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RESUMO

A refratariedade plaquetaria ¢ um grave problema que dificulta o tratamento de
pacientes onco-hematologicos. Avaliou-se no presente estudo a ocorréncia de refratariedade
plaquetaria em 16 desses pacientes atendidos pelo Hemocentro Regional de Uberaba e Hospital
de Clinicas da UFTM pelo calculo corrigido do incremento (CCI). As condigdes clinicas dos
pacientes foram estudadas a partir de seus prontudrios e a identificacdo de aloanticorpos
antiplaquetarios foi feita através dos testes de PIFT e PRA HLA. Foram avaliados 44 episodios
transfusionais e a refratariedade plaquetaria foi confirmada em trés pacientes (18,75%). A
mediana da idade mostrou-se menor no grupo refratario. Identificaram-se aloanticorpos em
nove pacientes (56,25%) e dois deles foram refratarios (22%). Os resultados do PIFT e HLA
PRA foram discordantes em 62,5% dos casos. De sete pacientes com histdria gestacional, trés
apresentaram aloanticorpos (43%) sendo duas pacientes refratarias (29%). A maioria dos
pacientes (87,5%) ja havia sido exposta previamente a algum tipo de hemocomponente e nove
deles (56%) apresentaram testes positivos para aloanticorpos, dos quais, dois foram refratarios
(22%). Observou-se maior freqiiéncia de incremento insatisfatorio nos episédios em que foram
transfundidos CPs obtidos por PRP (64%) do que naqueles com CPs obtidos por aférese
(37,5%). As trés pacientes refratarias apresentavam condigdes que favoreciam a refratariedade.
Uma apresentou febre e PIFT inconclusivo e ndo tinha gestacdes ou transfusdes prévias; outra
apresentou febre, infec¢do, esplenomegalia, uso de Anfotericina B e Vancomicina e PIFT
positivo; e a terceira apresentou sangramento transvaginal importante, bacteremia, uso de
vancomicina e positividade para aloanticorpos por PIFT e PRA HLA. Nao foram observadas
diferencas estatisticas nas comparagdes dos resultados, contudo, ¢ preciso considerar o

pequeno tamanho da amostra. A concomitancia de fatores que interferem na resposta a
11
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transfusdo dificulta o entendimento sobre os mecanismos envolvidos em cada caso. Contudo, é
possivel notar que a refratariedade plaquetaria ¢ um problema clinico comum e relevante. Mais
estudos sdo necessarios para avaliagdo do real impacto da refratariedade e direcionamento na
criacdo de protocolos de atendimento diferenciado e viabilizagdo da selecdo de doadores

compativeis para pacientes refratarios a transfusdo de plaquetas.
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ABSTRACT

The platelet refractoriness is a serious problem that hinders the treatment of onco-hematology.
Was evaluated in this study the occurrence of platelet refractoriness in these 16 patients
enrolled in Hemocentro Regional de Uberaba and Hospital de Clinicas/UFTM the corrected
count increment (CCI). The clinical conditions of patients were studied from their records and
identification of platelet alloantibodies was performed by testing PIFT and PRA- HLA Class I.
We evaluated 44 transfusions and platelet refractoriness was confirmed in three patients
(18.75%). The median age was lower in the refractory group. Alloantibodies were identified in
nine patients (56.25%) and two of them were refractory (22%). The results of PIFT and PRA-
HLA were discordant in 62.5% of cases. Of seven patients with a history of pregnancy, three
had alloantibodies (43%), two refractory patients (29%). Most patients (87.5%) had previously
been exposed to some type of blood component and nine of them (56%) tested positive for
alloantibodies, of which two were refractory (22%). A higher frequency of unsatisfactory
growth in episodes that were transfused PCs obtained by PRP (64%) than in those with PCs
obtained by apheresis (37.5%). The three patients had refractory conditions that increased
reporting. One had fever and PIFT inconclusive and had no previous pregnancies or
transfusions, and another presented with fever, infection, splenomegaly, use of amphotericin B
and vancomycin and PIFT positive and the third had significant vaginal bleeding, bacteremia,
vancomycin and positive for alloantibodies PIFT and PRA-HLA. There were no statistical
differences in comparisons of results, however, we must consider the small sample size.
Concomitant factors that influence the response to transfusion complicates the understanding
of the mechanisms involved in each case. However, it is possible to note that the platelet

refractoriness is a common clinical problem and relevant. More studies are needed to assess the
13
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real impact of refractoriness and guidance in setting up protocols for distinguished service and

making the selection of suitable donors for patients refractory to platelet transfusion.
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1. INTRODUCAO

A transfusdo de plaquetas ¢ uma terapia muito util na prevengdo e tratamento de
hemorragias em pacientes plaquetopénicos em decorréncia de doengas medulares ou terapias
citotoxicas (SCHIFFER et al, 2001). Antes da instituicdo da transfusdo de plaquetas, as
hemorragias contribuiam para a morte de 67% dos pacientes com leucemias. Apds instituicao
dessa terapia, a incidéncia de hemorragias fatais caiu para 37% e vem diminuindo cada vez
mais devido ao aperfeigoamento do tratamento médico no suporte transfusional terapéutico e
profilatico com concentrados de plaquetas (CP) (BAYER et al., 1992).

Gracas aos atuais métodos de estocagem, milhdes de transfusdes de plaquetas sdo
realizadas por ano em todo o mundo (FISCHER et al., 2006). Em Minas Gerais, de acordo com
levantamentos da Fundagdo HEMOMINAS, no ano de 2008 foram produzidos 700.634
hemocomponentes dos quais 173.446 (24,8%) eram concentrados de plaquetas e destes,
109.358 (63,1%) foram efetivamente transfundidos.

No Hemocentro Regional de Uberaba, em 2008, produziu-se 10.814 concentrados de
plaquetas, dos quais, 10.638 (98,37%) eram concentrados de plaqueta simples e 176 (1,63%)
foram obtidos por aférese. No periodo, foram transfundidas 4.813 unidades deste
hemocomponente, o que representou 44,50% de aproveitamento.

Apesar da grande produgdo de CPs, o seu aproveitamento ¢ limitado e por vezes ha falta
desse hemocomponente nos Hemocentros e Agéncias Transfusionais. Com isso, ainda ¢ um
desafio a esses servigos a obtencdo de CPs em quantidade e qualidade suficientes para atender
a demanda de todos os pacientes que necessitam desta terapia e reduzir o desperdicio desse

hemocomponente (CAMERON et al., 2007).
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1.1 Transfusdo de Plaquetas

As plaquetas sdo produzidas pela fragmentacdo do citoplasma de megacaridcitos,
células grandes e poliploides que se desenvolvem na medula 6ssea e no bago (LEEKSMA e
COHEN, 1955). Ao serem liberadas na circulacdo sanguinea, exercem um papel essencial na
hemostasia, cicatrizagdo de feridas e processos de fibrose (SOARES et al., 2007). Em
humanos, sdo produzidas diariamente 1 x 10'' plaquetas que apresentam sobrevida média de
dez dias e sdo retiradas da circulagdo pelo sistema reticulo endotelial, principalmente no figado
e no bago (MASON et al., 2007).

Quando hda um desbalanco com queda na producdo de plaquetas ou aumento de
consumo ou destrui¢do periférica, observa-se um quadro de plaquetopenia. A plaquetopenia
por faléncia medular estd relacionada a doencas hematologicas, oncoldgicas ou onco-
hematoldgicas e ao tipo de tratamento (radioterapia e/ou quimioterapia). Nesses casos, a
transfusdo de plaquetas ¢ a principal terapia utilizada na prevencdo e tratamento de
hemorragias.

Embora existam controvérsias sobre quando a transfusdo profilatica de plaquetas se faz
necessaria, geralmente, é realizada quando a sua concentragdo estd abaixo de 10 x 10
plaquetas/L na auséncia de febre e < 20 x 10°/L para pacientes febris ou com infec¢do, em
transplante de células tronco, com mucosite e, em casos particulares, quando os pacientes se
encontram em tratamento anticoagulante ou antes de serem submetidos a procedimentos
invasivos ou cirirgicos. As transfusdes terapéuticas referem-se aos casos de sangramento ativo

(HEIM et al., 2008).
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As plaquetas a serem transfundidas podem ser obtidas a partir de unidades de sangue
total, pelo método de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) ou de Buffy Coat (BC). Por estes
métodos, cada unidade de concentrado de plaquetas (CP), unitarias ou randomicas, contém
aproximadamente 5,5 x 10'° plaquetas em 50 - 60 mL de plasma. Outro método de obtencio de
CP ¢ o procedimento de aférese em que as plaquetas sdo coletadas de um tnico doador. Neste,
obtém-se 3 x 10" plaquetas em 200 a 300 mL de plasma, o equivalente a cerca de 6 a 12
unidades de PRP ou BC, porém, ¢ um método de maior custo (MAURER-SPUREJ e
CHIPPERFIELD, 2007).

Falhas nos processos de obtencdo, conservacdo, manipulagdo e infusdo dos
hemocomponentes podem desencadear danos nos componentes celulares e plasmaticos,
gerando incidentes e acidentes transfusionais graves (ROSSI, 2002). Para manter a boa
qualidade na produgdo e estocagem de plaquetas, trés fatores devem ser considerados: reducao
da ativacdo de plaquetas durante a coleta, preparo e estocagem; atividade glicolitica minima e
disponibilidade de glicose durante todo o periodo de estocagem (GULLIKZZON, 2003).

Desde 1980, tem sido adotada pelos servicos de hemoterapia a estocagem dos produtos
plaquetarios a temperatura ambiente (22 + 2°C) por no maximo cinco dias (SIMONSEN et al.,
2006) e alguns protocolos estabelecem pH minimo de 6,4 ¢ maximo de 7,4 (STRASBOURG:
COUNCIL OF EUROPE, 2005). A recuperacao média apds cinco dias de estocagem ¢ de 63%
e a sobrevida média ¢ de 160,8 horas (DUMONT et al., 2002). Muitas pesquisas t€ém buscado
estender o periodo de estocagem, melhorando as condi¢des de armazenamento para diminuir o
risco de crescimento bacteriano. Essa extensdo pode aperfeicoar a disponibilidade de

componentes plaquetarios e reduzir o desperdicio dos mesmos (SIMONSEN et al., 2006).
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Uma estratégia frequentemente utilizada para reducdo do risco de transmissdo de
doencas ¢ a redugdo no numero de leucocitos por filtragdo, irradiagdo e pelo uso de
concentrados obtidos por aférese. Além disso, esses métodos de desleucocitacdo contribuem
para a diminui¢do do risco de aloimunizagdo a antigenos leucocitarios humanos (HLA - Human
Leukocyte Antigen), condi¢ao que pode afetar a resposta a transfusao (CAMERON et al., 2007;
NAKAZAWA et al., 2007). O que se tem preconizado ¢ que o nimero de leucocitos por bolsa

seja menor que 5 x 10° (KAO et al., 1995).

1.2. Resposta a transfusdo de plaquetas

Habitualmente, ¢ de responsabilidade do servigo de hemoterapia a captagdo de
doadores, triagem clinica, coleta de sangue, processamento, armazenamento, triagem
sorologica, tipagem imuno-hematoldgica, provas de compatibilidade e controle de qualidade
dos hemocomponentes. Contudo, a eficacia do procedimento hemoterapico fica restrita a
avaliacao do médico assistente.

Enquanto o controle da eficicia da transfusdo de concentrados de hemaécias ¢ realizado
pelo incremento da hemoglobina ou hematdcrito, facilmente avaliados através da suas
dosagens, o controle da transfusdo de plaquetas ¢ feito pelo calculo do Incremento Corrigido da
Contagem (ICC) ou da porcentagem de Recuperagdo Plaquetaria. Pratica raramente observada
nos centros hemoterapicos brasileiros.

O célculo do ICC ¢ definido como a diferenca entre a contagem encontrada no paciente
apos a transfusdo (N° Pos-tx) e a observada antes da transfusdo (N° Pré-tx), multiplicada pela

superficie corporal (SC) e dividida pelo nimero de plaquetas transfundidas (N° Pqts)

24



25

(YANKEE; GRUMET e ROGENTINE, 1969; THE TRAP STUDY GROUP, 1997; ARNOLD

et al., 2006). Entao:

ICC = (N° Pés-tx — N° Pré-tx)/uL x SC (m?)
N° Pqts x 107"

A 4rea de superficie corporal em m” foi estimada por DuBois ¢ DuBois (1916), em que

a altura (cm)™’* & multiplicada pelo peso (Kg)*** e por 0,00718 (DAVIS et al., 1999).

