pacientes
aloimunizados e nao aloimunizados) foram obtidas por contagem direta e foram
avaliadas pelo programa computacional SPSS for Windows versédo 22.0 (https://ibm-
spss-statistics-base.br.uptodown.com/windows).

As comparacoes destas frequéncias entre o grupo de respondedores
e de néo respondedores foram realizadas por meio do teste do qui-quadrado com
correcdo de Yates ou pelo Teste Exato de Fisher. O risco de desenvolver anticorpos
irregulares foi calculado por meio da determinacdo de OD (odds ratio) e do intervalo de
confianca (95%).

As variaveis quantitativas com distribuicdo aproximadamente normal
foram comparadas entre grupos por teste t de Student e as com assimetria, ou seja,
incompatibilidade com a distribuicdo normal foram comparadas entre grupos por teste
nao paramétrico de Mann-Whitney.

As frequéncias foram descritas de forma absoluta e relativa por
grupos. A hipétese nula de equilibrio foi verificada por testes exatos na presenca de dois
alelos e por testes de qui-quadrado na presenca de trés alelos (IL4 intron 3 70 bp VNTR
no grupo politransfundido e ndo aloimunizado). O nivel critico de significancia pré-
estabelecido (5%) sofreu uma correcédo do tipo Bonferroni, uma vez que foram realizados
testes estatisticos em pelo menos 30 conjuntos de dados.

As analises foram realizadas com o auxilio dos pacotes R (R
Foundation for Statistical Computing. R: A Language and Environment for Statistical
Computing.) e genetics (Warnes G. genetics: Population Genetics. 2021. contributions
from Gregor Gorjanc and Friedrich Leisch and Michael Man.) e considerando nivel de

significancia 5%.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da populacdo estudada

O presente estudo envolveu 117 pacientes com SMD, classificados
em 3 grupos: (1) Grupo politransfundido e aloimunizado (PA) com 28 (23,9%) pacientes
(pacientes com =5 transfusbes e com anticorpos eritrocitarios). (2) Grupo
politransfundido e n&o aloimunizado (PNA) com 59 (50,4%) pacientes (pacientes com =
5 transfusGes e sem anticorpos eritrocitarios) e (3) Grupo nédo politransfundido e nao
aloimunizado (NPNA), sendo 30 (25,6%) pacientes (pacientes < 5 transfusées e sem
anticorpos eritrocitarios).

Entre os 28 pacientes aloimunizados, 57,14% eram do sexo feminino
e a mediana de idade entre eles foi de 77,5 anos (idade minima: 45 anos, idade maxima:
97 anos). A média de unidades de concentrados de hemacias recebidos por estes
pacientes foi de 80 unidades/paciente (minimo de 4 unidades e maximo de 312
unidades).

No grupo de pacientes ndo aloimunizados o sexo masculino foi
prevalente entre os pacientes (59,62%). A mediana de idade foi de 69 anos (idade
minima: 25 anos, idade maxima: 95 anos) e a média de concentrados de hemacias
recebidos por paciente foi de 35 unidades (minimo de 3 unidades e maximo de 219
unidades).

No grupo de pacientes que ndo foram aloimunizados e nem
politransfundidos o sexo masculino também foi predominante, sendo 60% dos
estudados. A mediana de idade foi de 63 anos e meio (idade minima: 18 anos, idade
maxima: 83 anos), a média do numero de transfusdes recebida foi de 1 concentrado de
hemacia por paciente (minimo auséncia de transfusdo e maximo de 2 unidades).

Nas tabelas 5 e 6 estéo sintetizadas as caracteristicas de cada grupo,
como a distribuicdo das variaveis: género, idade e numero de transfusfes nos grupos

estudados.
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Tabela 5. Caracteristicas da populacao estudada com relagcéo ao sexo e idade
Grupo

- Total
Variavel NPNA PNA PA n (%) Valor-p
n (%) n (%) n (%)
Sexo 0,150
Feminino 12 (40,0) 24 (40,7) 16 (57,1) 52 (44,4)
Masculino 18 (60,0) 35(59,3) 12 (42,9) 65 (55,6)

Tabela 6. Caracteristicas da populacao estudada com relagdo a idade, nimero de transfusfes
Desvio

Variavel Grupo Média padréo Mediana Minimo Méaximo N Valor-p
NPNA 62,17 14,32 63,5 18 83 30

Idade (anos) PNA 68,19 14,85 69 25 95 59 0,027
PA 75,36 11,49 77,5 45 97 28
NPNA 1,17 0,857 1 0 2 18

Ne° de transfusdes PNA 35,25 45,76 16 3 219 59 0,003*
PA 79,82 80,80 53 4 312 28

PA: pacientes politransfundidos e aloimunizados portadores de SMD; PNA: pacientes politransfundidos e
ndo aloimunizados portadores de SMD; NPNA: pacientes ndo politransfundidos e n&o aloimunizados
portadores de SMD. Teste qui-quadrado; Teste t de Student; *Teste Mann-Whitney.

A distribuicdo por género foi semelhante entre os pacientes nao
politransfundidos e n&do aloimunizados, politransfundidos n&o aloimunizados e
politransfundidos aloimunizados. Houve diferenca significativa em relacao a distribuicéo
da idade entre os grupos, sendo os pacientes do grupo politransfundido e aloimunizado
com idade mais avancada (p=0,02). Em relacdo ao numero de transfusées, foi observada
uma diferenca significativa entre 0s grupos, 0s pacientes politransfundidos
aloimunizados receberam uma faixa de 4 a 312 (mediana: 53) unidades, enquanto 0s
pacientes politransfundidos e ndo aloimunizados receberam uma faixa de 3 a 219
(mediana: 16) unidades (p=0,003).

