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RESUMO

Os aloanticorpos irregulares antieritrocitarios (sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd e
outros), de ocorréncia ndo esperada, possuem importancia clinica por causarem hemolise,
surgindo ap6s transfusdes sanguineas ou gestagdes incompativeis. A prevencdo da
aloimunizacéo transfusional em pacientes cronicamente transfundidos, como os portadores de
doengas oncohematoldgicas é conduta ja instituida na pratica hemoterapica, com resultados
exitosos. Contudo, diversos trabalhos tém demonstrado indices significantes e preocupantes
de aloimunizacdo em pacientes cirirgicos e/ou atendidos em emergéncias, receptores de
concentrados de hemacias. Diante desses fatos, o presente trabalho teve como objetivos
avaliar a ocorréncia de aloimunizacdo em portadores de doencas agudas e/ou atendidos em
emergéncias medicas e cirdrgicas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro (HC/UFTM) que receberam concentrados de hemécias, procurando
correlaciona-la ao género dos aloimunizados, sua faixa etaria, cor da pele, tipo de doenca e/ou
emergéncia médica, grupo sanguineo, histérico transfusional, nimero de transfusdes, historico
gestacional, numero de gestacdes e de parceiros gestacionais e ainda avaliar o tempo para
aloimunizacdo, o titulo e a persisténcia dos aloanticorpos identificados. As amostras, obtidas a
partir do segundo semestre de 2008, antes e até 15 meses apos o ato transfusional, foram
submetidas a Pesquisa de Anticorpos Irregulares (P.A.l.) e, quando positiva, a identificacdo e
titulacdo do(s) aloanticorpo(s). Para comparar propor¢es foram utilizados os testes Qui-
quadrado e Exato de Fisher, com valores de p<0,05 considerados significantes. A ocorréncia
de aloimunizacéo foi 9,4% (17/181), sendo superior a de varios trabalhos. Como na literatura,
os sistemas Rh e Kell foram os mais frequentes. Nao foram observadas diferencas
significantes entre aloimunizados e ndo aloimunizados quanto ao género, idade e cor de pele,
doenca de base e grupo sanguineo. Antecedentes transfusionais foram identificados em
29,41% dos aloimunizados e 20,12% dos nao aloimunizados (p = 0.3438). Dos 17 pacientes
com aloanticorpos, 41,18% receberam até trés transfusdes, 41,18% de quatro a 10 e 17,65%
mais de 10, enquanto nos ndo aloimunizados estes percentuais foram, respectivamente,
64,63%, 31,71% e 3,66%, com diferenca estatistica significante entre os dois grupos (p =
0.0198). Histarico gestacional foi constatado em 62,50% das aloimunizadas e em 92,21% das
ndo aloimunizadas (p = 0,0358). Contudo, enquanto 60% das aloimunizadas referiram entre
quatro e 10 gestacdes, 50,70% das ndo aloimunizadas referiram até trés gestacdes e, 40% das

aloimunizadas e 21,13% do outro grupo tiveram gestacdes de parceiros diferentes. As



aloimunizacg6es foram identificadas antes do evento transfusional em dois pacientes (11,76%),
quatro dias ap6s em um (5,9%), 15 dias ap6s em outro (5,9%), aos trés meses em trés
(17,65%) e aos seis meses em dez (58,82%). O titulo mais alto foi de 1:32 (anti-K), com
declinio em 16 individuos, sendo que em apenas um o titulo (1:2) permaneceu inalterado por
12 meses. Dos 15 aloimunizados apos as transfusdes no HC/UFTM, nove (60%) apresentaram
PAI negativa em no maximo 15 meses. Os resultados do presente estudo reforcam a
necessidade de se estender a fenotipagem para os antigenos K, E, e, C, ¢, também para
receptores eventuais de concentrados de hemacias, que ndo requerem transfusées em regime
de urgéncia, tendo em vista 0 aumento da expectativa de vida da populagdo e a consequente
maior ocorréncia de doencas degenerativas que requererdo novas transfusdes de

hemocomponentes.

Palavras chave: Aloimunizagdo eritrocitaria. Aloanticorpos irregulares. Doengas Agudas.
Emergéncias Médicas. Transfusdo de sangue.



ABSTRACT

Irregular Red Blood Cell (RBC) alloantibodies (Rh, Kell, Duffy, Kidd and other
systems), that occur in a low frequency, are clinically important because they can produce
hemolysis, appearing after blood transfusions or incompatible pregnancies. The prevention of
transfusional alloimmunization in chronically transfused patients, with oncohematologic
disorders and sickle cell disease, is an already established conduct in the hemoterapy practice,
with good results. However, a lot of studies have demonstrated significant and preoccupant rates
of alloimmunization in surgical patients and/or assisted in medical emergencies, who receive
RBC. Because of this fact, the objectives of this study were to evaluate the occurence of
alloimmunization in RBC receptors with acute disorders and/or assisted in medical and surgical
emergencies at the Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridangulo Mineiro (UFTM),
searching to correlate it with the gender of alloimmunized individuals, age, race, type of disease
and/or medical emergency, blood type, history and number of transfusions, history and number
of pregnancies and number of pregnancy partners. Besides this, evaluate time of
alloimmunization, title and the persistence of the alloantibodies. Serum samples obtainned since
the second semester of 2008 were submitted to RBC alloantibodies screening, before and until
15 months after transfusions and the positive results were submitted to alloantibodies
identification and titulation of the alloantibodies. Proportions were compared by Chi-square Test
or Fisher Exact Test, with p<0,05 values considered significant. The alloimmunization frequency
was 9.4% (17/181), higher than a lot of studies. As in the literature, Rh and Kell were the most
frequent systems. Significant differences weren’t observed between alloimmunized and non
alloimmunized patients considering gender, age, race, diagnostic and blood type. Transfusional
antecedents were identified in 29.41% of the alloimmunized and in 20.12% of the non
alloimmunized individuals (p=0.3438). Of the 17 patients with alloantibodies, 41.18% received
until 3 transfusions, 41.18% 4 to 10 and 17.65% more than 10, while in the non alloimmunized
group these percentuals were, respectively, 64.63%, 31.71% and 3.66%, with significant
statistical difference between these groups (p=0.0198). Gestational history was verified in
62.50% of the alloimmunized and in 92,21% of the non alloimmunized women (p = 0.0358).
However, while 60% of the alloimmunized women had four to 10 gestations, 50.70% of the non
alloimmunized had until 3 pregnancies. Besides this, 40% of the first group and 21.13% of the
other group had gestations of different partners. Alloantibodies were identified before of the
transfusions in two patients (11.76%), in one (5.9%) after 4 days, in another (5.9%) after 15



days, in 3 individuals (17.65%) at 3 months and in 10 (58.82%) after 6 months. The highest title
was 1:32 (anti-K), with decline in 16 patients. In only one patient, the title of 1:2 remained
unaltered for 12 months. The alloantibodies disappeared in a maximum of 15 months in 9 (60%)
of the 15 patients who became alloimmunized after the transfusions at the Hospital de Clinicas
(UFTM). The results of this study reinforce the necessity of extending the blood typing to K, C,
¢, E, e antigens also to the eventual receptors of RBC, who don’t request blood transfusions with
urgency, considering the enhance of life expectancy of the population and the consequent higher

occurrence of degenerative diseases that will require new blood transfusions.

Key words: RBC alloimmunization. Irregular alloantibodies. Acute diseases. Medical
emergencies. Blood transfusions.
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1 INTRODUCAO

Os antigenos eritrocitarios sdo estruturas localizadas na membrana dos glébulos
vermelhos (hemé&cias ou eritrdcitos), cuja natureza pode ser protéica, glicoprotéica ou
glicolipidica. S&o detectados por aloanticorpos, produzidos naturalmente atraves de estimulos
ambientais (principalmente microbianos) ou por exposicdo a eritrocitos estranhos
(NOVARETTI, 2007). A descoberta desses antigenos foi considerada um dos avancos mais
importantes nas pesquisas da &rea médica na primeira metade do século XX (JENS;
PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005).

Tal descoberta contribuiu para melhorar significativamente a seguranca transfusional,
que até entdo era um procedimento de alto risco, devido as varias incompatibilidades
existentes entre o sangue dos doadores e receptores. Desde a descoberta do sistema ABO,
pelo cientista austriaco Karl Landsteiner, em 1900, foram descritos mais de 250 antigenos
eritrocitarios, organizados em sistemas, séries e cole¢des (MATTOS, 2005).

Entretanto, ha outras informacGes controversas na literatura a respeito do nimero de
antigenos ja encontrados. Segundo alguns autores citados por Marsh e Redman (1990), em
torno de 600 antigenos ja sdo conhecidos. Para Novaretti (2007), mais de 236 antigenos foram
descritos e classificados em 29 sistemas de grupos sanguineos. E segundo Cozac (2009), um
comité sobre terminologia para antigenos de superficie eritrocitaria demonstrou que mais de
245 antigenos eritrocitarios ja foram descobertos e organizados em 30 sistemas.

De acordo com Lorenzi (2006), os principais sistemas sanguineos em que 0s antigenos
eritrocitarios foram organizados sdo: ABO, Rhesus (Rh), MNS, I, P, Lewis, Lutheran, Kell,
Duffy, Kidd e Xg. No entanto, ha varios outros sistemas, como Gerbich (Ge), Diego, Indian
(In), Scianna (Sc), Ok, Cartwright (Yt), Cromer (Cr) e Knops (Kn) (BONIFACIO:;
NOVARETTI, 2009).

Cada um desses antigenos possui uma ou varias funcGes biologicas, que podem ser:
estrutural, transporte, estrutural e transporte, funcdo de receptor/adesdo, enzimética ou
elementos do complemento. Na Figura 1, temos uma representacao esquematica de diferentes

antigenos eritrocitarios, de acordo com suas respectivas funcdes.
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Figura 1 - Representacdo esquematica de antigenos de grupos sanguineos conforme suas funcdes
bioldgicas. )
Fonte: BONIFACIO; NOVARETTI, 20009.

Os antigenos do sistema ABO, apesar de serem 0s mais importantes na pratica de
transfusdes, ainda ndo tiveram sua funcgdo esclarecida, enquanto os antigenos Rh, também de
grande importancia transfusional, possuem as funcdes estrutural e de transporte
(BONIFACIO; NOVARETT]I, 2009).

Quando um individuo sofre exposicdo a eritrocitos alogenéicos (estranhos), com
fendtipo diferente, através de transfusdes sanguineas, gestacdes e transplantes de
Orgdos/tecidos ou enxertos, por exemplo, ocorre uma aloimunizacdo eritrocitaria, que é uma
resposta imune de seu organismo a esses antigenos estranhos, com producdo de aloanticorpos
especificos. Além da exposicdo antigénica, a resposta imune depende de outros fatores como
imunogeniciade, dose e via de administracdo dos antigenos e de uma predisposi¢cdo genetica
do préprio receptor (NOVARETTI, 2007).

O surgimento de uma aloimunizagdo € diretamente proporcional ao poder
sensibilizante do antigeno e também a probabilidade de ser exposto ao mesmo, durante uma
transfusdo sanguinea ou gestacdo. A probabilidade é dada pela prevaléncia do antigeno na
populacdo (GARCIA GALA, 1994).

Certos individuos, ao receberem quantidades minimas de hemacias alogenéicas, ja

produzem aloanticorpos antieritrocitarios, sendo conhecidos como bons respondedores.



Outros, no entanto, ndo se tornam aloimunizados, mesmo ao serem expostos a eritrocitos
estranhos sucessivamente e em alta quantidade (maus respondedores) (NOVARETTI, 2007).

Na primeira exposicdo ao antigeno estranho, ha uma aloimunizacdo primaria, com
producdo de anticorpos em baixos titulos, geralmente da classe IgM (Imunoglobulina M)
(LANGHI JUNIOR; PEREIRA, J. P. M.; PEREIRA, C. M., 2007; MELO, 2007). Na
aloimunizacdo priméria, os anticorpos séo detectiveis semanas ou meses apos a transfuséo,
podendo baixar a niveis indetectaveis (LANGHI JUNIOR; PEREIRA, J. P. M.; PEREIRA, C.
M., 2007).

J& a segunda exposi¢cdo leva a uma reposta imune secundaria, com producdo de
anticorpos da classe 19G (Imunoglobulina G) (LANGHI JUNIOR; PEREIRA, J. P. M,;
PEREIRA, C. M., 2007; MELO, 2007; THAKRAL, 2008). De acordo com Thakral et al.
(2008), o tempo para a aloimunizagdo secundaria varia de 48 a 72 horas, atingindo seu pico
maximo de sete a 10 dias ap6s a transfusdo. Outros autores, no entanto, afirmam que a
aloimunizacdo secundaria pode ser mais precoce e 0s anticorpos ja sdo detectaveis entre 24 a
48 horas ap6s o segundo estimulo antigénico (LANGHI JUNIOR; PEREIRA, J. P. M,;
PEREIRA, C. M., 2007; MELO, 2007). Na resposta imune secundaria ou anamnéstica, 0s
anticorpos sdo produzidos em altos niveis, ocorrendo por meio de células da memoria
imunoldgica, que foram clonadas durante a aloimunizacdo primaria (LANGHI JUNIOR;
PEREIRA, J. P. M.; PEREIRA, C. M., 2007). Durante essa nova resposta imunolégica, 0s
aloanticorpos tém maior avidez pelo antigeno, requerendo doses antigénicas bem menores
para que sejam produzidos (LANGHI JUNIOR; PEREIRA, J. P. M.; PEREIRA, C. M., 2007;
MELO, 2007).

A aloimunizacdo eritrocitaria secundaria pode gerar complicacGes graves, como as
reagdes transfusionais hemoliticas tardias (LANGHI JUNIOR; PEREIRA, J. P. M
PEREIRA, C. M., 2007; SANTOS, 2007; SCHONEWILLE et al., 2006; THAKRAL et al.,
2008). Essas reacdes transfusionais sdo a segunda causa mais frequente de morte relacionada
a transfuséo (COZAC, 2009; POWERS et al., 2010).

1.1 SISTEMA ABO

O sistema ABO foi descoberto por Karl Landsteiner em 1900, ao reagir suas proprias

amostras de sangue com a de varios colegas. Durante as reac6es, foram utilizadas amostras de



soro juntamente com suspensfes de hemacias de cada pessoa. Ao observar a presenca de
aglutinacdo apenas em algumas misturas, o cientista classificou as amostras em diferentes
grupos (A, B e O), reconhecendo que a presenca ou falta de apenas dois antigenos (A e B) era
suficiente para explicar os tres grupos. Além disso, previu que um quarto grupo poderia
existir, o que foi confirmado em 1902, pela descoberta do tipo sanguineo AB, por seus
pupilos von Decastello e Sturli. Landsteiner também demonstrou que o soro de cada individuo
continha anticorpos especificos contra 0s antigenos que estavam ausentes nas suas proprias
hemacias (VENGELEN-TYLER et al., 1996).

O sistema ABO, dentro das praticas transfusionais, é considerado o mais importante,
sendo que os incidentes transfusionais mais graves decorrem de transfusbes ABO
incompativeis, podendo tais incidentes levar ao Obito, em alguns casos. A causa mais
frequente de morte por transfusées ABO incompativeis é a instalacdo do hemocomponente
para o paciente errado (COZAC, 2007).

Dentro do sistema, também podem ocorrer incompatibilidades materno-fetais, com
surgimento da DHRN (Doenca Hemolitica do Recém-Nascido) (MELO, 2007). A DHRN
surge por uma sensibilizacdo materna contra antigenos eritrocitarios do feto (herdados do pai
e ausentes na mae), com a producdo de anticorpos IgG, os quais atravessam a placenta e se
fixam as hemdcias fetais, destruindo-as. Os sinais clinicos sdo varidveis, podendo ocorrer
desde um achado laboratorial até a morte fetal intrauterina (NETO, 1998). Entretanto, tal
enfermidade, dentro do sistema ABO, ndo possui significancia clinica, na maioria dos casos
(COZAC, 2007; NETO, 1998; RUIZ et al., 2008). Além disso, anormalidades hematoldgicas
sdo detectadas somente quando o sangue de um recém-nascido aparentemente normal é
sorologicamente testado (RUIZ et al., 2008).

Devido a presenca regular de anticorpos naturais hemoliticos no sistema ABO, é regra
fundamental ndo transfundir hemaécias contendo antigenos que possam ser reconhecidos pelos
anticorpos do receptor. Assim, de acordo com essa norma, pode-se estabelecer as seguintes

regras de doacdes no sistema ABO:

1-Transfusdes de isogrupos (doador e receptor do mesmo grupo sanguineo ABO) sempre que
for possivel;
2-Transfusdes de heterogrupos (doador e receptor de grupos sanguineos diferentes) devem

respeitar o seguinte esquema:



» Grupo AB

Grupo B

Fonte: MELO; SANTOS, 1996.

O sistema ABO ¢é o Unico onde a fenotipagem consiste da prova reversa (pesquisa do
anticorpo no soro ou plasma), além da prova direta (pesquisa antigénica na superficie da
hemacia). Isso € feito porque deve haver, necessariamente, aglutinina (s), na auséncia do(s)
antigeno (s) correspondente (s). Para que o fenotipo possa ser interpretado, é obrigatoria a
utilizacdo de ambas as provas (COZAC, 2007).

Na populacédo geral, o tipo sanguineo O € o de maior frequéncia, ocorrendo em 49%
dos doadores de sangue da regido da cidade de Sdo Paulo (COZAC, 2007).

Os anticorpos desse sistema ocorrem naturalmente, sendo detectados no soro apés trés
a seis meses de vida, ndo estando presentes ao nascimento (NETO, 1998). O que provoca 0
surgimento desses anticorpos sdo estimulos passivos, particularmente da flora intestinal
bacteriana, pois as bactérias possuem em suas membranas substancias que sao idénticas aos
antigenos ABO (MELO; SANTOS, 1996a; RUIZ et al., 2008). Tais substancias sdo aglcares
semelhantes aos carboidratos dos antigenos A e B (RUIZ et al., 2008). Individuos dos grupos
A ou B normalmente produzem apenas anticorpos da classe IgM, enquanto as pessoas do
grupo O produzem IgM e IgG naturais (NETO, 1998).

