UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA DE DO
ADOLESCENTE

FREQUENCIA DOS ANTIGENOS E ANTICORPOS
NEUTROFILICOS HUMANOS (HNA) EM DOADORES
E RECEPTORES DE TRANSPLANTE ALOGENICO
DE CELULA TRONCO HEMATOPOIETICA (TCTH) E
SUA CORRELACAO COM DOENCA ENXERTO
CONTRA HOSPEDEIRO (DECH) AGUDA

DISSERTACAO MESTRADO

FABIANA DE SOUZA PEREIRA

Porto Alegre, Brasil

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DA CRIANCA DE DO
ADOLESCENTE

FREQUENCIA DOS ANTIGENOS E ANTICORPOS
NEUTROFILICOS HUMANOS (HNA) EM DOADORES
E RECEPTORES DE TRANSPLANTE ALOGENICO
DE CELULA TRONCO HEMATOPOIETICA (TCTH) E
SUA CORRELACAO COM DOENCA ENXERTO
CONTRA HOSPEDEIRO (DECH) AGUDA

FABIANA DE SOUZA PEREIRA

Orientador: Profa. Dra. Liane Esteves Daudt

A apresentacao desta

dissertacao é exigéncia do Programa

de Pés-Graduacdo em Saude da

Crianca e do Adolescente, da
Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, para obtencao do titulo de Mestre.

Porto Alegre, Brasil

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM

SAUDE DA CRIANCA E DO ADOLESCENTE

ESTA DISSERTACAO / TESE FOI DEFENDIDA PUBLICAMENTE EM:

15/12/2015

E, FOl AVALIADA PELA BANCA EXAMINADORA COMPOSTA POR:

Dr. Gustavo Brandao Fischer

Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Prof? Dra. Témis Maria Félix

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Paulo Roberto Antonacci Carvalho

Universidade Federal do Rio Grande do Sul



CIP - Catalogacao na Publicagao

de Souszma Pereira, Fabiana

FREQUENCIA DOS ANTIGENOS NEUTROFILICOS HUMANOS
(HNA) EM DOADORES E RECEPTORES DE TRANSELANTE
ALOGENICO DE CELULA TRONCO HEMATOPCIETICA (TCTH) E SUA
CORRELACEC COM DOENGA ENXERTO CONTRAE HOSPEDEIRC
(DECH) RGUDA / Fakiana de Sousa Pereira. -- 2015.

77 f.

Orientader: Liane Esteves Daudt.

Digzertagio (Mestrade)] -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa
de Pdz-Graduagdo em Salde da Crianga e do Adolescente,
Porto Alegre, BR-REZ, 2015.

1. Transplante de c£lula trencoe hematopeiética.
2. Antigenc neutrofilice humanc. I. Esteves Daudt,
Liane, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




EPIGRAFE

“Pouco conhecimento faz com que as pessoas se sintam orgulhosas. Muito conhecimento, que

se sintam humildes.”

Leonardo da Vinci



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha familia, especialmente a minha méae, Vera, pelo grande
incentivo, ao meu irm&o, Fernando, por muitas vezes me mostrar o Norte e ao meu marido,

Marcio e meu filho, Arthur pelo seu amor e carinho que sdo indispensaveis.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todos que, de alguma forma, colaboraram com a realizacéo deste

trabalho.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, ao corpo docente e colaboradores do

Programa de Pds-Graduagdo em Saude da Crianca e do Adolescente;

A minha orientadora, Professora Dra Liane Esteves Daudt, pela paciéncia, atencéo,

disponibilidade, competéncia e comprometimento;

Ao Dr. Jorge Neumann, que permitiu que os experimentos fossem realizados no
laboratério de Imunologia de Transplantes da Santa Casa de Porto Alegre;

A FIPE - HCPA pelo auxilio financeiro & pesquisa;

A Heloisa Tarasconi, pela grande colaboracdo na realizacdo dos experimentos, pelo

incentivo e pela amizade;

Aos colegas do laboratério de Imunologia de Transplantes da Santa Casa de Porto

Alegre pela compreensao e apoio;
A Vania Naomi Hirakata, consultora do GPPG, pela analise estatistica deste trabalho;
A Liselena Carvalho, enfermeira do 5° Sul, pela colaborac&o na coleta dos pacientes;

Aos médicos do Servico de Hematologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,

especialmente & Dra. Alessandra Paz, pela colaboracéo na coleta das amostras dos doadores;

Aos pacientes, doadores e seus familiares que, apesar do breve contato, me ensinaram

licBes de coragem, resignacao, amor, paciéncia e humildade;

E a minha mée, irmdos, marido e filho que sempre me deram apoio, incentivo e carinho.



RESUMO

Background e objetivo. A reconstituicdo celular hematopoiética com o transplante de células
tronco hematopoiéticas (TCTH) alogénicas é um método de tratamento estabelecido para uma
variedade de doencas hematoldgicas, oncoldgicas e imunoldgicas. Entretanto, TCTH esta
associado a consideravel morbimortalidade devido a fatores como recidiva da doenca de base,
grau de compatibilidade HLA, tipo de regime de condicionamento e infec¢Bes durante o periodo
de neutropenia. Este estudo investigou a associagdo entre o aloantigenoneutrofilico humano
(HNA) e o dia de pega, a ocorréncia de DECH aguda e TRM em pacientes que foram
submetidos a transplante de células tronco hematopoiéticas alogénico.

Tipo de estudo e local. Estudo de coorte prospectivo realizado no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

Métodos. Avaliamos 27 pacientes transplantados entre maio de 2013 e abril de 2014 e seus
respectivos doadores. A tipagem HNA foi realizada, nas amostras dos doadores, por PCR-SSP
e os anticorpos anti-HNA foram detectados nos pacientes utilizando o kit LABSCREEN
MULTI (LSMUTR — One Lambda).

Resultados. A idade variou entre 1 a 63 anos, com uma média de 20,4 + 17,5 anos. Dezenove
pacientes eram pediatricos (<21 anos) com média de idade de 10,05 £ 6,4 anos e entre 0s
pacientes adultos a meédia foi 42,2 £ 12,6 anos. Houve um discreto predominio do sexo
masculino 16 (59,3%). As leucemias agudas foram frequentes em 19 (70,4%) dos pacientes,
outras doencas oncohematoldgicas malignas (Linfoma Hodgkin e Linfoma ndo Hodgkin)
estiveram em 3 (11,1%) e as ndo malignas (sindrome mielodisplésica, osteopetrose,
hemoglobindria paroxicistica noturna, aplasia e doenga granulomatosa) estiveram em 6 (22,2%)
dos casos. A maioria dos pacientes 19 (70,4%), apresentavam a doenca ha menos de 12 meses

na época do transplante e 24 (88,9%) deles foram totalmente compativel com seus doadores



qguanto ao sistema HLA. O regime de condicionamento mieloablativo foi utilizado em 16
(59,2%) dos pacientes e a profilaxia padrdo para DECH (ciclosporina e metotrexate) foi
utilizada em 15 (55,5%) dos pacientes. O dia de pega teve uma mediana de 19 e minimo e
méaximo de 15 e 30, respectivamente. Quatro pacientes (14,8%) tiveram Obito antes da pega.
Aproximadamente 63% (17 pacientes) apresentaram DECH aguda (em todos os estagios) e a
taxa de mortalidade (TRM) foi de aproximadamente 44% dos casos (12 pacientes). Os pacientes
que receberam TCTH de um doador aparentado tiveram TRM de aproximadamente 41% (7
pacientes) e os que receberam de um doador ndo aparentado foi de aproximadamente 45% (5
pacientes). A frequéncia dos antigenos HNA detectados nos doadores foi de 46,4% HNA-1a,
89,3% HNA-1b, 3,6% HNA-1c, 96,4% HNA-3a, 32,1% HNA-3b, 96,4% HNA-4a, 21,4%
HNA-4b, 85,7% HNA-5a e 71,4% HNA-5b. A frequéncia dos anticorpos anti-HNAla, anti-
HNALLb, anti-HNALc e anti-HNA2 no DO foram respectivamente 46,4%, 42,9%, 42,9% e
53,6%. A associacdo entre a tipagem HNA dos doadores e anticorpos anti-HNAdos receptores

com dia da pega, DECH aguda e TRM n&o mostrou correlacao estatisticamente significativa.

Concluséo. A frequéncia de HNA encontradanos doadores esta de acordo com o descrito pela
literatura. Contudo, a frequéncia dos anticorpos anti-HNAs foi bastante alta na populacdo do
estudo, embora a maioria apresentasse doenca ha menos de 12 meses até o transplante. Apesar
de ndo encontrarmos uma correla¢do, novos estudos sdo necessarios para melhor avaliar o papel

do HNA no desfecho do TCTH.

Palavras chave. Transplante de células-tronco hematopoiéticas. Doenga enxerto-hospedeiro

aguda. Aloantigeno neutrofilico humano.



ABSTRACT

Background and purpose. Hematopoietic cellular reconstruction with allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is an established method of treatment for a
variety of hematological, oncologic and immunologic diseases. However, HSCT is associated
with considerable morbidity and mortality due to recurrence of underlying disease, incomplete
HLA compatibility, type of conditioning regimen and infection during the unavoidable period
of neutropenia. This study investigates a surrogate cause of morbidity: compatibility of Human
Neutrophil Antigens (HNA) between donors and receivers and its association with day of
engraftment, incidence of acute graft versus host disease (GVHD) and total rate of mortality
(TRM) in patients who underwent allogeneic HSCT.

Type of study and location. Prospective cohort study carried out at the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), Brazil.

Methods. We have studied 27 patients who underwent HSCT between May, 2013 and April,
2014, and their respective donors. HNA typing in the donors was performed by PCR-SSP (One
Lambda) and anti-HNA antibodies in receivers were detected using the LABSCREEN MULTI
kit (LSMUTR-One Lambda).

Results. The age ranged from 1 to 63 years, with an average of 20.4 £ 17.5 years. Nineteen
were pediatric patients (<21 years) with an average age of 10.05 + 6.4 years, and among adult
patients the average was 42.2 + 12.6 years. There was a discreet male prevalence, 16 (59,3%).
The acute leukemias were frequent in 19 (70,3%) of patients, other malignant onco-
hematological diseases (Hodgkin Lymphoma and non-Hodgkin's Lymphoma) in 3 (11,1%) and
non-malignant  (myelodysplastic ~ syndrome,  osteopetrosis, paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria, aplasia and granulomatous disease) in 6 (22,2%). Nineteen (70,3%) of the

patients, had the disease for less than 12 months at the time of the transplant and 24 (88,9%)



were fully HLA compatible with their donors. Myeloablative conditioning regimen was used
in 16 (59,3%) of the patients and the standard prophylaxis for GVHD (cyclosporine and
methotrexate) was used in 15 (55,5%) of the patients. The day of engraftment had a median of
19 and minimum and maximum of 15 and 30, respectively. Four patients (14,8%) died before
the engraftment. Approximately 17 patients (63%) showed acute GVHD (in all stages) and the
total rate of mortality (TRM) was approximately 44% of the cases (12 patients). Patients who
received HSCT from a related donor had TRM of approximately 41% (7 patients) and those
who have received an unrelated donor was approximately 45% (5 patients). The frequency of
HNA antigens detected in donors was 46,4% HNA-1a, 89,3% HNA-1b, 3,6% HNA-1c, 96,4%
HNA-3a, 32,1% HNA-3b, 96,4% HNA-4a, 21,4% HNA-4b, 85,7% HNA-5a and 71,4% HNA-
5b. The frequency of antibodies anti-HNA1a, anti-HNA1b, anti-HNALc and anti-HNA2 at DO
were respectively 46,4%, 42,9%, 42,9% and 53,6%. The association between the HNA donor
typing and anti-HNA antibodies of receivers with day of the engraftment, acute GVHD and

TRM showed no statistically significant correlation.