3.2 Perfil de aloimunizacéao

No grupo de pacientes politransfundidos e aloimunizados, foram
alocados 28 pacientes, sendo que 18 (64,3%) desenvolveram um Unico aloanticorpo e
10 (35,7%) desenvolveram dois ou mais aloanticorpos. Dezesseis especificidades de
anticorpos eritrocitarios foram identificadas no soro desses pacientes, sendo que os mais
frequentes foram anti-C (35,7%), anti-E (32,1%), anti-K (10,7%) e anti-Dia (10,7%).
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Verificou-se também que 17 pacientes (60,71%) apresentaram pelo
menos um anticorpo contra antigenos do sistema Rh (D, C, c, E, e, Cw) e que 5 (17,85%)
pacientes aloimunizados apresentavam autoanticorpos. Porém, entre os pacientes ndo
aloimunizados apenas 5 (8,47%) apresentaram autoanticorpos. Vinte e um (75%) dos 28
pacientes aloimunizados tinham pelo menos um anticorpo com especificidade para

antigenos Rh comuns (D, C, ¢, E, e). Dados demonstrados na figura 11.
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Figura 11. Especificidade e frequéncia dos aloanticorpos eritrocitarios desenvolvidos pelos pacientes
politransfundidos portadores de SMD

3.3 Perfil genético dos grupos sanguineos em pacientes portadores de sindrome

mielodisplasica

A genotipagem estendida dos alelos de grupos sanguineos pela
técnica de microarray (ID CoreX™ BLOODCHhip) foi realizada em amostras de DNA dos
117 pacientes com SMD. Esta analise possibilitou a determinacdo das frequéncias
genotipicas e alélicas dos principais genes de grupos sanguineos na populagéo
estudada. Os fenotipos de grupos sanguineos foram deduzidos a partir do genotipo
obtido, e as frequéncias antigénicas para os sistemas de grupos sanguineos dos

pacientes portadores de SMD estdo descritas na tabela 7. O fendtipo deduzido mais
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frequente nos pacientes controles e nos pacientes politransfundidos e néo aloimunizados
foi: D+ C+ c+ E- e+ (R1r), K- k+, Kp(a—b+), Js(a—b+), Jk(a+b+), Fy(at+b+), M+N+S+s+,
Lu(a—b+), Di(a—b+), Co(atb-), Do(a—b+), Joa(a+) Hy+.

Tabela 7. Frequéncias antigénicas deduzidas a partir do genétipo dos
portadores de sindrome mielodisplasica

Antigeno (n:ri17) (%) Antigeno (n:r1]17) (%)
c 92 79 M 97 83
C 72 62 N 83 71
e 111 95 S 62 53
E 36 31 s 103 88
K 10 9 Lua 13 11
k 117 100 Lub 105 90

Kp?2 1 1 Di2 2 2

KpP 116 99 Di® 117 100
Js@ 1 1 Co? 112 96
JsP 109 93 CoP 38 32
Jka 92 79 Do? 75 64
JkP 82 70 Do® 96 82
Fy2 74 63 Jo? 117 100
Fyb 97 83 Hy 117 100

n=numero de antigenos; f=frequéncia antigénica.

3.4 Genotipagem e frequéncia dos grupos alélicos HLA de classe Il e a associacéo

com a aloimunizacgéo eritrocitaria em pacientes portadores de SMD

A genotipagem HLA-DRB1 foi realizada nas amostras dos 117
pacientes através da técnica PCR-SSOr plataforma Luminex conforme instrucées do
fabricante. Os resultados laboratoriais por grupo de pacientes estdo descritos na tabela
8.

Em todos os grupos analisados a distribuicdo das frequéncias
genotipicas dos grupos alélicos HLA mostrou-se em equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=20,05). Com relagdo ao locus HLA-DRB1, a analise das frequéncias dos grupos
alélicos entre os pacientes portadores de SMD ndo demonstraram diferenca estatistica
significativa. As analises do grupo de pacientes aloimunizados para antigenos Rh
comuns (n=20) também nao apresentaram nenhuma diferenca significativa em relacéao
aos alelos HLA-DRB1.
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Tabela 8. Tipagem HLA-DRB1* identificada por grupo de paciente
Total de pacientes incluidos (n=117)

Caracteristicas PA PNA NPNA Valor-p
(n=30) (n=59) (n=30)
DRB1*01 7(12,5)
DRB1*03 5(8,9) 11(9,3) 2(3,3) 0,154*
DRB1*04 5(8,9) 10(8,5) 6(10) 0,945
DRB1*07 10(17,9) 15(12,7) 4(6,7) 0,423
DRB1*08 3(5,4) 15(12,7) 15(25) 0,118
DRB1*09 1(1,8) 3(2,5) 2(3,3) 0,655*
DRB1*10 0 2(1,7) 0 0,408*
DRB1*11 9(16,1) 4(3,4) 0 0,062*
DRB1*12 1(1,8) 22(18,6) 12(20) 0,857
DRB1*13 6(10,7) 5(4,2) 0 0,112
DRB1*14 3(5,4) 10(8,5) 4(6,7) 0,739
DRB1*15 3(5,4) 5(4,2) 4(6,7) 0,787*
DRB1*16 3(5,4) 12(10,2) 10(16,7) 0,139

PA: pacientes politransfundidos e aloimunizados portadores de
SMD; PNA: pacientes politransfundidos e ndo aloimunizados
portadores de SMD; NPNA: pacientes ndo politransfundidos e néo
aloimunizados portadores de SMD. *Teste qui-quadrado; #Teste da
razéo de verossimilhangas. Resultados expressos em n (%).

3.5 Genotipagem e frequéncia dos polimorfismos em genes de citocinas nos

grupos de pacientes portadores de sindrome mielodisplasica

A genotipagem dos polimorfismos em genes de citocinas foi realizada
nas amostras dos 117 pacientes através das técnicas PCR-SSP, PCR-RFLP e RT-PCR
conforme descrito na metodologia. Os resultados dos testes laboratoriais por grupo de
pacientes classificados estdo descritos nas tabelas 9 e 10. Em todos os grupos
analisados a distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos de citocinas
mostrou-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,05) (Apéndice 1).