Os anticorpos ABO também podem ser imunes, surgindo por meio de estimulos em
duas vias: heteroimunizacdo (substancias de origem animal ou bacteriana) e aloimunizagéo
(gravidez ou transfusdo sanguinea incompativel), sendo que tais anticorpos, na sua maioria,
sdo da classe 1gG. Entretanto, a classificagdo dos anticorpos pertencentes a esse sistema em
“naturais” ou “imunes” ndo deve ser restringida a classe do anticorpo, pois ndo hd dados que
possam comprovar que todos os anticorpos naturais sdo exclusivamente IgM ou que todos os
imunes sdo da classe 1gG. Em ambos o0s casos, pode haver misturas de anticorpos de ambas
classes, com IgA (Imunoglobulina A) aparecendo em menor quantidade (MELO; SANTOS,
1996a).



Aglutininas IgA ndo sdo capazes de realizar fixacdo de complemento, ao contrario das
aglutininas 1gM e 1gG, que provocam hemolise intravascular em caso de transfusdes
incompativeis. Os anticorpos ABO naturais reagem melhor em baixas temperaturas (4°C),
enguanto os imunes reagem de 4°C a 37°C (MELO; SANTOS, 1996a).

Individuos de todos os grupos (A, B, AB e O) normalmente possuem o antigeno H,
que € um precursor dos antigenos A e B. No entanto, h& pessoas com deficiéncia do antigeno
H, sendo genericamente conhecidas como Bombay. Tais individuos sdo divididos em dois
grupos, sendo que o0 primeiro é representado por pessoas que nao expressam o antigeno H, por
terem gendtipo hh. Como consequéncia, ndo apresentam os antigenos ABO na membrana
eritrocitaria. No entanto, se tais individuos forem secretores (genoétipo SeSe ou Sese), 0
fenotipo ABO pode ser determinado por meio da identificacdo das enzimas A e/ou B,
responsaveis pela producéo dos antigenos A e B. Sdo conhecidos como H null ou H nulo. Ja o
segundo grupo é formado pelos individuos com genétipo hh-sese, que ndo expressam
antigenos ABH nem nos eritrécitos, nem em outras células ou secre¢es bioldgicas. Sao
chamados de Bombay classicos. Em ambos os grupos pode haver a presenca do anticorpo
anti-H. Nos individuos ndo secretores (sese), tal anticorpo ocorre como aglutininas frias, sem
importancia transfusional. Ja nos individuos secretores (SeSe ou Sese), 0 anticorpo € ativo a
37°C, possui efeito hemolisante e é muito perigoso em transfusbes (MELO; SANTOS,
1996a). Como a ocorréncia do alelo H é muito alta na populagéo, os individuos com genétipo
hh séo raros (LORENZI, 2006).

1.2 SISTEMA RHESUS (RH)

O sistema Rh, do ponto de vista transfusional, € o segundo em importancia clinica
(apdés o ABO) e o primeiro em complexidade (NETO, 1998). Atualmente, 48 antigenos ja
foram relatados dentro do sistema, descoberto em 1939, por Levine e Stetson, que
encontraram um anticorpo no soro de uma mulher cujo feto teve DHRN. Essa mulher,
posteriormente, desenvolveu reacdo hemolitica apds ser transfundida com sangue de seu
marido. Os autores sugeriram que o anticorpo encontrado fora produzido pela mulher contra
um antigeno fetal de origem paterna (CASTILHO, 2007). Segundo Vengelen-Tyler et al.
(1996), tratava-se do primeiro relato de um anticorpo dirigido contra o antigeno D.



Posteriormente, verificou-se que tal anticorpo aglutinava 80% das hemacias dos doadores
ABO compativeis (CASTILHO, 2007).

Em 1940, Landsteiner e Wiener, ao injetarem sangue de macaco do género Rhesus em
coelhos e porcos observaram que tais cobaias produziam anticorpos especificos contra as
hemacias do primata. Os cientistas observaram que esses anticorpos aglutinavam
aproximadamente 85% das hemacias dos doadores de sangue caucasianos de Nova lorque
(CASTILHO, 2007; VENGELEN-TYLER et al.,, 1996). Tais individuos foram entdo
classificados como Rh (Rhesus) positivos, enquanto as pessoas cujas hemacias nao sofreram
aglutinacdo pelo anticorpo foram classificadas como Rh negativas (CASTILHO, 2007).

Naquela época, acreditou-se que o anticorpo descoberto por Landsteiner e Wiener
seria 0 mesmo descrito anteriormente por Levine e Stetson, em 1939. Todavia, em 1942, Fisk
e Ford observaram que ndo se tratava do mesmo anticorpo. Como o nome “Rh” (em
homenagem ao macaco Rhesus) ja aparecia em milhares de publicacbes, ele ndo pdde ser
mudado (CASTILHO, 2007).

Com o objetivo de explicar a alta complexidade do sistema Rh, duas nomenclaturas
diferentes foram descritas: a teoria de Fisher-Race, de trés loci (C, D, E), os quais estdo
intimamente ligados e de Wiener (Rh-hr), que se refere a presenca de varios alelos em um
unico locus. A primeira nomenclatura (linguagem CDE) tem sido utilizada de modo bastante
amplo na interpretacdo da maioria das reagdes sorolégicas e na comunicagdo dos resultados.
No entanto, para a comunicacdo dos fenotipos, particularmente em conversacdo, a segunda
nomenclatura é utilizada. H& ainda uma terceira nomenclatura, proposta por Rosenfeld e
colaboradores, que foi baseada apenas em observacdes sorolégicas, onde se adotou um
namero para cada antigeno, de acordo com a sua ordem de descoberta ou inclusdo dentro do
sistema Rh (CASTILHO, 2007).

O principal antigeno do sistema é o antigeno D, devido ao seu alto grau de
imunogenicidade. Os individuos que o possuem sdo classificados com Rh positivos, enquanto
0s Rh negativos ndo contém o antigeno. Outros quatro antigenos também sdo muito
importantes: C, c, E, e (CASTILHO, 2007; NETO, 1998). Esses quatro antigenos, além do
préprio antigeno D, sdo geralmente os responsaveis por 98% a 99% dos casos clinicos
envolvendo o sistema Rh (NETO, 1998).

O antigeno D e codificado pelo gene RHD, em individuos Rh positivos, sendo que na
auséncia do gene, ndo havera a producdo do respectivo antigeno. JA& o gene RHCE é o
responsavel pela codificagdo dos antigenos C ou c, juntamente com E ou e. Ha variagdes

dentro do antigeno D, como o fenétipo Du (D fraco), onde antigeno tem a sua expressao



diminuida ou enfraquecida (MELO; SANTOS, 1996b; NETO, 1998). Somente técnicas mais
complexas, como tratamento enzimatico das hemécias e Teste de Coombs Indireto (descrito
adiante) sdo capazes de detectar o antigeno D fraco (NETO, 1998). Na pratica transfusional,
as hemécias Du devem ser obrigatoriamente classificadas como Rh positivas (CASTILHO,
2007; NETO, 1998).

Outra variagao envolvendo o antigeno D é o D parcial. O antigeno D normalmente se
apresenta como um mosaico de nove subunidades ou epitopos (epD1 a epD9). A maioria das
hemacias Rh positivas apresentam todos esses epitopos antigénicos. No entanto, em alguns
dos individuos Rh positivos, ha a falta de uma ou outra dessas subunidades, o que leva a
producdo de anticorpos anti-D especificos contra as subunidades ausentes (CASTILHO, 2007;
MELO; SANTOS, 1996b). Desse modo, individuos com fenotipo D parcial devem
obrigatoriamente receber sangue Rh negativo. Como a identificacdo desses pacientes por
meio de técnicas soroldgicas é dificil, os pacientes com antigeno D parcial séo identificados
somente ap6s terem sido aloimunizados, sendo que as técnicas de analise molecular sdo mais
eficientes na deteccdo do antigeno. As diferentes categorias de D parcial sédo DII, DIlI, DIV,
DV, DVI, DVII, DFR, DBT e DHAR, que se diferenciam umas das outras segundo a presenca
ou auséncia de um ou mais epitopos antigénicos (CASTILHO, 2007).

Existem ainda os raros fendtipos Rh null e Rh mod. No primeiro caso, ocorre a
auséncia de expressdo dos antigenos Rh na membrana das hemécias, enquanto nos individuos
Rh mod os antigenos do sistema sdo fracamente expressos na membrana dos eritrocitos.
Pessoas com fenotipo Rh null apresentam uma anemia crénica, cujo grau € variavel,
juntamente com esferocitose, fragilidade osmotica anormal e elevacdo da permeabilidade a
cations (CASTILHO, 2007).

Ha variantes dos antigenos C e ¢, de origem genética, como C" (C Willis) que, apesar
de raro, pode ocasionar rea¢Ges hemoliticas transfusionais ou DHRN (MELO; SANTOS,
1996b).

Praticamente todos os anticorpos anti-Rh ocorrem devido a uma aloimunizagdo por
transfusdo sanguinea ou por gestacdo, sendo as transfusdes sanguineas a forma mais comum
de sensibilizacdo (MELO; SANTQOS, 1996b). Apesar disso, o0 anti-E, em alguns casos, pode
ocorrer naturalmente. Em sua maioria, 0s anticorpos do sistema pertencem a classe 1gG (IgG1
ou 1gG3) (MELO; SANTOS, 1996b; NETO, 1998). No entanto, alguns anticorpos da classe
IgM podem ocorrer de modo transitério no inicio da aloimunizagdo (MELO; SANTOS,

1996b). Em torno de 80% dos individuos Rh negativo que recebem transfusdes de



aproximadamente 200ml de sangue contendo o antigeno D produzem anticorpos anti-D
(COZAC, 2009; MELO; SANTOS, 1996b; NETO, 1998).

Aloimunizacdo contra os antigenos E, e, C, ¢ também sdo encontradas em individuos
politransfundidos, porém com menor frequéncia (MELO; SANTOS, 1996b). Isso ocorre
porque o antigeno D é o que possui maior imunogenicidade (capacidade de desencadear uma
resposta imune) (NETO, 1998). Os anticorpos Rh de maior frequencia, nos individuos
aloimunizados, em ordem decrescente, sdo: anti-D, anti-c, anti-E, anti-C e anti-e, com
associacg0es anti-D + anti-C e anti-c + anti-E sendo frequentes (CASTILHO, 2007).

Com a instituicdo rotineira de profilaxia utilizando anti-D em mulheres Rh negativas,
apos gestacdes de fetos Rh positivos, tem-se observado uma reducdo do ndmero de
aloimunizacdes maternas contra o antigeno D (COZAC, 2009; GARCIA GALA et al., 1994;
MELO; SANTOS, 1996b). No entanto, isso ndo reduziu os indices de aloimunizagdes
envolvendo os antigenos C, ¢, E, e (MELLO; SANTOS, 1996b; MONTEIRO et al., 1996).

Um fato interessante dentro do sistema é que em torno de 15 a 20% da populagdo ndo
produz anticorpos anti-D, mesmo sendo exposta sucessivamente ao antigeno (COZAC, 2009;
NETO, 1998). Tais individuos sdo conhecidos como ndo respondedores (COZAC, 2009).
Todavia, devido a alta imunogenicidade do antigeno D, todos os pacientes Rh negativos ndo
devem receber sangue Rh positivo, exceto em casos de emergéncias com grandes
hemorragias, na auséncia de unidades Rh negativas disponiveis (NETO, 1998). Acredita-se
gue a auséncia de resposta ao antigeno D seja uma caracteristica genética, apesar de tal
hipdtese ainda néo ter sido confirmada (COZAC, 2009).

A transfusdo de sangue compativel para o antigeno D (além dos antigenos ABO) ja é
uma pratica habitual ha muito tempo (GARCIA GALA et al., 1994). Porém, como
previamente demonstrado, ha varios outros antigenos eritrocitarios, pertencentes a diversos

sistemas sanguineos. Citaremos agora outros sistemas de importancia clinica.

1.3 SISTEMA KELL

O sistema Kell, assim como o Rh, também é complexo, sendo composto por mais de
20 antigenos ja descritos (BORDIN; MOREIRA JUNIOR, 1996; MARSH; REDMAN, 1990;
NETO, 1998). O primeiro antigeno a ser descrito foi o K (Kell ou K1), seguido pelo antigeno
k (Cellano ou K2), trés anos depois (LANGHI JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007).



O nome do sistema surgiu de um individuo onde foi encontrado o primeiro anticorpo
(anti-K1 ou anti-Kell) (MARSH; REDMAN, 1990). Esse anticorpo foi descrito em 1946 por
Coombs e colaboradores que, ao utilizarem o Teste de Coombs Direto (descrito adiante),
observaram que as hemécias de um recém-nascido estavam sensibilizadas por anticorpos
maternos (anti-Kell) (BORDIN; MOREIRA JUNIOR, 1996).

Os antigenos do sistema Kell sdo expressos principalmente na membrana das
hemacias, mas também podem ser encontrados no cérebro, coracdo, 6rgaos linfoides, musculo
esquelético, testiculos, pancreas e células progenitoras mieloides. Tais antigenos podem
apresentar pares opostos ou serem independentes, 0s quais ndo possuem pares conhecidos. Os
antigenos com pares conhecidos sdo K (K1) e k (K2); Kp® (K3), Kp® (K4) e Kp® (K21); Js°
(K6) e Js° (K7); K11 e K17; K24 e K14. Ja os antigenos cujos pares ndo sdo conhecidos sio
denominados para-Kell. H& ainda o antigeno Kx, que também tem sido estudado em conjunto
com o sistema Kell, apesar de ndo ser considerado oficialmente um membro do sistema
(LANGHI JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007).

Os antigenos pertencentes ao sistema sdo também classificados como antigenos de alta
e baixa incidéncia populacional, sendo que os de alta incidéncia ocorrem em mais de 90% das
pessoas, enquanto os de baixa incidéncia exibem especificidade étnica. O antigeno K, por
exemplo, é encontrado em 9% dos individuos caucasianos e em 2% dos negros. O antigeno
Jsa (K6), no entanto, é encontrado em 20% da populacdo negra e em menos de 0,01% dos
caucasianos (LANGHI JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007).

O antigeno K é considerado o antigeno eritrocitario mais imunogénico, apos o
antigeno D (sistema Rh). Os anticorpos anti-K (anti-Kell), produzidos por individuos que ndo
contém o antigeno, pertencem a classe IgG (subclasse 1gG1), reagem a 37°C e fixam
complemento (BORDIN; MOREIRA JUNIOR, 1996; MARSH; REDMAN, 1990; NETO,
1998). Além do anti-K, outros anticorpos do sistema podem causar reagdes transfusionais
graves, além de anemia fetal e DHRN (LANGHI JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007).

Com a instituicdo rotineira da prevencdo da DHRN por anticorpos anti-D, tem-se
observado um aumento da frequéncia de casos de DHRN por anti-K (BORDIN; MOREIRA
JUNIOR, 1996). Atualmente, estima-se que 10% dos casos de anemia fetal e neonatal s&o
provocados pelo anticorpo. Como a expressdo dos antigenos Kell é feita precocemente
durante a eritropoese, na DHRN por anticorpos Kell a anemia pode ser grave, apresentando-se
mais como uma supressdo da eritropoese do que por destrui¢cdo imune das hemécias fetais
(LANGHI JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007).



A probabilidade de um individuo K- (Kell negativo) ser sensibilizado ap6s receber
uma unidade de sangue K+ (Kell positivo) é de aproximadamente 10%. Acredita-se que 0
antigeno K seja em torno de seis vezes menos imunogénico que o antigeno D, de 2,5 a 3 vezes
mais imunogénico que os antigenos ¢ e E (sistema Rh) e 20 vezes mais imunogénico em
comparagio aos demais antigenos eritrocitarios (BORDIN; MOREIRA JUNIOR, 1996).

Nas praticas transfusionais, devido a baixa frequéncia de hemécias K positivas na
populacéo, ndo ha grandes problemas na identificacdo de unidades sanguineas compativeis (K
negativas), em individuos que ja desenvolveram anti-K. O mesmo ocorre em relacdo a outros
antigenos, como K3 (Kp?) e K6 (Js%), que também sio de baixa frequéncia. No entanto, ha
casos raros, em que certos individuos produzem anticorpos dirigidos contra antigenos de alta
frequéncia, como K2 (k), K4 (Kp®) ou K7 (Js°). Nessas situac@es, as unidades compativeis sio

encontradas apenas em familiares ou em grupos raciais distintos (NETO, 1998).

1.4 SISTEMA DUFFY

O sistema Duffy tem sido alvo de pesquisas, devido a sua importancia fisiologica e
transfusional (JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005). Sua descricdo ocorreu gragas a
descoberta do anticorpo anti-Fy* (anti-Duffy a) em 1950, por Cutbush e colaboradores, que
encontraram uma aglutinina no soro de um individuo hemofilico politransfundido. O
anticorpo recebeu 0 nome em homenagem ao paciente em questéo (Sr. Duffy) (CASTILHO,
L. M., 1996; JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005). Tal anticorpo reagiu com 64,9% de
205 amostras sanguineas testadas, provenientes de individuos ndo aparentados na populacdo
inglesa (JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005). No ano seguinte (1951), Ikin e
colaboradores descreveram o anticorpo anti-Fy® (anti-Duffy b) (CASTILHO, L. M., 1996;
JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005). E em 1955, Sanger e colaboradores observaram
gue o fendtipo Fy (a-b-) era o mais frequente em afroamericanos, representando
provavelmente um produto de alelo silencioso (FY) (JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI,
2005).

Em 1975, descobriu-se que os antigenos desse sistema atuam como receptores de
merozoitas do Plasmodium vivax e Plasmodium knowlesi, responsaveis pela malaria no

homem e também em primatas, observando-se que os eritrocitos Fy (a-b-) eram resistentes a



invasdo por P. knowlesi cultivados in vitro. Em 1989, os mesmos resultados foram
confirmados com o P. vivax (JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005).