Conclusion. The HNA frequency found in our donors was close to the described in the
literature. The frequency of anti-HNAs antibodies, however, was quite high in our study
population; although the majority presented the disease for less than 12 months before the
transplant.

The association between HNA donor typing and anti-HNA antibodies of patients with day of
engraftment, acute GVHD incidence and TRM showed no statistically significant correlation.
As the number of cases was small, further studies with higher numbers and with
antigen/antibodies assayed in both sides of transplantation pairs, are needed to better assess the
role of the HNAs on the outcome of HSCT.

Key words. Hematopoietic stem cell transplantation. Transplant-related mortality. Graft versus

host disease. Human neutrophil alloantigens.
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1 INTRODUCAO

Transplante de medula 6ssea (TMO) é a infusdo de células tronco do sistema
hematopoiético provenientes de um doador ou do proprio paciente. Essas células tém a
capacidade de se replicar e de dar origem a todas as células sanguineas maduras(SEBER,

CASTRO JR. e DAUDT, 2007).

O termo “transplante de medula 6ssea” (TMO) tem progressivamente sido substituido
por outros como “transplante de cé€lulas tronco” ou “transplante de células hematopoiéticas”. A
razdo para esta mudanca tem sido o progressivo uso de células tronco hematopoéticas obtidas
de outras fontes como o sangue periférico ou sangue de cordao umbilical (GRATWOHL et al.,

2002).

O transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) fornece terapia curativa para
uma variedade de doencas (SAVANI e MOHTY, 2014) que podem ser tratadas em suas varias
modalidades: singénico, autélogo ou alogénico; de medula éssea, de sangue periférico ou de
corddo umbilical; de doadores aparentados ou ndo relacionados, imunogeneticamente
compativeis (HLA idéntico) ou incompativeis, manipulados (com deplecéo de células T ou
neoplésicas) ou néo, utilizando regimes de condicionamento mieloablativos ou de intensidade

reduzida (PATON, COUTINHO e VOLTARELLLI, 2000).

O principal obstaculo para o sucesso do transplante alogénico de medula 6ssea tem sido
a falta de doador compativel adequado (SAVANI e MOHTY, 2014). As opgdes para doadores
alogénicos sao membros da familia que tenham antigeno leucocitario humano (HLA) idéntico
ou que tenham um Unico antigeno HLA incompativel com o paciente; individuos néo

relacionados que tenham HLA compativel ou um antigeno incompativel com o paciente;
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membros da familia que sejam haploidénticos (50% de compatibilidade HLA) com o paciente

(SANDERS, 1997).

A gravidade das reacdes de alorreatividade, mediadas pelos antigenos HLA,
praticamente restringiu, durante muitos anos, os TCTH a pares doador-receptor oriundos da
mesma familia, com identidade HLA. A ocorréncia de significativa frequéncia da doenca do
enxerto contra hospedeiro (DECH), aguda ou cronica, e, em certas circunstancias, de rejeicdo
do enxerto, em TCTH HLA-idéntico, revelou a importancia de um conjunto de antigenos ndo-
HLA, denominados antigenos secundarios de histocompatibilidade (minor histocompatibility

antigens, mHA) (MULLIGHAN e BARDY, 2007).

Os aloantigenos de neutrofilos humanos (HNA) estdo associados a varias condi¢des
clinicas como neutropenia imune neonatal, lesdo pulmonar aguda relacionada a transfusao
(TRALLI), refratariedade a transfusdo de granuldcitos, reacdotransfusional febril, neutropenia
imune apds transplante de medula 6ssea, neutropenia auto-imune e neutropenia imune induzida
por drogas (BUX, 2008). A identificacdo de antigenos e anticorpos neutrofilicos é relevante

para o diagnostico destes distirbios (MORITZ et al., 2009).

O presente trabalho tem como objetivo estudar a associacdo do genétipo HNA do doador
e a presenca de anticorpo anti-HNA do receptor com o tempo de pega, 0 desenvolvimento de
DECH aguda e mortalidade associada ao procedimento até o 100° (centésimo) dia apos a

infusdo de células tronco hematopoiéticas (D +100).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,

sob o niimero 130199.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS TRONCO HEMATOPOETICAS

(TCTH).

O desenvolvimento do transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH), nas
ultimas décadas, permitiu o tratamento de doencas que, antes, eram invariavelmente fatais

(PATON, COUTINHO e VOLTARELLI, 2000).

2.1.1 Historico

Em 1959 o pesquisador francés Georges Mathé restaurou com sucesso a hematopoese
em seis adultos luguslavos vitimas de um acidente de radiacdo e, entdo, o primeiro TCTH
parcialmente bem sucedido ocorreu. O TCTH tornou-se uma terapia reconhecida para outras
formas de faléncia medular, e em 1968, ocorreu o primeiro transplante de medula 6ssea bem
sucedido no mundo, feito em uma crianga com sindrome da imunodeficiéncia combinada grave
(BENDORF e KERRIDGE, 2011). A importancia dessa abordagem terapéutica e de sua
investigacao clinica foi reconhecida com a atribui¢do do prémio Nobel de Medicina, em 1990,
ao Dr. E. Donnall Thomas, de Seattle, EUA, um dos pioneiros da introdu¢do do TMO na espécie
humana (PATON, COUTINHO e VOLTARELLI, 2000). Apds continuas melhorias, o
transplante alogénico de células tronco de um irmao HLA compativel tem sido o tratamento
de escolha para vérias doencas malignas e ndo malignas e é agora considerada a melhor opcéo

terapéutica para muitas outras (GRATWOHL et al., 2002). A sua indicacdo sera sempre correta
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se a sobrevida global e qualidade de vida forem significativamente melhores com o transplante

do que com o tratamento convencional, em geral quimioterapico (SEBER, 2009).

2.1.2 Modalidades de transplantes

Os transplantes alogénicos podem ser categorizados de acordo com:

I.  Arelacdo de parentesco entre o doador e o receptor
e Singénico (gémeo idéntico)
e Relacionado (aparentado)
e NA&o relacionado (ndo aparentado)
Il. O regime de condicionamento
e Mieloablativo (usado para destruir a medula 6ssea do receptor)
¢ N&o mieloablativo (ou condicionamento de intensidade reduzida - RIC)
1. O grau de compatibilidade imunolégica (HLA) entre doador e receptor
e HLA compativel
e HLA ndo compativel

e Haplo idéntico (compartilham o mesmo haplétipo) (BENDORF e KERRIDGE,

2011).

No TCTH singénico a identidade antigénica entre doador e receptor é absoluta e ndo se
produz portanto, nenhuma complicacdo imunoldgica (AZEVEDO e RIBEIRO, 2000). Para
pacientes que ndo possuem um irmdo gémeo, um irmdo HLA compativel é a melhor escolha
para o transplante de medula 6ssea alogénico. Mas, na falta de um doador compativel, existe a

possibilidade de se encontrar um doador ndo relacionado HLA compativel ou um doador
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relacionado que seja parcialmente compativel com o receptor (ARMITAGE, 1994). Doadores
parcialmente compativeis (mismatch) tém, em geral, um a dois antigenos HLA distintos

(SEBER, CASTRO JR. e DAUDT, 2007).

Para muitos pacientes, encontrar um doador adequado para um TCTH alogénico € o
principal desafio, e frequentemente um doador nao relacionado compativel ndo € identificado
em tempo de beneficiar o paciente. O uso de sangue de cordao é uma alternativa viavel para
pacientes que necessitam com urgéncia um doador nao relacionado para TCTH. Outra
alternativa é encontrar um doador com somente um haplétipo HLA idéntico, geralmente um

dos pais, irméo ou filho (DEVETTEN e ARMITAGE, 2007).

2.1.3 Fontes de células

As fontes de células progenitoras hematopoéticas, atualmente utilizadas para
transplante, sdo a medula 6ssea (MO), as células progenitoras de sangue periférico (CPSP) ou
0 sangue do corddao umbilical e placentario (SCUP) de um doador aparentado ou néo
(ANASETTI et al., 1994; BENSINGER et al., 1995; BOUZAS, 2000). A medula dssea
alogénica e o sangue de cordao umbilical e placentario, geralmente, sdo usados para pacientes
com malignidades hematologicas (BENSINGER et al., 1994; SANDERS, 1997; BOUZAS,

2000).

A compatibilidade HLA necessaria para 0 SCUP é menos rigorosa, como a incidéncia
da (DECH) aguda e crénica quando comparada com o transplante de medula éssea (ROCHA
et al., 2000; DEVETTEN e ARMITAGE, 2007). A razdo para a diminui¢do da incidéncia de
DECH, é provavelmente, devido as células tronco hematopoiéticas derivadas do sangue de

cordao serem mais imunologicamente “naive” (ingénuas) quando comparadas com as células
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derivadas da medula 6ssea (DEVETTEN e ARMITAGE, 2007). Entretanto, 0 SCUP possui
aproximadamente um log a menos de células progenitoras hematopoiéticas do que as outras
fontes (GREWAL et al., 2003; RODRIGUES et al., 2010). O uso dessa fonte de céluas tronco
hematopoiéticas (CTH) esta associado a maior risco de falha de enxertia e maior lentiddo na
reconstituicdo hematopoiética e imune, com consequente maior periodo de neutropenia, maior
necessidade de suporte transfusional, e maior duracdo da hospitalizacdo (CORNETTA et al.,

2005; KERNAN et al., 2006; RODRIGUES et al., 2010).

As células progenitoras de sangue periférico sdo coletadas de doadores saudaveis, apos
a mobilizacdo com fatores de crescimento, e usadas como alternativa para substituir a medula
0ssea nos transplantes alogénicos, (AZEVEDO e RIBEIRO, 2000; CHAMPLIN et al., 2000) e
levam a recuperacdo medular mais rapida, quando comparadas com a MO (AZEVEDO et al.,
1995; AZEVEDO e RIBEIRO, 2000; CHAMPLIN et al., 2000). A recuperacdo medular mais
rapida é creditada ao maior numero de células tronco (CD34+) existentes nas CPSPs

(AZEVEDO e RIBEIRO, 2000).

Mais recentemente, ha a tendéncia para uma maior incidéncia de DECH crbnica em
pacientes submetidos a transplantes alogénicos com CPSPs quando comparados a pacientes

transplantados de M.O (ARAI e VOGELSANG, 2000).