A andlise dos polimorfismos de citocinas mostrou uma correlacao
significativa entre o0 SNP IL17A-197G/A e a aloimunizagé&o eritrocitaria como mostram
as tabelas 9 a 12. As comparacdes das frequéncias alélicas e genotipicas do SNP
ILL7A-197G/A entre pacientes com SMD aloimunizados e nao aloimunizados
identificaram o alelo A e o gendétipo AA significativamente mais frequentes em pacientes
aloimunizados (alelo A, 27,1% versus 46,4%, OR=2,3; p=0,012; IC=95% 1,1-4,9;
genotipo AA, 6,8% versus 25%, OR=6,2; p=0,041; IC=95% 1,3-30,8).



Tabela 9. Andlise das frequéncias alélicas dos polimorfismos em genes
das citocinas

Total de pacientes incluidos (n=117)

Caracteristica PA PNA NPNA Valor-p
n=28 n=59 n=30
IL4 intron 3 0,100#
RP1 43(71,7) 102(86,4) 42(75)
RP2 17(28,3)  15(12,7) 14(25)
RP3 0 1(0,8) 0
IL10-592A/C 0,163
A 22(36,7) 51(43,2) 18(32,1)
C 38(63,3) 67(56,8) 38(67,9)
IL1B-511C/T 0,403
T 23(38,3) 50(42,4) 20(35,7)
C 37(61,7) 68(57,6) 36(64,3)
IL17A-197G/A 0,012
G 47(78,3) 86(72,9) 30(53,6)
A 13(21,7) 32(27,1) 26(46,4)
IL17F(7488A/G) 0,566*
G 5(8,3) 9(7,6) 6(10,7)
A 55(91,7) 109(92,4) 50(89,3)
IL10-1082A/G 0,393
A 36(60)  70(59,3) 37(66,1)
G 24(40)  48(40,7) 19(33,9)
TNFA-308G/A 0,534
A 10(16,7) 19(16,1) 7(12,5)
G 50(83,3) 99(83,9) 49(87,5)
IL4-590C/T 0,171
c 44(73,3) 97(82,2) 41(73,2)
T 16(26,7) 21(17,8) 15(26,8)
IL6-174C/T 0,142
c 18(30)  38(32,2) 12(21,4)
T 42(70)  80(67,8) 44(78,6)
IL10-819T/C 0,553
T 19(31,7) 39(33,1) 16(28,6)
C 41(68,3) 79(66,9) 40(71,4)

PA.: pacientes politransfundidos e aloimunizados portadores de SMD;
PNA: pacientes politransfundidos e néo aloimunizados portadores de
SMD; NPNA: pacientes ndo politransfundidos e ndo aloimunizados.
*Teste qui-quadrado; #Teste da razdo de verossimilhancas.
Resultados expressos em n (%).
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Total de pacientes incluidos (n=117)

Caracteristica PA PNA NPNA Valor-p
n=28 n=59 n=30

IL4 intron 3 0,009#
RP1/RP1 14 (50) 46 (78) 14(46,7)
RP1/RP2 14 (50) 10 (16,9) 15(50)
RP2/RP2 0 2 (3,4) 1(3,3)
RP2/RP3 0 1(1,7) 0

IL10-592A/C 0,388
AA 3(10,7) 13 (22) 7(23,3)
AC 12 (42,9) 25(42,4) 8(26,7)
ccC 13 (46,4) 21 (35,6) 15(50)

IL1B-511C/T 0,516#
TT 4 (14,3) 9(15,3) 3(10)
TC 12 (42,9) 32(54,2) 17(56,7)
ccC 12 (42,9) 18 (30,5) 10(33,3)

IL17A-197G/A 0,041#
GG 9 (32,1) 31 (52,5) 18(60)
GA 12 (42,9) 24(40,7) 11(36,7)
AA 7 (25) 4(6,8) 1(3,3)

IL17F(7488A/G) 0,548*
GA 6 (21,4) 9(15,3) 5(16,7)
AA 22 (78,6) 50(84,7) 25(83,3)

IL10-1082A/G 0,628*
AA 13 (46,4) 21(35,6) 12(40)
AG 11 (39,3) 28(47,5) 12(40)
GG 4 (14,3) 10(16,9) 6(20)

TNFA-308G/A 0,082*
AA 2(7,1) 1(1,7) 2(6,7)
AG 3(10,7) 17(28,8) 6(20)
GG 23 (82,1) 41(69,5) 22(73,3)

IL4—-590C/T 0,049#
cC 13 (46,4) 40(67,8) 15(50)
CT 15 (53,6) 17(28,8) 14(46,7)
TT 0 2(3,4) 1(3,3)

IL6—174C/T 0,312#
cC 1(3,6) 6(10,2) 3(10)
CT 10 (35,7) 26(44,1) 12(40)
TT 17 (60,7) 27(45,8) 15(50)

IL10-819T/C 0,775%#
TT 2(7,1) 7(11,9) 5(16,7)
TC 12 (42,9) 25(42,4) 9(30)
cc 14 (50) 27(45,8) 16(53,3)

PA: pacientes politransfundidos e aloimunizados portadores de SMD; PNA: pacientes
politransfundidos e ndo aloimunizados portadores de SMD; NPNA: pacientes ndo politransfundidos
e ndo aloimunizados portadores de SMD. Teste qui-quadrado; *Teste exato de Fisher; #Teste da
razdo de verossimilhancgas. Resultados expressos em n (%).
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Uma associacdo significativa de aloimunizacdo para antigenos Rh
com a IL17A-197A, alelo A e gendtipo AA foi identificada nos pacientes com SMD
aloimunizados (alelo A, 27,1% versus 45%, OR=2,5; p=0,036; IC=95% 1,1-5,7; gendtipo
AA, 6,8% versus 30%, OR=7,9; p=0,042; IC=95% 1,5-42,3). Os dados estdo descritos

nas tabelas 11 e 12.