O calculo da Recuperagdo Plaquetaria ¢ definido como a diferenga entre a contagem
encontrada no paciente ap6s a transfusdo (N° Pos-tx) e a observada antes da transfusdo (N°
Pré-tx), multiplicada pelo volume sanguineo (VS) e dividida pelo nimero de plaquetas

transfundidas (N° Pqts) (DAVIS et al., 1999). Logo:

Recuperagio Plaquetaria = (N® Pos-tx — N° Pré-tx)/uL x 10 x VS (mL)
N° Pqts x 10"

Dessa forma, o ICC e a RP ajustam o niimero de plaquetas transfundidas para o volume
de sangue do paciente e sdo consideradas ferramentas uteis na comparacdo mais precisa da
resposta a transfusdo, uma vez que as diferencas no ICC e na RP podem ocorrer com produtos
que tenham a mesma dose, mas diferentes qualidades (DAVIS et al., 1999; SLICHTER et al.,
2005).

Quando o incremento ¢ insatisfatorio, o paciente ¢ denominado como refratario a
transfusdo de plaquetas. Como este incremento pode oscilar em decorréncia de fatores clinicos
e farmacolodgicos, a confirmagdo ¢ feita mediante resultados insatisfatorios em duas ou trés

transfusdes consecutivas (REBULLA, 2005; DZIK, 2007).
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De forma geral, a refratariedade ¢ definida de acordo com os valores do incremento
corrigido com 10-60 minutos e com 18-24 horas apds a transfusdo e devem ser iguais ou
inferiores a 5.000 e 2.500 plaquetas/pL, respectivamente (BISHOP et al., 1992; SCHIFFER et
al., 2001). Os valores que indicam refratariedade apresentam porcentagem de RP menor que
20% até uma hora ou menor que 10% com 16 horas (DAVIS et al., 1999; NOVOTNY, 1999).
Enquanto a contagem de plaquetas uma hora apos a transfusdo avalia, principalmente, a
resposta imediata a transfusdo, a contagem com 24 horas monitora a sobrevida das plaquetas
(SECORD E GOLDFINGER, 2004).

A defini¢do do limiar de refratariedade a transfusao de plaquetas com base no ICC e no
RP ¢ muito util, desde que os resultados sejam bem interpretados (DAVIS et al., 1999). No
contexto clinico, é considerado importante o aumento maior ou igual a 20% no ICC (5 X 10°
plaquetas/L com uma hora e 2,4 X 10° plaquetas/L com 24 horas) e no intervalo até a proxima
transfusdo (> 8,4 horas). Em pacientes trombocitopénicos nao refratarios, a recuperagao média
¢ de 60 (¢15) % da dose transfundida (HANSON e SLICHTER, 1985). Como
aproximadamente 30 a 35% das plaquetas encontram-se retidas no baco, pacientes
hiperesplénicos apresentam recuperacao plaquetaria diminuida enquanto que individuos sem o
baco podem apresentar recuperagao superior a 90% (BISHOP et al., 1988; FRIEDBERG et al.,
1993; DOUGHTY et al., 1994; BOCK et al., 1996).

O ICC ¢ uma avaliacdo essencial para o sucesso da transfusdo de plaquetas,
principalmente, para os pacientes que estdo recebendo transfusdes profilaticas. Observa-se
diminui¢do progressiva no intervalo entre as transfusdes quando ha diminui¢do nos valores do
ICC, o que indica menor sobrevida das plaquetas (SLICHTER et al., 2005). Além disso, a falta

de resposta satisfatoria parece estar relacionada a maior incidéncia de complicacdes
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hemorragicas e a menor sobrevida do paciente, provavelmente, em decorréncia de um maior
grau de dano endotelial (KERKHOFEFS et al., 2008).

Assim, além da presenca ou auséncia de sangramento, o monitoramento da efetividade
da transfusdo de plaquetas com base na contagem de plaquetas pds-transfusional apresenta
maior repercussao na pratica diaria dos Centros de Terapia Intensiva (CTI), direcionando as
decisdes do clinico quanto a necessidade de transfusdes adicionais ou precaugdo quanto a
procedimentos invasivos (ARNOLD et al., 2006).

Existem diversas condigdes clinicas que podem influenciar a sobrevida das plaquetas
apds a transfusdo e comprometer o incremento plaquetario. Essas condi¢cdes podem ser de
causas imunes ou ndo imunes. Dentre as ndo imunes, que representam cerca de 80% das causas
de refratariedade, destacam-se: sepse, febre, esplenomegalia, transplante de medula dssea e de
células progenitoras de sangue periférico, coagulagdo intravascular disseminada, doenca do
enxerto contra o hospedeiro, doengas vaso-oclusivas, plaquetopenia pelo uso de medicamentos
(quinidina, penicilina, sulfas, heparina, diuréticos e vancomicina) e hemorragias. Estes fatores
podem encurtar a sobrevida de plaquetas, com queda significativa no ICC de 24 horas, porém
com pouco efeito sobre o ICC de uma hora (SLICHTER et al., 2005; CAMERON et al., 2007).
Deve se considerar também que cada paciente pode ser muito sensivel a determinado fator e
relativamente insensivel a outros (FRIEDBERG et al., 1993).

As causas imunes se relacionam com a necessidade de maior numero de transfusodes e
em intervalos menores devido a persisténcia de trombocitopenia decorrente da presenga de

anticorpos contra antigenos presentes na membrana plaquetéria do doador.

1.3. Aloimunizagado plaquetaria
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As plaquetas apresentam antigenos do sistema ABO em sua membrana e também
podem adsorver esses antigenos do plasma. A refratariedade por anticorpos anti-ABO pode ser
contornada pela transfusdao de plaquetas ABO compativeis. Embora seja clara a interferéncia de
anticorpos anti-A e anti-B nos incidentes de hemolise intravascular, permanece em discussao o
quanto a transfusdo de plaquetas ABO incompativeis pode influenciar a resposta a transfusao
de plaquetas (SHEHATA et al., 2009).

Fung, Downes e Shulman (2007) mostraram que cerca de 50% dos servicos de
hemoterapia norte-americanos providenciam plasmas ou plaquetas ABO incompativeis quando
nao ha disponibilidade de produtos compativeis. Desses, 17% nao realizam monitoramento no
uso de plaquetas ABO incompativeis.

Os dois sistemas de antigenos mais envolvidos na aloimunizagdo plaquetdria sdo: os
antigenos leucocitarios humanos (Human Leukocyte Antigen — HLA), presentes na membrana
das plaquetas e também em outros tecidos e células sanguineas, e os antigenos plaquetarios
humanos (Human Platelet Antigen — HPA) especificos das plaquetas (DELAFLOR-WEISS;
MINTZ, 2002; TINMOUTH et al., 2006).

A aloimunizacdo a estes antigenos ocorre devido a sensibilizagdao prévia durante a
gestacdo, transfusdes ou transplantes. Também depende de diversos fatores tais como o tipo de
produto plaquetério transfundido, o nimero de transfusdes recebidas e estado imunolédgico do
paciente (MEENU et al., 2005). O principal tipo de concentrado de plaquetas transfundido,
especialmente em nosso pais, € o de pool de plaquetas de doadores randomizados, ndo
desleucocitadas, de cinco a seis doadores. Neste caso, os pacientes sdo expostos a um maior

numero de antigenos de doadores aumentando o risco de aloimunizagao.
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A aloimunizagdo por antigenos HLA ¢ mais comum que por antigenos HPA e acredita-
se que se deva, principalmente, a contaminagdo dos produtos plaquetarios com leucocitos
(CLAAS et al., 1981). Ainda, observa-se que os pacientes HLA-aloimunizados sdo os que mais
frequentemente desenvolvem anticorpos contra antigenos plaquetarios especificos (KICKLER
etal., 1990).

Quanto ao tratamento dos pacientes aloimunizados, alguns centros selecionam os
doadores cujos concentrados apresentaram um incremento satisfatério, mas em alguns casos
pode ndo ser possivel a identificagdo de um doador compativel. Nestes casos, ¢ inaceitavel
continuar a terapia profildtica se o paciente ndo apresentar sangramento. Quando ha
sangramento recomenda-se o emprego de pool de varios doadores, esperando que algum deles
seja compativel e ajude a melhorar o incremento (NEGASAWA, KIM e BALDINI, 1978).

A infusdo de imunoglobulina G (IgG) também ¢ utilizada para modular a
aloimunizagdo, mas ha controvérsias quanto ao seu emprego, pois alguns estudos mostram
ineficacia em pacientes refratarios, sendo necessario retomar as transfusdes de pools de
plaquetas (SCHIFFER et al., 1984; LEE et al., 1987). Quanto a esplenectomia, ha estudos que
mostram ineficiéncia na corre¢do do incremento, sugerindo que as plaquetas também sejam

destruidas em outros sitios, como o figado (HOGGE et al., 1984).

1.3.1. Aloimuniza¢do HLA

O sistema HLA origina-se do complexo de histocompatibilidade principal que codifica
proteinas polimorficas da superficie celular responsaveis pela apresentacdo de antigenos. As

plaquetas podem sintetizar antigenos HLA de Classe I (SANTOSO et al., 1993) e também
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adsorver antigenos HLA soltveis no plasma e com isso, o nimero de antigenos HLA na
superficie de plaquetas ¢ relativamente alto em comparagdo as células vermelhas e granuldcitos
(LALEZARI e DRISCOLL, 1982).

O que se tem estabelecido para a prevengao da aloimunizagdo HLA ¢ que a quantidade
de leucdcitos nos produtos sanguineos seja menor que um milhdo (padrdes europeus) ou cinco
milhdes (padrdo nos Estados Unidos) (REBULLA, 2005). As principais estratégias
empregadas sdo a reducdo no nimero de leucdcitos por filtracdo, irradiagdo gama ou UV, ou
pelo uso de concentrados obtidos por aférese (CAMERON et al., 2007; NAKAZAWA et al.,
2007).

Considerando-se a dominancia do sistema HLA e que as complicacdes transfusionais
podem ser resolvidas em aproximadamente dois tercos dos casos quando ¢ feito a tipagem HLA
ou identificagdo cruzada (REBULLA, 2005), o caminho obvio para a prevencdo da
aloimunizagdo parece ser a sele¢do de doadores que compartilhem todos os antigenos de
histocompatibilidade com o receptor. No entanto, a unica compatibilidade total serd entre
gémeos idénticos. Em todos os outros casos, os individuos serdo incompativeis e ¢ provavel
que ocorram reagoes aloimunes (CLASS, 2002).

Hé uma enorme dificuldade em se encontrar doadores totalmente compativeis devido as
diversas variagdoes polimorficas do sistema HLA. Por esta razdo, muitos pacientes recebem
orgdos, plaquetas ou células-tronco de doadores incompativeis (CLAAS, 2002).

No caso da transfusdo de plaquetas, tais procedimentos podem levar a refratariedade
plaquetaria. O unico meio de contornar este problema ¢ selecionando doadores com base em
provas cruzadas negativas. Assim, a transfusdo ¢ realizada somente se o paciente ndo contém

aloanticorpos contra os antigenos HLA ou especificos de plaquetas do doador. Num primeiro
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momento isto parece impossivel devido a grande variagdo polimoérfica do sistema HLA; no
entanto, o que varios estudos mostram ¢ que existem incompatibilidades mais ou menos
provaveis de induzirem aloimunizacdo (MARUYA et al., 1993; DOXIADIS et al., 1996). Em
geral, os enxertos incompativeis para antigenos HLA Classe I permissiveis apresentam
sobrevida similar a de enxertos HLA idénticos. Para tanto, vém sendo estabelecidos programas
especiais de avaliacdo de incompatibilidades aceitaveis, como estudado pelo grupo do Euro
Transplante (DANKERS et al., 2004).

