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RESUMO

A aloimunizagdo ertrocitaria apos transfusdo de concentrados de hemacias € uma
complicacdo em pacientes com doengas cronicas que necessitam de transfusdes de repetigdo.
Esse estudo objetivou determinar a incidéncia de aloimunizagio, identificar os aloanticorpos
detectados, estabelecer os fatores de risco envolvidos e quantificar o risco de aloimunizagdo em
pacientes com condigdes clinicas agudas submetidos a transfusdio de concentrados de heméciasr
no Instituto Doutor Jos¢ Frota, utilizando a técnica de gel centrifugagdo. Foram analisados 5.690
receptores transfundidos com 16.547 de concentrados de hemécias, sendo 4.025 do sexo
masculino e 1.665 do sexo feminino. Foram excluidos 501 receptores com aloimunizag8o prévia
ou tempo de permanéncia hospitalar inferior a uma semana: Em 120 receptores (2,1%) foram
detectados aloanticorpos eritrocitarios, sendo 60 do sexo masculino (1,49%) e 60 do sexo
feminino (3,60%). A aloimunizagfo foi 2.4 vezes mais freqiiente no sexo feminino, sendo que
93,33% das mulheres tinham historia de gestagdo prévia. A média transfusional nos receptores
aloimunizados foi de 4.68 bolsas, sendo 4.97 bolsas nos receptores do sexo masculino e 4.40
bolsas no sexo feminino. Nos ndo aloimunizados a média transfusional foi de 2.87 bolsas. O risco
de aloimunizagio foi de 0,83%, sendo 0,59% no sexo masculino e 1,44% no sexo feminino. Os
aloanticorpos detectados com maior freqiiéncia foram anti-E (18,25%) e anti-D (16,06%) de um
total de 137 aloanticorpos. O tempo médio de detecgio dos aloanticorpos foi de 20.88 dias. O
risco de aloimunizagfio observado foi elevado para a média transfusional dos receptores. A média
de idade dos pacientes ¢ 0 aumento da expectativa de vida aumentam a probabilidade de que

transfusdes posteriores sejam necessarias, sinalizando a necessidade de modificar o atual suporte

hemoteréapico a esses pacientes.
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SUMMARY

The alloimmunisation following red cell transfusion is a complication in patients with
chronic diseases requiring multiple transfusions. The aims of this study were to determine the
frequency of alloimmunisation, to identify the detected alloantibodies, to establish the involved
risk factors and to quantify the alloimmunisation risk in patients with acute disorders who
received red cell transfusioﬁ at Instituto Dr. José¢ Frota hospital, using the gel technique
centrifugation. From the 5,690 recipients who received 16,547 units of red blood cell, 4,025 were
male and 1,665 were female. Recipients with previous alloimmunisation or with time of
permanence below one week were excluded (n = 501). Red cells alloantibodies were detected in
120 recipients (2,1%): 60 males (1,49%) and 60 femaies (3,60%) The alloimmunisation was 2.4
fold more frequent in females, and 93,33% of the women had previous pregnancy. The average
number of units transfused in the alloimmunised recipients was 4.68: 4.97 units in males and 4.40
units in females. In recipients non alloimmunised the average was 2.87 units the risk of
alloimmunisation was 0,83%: 0,59% in males énd 1,44% in females. The most frequent
alloantibodies were: anti-E (18,25%) and anti-D (16,06%) from a total of 137 alloantibodies
detected. The average time taken to detect alloantibodies was 20.88 days. The risk of
alloimmunisation detected was high considering the average number of units transfused. The age
of recipients and the longer life expectancy increase the probability of further transfusions in this
group. Our findings point out to the necessity of modify the current medical transfusion support

to this group of patients..
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INTRODUCAO

As hemacias possuem antigenos situados em sua membrana citoplasmatica,
correspondentes a proteinas, glicoproteinas, glicolipides, lipoproteinas, glicoesfingolipides, e
sialoglicoproteinas. Esses antigenos estdo agrupados em vinte e seis sistemas de grupos
sangiiineos, cinco cole¢des de antigenos e duas séries de antigenos, conforme nomenclatura da
Sociedade Internacional de Transfus@o Sangiiinea (DANIELS, 1995).

Cada sistema de grupo sangiiinec ¢ um conjunto de um ou mais antigenos codificados
ou regulados por um unico locus gendémico, ou por dois ou mais genes homologos interligados
entre si de tal modo que a recombinagdo de material genético equivalente ndo ocorre, ou € muito
rara (DANIELS, 1995).

As colegdes de antigenos sdo conjuntos de antigenos que estdo fenotipicamente,
bioquimicamente e geneticamente relacionados, mas nfio retnem condigdes para serem definidos

como sistema (DANIELS, 1995).



