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Objetivo: Esse estudo tem o objetivo de avaliar a frequéncia dos HPAs em pacientes onco-hematolégicos trom-
bocitopénicos e analisar a probabilidade de incompatibilidade associada a transfusdo de plaquetas.

Meétodos: A genotipagem plaquetdria foi realizada para os alelos HPA-1a, HPA-1b; HPA-2a, HPA-2b; HPA-3a,
HPA-3b; HPA-4a, HPA-4b; HPA-5a, HPA-5b; HPA-15a, HPA-15b por PCR-SSP em 150 pacientes atendidos
pelo Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da FMUSP.

Resultados: As frequéncias alélicas encontradas foram: HPA-1a: 0,837; HPA-1b: 0,163; HPA-2a: 0,830; HPA-
2b: 0,170; HPA-3a: 0,700; HPA-3b: 0,300; HPA-4a: 1; HPA-4b: 0; HPA-5a: 0,887; HPA-5b: 0,113; HPA-15a:
0,457; HPA-15b: 0,543.

Conclusdo: A andlise dos HPAs neste estudo demonstrou que os alelos A sdo mais frequentes na populacdo do
que os alelos B, com exce¢do do HPA-15, sugerindo que pacientes homozigotos para os alelos B apresentam
maior predisposicdo a aloimunizagdo e refratariedade as transfusoes de plaquetas por causa imune. A geno-
tipagem plaquetdria pode ser de grande valia para o diagndstico de trombocitopenia aloimune e para prover
concentrados de plaquetas compativeis a esses pacientes.

Descritores: Antigenos de plaquetas humanas; Transfusdo de plaquetas; Plaquetas

Introducao

Os antigenos plaquetdrios humanos (HPAs) resultam do polimorfismo dos genes que
codificam os aminodcidos das glicoproteinas da membrana plaquetdria. Atualmente sdo de-
finidos sorologicamente 24 antigenos plaquetdrios, cujo polimorfismo de um tnico nucleo-
tideo (SNP), caracterizado pela substitui¢do de um aminodcido, estd presente em 23 destes
antigenos, exceto para o HPA14b. Observa-se que 12 HPAs sdo agrupados em seis sistemas
bialélicos (HPA 1 a 5 e 15), em que a presenca de aloanticorpos ocorre tanto para o alelo A
(comum) quanto para o alelo B (raro). Para os demais antigenos, apenas anticorpos contra o
alelo B (raro) foram detectados!->.

Os HPAs est@o localizados em sua maioria nos receptores da membrana plaquetdria,
sendo os mais frequentemente envolvidos na aloimunizag¢do os HLAs de classe I e os HPA-
1, -2, -3, -4, -5 e -15, respectivamente presentes nas glicoproteinas GPIIla, GPIba, GPIIb,
GPIlIa, GPIa e CD109. Segundo Ghevaert et al. (2009) 95% dos anticorpos antiplaquetdrios
tém especificidade contra HPA-1a ou 5b e em 5% dos casos envolvem aloanticorpos contra o
HPA-2, -3 ¢ -1569,

A presenca de anticorpos antiplaquetdrios, em decorréncia da incompatibilidade entre
doador e receptor de plaquetas ou entre mae e feto durante a gestagdo, estd associada a des-
trui¢do plaquetdria e consequente plaquetopenia, resultando em doencas hemorragicas graves
como a Piarpura Trombocitopénica Aloimune Neonatal (PTAN), Parpura Pés-Transfusional
(PPT) e refratariedade plaquetdria, condicéo clinica em que o paciente ndo apresenta um in-
cremento na contagem de plaquetas apds a transfusdo, podendo ocorrer por causas ndo imunes
ou imunes”'".

A plaquetopenia constitui um achado relativamente comum e muitas vezes fatal em do-
encgas onco-hematoldgicas. A transfusdo profildtica de concentrado de plaquetas ocorre ge-
ralmente com contagens inferiores a 10.000/ul e constitui a principal terapia utilizada para
prevencdo da hemorragia, justificando o estudo da frequéncia dos HPAs em pacientes onco-
hematoldgicos trombocitopénicos no sentido de contribuir para andlise da probabilidade de
aloimunizacéo diante da terapia transfusional'>!¥,

Materiais e Métodos
Foram selecionadas do banco de DNA do Laboratério de Imuno-hematologia 150 amos-

tras de pacientes atendidos no Ambulatdrio Transfusional do Servico de Hematologia do Hos-
pital das Clinicas da FMUSP, no periodo de 2004 a 2010. Utilizou-se como critério de inclusdo

Rev Bras Hematol Hemoter. 2012;34(3):202-5



Frequéncia dos antigenos plaquetarios humanos (HPA) em pacientes trombocitopénicos e predisposicdo a incompatibilidade transfusional

para estas amostras pacientes portadores de doengas onco-hema-
tologicas apresentando trombocitopenia com contagem inferior
a 20.000 plaquetas/ul e indicacdo de transfusdo de concentrado
de plaquetas (CP). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade de Santo Amaro (UNISA) com registro
CEP UNISA n° 043/09.