Posteriormente, outros antigenos foram descritos dentro do sistema, além de Fy? e Fy®,
como Fy3, Fy4, Fy5 e Fy6, gracas a descoberta dos respectivos anticorpos (CASTILHO, L.
M., 1996; JENS; PAGLIARINI; NOVARETT]I, 2005). O antigeno Fy3 foi descrito em 1971 e
o0s antigenos Fy4 e Fy5 em 1973, enquanto o Fy6 foi adicionado ao sistema em 1987, apos ter
sido detectado por um anticorpo monoclonal murino (LANGHI JUNIOR; NETO;
CARVALHO, 2007).

Na pratica transfusional, Fy* e Fy” sdo considerados os principais antigenos do
sistema, encontrando-se desenvolvidos ao nascimento e sendo detectados em embrides com
seis a sete semanas de gestacdo. O antigeno Fy* possui alta frequéncia em individuos
asiaticos, aproximando-se de 100% em algumas populacdes. Ja em negros afro-americanos e
africanos, sua frequéncia ¢ relativamente baixa (por volta de 10 a 20%) (LANGHI JUNIOR;
NETO; CARVALHO, 2007).

A imunogenicidade dos antigenos Duffy é moderada e os anticorpos dificilmente sdo
detectados, por baixarem seus titulos rapidamente (CASTILHO, L. M., 1996). Contudo, esses
anticorpos normalmente provocam reagdes hemoliticas pos-transfusionais severas, imediatas
e, com maior frequéncia, tardias, podendo também levar a DHRN (CASTILHO, L. M., 1996;
JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005; NETO, 1998).

O anticorpo anti-Fy® possui uma frequéncia aproximadamente trés vezes inferior a do
anti-K (JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005; NOVARETTI, 2007). J& o anti-Fy® é
cerca de 20 vezes menos frequente na populacdo do que o anti-Fy? ocorrendo geralmente
associado a outros anticorpos (JENS; PAGLIARINI; NOVARETTI, 2005). O anti-Fy? que
em geral ndo é raro na populacéo, também pode ocorrer em associagdo com outros anticorpos.
De acordo com alguns estudos, verificou-se que o anticorpo, na maioria das vezes, é do tipo
IgG1 e que 50% deles possuem capacidade de fixacdo do sistema complemento. O mesmo
ocorre com o0 anti-Fy*. O anti-Fy? ja foi descrito como causador de reacdes hemoliticas
imediatas e tardias e de varios casos de doenca hemolitica perinatal moderada ou até mesmo
fatal. E hé relatos de anti-Fy° envolvido em reacéo transfusional hemolitica fatal, reacéo
transfusional tardia, doenca hemolitica perinatal e anemia hemolitica autoimune (LANGHI
JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007).



1.5 SISTEMA KIDD

Os antigenos pertencentes a esse sistema foram descobertos entre 1951 e 1953, sendo
JK* (Kidd a) e Jk (Kidd b) os principais. Ao contrario dos antigenos de outros sistemas, s&0
exclusivamente eritrocitarios, ndo sendo encontrados em nenhum outro tecido. Assim como
os antigenos Duffy, os antigenos Kidd possuem moderada imunogenicidade (MELO;
SANTOS, 1996c).

Em 1951, um novo anticorpo havia sido detectado no soro de uma mulher cujo filho
desenvolveu DHRN. As denominacdes Kidd e Jk surgiram, respectivamente, do nome da mae
e das iniciais da crianca. Dois anos apds, em 1953, foi identificado o anticorpo anti-Jk®, em
uma paciente que desenvolveu reacdo hemolitica pds-transfusional (LANGHI JUNIOR;
NETO; CARVALHO, 2007).

Como no sistema Duffy, os anticorpos anti-Jk® (anti-Kidd a) e anti-Jk° (anti-Kidd b)
normalmente ndo se encontram em altos titulos, tendendo a diminuir sua concentracdo com
grande facilidade. Por esses motivos, também sédo dificilmente detectados (MELO; SANTOS,
1996¢; NETO, 1998). Além disso, na maioria dos casos, surgem associados a outros
anticorpos (LANGHI JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007; MELO; SANTOS, 1996c).
Entretanto, possuem grande importancia clinica, podendo causar rea¢es hemoliticas pos-
transfusionais e DHRN (MELO; SANTOS, 1996c; NETO, 1998). A DHRN, no sistema Kidd,
é pouco frequente e ndo muito severa (LANGHI JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007;
MELO; SANTOS, 1996¢).

O anti-Jk? possui maior frequéncia na populacio do que o anti-Jk°. Normalmente, s&o
anticorpos imunes, da classe IgG, podendo ocorrer associagOes de 1gG e IgM. Possuem alta
capacidade de fixacdo do sistema complemento, induzindo hemdlise in vivo e in vitro e
apresentando uma resposta anamnéstica rapida e intensa, além de estarem envolvidos em um
terco de todos os casos de reagdes hemoliticas transfusionais tardias, as quais sdo geralmente
graves. Quando um paciente desenvolve algum anticorpo Kidd, a localizagdo de unidades
compativeis ndo é dificil, ja que cerca de 25% dos doadores caucasianos sdo negativos para
cada antigeno. No entanto, como o0s anticorpos desse sistema normalmente surgem associados
a outros anticorpos, encontrar bolsas compativeis, em geral, ndo é uma tarefa facil. Ha ainda
no sistema Kidd o aloanticorpo anti-Jk3, o qual é produzido apenas por individuos Jk (a- b-) e
pode ser encontrado de forma isolada ou associado a anti-Jk* e/fou anti-Jk® (LANGHI
JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007).



1.6 SISTEMA LEWIS

Os antigenos Lewis ndo sdo especificamente eritrocitarios, sendo produzidos no
epitélio intestinal e liberados como antigenos sollveis no plasma (e outros fluidos).
Posteriormente, sdo adsorvidos & membrana eritrocitaria (NETO, 1998). Estdo normalmente
expressos nas hemacias, linfocitos e plaquetas, além de outros tecidos como intestinos
(delgado e grosso), musculo esquelético, cortex renal, glandula supradrenal, mucosa gastrica e
pancreas (COZAC, 2007).

Os anticorpos do sistema s&o geralmente naturais, da classe IgM (COZAC, 2007;
MELO; SANTQOS, 1996a; NETO, 1998). Por esse motivo, ndo podem atravessar a barreira
placentaria e causar DHRN. Além disso, as hemécias fetais ndo expressam os antigenos Lewis
(COZAC, 2007; MELO; SANTOS, 1996a). Raramente sdo ativos a 37°C e portanto nédo
causam hemolise (NETO, 1998). No entanto, quando ativos a essa temperatura, sdo capazes
de fixar e ativar o complemento, provocando hemdlises severas (MELO; SANTOS, 1996a;
SERRANO, 1990).

1.7 SISTEMA P

O sistema P foi descoberto por Landsteiner e Levine em 1927, que injetaram hemacias
humanas em coelhos e isolaram, posteriormente, um anticorpo classificado como anti-P. Em
1951, Levine e Colbs descreveram o anticorpo atualmente denominado anti-P P1 = que por
sua vez reagia contra um antigeno de alta frequéncia encontrado em pessoas P+ e P-. Esses
individuos passaram a ser denominados P nulo. Desse modo, 0s antigenos do sistema foram
reclassificados da seguinte forma: o fenotipo P+ tornou-se P1; o P- tornou-se P2 e o P nulo
passou a ser p.

Nesse sistema, cinco fendtipos sdo definidos por trés antigenos (P1, P e P¥), os quais

séo reconhecidos por anticorpos naturais (Tabela 1).



Tabela 1 — Fendtipos, antigenos, anticorpos e frequéncias antigénicas do sistema P.

Fenotipos Antigenos Anticorpos Frequéncias

Brancos Negros
P1 PP1 - 79% 94%
P2 P anti-P1 21% 6%
p - anti-P P1 P Raro Raro
p1* P1 P¥ anti-P Muito raro Muito raro
p2~ P¥ anti-P P1 Rarissimo Rarissimo

Fonte: CASTILHO, S. L., 1996.

Individuos dos fen6tipos P1 e P2 possuem uma pequena quantidade do antigeno P* em
suas hemécias. Portanto, ndo produzem anti-P¥. Ja os individuos com fenétipo p (silencioso)
desenvolvem os anticorpos anti-P, anti-P1 e anti-P* (anti-P P1 P¥), por ndo possuirem nenhum
dos antigenos (P1, P e PY).

O anticorpo anti-P1 é provavelmente o anticorpo natural mais comum fora do sistema
ABO, sendo da classe IgM e ocorrendo em baixos titulos. Na maioria dos casos, ndo tem
importancia transfusional. Porém, quando ha infestacbes por vermes, pode reagir a 37°C,
apresentando carater hemolitico. O anti-P é encontrado em todos os individuos dos fenotipos
p e PX e possui amplitude térmica, ou seja, pode reagir a temperatura ambiente e a 37°C, tendo
atividade hemolitica e apresentando, portanto, um alto risco em transfusées (CASTILHO, S.
L., 1996).

1.8 SISTEMA MNS

O sistema MNS € o segundo mais complexo, apés o Rh. Contém 40 antigenos, porem
apenas cinco sdo 0s mais importantes: M, N, S, s e U (NETO, 1998). Os antigenos M e N
foram descobertos por Landsteiner e Levine, em 1927, a partir da imunizacdo de coelhos com
hemacias humanas. O antigeno S foi descrito em 1947 e 0 s em 1951. Wiener, em 1953,
relatou a existéncia do antigeno U, o qual acabou sendo incluido no sistema, ja que foi
observado que todas as hemécias U negativas também eram S e s negativas (CASTILHO, S.
L., 1996).

Os anticorpos anti-M e anti-N sdo geralmente naturais, da classe IgM, reagindo a 4°C
(CASTILHO, S. L., 1996; FABRON JUNIOR; BALEOTTI JUNIOR, 2007; NETO, 1998).

Portanto, ndo possuem importancia clinica, na maioria dos casos. Porém, ha relatos de reagdes



transfusionais causadas por anti-M reativos a 37°C (CASTILHO, S. L., 1996; SERRANO,
1990). Desse modo, alguns anti-M que reagem a 37°C ou na fase da antiglobulina humana,
nas provas de compatibilidade, devem ser considerados como anticorpos de significancia
clinica (FABRON JUNIOR; BALEOTTI JUNIOR, 2007). Alguns anti-N imunes ja foram
encontrados em reacdes hemoliticas tardias (CASTILHO, S. L., 1996; FABRON JUNIOR;
BALEOTTI JUNIOR, 2007). Além disso, casos de DHRN e casos graves de doenca
hemolitica perinatal por anticorpos anti-M da classe IgG ja foram relatados (CASTILHO, S.
L., 1996).

Os anticorpos anti-S, anti-s e anti-U normalmente possuem significancia clinica, por
serem da classe 1gG e imunes. Podem causar rea¢es hemoliticas ou DHRN (CASTILHO, S.
L., 1996; FABRON JUNIOR; BALEOTTI JUNIOR, 2007; NETO, 1998). Apresentam
temperatura 6tima de reacdo a 37°C, sendo mais bem detectados nos testes que utilizam a
antiglobulina humana (FABRON JUNIOR; BALEOTTI JUNIOR, 2007). Em individuos que
produzem anti-U, as unidades compativeis sdo raramente identificadas, pois ndo ha doadores

U negativos na raca branca e apenas 1% dos negros nao contém o antigeno (NETO, 1998).

1.9 SISTEMA LUTHERAN

O sistema sanguineo Lutheran foi descrito pela primeira vez em 1945, compreendendo
20 diferentes antigenos de estrutura glicoprotéica. Seus aloanticorpos raramente possuem
significancia clinica, pois rea¢fes hemoliticas severas ndo tém sido documentadas na
literatura. Apenas alguns exemplos de anti-Lu® (anti Lutheran b) provocando uma destrui¢do
limitada de hemacias in vivo j& foram encontrados e somente quatro casos de doenca
hemolitica do recém nascido foram descritos. No entanto, em todos os casos, a hemolise foi
branda, pois os antigenos do sistema sdo fracamente expressos na membrana do feto e do
recém nascido (YAHALOM et al., 2002).



1.10 SISTEMA DIEGO

O sistema Diego foi descrito por Layrisse e colaboradores, em 1955, através da
descoberta do anticorpo anti-Di® (anti-Diego a) em uma mulher venezuelana, cujo recém-
nascido apresentou um quadro de doenga hemolitica (COZAC, 2004; SILVA; JORGE;
HIRTSCH, 2004). Ja o antigeno Di® foi descrito somente 11 anos mais tarde (FABRON
JUNIOR; BALEOTTI JUNIOR, 2007). O sistema é formado principalmente por dois pares de
antigenos independentes (Di*/Di® e Wr¥/Wr°) e por outros 17 antigenos de menor express&o
(COZAC, 2004; FABRON JUNIOR; BALEOTTI JUNIOR, 2007; SILVA; JORGE;
HIRTSCH, 2004).

O antigeno Di* (Diego a) possui uma baixa incidéncia entre caucasianos (apenas
0,01%), sendo mais frequente em indios americanos (36%), japoneses (12%), coreanos (6,4-
14,5%) e chineses (5%) (COZAC, 2004; SILVA; JORGE; HIRTSCH, 2004). O anticorpo
correspondente (anti-Di®), produzido por pacientes que ndo possuem o antigeno, é da classe
IgG e esta normalmente envolvido em reacdes transfusionais e doencgas hemoliticas perinatais,
incluindo alguns casos severos, no ultimo exemplo (SILVA; JORGE; HIRTSCH, 2004).

O anticorpo anti-Di° (anti-Diego b) foi identificado em 1996 por Thompson, no soro
de duas mexicanas multiparas com histérico transfusional. Tal descoberta possibilitou a
identificacdo do respectivo antigeno (Di°), que ocorre de forma universal em brancos e
negros. O anticorpo anti-Di encontra-se relacionado a reages transfusionais tardias e DHRN
brandas (COZAC, 2004).

Tanto o anti-Di® quanto o anti-Di® sdo imunes (classe 1gG), sendo que ambos,
ocasionalmente, fixam complemento. Podem ocorrer misturados a outros aloanticorpos ou
isoladamente (FABRON JUNIOR; BALEOTTI JUNIOR, 2007).

O antigeno Wr® possui baixa incidéncia, sendo descrito por Holmam em 1953. O
anticorpo correspondente (anti-Wr®) pode provocar reagGes transfusionais imediatas e tardias
graves e DHRN (COZAC, 2004). Entretanto, a rara presenca do antigeno Wr® na populagéo
diminui a importancia do aloanticorpo, cuja incidéncia, entretanto, € maior em mulheres com
vérias gestacBes e em pacientes com anemia hemolitica autoimune (FABRON JUNIOR;
BALEOTTI JUNIOR, 2007). J4 o anticorpo anti-Wr® é pouco frequente, pois o fenétipo Wr®
negativo é raro na populacdo (COZAC, 2004). No entanto, h& na literatura varios relatos de
ocorréncia de autoanticorpos Wr° (FABRON JUNIOR; BALEOTTI JUNIOR, 2007).



1.11 REACAO DE COOMBS OU TESTE DA ANTIGLOBULINA

A Reacdo de Coombs (ou Teste da Antiglobulina) foi introduzida por meio de um
estudo sobre anemias hemoliticas em 1945, com a finalidade de detectar tanto autoanticorpos
quanto aloanticorpos antieritrocitarios.

Quando um soro contendo anticorpos da classe 1gG é colocado em contato com
hemacias que contém o antigeno correspondente, estas retém as moléculas de 1gG em sua
superficie, tornando-se sensibilizadas. Juntando-se um soro anti-lgG a essas hemacias
recobertas por esse tipo de imunoglobulina, elas se aglutinam. O soro anti-IgG, também
conhecido como soro de Coombs, é obtido de coelhos sensibilizados com soro humano total
ou fracGes protéicas.

O fenbmeno descrito € a base do Teste ou Reacdo de Coombs, que € utilizada, por
exemplo, para pesquisar a existéncia de anticorpos que circulam em gestantes sensibilizadas,
em individuos aloimunizados contra diferentes antigenos eritrocitarios, em pacientes com
Anemia Hemolitica Autoimune (AHAI) ou ainda em recém-nascidos cujas hemacias possam
estar sensibilizadas por anticorpos originarios de suas maes. Quando sdo pesquisados
anticorpos fixados diretamente & hemécia, o teste € denominado Coombs Direto. E no caso de
pesquisa de anticorpos no soro, temos a Reacdo de Coombs Indireta, onde o soro do paciente
é incubado com eritrocitos normais, 0s quais sdo posteriormente sdo lavados e, por fim,
testados com o soro de Coombs (LORENZI, 2006). Na figura 2, temos um esquema da
Reacdo de Coombs Indireta.

O Teste de Coombs permitiu uma importante melhora na seguranca transfusional e

possibilitou a descoberta de diversos antigenos eritrocitarios (COZAC, 2009).
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Figura 2 — Reagdo de Coombs Indireta.
Fonte: LANGHI JUNIOR; OLIVATO, 2007.

1.12 TIPOS DE ANTICORPOS ANTIERITROCITARIOS

Os anticorpos antieritrocitarios sdo divididos em regulares e irregulares. Os primeiros
sdo de ocorréncia esperada, desenvolvendo-se geralmente de forma natural ap6s o
nascimento. Como exemplos, podem ser citados: anti-A, anti-B e anti-AB, todos do sistema
ABO (BAPTISTA-GONZALEZ et al., 1991; RUIZ et al., 2008).

Todavia, os anticorpos irregulares (objetivo do presente estudo), séo de ocorréncia nao
esperada na populacdo, dividindo-se em naturais e imunes. Pertencem a todos 0s outros
sistemas sanguineos, fora do ABO (BAPTISTA-GONZALEZ et al., 1991).



2 JUSTIFICATIVA

Como demonstrado, alguns aloanticorpos irregulares antieritrocitarios, produzidos em
decorréncia de uma aloimunizacdo, geralmente ndo possuem importancia clinica, por
reagirem a baixas temperaturas. Eles podem apenas diminuir a eficicia da transfusdo, néo
causando sinais clinicos de destruicdo eritrocitaria (NOVARETTI, 2007). Como exemplos,
podem ser citados anti-M e anti-N, do sistema MNS e a maioria dos aloanticorpos dos
sistemas I, P e Lewis (CASTILHO, S. L., 1996; NETO, 1998; SERRANO, 1990). Tais
aloanticorpos sdo de ocorréncia natural (BAPTISTA-GONZALEZ et al., 1991; CASTILHO,
S. L., 1996; GARCIA GALA et al., 1994; NETO, 1998). Por reagirem a baixas temperaturas,
na maioria dos casos, também sdo conhecidos como anticorpos frios (SERRANO, 1990).