Tabela 11. Andlise das frequéncias alélicas dos polimorfismos em genes
das citocinas nos pacientes aloimunizados por anticorpos contra
antigenos do sistema Rh versus pacientes ndo aloimunizados

Grupos
Caracteristica PNA PA Valor-p
n=59 n=20

IL4 intron 3 0,162#
RP1 102(86,4) 30(75)
RP2 15(12,7) 10(25)
RP3 1(0,8) 0

IL10-592A/C 0,526
A 51(43,2) 15(37,5)
C 67(56,8) 25(62,5)

IL1B-511C/T 0,793
T 50(42,4) 16(40)
C 68(57,6) 24(60)

ILL7A-197G/A 0,036
G 86(72,9) 22(55)
A 32(27,1) 18(45)

IL17F(7488A/G) 0,347*
G 9(7,6) 5(12,5)
A 109(92,4) 35(87,5)

IL10-1082A/G 0,525
A 70(59,3) 26(65)
G 48(40,7) 14(35)

TNFA-308G/A 0,869
A 19(16,1) 6(15)
G 99(83,9) 34(85)

IL4-590C/T 0,187
C 97(82,2) 29(72,5)
T 21(17,8) 11(27,5)

IL6-174C/T 0,246
C 38(32,2) 9(22,5)
T 80(67,8) 31(77,5)

IL10-819T/C 0,949
T 39(33,1) 13(32,5)
C 79(66,9) 27(67,5)

PNA: pacientes politransfundidos e ndo aloimunizados portadores de
SMD; PA: pacientes politransfundidos e aloimunizados portadores de
SMD. Teste qui-quadrado; *Teste exato de Fisher; #Teste da razdo de
verossimilhancas. Resultados expressos em n (%).



Tabela 12. Analise da frequéncia dos gendétipos dos polimorfismos em genes das
citocinas nos pacientes aloimunizados por anticorpos contra os antigenos do
sistema Rh e pacientes ndo aloimunizados

L PNA PA
Caracteristica n=59 n=20 Valor-p
IL4 intron 3 0,028#
RP1/RP1 46(78) 10(50)
RP1/RP2 10(16,9) 10(50)
RP2/RP2 2(3,4) 0
RP2/RP3 1(1,7) 0
IL10-592A/C 0,782#
AA 13(22) 3(15)
AC 25(42,4) 9(45)
CcC 21(35,6) 8(40)
IL1B-511C/T 0,544#
TT 9(15,3) 4(20)
TC 32(54,2) 8(40)
CC 18(30,5) 8(40)
IL17A-197G/A 0,042#
GG 31(52,5) 8(40)
GA 24(40,7) 6(30)
AA 4(6,8) 6(30)
IL17F(7488A/G) 0,328*
GA 9(15,3) 5(25)
AA 50(84,7) 15(75)
IL10-1082A/G 0,757#
AA 21(35,6) 9(45)
AG 28(47,5) 8(40)
GG 10(16,9) 3(15)
TNFA-308G/A 0,077#
AA 1(1,7) 2(10)
AG 17(28,8) 2(10)
GG 41(69,5) 16(80)
IL4-590C/T 0,077#
CcC 40(67,8) 9(45)
CT 17(28,8) 11(55)
TT 2(3,4) 0
IL6-174C/T 0,496#
CC 6(10,2) 1(5)
CT 26(44,1) 7(35)
TT 27(45,8) 12(60)
IL10-819T/C 0,964#
TT 7(11,9) 2(10)
TC 25(42,4) 9(45)
CC 27(45,8) 9(45)

PNA: pacientes politransfundidos e n&o aloimunizados portadores de SMD; PA:
pacientes politransfundidos e aloimunizados portadores de SMD. Teste qui-
quadrado; *Teste exato de Fisher; #Teste da razdo de verossimilhancas. Resultados
expressos em n (%).
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Ao avaliar os pacientes aloimunizados a antigenos Rh, o gendtipo
heterozigoto RP1/RP2 do polimorfismo da IL4 intron 3 VNTR apresentou um valor
significativo no grupo PA (16,9% versus 50%, p=0,009; OR=4,97; 1IC=95% 1,6-15,5),
porém nem o alelo RP1, nem o alelo RP2 foi significativamente correlacionado com a
aloimunizacao eritrocitaria nas analises de frequéncia alélica. A frequéncia alélica e
genotipica dos polimorfismos de IL17F(7488A>G), IL17A-197G>A, IL1B-511C>T, IL10-
1082A>G, IL10-592A>C, IL10-819T>C, TNFA-308G>A, IL6-174C>T, IL4-590C>T, e
IL4 intron 3 VNTR estéo descritas nas tabelas 13 e 14.

O gendtipo heterozigoto RP1/RP2 do polimorfismo da IL4 intron 3
VNTR foi representado no grupo politransfundidos, aloimunizados (PA) (16,9% versus
50%, OR=4,97; p=0,009; IC=95% 1,6-15,5), no entanto, nem o alelo RP1, nem o alelo
RP2 foram significativamente correlacionados a aloimunizagéo eritrocitaria nas analises
de frequéncia alélica. Da mesma forma, o gendtipo heterozigoto CT da IL4-590C/T foi
mais prevalente no grupo PA (28,8% versus 53,6%, OR=3,3; p=0,049; IC=95% 1,2-9,3),
no entanto, nem o alelo C nem o alelo T foram significativamente correlacionados a
aloimunizac&o eritrocitaria nas analises de frequéncia alélica. Porém ao realizar a analise
haplotipica desses polimorfismos, os diplétipos C, RP1/C, RP1 e C, RP1/T, RP2
apresentaram diferenca significativa entre o0s pacientes politransfundidos e
aloimunizados comparados aos pacientes politransfundidos néo aloimunizados (39,29%
versus 67,8%, OR=0,31; p=0,013; IC=95% 0,12-0,78) como mostrado na tabela 14.
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Tabela 13. Frequéncias dos diplétipos dos polimorfismos IL17A-197A/G e IL17F(7488A/G) em pacientes aloimunizados e n&o aloimunizados portadores de
sindrome mielodisplasica