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue total
congeladas a -80°C, utilizando um kit de isolamento de DNA (Wi-
sard SV genomic, Promega, EUA), de acordo com as instrugdes
do fabricante. A genotipagem plaquetdria para os alelos HPA-1a,
HPA-1b; HPA-2a, HPA-2b; HPA-3a, HPA-3b; HPA-4a, HPA-4b;
HPA-5a, HPA-5b; HPA-15a, HPA-15b foi realizada pelo método
de reacdo em cadeia da polimerase primer sequéncia especifica
(PCR-SSP). Os polimorfismos analisados localizam-se nas regi-
oes q21-q32 do cromossomo 17, que caracteriza os alelos HPA-1,
-3 e -4, regido pter-p12 do cromossomo 5, que caracteriza o alelo
HPA-2, regido q23-q31 do cromossomo 5, que caracteriza o ale-
lo HPA-5 e regido q13 do cromossomo 6, que caracteriza o alelo
HPA-15. Os iniciadores (Operon Biotechnologies GmbH, Coldnia,
Alemanha) foram desenhados de forma a flanquear essas regides, e
a padronizag@o técnica da PCR-SSP foi realizada de acordo com os
principios descritos por Castro et al,1999, e Meyer et al, 1999114,

As reagdes de PCR para a amplificacdo dos HPA-1, -2, -4,
-5, e -15 foram realizadas a um volume final de 20 mL e para
o HPA-3 o volume final de 30 mL [150 ng do DNA gendmico,
mistura de ANTP 10 mM, MgCI2 50 mM, Tampdo 10X, 5U de
Taq polimerase (Platinum, Invitrogen, Brasil) e 10mM dos inicia-
dores senso e antisenso especificos para cada alelo]. A reacao foi
realizada em termociclador (Eppendorf, Alemanha) e o segmento
amplificado a uma temperatura inicial de desnaturacio de 95 °C
por 10 minutos para ativacio da Taq, seguido de desnaturagdo por
30 ciclos a 95 °C por 30 segundos, anelamento dos iniciadores a
65 °C por 60 segundos e extens@o a 72 °C por 30 segundos.

Andlise estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas foram estimadas por
contagem direta e o resultado obtido foi comparado ao de estu-
dos preexistentes em individuos saudédveis da populacio brasilei-
ra>19_ Para a estimativa das probabilidades de incompatibilidade
foi utilizado o Célculo de Probabilidades Condicionais. Para a
verificagdo de equivaléncia com outros estudos foi utilizado o
teste para uma proporcao. O IC (intervalo de confianca) utilizado
nos cdlculos estatisticos foi de 95% e para a andlise inferencial
foi considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05), sendo
que os testes tiveram conclusio sob hip6tese bicaudal.

Resultados
Populacao: Caracteristicas Clinicas

Dos 150 pacientes trombocitopénicos onco-hematolégicos
incluidos no estudo, 65 pacientes (44%) eram do género mascu-
lino e 85 (56%) do género feminino. A idade variou de 13 a 80
anos, com média de 46 anos. De acordo com a patologia onco-he-
matoldégica observada, 28 apresentavam diagndstico de Anemia
Aplastica (18,7%), 64 apresentavam diagndstico de Leucemias
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Agudas, mieloides e linfoides (42,7%), 19 pacientes apresenta-
ram diagnéstico de Leucemias Cronicas, mieloides e linfoides
(12,7%) e 39 pacientes apresentaram diagnéstico de Linfoma,
Hodgkin e nao Hodgkin (26%).

Frequéncias genotipicas e alélicas

As frequéncias genotipicas e alélicas dos antigenos plaque-
tarios humanos estdo demonstradas na Tabela 1.

O resultado da frequéncia alélica A para os HPA-1, -2, -3,
-4, -5 e -15, quando comparado aos resultados obtidos nos estu-
dos de Medeiros (2009) para os HPAs 1, 2, 3,4 e 5 e no estudo de
Cardone (2004) para o HPA-15, ndo mostrou diferencas estatisti-
camente significativas, conforme apresentado na Tabela 2.