Observa-se que existem muitos estudos voltados para o valor da compatibilidade HLA
no transplante, mas faltam estudos similares na avaliacdo da compatibilidade na transfusdo de
plaquetas, uma vez que a incompatibilidade pode ser responsavel por reacdes aloimunes e
sensibilizagdo prévia com influéncia para pacientes onco-hematoldgicos que geralmente sao
candidatos a um transplante de medula 6ssea ou de células progenitoras de sangue periférico.

O que se espera ¢ que o monitoramento aprofundado dos pacientes, com diferentes
testes in vitro, permita identificar parametros ideais na predi¢do da presenca ou auséncia de
resposta aloimune prejudicial no transplante e na transfusao.

A compatibilidade HLA pode ser avaliada por ensaios de linfocitotoxicidade, ELISA e
ensaios fluorescentes (DZIK, 2007). A literatura tem mostrado que os testes de
linfocitotoxicidade (Lymphocytotoxic Test - LCT) e LCT antiglobulina humana adaptado
(AGH-LCT) (ARAKI et al., 1995) tém sido implementados em muitos laboratérios para
deteccdo de anticorpos contra antigenos HLA Classe 1. Estes anticorpos, contudo, podem nao
ser detectados pelo LCT ou AGH-LCT, devido a baixa sensibilidade, resultando em falta de

reconhecimento de refratariedade a transfusdo de plaquetas.
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Novos testes tém sido introduzidos alternativamente como o Labscreen PRA-HLA
Class I, FlowPRA Class I (One Lambda, Canoga Park, CA) (MOSES et al., 2000), o teste de
imunofluorescéncia indireta de linfocito por citometria de fluxo (Lymphocyte
Immunofluorescence Test - LIFT) (LUBENKO et al., 2001; LEVIN et al., 2003) ¢ a
imobilizagdo com anticorpos monoclonais especificos de antigenos linfocitarios (Monoclonal
Antibody-Specific Immobilization of Lymphocyte Antigens Assay - MAILA) (KURZ et al.,
2001). Os testes com citometria de fluxo (LIFT e FlowPRA Class I) sdo descritos como mais
sensiveis que o LCT para a deteccao de anticorpos HLA no plasma. Sato e colaboradores
(2005) observaram que os métodos baseados em citometria de fluxo sdo mais efetivos que o

AHG-LCT na detecgao de anticorpos HLA.

1.3.2. Aloimuniza¢do HPA

A membrana plaquetaria apresenta receptores celulares representados por complexos de
glicoproteinas (GPs) que sdo fundamentais para a fungcdo hemostatica plaquetaria normal.
Algumas glicoproteinas plaquetarias sdo polimorficas, podendo existir na populacdo sob duas
ou mais formas alélicas diferentes, resultantes da substituicio de um tUnico nucleotideo que
provoca, consequentemente, a mudanga de aminoacidos (ROZMAN, 2002; CASTRO et al.,
2007).

Os polimorfismos das GPs plaquetarias sdo determinantes antigénicos denominados
como antigenos plaquetarios humanos ou HPAs. Aloanticorpos contra esses aloantigenos
podem surgir durante a gravidez ou transfusdo conduzindo a trombocitopenia aloimune

neonatal, purpura pos-transfusional, e refratariedade plaquetaria transfusional. Os anticorpos
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anti-plaquetarios aderem a superficie plaquetaria e esse imunocomplexo ¢ fagocitado pelas
células mononucleares resultando em diminui¢do do nimero de plaquetas (ERTEL et al.,
2005).

A investigacdo destes aloantigenos ¢ importante na selecdo de doadores de plaquetas
em casos de refratariedade plaquetaria e pode ser realizada por técnicas que utilizam anticorpos
monoclonais (Monoclonal Antibody-Specific Immobilization of Platelet Antigens Assay -
MAIPA) e biologia molecular (PCR-RFLP e PCR-SSP). Dados da prevaléncia desses antigenos
plaquetarios humanos em uma dada populagdo sdo importantes para o diagndstico de
trombocitopenias imunes, o planejamento de programas de screening em mulheres com risco
de trombocitopenia aloimune neonatal, consulta genética e terapia adequada para pacientes
com anticorpos anti-HPA. Além de apresentarem impacto pratico na realizacdo de transfusao
de plaquetas, estes dados podem contribuir com o entendimento das relagdes de evolugao e

oferecer informagdes da expansdo demografica (ROZMAN, 2002).

1.4. Justificativa

Considerando que hé escassez de dados sobre a ocorréncia de refratariedade plaquetaria
e de suas causas nos servigos que oferecem suporte hemoterapico em nosso pais, propusemos
realizar este estudo para ampliar o conhecimento do problema nesses servigos e gerar
informagdes relevantes para a implementagdo de medidas apropriadas para melhoria do

atendimento ao paciente e racionalizagdo no uso de concentrados de plaquetas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi identificar a ocorréncia e as causas de refratariedade a
transfusdo de plaquetas em pacientes onco-hematologicos submetidos a esta terapia no
ambulatorio do Hemocentro Regional de Uberaba e no Hospital de Clinicas da Universidade

Federal do Tridngulo Mineiro.

2.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar a resposta a transfusao de plaquetas;

2. Determinar as causas de refratariedade;

3. Avaliar a freqiiéncia de aloimunizagdo plaquetaria e dos aloanticorpos HLA Classe |
envolvidos;
4. Avaliar a associacao entre aloimunizacao plaquetaria e desenvolvimento de refratariedade a

transfusao.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1. Individuos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM) e ao Comité de Etica da Fundagio HEMOMINAS recebendo

parecer favoravel de ambas as institui¢des para a realizagdo do mesmo (anexos 1 e 2).

Foram incluidos no estudo: individuos com idade superior a 18 anos, com diagndstico
onco-hematolédgico, atendidos pelo Hospital de Clinicas da UFTM e Hemocentro Regional de
Uberaba e submetidos a transfusdao de Concentrados de Plaquetas. As amostras de sangue e
dados do prontuario eram coletados apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (anexo 3).

3.2. Avaliagdo dos Concentrados de Plaquetas (CPs)

3.2.1. Contagem de plaquetas

Avaliaram-se os CPs obtidos pelo método de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e
por Aférese, transfundidos aos pacientes inclusos na pesquisa, através de amostras homogéneas
para a contagem manual de plaquetas. O macarrao da bolsa era selado a 10 cm da extremidade,
garantindo a ndo abertura do sistema, para separacdo de aproximadamente 2 mL do CP. Nos

casos de transfusdes de CPs obtidos por PRP, preparava-se um pool das amostras das bolsas a
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serem transfundidas ao paciente em questdo. Todas as amostras eram homogeneizadas por no
minimo cinco minutos e a contagem plaquetaria realizada em duplicata. Para tanto, as amostras
foram diluidas na propor¢do de 1:200 em solu¢do de oxalato de amodnia a 1%, (10uL da
amostra para 1990 puL de solugdo). Apds homogeneizacdo por inversao manual, eram pipetados
10 pL da dilui¢do em camara de Neubauer e deixado em repouso em camara imida por 15
minutos.

A quantificagdo de plaquetas se fez pela contagem de plaquetas no quadrante central da
camara de Neubauer em aumento de 500 vezes. A média da contagem em duplicata era entdo

submetida ao seguinte célculo:

Plag/uL= N° Plaq. no quadrante central x 10 x fator de diluigao (200) x 5.

Os resultados foram convertidos em N° de plaquetas/bolsa pela formula:

Plaquetas/bolsa= Plaqueta/uL x 1000 x volume da bolsa

3.2.2. Contagem de leucocitos

Para avaliar a concentracdo de leucdcitos, as amostras homogeneizadas eram diluidas
em solugdo de Turk na propor¢ao de 1:5 (100 uL de amostra para 400 uL de solugdo). Apds
homogeneizacgdo por inversdo manual era deixado em repouso por 10 minutos. A analise de

amostras de CPs obtidos por PRP fez-se em camara de Neubauer e para CPs de aférese, em
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camara de Nageot. Eram pipetados 10 pL de cada amostra na cdmara e deixado em repouso
por 15 minutos. A andlise se fez em aumento de 500 vezes. O nimero de leucdcitos/pL foi

obtido pelo célculo:

N° de leucocitos/uL=N° de leucocitos x Fator de diluicao (%) x 10

N° de quadrantes contados

O numero de leucdcitos/bolsa foi calculado pela formula:

N° de leucocitos/bolsa= N° de leucocitos /puL x 1000 x volume da bolsa

3.3. Avaliagdo da resposta a transfusdo

A avaliagdo da resposta terapéutica a transfusao foi feita pela contagem de plaquetas 01
hora antes da transfusdo e com 01 e 24 horas apo6s a transfusdo. Foram considerados refratarios
os pacientes que apresentaram duas contagens seguidas do incremento plaquetdrio pos-
transfusdo menor que 5.000 na primeira hora e menor 2.500 nas 24 horas (SLICHTER et al.,

2005).

3.3.1. Contagem de plaquetas do receptor antes e apos a transfusao
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As amostras para contagem de plaquetas foram obtidas em SmL de sangue total colhido
em tubo contendo o anticoagulante EDTA. Ap6s homogeneizagdo eram tomados 10 pL de
sangue para dilui¢do em 990 pL de solugdo diluente (1:100). A solucdo diluente era preparada
previamente na propor¢ao de 100 mg de oxalato de amonio, 10 mL de dgua destilada e 50 pL
de Azul de Metileno 1%. Apds homogeneizagdo, 10 uL da solucdo eram pipetados em camara
de Neubauer e deixados em repouso por no minimo 15 minutos em camara timida.

A quantificagdo de plaquetas se fez em duplicata pela contagem de plaquetas no
quadrante central da cadmara de Neubauer com aumento de 500 vezes. A média de cada

contagem foi submetida ao seguinte céalculo:

Plag/pL= N° Plaq. no quadrante central x fator de diluigao (100) x 10.

3.3.2. Calculo do incremento plaquetario

O Incremento Corrigido da Contagem (ICC) foi obtido pelo seguinte calculo:

ICC= _IP_x SC
PT (x 10'")

Onde:
- IP: incremento plaquetario (x 10°/L);

- SC: superficie corporal (m?);

41



42

- PT: plaquetas transfundidas

3.4. Investigac¢do das causas de refratariedade a transfusdo de plaquetas

Para a investigacdo de causas ndo-imunoldgicas e imunoldgicas em pacientes

refratarios foram levantados dados sobre:

a) Qualidade dos produtos plaquetérios transfundidos:

e Método de preparacao;

e Tempo de estocagem;

* pH;

e Compatibilidade ABO;

e Numero de unidades transfundidas e

e Numero de plaquetas administradas por transfusao.

b) Dados clinicos do paciente (obtidos dos prontuarios):

e Dados demograficos: idade, género, peso, altura;

¢ Condigdes clinicas: febre, CIVD, esplenomegalia, infec¢do, sangramento;
¢ Diagnostico e indicagao;

e Medicacdes em uso;
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e Historia de sensibilizagdo prévia: numero de exposi¢des prévias a plaquetas, células

vermelhas, plasma e/ou transplantes e historia gestacional.

3.5. Avaliacdo da freqiiéncia de aloimunizagcdo plaquetaria e identificagdo de aloanticorpos

HLA Classe I envolvidos

Foram coletadas amostras de sangue em tubos sem anticoagulante para pesquisa de
anticorpos em todos os pacientes. A técnica empregada para a pesquisa inespecifica de
anticorpos antiplaquetarios foi o teste de imunofluorescéncia plaquetaria conhecido como PIFT
(Platelet Immunofluorescence Test) utilizando citometria de fluxo e, para a pesquisa e
identificagdo de anticorpos anti-HLA Classe I utilizou-se kits para detec¢dao de anticorpos HLA
de Classe I - Labscreen™ (LS1PRA, marca One Lambda) utilizando-se a citometria de fluxo,

aqui denominado como PRA-HLA.

3.5.1. Teste de Imunofluorescéncia Plaquetaria (PIFT)

Para a pesquisa inespecifica de anticorpo ligado a plaqueta preparou-se a cada bateria
de testes um pool de plaquetas de dois doadores do grupo sanguineo O e Rh negativo. A
separagdao de plasma rico em plaquetas foi feita por centrifugagao a 800 rpm por 20 minutos.
Apoés serem transferidas para outro tubo, as plaquetas eram lavadas por ressuspensdo em
PBS/EDTA 0,1% (£2 mL), centrifugagdo a 3000 rpm por dez minutos e retirada do

sobrenadante. Apos a terceira lavagem, eram ressuspensas em 1,5 mL de PBS/EDTA 0,1%. A
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concentracao de plaquetas era ajustada apds contagem automatica para 100.000 plaquetas/pL,
aproximadamente.