Pacientes Analises estatisticas
S NPNA PNA PA . -
Dipldtipos n=30 n=59 n=28 totals PA versus PNA PA versus NPNA Paciente versus NPNA
n=117" or  |c(95%) Valorp OR IC(95%) Valor-p OR IC(95%) Valor-p
AA/AA 1(3,33) 4(6,78)  6(21,42)  11(9,40) 3,75 0,96 (14,59) 0,056 ns ns
AG/AA 0(0,00) 0(0,00) 1(3,57) 1(0,85) ns ns ns
GA/AA 9(30,00) 21(35,6) 11(39,29) 41(35,04) ns ns ns
GAIGA 15(50,00) 25(42,37)  4(17,86)  44(37,61) 0,23 0,07(0,74) 0,014 0,17 0,05(0,60) 0,006 ns
GG/AA 2(6,67) 3(5,08) 1(3,57) 6(5,13) ns ns ns
GG/GA 3(10,00) 6(10,17) 5(14,29) 14(11,97) ns ns ns

PA: pacientes aloimunizados portadores de SMD; PNA: pacientes ndo aloimunizados portadores de SMD; Pacientes Totais: pacientes aloimunizados + nao
aloimunizados; OR: odds ratio; IC: intervalo de 95% de confianga; ns: néo significativo. Resultados expressos em n(%).

Tabela 14. Frequéncias dos diplétipos dos polimorfismos 1L4-590C/T (rs2243250) e IL4 intron 3 VNTR em pacientes aloimunizados e n&o aloimunizados
portadores de sindrome mielodisplésica

Pacientes Analises estatisticas
Dipl6tipos NPNA PNA PA totais i

plotip n=3 n=5 n=28 PA versus PNA PA versus NPNA Paciente versus NPNA
n=117 OR IC(95%)  Valor-p OR IC(95%) Valor-p OR IC(95%) Valor-p

C,RP1/C,RP1  13(43,33) 40(67,8) 11(39,29) 64(54,70) 0,31 0,12 (0,78) 0,013 ns ns

C, RP1/C, RP2 2(6,68) 0(0,00) 2(7,14) 4(3,42) ns ns ns

C, RP1/T, RP1 1(3,33) 6(10,17)  3(10,71) 10(8,55) ns ns ns

C,RP1/T,RP2  13(43,33) 10(16,95) 12(42,86) 35(29,91) 3,68 1,34(10,10) 0,012 ns ns

C, RP2/C, RP3 0(0,00) 1(1,69) 0(0,00) 1(0,85) ns ns ns

T, RP2/T, RP2 1(3,33) 2(3,39) 0(0,00) 3(2,56) ns ns ns

PA: pacientes politransfundidos aloimunizados portadores de SMD; PNA: pacientes politransfundidos, ndo aloimunizados portadores de SMD; Pacientes Totais:
pacientes aloimunizados + ndo aloimunizados; OR: odds ratio; IC: intervalo de 95% de confianca; ns: ndo significativo. Resultados expressos em n(%).



48

4 DISCUSSAO

O perfil dos pacientes estudados, em relacdo a idade diferiram
estatisticamente, porém ndo em relacdo ao sexo entre os pacientes aloimunizados,
pacientes nao aloimunizados e pacientes controles, demonstrando que houve
homogeneidade entre os grupos em relacéo ao género.

De acordo com o numero de transfusdes a meédia de unidades de
concentrado de hemacias transfundidas foi maior em paciente aloimunizados,
apresentando diferenca estatisticamente significante.

As transfusfes de hemacias sdo um dos componentes importantes do
tratamento de suporte a pacientes com SMD. No entanto, dados sugerem dependéncia
de transfusdo, mesmo em doses relativamente baixas (3 unidades de hemacias a cada
quatro meses)13 como um indicador de sobrevida livre de progresséao inferior. As taxas
de aloimunizacéo para pacientes com dependéncia transfusional de portadores de SMD
podem variar entre 22-32%.(1113114) Essas taxas podem cair em torno de 7-11% se
transfusdes compativeis com antigenos profilaticos forem implementadas. (115

As caracteristicas dos dois grupos de pacientes analisados em nossa
coorte retrospectiva mostraram diferenca entre o nimero de transfusdes anteriores e a
idade. Os pacientes politransfundidos e aloimunizados eram mais velhos e receberam
mais transfusdes do que o grupo de pacientes politransfundidos e ndo aloimunizados.
Essas caracteristicas podem ser um viés na nossa analise, uma vez que os fatores
clinicos e biolégicos sao conhecidos por influenciar a formacéo de anticorpos associados
a transfusdo.(16:117) Foram realizadas andlises estatisticas com modelo de regressido
logistica controlado por idade e namero de transfusdes sanguineas que pudessem
minimizar esse Viés.

Entre os pacientes estudados 74,36% faziam uso de terapia
transfusional e recebiam transfusdes regulares, sendo maior ou igual a 3 unidades de
concentrado de hemacias, dado este corroborado por outros trabalhos, 8119 que
relatam uma taxa maior que 40% de dependéncia transfusional por portadores de SMD.

Em nosso estudo, a taxa de aloimunizagéo eritrocitaria encontrada foi
de 32,2% usando transfusfes compativeis com antigenos Rh e K, que esta dentro da
faixa de 15-36% relatada em estudos anteriores com pacientes portadores de SMD.(64.120)
O perfil fenotipico, deduzido da genotipagem eritrocitaria deste estudo mostrou-se em
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acordo com o trabalho de Guelsin et al.?® Nesta coorte, os principais aloanticorpos
detectados foram contra Rh e antigenos K devido a transfusbes anteriores nao
compativeis a esses antigenos. Embora o protocolo de correspondéncia de antigeno
seja recomendado em nossas instituicées para pacientes com SMD, alguns pacientes
de nossa coorte foram transfundidos antes que o diagndstico fosse estabelecido devido
a anemia grave.