Probabilidade de incompatibilidade
dos antigenos HPA

Para determinacdo da probabilidade de incompatibilidade
transfusional na populacdo, foi necessdria a andlise de cada gru-
po de gendtipo (AA, AB e BB). Para os pacientes que possuem
gendtipo AB, ou seja, com presenga de ambos os alelos, a pro-
babilidade de incompatibilidade é minima ou igual a 0 (zero).
As probabilidades de incompatibilidade para os pacientes com
gendtipo homozigoto para A (IN,,) e para os pacientes com ge-
nétipo homozigoto para B (IN,,) foram observadas em fungio
das probabilidades genotipicas dos doadores que, no caso, foram
estimadas pelo estudo de Medeiros (2009) e Cardone (2004), sen-
do o dltimo apenas para o antigeno HPA 15. Os resultados estao
demonstrados na tabela 3.

Discussao

O estudo da frequéncia dos HPAs tem se tornado cada vez
mais relevante devido ao aumento da demanda para transfusdes
de plaquetas. Pacientes em tratamento para doencas onco-hema-
toldgicas constituem um grupo vulneravel a refratariedade pla-
quetdria. A aplasia medular e o dano endotelial causados pelo
tratamento quimioterdpico acarretam trombocitopenia intensa
e persistente, levando a necessidade de repetidas transfusoes de
CPs. Neste estudo, a andlise genotipica dos HPAs se da em pa-
cientes portadores de doengas onco-hematolégicas plaquetopéni-
cos com indicacdo de transfusao de CP.

Os resultados da frequéncia alélica e genotipica deste estudo
foram comparados ao estudo de Medeiros (2009), que determi-
nou a frequéncia alélica dos HPAs -1 a -13 utilizando a técni-
ca de PCR-SSP em 150 individuos de uma populagdo sauddvel
composta por doadores de sangue da Fundagido Pré-Sangue/He-
mocentro de Sido Paulo e ao estudo de Cardone et al. (2004) que
determinou a frequéncia do HPA-15 em 139 individuos, sendo
94 destes doadores de sangue. Os dados encontrados no grupo de
plaquetopénicos ndo mostraram diferencas estatisticamente sig-
nificativas entre os estudos ja realizados no Brasil, corroborando
o fato de que o alelo A apresenta maior frequéncia nos HPA-1, -2,
-3, -4 e -5 e o alelo B € mais frequente somente no HPA-15. Em-
bora Castro et al. (1999), em um estudo na populagao brasileira,
classificada em caucasoide, negra e indigena, demonstrou que os
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Tabela 1 - Frequéncias genotipicas e alélicas

Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica

AA AB BB Alelo A Alelo B
GP NT AA n Jo n Jo n %o
HPA-1 GPIlla 176T>C Leu59Pro 107 71,3 37 24,7 6 4,0 0,837 0,163
HPA-2 GPIba 482C>T  Thrl61Met 105 70,0 39 26,0 6 4,0 0,830 0,170
HPA-3 GPIIb 2621T>G Ile874Ser 71 51,3 56 37,3 17 11,3 0,700 0,300
HPA-4 GPIlla 506G>A  Argl69GIn 150 100,0 0 0,0 0 0,0 1 0
HPA-5 GPla 1600G>A  Glu534Lys 119 79,3 28 18,7 3 2,0 0,887 0,113
HPA-15 CD109 2108C>A  Tyr703Ser 37 24,7 63 42,0 50 333 0,457 0,543

GP = Glicoproteina; NT = Nucleotideo substituido; AA = Aminodcido substituido; n = Ntimero absoluto de pacientes; % = Frequéncia genotipica em porcentagem

indigenas foram o tnico grupo com diferenca genotipica signifi-
cante, neste estudo nao foi possivel a classificagdo dos pacientes
de acordo com a etnia'*!>16),

A aloimunizacdo e a refratariedade plaquetaria constituem
um problema clinico comum e relevante que depende de fato-
res como o tipo de produto plaquetdrio transfundido, nimero de
transfusdes recebidas e estado imunoldgico do paciente!'”. Se-
gundo Ferreira (2011), aproximadamente em 20% dos casos a
refratariedade plaquetdria ocorre por causas imunoldgicas com
o desenvolvimento de anticorpos contra antigenos presentes na
membrana plaquetéria, como: ABO, HPA e HLA (antigenos leu-
cocitarios humanos). Apesar da relevancia clinica, a pesquisa de
anticorpos antiplaquetdrios ainda nio € realizada rotineiramente
devido a complexidade dos procedimentos?.