No entanto, os aloanticorpos irregulares imunes (sistemas: Rh, Kell, Duffy, Kidd,
Diego e outros), que surgem devido a transfusdes sanguineas ou gestacBes incompativeis,
possuem grande importancia clinica, reagindo a 37°C e causando hemolise dos eritrocitos
estranhos (BORDIN; MOREIRA JUNIOR, 1996; CASTILHO, L. M., 1996; LANGHI
JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007; MELO; SANTOS, 1996b; MELO; SANTOS, 1996c;
NETO, 1998; NOVARETTI, 2007). Por reagirem a altas temperaturas, sdo também
denominados anticorpos quentes (SERRANO, 1990).

Vaérios estudos tém demonstrado frequéncias variaveis de aloimunizacdo eritrocitaria
em individuos cronicamente transfundidos (AMEEN et al., 2003; AYGUN et al., 2002;
BLUMBERG et al., 1983; BLUMBERG et al., 1984; CASTRO et al., 2002; COLES; KLEIN;
HOLLAND, 1981; COZAC, 2009; FLUIT; KUNST; DRENTHE-SCHONK, 1990; GARCIA
GALA et al., 1994; MARTINS et al., 2008; NATUKUNDA et al., 2010b; SCHONEWILLE;
HAAK; VAN ZIJL; 1999; SINGER et al., 2000; SCHONEWILLE; VAN DE WATERING;
BRAND, 2006).

A fenotipagem para determinados antigenos, como C, c, E, e (sistema Rh) e K
(sistema Kell), por exemplo, tem sido bastante recomendada para a reducdo dos indices de
sensibilizagdo nesse grupo de pacientes, aumentando a eficacia da transfusdo e a seguranga
transfusional (CASTRO et al., 2002; COZAC, 2009; FLUIT; KUNST; DRENTHE-
SCHONK, 1990; GARCIA GALA et al., 1994; MARTINS et al., 2008; SCHONEWILLE;
VAN DE WATERING; BRAND, 2006; SINGER et al., 2000). Tal procedimento vem sendo

realizado regularmente no Hemocentro Regional de Uberaba-MG (HRU) desde 1996, para



portadores de doengas que requerem transfusdes cronicas, tais como: hemopatias malignas e
hemoglobinopatias (MARTINS et al., 2008).

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo nos ultimos anos, observa-se,
proporcionalmente, o aumento de doencas crénico-degenerativas e de cirurgias que requerem
transfusdes sanguineas. Consequentemente, vem-se observando uma maior frequéncia de
aloanticorpos irregulares antieritrocitarios nesses pacientes (REDMAN; REGAN;
CONTRERAS, 1996; SANTOS et al., 2007; SCHONEWILLE; VAN DE WATERING;
BRAND, 2006; SERRANO, 1990). Isso resulta, muitas vezes, em dificuldades na
identificacdo de sangue compativel e mesmo em reacfes hemoliticas tardias (SANTOS et al.,
2007; THAKRAL, 2008).

Todavia, a fenotipagem pré-transfusional, na maioria dos servicos, geralmente
privilegia as hemopatias cronicas. Além disso, 0 numero de estudos sobre aloimunizacao que
incluem portadores de doencas agudas e/ou atendidos em emergéncias médicas, em
comparacao ao numero de trabalhos realizados apenas em portadores de doencas cronicas, €
pequeno (GARCIA GALA et al., 1994;: NATUKUNDA et al., 2010a; REDMAN; REGAN;
CONTRERAS, 1996; SANTOS et al., 2007; SERRANO, 1990; THAKRAL et al., 2008;
WALKER; LIN; HARTRICK, 1989); e trabalhos prospectivos que incluem exclusivamente
esses individuos, como no presente estudo, sdo raros (REDMAN; REGAN; CONTRERAS,
1996; SANTOS et al., 2007).

Além disso, as investigacdes sobre aloimunizacdo eritrocitaria sdo realizadas, na
maioria dos casos, apenas antes de um novo evento transfusional e ndo ap6s um tempo
estabelecido apds a exposicdo antigénica. Como consequéncia, muitos aloanticorpos podem
ndo ser descobertos, porque ndo ha novas indicacdes transfusionais ou porque a maioria deles
desaparece (SCHONEWILLE et al., 2006). Entretanto, no caso de uma transfusdo futura,
devido & memoria imunoldgica, poderd ocorrer uma aloimunizagdo secundaria, bem mais
rapida que a anterior (LANGHI JUNIOR; PEREIRA, J. P. M.; PEREIRA, C. M., 2007;
MELO, 2007; THAKRAL, 2008). E como previamente citado, a aloimunizacdo secundaria
pode resultar em reacdo hemolitica tardia (LANGHI JUNIOR; PEREIRA, J. P. M,;
PEREIRA, C. M., 2007; SANTOS et al., 2007; THAKRAL, 2008).

Por fim, de 2005 a 2007, os aloanticorpos irregulares antieritrocitarios foram
relacionados a maioria das reagdes transfusionais hemoliticas fatais relatadas ao FDA (Food
and Drug Administration), sendo a segunda principal causa de morte relacionada a transfusao
(COZAC, 2009; POWERS et al., 2010).

Tais fatos motivaram a realizacéo do trabalho, com a finalidade de verificar os indices



de sensibilizacdo eritrocitaria em pacientes portadores de doencas agudas e/ou atendidos em
emergéncias médicas, que poderdo ser candidatos a transfusdes futuras, em decorréncia da

doenca de base ou de processos cronico-degenerativos frequentes com o avancar da idade.



3 HIPOTESES

As hipoteses levantadas para o presente estudo séo:

1. A frequéncia de aloimunizacéo eritrocitaria em individuos portadores de doencas
agudas e/ou atendidos em emergéncias médicas receptores de concentrados de
hemacias é significante.

2. A maioria dos aloanticorpos produzidos por individuos portadores de doencas
agudas e/ou atendidos em emergéncias médicas receptores de concentrados de
hemacias possui significancia clinica.

3. Ha uma correlacdo entre aloimunizacdo eritrocitaria e alguma(s) das seguintes
caracteristicas: género, cor da pele, faixa etaria, tipo sanguineo, diagndstico,
historico transfusional, nimero de transfusdes recebidas, histoérico gestacional,

numero de gestacdes e diferentes parceiros gestacionais.



4 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi pesquisar, identificar e avaliar a frequéncia de
aloanticorpos irregulares antieritrocitarios em portadores de doengas agudas (eventos
hemorragicos agudos relacionados a intercorréncias diversas, como: hemorragia digestiva por
Ulcera gastrica ou duodenal, por neoplasias gastrica ou intestinal, miomatose uterina, perda
poOs-operatdria, cirurgias etc.) e/ou atendidos em emergéncias médicas (ferimento por arma
branca ou por arma de fogo, trauma, politrauma etc.) no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (HC-UFTM), que receberam transfusfes de concentrados de
hemécias.

Como objetivos especificos:

1. Distribuir as frequéncias dos individuos aloimunizados e ndo aloimunizados dentro
das seguintes categorias: género, cor, faixa etaria, tipo sanguineo, tipo de doenca aguda ou
emergéncia médica que levou a indicacdo de transfusdes, historico transfusional, numero de
transfusdes recebidas no HC-UFTM, historico gestacional e nimero de gestacdes (no caso das
mulheres).

2. No caso das mulheres aloimunizadas com histdrico gestacional, verificar se as
gestacdes foram do mesmo parceiro ou de parceiros diferentes.

3. Observar o tempo de surgimento dos aloanticorpos em cada paciente aloimunizado
e 0 tempo de persisténcia dos mesmos, verificando também o titulo desses aloanticorpos a

cada coleta.



5 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras sanguineas de individuos portadores de doengas agudas
(eventos hemorragicos agudos relacionados a intercorréncias diversas, como: hemorragia
digestiva por Ulcera gastrica ou duodenal, por neoplasias gastrica ou intestinal, miomatose
uterina, perda pos-operatoria, cirurgias etc.) e/ou atendidos em emergéncias médicas
(ferimento por arma branca ou por arma de fogo, politraumatismo etc.) no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC-UFTM), que receberam
transfusdes de concentrados de hemécias.

Os pacientes foram agrupados quanto ao tipo de doenca e/ou emergéncia médica que
determinou a sua internagdo e consequente transfusdo em: Trauma 1 (politrauma), Trauma 2
(artroplastia, amputac@es), FAB ou FAF (ferimento por arma branca ou ferimento por arma de
fogo), CAD (cirurgia do aparelho digestivo) e HACD (hemorragias agudas por causas
diversas — Ulceras gastricas, duodenais, parasitoses intestinais, epistaxe volumosa e outras). A
fonte para se identificar o diagnéstico foram o0s prontudrios dos proprios pacientes,
disponiveis no HC-UFTM.

As coletas foram feitas por meio de puncdo venosa, apds a obtencdo da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice). Caso 0 sujeito ndo estivesse em
condic@es de ser esclarecido e assinar o termo, isso foi feito por algum parente ou responsavel
pelo mesmo, autorizando a realiza¢do do procedimento.

O trabalho foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da UFTM
(numero de protocolo 1138) e da Fundacdo HEMOMINAS (ntmero de registro 246).

As amostras obtidas foram centrifugadas, separando-se o soro dos elementos figurados
do sangue. O soro foi entdo submetido ao Teste PAI (Pesquisa de Anticorpos Irregulares —
Técnica 1) ou Teste de Coombs Indireto, realizado na técnica em tubo, com os reagentes
DiaCell I e Il (Laboratorio DiaMed Latino America, de Lagoa Santa — MG) e os resultados
positivos submetidos a identificacdo do(s) aloanticorpo(s) (Técnica 2), pela técnica ID-
DiaPanel (Laboratério DiaMed Latino America, de Lagoa Santa — MG). Posteriormente, foi

feita a titulagdo do(s) aloanticorpo(s) encontrado(s) (Técnica 3).



Técnica 1 - Pesquisa de Anticorpos Irregulares

Reagentes: DiaCell | e I1* - DiaMed ®

Procedimento:

1) Rotular dois tubos de ensaio (I e 11);

2) Acrescentar duas gotas ou 100 microlitros do soro a testar, em cada tubo;

3) Acrescentar uma gota (50 microlitros) do reagente DiaCell I* no tubo | e uma gota
(50 microlitros) do reagente DiaCell 11* no tubo II;

4) Homogeneizar;

5) Deixar de repouso por cinco minutos em temperatura de 18 a 25°C;

6) Centrifugar por 10 a 15 segundos a 2000 RPM e realizar leitura;

7) Acrescentar quatro gotas ou 200 microlitros de LISS™ em cada tubo;

8) Incubar em banho-maria por 15 minutos;

9) Centrifugar por 10 a 15 segundos a 2000 RPM e realizar nova leitura;

10) Lavar por trés vezes com solucdo salina, centrifugando por um minuto a 4000
RPM em cada lavagem e, ap0s a Ultima lavagem, secar a boca dos tubos;

11) Acrescentar em cada tubo uma gota de anti-imunoglobulina humana”;

12) Centrifugar por 10 a 15 segundos a 2000 RPM, fazer a terceira leitura (macro e
microscopica) e anotar os resultados. Em caso de aglutinacdo, a PAI foi
considerada positiva, caso contrario foi negativa. Os graus de aglutinacdo das

hemacias foram interpretados através de anotacdo por cruzes, variando de 1+ a 4+.

* DiaCell I e Il (Figura 3): reagentes comerciais compostos por suspensdo de hemacias
a 5%, do grupo O positivo, constituidas, cada uma, por varios antigenos eritrocitarios
diferentes, informados em tabela especifica (Anexo A).

" LISS: reagente de baixa forca iénica — diminui a forca idnica do meio de suspenséo
das hemaécias, facilitando a sensibilizag&o.

* Anti-imunoglobulina humana (Figura 4): soro comercial, composto por anti-lgG
(preparado em coelhos) e anti-C3d monoclonal. Possui a capacidade de provocar a

aglutinacdo das hemécias, caso estejam recobertas por moléculas de IgG.



Figura 3 — Diacell 1 e Il
Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG

Figura 4 — Anti-imunoglobulina humana
Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG

Técnica 2 - Identificacdo de Anticorpos Irregulares (I1Al)

Reagentes: ID-DiaPanel cells - DiaMed-1D®

Procedimento:

Processo semelhante a Pesquisa de Anticorpos Irregulares, utilizando-se, porém, um
painel de 11 hemacias diferentes, cada uma constituida por um diferente conjunto de
antigenos. Durante a realizagdo da leitura, os tubos foram comparados com o padrdo
fenotipico constante da tabela que acompanha os eritrdcitos reagentes (Anexo B), para que
fosse encontrada uma combinagdo de resultados que determinasse a possivel especificidade
do(s) aloanticorpo(s).



Técnica 3 - Titulagdo dos Aloanticorpos Identificados
Reagentes: DiaCell | e Il - DiaMed-ID®

Procedimento:

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)
8)
9)

Rotular 13 tubos de ensaio;

Acrescentar 100 microlitros do soro a ser titulado nos dois primeiros tubos;
Acrescentar 100 microlitros de soro fisioldgico, a partir do 2° até o 13° tubo;
Retirar 100 microlitros do 2° tubo, transferindo para o 3° tubo e homogeneizar. Em
seguida, retirar 100 microlitros do 3° tubo, transferindo para o 4° tubo e assim
sucessivamente, deixando o Ultimo tubo na reserva. A diluigdo do tubo nimero 12
é de 1: 2048;

Acrescentar, em cada um dos 12 tubos, 50 microlitros de hemacias DiaCell I,
DiaCell 11 ou DiaCell I + Il (dependendo da presenca de aglutinacdo observada na
PAI);

Homogeneizar;

Deixar de repouso por cinco minutos em temperatura de 18 a 25°C;

Centrifugar por 10 a 15 segundos a 2000 RPM e realizar leitura;

Acrescentar quatro gotas ou 200 microlitros de LISS em cada tubo;

10) Incubar em banho-maria por 15 minutos;

11) Centrifugar por 10 a 15 segundos a 2000 RPM e realizar a segunda leitura;

12) Lavar por trés vezes com solucdo salina, centrifugando por um minuto a 4000

RPM em cada lavagem e, ap0s a Ultima lavagem, secar a boca dos tubos;

13) Acrescentar em cada tubo uma gota (50 microlitros) de anti-imunoglobulina

humana;

14) Centrifugar, fazer a terceira leitura (macro e microscépica) e anotar os resultados.

Para a confirmacdo da presenca de aloanticorpos antieritrocitarios reativos na fase de

anti-imunoglobulina humana, em amostras com resultado positivo na técnica em tubo, tanto a

PAI como a titulagdo foram novamente realizadas, utilizando a técnica em Cartdo ID-

LISS/Coombs (Laboratorio DiaMed Latino America, Lagoa Santa — MG) (Figura 5), com 0s

reagentes ID-Diacell I e 11 (Laboratério DiaMed Latino America, Lagoa Santa — MG) (Figura

6), de acordo com Técnicas 4 e 5 descritas adiante.
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Figura 5 — Cartdo ID-Diacell LISS/Coombs
Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG

Figura 6 — ID-Diacell 1 e Il
Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG

Técnica 4 — Pesquisa de Anticorpos Irregulares (Cartdo ID-L1SS/Coombs)

Reagentes ID-DiaCell I e Il - DiaMed-1D®

Procedimento:

1) Rotular dois microtubos do Cartdo ID-LISS/Coombs (1 e I1);

2) Acrescentar uma gota (50 microlitros) do reagente ID-DiaCell I* no microtubo I e
uma gota (50 microlitros) do reagente ID-DiaCell 11* no microtubo II;

3) Acrescentar 25 microlitros do soro a testar em cada um dos microtubos;

4) Incubar a 37°C por 15 minutos;

5) Centrifugar por 10 minutos a 1030 RPM;

6) Fazer leitura e anotar os resultados. Em caso de aglutinacéo, a PAI foi considerada
positiva, caso contrario, foi negativa. Os graus de aglutinacdo das hemacias foram

interpretados através de anotacao por cruzes, variando de 1+ a 4+.



* ID-DiaCell | e 1I: reagentes comerciais compostos por suspensdo de hemacias a
0,8%, do grupo O positivo, constituidas, cada uma, por varios antigenos eritrocitarios
diferentes, informados em tabela especifica (Anexo C).

Obs.: A técnica ndo requer a adicdo do soro anti-imunoglobulina humana, pois o

Cartdo ID-LISS/Coombs j& contém o referido soro suspenso no gel.

Técnica 5 - Titulacdo dos Anticorpos Identificados (Cartao ID-LISS/Coombs)

Reagentes: ID-DiaCell | e Il - DiaMed-I1D®

Procedimento:

1) Rotular 13 tubos de ensaio;

2) Acrescentar 100 microlitros do soro a ser titulado nos dois primeiros tubos;

3) Acrescentar 100 microlitros de soro fisiol6gico, a partir do 2° até o 13° tubo;

4) Retirar 100 microlitros do 2° tubo, transferindo para o 3° tubo e homogeneizar. Em
seguida, retirar 100 microlitros do 3° tubo, transferindo para o 4° tubo e assim
sucessivamente, deixando o ultimo tubo na reserva. A dilui¢do do tubo nimero 12
é de 1: 2048;

5) Rotular 12 microtubos do Cartdo ID-LISS/Coombs;

6) Acrescentar, em cada um dos 12 microtubos, 50 microlitros de hemécias ID-
DiaCell 1, ID-DiaCell 1l ou ID-DiaCell 1 + Il (dependendo da presenca de
aglutinacdo observada na PAI);

7) Acrescentar no primeiro microtubo 25 microlitros do soro diluido em 1:1. Em
seguida, acrescentar no segundo microtubo 25 microlitros do soro diluido em 1:2 e
assim sucessivamente, até acrescentar, no ultimo microtubo, 25 microlitros do soro
diluido em 1:2048;

8) Incubar a 37°C por 15 minutos;

9) Centrifugar por 10 minutos a 1030 RPM;

10) Fazer leitura e anotar os resultados.