Em algumas situacdes, as células tronco podem ser manipuladas, como para a deplecéo
de linfocitos T. Os linfocitos T dodoador sdo capazes de reconhecer o receptor como estranho
e atacé-lo. Essa reacéo recebe o nome de doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH). A
retirada dos linfocitos antes do transplante preveniria a DECH, mas o procedimento é muito
caro e ndo disponivel no Brasil. Além disso, a deplecdo de linfécitos T esta associada a maior

chance de recidiva da doenca do paciente (SEBER, CASTRO JR. e DAUDT, 2007).
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2.1.4 Triagem do doador

A selecdo do doador com grau adequado de compatibilidade representa uma das
estratégias essenciais para o sucesso do TCTH. Dentre os fatores genéticos que exercem maior
influéncia no resultado desses transplantes estdo os genes do sistema HLA, caracterizados por
extenso polimorfismo. O reconhecimento da acdo fundamental da alogenicidade das moléculas
HLA na evolucdo pos transplante levou a necessidade de identificagdo das variantes alélicas

dos genes HLA, no paciente e nos seus potenciais doadores (PEREIRA et al., 2010).

Tem sido dada preferéncia para o doador com consanguinidade alélica 8x8 (A, B, C,
DRB1). Na presenca de incompatibilidade em classe | sugere-se a busca de doador com
compatibilidade DQB1 (9x10). J& as incompatibilidades dos locus DPB1 ndo constituem
critério de exclusdo de doador, exceto quando existir presenca de anticorpo contra o locus HLA-

DP do receptor (PEREIRA et al., 2010).

A faléncia de enxertia no transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas
(TCTH) pode ser mediada por células T e NK do hospedeiro contra o doador ou por
aloanticorpos doador especifico (DSA). A producdo de anticorpos HLA ¢ influenciada por
varios fatores: sensibilizacdo prévia (gestacdo, transfusdo e transplantes prévios), nivel de
incompatibilidades HLA entre doador e receptor, perfil imune e doenca original (TORRES et

al., 2010).

De todas as fontes de células potenciais para o TCTH alogénico, o doador HLA
aparentado totalmente compativel continua contribuindo para as melhores taxas de sobrevida

global e livre de progressédo (SYMONS e FUCHS, 2008).
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Nos casos de doadores parcialmente compativeis, 0 HLA do doador apresentara alguns
locos diferentes do paciente. No caso do haploidéntico, o doador tem o haplétipo (50%)

compativel com o receptor (SZYDLO et al., 1997).

2.1.5 Regimes de condicionamento

Os regimes de condicionamento para o transplante de medula 6ssea alogénico devem
imunossuprimir adequadamente o receptor para evitar a rejeicdo das células da medula do
doador, devem destruir as células progenitoras malignas ou defeituosas, juntamente com

progenitores hematopoiéticos normais, e causar pouca toxicidade (COPELAN, 1992).

A imunoablacdo é ampla, profunda e prolongada, o que, junto com a
mieloablacdo, produz pancitopeniahematopoética e imunocitopenia e acarreta infecgdes
oportunistas frequentes e graves, que comprometem seriamente o resultado dos transplantes
(VOLTARELLI e STRACIERI, 2000). Sem a infusdo de células tronco hematopoéticas, este
tratamento levaria & morte por dano irreversivel & medula 6ssea (SEBER, CASTRO JR. e

DAUDT, 2007).

Os regimes de intensidade reduzida (RIC) - ndo mieloablativo ou minitransplante - sdo
baseados na tentativa de evitar a alta morbidade e mortalidade associadas com o
condicionamento padrdo em pacientes com idade avancada ou comorbidades. Ele também pode
usar o potencial de infusdo de linfécitos do doador (DLI) para a mudanga de quimerismo misto
para quimerismo completo. O objetivo do RIC néo ¢ a erradicagdo do tumor ou a destruicéo da
hematopoese do receptor pela terapia citotoxica mas via imune mediada. O efeito do enxerto
contra tumor € baseado em varios componentes: condicionamento inicial, composi¢do do

enxerto, prevencdo da rejeicdo pos transplante e o uso de DLI em caso de quimerismo misto
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em tempos especificos. O impacto na DECH e complicacbes infecciosas € menor e esta
associado com um aumento no risco de recaida pos transplante (GRATWOHL e CARRERAS,

2012).

2.1.6 Reconstituicdo imunoldgica

A recuperacdo funcional dos linfécitos e das células imunes efetoras ocorre
gradualmente, podendo demorar um ano ou mais para o receptor desenvolver uma imunidade
celular e humoral adequada (REIS e VISENTAINER, 2004).Esta recuperacdo é dependente de
fatores que envolvem a idade do receptor, a patologia inicial, as diferencas no Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) e em antigenos de hispocompatibilidade
secundarios, a deplecdo das células T, a terapia de condicionamento e prevencao da DECH, as
complicacdes pds- transplante tanto na DECH aguda como crdnica, bem como a recaida de
doencas e estados infecciosos prévios ao transplante. Esta deficiéncia imune que persiste por
anos em pacientes que recebem o TCTH alogénico € uma das principais causas de morbidade
e mortalidade (ATKINSON et al., 1990; OCHS et al., 1995). Embora o reaparecimento de
neutrofilos e plaquetas seja considerado o ponto inicial da recuperacdo hematoldgica, apos
intensa quimio e/ou radioterapia e o transplante de medula, a reconstitui¢cdo imunolégica é um
componente essencial desta etapa para o sucesso do transplante, (MILLER et al., 1999;
RAAPHORST, 1999; SPANGRUDE e COOPER, 2000; REIS e VISENTAINER, 2004) a qual
tem papel essencial na defesa contra agentes patogénicos. (ATKINSON et al., 1982,

PARKMAN e WEINBERG, 1997).

Os neutrofilos presentes no inoculo do doador tém um pequeno impacto no nimero de

células circulantes no receptor, embora, linfécitos maduros presentes no enxerto tenham
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demonstrado contribuir funcionalmente para a imunidade do receptor no periodo poés-

transplante (WITHERSPOON et al., 1986; REIS e VISENTAINER, 2004)

No geral, o padrdo de reconstituicdo imune em pacientes submetidos ao TCTH
alogénico é o surgimento de células T CD4+CD4RO+ (subpopulac@es de linfécitos T CD4+
associadas com a memdria) nos primeiros dias apos o transplante; a inversdo da razdo
CD4+CD8+ nos dias que se seguem; e, a rapida normalizacdo da contagem de células NK
(CD16+CD56+). Com relacdo a producéo de anticorpos, a ativacao, proliferacdo e secrecdo de
IgM gradualmente retorna ao normal. A Unica anormalidade que persiste por mais de um ano
apos o transplante é a producéo insuficiente de IgG e IgA. No entanto, algumas complicacdes
que ocorrem apds o transplante podem interferir na recuperacdo imunolégica do receptor,

aumentando este tempo para trés anos ou mais (REIS e VISENTAINER, 2004).

Usualmente, as contagens de leucocitos caem abaixo de 100 células/mm? por volta do
D+4, dependendo do tipo de condicionamento utilizado e da doenca de base (REIS e
VISENTAINER, 2004). Considera-se que a medula infundida pegou, ou que houve enxertia,
quando o paciente mantém mais de 500 granuldcitos/mm? por trés dias consecutivos, o que
ocorre geralmente entre os dias +10 e +20 (SEBER, CASTRO JR. e DAUDT, 2007). A
recuperacdo da funcdo medular € influenciada por outros fatores como o tipo de transplante,

numero de células infundidas e infec¢bes (VOLTARELLI e STRACIERI, 2000).

2.1.7 Complicacdes relacionadas ao TCTH

Além do problema da grave e prolongada imunossupressao, o transplante de medula

0Ossea esta associado com vérias outras complicacGes. Estas incluem condi¢des que ndo foram
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previamente reconhecidas e outras que, em associacdo com o transplante de medula 0ssea,

fornece novas percepcdes sobre doencas previamente conhecidas (ARMITAGE, 1994).

As complicac@es decorrentes do periodo de aplasia s&o as infeccGes, 0s sangramentos e
a anemia. Hemoderivados e terapéutica antimicrobiana sdo utilizados até a recuperacao

hematologica (PATON, COUTINHO e VOLTARELLLI, 2000).

A mucosite ocorre em praticamente todos os pacientes transplantados, acometendo o
trato gastrintestinal, variando desde uma hiperemia da mucosa até ulcera¢des provocadas pelo
regime de condicionamento, é caracterizada pela presenca de dor, inicialmente desencadeada
pela degluticdo, frequentemente requerendo o uso de analgésicos opidides (PATON,

COUTINHO e VOLTARELLLI, 2000).

Nauseas, vomitos e diarreia sdo complicacdes frequentes durante e apds a
quimioterapia de condicionamento. Vémitos tardios podem estar associados a DECH ou

infeccOes por CMV (ARAI e VOGELSANG, 2000).

Cistite hemorragica causada por toxicidade de drogas urotoxicas, tanto no regime de
condicionamento, quanto no suporte pos transplante ou infec¢des virais (CARRERAS, 2012).
Pode ser causada também por infecc¢des virais do trato urinario, especialmente as causadas pelo
Adenovirus e pelos poliomavirus (virus BK e JC) e, menos frequentemente, pelo CMV

(PATON, COUTINHO e VOLTARELLI, 2000).

Doenga venoclusivahepética (VOD) é o termo usado para designar 0s sinais e sintomas
gue aparecem logo apds o TCTH como consequente toxicidade hepatica relacionada ao regime
de condicionamento (CARRERAS, 2012). Se caracteriza por hepatomegalia ou dor na regido
do hipocdndrio direito, ganho de peso sem causas aparentes e hiperbilirrubinemia (PATON,

COUTINHO e VOLTARELLLI, 2000).
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Complicagbes pulmonares caracterizadas por febre, infiltrados pulmonares, hipoxia,
desconforto respiratorio e por hemorragia alveolar difusa de etiologia desconhecida

(ARMITAGE, 1994).

A toxicidade cardiaca esta associada, principalmente, ao uso de altas doses de
ciclofosfamida que podem provocar arritmias, pericardite hemorragica e até insuficiéncia

cardiaca congestiva (PATON, COUTINHO e VOLTARELLLI, 2000).

A doenca do enxerto contra hospedeiro (DECH) agudapermanece, direta ou
indiretamente, a principal causa de mortalidade a curto prazo (até D+100) ap6s TCTH alogénico

(ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2011).

A DECH ¢ causada pela reacao de células T maduras enxertadas no indculo da medula
com aloantigenos do receptor. Ela ocorre quando o receptor € imunocomprometido e, portanto,
incapaz de rejeitar as células alogénicas no enxerto. Na maioria dos casos, a reacdo ¢ dirigida
contra antigenos de histocompatibilidade menores do receptor porque o transplante de medula
Ossea, geralmente, ndo é realizado quando o doador e o receptor tém diferencas em suas

moléculas do MHC (ABBAS, LICHTMAN e PILLALI, 2011).

Varios critérios sao tradicionalmente necessarios para diagnosticar DECH aguda:

e O enxerto deve conter células imunologicamente competentes;

e O receptor deve possuir antigenos que ndo estdo presentes no doador do enxerto
para que ele pareca estranho ao enxerto, e portanto, estimular antigenicamente
células imunologicamente ativas do enxerto;

e O receptor deve ser incapaz de montar uma reacdo imunoldgica eficaz contra o

enxerto (AZEVEDO, 2010).