Nosso estudo encontrou uma associacao positiva entre o SNP IL17A—
197G>A e a aloimunizagdo eritrocitaria. O alelo A e o genotipo AA foram
significativamente mais frequentes no grupo politransfundidos, aloimunizados (PA) do
gue no grupo politransfundidos, ndo aloimunizados (PNA). Essa associacao significativa
também foi identificada em pacientes aloimunizados para antigenos Rh, nos quais o alelo
A e o genotipo AA foram associados ao risco de aloimunizagédo Rh. O alelo IL17A-197A
tem sido relacionado a alta producéo de IL-17 e a producao mais eficiente dessa citocina
quando comparado ao IL17A-197G.12D Esse polimorfismo tem sido associado a um
risco aumentado para o desenvolvimento e gravidade de doencas inflamatorias, como
doenca do enxerto contra hospedeiro,®® colite ulceratival!4 e cancer gastrico.('V)

As citocinas IL-17A e IL-17F séo secretadas por células Thl7, que
sdo geradas a partir da diferenciacdo de células CD4+ efetoras. Mitsdoerffer, et al.(115
demonstraram que as células T helper tipo 17 (Th17) sdo células T efetoras altamente
pré-inflamatérias que sé@o caracterizadas pela producédo de grandes quantidades de IL-
17A, IL-17F, IL-21 e IL-22, e IL-17. As citocinas IL-21 e IL-17A tem papel importante na
formacdo dos centros germinativos, e levam os linfocitos B a mudanca de classe de IgM
para IgG e a IL17A leva principalmente a mudanca de classe para os subtipos IgG2 e
19G3.

Em experimento, Mitsdoerffer, et al.(119 a IL-21 induziu a mudanca de
classe para IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3, em contraste, IL-17 desencadeou uma forte
mudanca de classe para lgG2a e 1IgG3, recombinacéo de mudanca de classe muito baixa
para lgG2b e nenhuma para IgG1. Portanto, apenas células B cultivadas na presenca de
IL-21 mostraram uma forte inducéo de IgG1 e IgG2b, enquanto IL-17 néo teve efeito na
mudancga de classe para IgG1 e pouco para IgG2b. Contudo, a mudanca de classe
observada para IgG1 e IgG2b in vivo é provavelmente induzida por IL-21, enquanto IL-
17 e IL-21 podem mediar a mudanca de classe para IgG2a e 1IgG3. Os dados de
Mitsdoerffer, et al.(!1% sugerem que as células Th17 atuam como excelentes auxiliares

de células B, mediando a formacdo de centros germinativos e a troca de classes de
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isotipos. Contudo, Mitsdoerffer, et al.('1% sugerem que a IL-17 desempenha um papel
importante na geracao de uma resposta imune humoral, pois a IL-17 por si s6 conduz a
formacdo de centros germinativos e a recombinagédo de troca de classe. Portanto, a
inibicdo de células Th17 ou da citocina IL-17 pode ser um alvo importante ndo apenas
em doencas 6rgdo-especificas, mas também em doencas autoimunes sistémicas.

Além da associacédo com IL-17, encontrou-se também neste estudo a
associacao com IL-4, que é uma citocina relacionada a resposta imunologica tipo Th2. A
resposta imune Th2 tem como principal componente os linfocitos T, estes linfocitos estéo
relacionados com a imunidade humoral pela producédo de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-
13,56 enquanto a IL-4 também é produzida por mastécitos e basofilos.(118) A IL-4 esta
envolvida em muitas funcbes de modulacdo imunoldgica em uma variedade de tipos
celulares, como a ativagao e diferenciacdo de células B T-dependentes e troca de isotipo
de anticorpo IgM/IgG para IgE e esta relacionada com o a diferenciacdo dos linfocitos
Th2 que regula a imunidade humoral e a producédo de imunoglobulina. Em células B
ativadas, IL-4 estimula a sintese principalmente de IgE e IgG1l e seu efeito é
antagonizado por IFN-y.

O polimorfismo de numero variavel de repeticdes (VNTR) de 70pb no
intron 3 do gene IL4 e polimorfismo IL4-590C/T, descrito na regido promotora do gene
da IL4, podem afetar a atividade transcricional da proteina IL-4.1%) Tanto o alelo T na
posicdo —590 quanto o alelo RP1 do polimorfismo do intron 3 da IL4 VNTR foram
associados com o aumento da producdo de IL-4 e com certas condicOes
autoimunes®19.120) oy inflamatorias.(2%.121) Foi proposto que uma maior responsividade
do alelo RP1 a ativac&o transcricional pode levar a superexpressao de |L-4.(116117.121) Em
nosso estudo, o genétipo RP1/RP2 do polimorfismo da IL4 intron 3 e 0 gendtipo 1L4 —
590CT foram prevalentes no grupo PA quando comparado com o grupo PNA. Na
avaliacdo de pacientes aloimunizados a antigenos Rh, o genétipo RP1/RP2 do
polimorfismo da IL4 intron 3 VNTR também foi mais frequente no grupo PA.

Diferentes estudos encontraram associacdo positiva de outros
polimorfismos de genes de citocinas com a aloimunizagao de eritrocitos em diferentes
populacbes. Por exemplo, o genotipo IL6 -572GG positivo foi significativamente
associado a um risco relativo de aloimunizacao anti-E, enquanto TNFA -308A e IL1B —
511T foram associados a suscetibilidade a aloanticorpos em pacientes com doenca
falciforme.®® Nosso estudo com pacientes portadores de SMD indicou que os

polimorfismos dos genes IL17A e IL4 podem ser potencialmente usados como
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marcadores para a aloimunizacdo de hemacias, podendo ser implementada a
genotipagem para essas citocinas em pacientes com SMD, além de genotipar para Rh e
Kell. No entanto, novos estudos avaliando os niveis de producdo dessas citocinas sao
importantes para confirmar nossos achados, pois o conhecimento do perfil genotipico
para essas citocinas e os perfis Rh e Kell desses pacientes sdo importantes para a
consisténcia transfusional compativel. Sendo essa uma estratégia equilibrada para que
pacientes susceptiveis a aloimunizagéo recebam transfusées com gendtipo compativeis.