O teste PAI (Pesquisa de Anticorpos Irregulares) ou Teste de Coombs Indireto, bem
como a titulagdo dos aloanticorpos, foram realizados no Laboratério de Imunohematologia do
Hemocentro Regional de Uberaba-MG (HRU)/Fundacdo HEMOMINAS, enquanto a 1Al



(Identificacdo de Anticorpos Irregulares) foi feita pelo Laboratério de Imunohematologia do
Hemocentro de Belo Horizonte.

Em um banco de dados foram registradas as seguintes informacdes: iniciais e RG
hospitalar do paciente, género, idade, cor da pele, tipo sanguineo, tipo de doenga aguda ou
emergéncia médica, historico transfusional e numero de transfusdes, histérico gestacional,
namero de gestacdes e nimero de parceiros gestacionais (no caso das mulheres), resultado da
PAI e aloanticorpo(s) encontrado(s).

A pesquisa foi repetida mensalmente, por até seis meses apos as transfusdes e aqueles
com resultados positivos foram novamente avaliados a cada trés ou seis meses, para 0
acompanhamento da elevacdo ou queda do(s) titulo(s) do(s) aloanticorpo(s) encontrado(s),
sendo que o numero de coletas de cada individuo foi de no maximo sete.

A inclusdo dos pacientes no estudo foi feita em duas etapas, sendo a primeira de julho
a dezembro de 2008 e a segunda de julho a setembro de 2009. A primeira coleta de todos os
individuos foi realizada pelo Servico de Prova Cruzada do HRU, pouco antes das transfusdes
realizadas no HC-UFTM. As coletas subsequentes obedeceram duas sistematicas diferentes.
Os pacientes cujas primeiras amostras foram obtidas entre julho e dezembro de 2008 foram
convocados a comparecer ao HRU, procurando coincidir tal comparecimento ao agendamento
de seu retorno aos ambulatérios do HC-UFTM e o periodo de coleta se estendeu até
junho/2009. Neste grupo, o intervalo de tempo entre a transfusédo e a segunda coleta variou de
um a seis meses, pois alguns pacientes levaram mais tempo para serem localizados e/ou
retornarem a consulta, geralmente por residirem em cidades distantes de Uberaba. J& naqueles
da segunda etapa (julho a setembro/2009), a segunda coleta foi feita, sempre que possivel,
antes de sua alta hospitalar e/ou agendados, no caso de alta precoce. As coletas posteriores
foram também agendadas, preferencialmente no dia de seus retornos subsequentes aos
ambulatorios do HC-UFTM, sendo que o intervalo entre a(s) transfusdo (6es) e a primeira
coleta subsequente variou de poucos dias a seis meses.

Para os objetivos especificos 1 e 2, a anélise estatistica foi feita por meio do software
R, com o Teste Qui-quadrado e, quando este ndo era adequado, o Teste Exato de Fisher. O
objetivo 3 foi analisado somente a partir de uma analise descritiva. O nivel de significancia
para os testes realizados foi de 5% (MOORE, 2000). Os resultados foram posteriormente

comparados aos relatos da literatura.



6 RESULTADOS

No periodo de julho de 2008 a marco de 2010 foram coletadas amostras sanguineas de
181 pacientes portadores de doencas agudas e/ou atendidos em emergéncias médicas
internados no Hospital de Clinicas da UFTM (HC-UFTM), que receberam transfusdes de
concentrados de hemadcias. Desse total, 17 (9,4%) apresentaram Pesquisa de Anticorpos

Irregulares (PAI) positiva (Figura 7).

P.A.l. positiva
9,4%

Figura 7 - Distribuigdo de 181 pacientes internados no HC-UFTM que receberam transfusdes de
concentrados de hemécias, segundo o resultado da PAI; Uberaba, 2008 a 2010.
Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.

Entretanto, dos 17 individuos aloimunizados, dois (11,76%) apresentaram PAI
positiva antes da primeira transfusdo no hospital, enquanto 15 (88,24%) desenvolveram
aloanticorpos ap0s as transfusoes.

Dentre os aloimunizados, 13 (76,47%) apresentaram aloanticorpos isolados e quatro
(23,53%) desenvolveram mais de um aloanticorpo (Figura 8).



4 (23,53%)

B Um aloanticorpo

Mais de um aloanticorpo

Figura 8 — Distribui¢do dos pacientes aloimunizados que receberam transfusdes de concentrados
de hemécias no HC-UFTM, segundo o numero de aloanticorpos desenvolvidos; Uberaba, 2008 a
2010.

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.

Quanto aos tipos dos aloanticorpos encontrados, seis pacientes (35,29%)
desenvolveram anti-K, sendo quatro (23,53%) de forma isolada e dois (11,76%) associados a
outros anticorpos. Aloanticorpos do sistema Rh foram encontrados também em seis
individuos (35,29%), sendo trés isoladamente (17,65%) e trés (17,65%) associados a outros
anticorpos deste e/ou de outros sistemas. Seis pacientes (35,29%) apresentaram aloanticorpos

frios ndo identificados (isoladamente) (Figura 9).
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B Anti-hrs B Ac frio + Ac quente (N.I.)*
Ac frio (N.1.)*

Figura 9 — Distribui¢do dos pacientes aloimunizados que receberam transfusdes de concentrados
de hemacias no HC-UFTM, segundo o tipo de aloanticorpo encontrado; Uberaba 2008 a 2010.
*N.I. (N&o identificados)

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.

Os 181 pacientes estudados (17 aloimunizados e 164 ndo aloimunizados) foram
analisados agrupadamente quanto ao género, faixa etaria e cor da pele; ao tipo de doenca e/ou
emergéncia médica; ao tipo sanguineo; ao histérico transfusional e nimero de transfusdes; ao
historico gestacional, nUmero de gestacdes e ocorréncia ou ndo de diferentes parceiros

gestacionais; ao tempo para aloimunizacdo e quanto ao titulo dos aloanticorpos encontrados.

6.1 GENERO, FAIXA ETARIA E COR DA PELE DOS PACIENTES

Quanto ao sexo, 96 (53,04%) individuos eram do género masculino e 85 (46,96%) do
feminino. Dentre os aloimunizados, nove (52,94%) eram homens e oito (47,06%) eram
mulheres, enquanto dos ndo aloimunizados os percentuais foram de 53,05% e 46,95%,
respectivamente, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significante entre os géneros
(Teste Qui-quadrado; p = 0.9932) (Tabela 2).



Analisando a faixa etaria dos pacientes estudados, 77 (42,54%) tinham entre 18 e 49
anos, 69 (38,12%) entre 50 a 69 anos e 35 (19,34%) tinham idade igual ou superior a 70 anos.
Dentre os aloimunizados, 47,06% tinham entre 50 a 69 anos, enquanto 42,68% dos nédo
aloimunizados tinham entre 18 a 49 anos. Apesar da maior concentracdo dos aloimunizados
na faixa etaria intermediéria (50 a 69 anos), ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos (Teste Qui-quadrado; p = 0.6195) (Tabela 2).

Quanto a cor da pele dos pacientes avaliados, 104 (57, 46%) eram da cor branca, 57
(31,49%) da cor parda e 20 (11,05%) da cor negra. Dos aloimunizados, oito (47,06%) eram
brancos, oito (47,06%) eram pardos e um (5,88%) da cor negra, enquanto nos nao
aloimunizados estes percentuais foram de 58,54%, 29,89% e 11,59%, respectivamente. N&o
foi observada diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos (Teste Qui-
quadrado; p = 0.3246) (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo de 181 pacientes internados no HC-UFTM que receberam transfusdes de
concentrados de hemacias, segundo género, faixa etaria e cor da pele; Uberaba, 2008 a

2010.
Género Aloimunizados N&o aloimunizados  Valor de p
Masculino 09 (52,94%) 87 (53,05%)
Feminino 08 (47,06%) 77 (46,95%)
Total 17 (100,00%0) 164 (100,00%0) z? =17.160E-05;
p =0.9932
Faixa etaria
18 a 49 anos 07 (41,18%) 70 (42,68%)
50 a 69 anos 08 (47,06%) 61 (37,19%)
> 70 anos 02 (11,76%) 33 (20,12%)
Total 17 (100,00%0) 164 (100,00%0) 7% =0.9577;
p =0.6195
Cor da pele
Brancos 08 (47,06%) 96 (58,54%)
Pardos 08 (47,06%) 49 (29,89%)
Negros 01 (5,88%) 19 (11,59%)
Total 17 (100,00%0) 164 (100,00%) 7% =2.250;
p = 0.3246

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.
7% - Teste Qui-quadrado



6.2 TIPO DE DOENCA OU EMERGENCIA MEDICA

Verificando o tipo de doenca dos individuos estudados, observamos que 47 (25,97%)
foram internados com Trauma 1 (politrauma), oito (4,42%) com Trauma 2 (artroplastia ou
amputacdes), seis (3,31%) com FAB ou FAF (ferimento por arma branca ou ferimento por
arma de fogo), 20 (11,05%) com doencas oncologicas, 22 (12,15%) para cirurgia cardiaca, 14
(7,73%) para CAD (cirurgia do aparelho digestivo), 16 (8,84%) com HACD (hemorragias
agudas por causas diversas), 16 (8,84%) com doencas ginecoldgicas ou obstetricia e 32
(17,68%) com outras doengas e/ou intercorréncias médicas.

Dentre os aloimunizados, trés (17,65%) sofreram politrauma, trés (17,65%) eram
portadores de doencas oncoldgicas, trés (17,65%) apresentaram hemorragias agudas por
causas diversas, dois (11,76%) foram submetidos a cirurgia cardiaca, dois (11,76%) a cirurgia
do aparelho digestivo, um (5,88%) a artroplastia de quadril e um (5,88%) sofreu ferimento por
arma branca. Dos ndo aloimunizados, a maior parte (26,83%) sofreu politrauma, enquanto
apenas 3,05% apresentaram ferimento por arma branca ou por arma de fogo. Ao compararmos
aloimunizados e ndo aloimunizados, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante
(Teste Exato de Fisher; p = 0.4869) (Tabela 3).



Tabela 3 - Distribuigdo de 181 pacientes internados no HC-UFTM que receberam transfusdes de
concentrados de hemécias, segundo o tipo de doenca ou emergéncia médica; Uberaba,

2008 a 2010.
Tipo de doenca ou Aloimunizados N&o Valor de p
emergéncia médica aloimunizados
Trauma 1* 03 (17,65%) 44 (26,83%)
Trauma 2** 01 (5,88%) 07 (4,27%)
FAB ou FAF+ 01 (5,88%) 05 (3,05%)
Doengas Oncoldgicas 03 (17,65%) 17 (10,37%)
Cirurgia Cardiaca 02 (11,76%) 20 (12,19%)
CAD++ 02 (11,76%) 12 (7,32%)
HACDS§ 03 (17,65%) 13 (7,93%)
Ginecologia e 00 (0,00%) 16 (9,76%)
Obstetricia
Outras 02 (11,76%) 30 (18,29%)
Total 17 (100,00%0) 164 (100,00%) Teste Exato de Fisher;

p = 0.4869

Fonte: Hospital de Clinicas da UFTM.

*Trauma 1: Politrauma.

**Trauma 2: Artroplastia, Amputacdes.

+FAB ou FAF: Ferimento por arma branca ou ferimento por arma de fogo

++CAD: Cirurgia do aparelho digestivo

8HACD: Hemorragias agudas por causas diversas (Ulceras gastricas, duodenais, parasitoses intestinais,
epistaxe volumosa e outras)

6.3 TIPO SANGUINEO

Quanto ao tipo sanguineo, 69 pacientes (38,12%) eram O positivo, 12 (6,63%) O
negativo, 55 (30,39%) A positivo, 13 (7,18%) A negativo, 20 (11,05%) B positivo, quatro
(2,21%) B negativo e oito (4,42%) eram AB positivo.

Dentre os aloimunizados, o mais frequente foi o O positivo, em seis pacientes
(35,29%), seguido pelo A positivo, em cinco pacientes (29,41%). Dos ndo aloimunizados, 0s
tipos sanguineos mais frequentes também foram o O positivo (38,41%) e A positivo
(30,49%), ndo havendo diferenga estatisticamente significante entre os dois grupos de
pacientes (Teste Exato de Fisher; p = 0.4235) (Tabela 4).



Tabela 4 - Distribuicdo de 181 pacientes internados no HC-UFTM que receberam transfusdes de
concentrados de hemaécias, segundo o tipo sanguineo; Uberaba, 2008 a 2010.

Tipo sanguineo Aloimunizados N&o aloimunizados  Valor de p

O positivo 06 (35,29%) 63 (38,41%)

O negativo 03 (17,65%) 09 (5,49%)

A positivo 05 (29,41%) 50 (30,49%)

A negativo 00 (0,00%) 13 (7,93%)

B positivo 03 (17,65%) 17 (10,37%)

B negativo 00 (0,00%) 04 (2,44%)

AB positivo 00 (0,00%) 08 (4,88%)

AB negativo 00 (0,00%) 00 (0,00%)

Total 17 (100,00%0) 164 (100,00%) Teste Exato de Fisher;
p = 0.4235

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.

6.4 HISTORICO TRANSFUSIONAL E NUMERO DE TRANSFUSOES NO HC-UFTM

Do total de pacientes estudados, 38 (20,99%) tinham histoérico transfusional, enquanto
139 (76,80%) ndo haviam recebido transfusdes previamente. Em quatro individuos (2,21%),
ndo foi possivel obter essa informacéo.

Dentre os aloimunizados, 11 (64,71%) ndo haviam recebido transfusdes prévias, cinco
(29,41%) receberam transfusdes de concentrados de hemacias antes de serem internados no
HC-UFTM e um paciente (5,88%) ndo soube informar. Dos ndo aloimunizados, 20,12%
tinham antecedente transfusional, ndo havendo diferenca estatisticamente significante entre o0s
dois grupos (Teste Qui-quadrado; p = 0.3438).

Quanto ao nimero de transfusGes de concentrados de heméacias no HC-UFTM, 113
pacientes (62,43%) receberam de uma a trés transfusdes, 59 (32,60%) de quatro a 10 e nove
(4,97%) receberam mais de 10 transfusdes.

Dos aloimunizados, sete (41,18%) receberam até trés transfusdes, sete (41,18%)
receberam de quatro a 10 e trés (17,65%) receberam mais de 10 transfusdes. Dentre 0s néo
aloimunizados, estes percentuais foram, respectivamente, 64,63%, 31,71% e 3,66%.
Comparando aloimunizados e ndo aloimunizados, observamos uma diferenca estatisticamente
significante (Teste Qui-quadrado; p = 0.0198) (Tabela 5).



Tabela 5 - Distribuigdo de 181 pacientes internados no HC-UFTM que receberam transfusdes de
concentrados de hemdcias, segundo histérico transfusional e nimero de transfusdes.

Uberaba, 2008 a 2010.

Histdrico Aloimunizados Nao Valor de p
transfusional aloimunizados
Sim 05 (29,41%) 33 (20,12%)
N&o 11 (64,71%) 128 (78,05%)
Nao identificado 01 (5,88%) 03 (1,83%)
Total 17 (100,00%0) 164 (100,00%0) % =2.135;
p =0.3438
NUmero de
transfusdes
1a3 07 (41,18%) 106 (64,63%)
43210 07 (41,18%) 52 (31,71%)
> 10 03 (17,65%) 06 (3,66%)
Total 17 (100,00%) 164 (100,00%) 2% =7.843;
p=0.0198

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.
7% - Teste Qui-quadrado

6.5 HISTORICO GESTACIONAL, NUMERO DE GESTAGCOES E DIFERENTES
PARCEIROS GESTACIONAIS

Das 85 mulheres estudadas, 76 (89,41%) tiveram histérico gestacional e nove
(10,59%) ndo tiveram gestacdes.

Das aloimunizadas, cinco (62,50%) apresentaram histérico gestacional, enquanto trés
(37,50%) néo tiveram gestagdes. Dentre as ndo aloimunizadas, a grande maioria (92,21%)
teve antecedentes gestacionais, enquanto apenas 7,79% né&o referiram gestacOes prévias. Ao
compararmos aloimunizadas e ndo aloimunizadas, houve uma diferenga estatisticamente
significante (Teste Exato de Fisher; p = 0,0358).

Quanto ao nimero de gestacdes das mulheres com historico gestacional, 38 (50,00%)
tiveram de uma a trés gestacdes, 36 (47,37%) tiveram de quatro a 10 e duas (2,63%) tiveram
mais de 10 gestacdes.

Dentre as aloimunizadas, duas (40%) tiveram até trés gestacOes e trés (60%) tiveram
de quatro a 10 gestacBes. Das ndo aloimunizadas, 36 (50,70%) tiveram até trés gestagdes, 33

(46,48%) de quatro a 10 e duas (2,82%) tiveram mais de 10 gestacfes. Nao foi observada



diferenga estatisticamente significante entre aloimunizadas e n&o aloimunizadas (Teste Exato
de Fisher; p =0.7123).

Dentre as 76 mulheres com histérico gestacional, 59 (77,63%) tiveram gestacdes do
mesmao parceiro e 17 (9,39%) de parceiros diferentes.

Duas aloimunizadas (40%) tiveram gestacOes de parceiros diferentes, enquanto nas
nédo aloimunizadas esse percentual foi de apenas 21,13%. No entanto, ao compararmos 0s dois
grupos, nao encontramos diferenca estatisticamente significante (Teste Exato de Fisher; p =
0.3102) (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicdo de 85 mulheres internadas no HC-UFTM que receberam transfusdes de
concentrados de hemaécias, segundo histérico gestacional, nimero de gestacBes e
parceiros gestacionais; Uberaba, 2008 a 2010.