A patologia da DECH aguda tem sido atribuida a um processo de trés fases,

compreendido pelo dano tecidual inicial causado pelo regime de condicionamento que, por sua
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vez, leva a ativacdo das células apresentadoras de antigenos do receptor e ativacdo e

proliferacdo das células T do doador (fase aferente) e a liberacdo de citocinas inflamatdrias,

como a interleucina 1 e fator de necrose tecidual (TNFa) que eventualmente produz necrose do

tecido (fase eferente). A acdo deste processo patogénico na inducdo de DECH aguda €

modulado, em parte, pela presenca de celulas capazes de inibir respostas imunes,

principalmente células T-reguladoras (T-regs) (APPERLEY e MASSZI, 2012).

A DECH aguda € o resultado de um efeito aloimune (APPERLEY e MASSZI, 2012).

Similar a todas as respostas imunes, certos gatilhos sdo criticos para a inducdo de DECH aguda

(PACZESNYet al., 2010). Estes incluem:

A incidéncia aumenta com doadores ndo aparentados quando comparada com
doadores aparentados (AZEVEDO, 2010);

Com a crescente disparidade HLA, a incidéncia e a severidade aumentam
(AZEVEDO, 2010);

Idade avancada do paciente (APPERLEY e MASSZI, 2012);

Diferenca de sexo, o uso de doadoras femininas para receptores masculinos
(AZEVEDO, 2010);

Aloimunizacao prévia do doador, incluindo gestaces (ARAI e VOGELSANG,
2000; DHIR, SLATTER e SKINNER, 2014);

ApoOs a quimioterapia em altas doses, os niveis circulantes de citocinas
aumentam. Essas citocinas sao capazes de aumentar a capacidade do enxerto de
reconhecer e reagir contra antigenos dos receptores (AZEVEDO, 2010);

Danos causados pela doencga de base (PACZESNY et al., 2010);

Regimes de condicionamento incluindo irradiacdo corporal total (TBI) estdo
associados com um aumento na incidéncia e gravidade da DECH aguda em

comparagdo com quimioterapia isoladamente (AZEVEDO, 2010);
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¢ Profilaxia da DECH com Ciclosporina e altas doses de células CD34+ aumentam

o risco de DECH aguda (ARAI e VOGELSANG, 2000).

A DECH ocorre nos primeiros trés meses que se seguem ao TCTH, frequentemente
entre o sétimo e o vigésimo primeiro dia. Os principais 6rgdos acometidos sdo o sistema imune,
pele, figado, trato gastrointestinal e pulmdes (GLUCKSBE et al., 1994). As manifestacdes
cutaneas sdo em geral o primeiro sinal, caracterizadas por eritema nas palmas e plantas,
precedido comumente por sensacdo de queimacdo ou prurido. Com a progresséo da doenga,
exantema maculopapular envolve torax, pesco¢o, bochechas e coloragdo violacea das orelhas
(GLUCKSBE et al., 1974; SILVA, BOUZAS e FILGUEIRA, 2005). Acometimento mucoso é
dificilmente distinguivel da mucosite induzida pela quiomioterapia (DEEG e STORB, 1984;
SILVA, BOUZAS e FILGUEIRA, 2005). O estadiamento clinico da DECH aguda pode ser

caracterizado de acordo com a tabela 1.

A DECH pode ser graduada de acordo com a gravidade e o progndstico esta relacionado
com a graduacdo clinica (PRZEPIORKA et al., 1995). A ckassificacdo clinica da DECH aguda

pode ser caracterizada pela tabela 2



Tabela 1 - Estadiamento clinico da DECH aguda

Figado (nivel de

Estagio Achados cutaneos bilirrubina em Intestinal
mg/dL)
Diarréia 500-1000
Exantema .
mL/d persistente ou
maculopapular em .
+ < 25% da 2-3 nauseas
. < 15mL/Kg/d
superficie corporal :
(criancgas)
Exantema Diarreia 1000-1500
4 maculopapular em 3.6 mL/dia
25%-50% da > 15mL/Kg/d
superficie corporal (criancas)
Diarreia > 1500
Eritrodermia mL/dia
T generalizada 6-15 > 20mL/Kg/d
(criancas)
Dor com ou sem
Descamacoes e obstrucéo
s bolhas >15 > 20mL/Kg/d
(criancas)
Fonte: modificado de (AZEVEDO, 2010)
Tabela 2 - Classificacado clinica da DECH aguda
Grau/estagio Pele Figado Intestino D'Stwblo
funcional
0 (nenhum) 0 0 0 0
I (leve) +a++ 0 0 0
Il (moderado) tat+++ + + +
I11 (grave) ++a+++ ++a+++ ++a+++ ++
IV(comrisco ++a++++ ++a++++  ++at++++ +++
de vida)

Fonte: modificado de(AZEVEDO, 2010)
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A profilaxia é feita com drogas imunossupressoras como Ciclosporina, Metotrexate e
Tacrolimus. Usualmente a DECH grau | ndo € tratada. Doencas grau Il a 11l sdo tratadas com
associacdo de metil-prednisolona. Em caso de doenca grave pode-se utilizar

Micofenolatomofetil e Anti — timoglobulina (PETERS et al., 2000).

A DECH aguda graus Il — IV tem um prognostico extremamente pobre apesar da
intervencdo terapéutica e consequentemente esforcos consideraveis sdo feitos para tentar

prevenir sua ocorréncia (APPERLEY e MASSZI, 2012).

Um dos principais beneficios do transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH)
é a inducdo do efeito enxerto contra leucemia (GVL — graft versus leucemia) ou enxerto contra
tumor (GVT — graft versus tumor) (MORECKI et al, 2009). Este é um importante mecanismo
terapéutico do TCTH alogénico o qual € mediado, principalmente, por células NK e T

alorreativas (SUZUKI et al., 2008).

A DECH cronica ocorre trés meses ou mais apds o transplante, resultante de DECH
aguda ativa (forma progressiva), apés intervalo livre de doenca (forma quiescente) ou sem
DECH aguda prévia (forma de novo). Quanto a extenséo € classificada como localizada, quando
sO pele e/ou envolvimento hepatico estdo presentes, e como extensa, quando outros 6rgaos estao

envolvidos (SILVA, BOUZAS e FILGUEIRA, 2005).

2.2 ALOANTIGENO NEUTROFILICO HUMANO (HNA)

Desde o inicio do século XX, pesquisadores tém observado que o soro de alguns
pacientes causava aglutinacao de leucdcitos de outros individuos. Anticorpos anti-granulécitos

tém sido detectados no soro de pessoas politransfundidas, mulheres apos gravidez, pacientes



30

com neutropenia, pacientes com reacao transfusional febril e no sangue de doadores que causou

reacao de transfusdo pulmonar no receptor (BUX, 2008; MORITZ et al., 2009).

Aloantigenos neutrofilicos humanos (HNAs) sdo moléculas de superficie de neutrdfilos,
polimérficas e imunogénicas e determinadas geneticamente. Embora estes ‘grupos sanguineos’
sejam restritos principalmente aos neutrofilos, alguns sdo também expressos em outras celulas.
Individuos podem desenvolver anticorpos anti-HNA se seu sistema imune entrar em contato
com um HNA externo (durante gravidez ou transfuséo). Anticorpos anti-HNA estéo envolvidos
em uma diversidade de doencas aloimunes e autoimunes, por exemplo, neutropenia alo e
autoimune, reacdo transfusional febril e lesdo pulmonar aguda relacionada a transfusdo

(TRALI) (tabela 3) (MUSCHTER, BERTHOLD e GREINACHER, 2011).

Anticorpos contra HNA e HLA classe | (HLA classe Il raramente sdo expressos em
neutréfilos) podem causar TRALI (REIL et al.,, 2008; VELDHUISEN et al., 2014).
Aloanticorpos maternos da classe IgG contra HNA podem atravessar a placenta e causar
neutropenia aloimune fetal/neonatal (NAIN) (VELDHUISEN et al., 2014). Além disso,
autoanticorpos contra neutréfilos causando neutropenia autoimune (em criangas pequenas
conhecida como neutropenia benigna da infancia) sao frequentemente dirigidos contra FcyRIIIb
ou os antigenos HNA-1 localizados neste receptor (BUX et al., 1992; BRUIN et al., 2005;

VELDHUISEN et al., 2014).

Os antigenos neutrofilicos humanos (HNASs) séo subdivididos em cinco sistemas (HNA-

1 a HNA-5). Onze antigenos foram descritos ate agora (VELDHUISEN et al., 2014).
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Tabela 3 - Distarbios causados por anticorpos anti-HNA e seus antigenos correspondentes

Doenc¢a mediada por anticorpo anti-HNA Antigenos alvo envolvidos
Neutropeniaaloimune neonatal HNA-1, HNA-2, HNA-3a, HNA-4a, HNA-52
Neutropenia autoimune HNA-1a, HNA-4?

Lesdo pulmonar aguda relacionada a
transfusdo (TRALI)

Neutropenia imune induzida por drogas FcyRIlIb

Neutropeniaaloimune ap6s transplante de
medula dssea

HNA-1, HNA-2, HNA-32

HNA-2

Reacdo transfusional febril HNA-3?
Fonte: modificado de (MUSCHTER, BERTHOLD e GREINACHER, 2011)

2.2.1 Antigenos HNA-1

Estdo localizados na glicoproteina FcyRIIIb de baixa afinidade com o receptor de
IgG1/1gG3, CD16b, e sdo expressos somente em neutréfilos (HUIZINGA et al., 1990;
TROUNSTINE et al., 1990; MUSCHTER, BERTHOLD e GREINACHER, 2011). Neutrdfilos
que ndo expressam a proteina FcyRIlIb possuem fen6tipo HNA-1 nulo (HUIZINGA et al.,
1990; BUX, 2008). Individuos que possuem o fenétipo nulo ndo sofrem de doencas autoimune
ou imune ou um aumento de infecgdes (DEHAAS et al., 1995; MUSCHTER, BERTHOLD e
GREINACHER, 2011). FcyRIIIb e antigenos HNA-1 séo expressos em todos neutrofilos
segmentados, aproximadamente metade dos metamieldcitos e 10% mielocitos (STRONCEK et

al., 1998).

FcyRIIIb ¢ codificada pelo gene FCGR3B (cinco exons, 699pb) localizado no
cromossomo 1923-24 (MUSCHTER, BERTHOLD e GREINACHER, 2011). Quatro antigenos
sdo descritos para 0 HNA-1 (VELDHUISEN et al., 2014). O polimorfismo HNA-1a/HNA-1b

se origina a partir da substituicdo de cinco nucleotideos (141, 147, 227, 277 e 349), levando a
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substituicdo de quatro aminoéacidos (posicdes 36, 65, 82 e 106) (tabela 4) (ORY et al., 1989;
RAVETCH E PERUSSIA, 1989; BUX, 2008; MUSCHTER, BERTHOLD e GREINACHER,
2011). O alelo HNA-1c e HNA-1d sdo mais recentes, e ocorrem somente em individuos HNA-
1b. Isto é causado por uma Unica mutacdo na posicdo 266 do gene FCGR3B que causa a
expressao de HNA-1c ou HNA-1d junto ao HNA-1b (VELDHUISEN et al., 2014). Assim
individuos homozigotos para o gene que codifica 0 HNA-1a ndo tém expressdo de HNA-1b,
HNA-1c e HNA-1d (REIL et al., 2013). Devido a duplicagdo do gene FCGR3B, como
encontrado em individuos HNA-1c positivos, o alelo FCGR3B*01 (HNA-1a) e o alelo
FCGR3B*03 (HNA-1b e HNA-1c) sdo expressos no mesmo cromossomo (KOENE et al.,
1998; STEFFENSEN et al., 1999; VELDHUISEN et al., 2014). Isto ocorre, provavelmente,
devido a um desigual crossing over atraves do qual o FCGR3B*03 se liga com FCGR3B*01
no mesmo cromossomo (STEFFENSEN et al., 1999; REIL et al., 2013). Individuos portadores
deste hapldtipo em conjunto com o alelo FCGR3B*02 (expressando HNA-1b e HNA-1d) no
outro cromossomo ir4 expressar todos quatro antigenos do sistema HNA-1 (tabela 5)

(VELDHUISEN et al., 2014).