No preparo das amostras para a analise por citometria de fluxo, para cada teste, pipetou-
se 50 uL do pool de plaquetas em tubo para citdmetro e adicionou-se 50 uL do soro a ser
testado. Além do soro teste, a cada bateria de exames realizava-se concomitantemente o teste
de um soro controle negativo € um soro controle positivo (soros previamente identificados e
aliquotados). As preparacdes eram entdo incubadas por 30 minutos a 37°C. Decorrido esse
tempo, eram lavadas por trés vezes consecutivas com PBS/EDTA 0,1% (+2 mL) seguindo-se a
ressuspensdo das mesmas e centrifugacao a 3000 rpm por cinco minutos.

Na ultima lavagem, o sobrenadante era retirado e fazia-se a homogeneiza¢ao do tubo
por agitagdo em vdrtex e pipetagem. Em seguida, eram pipetados 60 pL do Anticorpo
Policlonal de Coelho fracdo F(ab')2 Anti-Imunoglobulina G Humana - Cadeia Gama
conjugado a Fluoresceina Isotiocianato (FITC) (INVITROGEN lote 366090A) previamente
diluido em agua autoclavada (1:50). As amostras eram deixadas a temperatura ambiente por 45
minutos ao abrigo de luz. Apds incubagdo, seguia-se novamente a lavagem com PBS-EDTA
0,1% (£ 2 mL) ressuspendendo e centrifugando a 3000 rpm por cinco minutos. Ap0s retirar o

sobrenadante a amostra era ressuspendida em uma solu¢ao com 500 pL PBS-EDTA 0,1%.

Fez-se a leitura em citometro de fluxo, aparelho FASCalibur Becton Dickison, através
do Software CellQuest. A estabilidade e reprodutibilidade do citometro eram periodicamente

checadas com o kit Calibrite™ beads (BECTON DICKISON).

Os parametros relacionados a seguir foram pré-estabelecidos no computador do sistema
para permitir uma uniformizagdo de andlise de cada amostra. O programa visou: a

quantificacdo de particulas analisadas, a estabilizacdo do raio laser, a padronizacdo da regido
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dos histogramas onde as plaquetas estariam representadas graficamente, a estabilizacdo das
fluorescéncias, a determinagdo do “gating”, que consiste na demarcagdo da populacdo a ser
estudada.

Foram considerados como parametros: o numero de particulas contadas e fluxo da
amostra. Os histogramas das analises foram obtidos da seguinte forma:

Histograma 1: Foward Scatter (FS - ordenada) x Log Side Scatter (LSS - abscissa)

Histograma 2: Logaritmo da Fluorescéncia 1 (LFL1) — (abscissa)

A regido demarcada no histograma 1(FS x LSS) correspondia a populacao plaquetaria a

ser analisada.
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Figura 1. Marcagao da populacdo plaquetaria analisada

Foi estabelecido que, durante a andlise grafica das amostras, a regido correspondente a
negatividade da curva de fluorescéncia cuja regido foi considerada como autofluorescéncia de
particulas, debris celulares, interferéncias do aparelho, (“ruidos”) e a grande maioria da

fluorescéncia inespecifica do anticorpo ligado as plaquetas da amostra controle.
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Para a padronizagao do anticorpo utilizado, realizou-se a pesquisa de anticorpos no soro
de 24 doadores de sangue do Hemocentro da UNICAMP, todos masculinos e sem historia de
exposi¢do prévia a transfusdes ou transplantes, para caracterizagdo da fluorescéncia em uma
curva padrao. Apds verificacdo da homogeneidade e normalidade dos resultados, verificou-se
que a média de fluorescéncia foi de 3,47, mediana de 3,41 e desvio padrao de +0,57.
Determinaram-se intervalos de corte para determinacdo de resultados negativos, inconclusivos
e positivos. Valores inferiores ao R1 (média + 1DP/média) foram considerados como
resultados negativos; valores entre R1 e R2 (média + 2 DP/média), inconclusivos, e, valores
superiores ao R2, positivos.

Com estas medidas, procurou-se eliminar a fluorescéncia inespecifica através de soros
controles negativos. Portanto, para cada amostra teste, avaliou-se, previamente, uma amostra
controle. Foram contados 10.000 eventos por amostra.

A Figura 1 apresenta a Fluorescéncia de um paciente com resultado negativo cuja

mediana de fluorescéncia (4.91) esteve abaixo do valor de R1 (1,16).
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Figura 2. Marcacao de plaquetas com IgG FITC.
Exemplo de resultado negativo (mediana <R1)
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A Figura 2 apresenta o resultado de Fluorescéncia de uma amostra de paciente positiva

cuja mediana de fluorescéncia (33,98) esteve acima do valor de R2 (1,33).
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Figura 3. Marcagao de plaquetas com IgG FITC.
Exemplo de resultado positivo (mediana >R2)

3.5.2. Pesquisa e identifica¢do de anticorpos anti-HLA Classe [

A identificagdo de anticorpos especificos contra antigenos HLA Classe 1 foi realizada
através de técnicas de citometria de fluxo utilizando kits para deteccao de anticorpos HLA de
Classe | - Labscreen™ (LS1PRA, marca One Lambda) seguindo as orienta¢des do fabricante.

As amostras de soro dos pacientes eram colhidas antes da transfusdo em tubos sem
anticoagulante com gel de separagcdo e centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos. Apds
separagdo, o soro era estocado em freezer a temperatura de -80°C. Os testes foram realizados
no laboratorio HLA da UNICAMP em agosto de 2009.

As amostras eram descongeladas imediatamente antes do ensaio e novamente
centrifugadas a 10000g por dez minutos para separacdo de possiveis grumos. O ensaio foi

realizado em placa de 96 pocos onde eram pipetados 5 pL das beads Labscreen
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(homogeneizadas por suave agitagdo em vdrtex antes do uso) e 20 uL do soro teste, o soro
controle negativo sempre pipetado no primeiro poco da placa. Em seguida, a placa era
incubada por 30 minutos a 20 — 25°C com agitag¢do suave.

Apos incubagdo adicionava-se 150 pL do tampao de lavagem em cada poco, agitado e
centrifugado a 1300g por 5 minutos e descartado o sobrenadante por inversdao. A lavagem
procedeu-se por mais duas vezes e, entdo, adicionado a dilui¢do do conjugado PE anti-humano
IgG. A placa era novamente agitada e deixada incubar no escuro por 30 minutos a 20-25 °C
com agitacdo suave. Apods esta segunda incubacao, a placa era novamente lavada por trés vezes
seguindo-se a adi¢do do tampao, centrifugacdo a 1300g por 5 minutos e inversdo. Por ultimo,
adicionava-se 80 pL de PBS em cada pogo, agitava-se em vortex e prossegui-se a aquisi¢ao de

dados e anélises pelo aparelho.

O aparelho utilizado para a aquisi¢do de dados LabScan 100A era regularmente
revisado e calibrado diariamente utilizando-se microesferas calibradoras (Classification CALI
e Reporter CAL2) com propriedades de dispersdo de luz conhecidas e também com
intensidades conhecidas de fluorescéncia nas faixas dos comprimentos de onda avaliados pelo

aparelho.

Antes da aquisi¢do dos dados, fez-se a escolha da planilha de leitura lote-especifica
(Template) respectiva ao catalogo e numero lote do kit utilizado. Esta planilha apresenta dados
referentes ao padrao de combinagdes de antigenos presentes sobre a superficie das beads, o que
permite caracterizar a especificidade do aloanticorpo pesquisado. O Template é disponibilizado

pelos produtores da One Lambda pelo web site http://download.onelambda.com. Apos criar o
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arquivo e ajusta-lo de acordo com o template e dados referentes as amostras, procedeu-se a

leitura da placa pelo aparelho segundo as instrugdes do fabricante.

O teste de rastreio LS1PRA utiliza um painel de antigenos HLA Classe I purificados e
agrupados por suspensdo em 100 micro-pérolas (beads) diferentes (esferas de 2 a 4 pum de
diametro) para identificacdo de anticorpos anti-HLA Imunoglobulina G da Classe I em um
unico teste. O teste fornece reagentes pré-calibrados para a detec¢do rapida da porcentagem de
reatividade contra o painel de antigenos (PRA — Panel-Reactive-Antibody) no soro humano, por
meio do Sistema de Ensaio Lambda Multi-Analitico de Pérolas (LABMAS — Lambda Array
Beads Multi-Analyte System), o qual caracteriza o analisador de fluxo LABScan 100 para

aquisicao de dados e andlise.

Em cada suspensdo de beads encontram-se beads controle-negativo (ndo revestidas
com antigenos HLA Classe I) e beads controle-positivo (revestidas com IgG humano
purificado). Além disso, a cada ensaio, utiliza-se o soro controle negativo para estabelecer o
valor de background para cada bead em uma bateria de testes. Apds a incubagdo do soro teste
com as beads Labscreen, qualquer anticorpo anti-HLA Classe I presente no soro liga-se aos
antigenos. A ligagdo ¢ identificada pela marcagcdo fluorescente com um anticorpo
Imunoglobulina G de cabra anti-humano conjugado com R-ficoeritrina (PE). O soro positivo
para IgG anti-HLA apresenta um desvio no canal fluorescente quando comparado com o soro
negativo. A PRA ¢ representada pela porcentagem de esferas que reagem de forma positiva ao

meSmo SOro.

r

A reatividade dos soros testados ¢ calculada, segundo instrucdes do fabricante, com

base na mediana do sinal fluorescente de cada bead revestida com antigenos HLA depois da
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normalizagdo para ligacdes ndo especificas a bead controle negativa (beads ndo revestidas com

antigenos) e correcao dos resultados obtidos com base no soro controle negativo.

Para validagao do teste o aparelho deve ler no minimo 100 unidades de beads de cada
combinacdo especifica de antigenos. Com base nas 100 leituras de uma determinada
combinagdo antigénica, faz-se o célculo da mediana do sinal fluorescente e em seguida a

normalizagdo com base na mediana do sinal fluorescente das beads controle-negativo.

A correcdo para ligagdes inespecificas (background) ¢ feita pela relacdo entre a
mediana do sinal fluorescente da bead teste € a mediana da bead testada com o soro controle

negativo.

Assim, a for¢a da reatividade anti-HLA ¢ calculada pela razdo de background

normalizado:

RBN= BT/BCN
BT do SCN/ BCN do SCN

Onde:

- RBN: Razdo de Background Normalizado;

- BT: Bead Teste;

- BCN: Bead Controle Negativo;

- SCN: Soro Controle-Negativo.
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A forca de reatividade do soro teste pode ser distinguida em diferentes faixas de acordo
com um sistema de escore para cada especificidade antigénica testada. De acordo com a
padronizacao do fabricante para o soro controle negativo (Lat # LS-NC One Lambda), o teste ¢
considerado positivo quando a razdo RBN apresentar valor maior que 1,5. Além disso, para a
validacdo do teste, devera haver: contagem de no minimo 50 beads de cada especificidade
(comumente o valor ¢ maior que 100); valor médio de fluorescéncia das beads controle-
negativo sempre menor que 1500 e menor ou igual que a metade do valor das beads controle-

positivo e valor médio de fluorescéncia das beads do controle positivo maior que 500.

3.6 Analises Estatisticas

Para analise estatistica utilizou-se o programa R versao 2.9.1. Todas as variaveis foram
submetidas ao teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar se os valores apresentavam
distribuicdo normal e ao teste Levene para testar a homogeneidade das variancias. Nas
varidveis categoricas aplicou-se o Teste Exato de Fisher e para as variaveis numéricas os
testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon. O nivel de significancia para rejeicao da hipotese nula

(HO) foi de 5% (p<0,05).
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4. Resultados

4.1. Caracterizacdo da amostra

Participaram do estudo 16 pacientes avaliados em 44 episodios transfusionais de
concentrados de plaquetas realizados no periodo de marco de 2008 a maio de 2009. As

caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo sao descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagdo da amostra.