Histdrico Aloimunizadas Nao aloimunizadas  Valor de p
gestacional
Sim 05 (62,50%) 71 (92,21%)
Né&o 03 (37,50%) 06 (07,79%)
Total 08 (100,00%0) 77 (100,00%) Teste Exato de Fisher;
p = 0.0358
Numero de
gestacoes
la3 02 (40,00%) 36 (50,70%)
42310 03 (60,00%) 33 (46,48%)
> 10 00 (0,00%) 02 (2,82%)
Total 05 (100,00%) 71 (100,00%) Teste Exato de Fisher;
p=0.7123
Parceiros
gestacionais
Mesmo parceiro 03 (60,00%) 56 (78,87%)
Parceiros 02 (40,00%) 15 (21,13%)
diferentes
Total 05 (100,00%) 71 (100,00%0) Teste Exato de Fisher;
p =0.3102

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.

6.6 TEMPO PARA ALOIMUNIZACAO

Verificando o tempo para aloimunizacdo, dois pacientes (11,76%) ja apresentavam a
Pesquisa de Aloanticorpos Irregulares (PAI) positiva antes da primeira transfusdo no HC-

UFTM. Um paciente (5,9%) teve seu aloanticorpo identificado em quatro dias apoés a



transfusdo; um (5,9%) aos 15 dias; em trés individuos (17,65%) a aloimunizacdo foi detectada
aos trés meses e em dez pacientes (58,82%), aos seis meses ap0s a transfusdo (Figura 10).

1 (5,9%)

3(17,65%)

B Odias* Mm4dias 15 dias 3 meses M6 meses

Figura 10 - Distribuicdo dos pacientes aloimunizados que receberam transfusGes de
concentrados de hemécias no HC-UFTM, segundo o tempo para aloimunizacdo; Uberaba, 2008 a
2010.

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.

* P.A.l. positiva antes da primeira transfusao.

6.7 TITULOS DOS ALOANTICORPOS

A Tabela 7 explicita o comportamento sorolégico dos 17 pacientes aloimunizados. O
titulo mais alto encontrado foi de 1:32 (anti-K — paciente 5), ocorrendo queda em 16
individuos. Dentre os 15 pacientes que desenvolveram aloanticorpos ap0s as transfusfes no
HC-UFTM, verificou-se que em nove (60%) deles a PAI se tornou negativa em no maximo
15 meses. Ndo houve declinio apenas no paciente 12, onde o titulo de 1:2 se manteve
inalterado por 12 meses.

Em dois individuos (7 e 10), a titulacdo foi realizada uma Unica vez, pois 0S mesmos
vieram a ébito apds a ultima coleta. Foi observado pelo Servico de Prova Cruzada do

Hemocentro Regional de Uberaba (HRU) que os pacientes 8 e 9 ja possuiam aloanticorpos



antes da primeira transfusdo no HC-UFTM. O paciente 9, no entanto, ndo pode ser titulado,
pois permaneceu isolado no C.T.l. (Centro de Terapia Intensiva) do HC-UFTM, onde o
acesso € restrito, vindo a oObito sete dias ap0s sua uUltima transfusdo. O paciente 11 também
permaneceu isolado no C.T.l., apresentando P.A.l. positiva 15 dias apds a primeira transfuso.
Seis meses depois, foi localizado e convocado para o HRU, sendo realizada a primeira
titulacdo (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicdo dos pacientes aloimunizados que receberam transfusfes de concentrados de
hemécias no HC-UFTM, segundo os titulos dos aloanticorpos; Uberaba, 2008 a 2010.

Paciente Antesdas 4 15 3 6 9 12 15
transfusbes dias dias meses meses meses meses meses
1 Neg. *x e Anti-D  Anti-D  Anti-D  Anti-D  Neg.
(1:4) (1:4) (1:2) (1:1)
2 Neg. ** ** Anti-K ** Anti-K  Anti-K  Neg.
(1:8) (1:8) (1:1)
3 Neg. *x e Neg. Anti-K  Anti-K  Neg.
(1:4) (1:1)
4 Neg. ** ** Neg. Acfrio Acfrio  Neg.
(N.L)*  (N.L)*
(1:2) (1:1)
5 Neg. ** ** ** Anti-K  Anti-K  Neg.
(1:32) (1:2)
6 Neg. *x kel kel Anti-K, Anti-K,  Anti-K, Anti-K,

Anti-E,  Anti-E, Anti-E, Anti-E,
Anti-Le* Anti-Le* Anti-Le* Anti-Le®
+ N.L.* + N.L.* +N.I.* +N.lL.*
(1:16) (1:4) (1:2) (1:2)

THx* Neg. ** ** Anti-hrs
(1:2)

8 Anti-K, Anti-K, ** Anti-K,  Neg.
Anti-E, Anti-E, Anti-E,
Anti-c, Anti-c, Anti-c,
Anti-Jk* Anti-Jk* Anti-Jk?
(ndo (1:2) (1:1)
titulados)

gx*x Anti-D,
Anti-C
(néo
titulados)

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.
*N.I.: Nao identificado (s)

**N&o pesquisado

***Qbito apds Ultima coleta



Tabela 7 (continuacgdo) - Distribuicdo dos pacientes aloimunizados que receberam transfusGes de
concentrado de hemécias no HC-UFTM, segundo os titulos dos
aloanticorpos; Uberaba, 2008 a 2010.

Paciente Antesdas 4 15 3 6 9 12 15

transfusfes dias dias meses meses meses meses meses

10%** Neg. Ac frio,

Ac
quente
(N.1.)*
(1:4)

11 Neg. Neg. Anti-E ** Anti-E  ** Anti-E = **
(ndo (1:16) (1:4)
titulado)

12 Neg. ** fole ol Anti-K  Anti-K  Anti-K =~ **

(1:2) (1:2) (1:2)

13 Neg. *x Neg. Neg. Acfrio  Neg.

(N.1L)*
(1:1)
14 Neg. *x Neg. Neg. Acfrio  Neg.
(N.1)*
(1:2)
15 Neg. *x Neg. Neg. Acfrio ** Neg.
(N.1L)*
(1:2)
16 Neg. ** ** ** Ac frio  Neg.
(N.1L)*
(1:2)
17 Neg. ** ** Neg. Ac frio  ** ** **
(N.1)*
(1:2)

Fonte: Hemocentro Regional de Uberaba-MG.
*N.I.: Nao identificado (s)

**N&o pesquisado

***Qbito apds Ultima coleta



7 DISCUSSAO

A aloimunizacdo contra antigenos eritrocitarios € um problema cada vez mais comum
em receptores de concentrados de hemacias, inclusive nos pacientes transfundidos de forma
ndo crbénica. Como grande parte desses aloanticorpos possui significancia clinica, hd um
interesse cada vez maior em pesquisar indices de aloimunizacédo eritrocitaria também nesses
individuos, que podem receber novas transfusées no futuro, como consequéncia de cirurgias
ou de processos cronico-degenerativos frequentes com o crescente aumento da expectativa de
vida da populacdo (REDMAN; REGAN; CONTRERAS, 1996; SANTOS et al., 2007).

No presente estudo, ao realizarmos o teste PAI (Pesquisa de Anticorpos Irregulares)
em 181 receptores de concentrado de hemécias, portadores de doencas agudas e/ou atendidos
em emergéncias médicas, encontramos, no total, 17 pacientes aloimunizados (9,4%).

Porém, dentre os aloimunizados, dois (11,76%) apresentaram P.A.l. positiva antes da
primeira transfusdo no Hospital de Clinicas da UFTM (HC-UFTM), enguanto quinze
individuos (88,24%) desenvolveram aloanticorpos somente ap6s as transfusdes no HC-
UFTM. Podemos dizer, desse modo, que a verdadeira frequéncia de individuos com
aloimunizacdo primaria ou que sofreram uma reativacdo (aloimunizacdo secundaria) em
nosso estudo foi de 8,29%, excluindo assim o0s dois pacientes que mantinham niveis de
anticorpos desenvolvidos em aloimunizac@es pregressas.

Destes ultimos, um (paciente 8 — Tabela 7) era do género feminino, com 55 anos de
idade, cor parda e tipo sanguineo O positivo. Apresentou historico de nove gestacdes, todas
do mesmo parceiro. Além disso, teve duas transfusdes prévias, sendo a primeira ha trés anos e
a segunda trés meses antes, sendo que esta também ocorreu no HC-UFTM. Nesta segunda
transfusdo, a PAI pré-transfusional realizada pelo Servico de Prova Cruzada do Hemocentro
Regional de Uberaba (HRU) foi positiva, sendo identificados os aloanticorpos anti-K + anti-E
+ anti-c + anti-Jk®. Posteriormente, em seu ultimo episodio transfusional, ao ser submetida a
cirurgia oncoldgica, recebeu trés bolsas de concentrados de hemécias, com a PAI pré-
transfusional sendo novamente positiva, sendo identificados os mesmos aloanticorpos. Quatro
dias depois, foi feita a primeira titulacdo, com titulo de 1:2. Apos seis meses, verificou-se que
a PAI se tornou negativa, tanto em tubo como em cartéo LISS/Coombs.

O segundo (paciente 9 — Tabela 7), era do género masculino, com 59 anos de idade,
cor branca e tipo sanguineo O negativo, com diagnéstico de angiodisplasia de colon,

hepatopatia alcoolica aguda e enterorragia franca. Apresentou os aloanticorpos anti-D + anti-



C, ambos antes das transfusdes no HC-UFTM. Quanto ao histdrico transfusional, ndo foi
possivel obter informagdes em decorréncia das condigdes clinicas do paciente. Além disso, 0s
familiares que o acompanhavam nédo souberam prestar tal informacéo. O paciente permaneceu
isolado no C.T.l. (Centro de Terapia Intensiva) do HC-UFTM, recebendo quatro bolsas de
concentrados de hemacias, tendo evoluido para o 6bito no sétimo dia de internacdo, sem
titulacdo dos aloanticorpos. Como previamente citado, associa¢des do tipo anti-D + anti-C
(como no paciente avaliado) sdo frequentes em individuos aloimunizados (CASTILHO,
2007).

No presente estudo, ha um fator muito importante que merece ser citado. Dos 164
individuos com PAI negativa, 36 (21,95%) vieram a 6bito, abandonaram a pesquisa ou ndo
foram mais localizados logo ap6s a primeira ou segunda coleta, sendo que o tempo decorrido
entre a transfusdo e a Ultima coleta, nesses pacientes, foi de no maximo trés meses.
Considerando os estudos de Cozac (2009), mostrando que o tempo médio para que a
aloimunizacdo ocorra, apés a transfusdo de concentrado de hemacias, € em torno de trés a
quatro meses e 0 de Schonewille et al. (2006), de que a maioria dos anticorpos se desenvolve
por volta de trés a seis meses apds a transfusdo, ndo podemos eliminar a possibilidade de que
algum destes 36 pacientes ndo se tornou ou tornaria aloimunizado. Além disso, ha vérios
fatores que podem contribuir para falha na deteccdo dos anticorpos, como baixo titulo do
anticorpo em questéo e auséncia de expressdo de antigenos de baixa incidéncia nas células de
triagem (COZAC, 2009).

O percentual de aloimunizados em nosso trabalho é similar a encontrada por Redman,
Regan e Contreras (1996) que estudaram 452 pacientes cirdrgicos transfundidos. Eles
encontraram um indice de 8,4% de aloimunizacao, ao considerarem apenas 0s individuos que
desenvolveram aloanticorpos ap6s as transfusdes.  Contudo, 0s nossos indices de
aloimunizacdo sdo bastante superiores aos encontrados por Santos et al. (2007), que
encontraram um indice de apenas 2,1% de aloimunizados, ao realizarem um estudo
prospectivo em 5690 pacientes com doencas agudas e atendidos em emergéncias médicas.
Nesse trabalho, os pacientes com PAI positiva antes das transfusdes também foram excluidos.
No entanto, todos os individuos foram pesquisados apenas durante o periodo de internacéo,
tempo geralmente insuficiente para o desenvolvimento destes aloanticorpos (COZAC, 2009;
SCHONEWILLE et al., 2006).

A frequéncia de individuos com PAI positiva neste estudo também € superior a dos
trabalhos de Thakral et al. (2008), que encontraram um indice de 3,4% de aloimunizados (em

531 pacientes pesquisados), em um hospital do norte da india, e de Natukunda et al. (2010a),



que verificaram um indice de 6,1% de aloimunizagdo (em 214 individuos estudados), em um
hospital de Uganda. Porém, nesses dois estudos, também foram incluidos pacientes com
doencas cronicas, como AIDS, leucemias, talassemias, hemofilia e anemia aplastica, por
exemplo. Sabe-se que pacientes com doencas e/ou condi¢Bes que levam a imunodeficiéncia,
como AIDS e quimioterapia interferem na resposta imune a estimulos antigénicos, como ficou
demonstrado em um estudo de Cozac (2009), que n&o encontrou nenhum caso de
aloimunizacéo eritrocitaria em pacientes politransfundidos portadores de Leucemia Linfoide
Aguda. Além disso, Boctor et al. (2003) observaram em seu trabalho que, de um total de oito
pacientes com AIDS que receberam em média 6,25 unidades de bolsas D positivas, nenhum
produziu aloanticorpos anti-D ou qualquer outro tipo de aloanticorpo.

Nossa frequéncia também é bastante superior a encontrada por Walker, Lin e Hartrick
(1989), que encontraram um percentual de apenas 0,8% de aloimunizados, em um estudo de
18 anos, envolvendo mais de 320.000 individuos. Porém, 4% dos individuos estudados eram
doadores e, segundo os autores, se eles fossem excluidos, o indice seria de aproximadamente
1%. Contudo, ndo fica claro neste estudo 0os momentos e numeros das coletas, o que
possivelmente tenha influenciado no baixo percentual de aloimunizacéo.

A frequéncia de aloimunizados no presente estudo também é superior a encontrada por
Tormey, Fisk e Stack (2008), que realizaram um estudo retrospectivo, em uma populacéo de
mais de 18.000 militares veteranos dos Estados Unidos, encontrando um indice de apenas
2,4%, estudo para o qual sdo pertinentes as mesmas observacdes feitas em relacdo ao estudo
anterior.

Em nosso trabalho, verificamos que o anti-K foi identificado em seis (35,29%) dos
aloimunizados, sendo 23,54% de forma isolada e em 11,76% (dois casos) associado a outros
aloanticorpos. Anticorpos dirigidos contra antigenos do sistema Rh também foram
encontrados em seis (35,29%) dos pacientes com PAI positiva. Outros estudos demonstraram
que os anticorpos de maior frequéncia foram do sistema Rh, incluindo um trabalho anterior do
nosso grupo no Hemocentro Regional de Uberaba (MARTINS et al., 2008). Trata-se de um
estudo retrospectivo, realizado em individuos cronicamente transfundidos, onde 57,66% dos
aloanticorpos encontrados eram do referido sistema.

Santos et al. (2007) encontraram o anti-E (sistema Rh) como o mais frequente
(19,23%). No estudo de Redman, Regan e Contreras (1996), o mesmo aloanticorpo foi
encontrado em 42,1% dos pacientes, de forma isolada. Nesses dois Gltimos estudos, o anti-K
foi observado em 9,23% e em 13,16% dos aloimunizados, respectivamente. Thakral et al.

(2008), encontraram anticorpos Rh em 67% dos aloimunizados e Natukunda et al. (2010a) em



53,85% dos pacientes com PAI positiva. Entretanto, Tormey, Fisk e Stack (2008), assim
como no presente estudo, também encontraram o anti-K como o mais frequente (22,7%),
seguido pelo anti-E (19,2%). Cozac (2009), em um trabalho realizado apenas em
cronicamente transfundidos, verificou que o anti-E foi o mais frequente (20,53%), seguido
pelo anti-K (16,91%).

No presente estudo, o total de aloanticorpos frios (cuja especificidade ndo foi
determinada) foi significante (41,18% dos aloimunizados), ocorrendo de forma isolada em
seis individuos (35,29%) e associado a um aloanticorpo quente (também né&o identificado) em
um paciente (5,9% dos aloimunizados). Tal frequéncia é superior a de outros trabalhos da
literatura. Thakral et al. (2008), verificaram esse indice em 16,7% dos pacientes, enquanto no
estudo retrospectivo de Tormey, Fisk e Stack (2008), a frequéncia desses aloanticorpos foi de
21,1%. Anticorpos anti-M foram encontrados em 12,31% dos aloimunizados no trabalho de
Santos et al. (2007). Ja no estudo de Redman, Regan e Contreras (1996), apenas um paciente
(2,63% dos aloimunizados) desenvolveu um aloanticorpo frio (anti-Le”). Cozac (2009)
encontrou em seu trabalho um percentual de 3,14% de aloanticorpos MNS e 0,24% do
sistema Lewis. Entretanto, a autora afirmou que tais aloanticorpos tinham importancia clinica,
pois causaram reacdo transfusional hemolitica ou baixo incremento transfusional, ou ainda
apresentaram amplitude térmica. Convém lembrar que, no presente estudo, os aloanticorpos
frios encontrados de forma isolada reagiram apenas em temperatura ambiente, ndo sendo
observada qualquer aglutinacdo a 37°C ou na fase de adi¢éo de anti-imunoglobulina humana,
podendo-se concluir, dessa forma, que ndo possuiam significancia clinica.

Dentre os aloanticorpos encontrados em nosso trabalho, uma importante observagéo
deve ser feita. No paciente 10 (Tabela 7), cujos aloanticorpos ndo foram identificados, ao
realizarmos a PAIl em tubo verificamos resultados positivos a temperatura ambiente e na
ultima fase da pesquisa (apds adicdo de anti-imunoglobulina humana). Como previamente
demonstrado, ha alguns aloanticorpos com amplitude térmica (sistema MNS e Lewis, por
exemplo), ou seja, que podem reagir em baixas e altas temperaturas, possuindo significancia
clinica (CASTILHO, S. L., 1996; COZAC, 2009; MELO; SANTOS, 1996c¢). Desse modo, no
paciente em questdo, ha a possibilidade de que ele tenha desenvolvido apenas um Unico tipo
de aloanticorpo, que reagiu a temperatura ambiente e também a 37°C, ao invés de ter
produzido dois aloanticorpos (frio + quente).