Individuos HNA-1a tem uma maior afinidade para IgG1 e IgG3 levando a um aumento
da fagocitose mediada por neutréfilos de particulas opsonizadas comparada com individuos
HNA-1b (ORY et al., 1989; ORY et al., 1991; MUSCHTER, BERTHOLD e GREINACHER,
2011). Consequentemente, individuos HNA-la positivos tem uma maior suscetibilidade a
fibrose pulmonar idiopatica (IPF) devido ao menor limiar de ativacdo de seus neutrofilos para
IgG1 e IgG3 (BOURNAZOS et al., 2010). Alem disso, ha fraca associa¢do dos polimorfismos
do sistema HNA-1 com a gravidade de varias doengas imunes (BOURNAZOS et al., 2009;

MUSCHTER, BERTHOLD e GREINACHER, 2011).
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Utilizando técnica de citometria de fluxo para detectar o fenétipo de doadores de sangue

saudaveis, brasileiros foi encontrado a frequéncia de 65% e 83% para HNA-1a e HNA-1b

respectivamente (MORITZ et al., 2009).

Tabela 4 -Diferengas moleculares do sistema HNA-1, alelos e combinagdes de alelos

Caodon (posicdo do

aminoécido)

Posicao do nucleotideo

FCGR3B*01

FCGR3B*02

FCGR3B*03

36
141

arg
AGG

ser
AGC

ser
AGC

38 65
147 227
leu asn
CTC AAC
leu ser
CTT AGC
leu ser
CTT AGC

78
266

ala
GCT

ala
GCT

asp
GAT

82
277

asp
GAC

106
349

Val
GTC

lle
ATC

lle
ATC

Alelos e combinagdes de

alelos

FCGR3B*01
FCGR3B*02
FCGR3B*03*
FCGR3B*01 +
FCGR3B*03"

delecédo do gene
FCGR3B

Fenotipos codificados

HNA-12
HNA-1b e HNA-1d
HNA-1c e HNA-1b

HNA-1a e HNA-1b e HNA-1c

HNA-1 nulo

Fonte: modificado de (BUX, 2008) a: resultante da mutacao no alelo FCGR3B*02; b: duplicacdo do gene
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Sistema

Antigeno

Gene

Exon

Nucleotideo

HNA-1

HNA-1a (NAL)

HNA-1b (NA2)

HNA-1c (SH)

HNA-1d

FCGR3B

FCGR3B

FCGR3B

FCGR3B

141G
147C
227A
266C
277G
349G

141C
147T
227G
266A/C
277A
349A

141C
147T
227G
266A
277A
349A

141C
147T
227G
266C
277A
349A

HNA-2

HNA-2 (NB1)

CD177

HNA-3

HNA-3a (5a)

HNA-3b (5b)

SLC44A2

SLC44A2

461G

461A

HNA-4

HNA-4a (Mart)

HNA- 4b

ITGAM

ITGAM

230G

230A

HNA-5

HNA-5a (Ond)

HNA-5b

ITGAL

ITGAL

21

21

2372G/2120G?

2372C/2120C?

Fonte: modificado de (CHU et al., 2013; VELDHUISENEet al., 2014)

a: duas diferentes isoformas
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2.2.2 Antigenos HNA-2

A Unica caracteristica do HNA-2 é sua expressdo somente em subpopulaces de
neutrdfilos. Individuos HNA-2 negativos e subpopulacdes de neutrofilos HNA-2 negativos de
individuos HNA-2 positivos mostram um fendtipo HNA-2 nulo, isto €, seus neutrofilos sdo
deficientes de glicoproteinas transportadora (KISSELet al., 2002; BUX, 2008). Os
aloanticorpos formados pelos individuos HNA-2 negativos sdo portanto isoanticorpos (BUX,

2008).

Individuos HNA-2 nulos que produzemisoanticorpos anti-HNA2, o podem sofrer uma
prolongada neutropeniaaloimune em recém nascidos e em receptores aloimunizados ap0s
transplante de medula 6ssea / células tronco (BUX, 2008; MUSCHTER, BERTHOLD e
GREINACHER, 2011). Anticorpos anti-HNA-2 podem também induzir TRALI (BUX et al.,

1996; MUSCHTER, BERTHOLD e GREINACHER, 2011).

HNA-2a (NB1) é caracterizado como uma glicoproteina ligada a membrana das células
via uma GPI ancora. E expresso pelo gene CD177 exclusivamente em neutréfilos e pode ser
encontrado na membrana plasmatica e na membrana de granulos secundarios (especificos) e
vesiculas secretoras (GOLDSCHMEDING et al., 1992). Tem uma expressao maior em
mulheres (63%) do que em homens (53%) e parece diminuir em mulheres mais velhas mas ndo
em homens, sugerindo gque o estrégeno pode influenciar na expressdo de HNA-2. Isto esta de
acordo com a concluséo de que a expressao de HNA-2 aumenta na gravidez (CARUCCIO et

al., 2003; BUX, 2008).

Estudos fenotipicos com citometria de fluxo mostram que a frequéncia do HNA-2a em
brasileiros é semelhante a encontrada em norte-americanos e europeus que é em torno de 97%

(BUX, 2008).
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2.2.3 Antigenos HNA-3

O bialélico sistema HNA-3 (3a e 3b, antigos 5a e 5b) esta localizado em uma proteina
transportadora de colina-like (CTL2) (GREINACHER et al., 2010), uma proteina
transmembrana codificada pelo gene SLC44A2 no cromossomo 19p13.1 (CURTIS et al., 2010;
GREINACHER et al., 2010). E expresso por neutréfilos, linfocitos B, linfocitos T e plaquetas

(BUX, 2008).

Negatividade para HNA-3a € raro em todas as etnias. Aloanticorpos anti-HNA3 estéo
envolvidos na reacdo transfusional febril, neutropenia imune neonatal (DE HAAS et al., 2000)
e casos graves de TRALI (SILLIMAN et al., 2007; REIL et al., 2008). Um SNP (G461A)
trocando uma arginina por uma glutamina na posi¢cdo 154 da proteina é responsavel pela
diferenca entre HNA-3a e HNA-3b (CURTIS et al., 2010; GREINACHER et al., 2010). A
imunogenicidade do HNA-3b é menor que do HNA-3a (MUSCHTER, BERTHOLD e

GREINACHER, 2011).

Foi encontrado uma frequéncia de 95% de HNA-3a entre doadores de sangue brasileiros

saudaveis (MORITZ et al., 2009).

2.2.4 Antigenos HNA-4 e HNA-5

HNA-4 e HNA-5 sdo partes das subunidades da integrina oM (CD11b) ¢ aL (CD11a)
respectivamente, as quais formam heterodimeros com a subunidade 2 da integrina (CD18)
(KLINE et al., 1986; SIMSEK et al., 1996; MORITZ et al., 2009). HNA-4 ¢é codificado pelo

gene ITGAM e HNA-5 pelo gene ITGAL, ambos localizados no cromossomo 16p11.2. aM/p2-
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integrina € uma proteina transmembrana expressa na superficie de neutrofilos, mondcitos,
células NK e leucdcitos e esté envolvida na adesdo, transmigracéo, fagocitose e citotoxicidade
(HARRIS et al., 2000; BUX, 2008; VELDHUISEN et al., 2014). al/B2-integrina € uma
molécula de adesdo especifica de leucdcitos envolvida nas interacdes dos leucocitos. A maioria
da populacdo é positiva para HNA-4a (Mart) e somente uma pequena parte da populacdo
expressa o antigeno HNA-4b (XIA et al., 2011). A diferenca entre os antigenos é causada por
um anico SNP na posicdo 230 do gene, trocando uma arginina por uma histidina na proteina.
O gene ITGAL codifica os antigenos HNA-5, consiste de duas isoformas de 5226 pb (31 exons)
e 4974 pb (29 exons) respectivamente. A diferenca entre os antigenos HNA-5a e HNA-5b é
causada por uma mutacdo na posicdo791 (exon 21, isoforma 1) ou posicdo 707 (exon 19,
isoforma 2). A maioria da populacdo (85%) € positiva para HNA-5a (Ond), enquanto

aproximadamente 25% expressa o antigeno HNA-5b (SACHS et al., 2005; XIA et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

Vaérios estudos tém mostrado que os anticorpos contra antigenos de neutréfilos humanos

(HNA) séo capazes de estimular reac6es transfusionais, auto-imunes e neutropenia neonatal

N&o existem estudos identificando a frequéncia de HNA (antigeno e anticorpo) em
doadores e pacientes submetidos a0 TCTH e seu possivel impacto no desfecho do
procedimento. A investigacdo desta relacdo poderia introduzir uma nova ferramenta na selecéo

de doadores de células tronco hematopoiéticas.
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4 OBJETIVOS

41 GERAL

Determinar a frequéncia de HNA em pacientes pediatricos submetidos ao TCTH

alogénico e seus doadores.

4.2  ESPECIFICOS

Avaliar a presenca antigénica e genotipica de HNA no TCTH;
Avaliar a importancia para o dia da pega;
Avaliar associagdo com DECH aguda;

Avaliar possivel associacdo com mortalidade relacionada ao transplante.
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5 METODOLOGIA

5.1 DELINEAMENTO

Estudo de coorte prospectivo onde foram avaliados pacientes submetidos ao TCTH no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre durante o periodo do estudo e que assinaram o TCLE ou
gue 0s pais e/ou responsaveis autorizaram e assinaram o TCLE. Em um primeiro momento foi
delineado um estudo onde seriam incluidos somente pacientes até 21 anos. Mas, para ampliar
os dados de correlacdo e frequéncia, foram incluidos também pacientes adultos, ja que ndo se

conhece ou se espera resposta diversa entre adultos e criancas.

5.2 VIABILIDADE

Este estudo foi desenvolvido com a colaboracdo do servico de Hematologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre e do Laboratorio de Imunologia de Transplantes da Santa Casa de

Porto Alegre.

53 LOGISTICA

Ap0s a obtencdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I) foi coletado
um tubo de sangue do doador e do paciente pré-TCTH (D0). Apés o TCTH foi coletado um

tubo de sangue do paciente nos momentos D+15, D+30, D+60 e D+90.

Apbs a coleta, todas as amostras foram levadas para o laboratério de Imunologia de
Transplantes da Santa Casa de Porto Alegre para armazenamento e realizacdo dos testes

previstos para cada amostra.
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5.4  CRITERIOS DE INCLUSAO

Todos pacientes submetidos ao TCTH que aceitaram participar do estudo e assinaram o

TCLE. Ou que, os pais e/ou responsaveis, autorizaram e assinaram o TCLE.