Parametros N (%)
Numero de pacientes 16
Numero de avaliagOes 44
ICC insatisfatorio
1 hora 19 (43,2%)
24 horas 5(11,2%)
Diagnostico
LMA 05 (31,25%)
LNH 04 (25%)
LLC 02 (12,5%)
LLA 01 (6,25%)
LA 01 (6,25%)
MM 01 (6,25%)
SMD 02 (12,5%)
Idade (mediana/ min. e Max.) 53 anos (20 — 83)
Género
Masculino 09 (56,25%)
Feminino 07 (43,75%)
Com transfusdes prévias 14 (87,5%)
N° de Hemocomponentes transfundidos 15,5(2-184)
(Mediana (min.-méx.))
Historia Gestacional 07 (43,75%)

ICC= Incremento Corrigido da Contagem; LMA= Leucemia Mielocitica Aguda; LNH= Linfoma Nao-
Hodgking; LLC= Leucemia Linfocitica Cronica; LLA= Leucemia Linfocitica Aguda; LA= Leucose Aguda; MM=
Mieloma Multiplo; SMD= Sindrome Mielodisplasica.
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Dos 44 episodios avaliados, 19 (43,2%) apresentaram incremento insatisfatorio na
primeira hora ap6s a transfusdo e cinco (11,4%) apenas com 24 horas ap0s a transfusao.

Os diagnosticos dos pacientes foram os seguintes: 05 com Leucemia Mielocitica
Aguda; 04, Linfoma Nao-Hodgking; 02, Leucemia Linfocitica Crdnica; 01, Leucemia
Linfocitica Aguda; 01, Leucose Aguda nao classificada; 01 com Mieloma Multiplo e 02 com
Sindrome Mielodisplasica.

A idade dos pacientes variou de 20 a 83 anos com mediana de 53 anos, sendo nove do
género feminino (56,25%) e sete do masculino (43,75%). Todos os pacientes apresentavam
risco de aloimunizacdo plaquetaria por sensibilizagdo prévia por transfusdo e/ou gestacdo. A
exposi¢do prévia por transfusdo ocorreu em 14 casos com mediana de 15,5 unidades de
componentes sanguineos por individuo, variando de 2 a 184. Quanto a historia gestacional, sete

das nove mulheres tinham histdria gestacional variando de uma a seis gestagdes.
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4.2. Caracterizagdo das transfusoes avaliadas

Os 44 episodios transfusionais foram caracterizados quanto ao tipo de CP utilizado:
PRP ou aférese, processamento por irradiagdo e/ou desleucocitagdo, numero de leucocitos,
compatibilidade ABO e resposta a transfusdo de acordo com os valores do ICC. A Figura 4
mostra a comparagdo entre nimero total de transfusdes e numero de transfusdes com
incremento insatisfatério de acordo com o tipo de CP. A descricao dos dados esta apresentada

na Tabela 2.

30
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M Transfusbes ICInsatisfatorio

Figura 4. Comparagao entre tipo de CP, nimero de transfusdes e nimero de
transfusdes com ICC insatisfatorio.
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Tabela 2. Descrigdo das transfusdes quanto as caracteristicas dos CPs e Incremento

Plaquetério.
Parametros Numero de Transfusdes (%)
PRP 28 (64%)
Unidades/transfusao (Média = DP) 6,96 1,07
Filtrados 22 (79%)
Irradiados 22 (79%)
Filtrados e Irradiados 18 (64%)
Média de Leucocitos 86,32 x 10°
ABO incompativeis 0 (0%)
ICC Insatisfatorio
lhora 15 (54%)
24 horas 3 (11%)
Aférese 16 (36%)
Irradiados 16 (100%)
Média de Leucocitos 0,215 x 10°
ABO incompativeis 3 (19%)
ICC Insatisfatério
lhora 4 (25%)
24 horas 2 (12,5%)

CP= Concentrado de Plaquetas; ICC= Incremento Corrigido da Contagem; DP= Desvio Padrao.

Os concentrados de plaquetas transfundidos eram, em sua maioria, randomicos obtidos

pelo método de PRP (28 episodios, 64%). Foram transfundidos em média 6,96 £1,07 unidades

por episodio. Em dois episodios esses CPs nao foram processados por irradiagcdo nem filtragao,

em quatro episodios apenas irradiados, em outros quatro apenas filtrados e em 18 filtrados e

irradiados. A filtracdo empregada foi a de beira de leito e a contagem de leucdcitos antes da

filtracdo foi em média de 86,3 milhdes £80,04. Todos os 28 CPs eram ABO compativeis.
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Dessas transfusdes, 15 episddios (53,57%) apresentaram incremento insatisfatorio na primeira

hora apds a transfusao e trés (10,71%) apenas com 24 horas.

Em 16 episodios (36%), foram transfundidos CPs obtidos de doador unico por aférese,
portanto filtrados e todos irradiados. O pH desses CPs variou entre 6,5 ¢ 7,5 ¢ o nimero de
leucocitos por bolsa esteve abaixo de 2,8 milhdes. Quatro episddios (25%) apresentaram
incremento insatisfatério ja na primeira hora apds a transfusdo e dois (12,5%) apenas com 24

horas. Trés CPs eram ABO incompativeis, mas todos os trés tiveram resposta satisfatoria.

4.3. Identificag¢do de refratariedade plaquetaria

A Figura 5 representa a distribui¢do dos pacientes sem confirmagdo de refratariedade

plaquetaria, ndo refratarios e refratarios.

NZo Confirmados Ngo Refratarios Refratarios

Figura 5. Distribuicao dos pacientes quanto ao diagnostico

de Refratariedade plaquetaria.
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A Tabela 3 apresenta a classificacdo detalhada dos pacientes quanto ao diagndstico de

refratariedade plaquetaria, nimero de avaliagdes realizadas e evolugao durante o seguimento.

Tabela 3. Identificacdo de Refratariedade Plaquetaria em relagdo ao numero de avaliagdes ¢

evolugdo clinica.

Parametros Nao Confirmados N3ao Refratarios Refratarios

Numero de pacientes (%) 10 (62,50) 3 (18,75) 3 (18,75)

Numero de avaliagOes

01 08 0 0

02 01 01 0

03 01 0 01

04 0 02 01

>05 0 0 01

Evolucao

Obito 5 (50) 1(33) 2 (67)
Recuperacao 3 (30) 2(67) 1(33)
Perda de seguimento 2 (20) 0(0) 0(0)

Os trés pacientes que apresentaram refratariedade plaquetaria, foram avaliados em trés,
quatro e 14 episddios; um deles recuperou a contagem de plaquetas e dois evoluiram para
obito.

Nao foi possivel confirmar a ocorréncia ou nao de refratariedade em 10 pacientes
devido a falta de seguimento, pois cinco foram a obito, trés se recuperaram ndo recebendo
novas transfusdes e dois ndo foram avaliados por questdes logisticas. Para oito pacientes
realizou-se a avaliacdo de apenas um episddio transfusional, quatro deles apresentaram

incremento insatisfatorio. Em dois outros casos apesar de terem sido avaliados em mais de um
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episodio, os pacientes apresentaram incremento insatisfatorio apenas no ultimo episodio

avaliado.

Dos trés pacientes que responderam satisfatoriamente as transfusdes, um foi avaliado
em dois episddios e dois deles em quatro episodios, dois recuperaram a contagem plaquetaria e

um evoluiu para 6bito.

4.4. Ildentificag¢do de refratariedade plaquetaria e caracteristicas demogrdficas

As comparagdes entre as caracteristicas demogréaficas e a identificacdo de refratariedade

plaquetaria estdo demonstradas na Tabela 4.
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Tabela 4. Identificacido de Refratariedade Plaquetaria em relacdo as caracteristicas

demograficas.
Parametros Nao Confirmados Nao Refratarios Refratarios p
Numero de pacientes (%) 10 (62,50) 3 (18,75) 3 (18,75)
Idade
Mediana 53 66 48 0,591
(min-max) (20-283) (51-"71) (34 -67)
Género
Feminino 5(50) 2 (67) 3 (100) 0,377
Masculino 5(50) 1(33) 0(0)

Historia gestacional
Sim 4 (40) 1(33) 2(67) 0,802
Nao 6 (60) 2 (67) 1(33)

Transfusdes prévias
Sim 7 (70) 3 (100) 1(33) 0,279
Nao 3 (30) 0(0) 2(67)

Reacdo Transfusional
Sim 1(10) 0 (0) 2 (67) 0,143
Nao 9 (90) 3 (100) 1(33)

A mediana da idade foi menor no grupo de individuos refratarios (48 anos, minima de
34 e maxima de 67), no entanto, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos (p= 0,591).

Nos trés casos de refratariedade, os individuos eram do género feminino; no grupo nao
refratario, dois femininos e um masculino; no grupo ndo confirmado, cinco femininos e cinco
masculinos. Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p= 0,377).

Dentre as oito pacientes do estudo, sete tinham historia gestacional, das quais duas foram
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refratarias, quatro sem confirmagdo e uma nao refrataria. Também nao se observou diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos (p= 0,802).

Com relagdo a exposi¢do prévia por transfusdo, onze dos 16 pacientes haviam sido
expostos a algum hemocomponente no minimo 10 dias antes do episddio avaliado. Desses, trés
ndo foram refratarios, sete sem confirmacdo e um refratario. Ndo houve diferencas
significativas entre os grupos quanto a exposi¢ao prévia (p= 0,279). Nenhum dos individuos do

estudo havia recebido transplante de 6rgaos ou tecidos.

Duas pacientes refratarias e uma sem confirmacao de refratariedade apresentavam
historia de reacdo transfusional, mas ndo se encontrou diferengas significativas quanto a essa

variavel (p=0,143).

4.5. Ildentificag¢do de refratariedade plaquetaria e detecgdo de aloanticorpos

A Tabela 6 apresenta a relacao entre aloanticorpos e refratariedade.
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Tabela 5. Relacao entre a ocorréncia de Refratariedade Plaquetaria e detecg¢do de aloanticorpos

pelo PIFT e PRA-HLA.

Parametros Nao Nao Refratarios Refratarios Total (%) p
Confirmados
Numero de pacientes (%) 10 (62,50) 3 (18,75) 3(18,75) 16 (100)
Aloanticorpos
Negativo 4 0 0 4(25) 0,385
Inconclusivo 2 0 1 3(19)
Positivo 4 3 2 9 (56)
PIFT
Negativo 4 1 0 5(@1) 0,780
Inconclusivo 2 0 1 3(19)
Positivo 4 2 2 8 (50)
PRA-HLA
Positivo 1 1 1 3(19) 0,304
Negativo 9 2 2 13 (81)

PIFT= Teste de Imunofluorescéncia Plaquetdria; PRA-HLA= Pesquisa de Anticorpos Reativos contra painel de

Antigenos Leucocitarios Humanos Classe 1.

Os resultados PIFT e PRA-HLA foram concordantes para 37,5% dos pacientes, sendo
dois pacientes positivos e quatro negativos para ambos os testes. Em seis pacientes o PIFT foi
positivo com HLA negativo; trés PIFT inconclusivo com HLA negativo e apenas um HLA

positivo com PIFT negativo.

Dos 16 pacientes, em nove foram identificados aloanticorpos (56,25%) pelas técnicas
do PIFT e/ou PRA-HLA. Desses nove, dois foram refratarios (22%), um com P/FT e PRA-HLA

positivos e um apenas PIFT positivo.
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Dos dez pacientes que ndo tiveram refratariedade confirmada, um paciente masculino
apresentou positividade para aloanticorpos tanto no PIFT quanto no PRA-HLA e outra
paciente, sem historia gestacional, foi positiva somente pelo P/FT. Ambos apresentaram
incremento insatisfatorio, mas a refratariedade ndo foi confirmada por falta de uma segunda
avaliacdo. Quanto a exposi¢do prévia, haviam recebido previamente 133 e 101 unidades de
hemocomponentes. A unica condi¢do clinica relevante foi esplenomegalia pelo paciente
masculino. Adicionalmente, dois outros pacientes tinham PIFT inconclusivo e um deles
incremento insatisfatorio; dois eram positivos pelo PIFT e tinham incremento satisfatorio; dois
ndo tinham aloanticorpos nem incremento insatisfatério e dois sem aloanticorpo mas com

incremento insatisfatorio.