Do total de individuos que apresentaram PAI positiva, 23,53% desenvolveram mais de
um aloanticorpo. Tal resultado é semelhante aos estudos de Redman, Regan e Contreras
(1996) e Tormey, Fisk e Stack (2008), que observaram esse resultado em 26,32% e 21,1% dos



pacientes aloimunizados, respectivamente. Nosso resultado é similar inclusive ao de nosso
estudo anterior (MARTINS et al., 2008), onde 20,81% dos aloimunizados apresentaram mais
de um aloanticorpo. Santos et al. (2007), no entanto, verificaram tal ocorréncia em apenas
10,83% dos pacientes e no trabalho de Natukunda et al. (2010a), isso ocorreu somente em um
paciente (9,1% dos aloimunizados). Entretanto, Cozac (2009) encontrou um indice bastante
expressivo de pacientes com mais de um aloanticorpo (65,34%).

Verificamos em nosso trabalho que um dos aloimunizados apresentou o aloanticorpo
anti-Jk® associado a anti-K, anti-E e anti-c, confirmando os relatos de alguns autores, 0s quais
afirmam que os anticorpos do sistema Kidd, em geral, surgem associados a outros anticorpos
(LANGHI JUNIOR; NETO; CARVALHO, 2007; MELO; SANTOS, 1996¢).

No presente estudo, observou-se que um dos aloimunizados (paciente 6 - Tabela 8)
desenvolveu os aloanticorpos anti-E + anti-K + anti-Le? além de outro néo identificado, das
classes IgG e IgM. O paciente tinha 62 anos de idade, cor parda e tipo sanguineo O positivo.
Foi submetido a cirurgia por fratura subtrocanteriana e recebeu trés transfusfes de
concentrados de heméacias no HC/UFTM. Os aloanticorpos foram detectados somente aos
seis meses, quando foi possivel fazer a primeira coleta pos-transfusional, uma vez que o
paciente residia em outra cidade (distante de Uberaba), o que dificultou o seu retorno ao
hospital. O individuo ndo tinha histérico transfusional, sugerindo tratar-se de uma
aloimunizacédo primaria. Na literatura, h um relato de caso semelhante, em que uma garota de
12 anos, ao receber uma Unica transfusdo, desenvolveu trés aloanticorpos diferentes (anti-c +
anti-E + anti-Jk°), os quais foram detectados um ano depois, antes de uma cirurgia para
correcdo de escoliose. Durante a cirurgia, realizou-se a transfusdo de seis concentrados de
hemaécias, todas negativas para os antigenos c, E e Jk°. Para os autores, o surgimento de varios
aloanticorpos pode ocorrer, mesmo apds uma Unica transfusdo, embora isso seja incomum
(MAKROQO et al., 2010).

Em um dos pacientes aloimunizados encontramos o aloanticorpo anti-hrs. Trata-se de
um anticorpo raro na populacao, pertencente ao sistema Rh. O seu antigeno correspondente
(hrs) é, na verdade, uma variante do antigeno e. O aloanticorpo anti-hrs ¢ normalmente
encontrado no soro de individuos e positivos, reagindo mais intensamente com hemécias E-
e+ do que com hemécias E+ e-. Por esse motivo, anticorpos que se comportam como anti-e no
soro de pacientes e+ hrs- sdo frequentemente definidos como anti-hrs, mesmo que as
heméacias contendo o0 respectivo antigeno ndo estejam disponiveis nos testes
imunohematol6gicos (DANIELS, 2002).



Dentre os aloimunizados no presente estudo, um resultado chama bastante a atengéo,
requerendo uma melhor investigacdo. Observou-se que a paciente 1 (Tabela 7) desenvolveu
anti-D, detectado somente trés meses ap0s as transfusGes, quando a primeira coleta pés-
transfusional foi realizada. Portanto, ha a possibilidade de o tempo real para aloimunizacéo ter
sido menor. A PAI pré-transfusional, feita pelo Servico de Prova Cruzada do HRU, foi
negativa. A paciente tinha 50 anos de idade, cor branca, sangue O negativo, portadora de
miomatose uterina e recebeu duas bolsas de concentrados de hemacias, ambas O negativas, ou
seja, que ndo continham o antigeno D. N&o desenvolveu nenhuma reacdo hemolitica pos-
transfusional detectavel. Entretanto, ndo foi possivel verificar se houve ou ndo incremento da
hemoglobina pos-transfusional. Apesar de ndo ter recebido transfusGes prévias, tinha
antecedentes obstétricos de trés gestacdes (de dois parceiros diferentes), sendo que uma
dessas gestacOes resultou em aborto. Seu filho cacula, nascido hd 27 anos, é do tipo O
positivo. Quanto aos doadores das bolsas, um era do sexo masculino, 20 anos de idade, cor
negra, cadastrado no HRU desde 2006. Até a data das transfusdes da paciente em questdo, ja
havia feito sete doacbes. O outro era do sexo feminino, 31 anos de idade, cor branca,
cadastrada em 2008. Sua primeira doacdo foi para a paciente avaliada. Ambos eram do tipo
sanguineo O negativo, sendo negativa inclusive a pesquisa de antigeno Du (D fraco).

Uma provéavel explicagdo para o surgimento do anti-D é que o antigeno Du (D fraco)
pode, em alguns casos, ndo ser detectado na fenotipagem rotineira de doadores, sendo
necessarias técnicas de adsorcdo e eluicdo ou até mesmo técnicas de biologia molecular para a
deteccdo do antigeno (LEITE et al., 2010; PETILLO et al., 2008). Isso ocorre porque ha
ocasifes em que os anticorpos anti-D monoclonais, utilizados na pesquisa do antigeno Du,
podem ser de baixa afinidade. Além disso, pode haver dificuldades na obtencdo de anti-D
policlonais de boa qualidade. Tais fatores contribuem para discrepancias entre os resultados
de fenotipagem RhD, ndo havendo a detec¢do de antigenos D fraco de baixa densidade
antigénica (BARROS et al., 2006). E além do antigeno Du, caracterizado por uma expressao
enfraquecida do antigeno D, h& ainda o antigeno Del, cuja expressdo na membrana das
hemécias € ainda mais fraca do que o Du. O antigeno Del, assim como o Du, pode requerer,
para a sua deteccdo, técnicas de adsor¢do e eluicdo ou mesmo técnicas moleculares
(PETILLO et al.,, 2008). Devido a todos esses fatores, alguns doadores podem ser
classificados erroneamente como Rh negativos, quando na verdade sdo Rh positivos, podendo
surgir uma aloimunizagdo anti-D em pacientes Rh negativos transfundidos com essas
hemécias. Assim, no caso do presente estudo, algum dos doadores (ou ambos) poderia ser

portador do antigeno Del ou até mesmo do antigeno Du, que ndo foram detectados na



fenotipagem realizada pelo Laboratério de Imunohematologia do Hemocentro de Belo
Horizonte (HBH). Consequentemente, alguma das bolsas (ou ambas) podem ter estimulado a
producdo do anticorpo anti-D. Como a paciente teve um filho Rh positivo ha 27 anos, pode ter
ocorrido uma aloimunizacdo primaria em decorréncia dessa gestacdo, com posterior
desparecimento do anticorpo, o0 qual posteriormente ressurgiu decorrente de uma resposta
anamnéstica estimulada pelas transfusbes no HC/UFTM. Sabe-se que nesses casos
(aloimunizacédo secundaria), o anticorpo é produzido em altos niveis (titulos altos) (LANGHI
JUNIOR; PEREIRA, J. P. M.; PEREIRA, C. M., 2007). O titulo encontrado na paciente,
entretanto, foi de apenas 1:8, provavelmente devido a expressdo enfraquecida dos antigenos
Du ou Del, estimulando assim uma producdo de anticorpos em menor quantidade (COZAC,
2010 — Comunicacéo pessoal).

Outra explicacdo para o surgimento do anti-D € que as transfusbes no Hospital de
Clinicas podem ter reestimulado o sistema imune da paciente, mesmo considerando a hipétese
de as bolsas transfundidas ndo conterem o antigeno Du ou Del. Tal reestimulo pode ocorrer
mesmo em casos de transfusdo de bolsas que ndo contenham o antigeno para o qual houve
uma sensibilizacdo prévia, sendo que nesses casos ha uma nova producdo de anticorpos
especificos contra o0 antigeno, porém em baixos titulos (CASTILHO, S. L., 2010; COZAC,
2010 — Comunicacéo pessoal).

Outro resultado interessante deve ser destacado. Observamos que as pacientes 3 e 12
(Tabela 7), ambas em idade fértil, desenvolveram anti-K apds as transfusées no HC-UFTM.
Segundo o guia para 0 uso de hemocomponentes (Ministério da Saude, 2008), receptores do
sexo feminino em idade fértil com Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI) negativa nao
devem receber bolsas que contenham o antigeno K1 ou K. As pacientes 3 e 12, no entanto,
sofreram politrauma, necessitando de varias transfusGes com urgéncia. Elas receberam,
respectivamente, seis e 11 concentrados de hemacias, todas fenotipadas apenas para 0S
antigenos ABO e D, ja que no HRU as hemécias doadas sdo submetidas a fenotipagem para
outros antigenos (como K) somente a partir da sexta doacéo de cada individuo. E tais bolsas
sdo destinadas, de modo prioritario, aos pacientes cronicamente transfundidos (portadores de
hemoglobinopatias e leucemias, por exemplo), onde h& um risco bem maior de aloimunizacéo
eritrocitaria e reacdes hemoliticas pos-transfusionais, devido ao alto nimero de transfusdes

que tais pacientes requerem e, geralmente, por periodos bastante prolongados.



7.1 GENERO, FAIXA ETARIA, COR DA PELE DOS PACIENTES E ALOIMUNIZACAO

Dentre os individuos aloimunizados em nosso trabalho, verificou-se uma discreta
predominancia do género masculino (52,09%). Entretanto, no estudo de Redman, Regan e
Contreras (1996), houve predominancia das mulheres (58%). Santos et al. (2007), verificaram
equilibrio total entre os dois géneros, enquanto Thakral et al. (2008), assim como no presente
estudo, observaram predominancia de homens (56%). Em nosso trabalho realizado
previamente no Hemocentro Regional de Uberaba (MARTINS et al., 2008), em individuos
cronicamente transfundidos, verificamos que, dentre os aloimunizados, a grande maioria era
mulheres (72,83%), provavelmente devido a uma sensibilizacdo por gestacdes prévias.

Observamos no presente estudo que a taxa de aloimunizacdo entre homens e mulheres
foi praticamente a mesma, respectivamente 9,37% e 9,41%. Porém, Santos et al. (2007)
demonstraram que a taxa de aloimunizacéo foi de 3,6% das mulheres, enquanto nos homens o
indice foi de apenas 1,49%, com diferenca estatistica significante (p < 0,0001). Os autores,
entretanto, ndo explicam o motivo de tal diferenca, afirmando apenas que o risco de
aloimunizacéo pode ser influenciado pelo género do receptor, certamente se referindo ao risco
gestacional.

Quanto a faixa etéria dos individuos com PAI positiva, observamos que a maior
ocorréncia de aloimunizacdo foi entre os 50 e 69 anos, seguida pelos mais jovens (18 a 49
anos). Os nossos resultados sdo discordantes dos encontrados por Tormey, Fisk e Stack
(2008), em um estudo sobre aloimunizagdo em militares veteranos, ao observarem que
nenhum dos individuos mais jovens (nascidos ap6s 1970) produziu aloanticorpos. Contudo,
no trabalho de Thakral et al. (2008), a maioria dos aloimunizados (72,22%) tinham até 49
anos. Convém citar que esse trabalho incluiu vérios individuos com doengas crénicas, como
anemia aplastica, leucemias e talassemias, por exemplo, e que, portanto, comecam a receber
transfusdes mais precocemente e em grande quantidade, tornando-se aloimunizados mais
precocemente em suas vidas. Redman, Regan e Contreras (1996) observaram que apenas
10,53% dos aloimunizados tinham idade inferior a 50 anos, destacando, contudo, que a
maioria dos pacientes incluidos na pesquisa tinha mais de 65 anos.

Apesar do baixo indice de aloimunizados em idade avangada (> 70 anos), o n0SSO
estudo mostra que, do total de aloimunizados, a maioria (58,82%) tinha idade igual ou
superior a 50 anos, indice bastante similar aos controles (57,31%), contrariando o conceito de

que de que pacientes mais jovens sdo melhores respondedores, ou seja, produzem



aloanticorpos com mais facilidade, em resposta a transfusdes de concentrados de hemécias,
em comparacdo aos mais velhos (REDMAN; REGAN; CONTRERAS, 1996).

Em nosso trabalho, verificamos que, do total de aloimunizados, apenas um individuo
(5,88%) era da cor negra. Isso esta de acordo com o trabalho de Tormey, Fisk e Stack (2008),
nos Estados Unidos, onde a maioria dos aloimunizados (78,8%) eram brancos (hispanicos e
ndo hispanicos), enquanto apenas 10,2% eram afro-americanos. Ademais, em nosso trabalho,
dentre os ndo aloimunizados, 0s negros representaram somente 11,59%.

Em sintese, no presente estudo, idade, género e cor da pele parecem nédo ter

influenciado na taxa de aloimunizagé&o.

7.2 TIPO DE DOENCA OU EMERGENCIA MEDICA E ALOIMUNIZACAO

Dentre os aloimunizados em nossa pesquisa, verificamos, de um modo geral, um
equilibrio entre diferentes tipos de diagndsticos, sendo os mais prevalentes: fraturas e
politrauma, doencas oncoldgicas e hemorragias agudas por causas diversas, em 17,65% cada.
Contudo, ndo foi possivel estabelecer correlagdo direta entre a doenca de base e indice de
aloimunizacdo e nem diferenca de comportamento em relagéo ao grupo controle. No estudo
de Santos et al. (2007), o diagnéstico dos pacientes ndo foi demonstrado, embora 0s autores
afirmem que foram incluidos apenas individuos com doencas agudas e atendidos em
emergéncias médicas. Ja no trabalho de Redman, Regan e Contreras (1996), apenas pacientes
submetidos a cirurgias foram estudados.

O fato de pacientes oncoldgicos (tumores sélidos) estarem entre os aloimunizados em
nosso estudo chama muito a atencdo, j& que tais individuos normalmente se tornam
imunossuprimidos, devido a prépria doenca de base associada a quimioterapia. Entretanto,
Bauer et al. (2007), demonstraram que doencas oncologicas sdo um importante fator de risco
para a aloimunizag&o eritrocitaria, juntamente com diabetes mellitus e transplante de células
hematopoiéticas periféricas. Os autores também afirmaram que o numero de transfusdes
recebidas ndo estava relacionado a esses achados. Porém, no caso dos tumores solidos,
acreditam que um mecanismo responsavel pelo maior risco de aloimunizagao seria o estado
aumentado de ativacdo imune desses pacientes. Contudo, afirmam que os achados desse
trabalho requerem confirmacdo por estudos futuros, aléem de uma melhor investigacdo dos

possiveis mecanismos envolvidos.



J& as doencgas oncohematoldgicas, de um modo geral, parecem estar relacionadas a
menor indice ou auséncia de sensibilizacdo, como as leucemias (linfoide e mieldide), linfomas
e mieloma multiplo (COZAC, 2009).

Em sintese, ndo parece haver diferenca significante no indice de aloimunizagdo de
pacientes agudamente transfundidos, como politraumatizados, submetidos a cirurgias etc.,

condicBes nas quais geralmente inexiste comprometimento prévio do sistema imunolégico.

7.3 TIPO SANGUINEO E ALOIMUNIZACAO

Quanto ao grupo sanguineo ABO, ndo observamos qualquer correlacdo entre
aloimunizacéo e os diferentes tipos sanguineos, apresentando estes 0s mesmos percentuais do

grupo controle, a semelhanca do trabalho de Santos et al. (2007).

7.4 HISTORICO TRANSFUSIONAL, NUMERO DE TRANSFUSOES NO HC-UFTM E
ALOIMUNIZACAO

Dentre os pacientes com PAI positiva em nosso trabalho, observamos que 29,41%
apresentaram histérico transfusional. Tal resultado é semelhante ao do estudo de Redman,
Regan e Contreras (1996), onde 31,58% dos individuos aloimunizados haviam recebido
transfusdes previamente. No estudo prospectivo de Santos et al. (2007), ndo ha informagdes a
esse respeito.

No presente estudo, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significante, o
percentual de aloimunizados com antecedentes transfusionais foi superior a frequéncia de ndo
aloimunizados com transfusdes prévias (29,41% e 20,12%). Dentre os individuos do primeiro
grupo (pacientes 8, 10, 14, 15 e 17 — Tabela 7), observou-se que em todos eles os anticorpos
foram detectados em ate seis meses ap0s as transfusdes no HC-UFTM. A paciente oito, como
previamente demonstrado, ja havia sido aloimunizada previamente, apresentando histérico
transfusional e gestacional. Quanto aos pacientes 14, 15 e 17, provavelmente se tornaram
aloimunizados apo6s as transfusdes no hospital, mesmo tendo recebido transfusdes anteriores,

ja que os aloanticorpos foram identificados somente aos seis meses e todas as PAIs realizadas



anteriormente foram negativas. O paciente 10 apresenta outros antecedentes que seréo
discutidos em conjunto oportunamente.

Em nosso estudo, excluindo os individuos aloimunizados que ja estavam
sensibilizados antes da primeira transfusdo no HC-UFTM, observamos que a grande maioria
(80%) recebeu entre uma e 10 transfusdes de concentrado de hemécias, com uma média de
3,17 transfusdes por paciente, o que estd de acordo com a literatura. Santos et al. (2007)
observaram em seu trabalho que os pacientes aloimunizados receberam uma média de 4,68
unidades transfundidas. No estudo de Redman, Regan e Contreras (1996), os individuos que
desenvolveram aloanticorpos receberam uma média de trés unidades de concentrados de
hemaécias. E em nosso estudo anterior (MARTINS et al., 2008), verificamos que 70,73% dos
individuos produziram aloanticorpos até a décima transfusdo, com uma media de 5,7
transfusdes por paciente.

Esses resultados mostram que a maioria dos pacientes que desenvolvem aloanticorpos
irregulares sdo bons respondedores, ou seja, tornam-se aloimunizados rapidamente, com um
baixo numero de transfusdes recebidas.