55 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes que aceitaram participar do estudo mas que ndo assinaram o TCLE.

56 NUMERO DE PACIENTES E DOADORES

Por ainda nédo existirem dados na literatura indicando a frequéncia de HNA em doadores
e receptores de TCTH foi incluido no estudo o maior nimero possivel de amostras dentro do
prazo habil para coletas. O n calculado foi de, no minimo, 20 pares doador/receptor durante o

periodo de execucdo do projeto.

57  VARIAVEIS EM ESTUDO

As variaveis analisadas no estudo foram as seguintes: idade, sexo, presenca de DECH
aguda, taxa de mortalidade no D+100, tipagem HNA do doador, presencga de anticorpo anti-
HNA do receptor nos dias DO, D+15, D+30, D+60 e D+90, dia de pega, compatibilidade HLA
doador/receptor, quimerismo, tipo de condicionamento, tipo de profilaxia para DECH e doenca

de base.
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58 AMOSTRAS
Extracdo de DNA

Amostras de sangue periférico dos doadores foram coletadas através de puncéo venosa,
em tubos vacutainer contendo EDTA como anticoagulante. Essas amostras foram centrifugadas
para obtencdo da camada de leucdcitos, a partir da qual o DNA foi extraido usando o kit

Maxwell 16 Blood DNA Purification System (Promega) seguindo as orientacdes do fabricante.

Tipagem HNA dos doadores por PCR - SSP

A tipagem HNA foi realizada pelo método PCR — SSP utilizando o kit HNA
GenotypingTray (HNAGEN — One Lambda). Este kit permite a identificacdo dos genotipos

HNA-1, HNA-3, HNA-4 e HNA-5.
Para amplifica

cdo do DNA, preparou-se uma mistura padrdo contendo tampdo, dNTPs, Taq

polimerase, DNA gendmico (20 — 100ng/pL) e adicionou-se no termociclador.

As condicdes de temperatura para a reacdo de PCR foram de 2 minutos de desnaturacdo
a 96°C, e de mais 60s a 63°C. Apds, 9 ciclos de 10s a 96°C e de 60s a 63°C. Seguidos de 20

ciclos de 10s a 96°C, 50s a 59°C e 30s a 72°C.

O produto de PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2,5% (p/v) em
tampédo tris acetato EDTA (TAE). A corrida eletroforética durou 4 minutos a 140V, em
temperatura ambiente. As bandas foram visualizadas em luz UV através da coloragdo do

brometo de etideo.
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Amostras dos pacientes

Amostras de sangue periférico dos pacientes foram coletadas através de puncao venosa,
em tubos vacutainer sem anticoagulante. Essas amostras foram centrifugadas e o soro foi

aliquotado em flaconetes a partir do qual foi realizado o teste de detec¢do de anticorpos.

Deteccédo de anticorpos anti- HNA dos pacientes

Os anticorpos ani - HNA foram detectados usando o kit LABSCREEN MULTI

(LSMUTR — OneLambda). Foram detectados anti-HNA-1 e anti-HNA-2.

A incubagdo do soro dos pacientes com as “beads” contidas no kit e todos os passos
seguintes foram realizados de acordo com as instru¢des da bula do kit. Os anticorpos do soro
que se ligaram as “beads” foram marcados com conjugado PE — anti IgG humana que permite
a leitura no aparelho Luminex. A analise dos resultados foi feita no software HLA Fusion LAB

Screnn, o qual fez a coleta dos dados e a determinagdo dos anticorpos presentes.

59 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando a verséo 18 do software SPSS. As frequéncias foram
comparadas utilizando Qui-Quadrado com teste exato de Fisher. Foi utilizado Mann-Whitney
para realizar comparacdes entre os grupos de variavel dependente ndo paramétrica e Kruscal-

Wallis para comparar as variaveis independentes ndo paramétricas.
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5.10 ASPECTOS ETICOS

Este estudo é baseado no uso de amostras captadas voluntariamente de doadores e
pacientes submetidos ao TCTH. Para isso todos os pesquisadores assinaram um termo de
compromisso para uso de dados e 0s pacientes assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido.

Este projeto foi aprovado pela comissédo de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

antes de ser iniciado (130199).
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RESUMO

Background e objetivo. A reconstituicdo celular hematopoiética com medula 6ssea alogénica
é um método de tratamento estabelecido para uma variedade de doencas hematoldgicas,
oncoldgicas e imunoldgicas. Contudo, 0 TCTH esta associado a consideravel morbimortalidade
devido a fatores como recidiva da doenga de base, grau de compatibilidade HLA e tipo de
regime de condicionamento. Este estudo investigou a frequéncia genotipica e antigénica do
HNA em doadores e receptores e a associacdo com o dia de pega, DECH aguda e TRM em
pacientes que foram submetidos a TCTH alogénico.

Tipo de estudo e local. Estudo piloto de coorte prospectivo realizado no HCPA.
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Métodos. Participaram 56 pacientes e doadores entre maio de 2013 e abril de 2014. A tipagem
HNA foi realizada por PCR-SSP (One Lambda) e os anticorpos anti-HNA foram detectados

utilizando o kit LABSCREEN MULTI (LSMUTR — One Lambda).

Resultados. A idade variou entre 1 a 63 anos, com uma média de 20,4 + 17,5 anos. Dezenove
pacientes eram pediatricos (<21 anos) com média de idade de 10,05 £ 6,4 anos e entre 0s
pacientes adultos a media foi 42,2 + 12,6 anos. Houve um discreto predominio do sexo
masculino 16 (57,1%). As leucemias agudas foram frequentes em 19 (67,9%) dos pacientes,
outras doengas oncohematolédgicas malignas em 3 (10,7%) e as ndo malignas em 6 (21,4%) dos
casos. Dezenove pacientes (67,9%), apresentavam a doenga ha menos de 12 meses na época do
transplante e 25 (89,3%) deles foram totalmente compativeis com seus doadores quanto ao
sistema HLA. O regime de condicionamento mieloablativo foi utilizado em 16 (57,1%) e a
profilaxia padrdo para DECH (ciclosporina e metotrexate) foi utilizada em 15 (53,6%). O dia
de pega teve uma mediana de 19 com minimo e maximo de 15 e 30, respectivamente. Houveram
quatro 6bitos (14,3%) antes da pega. Dezessete pacientes (71%) apresentaram DECH aguda
(em todos os estagios) e a taxa de mortalidade (TRM) foi 43% dos casos (12 pacientes). A
frequéncia dos antigenos HNA foi 46,4% para HNA-1a, 89,3% HNA-1b, 3,6% HNA-1c, 96,4%
HNA-3a, 32,1% HNA-3b, 96,4% HNA-4a, 21,4% HNA-4b, 85,7% HNA-5a e 71,4% HNA-5b.
A frequéncia dos anticorpos anti-HNAla, 1b, 1c e anti-HNA2 no DO foram respectivamente
46,4%, 42,9%, 42,9% e 53,6%. A associacdo entre a tipagem HNA dos doadores e anticorpos
anti-HNA dos receptores com dia da pega, TRM e DECH aguda ndo mostrou correlacédo

estatisticamente significativa.

Conclusdes. A frequéncia de HNA encontrada nos doadores esta de acordo com o descrito pela
literatura. Contudo, a frequéncia dos anticorpos anti-HNAs foi bastante alta na populagéo do

estudo, embora a maioria apresentasse doencga ha menos de 12 meses até o transplante. Apesar
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de ndo encontrarmos uma correlagéo, novos estudos sao necessarios para melhor avaliar o papel

do HNA no desfecho do TCTH.

Palavras chave. Transplante de células tronco hematopoiéticas; Doenca do enxerto contra

hospedeiro aguda; Aloantigeno neutrofilico humano.

INTRODUCAO

A selecdo do doador com grau adequado de compatibilidade representa uma das
estratégias essenciais para o sucesso do transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH).
Dentre os fatores genético que exercem maior influéncia no resultado destes transplantes estdo

0s genes do sistema HLA, caracterizados por extenso polimorfismo (PEREIRA et al., 2010).

De todas as fontes de células potenciais para o TCTH alogénico, o doador HLA
aparentado totalmente compativel continua contribuindo para as melhores taxas de sobrevida
global e livre de progressdo da doenca (SYMONS e FUCHS, 2008; SABOYA et al., 2010).
Infelizmente, apenas 25% - 30% dos candidatos a TCTH alogénico apresentam um doador

aparentado HLA compativel (SZYDLO et al., 1997; SABOYA et al., 2010).

Todos os pacientes que receberam células progenitoras hematopoiéticas alogénicas
provenientes da medula 0ssea, de sangue periférico ou do sangue de corddo umbilical e
placentério estdo sujeitos a desenvolver a doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH)
(HALE et al., 2001). A DECH aguda permanece sendo uma fonte significativa de morbidade e

mortalidade no desfecho do TCTH alogénico (MESSINA et al., 2008).

Os aloantigenos neutrofilicos humano (HNA) exercem um importante papel provocando
neutropenia imune e reagdes transfusionais. Aloanticorpos especificos contra HNAs tém sido

descritos como causa de disturbios clinicos como neutropenia aloimune neonatal, reaces
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transfusionais febris, lesdo pulmonar aguda relacionada a transfusdo (TRALI) e neutropenia

imune apés TCTH (NORCIA et al., 2009).

Onze antigenos foram descritos até agora, HNA-1 a HNA-5 (VELDHUISEN et al.,
2014). Entretanto dados de suas frequéncias e impacto no resultado do TMO sdo pouco

descritos na literatura.

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a frequéncia, genotipica e
antigénica, na nossa populacao e investigar a associacdo dos HNAs do doador e anti-HNAs do

receptor com tempo de enxertia, a ocorréncia de DECH aguda e TRM ap6s TCTH alogénico.

METODOLOGIA

Populacao

Estudo piloto de coorte prospectivo onde foram avaliados pacientes submetidos ao
TCTH alogénico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre durante o periodo de maio de 2013 a

abril de 2014 e que aceitaram assinar o0 TCLE de forma continua.

Este projeto foi aprovado pela comisséo de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

sob o niimero 130199.

Variaveis

As variaveis analisadas no estudo foram as seguintes: idade, sexo, doenga de base, tipo
de condicionamento, tipo de profilaxia para DECH, compatibilidade HLA doador/receptor, dia

de pega, tipagem HNA do doador, presenca de anticorpo anti-HNA do receptor nos dias DO,
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D+15, D+30, D+60 e D+90, presenca de DECH aguda, taxa de mortalidade no D+100 e

quimerismo.

Processamento das amostras

Extracdo de DNA

Amostras de sangue periférico dos doadores foram coletadas através de puncao venosa,
em tubos vacutainer contendo EDTA como anticoagulante. Essas amostras foram centrifugadas
para obtencdo da camada de leucdcitos, a partir da qual o DNA foi extraido usando o kit

Maxwell 16 Blood DNA Purification System (Promega) seguindo as orientacdes do fabricante.