Dos pacientes ndo refratarios, dois foram positivos apenas pelo PIFT e um apenas pelo

PRA-HLA.

4.6. Identificagdo de aloanticorpos e caracteristicas demograficas

A identificagdo de aloanticorpos foi comparada as caracteristicas demograficas dos
pacientes e ao risco de sensibilizacdo prévia por transfusdo e/ou gestacdo. Os dados estdo

demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 6. Relacdo entre presenca de aloanticorpos detectados pelo PIFT e/ou PRA-HLA e

caracteristicas demograficas.

Negativo Inconclusivo Positivo P
Numero pacientes (%) 4 (25) 3(19) 9 (56)
Idade
Mediana 67 53 50,5 0,437
(min-méx) (36-83) (38-67) (20-71)
Género (%)
Feminino 4 (45) 2 (22) 3(33) 0,802
Masculino 1(14) 1(14) 5(72)
Hist.Gestacional
Sim 3(43) 1(14) 3(43) 0,266
Nao 1(11) 2 (22) 6 (67)
Transf. Prévias
Sim 2 (18) 19 8(73) 0,147
Nao 2 (40) 2 (40) 1 (20)
Reacdo a Transf.
Sim 0 0 3 (100) 0,357
Nao 4(31) 3(23) 6 (46)

Transf.= Transfusdo; PIFT= Teste de Imunofluorescéncia Plaquetdria; PRA-HLA= Pesquisa de Anticorpos

Reativos contra painel de Antigenos Leucocitarios Humanos Classe 1.

Observou-se que a mediana da idade foi menor entre os individuos com resultado
positivo para aloanticorpos, embora sem diferengas estatisticamente significativas. A maior
parte dos pacientes femininos apresentou resultados negativos para a presenca de
aloanticorpos, enquanto que a maioria dos masculinos apresentou resultados positivos, porém
ndo houve diferenga estatisticamente significante. Ao avaliar a historia gestacional nio foi

possivel observar tendéncias quanto aos testes realizados.
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Quanto aos pacientes com historia de transfusdes prévias, a maioria (73%) apresentou

resultados positivos na detec¢do de aloanticorpos, mas sem diferencgas significativas.

Todos os pacientes que apresentavam historia de reagdo transfusional tiveram

resultados positivos para aloanticorpos.

A Tabela 8 apresenta os resultados por tipo de teste empregado quanto as caracteristicas

dos pacientes estudados.
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Tabela 7. Relacdo entre presenca de aloanticorpos detectados pelo PIFT e PRA-HLA e

caracteristicas demograficas.

PIFT PIFT PIFT PRA-HLA  PRA-HLA
Negativo Inconclusivo Positivo Negativo Positivo
Numero de 5@31) 3(19) 8 (50) 13 (81) 3(19)
pacientes (%)
Idade
Mediana 6l 53 50,5 61 51
(min-méx) (36-83) (38-67) (20-71) (48 —53) (20 - 83)
Género (%)
Feminino 4 (45) 2 (22) 3(33) 7 (78) 2(22)
Masculino 1(14) 1(14) 5(72) 6 (86) 1 (14)
Historia 4 (57) 1(14) 2 (29) 5(71) 2 (29)
gestacional
Transfusdes 3(27) 19 7 (64) 9 (82) 2 (18)
prévias

PIFT= Teste de Imunofluorescéncia Plaquetaria; PRA-HLA= Pesquisa de Anticorpos Reativos contra painel de

Antigenos Leucocitarios Humanos Classe 1.

Observou-se que, tanto pelo PIFT quanto pelo PRA-HLA, a mediana da idade foi menor
nos resultados positivos, embora ndo tenham sido encontradas diferencas estatisticamente
significativas. Quanto ao género, houve maior porcentagem de masculinos positivos que
femininos na andlise pela técnica PIFT. Para o PRA-HLA, houve maior porcentagem de
mulheres com resultado positivo. A maior porcentagem das mulheres com historia gestacional
apresentou PIFT e PRA-HLA negativos. Considerando-se as transfusdes prévias, a maior

porcentagem dos individuos apresentou resultado positivo pelo PIFT (64%), mas nao pelo
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PRA-HLA (18%). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas em

nenhuma das comparacgdes citadas.

4.7. Identificagdo de refratariedade plaquetaria e fatores ndo imunes

Para o estudo das possiveis causas ndo imunes de refratariedade plaquetaria, foram
consideradas as seguintes condigdes clinicas: sangramento, febre, infeccdo, esplenomegalia e
uso de medicamentos (Anfotericina B, Heparina e Vancomicina). Os dados sdo demonstrados

na Tabela 5.
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Tabela 8. Identificagdo de Refratariedade Plaquetaria quanto as condi¢des clinicas capazes de

interferir na resposta a transfusao de plaquetas.

Parametros Nao Nao Refratarios Refratarios  p
Confirmados

Numero de pacientes (%) 10 (62,50) 3 (18,75) 3 (18,75)

Sangramento 3 0 1 0,777

Febre 1 0 2 0,143

Infeccao 4 1 1 1,000

Esplenomegalia 1 0 1 0,625

Uso de Medicagao

Anfotericina B 1 0 1 0,625
Heparina 0 1 0 0,375
Vancomicina 2 1 1 1,000
Total de condigbes observadas 12 3 7

Observou-se que os individuos refratarios apresentaram maior namero de condig¢des
clinicas por paciente e, além disso, ocorréncia de todas as condi¢des estudadas, exceto uso de
Heparina. No grupo de individuos ndo confirmados, observou-se também ocorréncia de todas
as condicdes estudadas, exceto uso de Heparina e concomitancia de condigdes em alguns
pacientes. Dos trés individuos ndo refratarios, um paciente estava em uso de Heparina e
Vancomicina ¢ outro apresentava infec¢do, enquanto um paciente nao apresentava qualquer

das condicdes avaliadas. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos.
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4.8. Caracterizagdo dos casos de refratariedade plaquetdria

Os dados referentes aos trés casos de refratariedade sdo demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9. Caracterizagdo dos individuos com refratariedade plaquetaria.

Parametros Paciente 01 Paciente 02 Paciente 03
Idade 67 34 48
Género Feminino Feminino Feminino
Historia gestacional Nao Sim Sim
Transfusodes prévias Sim Sim Nao
Reagao transfusional Nao Sim Sim
Diagnéstico LMA LNH LMA
Sangramento Nao Nao Sim
Febre Sim Sim Nao
Infeccao Nao Sim Sim
Esplenomegalia Nao Sim Nao
Uso de Medicagao
Anfotericina B Nao Sim Nao
Heparina Nao Nao Nao
Vancomicina Nao Sim Sim
PIFT Inconclusivo Positivo Positivo
PRA-HLA Negativo Negativo Positivo

PIFT= Teste de Imunofluorescéncia Plaquetdria; PRA-HLA= Pesquisa de Anticorpos Reativos contra painel de

Antigenos Leucocitarios Humanos Classe I.

A Paciente 01 apresentava febre como condigdo clinica que favorecia o
desenvolvimento de refratariedade, e, no PIFT, resultado inconclusivo para pesquisa de
aloanticorpos. Nos dois episddios com incremento insatisfatorio, a paciente recebeu um CP de
aférese irradiada e filtrada e seis unidades randomicas irradiadas e nao filtradas (190 milhdes

de leucocitos). A paciente ndo apresentava historia gestacional e havia recebido previamente
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trés concentrados de hemadcias desleucocitados e irradiados e dezoito concentrados de
plaquetas irradiadas no decorrer de dois dias antes da transfusdo.

A Paciente 02 apresentava historia de exposicao prévia a aloantigenos plaquetarios por
transfusdo (23 transfusdes) e gestagdo (02 gestacdes) e cinco condigdes clinicas (febre,
infec¢do, esplenomegalia, Anfotericina B e Vancomicina), que favorecem a refratariedade
plaquetaria, além de um resultado positivo para o PIFT.

A Paciente 03 foi avaliada em 14 episodios transfusionais e apresentou febre como
manifestacdo de reagdo transfusional em seu primeiro episdédio. Veio a apresentar incremento
insatisfatorio 24 horas apo0s a transfusdo, na segunda e na terceira avaliacao e a partir da quarta
avaliacdo passou a apresentar ICC insatisfatorio em todas as avaliagdes uma hora apds a
transfusdo. A paciente tinha historia gestacional, mas ndo transfusional ao iniciar seu
tratamento. Contudo, durante o periodo de estudo (12/02/2009 a 05/05/2009) foram
transfundidos 204 unidades de hemocomponentes. A pesquisa de aloanticorpos foi
inconclusiva pelo PIFT nos dois primeiros episddios avaliados e positiva do terceiro ao décimo
quarto. Na analise pelo PRA-HLA houve reatividade desde a primeira avaliacdo indicando
sensibilizagdo gestacional. Inicialmente, a reatividade contra o painel de antigenos testados
pelo PRA-HLA foi de 38% na primeira avaliagdo e foi aumentando progressivamente até uma
hiper-reatividade de 98%, caindo na ultima para 67%. Com relagdo as condigdes clinicas, a
paciente apresentava sangramento transvaginal importante e persistente, fez uso de
Vancomicina e apresentou testes com hemocultura positiva para infec¢do por Klebsiella

pneumoniae a partir do sexto episddio avaliado.
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5. DISCUSSAO

A refratariedade plaquetaria ¢ um grave problema para pacientes em tratamento de
doengas onco-hematoldgicas. A aplasia medular e o dano endotelial causados pelo tratamento
quimioterapico acarretam trombocitopenia intensa e persistente em decorréncia da falta de
produgao e consumo aumentado (NEVO et al., 1999; SLICHTER et al., 2005; KERKHOFFS
et al., 2008). Com isso, esses pacientes recebem repetidas transfusdes de plaquetas aumentando
a demanda que nem sempre pode ser atendida pelos servicos de hemoterapia. A necessidade de
mais transfusdes ¢ agravada quando hé refratariedade plaquetéaria e isso pode se complicar
ainda mais se o paciente vier a desenvolver refratariedade aloimune.

Avaliou-se no presente estudo a ocorréncia de refratariedade plaquetaria e a presenga de
aloanticorpos em individuos trombocitopénicos onco-hematoldgicos, por ser um grupo de
pacientes que requer repetidas transfusdes de plaquetas e, ainda, pela escassez de tais estudos
no Brasil.

Dos 16 pacientes incluidos e avaliados em 44 episodios transfusionais, trés
apresentaram refratariedade plaquetaria confirmada (18,75%). A frequéncia observada esteve
proxima daquelas relatadas na literatura que foram de 27%, 27,6% e 34% (LEGLER et al.,

1997; NOVOTNY et al., 1999; SLICHTER et al., 2005).

5.1. A Refratariedade Plaquetaria e a Qualidade do Concentrado de Plaquetas

A restitui¢dao da contagem de plaquetas depende de varios fatores entre eles a qualidade

do CP transfundido, pois durante a producdo e a estocagem pode haver lesdo das plaquetas
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com perda da viabilidade e funcionalidade.

Desde 1980, tem sido adotada pelos servigos de hemoterapia a estocagem dos produtos
plaquetarios a temperatura ambiente (22 + 2°C) por no maximo cinco dias (SIMONSEN et al.,
2006) e alguns protocolos estabelecem pH minimo de 6,4 ¢ maximo de 7,4 (STRASBOURG:
COUNCIL OF EUROPE, 2005). A recuperacao média apds cinco dias de estocagem ¢ de 63%
e a sobrevida média ¢ de 160,8 horas (DUMONT et al., 2002).

De forma geral, desleucocitagdo e menor tempo de estocagem diminuem a freqiiéncia
de reacdes transfusionais e também melhora a eficicia da transfusdo de plaquetas (ENRIGHT
et al., 2003; SLICHTER et al., 2005; HEIM et al., 2008). No presente estudo, todos os CPs
foram estocados em condi¢des adequadas, conforme os critérios de qualidade da Resolugdo da
Diretoria Colegiada 153 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria de 2004 (RDC/ANVISA
153/04). Quanto ao numero de plaquetas em cada concentrado, este fator ndo influenciou as

comparacgdes uma vez que a avaliacdo foi baseada no incremento corrigido.