Por outro lado, ao compararmos aloimunizados e ndo aloimunizados, observamos que
a proporgdo de aloimunizados que receberam mais de 10 transfusfes foi significantemente
superior a dos ndo aloimunizados que receberam mais de dez bolsas (p = 0,0198). Tal
resultado mostra que a presenca de aloimunizagdo, em nosso estudo, teve correlacdo com o
namero de transfusbes recebidas. Isso esta de acordo com Natukunda et al. (2010a), que
verificaram que a taxa de aloimunizacdo foi significantemente associada com o numero de
unidades recebidas e com o numero de episodios transfusionais (p = 0,01), ou seja, 0 risco de
aloimunizacdo aumentou com o nimero de transfusoes.

Além disso, como previamente citado, o surgimento de uma aloimunizacdo é
diretamente proporcional a probabilidade de ser exposto ao antigeno eritrocitario durante a
transfusdo sanguinea (GARCIA GALA et al., 1994). Tal probabilidade certamente aumenta

com o numero de transfusdes recebidas.



7.5 HISTORICO GESTACIONAL, NUMERO DE GESTACOES, DIFERENTES
PARCEIROS GESTACIONAIS E ALOIMUNIZACAO

Dentre as mulheres aloimunizadas em nosso estudo, observa-se que a maioria (62,5%)
tinha historico gestacional e que todas elas tiveram até 10 gestacOes. Tais resultados estdo de
acordo com Redman, Regan e Contreras (1996), que verificaram, em seu estudo, que 68,18%
das mulheres aloimunizadas tinham gestacdes prévias, todas com menos de 10 gestacdes.
Porém, enquanto em nosso trabalho 40% tiveram até trés gestacGes e 60% mais de trés, no
estudo de Redman, Regan e Contreras (1996) 86,67% tiveram até trés e apenas 13,33% mais
de trés gestacBes prévias. Santos et al. (2007) encontraram uma frequéncia bem superior de
mulheres aloimunizadas com historico gestacional (93,33%). Ja no estudo de Thakral et al.
(2008), apenas 37,5% das mulheres que produziram aloanticorpos tiveram gestacOes
anteriores. O nimero dessas gestacdes, no entanto, nao foi informado em nenhum desses dois
ultimos estudos.

Porém, em nosso trabalho, um fato chama bastante a atencdo. Enquanto 62,5% das
aloimunizadas afirmaram histérico gestacional, este fato era referido por 92,21% das néo
aloimunizadas, com diferenca estatistica significante (p = 0,036). Tal resultado é exatamente
0 oposto do que se esperava, pois as gestacdes sao uma importante causa de aloimunizagéo
nas mulheres (BAPTISTA-GONZALEZ et al., 1991; BORDIN; MOREIRA JUNIOR, 1996;
MARTINS et al., 2008; CASTILHO, L. M., 1996; CASTILHO, S. L., 1996; MELLO;
SANTOS, 1996a; MELLO; SANTOS, 1996b; MELLO; SANTOS, 1996¢c; NOVARETTI,
2007; SILVA; JORGE; HIRTSCH, 2004; WINTERS et al., 2001).

O resultado encontrado foi provavelmente devido a pequena amostra de pacientes
aloimunizadas, quando comparada as ndo aloimunizadas, pois se ao invés de cinco e trés
aloimunizadas com e sem histérico transfusional, respectivamente, tivessemos seis e duas, a
significancia estatistica desapareceria (p = 0,16). Portanto, consideramos este resultado casual
e, apesar da diferenca estatisticamente significante, acreditamos que careca de consisténcia
pratica.

Por outro lado, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significante,
observamos que 60% das pacientes que desenvolveram aloanticorpos tiveram mais de trés
gestacBes, enquanto 50,7% das ndo aloimunizadas referiram até trés gestacdes. Segundo
Lorenzi (2006) e Neto (1998), quanto maior o numero de gestacfes, maior o risco de

aloimunizacdo materno-fetal. Além disso, embora também sem diferenca estatistica,



verificamos diferentes parceiros gestacionais em 40% das aloimunizadas e em apenas 21,13%
das ndo aloimunizadas. Acreditamos que tal fator aumenta a probabilidade de aloimunizagéo

materno-fetal, devido ao perfil genético diferente de cada individuo.

7.6 TEMPO PARA ALOIMUNIZACAO

Verificamos que o tempo para producdo de aloanticorpos em nossa pesquisa variou de
quatro dias a seis meses. Em 10 pacientes (58,82%), o tempo decorrido entre a primeira
transfusdo de concentrados de hemacias e a identificacdo da aloimunizacdo foi de seis meses,
em trés individuos (17,65%), de trés meses e em 11,8% de no maximo 15 dias. No entanto, ha
a possibilidade do tempo real para aloimunizacdo ter sido menor, ja que em alguns desses
pacientes as pesquisas de aloanticorpos ndo puderam ser realizadas em todos os momentos
predeterminados e em quatro deles a primeira coleta foi feita apenas aos seis meses. Isto se
deveria a varios motivos, como moradia dos pacientes em outras cidades e dificuldades de
localizacdo e transporte, além de demora na marcacao de novas consultas médicas no Hospital
de Clinicas da UFTM.

Estes nossos resultados estdo de acordo com Schonewille et al. (2006), que ao
realizarem um estudo amplo e retrospectivo, em 19 hospitais da Holanda, observaram que a
maioria dos aloanticorpos se desenvolveram em até seis meses ap0s as transfusGes. No
trabalho de Redman, Regan e Contreras (1996), o tempo para aloimunizagédo variou de duas
semanas a seis meses, sendo semelhante ao nosso estudo. Contudo, apenas 5,26% dos
individuos levaram seis meses para produzirem aloanticorpos, enquanto a maior parte
(21,05%) respondeu em apenas um més.

Nesse mesmo estudo, 15,79% dos pacientes se tornaram aloimunizados em duas
semanas. Provavelmente, segundo os autores, isso ocorreu devido ao histérico transfusional
e/ou gestacional de tais individuos, tratando-se, portanto, de resposta a uma aloimunizagao
prévia. Contudo, ndo informaram se houve ou ndo reacdo hemolitica detectdvel nesses
pacientes.

No presente estudo, encontramos um individuo do sexo masculino que recebeu duas
transfusdes e desenvolveu aloanticorpos quatro dias apés as transfusées no HC-UFTM
(paciente 10 — Tabela 7). O paciente produziu dois aloanticorpos: um frio e outro quente (néo

identificados) ou, possivelmente, desenvolveu um aloanticorpo frio com amplitude térmica,



ou seja, que pode reagir em baixas e altas temperaturas, como previamente referido
(CASTILHO, S. L., 1996; COZAC, 2009; MELO; SANTOS, 1996c). Apresentou dois
episddios transfusionais prévios, em outros hospitais, sendo 0 primeiro quatro meses antes e o
segundo 10 dias antes das transfusdes no HC-UFTM. Foi observado que houve incremento da
hemoglobina pos-transfusional, concluindo-se, portanto, que ndo desenvolveu reacdo
hemolitica.

Algumas observacgdes suscitam deste caso. Verificou-se que a PAI pre-transfusional,
no Servico de Prova Cruzada do HRU, realizada em cartdo ID-LISS/Coombs, foi negativa.
Ao realizarmos a PAI pela técnica em tubo quatro dias apds as transfusbes, a mesma foi
positiva; contudo, a repeti¢do da pesquisa em cartdo para confirmacgéo resultou-se novamente
negativa. Além disso, a pesquisa realizada pelo Laboratério de Imunohematologia do HBH,
também em cartdo LISS, foi negativa. Uma possivel explicacdo para as discrepancias de
resultados observadas nas duas técnicas é que as hemacias do DiaCell (utilizadas na técnica
em tubo), em determinados casos, podem conter alguns antigenos que nao estdo expressos nas
hemaécias do ID-DiaCell (utilizadas na técnica em cartdo) ou vice-versa, havendo desse modo
a deteccdo de anticorpos apenas por uma das técnicas. Outra hipotese pode ser a diferenca na
quantidade de soro requerida por cada um dos métodos. Enquanto na PAI em tubo se utiliza
100 microlitros do soro a ser testado, a P.A.l. em cartdo requer apenas 25 microlitros. Como
consequéncia, embora a técnica em cartdo seja comumente mais sensivel, pode ocorrer a
positividade apenas na técnica em tubo, j& que nesse caso uma maior quantidade de soro é
empregada (CASTILHO, S. L., 2010 — Comunicacao pessoal). Além disso, segundo Melo
(2007), é importante considerar que ndo ha nenhum método de pesquisa de anticorpos capaz
de detectar todos os anticorpos clinicamente significantes, podendo-se concluir, dessa forma,
que cada método possui suas limitacoes.

No caso do paciente em questdo, torna-se dificil afirmar se a aloimunizacéo ocorreu no
hospital ou se houve uma reativagdo de uma sensibilizacdo ocorrida em alguma das
transfusdes anteriores a sua internagdo no HC/UFTM. No entanto, como previamente
referido, nos casos de reativacdo (resposta imune secundéria) os anticorpos produzidos
geralmente se encontram em altos titulos altos (LANGHI JUNIOR, D. M.; PEREIRA, J. P.
M.; PEREIRA, C. M.). Isso ndo ocorreu com o paciente 10, cujo titulo encontrado foi de
apenas 1:4 e, como a primeira transfusdo previa ocorreu quatro meses e a segunda 10 dias
antes das transfusbes no Hospital de Clinicas, é pouco provavel que tenha ocorrido uma
reativacdo, pois de acordo com os resultados do presente estudo e de outros da literatura,



dificilmente um aloanticorpo pode desaparecer em tdo pouco tempo apds as transfusdes
(SCHONEWILLE et al. 2006; SCHONEWILLE; HAAK; VAN ZIJL, 2000).

Em nosso trabalho, verificamos que outro individuo (paciente 11 - Tabela 7), se tornou
aloimunizado em 15 dias apds sua primeira transfusdo, apresentando anti-E. O paciente era do
género masculino, tinha 58 anos de idade, cor branca, tipo sanglineo B positivo e recebeu
cinco transfusdes no HC/UFTM. Contudo, ndo tinha histérico transfusional. Caso semelhante
foi encontrado por Redman, Regan e Contreras (1996), onde um dos pacientes, também do
género masculino, sem histérico transfusional, com 43 anos de idade e submetido a cirurgia
(ndo especificada), recebeu o mesmo numero de transfusdes do nosso paciente avaliado
(cinco) e desenvolveu 0 mesmo anticorpo apos duas semanas. Os autores sugeriram que 0
anticorpo pode ter sido de ocorréncia natural. Como ja relatado, ha determinados casos em
que o anti-E pode ocorrer naturalmente (MELO; SANTQOS, 1996b; NETO, 1998).

Todavia, casos de aloimunizagdo precoce ja tém sido descritos na literatura. No estudo
de Santos et al. (2007), o tempo para producdo de aloanticorpos variou de trés a 97 dias,
sendo 20,88 dias o tempo médio. Convém citar que, neste trabalho, as coletas foram
realizadas apenas durante o periodo de internacdo dos individuos. Os autores ndo explicam o
motivo de vérios individuos terem desenvolvido seus aloanticorpos tdo precocemente. Porém,
foi constatado nesse estudo que 93,33% das mulheres aloimunizadas tinham histérico
gestacional, o que provavelmente pode ter influenciado nesses resultados. Schonewille et al.
(2006) observaram que 16,8% dos pacientes se tornaram aloimunizados em até 14 dias ap0s
as transfusdes e 2,3% produziram aloanticorpos em no maximo trés dias. Os autores
afirmaram que tais achados sugerem uma resposta imune secundaria. Contudo, néo
demonstraram, dentre os aloimunizados, o nimero de individuos com ou sem antecedentes
transfusionais, apesar de terem informado no estudo que levantaram o historico transfusional
dos pacientes pesquisados.

Ainda nesse mesmo trabalho, dentre os aloanticorpos que surgiram nas duas primeiras
semanas, constatou-se que a maior parte (42,8%) era anti-E. Tal resultado esta de acordo com
nosso trabalho, onde um (50%) dos dois individuos aloimunizados precocemente desenvolveu

o0 aloanticorpo em questao.



7.7 TITULOS DOS ALOANTICORPOS

No presente estudo, verifica-se que em 16 aloimunizados houve queda dos titulos dos
aloanticorpos encontrados, sendo 1:32 o titulo mais alto (paciente 5 — Tabela 7). Nao foi
observado declinio apenas no paciente 12, onde o titulo de 1:2 se manteve inalterado por 12
meses. Dentre os 15 pacientes que desenvolveram aloanticorpos apés as transfusées no HC-
UFTM, verificou-se que em nove (60%) a PAI se tornou negativa em no maximo 15 meses.
Schonewille, Haak e Van Zijl (2000), em um estudo amplo e retrospectivo, em um periodo de
20 anos, em um hospital da Holanda, observaram que, ao longo do tempo, houve uma queda
na porcentagem de anticorpos detectaveis, ap0s sua primeira deteccdo. No entanto, o tempo
de persisténcia da maioria dos anticorpos foi bastante longo, pois aproximadamente 25% de
todos os anticorpos encontrados ainda eram detectaveis ap6s 192 meses, apesar de nao
informarem os titulos dos anticorpos. Afirmaram que anticorpos de baixos titulos (como no
presente estudo) se tornaram indetectaveis mais rapidamente, em comparacdo aos de altos
titulos.

Schonewille et al. (2006), assim como no estudo previamente citado
(SCHONEWILLE; HAAK; VAN ZIJL, 2000), demonstraram que varios aloanticorpos ainda
estavam presentes por mais de cinco anos apds sua deteccdo. Dentre tais aloanticorpos, a
maior parte (45%) era anti-K. No presente trabalho, dos trés individuos com maior
persisténcia de aloimunizacdo (pacientes 6, 11 e 12 — Tabela 7), verificamos que o anti-K
estava presente em dois (66,67%) (pacientes 6 e 12).

Sabe-se que certas caracteristicas individuais podem determinar a queda do titulo do
anticorpo ap6s aloimunizagdo. Segundo alguns autores citados por Cozac (2009), a
persisténcia de aloanticorpos encontra-se relacionada, por exemplo, a ocorréncia da
aloimunizacdo na fase inicial da idade adulta. No entanto, como demonstrado em nosso
estudo, a maioria dos pacientes aloimunizados (58,82%) tinha 50 anos ou mais. Alem disso,
alguns estudos relacionados a vacinas demonstraram que o envelhecimento enfraquece a
resposta de linfocitos T e B naive a patdgenos, encurtando assim a duracdo da protecdo
imunitaria, o que deve refletir também na persisténcia dos aloanticorpos formados (COZAC,
2009).



8 CONCLUSAO

O presente estudo, realizado em individuos com doencas agudas e/ou atendidos em
emergéncias médicas, receptores de transfuses de concentrados de hemécias, mostra uma
frequéncia consideravel de aloimunizados (8,29%), sendo este um indice superior ao de varios
outros trabalhos da literatura. A maioria 0s aloimunizados apresentou aloanticorpos de
significancia clinica (sistemas Rh e Kell), em plena concordancia com a literatura e
confirmando assim as nossas hipoteses de alta ocorréncia de aloimunizacdo por aloanticorpos
de significancia em receptores eventuais de concentrados de hemaécias.

Observamos que a aloimunizacdo esta correlacionada ao numero de transfusbes de
concentrados de hemacias, confirmando também a hipdtese de que quanto maior o nimero de
bolsas transfundidas, maior o risco de aloimunizagéo.

A recomendacdo do Ministério da Saude do emprego de concentrados de hemaécias
fenotipadas (Rh, Kell, Duffy, Kidd e outros sistemas) para pacientes em regime de transfusdes
crbnicas, deixa a descoberto os receptores eventuais, muitos dos quais, 0 aumento da
expectativa de vida da populagdo e concomitante maior ocorréncia de doencas cronico-
degenerativas poderdo expor tais pacientes aos riscos de reagdes hemoliticas graves.

Diante desses fatos, propomos a ampliacdo da fenotipagem eritrocitaria para 0s
antigenos dos sistemas Kell e Rh (E, e, C, c), para todos os individuos com cirurgias
programadas e/ou com eventos clinicos para os quais as transfusGes de sangue néo
caracterizam emergéncia. Tal medida certamente contribuird para reduzir os indices de
aloimunizacéo eritrocitaria também nestes receptores eventuais de concentrados de hemécias
e, consequentemente, diminuird o risco de reacdes transfusionais hemoliticas e/ou de
transfusdes ineficazes, com reflexos positivos na seguranga transfusional e na qualidade da

hemoterapia brasileira.
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APENDICE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HEMOCENTRO REGIONAL DE UBERABA-MG/FUNDACAO HEMOMINAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

Viemos através deste, solicitar sua contribui¢do para a realizacdo do projeto de pesquisa
intitulado “Frequéncia de aloanticorpos irregulares antieritrocitarios em receptores com
doencas agudas e atendidos em emergéncias medicas”, realizado pelo Servico de
Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, HRU/Fundacao
Hemominas.

Ressaltamos que o0 nosso estudo se propde a aumentar a seguranca das transfusdes
sanguineas, evitando problemas futuros em pacientes com doencas agudas e atendidos em
emergéncias médicas, caso recebam novas transfusdes.

Ao concordar com a proposta, vocé devera ser submetido(a) a novas coletas de sangue
para a repeticdo de testes que nos permitirdo detectar a presenca de aloanticorpos irregulares
antieritrocitarios.

Declaramos que o uUnico desconforto serda a simples puncdo venosa para a coleta da
amostra, sem riscos maiores e, de forma alguma, havera perda da confidencialidade e
identificagdo individual.

Vocé podera fazer todas as perguntas que julgar necessarias para o entendimento da
pesquisa, além de ter acesso aos resultados dos exames realizados. Podera também, se quiser,
abandonar a pesquisa a qualquer momento, por livre e esponténea vontade, sem qualquer
interferéncia na continuidade do tratamento no Hospital de Clinicas. Sua participacdo €

totalmente voluntéria.

Eu, , declaro que li e

entendi as informacdes relativas a este estudo. Concordo em participar voluntariamente da
pesquisa.
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