Tipagem HNA dos doadores por PCR - SSP

A tipagem HNA foi realizada pelo método PCR — SSP utilizando o kit HNA
GenotypingTray (HNAGEN — One Lambda). Este kit permite a identificacdo dos gendtipos

HNA-1, HNA-3, HNA-4 e HNA-5.

Para amplificacdo do DNA, preparou-se uma mistura padrdo contendo tampéo, dNTPs,

Taq polimerase, DNA gendmico (20 — 100ng/pL) e adicionou-se no termociclador.

As condigdes de temperatura para a reagdo de PCR foram de 2 minutos de desnaturacédo
a 96°C, e de mais 60s a 63°C. Apds, 9 ciclos de 10s a 96°C e de 60s a 63°C. Seguidos de 20

ciclos de 10s a 96°C, 50s a 59°C e 30s a 72°C.

O produto de PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2,5% (p/v) em

tampdo tris acetato EDTA (TAE). A corrida eletroforética durou 4 minutos a 140V, em
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temperatura ambiente. As bandas foram visualizadas em luz UV através da coloracdo do

brometo de etideo.

Amostras dos pacientes

Amostras de sangue periférico dos pacientes foram coletadas através de puncao venosa,
em tubos vacutainer sem anticoagulante. Essas amostras foram centrifugadas e o soro foi

aliquotado em flaconetes a partir do qual foi realizado o teste de detec¢do de anticorpos.
Deteccao de anticorpos anti- HNA dos pacientes

Os anticorpos ani - HNA foram detectados usando o kit LABSCREEN MULTI

(LSMUTR — One Lambda). Foram detectados anti-HNA-1 e anti-HNA-2.

A incubagdo do soro dos pacientes com as “beads” contidas no kit e todos os passos
seguintes foram realizados de acordo com as instrucdes da bula do kit. Os anticorpos do soro
que se ligaram as “beads” foram marcados com conjugado PE — antilgG humana que permite a
leitura no aparelho Luminex. A andlise dos resultados foi feita no software HLA

FusionLABScrenn, o qual fez a coleta dos dados e a determinacdo dos anticorpos presentes.

Analise estatistica

Para estabelecer as associa¢es assumimos TRM como sendo a mortalidade relacionada
ao transplante (ndo por recaida da doenca de base) até o D+100 pds-TMO. DECH aguda
caracterizando a doenca do enxerto contra hospedeiro (em todos os estagios) que ocorre dentro
de 100 dias apdés o TMO. E pega quando as contagens de leucdcitos mantém-se acima de 500

células/mm? por trés dias consecutivos.
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Os dados foram analisados usando a versao 18 do software SPSS. As frequéncias foram
comparadas utilizando teste exato de Fisher. Foi utilizado Mann-Whitney para realizar
comparacOes entre 0s grupos de variavel dependente ndo paramétrica e Kruscal-Wallis para

comparar as variaveis independentes ndo parametricas.

RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 28 pares doador/receptor coletados entre maio de 2013 e abril
de 2014, sendo 17 aparentados entre eles, um singénico, um com mismatch no locus A, um com
mismatch no locus DR e um haploidéntico. Os 11 doadores ndo aparentados foram totalmente
compativeis por tipagem de alta resolucéo 10/10. Todos estes pacientes e seus doadores foram
considerados para anélise, exceto o paciente do transplante singénico que ndo foi possivel
realizar a deteccdo de anticorpos por falta de kit e que foi excluido de todas as analises. A idade
variou entre 1 a 63 anos, com mediana de 16 anos. Dezenove pacientes eram pediatricos (< 21
anos) com média de idade de 10,05 + 6,4 anos e entre os pacientes adultos a média foi 42,2 +
12,6 anos. Houve um discreto predominio do sexo masculino 16 (59,3%). Vinte e quatro

pacientes (88,9%) foram totalmente compativeis com seus doadores quanto ao sistema HLA.

As leucemias agudas foram frequentes em 73,7% dos pacientes pediatricos (14
pacientes), 1 paciente pediatrico (5,3%) apresentou outras doencas oncohematoldgicas
malignas (Linfoma Hodgkin e Linfoma ndo Hodgkin) e as doengas ndo malignas (sindrome
mielodisplasica, osteopetrose, hemoglobindria paroxicistica noturna, aplasia e doenca

granulomatosa) estiveram em 4 (21,1%) dos casos pediéatricos.

A maioria dos pacientes, 19 (70,4%), apresentava a doenca h4 menos de 12 meses na

época do transplante.
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O regime de condicionamento mieloablativo foi utilizado em 16 (59,3%) dos pacientes
e a fonte de células tronco foi medula 6ssea para 23 (85,2%) e sangue periférico para 4 (14,9%)
dos pacientes. A profilaxia padrdo para DECH (ciclosporina e metotrexate) foi utilizada em 15
(55,6%) dos pacientes. O quimerismo estava completo em 18 (90%) dos 20 pacientes avaliados

no D+30, em 12/12 (100%) no D+60 e em 11/14 (78,6%) no D+90.

O dia de pega teve uma mediana de 19 e minimo e maximo de 15 e 30, respectivamente.

Quatro pacientes (14,8%) tiveram oObito antes da pega, todos por sepse.

Aproximadamente, 71% (17 pacientes), apresentaram DECH aguda, foram excluidos
desta analise os quatro pacientes com Gbito antes da pega. A taxa de mortalidade (TRM) foi de
aproximadamente 44,4% dos casos (12 pacientes) durante o periodo do estudo. Os pacientes
que receberam TCTH de um doador aparentado tiveram TRM de aproximadamente 41% (7
pacientes) e os que receberam de um doador ndo aparentado foi de aproximadamente 45% (5

pacientes).

A frequéncia dos antigenos HNA detectados nos doadores é ilustrada no grafico 1 e o

achado € proximo ao descrito pela literatura. (BUX, 2008; MORITZet al., 2009).

A andlise da associacdo entre todos o0s genétipos HNA dos doadores com dia da pega,

DECH aguda e TRM n&o mostrou nenhum resultado estatisticamente significativo (P<0,05).

As variagdes dos anticorpos anti-HNA1a, anti-HNA1b, anti-HNA1c e anti-HNAZ2, nos

diferentes momentos de coleta, sdo apresentadas no grafico 2.
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Gréfico 1: frequéncia dos HNAs nos doadores
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Gréfico 2: variagdo dos anticorpos anti-HNA

Variagao anti-HNA

80
70
60
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40
30
20
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0

Percentual

DO D+15 D+30 D+60 D+90

e anti-HNAla 48,1 37,5 40,9 15 23,5
e anti-HNA1b 44,4 33,3 36,4 15,8 29,4
e anti-HNALlc 44,4 29,2 40,9 15,8 23,5
anti-HNA2 55,6 66,7 72,7 31,6 47,1

A frequéncia dos anticorpos anti-HNA no DO foi de 48,1% para anti-HNAla, 44,4%
para anti-HNALlb e anti-HNAlc e de 55,6% para anti-HNA2. Os pacientes pediatricos

apresentaram em DO 47,4% de anti-HNA1a, anti-HNA1b e anti-HNALc e 63,2% de anti-HNA2
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enguanto nos pacientes adultos a frequéncia em DO foi de 50% de anti-HNA1la e de 37,5% de

anti-HNA1b, anti-HNA1c e anti-HNAZ2.

Entre as doencas de base as leucemias apresentaram em DO 42,1% de anti-HNA1a, anti-
HNAL1b e anti-HNALc e 47,4% de anti-HNAZ2. Entre outras doencas oncohemato malignas a
frequéncia foi de 33,3% para anti-HNA1a, 100% para anti-HNA1b e anti-HNA1c e 66,7% para
anti-HNAZ2. E, entre as doencas ndo malignas, 80% dos pacientes apresentaram anti-HNAla,

anti-HNA1b, anti-HNA1c e anti-HNAZ2.

Por ndo haver correlacdo clinica significativa optamos por apresentar os resultados

somente do momento DO (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia dos anticorpos anti-HNA em DO e suas associa¢cfes com DECH aguda,
TRM e dia da pega

anti-HNA DO
Todos negativos Algum positivo
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
NEG 3 333 7 38,9
DECH Valor P*
AGUDA 1,000
POS 6 66,7 11 61,1
VIVO 7 77,8 8 44,4 Valor P*
alor
TRM ) 0,217
OBITO 2 22,2 10 55,6
DIA DA Valor P**
PEGA 8 19 18,25 21,50 15 20 17 22 0925

P*: teste exato de Fisher

P**: teste de Mann-Whitney

DISCUSSAO

A frequéncia com que 0s anticorpos e antigenos HNA estdo implicados no TCTH e seu

papel no desfecho deste procedimento ndo estdo bem definidos.
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Anticorpos contra HNAs estdo envolvidos com a patofisiologia de varias condi¢bes
clinicas, portanto a identificacdo de antigenos e anticorpos neutrofilicos em diferentes
populacdes é importante para melhor prever o risco de aloimunizacdo(LOPESet al., 2014).
Neste estudo investigamos a frequéncia dos antigenos e anticorpos HNAs em doadores e
receptores de CTH usando PCR-SSP e citometria de fluxo com analisador Luminex,

respectivamente.

A frequéncia do genotipo HNA-1a (46,4%) foi a Unica um pouco menor do que a
descrita (NORCIA et al., 2009). J4 a frequéncia do gendtipo HNA-1b (89,3%), HNA-1c (3,6%),
HNA-3a (96,4%), HNA-3b (32,1%), HNA-4a (96,4%), HNA-4b (21,4%), HNA-5a (85,7%) e
HNA-5b (71,4%) foram bastante similar aquelas relatadas na literatura (BUX, 2008; MORITZ

et al., 2009; NORCIA et al., 2009; LOPES et al., 2014).

A frequéncia dos anticorpos anti-HNA-1a, anti-HNA-1b, anti-HNALc e anti-HNA-2 foi
de 48,1%, 44,4%, 44,4% e 55,6%, respectivamente. N&o existem dados mostrando a frequéncia

dos anti-HNAs em uma populacéo de pacientes submetidos ao TCTH.

Uma justificativa para a variagdo dos anticorpos anti-HNA nos cinco momentos de
coleta pode estar relacionada ao cut-off do teste, amostras que tiveram resultados limitrofes
podem, por imprecisdo, estar marginalmente em um lado ou do outro do cut-off ao longo do
seguimento. Além disso, precisamos levar em conta que a sensibilidade as doses das drogas
imunossupressoras € variavel e doses inferiores as necessarias podem justificar o aparecimento
de anticorpos. E necessario considerar também a aderéncia ao tratamento, “non compliance” ¢

muito comum, especialmente entre jovens.

Dois pacientes apresentaram sintomas de TRALI (até 6h apds a infusdo), com
desconforto respiratdrio e congestao, necessitando de utilizacéo de O. O primeiro paciente teve

boa evolucdo com corticdide. Porém, o segundo paciente teve 6bito em menos de 48h.
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A TRALI esta associada com a transfusdo passiva de anticorpos de leucécitos em
produtos derivados de sangue (LUCAS et al., 2012). Por ndo possuirmos dados, ndo podemos
avaliar a presenca de anticorpos anti-HNA nos doadores destes pacientes e estabelecer uma

possivel associagdo com o quadro desenvolvido.