5.2. A Refratariedade Plaquetdria e o Paciente

Por outro lado, os fatores inerentes ao paciente representam os principais determinantes
da falta de resposta a transfusdo de plaquetas independente de fatores relacionados a qualidade
de CP (KERKHOFFS et al., 20006).

Portanto, o paciente deve ser avaliado quanto as suas caracteristicas clinicas, como
CIVD, esplenomegalia, febre, infeccdo, sangramento, interferéncia de medicagdes e também
quanto a sua condi¢do imune: imunossupressao ou aloimunizagdo a antigenos plaquetarios.

Todos esses fatores podem dificultar o tratamento com CPs em pacientes com trombocitopenia
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por influenciarem negativamente a reposta a transfusao de plaquetas.

5.2.1. O Paciente e sua condi¢do Imune: Imunossupressdo e Sensibilizacdo

No nosso estudo notou-se que a mediana da idade dos pacientes foi menor no grupo
refratario e maior no nao refratario, ainda que essas diferencas niao tenham sido
estatisticamente significativas. A senescéncia do sistema imune com o aumento da idade
parece favorecer a resposta transfusional por haver menor efetividade na retirada de plaquetas
da circulagdo (THE TRAP STUDY GROUP, 1997 SLICHTER et al., 2005; HEIM, et al.,
2008).

O pequeno tamanho da amostra limitou as comparacgdes estatisticas quanto ao género.
A literatura mostra que, homens apresentam maior risco de desenvolver refratariedade quando
comparados com mulheres nuliparas. Nenhum individuo masculino teve refratariedade
plaquetaria confirmada em nosso estudo.

Por outro lado, observou-se neste estudo que dos trés casos de refratariedade, dois
tinham historia gestacional (duas e trés gestacdes) representando 29% das pacientes com
historia gestacional. A paciente refrataria sem historia gestacional apresentou resultado
inconclusivo no PIFT e negativo no PRA-HLA. Conforme a literatura, a refratariedade
plaquetaria ¢ mais freqiiente em mulheres com duas ou mais gestagdes e, provavelmente, isto
se deva a presenga de aloanticorpos antiplaquetarios desenvolvidos por sensibiliza¢ao durante a
gestacdo (THE TRAP STUDY GROUP, 1997 SLICHTER et al., 2005; HEIM, et al., 2008).

Das sete pacientes com histéria gestacional, trés apresentavam aloanticorpos (43%),
trés foram positivas pelo PIFT e duas pelo PRA-HLA. Bajpai e colaboradores (2005)

observaram que mulheres com historia gestacional apresentam maior incidéncia de
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aloanticorpos (83%) em relacdo as sem historia gestacional (60,5%), mas os resultados nao
foram estatisticamente significativos.

Observou-se que a maioria dos pacientes (87,5%) ja havia sido exposta a algum tipo de
hemocomponente até dez dias antes do episddio avaliado e o numero mediano de
hemocomponentes recebidos pelos pacientes foi de 15,5 (de duas a 184 unidades). Um
importante estudo multicéntrico mostrou que, quanto maior o nimero de transfusdes prévias,
maiores as chances de uma resposta inadequada (SLICHTER et al., 2005).

Dos 14 individuos com histodria transfusional, nove (56%) apresentavam testes positivos
para aloanticorpos e destes, apenas duas pacientes foram refratarias. Tem sido questionada a
variacao individual para o desenvolvimento de aloanticorpo e também se este ird ocasionar
refratariedade (SAYEH et al., 2004).

Das trés pacientes refratarias, uma havia sido exposta ha mais de dez dias além de ter
historia de duas gestacdes (paciente 02) e apresentou positividade para a pesquisa de
aloanticorpos antiplaquetarios pelo P/FT. Outra (paciente 03), ndo tinha historia transfusional,
mas historia de trés gestagdes prévias ja com deteccdo positiva de aloanticorpos. No entanto,
chegou a receber 284 unidades até o final do estudo e a positividade para aloanticorpos
antiplaqueta e anti-HLA Classe | aumentou no decorrer do periodo avaliado.

As pacientes apresentavam historia de exposi¢ao prévia a aloantigenos e desenvolveram
aloanticorpos que podem ter interferido negativamente na resposta A transfusdo. Bajpai e
colaboradores (2005) mostraram que pacientes com transfusdes prévias tiveram maior
positividade para anticorpos (91,7%) em relagdo aos sem historia (57,9%), mas nao
encontraram correlagdo entre o numero de transfusoes e formacao de anticorpos ou doenga de

base.
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A principal causa de auséncia de resposta a transfusdo de plaquetas por fatores imunes ¢
a produgdo de aloanticorpos direcionados contra a molécula de HLA. Na tentativa de prevenir a
aloimunizacdo HLA, o que se faz ¢ a remocao de leucocitos dos concentrados por filtragdo,
irradiagao UV e uso de plaquetas de um unico doador por aférese para reduzir a exposi¢ao a
multiplos antigenos (THE TRAP STUDY GROUP, 1997).

Alguns autores comentam que as taxas de anticorpos parecem ser menores mesmo em
pacientes com exposicao prévia por gestacdo ou transfusdo quando recebem componentes
desleucocitados (ANDREU, DEWAILLY, 1994). Mas deve-se considerar que a reducao de
leucécitos ajuda a prevenir a imunizagdo primaria, mas nao uma resposta anamnéstica como no
caso de pacientes ja sensibilizados (BRAND et al., 1988; SINTNICOLAAS et al., 1995).

Na maioria dos nossos casos foram transfundidos CPs obtidos por PRP (64%).
Observou-se maior ocorréncia de incremento insatisfatoério entre as transfusdes com CPs
obtidos por PRP do que por aqueles obtidos por aférese que eram todos irradiados e filtrados
(64,28% versus 37,5%).

Esses achados podem ser relacionados com o fato de que a desleucocitagdo e irradiagdo
removem e inativam cé¢lulas que expressam aloantigenos € os CPs obtidos por aférese reduzem
a exposicao a multiplos antigenos HLA favorecendo a resposta transfusional (THE TRAP
STUDY GROUP, 1997).

O uso na rotina de concentrados de plaquetas desleucocitados tem diminuido a
incidéncia de aloimunizacdo HLA na populacdo geral de 70 para aproximadamente 25%.
Quanto a freqiiéncia de refratariedade aloimune que ¢ de cerca de 15% entre pacientes sob
tratamento quimioterdpico, ha uma queda para 5% ou menos quando leucécitos sdo removidos

ou inativados (THE TRAP STUDY GROUP, 1997).
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A carga antigénica dos CPs ndo desleucocitados também se relaciona com reagdes
transfusionais e ha controvérsias sobre o quanto esta reacdo pode interferir na resposta a
transfusao (ENRIGHT et al., 2003; SLICHTER et al., 2005; HEIM et al., 2008).

No presente estudo, duas das pacientes refratarias apresentaram reacao transfusional no
primeiro episddio avaliado, uma ao receber oito unidades de CPs irradiados e filtrados e outro
ao receber uma unidade de aférese ABO incompativel. Ambas tiveram resultados positivos
para aloanticorpos. Contudo, o incremento plaquetario foi satisfatorio.

Houve ainda outro paciente que recebeu transfusdo ABO incompativel e este também
apresentou incremento satisfatorio. As plaquetas expressam uma variedade de antigenos
destacando-se os antigenos do sistema ABO, HLA Classe [ e HPAs. Dos pacientes estudados,
dois receberam CPs de aférese ABO incompativeis e apresentaram incremento satisfatorio.

Levin e colaboradores (2004) observaram que 83% tiveram resposta satisfatoria nas
transfusdes ABO compativeis contra 69% nas transfusdes ABO incompativeis, mas ndo houve
diferencas estatisticamente significativas. De forma geral, os estudos mostram que a
compatibilidade ABO favorece uma boa resposta (SLICHTER et al., 2005, HEIM et al., 2008).

Ainda ndo esta claro o quanto a incompatibilidade ABO nos concentrados plaquetarios
interfere na mortalidade, eventos hemorragicos ou reacdes transfusionais. Observa-se um
aumento significativo dos titulos de anticorpos anti-A e anti-B em 54% dos pacientes com
leucemia aguda que recebem plaquetas ABO incompativeis. A magnitude e freqiiéncia desse
aumento ¢ significativamente menor que em controles normais, sugerindo que o tratamento
e/ou doenga de base produzem um efeito imunossupressor nesses pacientes (SCHIFFER et al.,
1976).

No presente estudo, observou-se que 56,25% dos pacientes estudados apresentavam
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aloanticorpos. Outros estudos também com pacientes onco-hematologicos mostraram
freqliéncias de aloimunizagdo de 7%; 19%; 66% (NANU, TANEJA, 1992; NOVOTNY et al.,
1995; BAJPAI et al., 2005). Um estudo brasileiro encontrou uma freqiiéncia de aloimunizagao
HLA de 28,6% nos pacientes com Sindrome Mielodisplasica (ARRUDA et al., 2008).

Dois estudos que avaliaram a resposta a transfusdo de plaquetas mostraram freqii€ncias
maiores de aloanticorpos (25% e 42,9%) em pacientes refratdrios (DOUGHTY et al, 1994;
KIEFEL et al., 2001).

Em nosso estudo, encontramos incidéncia de aloanticorpos mais alta que a incidéncia
de refratariedade, sendo que, 56,25% dos pacientes eram aloimunizados enquanto que apenas
22% deles foram refratarios. Para alguns pacientes, o desenvolvimento de aloanticorpos
plaquetarios ndo resulta necessariamente em refratariedade a transfusdo de plaquetas (THE
TRAP STUDY GROUP, 1997).

O estudo TRAP mostrou que 71,4% dos pacientes aloimunizados ndo apresentaram
resposta satisfatoria a transfusdo de plaquetas enquanto que apenas 26,6% dos pacientes nado
aloimunizados, nao responderam satisfatoriamente a transfusao.

Embora os anticorpos HLA possam se originar quatro dias apds a exposi¢ao repetida ao
antigeno, 10 dias apds uma nova re-exposi¢dao, ou em média de trés a quatro semanas apds
exposi¢ao ao produto celular, nem todos os pacientes produzem anticorpo anti-HLA Classe I
apos exposi¢do ao antigeno. As diferencas podem ser devido aos variados graus de
imunossupressao e alteracdo imunologica da doenca de base ou da terapia imunossupressora
empregada.

Cerca de 30% dos pacientes HLA aloimunizados irdo exibir o minimo da amplitude de

sua aloimunizacdo, ou pela perda transiente de exposi¢ao antigénica ou pelo desenvolvimento
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de anticorpo anti-idiotipicos (LEE, SCHIFFER, 1987). Esse grupo mais tarde pode exibir
tolerancia aos antigenos HLA para os quais foram previamente intolerantes.

Wernet e colaboradores (1993) observaram que 17% dos pacientes onco-hematologicos
apresentavam aloanticorpos especificos de plaquetas e todos os que apresentavam aloanticorpo
anti-HPA detectado pelo PIFT também apresentavam anti-HLA Classe 1. As transfusdes
parecem induzir diferentes especificidades de anticorpos quando comparado com a
incompatibilidade materno-fetal.

O anticorpo HLA pode ser detectado em 25 — 70% dos pacientes que recebem produtos
nao desleucocitados (DUTCHER 1981; BRUBAKER e ROMINE, 1987).

Ainda ndo foi possivel predizer contra qual HLA incompativel um paciente ira produzir
aloanticorpos e nem se anticorpos HLA ndo detectados em um teste, mas detectados em outro,
tém capacidade de encurtar a sobrevida de plaquetas transfundidas. Estudos que avaliaram a
especificidade de aloanticorpos encontraram que 72 a 90% reagem contra epifopos publicos
com ou sem anticorpos privados para antigenos unicos (MACPHERSON, HAMMOND,
MANISCALCO, 1986; RODEY et al., 1994).

Virios estudos sugerem que o transplante com HLA incompativel que pertence a um
grupo de reatividade cruzada (CREG) com os antigenos proprios do paciente t€ém menor
chance de induzir anticorpos. No entanto, transplante com um doador que tenha antigenos de
reatividade cruzada, ndo ¢ garantia de que nenhum anticorpo serd formado e certamente ndo ¢

uma garantia de que cé€lulas T alorreativas ndo irdo reagir (CLAAS et al., 2002).