As séries de antigenos englobam antigenos de alta prevaléncia ou publicos (presentes em
mais de 90% da populagio), e de baixa prevaléncia ou privados (presentes em menos de 10% da

populagdo), que ndo reinem condigdes para pertencerem aos sistemas ou as cole¢des conhecidas
(DANIELS, 1987, DANIELS 1995). )

Na Tabela 1 estdo relacionados os sistemas de grupos sangiiineos quanto a nomenclatura,
numero de antigenos e composigao.

A maioria dos antigenos dos sistemas de grupos sangiiineos € sintetizada pelas proprias
hemaécias, mas alguns s3o absorvidos do plasma, como os antigenos do sistema sangiiineo Lewis
(TILLEY, 1975). Os antigenos dos sistemas de grupos sangiiineos podem se restringir as
hemacias, ou podem ocorrer em outros tipos celulares, como os antigenos do sistema de grupos
sangiiineos ABO, que estdo presentes na superficie de células do endotélio vascular, membranas
epiteliais e plaquetas (RACHKEWICH, 1978; KELTON, 1982; ROUGER, 1982).

Esses antigenos eritrocitarios estdo envolvidos em diversas fungdes, como receptor de
citocina, proteina de transporte, via do complemento, molécula de adesdo, integridade estrutural,
atividade enzimatica e receptor microbiano.

Antigenos do sistema de grupo sangiineo Duffy sdo receptores eritrocitarios para
interleuciné—S, e as hemdcias que ndo expressam os antigenos Duffy séo resistentes a invasdo
pelo Plasmodium vivax (HORUK, 1993). Os antigenos do sistema Kidd provavelmente séo partes
da estrutura que atua como transportadora de uréia, por isso as hemacias que ndo t€m os
antigenos desse sistema sdo resistentes a lise produzida pela uTéiaA Os antigenos do sistema
Knops fazem parte do receptor para fragdo C3b do complemento (RAO, 1991), e os antigenos do
sistema Lutheran estdo localizados nas. moléculas de adesdo CD44 de granulocitos e linfocitos

(SPRING, 1988). As glicoforinas sdo proteinas estruturais na superficie das hemacias, os



Tabela 1 — Sistemas de grupos sangiiineos humanos conforme SITS

N° Nomenclatura N° de antigenos Composigdo
SITS

001 ABO 4 Glicoproteina
002 MNS 43 Sialoglicoproteina
003 P | Glicoesfingolipide
004 Rh 46 Lipoproteina
005 Lutheran 18 Glicoproteina
006 Kell 23 Glicoproteina
007 Lewis 6 Glicoesfingolipide
008 Dufty 6 Glicoproteina
009 Kidd 3 -

010 Diego 21 Glicoproteina
011 Cartwright 2 Glicoproteina
012 XG 1 Sialoglicoproteina
013 Scianna 3 Glicoproteina
014 Dombrock 5 Glicoproteina
015 Colton 3 Glicoproteina
016 Landsteiner-Wiener 3 Glicoproteina
017 Chido/Rogers 9 Glicoproteina
018 Hh 1 Glicoproteina
019 Kx 1 -

020 Gerbich 7 Sialoglicoproteina
021 Cromer 10 Sialoglicoproteina
022 Knops 5 Glicoproteina
023 Indian 2 Glicoproteina
024 Ok 1 Glicoproteina
025 Raph 1 -

026 JMH 1 Proteina

SITS — Sociedade Internacional de Transfusio Sangiiinea




antigenos MN fazem parte da glicoforina A, os antigenos Ss fazem parte da glicoforina B, e os
antigenos do sistema Gerbich fazem parte das glicoforinas C e D (CHASIS, 1992). Os antigenos
do sistema Cartwright produzem polimorfismo na acetilcolinesterase eritrocitiria (SPRING,
1992). Algumas cepas uropatogénicas de Escherichia coli sdo mais virulentas quando expressam
moléculas de adesdo a glicoesfingolipides do sistema P, que também estfio presentes na superficie
de células do trato urindric (JOHNSON, 1991).

Os antigenos sdo substincias que podem despertar uma resposta imunologica quando
introduzidos em um receptor imunocompetente, € que podem reagir com anticorpos produzidos a
partir da resposta imune (ABBAS, 1994b).

Anticorpos sdo proteinas secretadas por plasmocitos em resposta a interagdo especifica
com antigenos. S&o capazes de distinguir pequenas diferencas na estrutura primaria dos antigenos
e, dessa forma, combinam-se apenas com os determinantes antigénicos que provocaram a sua
sintese. Sendo assim, para cada epitopo corresponde um anticorpo especifico. Essa combinagéo
especifica entre anticorpo e antigeno estabelece uma interagdo muito estreita, reduzindo ao
maximo as distdncias entre os sitios de ligagdo. A combinagdo entre anticorpos com seus
determinantes antigénicos correspondentes ocorre através de reagdes imunoldgicas com
diferentes fnecanismos, variando de acordo com o tipo do anticorpo e/ou do antigeno, mas
seguindo os mesmos principios gerais de especificidade, reversibilidade, equilibrio e
termodindmica. A presenga de anticorpos na superficie de antigenos facilita a fagocitose e a
ativagdo do sistema complemento (ABBAS, 1994a).