Varias moléculas de HLA foram associadas a aloimunizacdo de
hemacias em portadores de SMD e em outras populacdes de pacientes. Esses dados
podem ser (teis nos testes pré-transfusionais e podem determinar a resposta dos
pacientes e melhorar a seguranca transfusional. Guelsin et al.(?® observaram uma maior
frequéncia do alelo HLA-DRB1*13 no grupo n&o aloimunizado de pacientes com SMD,
sugerindo uma possivel associacdo desse alelo e protecdo da aloimunizacdo de
hemacias.(11® Em pacientes com talassemia,®® presenca de HLA-DRB1*15:03 e as
frequéncias dos alelos HLA-DRB1*11 foram significativamente diferentes entre os
grupos de pacientes aloimunizados e ndo aloimunizados. Chiaroni et al.64 encontraram
uma alta frequéncia de alelos HLA-DRB1*11 ou HLA-DRB1*13 em pacientes
aloimunizados com o antigeno K, o que poderia ser devido a apresentacao do peptideo
K especifico por moléculas HLA-DRB1, e Balleoti et al.6% identificaram que os individuos
portadores do alelo HLA-DRB1*07:01 apresentaram um risco aumentado de
aloimunizacao contra o antigeno Dia. Outro estudo encontrou uma associacdo de HLA-
DRB1*15 com a formacao de anticorpos eritrocitario e associacdes a HLA-Classe |l para
trés combinac¢Bes de anticorpos eritrocitario mais frequentes (anti-C + D, anti-E + ce anti-
E + Cw) em populacdes tchecas. (114

Ao contrario de estudos anteriores,(16122) nossos resultados ndo
mostraram associacdo dos alelos HLA-DRB1 e aloimunizacdo eritrocitaria. Assim,
especulamos que nossos achados podem ser afetados pelo pequeno nimero de nossa
populacao de coorte para analise dos alelos HLA-DRB1, que é altamente polimérfica. No
entanto, outros estudos em outras coortes maiores e prospectivas de pacientes com

SMD podem esclarecer esses achados e elucidar melhor esse mecanismo.
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5 CONCLUSOES

1. Os pacientes portadores de sindrome mielodisplasica, em sua
maioria, sdo dependentes de terapias transfusionais, porém nem todos desenvolveram
aloanticorpos;

2. O fendtipo eritrocitario mais frequente entre os pacientes foi: R1r
(D+C+c+E—e+), K-, Fy(atb+), Jk(at+b+), M+N+S—s+;

3. A frequéncia de aloanticorpos eritrocitarios em pacientes
portadores de SMD foi de 64,3% para 0s que desenvolveram um Unico aloanticorpo e de
35,7% que desenvolveram dois ou mais aloanticorpos. Os principais aloanticorpos
identificados foram contra antigenos anti-C (35,7%), anti-E (32,1%), anti-K (10,7%) e
anti-Dia (10,7%));

4. Houve uma auséncia de associacdo entre a presenca de alelos
HLA-DRB1 especificos associados a aloimunizacéo ou a protecdo ao desenvolvimento
de aloanticorpos eritrocitarios em pacientes portadores de SMD, como o HLA-DRB1 é
altamente polimoérfico;

5. A presenca de gendtipos especificos de IL4-590C/T e IL17A-
197G/A podem promover protecéo a aloimunizagéo e outros genétipos podem ser fator
de susceptibilidade ao desenvolvimento de aloanticorpos;

6. Para sugerir um protocolo de genotipagem para polimorfismos de
interleucinas, como IL4 e IL17A, sera necessario ampliar os estudos, para assim,
estabelecer melhor um perfil de interleucinas que podem conferir fator de protecéo e fator
de propensao a aloimunizacgao eritrocitaria, com o intuito de impactar de forma positiva
nos pacientes politransfundidos e no manejo mais eficiente do estoque de heméacias com
perfis raros gerando uma relacao positivamente benéfica para o paciente e para o servico
transfusional, sugerimos, assim, realizar novas pesquisas com uma populacéo de coorte

maior e prospectiva.
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Abstract

Introduction: Blood transfusion is a vital therapy in the treatment and prevention of some
complications of myelodysplastic syndromes. However, although red blood cell
transfusions improve the study of quality of life in this patient population, their use is
limited due to the frequency of occurrence of alloimmunization, a serious complication in
myelodysplastic syndromes patients that can result in Delayed Hemolytic Transfusion
Reactions. Although several factors have been associated with erythrocyte
alloimmunization, differences in the immune response of alloimmunized and non-
alloimmunized patients are not completely clear. Purpose: This study aimed to
investigate the association of polymorphisms in regulatory regions and in cytokine genes,
and HLA-DRBL1 alleles with erythrocyte alloimmunization in myelodysplastic syndromes
patients in order to find genetic markers of risk for erythrocytic alloimmunization in this
population. Methods: 117 patients diagnosed with MDS patrticipated in the study, being
30 non-polytransfused and non-alloimmunized patients, 59 polytransfused and non-
alloimmunized patients, and 28 polytransfused and alloimmunized patients. Genotyping
was performed for erythrocyte blood group alleles by the Microarray technique, for the
HLA DRB1 alleles by the PCR-SSO technique (One Lambda-Luminex) and for the
polymorphisms IL17F(7488A>G), IL17A-197G>A, IL1B-511C>T, IL10-1082A>G, IL10-
592A>C, IL10-819T>C, TNFA-308G>A, IL6-174C>T, IL4-590C>T, and IL4 intron 3
VNTR by PCR- RFLP, PCR-SSP and real-time PCR. Allelic frequency results were
compared between alloimmunized and non-alloimmunized patient groups. Results:
Regarding the transfusion profile and alloimmunization, 50.4% of the patients were
polytransfused and not alloimmunized, 25.6% were polytransfused and alloimmunized,
and 23.9% were not polytransfused and not alloimmunized. The main alloantibodies
identified were against anti-C (35.7%), anti-E (32.1%), anti-K (10.7%) and anti-Dia
(10.7%) antigens. The IL17A-197G/A polymorphism was shown to be positively
associated with erythrocyte alloimmunization. The A allele and AA genotype were
significantly more frequent in alloimmunized patients compared to the non-alloimmunized
group (A allele: 27.1% versus 46.4%, OR=2.3; p=0.012; AA genotype: 6.8 versus 25%,
OR=6.2; p=0.041). Furthermore, we found a significant association between
alloimmunization for Rh antigens with the IL17A-197A allele and AA genotype, which