Anticorpos HPA ocorrem em uma frequéncia de 8% a 25%,
podendo levar a refratariedade imune. A maioria dos pacientes
aloimunizados e refratdrios possui anticorpos anti-HPA associa-
dos a anticorpos anti-HLA. Estudos recentes evidenciaram aloi-
munizacio em 8% dos pacientes onco-hematolégicos que rece-
beram transfusdes de CP, sendo o anti-HPA-5b o mais frequente

A andlise da probabilidade de incompatibilidade para os di-
ferentes HPAs mostrou que nos HPA-1, -2, -4 e -5 mais de 70%
dos individuos sdo homozigotos para o alelo A; portanto, esses
individuos apresentam uma probabilidade de aloimunizag@o in-
ferior a 30%; ja os individuos homozigotos para o alelo B estdo
mais predispostos a aloimunizacio, pois a probabilidade de entra-
rem em contato com antigenos incompativeis nestes casos chega
a 100%.

Em individuos heterozigotos a probabilidade de aloimuni-
zagdo € zero, ja que os dois alelos estdo presentes. A frequéncia e
homogeneidade do HPA-4 na populagio tornam a probabilidade
de incompatibilidade praticamente nula para este antigeno.

Com relag@o aos HPA-3 e -15, a andlise deve ser criterio-
sa, uma vez que seus alelos aparecem de modo heterogéneo na
populagido®?. Neste caso, individuos homozigotos tém maior
predisposicdo a aloimunizacdo devido a maior probabilidade de
incompatibilidade observada neste estudo, apesar do aspecto po-

Tabela 2 - Andlise comparativa da frequéncia do alelo A

(50%), seguido pelo anti-HPA-1b e anti-HPA-5a, ambos com im- Amostra Populagio de referéncia P
portincia clinica associada a refratariedade plaquetdria®2®, HPA 1 0837 0,883 Medeiros, 2009 0,080
Por se tratar de um estudo utilizando amostras congeladas HPA 2 0.830 0850 Medeiros, 2009 0,493
de DNA, nio foi possivel realizar a pesquisa de anticorpos anti- HPA 3 0,700 0,673 Medeiros, 2009 0,481
plaquetdrios nestes pacientes; no entanto, com a andlise da fre- HPA 4 1,000 0,990 Medeiros, 2009 0,218
quéncia genotipica foi possivel verificar a probabilidade de in- HPA 5 0,887 0,910 Medeiros, 2009 0,325
compatibilidade dos antigenos HPAs. HPA 15 0,457 0515  Cardoneetal, 2004 0,155

Tabela 3 - Probabilidade de incompatibilidade para AA e BB
Doadores IN,, IC 95% IN,, IC 95%

P, P, P, (P, +P.) LI LS (P, +P,) LI LS
HPA-1 0,767 0,233 0,000 0,233 (23%) 0,196 0271 1,000 (100%) 0,861 1,000
HPA-2 0,707 0,287 0,007 0,293 (29%) 0,246 0,340 0,993 (99%) 0,841 1,000
HPA-3 0,473 0,400 0,093 0,493 (49%) 0,412 0,575 0,873 (87 %) 0,773 0,989
HPA-4 0,980 0,020 0,000 0,020 (2%) 0,017 0,023 1,000 (100%) 0,840 1,000
HPA-5 0,820 0,180 0,000 0,180 (18%) 0,151 0,209 1,000 (100%) 0,871 1,000
HPA-15 0,280 0,470 0,250 0,720 (72%) 0,605 0,835 0,750 (75%) 0,649 0,851

IC — Intervalo de 95% confianca; LI — Limite inferior; LS — Limite superior; PAB — Probabilidade do genétipo AB; PAA — Probabilidade do genétipo AA; PBB — Probabilidade do ge-
nétipo BB; INAA — Probabilidade de incompatibilidade em individuos homozigotos para A (AA); INBB — Probabilidade de incompatibilidade em individuos homozigotos para B (BB)
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sitivo dos HPA-3 e HPA-15 apresentarem-se em alta frequéncia
em heterozigose, 37,3% e 42% respectivamente.

O HPA-15 merece ainda atencio especial pois € responsavel
por 6,2% dos casos de aloimunizac@o e apresenta limitagdes para
deteccdo de anticorpos devido a varia¢ao da expressao do antige-
no e instabilidade da molécula CD109%2.

Ainda que a refratariedade plaquetdria ndo seja decorrente
apenas de fatores imunoldgicos, existe grande probabilidade de
exposicdo a antigenos plaquetdrios humanos incompativeis nas
transfusdes de concentrados de plaquetas. Pacientes onco-hema-
tolégicos plaquetopénicos refratarios ou aloimunizados poderiam
beneficiar-se da genotipagem plaquetdria em doadores de CPs
como uma ferramenta adicional, compatibilizando a transfusao.
A genotipagem plaquetdria, associada ao uso de hemocomponen-
tes desleucocitados e ABO compativeis, poderia eliminar as pos-
sibilidades de resultar em refratariedade de causa imunoldgica.
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