Existem dois tipos diferentes de respostas a antigenos ndo proprios. Resposta natural e
adaptativa. A resposta natural tem com;:;onentes celular e molecular; o componente celular utiliza

fagécitos (neutréfilos, mondcitos € macréfagos), células que liberam mediadores inflamatorios



(basofilos, mastocitos e eosinofilos) e células natural killer; o componente molecular inclui:
complemento, proteinas de fase aguda e citocinas, como interferons. A resposta adaptativa
envolve a proliferagéo de linfocitos B e T antigeno especificos (DELVES, 2000a).

Os antigenos de membranas celulares sdo os mais imunogénicos de nossa espécie, como
os de histocompatibilidade do sistema HLA, e os dos sistemas de grupos sangiiineos
eritrocitarios, em particular os dos sistemas ABO, Rh, Kell, Duffy e Kidd (CHOW, 1994).

Os anticorpos que reconhecem os antigenos eritrocitarios séo geralmeme aloanticorpos,
mas podem ser auto-anticorpos. |

Quando um individuo € exposto aos antigenos eritrocitarios que ndo lhes séo proprios, seu
sistema imunolégico é capaz de reagir contra esses antigenos (LOPEZ, 1998). A produgio de
aloanticorpos eritrocitarios € parte do processo de protegdo imunolégica, que pode ocorrer em
conseqii€ncia a transfusdo de hemocomponentes com hemacias, a gravidez e ao transplante de
medula dssea (CHING, 1991).

A transfus@o de concentrados de hemacias tem mostrado ser uma terapia eficaz e
amplamente utilizada no tratamento de diversas patologias (WALKER, 1989).

A formagdo de aloanticorpos em resposta a antigenos eritrocitarios ndo proprios, as
reagoes traﬁsfusionais imunolégicas agudas ou tardias, e a possibilidade de adquirir doengas
infecciosas através de transfusdes sangiiineas, tém estimulado avaliagdes criteriosas da pratica
transfusional e maior interesse nos efeitos adversos dessa modalidade terapéutica (WALKER,
1989).

Receptores de transfusdo de concentrados de hemacias podem desenvolver aloanticorpos
contra inumeros antigenos eritrocitérioé do doador, num periodo que varia entre 10 dias a quatro

meses apds as transfusdes (RAMSEY, 1989; WALKER, 1989; CUMMINS, 1995). Podem ainda



apresentar manifestagOes de reagdes transfusionais hemoliticas agudas ou tardias, com destrui¢io
eritrocitaria intravascular e extravascular, respectivamente, devido a presenga de aloanticorpos
eritrocitarios néo detectados em testes imunohematologicos pré-transfusionais.

A formagdo de aloanticorpos contra antigenos eritrocitarios ¢ um dos importarites efeitos
imunologicos a ser detectado apos a transfusdo de hemacias e transplante de medula ¢ssea
(TING, 1987). A aloimunizag8o eritrocitaria resulta das diferengas genéticas entre o doador € o
receptor (SCHONEWILLE, 1999). ZUMBERG e colaboradores (2001) estiinaram que seja
detectado um evento de aloimunizaggo eritrocitaria para cada 1.612 concentrados de hemaécias
transfundidos. Receptores de transfusdo de concentrados de hemacias com idade inferior a quatro
meses de vida falham em desenvolver aloanticorpos eritrocitarios, quando submetidos a multipias
transfusdes (FLOSS, 1986).

A primeira exposi¢do ao antigeno eritrocitario ndo proprio pode levar a uma
aloimunizag¢do primaria, com produgo de baixos niveis de aloanticorpos, geralmente da classe
IgM. A resposta primaria € caracterizada pela detecgdio no soro do receptor, de crescentes
quantidades de aloanticorpos especificos. A concentragdo de aloanticorpos logo atinge um valor
maximo declinando gradualmente, para niveis basais no intervalo de 1 a 60 meses (HARRISON,
1985; CUN[MINS, 1995), com média de 10 meses. Este declinio ndo mostra diferenga
significativa com relagdo ao sexo, diagndstico ou presenga de multiplos aloanticorpos
eritrocitarios, exceto em receptores com idade inferior a 20 anos, que podem ter um declinio mais
rapido (RAMSEY, 1988). Trinta e nove porcento dos aloanticogpos eritrocitarios clinicamente
significantes, ndo sdo detectados apds 5 a 10 anos, contra antigenos dos sistemas de grupo

sangiiineos Rh, Kell e Duffy, e apés 10 anos esse percentual se eleva para 45% (RAMSEY,
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1994). Em receptores portadores de anemia falciforme, 34% dos aloanticorpos e.ritrocitérios,
potencialmente hemoliticos, ndo sdo detectados apés um ano (RAMSEY, 1994).