5.2.2. A Aloimunizagdo e os Testes Sorologicos
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Em nosso estudo, o PIFT ¢ o HLA na3o apresentaram resultados concordantes na
maioria dos casos. Outros estudos mostram discrepancia em 11% dos resultados do PIFT e
HLA (LIFT) (LEVIN et al., 2004).

Com relagdo as diferentes técnicas empregadas, o PRA-HLA e o PIFT sao considerados
como possiveis de predizer a refratariedade mais precocemente que testes celulares de
linfocitotoxicidade. Por muitos anos, o LCT foi o padrdo para identificagdao de anticorpos HLA,
contudo, estudos recentes mostram que sua sensibilidade ¢ inferior a de testes utilizando
microesferas revestidas com antigenos HLA classe | (KURZ et al., 2001; LEVIN et al., 2003;
FONTAO-WENDEL et al., 2007).

Encontramos maior numero de individuos positivos pelo PIFT do que pelo PRA-HLA,
Fontao-Wendel e colaboradores (2007) avaliaram a discordancia entre LCT, PIFT, MAIPA ¢
Flow PRA mostraram que somente 8,1% das amostras eram positivas nos quatro testes ¢ 46%
em apenas um dos testes. Também mostraram que o PIFT detectou aloanticorpos com maior
freqiiéncia que as técnicas LCT, MAIPA e Flow PRA.

O PIFT ¢é um teste amplamente utilizado por sua execugdo rapida e facil quando ha a
disponibilidade de citometro de fluxo. O PIFT detecta anticorpo anti-HLA e antiplaqueta,
portanto, ¢ mais sensivel que o LCT (LUBENKO et al., 2001; LEVIN et al., 2003). No entanto,
o PIFT nao demonstrou uma significante correlagdo entre o resultado do teste e a recuperagao
média a transfusdo HLA compativel (LEVIN et al., 2004).

Deve-se lembrar que as técnicas PIFT ¢ PRA-HLA sdao complementares por se
basearem em alvos bem diferentes, pois o PRA-HLA identifica aloanticorpos que se ligam
especificamente a peptideos HLA Classe | ligados as microesferas, enquanto que o PIFT,

detecta qualquer aloanticorpo que se estiver ligado as plaquetas de um pool, o que inclui outros
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aloanticorpos além do HLA Classe I que podem ser especificos de plaquetas, autoanticorpos ¢
possiveis complexos imunes (FONTAO-WENDEL et al., 2007).

Anticorpos especificos de plaquetas também podem ser a causa de refratariedade a
transfusdo de plaquetas (KOHLER et al., 1996). Mas, embora a aloimuniza¢cdo HPA ocorra,
raramente ¢ o Unico fator aloimune responsavel pela refratariedade plaquetaria (BAJPAI et al.,
2005).

O MAIPA tem sido considerado como padrao ouro para deteccdo de anticorpos HPA
(BESSOS et al., 2005), mas os principais anticorpos envolvidos na refratariedade imune sao os
HLA Classe 1. Na continuidade deste estudo, os soros positivos pelo PIFT serao testados pelo

MAIPA por ser um teste mais especifico que poderd complementar as analises.

5.3. O Paciente e sua Condicdo Clinica

Em resumo, dos 16 pacientes avaliados em 44 episddios transfusionais, trés do género
feminino foram refratarias (18,75%). Todas apresentavam alguma manifestagdo clinica capaz
de ocasionar refratariedade plaquetaria. Além disso, uma paciente foi positiva tanto pelo PIFT
quanto pelo PRA-HLA; uma positividade apenas pelo PIFT e a outra, resultado inconclusivo.

A concomitancia dessas condigdes dificulta o entendimento sobre os mecanismos que
interferem na resposta a transfusao (PETZ et al., 2000).

Apesar de um resultado inconclusivo na pesquisa de aloanticorpos antiplaquetarios, a
febre apresentada pela paciente refrataria 01 pareceu ser o Unico fator relevante na tentativa de
explicar a refratariedade. Varios trabalhos mostraram que a febre esteve significativamente

associada a baixo incremento (SLICHTER et al.,, 2005; HEIM et al., 2008). Contudo, a
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refratariedade pareceu ser transiente, pois embora o incremento tenha sido insatisfatorio nos
dois primeiros episodios, veio a ser satisfatorio no terceiro episodio avaliado.

A paciente refrataria 02 apresentou positividade para aloanticorpos apenas pelo PIFT e
cinco diferentes complicagdes clinicas foram somadas a este fator. Uma condi¢do importante
apresentada foi a esplenomegalia. Cerca de 85% das plaquetas sdo destruidas no baco na
presenca de esplenomegalia enquanto que em individuos normais ocorre a destruigdo de 61%.
A quantidade de plaquetas recuperadas na circulagdo cai de 59% para 26% nestas condi¢des
(ASTER, 1966; HIEL-ZOBEL et al., 1986).

A paciente refrataria 03 apresentou como condig¢des clinicas, sangramento transvaginal
importante e persistente, infec¢do e uso de Vancomicina por alguns periodos. Chamou ateng¢ao
a positividade para aloanticorpos pelo PIFT e pelo PRA-HLA que certamente contribuiu para a
piora do quadro de refratariedade. A paciente foi a 6bito apds um quadro de choque séptico.

Kurz e colaboradores (1996) ao avaliarem refratariedade em 81 pacientes onco-
hematologicos, 46 eram refratarios e 32 apresentavam condi¢des clinicas ou estavam em uso
de drogas conhecidas por afetarem o ICC. Em 24 casos, a refratariedade foi associada com
infec¢do, a maioria tinha aloanticorpos contra plaquetas que foram mais frequentes em
pacientes com possivel imunizagdo prévia e naqueles que manifestaram refratariedade.

As complicagdes hemorragicas em pacientes que recebem tratamento quimioterapico
tétm sido associadas com a reducdo da sobrevida do paciente (NEVO et al.,, 2007;
KERKHOFFS et al., 2008). No entanto, o sangramento e a resposta insatisfatoria a transfusdo
de plaquetas e o sangramento ndo parecem estar causalmente relacionados aos 6bitos, mas ao
nivel do dano da célula endotelial. O dano endotelial causado pelo tratamento citotoxico ou

complicagdes relacionadas a doenga contribuem por um mecanismo incerto para a diminui¢ao
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na sobrevida de plaquetas (NEVO et al., 1999; SLICHTER et al., 2005; KERKHOFFS et al.,
2008).

Kerkhoffs e colaboradores (2008) ndo encontraram correlagdo direta entre contagem
plaquetaria e complicacdes hemorragicas, observaram apenas que pacientes com sangramento
mantinham contagens inferiores a 30 x 10° plaquetas/L por mais dias. Slichter e colaboradores
(2005) mostraram associagdo entre complicagdes hemorragicas € maior risco de resposta
insatisfatoria.

A produgdo de aloanticorpos pode ser estimulada apenas durante um episodio de
infecgdo (MCGRATH et al.,, 1988), o que nos faz questionar se esse mecanismo estaria
relacionado com a maior ocorréncia de refratariedade em pacientes com infeccao.

De forma geral, outros estudos mostram que os principais fatores relacionados ao
paciente que influenciam negativamente a eficicia da transfusdo sdo: positividade para
aloanticorpos, género feminino com duas gestacdes ou mais, febre, infec¢do, uso drogas como
anfotericina B e Heparina e sangramento (DOUGHTY et al., 1994; THE TRAP STUDY
GROUP, 1997; SLICHTER et al., 2005).

No presente estudo ndo se observou diferencas estatisticamente significativas nas
variaveis estudadas, provavelmente devido ao pequeno tamanho da amostra. Contudo, a
frequéncia de refratariedade de quase 20% deve ser considerada como importante e mostra que

a ocorréncia desta complicacdo deve ser investigada.

5.4. O Tratamento da Refratariedade Plaquetaria

Para a conduta terapéutica nos pacientes aloimunizados, varias estratégias podem ser
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utilizadas, o mais 1ogico seria a sele¢io de doadores compativeis. E necessario avaliar a
importancia da identificagdo de aloanticorpos na resposta a transfusdo de plaquetas. Os
doadores de plaquetas ndo sdo rotineiramente genotipados para HLA e HPA devido a baixa
prevaléncia de aloanticorpos anti-HLA e anti-HPA e pela dificuldade em se encontrar CPs HLA
e HPA compativeis (BISHOP et al., 1988; LEGLER et al., 1997).

E necessario um banco de aproximadamente 3000 doadores para que se possa encontrar
um doador adequado (BOLGIANO, LARSON, SLICHTER, 1989). As chances de selecao de
um doador podem aumentar ao selecionarem-se individuos que apresentem antigenos HLA de
determinados grupos antigénicos como o HLA B12 que ¢ encontrado em aproximadamente
25% da populagdo, considerando-se que até 70% dessas incompatibilidades viaveis apresentam
ICC satisfatorio (SCHIFFER, O’CONNEL, LEE, 1989).

Uma ferramenta atualmente disponivel para a avaliacdo da compatibilidade HLA ¢ o
HLAMatchmaker, um software algoritmico desenvolvido que identifica epitopos imunogénicos
que se expressam em regioes da molécula HLA acessiveis aos aloanticorpos (DUQUESNOY,
2008).

Na indisponibilidade, pode-se fazer o crossmatching, uma vez que, um crossmatching
positivo representa a chance de ICC insatisfatorio em 70 a 100% dos casos e um crossmatching
negativo apresenta valor preditivo negativo com ICC satisfatorio em 80 a 92% dos casos.

Na falta de plaquetas compativeis, a infusdo mais frequente de plaquetas ¢ o mais
recomendado (NARVIOS et al., 2005). Além disso, parece que o uso de antifibrinoliticos
(KALMADI et al., 2006) e de FVII ativado recombinante também controla o sangramento em
pacientes trombocitopénicos aloimunizados (HEUER e BLUMENBERG, 2005). A

esplenectomia ¢ o uso de gamaglobulina intravenosa ndo parecem resolver de forma
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significativa a falta de resposta (HOGGE et al., 1984 e RATKO et al., 1995).

A aloimunizac¢do e a refratariedade plaquetaria sdo um problema clinico comum e
relevante. S3o necessarios mais estudos e com maior amostragem para definicdo de novas
estratégias para transfusao de concentrados de plaquetas e avaliagdo da resposta a transfusao de
plaquetas.

Além disso, ainda ndo se sabe qual € o real impacto da aloimunizag¢do e quais sdo os
seus efeitos na resposta a transfusdo de plaquetas, como ela exerce influéncia e como essa

influéncia pode ser minimizada.
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6. CONCLUSAO

A ocorréncia de refratariedade a transfusdo de plaquetas em quase 20% dos pacientes
onco-hematoldgicos avaliados no presente estudo demonstra a relevancia desta condigao
clinica, ainda que nao tenham sido encontradas diferengas estatisticamente significativas.

Todos os individuos refratdrios manifestavam alguma causa ndo imunoldgica que
pudesse estar envolvida na refratariedade. As principais complicagdes clinicas observadas
foram: febre, infec¢do, esplenomegalia, uso de medicamentos antibidticos e antifingicos e
sangramento. Além disso, estiveram presentes causas imunologicas caracterizadas pela
presenca de aloanticorpos.

A freqliéncia de aloimunizagdo foi relativamente alta (56,25%) entre os pacientes
estudados. No entanto, a maioria era positiva apenas no teste inespecifico para identificagdo de
aloanticorpos plaquetarios, sendo que apenas trés pacientes (33%) foram positivos na
identificagdo especifica de aloanticorpos HLA Classe .

A aloimunizagdo foi mais frequente que a refratariedade plaquetaria, indicando que o
desenvolvimento de aloanticorpos plaquetarios nao resulta necessariamente em refratariedade a
transfusdo de plaquetas. A sensibilizagdo prévia por gestacao ou transfusdo parece ser um fator
importante e essa aloimunizacdo pode favorecer o desenvolvimento de refratariedade a
transfusdo, principalmente se os componentes nao forem desleucocitados.

Os resultados demonstram a importancia de se instituir um protocolo de identificacdo
de refratariedade nos centros de atendimento para auxiliar o reconhecimento clinico de suas
causas e instigar a implantacdo de medidas como a selecio de doadores compativeis e,

certamente, contribuir para redu¢do da morbi-mortalidade dos pacientes onco-hematologicos.
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Anexos



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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