Anticorpos para HNA-3a sdo de especial importancia, uma vez que eles sdo
frequentemente implicados em casos graves ou fatais de TRALI (DAVOREN et al., 2003;
REIL et al., 2008; BUX, 2011). Anticorpos para HNA-2, HNA-1a e HNA-1b também tém sido

associados com este quadro (REIL et al., 2008; CHAPMAN et al., 2009; BUX, 2011).

A maioria dos pacientes eram jovens, apresentavam a doenc¢a ha menos de 12 meses na
época do transplante e tiveram como doenca de base as leucemias agudas, isso reflete a maior
frequéncia dos regimes de condicionamento mieloablativos empregados. Estes
condicionamentos sdo projetados para produzir extensa destrui¢do da hematopoese do receptor,
assim como profunda imunossupressdo. Sao 0s regimes mais adequados ao tratamento de
neoplasias hematoldgicas, onde um clone precisa ser erradicado e controlado a longo prazo para

promover a cura (SANDERS, 1997).

A TRM apresentada neste estudo mostrou-se acima dos dados descritos na literatura.
No Brasil, a mortalidade relacionada ao transplante aparentado é de 20% e aos nao aparentados
de 39%, associada principalmente a infecgdes, recidiva, falha de pega e DECH (SEBER, 2009).
Nossos dados mostraram uma TRM de aproximadamente 41% e 45% para TCTH aparentado e
ndo aparentado, respectivamente. Porém, é importante relatar que houveram 22 ¢bitos por sepse
em pacientes submetidos ao TCTH na instituicdo nos anos de 2013/2014. Entre eles, seis

participavam deste estudo, 0 que representa, aproximadamente, 22% dos pacientes estudados.

Dos trés pacientes (11,1%) que apresentavam incompatibilidade HLA, dois foram a

Obito. Um deles apresentava mismatch no locus A e o outro no locus DRB1. Um estudo do
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NMDP demonstrou uma queda de cerca de 10% na sobrevida pds transplante a cada
incompatibilidade HLA adicional (MORISHIMA et al., 2002; PETERSDORF et al., 2004;
LEE etal., 2007; PEREIRA et al., 2010). Em 1995, a incompatibilidade em DRBL1 foi associada

com maior risco de DECH aguda e de mortalidade (PEREIRA et al., 2010).

Concluimos que a frequéncia do gendtipo HNA visto na populacdo de pacientes
submetidos ao TCTH durante o estudo é comparavel com a relatada por Norcia et al., 20009.
Nossos achados ndo sugerem associacdo significativa entre antigeno HNA dos doadores e
anticorpos anti-HNA presentes nos receptores com dia de pega, DECH aguda e TRM em
pacientes submetidos ao TCTH alogénico. Mas acreditamos ser necessario a continuacao deste
estudo para que um numero maior de pacientes possa ser avaliado e para que se possa ter dados

com maior poder estatistico.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

H& muito tempo pesquisadores voltam seus interesses para o sistema HNA. Estudos tém
demonstrado um papel importante deste sistema em varias condi¢es clinicas, incluindo
neutropenias auto e aloimunes, reagdes transfusionais e, parece estar melhor descrito, nos casos

de TRALL.

Dentre as morbidades p6s TCTH alogénico estd o aparecimento, ainda bastante
significativo de DECH aguda, o que faz com que essa patologia ainda seja um limitante na
indicacdo desta terapia, e também aumenta a probabilidade de complicagdes e prolonga o tempo
de internacdo, aumentando o risco de mortalidade. O emprego de novas ferramentas de

compatibilidade entre doador e receptor podem ajudar a diminuir o risco desta doenca.

O objetivo deste estudo foi avaliar a frequéncia do gen6tipo HNA dos doadores e dos
anticorpos anti-HNA dos receptores e suas associacdes em DECH aguda, TRM e dia de pega,
com a finalidade de incentivar novos estudos sobre a relacdo do sistema HNA em pacientes
submetidos ao TCTH. Avaliamos 28 pares doador/receptor e ndo observamos nenhum dado
estatisticamente significativo. Contudo outros estudos devem ser desenvolvidos com a
finalidade conseguir avaliar um numero mais significativo de pacientes e assim chegar a

resultados com maior forca estatistica.
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Projeto: Frequéncia dos antigenosneutrofilicos humanos (HNA) em doadores e receptores de

transplante alogénico de célula tronco hematopoiética (TCTH) e sua correlacdo com doenca

enxerto contra hospedeiro (DECH) aguda

Nome do paciente:
Idade do paciente:
NUmero paciente:

Nome responsavel:

Doenca de base:

Nome doador:
Idade doador:
NUmero doador:

Nome responsavel:

Doagdo: Medula 6ssea O
Data transplante:

Data da pega:

Sangue periférico O

Data coleta DO:

Prontuério:

Fone:

Parentesco:

Data coleta:

Fone:
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Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pacientes e Doadores

Projeto: “Frequéncia dos antigenos neutrofilicos humanos (HNA) em doadores e
receptores de transplante alogénico de célula tronco hematopoiética (TCTH) e sua
correlagdo com doenca enxerto contra hospedeiro (DECH) aguda”

InformacGes sobre a pesquisa e objetivo:

A doenca enxerto-contra-hospedeiro (DECH) é uma importante causa da falha do transplante
de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) alogénico. Este estudo estd sendo realizado com o
objetivo de identificar um dos fatores de risco da DECH e com isso reduzir a incidéncia e
gravidade da doenga.

Funcionamento da pesquisa: No pré TCTH sera feito uma coleta de dois tubos de sangue
(5mL cada) do doador e receptor e a amostra sera encaminhada ao laboratorio de Imunologia
de Transplante da Santa Casa de Porto Alegre. Do paciente (receptor) serdo feitas coletas de
um tubo de sangue (5mL) nos dias 15, 30, 60 e 90 p6s TCTH e a amostra também sera enviada
para o laboratério acima. Os participantes podem aceitar, assim como se recusar a participar do
estudo. Também podem descontinuar a pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo ou
penalidade do seu atendimento na instituicdo. Os participantes ndo recebem qualquer valor em
dinheiro, mas terdo a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa
néo serdo de sua responsabilidade.

Todas as informacdes sobre a pesquisa estardo disponiveis e todas as duvidas sobre direitos
enquanto participante da pesquisa poderdo ser esclarecidas com a pesquisadora:

Fabiana de Souza Pereira (pesquisadora executora) — 96121017
Ou através do contato com o Comités de Etica em Pesquisa:

Hospital de Clinicas de Porto Alegre: 33597640

Santa Casa de Porto Alegre: 32148571

Todos os participantes que assinarem este Termo de Consentimento ficardo com uma
via deste documento.

Confidencialidade: o nome do participante ndo aparecera em qualquer momento do estudo,
pois sera identificado com um namero.

Risco e desconfortos: o Unico desconforto é a coleta de sangue que pode deixar uma mancha
arroxeada no local.




71

Beneficios: o paciente ndo tera beneficios diretos em participar deste estudo mas ir& colaborar
para 0 avanco e progresso na selecdo de doadores de medula dssea.

Compreensao e Autorizagao

Eu, pelo presente termo de
compromisso compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido.
O termo que li, esclarece os risco e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisao e isso ndo
afetard meu atendimento e tratamento. Sei que meu nome néo sera divulgado, que ndo terei
despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo.

Eu CONCORDO em fazer parte do estudo voluntariamente.

Nome legivel participante

Data:
Assinatura participante
Nome legivel responsavel
Data:
Assinatura responsavel
Nome pesquisador
Data:

Assinatura pesquisador
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ANEXO I11: Informacéo suplementar

Tabela 6: Frequéncia dos antigenos HNA dos doadores suas associacdes com dia de
pega, DECH aguda e TRM

HNA 1a
NEGATIVO POSITIVO
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
DECH NEG 7 46,7 4 30,8 Valor P*
AGUDA  pos 8 53,3 9 69,2 0,460
VIVO 7 46,7 9 69,2 Valor P*
TRM
OBITO 8 53,3 4 30,8 0,276
DIA DA Valor p**
13 21 165 245 11 19 17 20
PEGA 0,392
P*: teste exato de Fisher
P**: teste de Mann-Whitney
HNA 1b
NEGATIVO POSITIVO
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
DECH NEG 0 0,0 11 44,0 Valor P*
AGUDA  pos 3 100,0 14 56,0 0,258
VIVO 2 66,7 14 56,0 Valor P*
TRM
OBITO 1 333 11 44,0 1,000
DIA DA Valor P**
2 17,5 17 22 19,5 17,75 22
PEGA 0,261

P*: teste exato de Fisher

P**: teste de Mann-Whitney
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HNA 1c
NEGATIVO POSITIVO
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
DECH NEG 11 407 0 0,0 Valor P*
AGUDA  pos 16 59,3 1 100,0 1,000
VIVO 16 59,3 0 0,0 Valor P*
TRM
OBITO 11 407 1 100,0 0,429
DIA DA
24 19 17,25 21,75 0 -
PEGA
P*: teste exato de Fisher
P**: teste de Mann-Whitney
HNA 3a
NEGATIVO POSITIVO
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
DECH NEG 0 0,0 11 40,7 Valor P*
AGUDA  pos 1 100,0 16 59,3 1,000
VIVO 0 0,0 16 59,3 Valor P*
TRM
OBITO 1 100,0 11 40,7 0,429
DIA DA Valor p**
1 22 22 22 23 19 17 21
PEGA 0,417

P*: teste exato de Fisher

P**: teste de Mann-Whitney
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HNA 3b
NEGATIVO POSITIVO
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
DECH NEG 8 42,1 3 33,3 vValor P*
AGUDA  pos 11 57,9 6 66,7 1,000
VIVO 12 63,2 4 44,4 Valor P*
TRM
OBITO 7 36,8 5 55,6 0,432
DIA DA Valor P**
17 20 175 215 7 18 17 22
PEGA 0,494
P*: teste exato de Fisher
P**: teste de Mann-Whitney
HNA 4a
NEGATIVO POSITIVO
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
DECH NEG 1 100,0 10 37,0 Valor P*
AGUDA  pos 0 0,0 17 63,0 0,393
VIVO 1 100,0 15 55,6 Valor P*
TRM
OBITO 0 0,0 12 44,4 1,000
DIA DA Valor P**
1 15 15 15 23 19 18 22
PEGA 0,167

P*: teste exato de Fisher

P**: teste de Mann-Whitney
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HNA 4b
NEGATIVO POSITIVO
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
DECH NEG 8 36,4 3 50,0 Valor P*
AGUDA  pos 14 63,6 3 50,0 0,653
VIVO 13 59,1 3 50,0 Valor P*
TRM
OBITO 9 40,9 3 50,0 1,000
DIA DA Valor P**
19 19 17 22 5 20 16,5 25
PEGA 0,891
P*: teste exato de Fisher
P**: teste de Mann-Whitney
HNA 5a
NEGATIVO POSITIVO
N % Mediana P25 P75 N % Mediana P25 P75
DECH NEG 1 25,0 10 41,7 Valor P*
AGUDA  pos 3 75,0 14 58,3 1,000
VIVO 3 75,0 13 54,2 Valor P*
TRM
OBITO 1 25,0 11 458 0,613
DIA DA Valor P**
3 19 19 21 19 17 22
PEGA 1,000

P*: teste exato de Fisher

P**: teste de Mann-Whitney