were significantly more frequent in alloimmunized (A allele: 27.1% versus 45%, p=0.036;



OR=2 .5; AA genotype: 6.8% versus 30%, p=0.042), the haplotype analysis of C, RP1/C,
RP1 and C, RP1/T, RP2 of IL4 intron 3 and 1L4-590 diplotypes showed a significant
difference between polytransfused and alloimmunized patients compared to non-
alloimmunized polytransfused patients (39.29% versus 67.8%, OR=0.31; p=0.013;
Cl=95% 0.12-0.78). Conclusions: The present work showed no association between
HLA-DRBL1 alleles with risk or protection to erythrocyte alloimmunization; however, the
IL4-590C>T and IL17A-197G>A SNP was associated with the risk of erythrocyte

alloimmunization in Brazilian patients with MDS.

Keywords: Myelodysplastic syndromes; Erythrocyte alloimmunization [not in DeCS];

Polymorphism, genetic; Cytokines; HLA antigens



Apéndice

Tabela 1. Avaliagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg nos trés grupos de interesse
NPNA PNA

PA

(n=30) Valor-p (n=59) Valor-p (n=28) Valor-p

IL4 intron3

RP1/RP1 14 (46,7) a0,414 46 (78,0) a0,116 14 (50,0) a0,072

RP1/RP2 15 (50,0) b 0,374 10 (16,9) b 0,068 14 (50,0) b0,208

RP2/(RP2+RP3) 1(3,3) € 0,278 3(5,1) ¢ 0,026 0 (0,0) c0,141
IL10-592A/C

AJA 7 (23,3) a 0,052 13 (22,0) a0,433 3(10,7) a0,734

AIC 8 (26,7) b 0,046 25 (42,4) b0,426 12 (42,9) b>0,999

c/C 15 (50,0) c 0,014 21 (35,6) c0,284 13(46,4) ¢0,813
IL1B-511C/T

c/C 10 (33,3) a 0,483 18 (30,5) a0,560 12(42,9) a0,953

T/IC 17 (56,7) b 0,442 32 (54,2) b0,435 12 (42,9) b>0,999

TIT 3(10,0) c 0,331 9 (15,3) c0436 4(14,3) c0,678
ILL7TA-197G/A

AJA 1(3,3) a 0,921 4 (6,8) a0,915 7(25,00 a0,724

G/A 11 (36,7) b >0,999 24 (40,7) b>0,999 12(42,9) b0,705

GI/G 18 (60,0) c 0,801 31 (52,5) c0,838 9(32,1) <c0411
ILL7F(7488A/G)

AJA 25 (83,3) a 0,486 50 (84,7) a0,772 22(78,6) a0,724

GIA 5 (16,7) b >0,999 9 (15,3) b>0,999 6(21,4) b>0,999
GIG 0(0,0) c 0,607 0(0,0) ¢ 0,602 0 (0,0) ¢ 0,603
IL10-1082A/G

AIA 12 (40,0) a 0,594 21 (35,6) a0,887 13(46,4) a0,815

AIG 12 (40,0) b 0,458 28 (47,5) b>0,999 11(39,3) b0,677

G/G 6 (20,0) ¢ 0,308 10 (16,9) c0,862 4(14,3) c0,417
TNFA-308G/A

AJA 2(6,7) a 0,381 1(1,7) a 0,977 2(7,2) a 0,066

AIG 6 (20,0) b 0,155 17 (28,8) b>0,999 3(10,7) b0,045

GIG 22 (73,3) ¢ 0,185 41 (69,5) c0,787 23(82,1) c0,011
IL4-590C/T

c/C 15 (50,0) a 0,554 40 (67,8) a0,743 13(46,4) a0,146

CIT 14 (46,7) b 0,391 17 (28,8) b>0,999 15(53,6) b0,075

TIT 1(3,3) ¢ 0,400 2 (3,4) ¢ 0,760 0(0,0) ¢ 0,070
IL6-174C/T

c/C 3(10,0) a 0,862 6 (10,2) a 0,820 1(3,6) a 0,810

CIT 12 (40,0) b >0,999 26 (44,1) b>0,999 10(35,7) b=>0,999

TIT 15 (50,0) c 0,730 27 (45,8) c0,889 17(60,7) <¢0,783
IL10-819T/C

c/C 16 (53,3) a 0,208 27 (45,8) a0,974 14(50,00 a0,843

CIT 9 (30,0) b 0,115 25 (42,4) b0,775 12 (42,9) b>0,999

TIT 5(16,7) c 0,074 7(11,9) c 0,687 2(7,1) € 0,835

Nivel de significAncia corrigido por Bonferroni: 0.05/10 = 0.005. a: valor-p obtido por teste de qui-quadrado
c/corr. de Yates; b: valor-p obtido por teste exato de Fisher; c: valor-p "exato" obtido por simulacdes
bootstrap.