A segunda exposi¢do a0 mesmo antigeno induz uma resposta secundaria ou anamnéstica,
com produgdo de altos niveis de anticorpos predominantemente IgG, detectaveis em 1 a 2 dias. A
resposta secundaria € dada por células de meméria (linfocitos T e B), clonadas durante a resposta
primaria ao antigeno. Estas células de memoéria amplificam a resposta secundaria. Os anticorpos
que tesultam da resposta secundaria tém uma maior avidez pelo antigeno e sdo produzidos a
partir de quantidades significativamente inferiores Vvde antigenos, quando comparados aos
anticorpos produzidos durante a resposta primaria (DELVES, 2000a).

Varios fatores afetam as respostas primaria e secundaria. Os mais importantes sdo: (1) a
imunogenicidade do antigeno; (2) a sobrevida do antigeno na circulag@o; € (3) a resposta imune
do receptor.

Os aloanticorpos contra antigenos de sistemas de grupos sangiiineos podem ser de
ocorréncia natural ou adquirida. Os aloanticorpos eritrocitarios de ocorréncia natural sdo aqueles
formados espontaneamente como resposta imune a substincias encontradas no meio ambiente
(por exemplo: bactérias, plantas e alimentos), que apresentam determinantes antigénicos
semelhantes aés encontrados em antigenos de sistema de grupo sangiiineo (GUILBERT, 1982).
A maioria ¢ da classe IgM, que reagem em temperatura inferior a 25°C e ndo causam destruigéo
celular in vivo, com excecdo dos anticorpos a antigenos do sistema ABO que sdo ativos a 37°C, e
altamente hemoliticos, pela capacidade de ativar o sistema complemento até¢ C9. Aqueles de
ocorréncia adquirida sfo predominantemente de classe IgG, produzidos pela resposta imune a
exposigdo de antigenos eritrocitirios nfo proprios, reagem a temperatura de 37°C, ¢ podem

produzir hemolise numa segunda exposigdo aos antigenos (TAO, 1993).



A aloimunizagdo eritrocitaria pode ser influenciada pelo nimero de transfusbes de
concentrados de hemacias, como também pelo sexo, idade e doenga subjacente do receptor
(RAMSEY, 1989; SCHONEWILLE, 1999, ANGULO, 1999). Transfusdes de concentrados de
hemacias em criangas com idade inferior a trés anos podem favorecer o desenvolvimento de
tolerancia, diminuindo a formag@o de aloanticorpos eritrocitarios (SPANOS, 1990; SINGER,
2000).

Alguns aspectos sdo importantes na aloimunizagdo por transfusdo: (1) as mulheres se
imunizam duas vezes mais que os homens caso tenham historia prévia de gravidez (WALKER,
1989); (2) determinadas doengas predispdem maior aloimunizagdo eritrocitaria, como leucemias
(16%), hemogiobinopatias (29%), anemia aplastica (11%), hemorragia digestiva alta (11%), e
insuficiéncia renal (14%) (BLUMBERG, 1983); (3) a aloimunizagéo eritrocitaria multipla pode
impossibilitar transfusdes posteriores de concentrados de hemacias; (4) os aloanticorpos
eritrocitarios podem ser detectados ou ndo, dependendo do numero de transfusdes; e (5) os
antigenos eritrocitarios dos sistemas de grupos sangiiineos mais imunogénicos em ordem
decrescente sdo: D, Kell, E, ¢, Fy?, Jk?, S e s (GIBLETT, 1961; ISSITT, 1973; STERN, 1975).

A ocorréncia de aloanticorpos eritrocitarios em receptores politransfundidos tem
estimulado é determinagdo da freqiiéncia de aloimunizagdo em diferentes populagdes, levando
em consideragdo que a distribuicdo dos antigenos varia de acordo com as diferentes etnias,
variando entre 0,4 a 1% por unidade de concentrado de hemacias transfundida (GIBLETT, 1961;
WALKER, 1989).

DE LA RUBIA e colaboradores (1990) demonstraram que um individuo pode produzir

um ou mais aloanticorpos eritrocitarios dependendo da exposi¢do antigénica ndo propria.



Trinta e sete porcento dos receptores portadores de aloanticorpo eritrocitario ‘anti-E
também possuem anti-c, aumentando as dificuldades em disponibilizar sangue compativel, € os
riscos de efeitos adversos relacionados a transfuséo (SHIREY, 1994).

Os aloanticorpos eritrocitarios apresentam prevaléncias distintas, pois as suas produgdes
dependem da imunogenicidade e freqiéncia dos determinantes antig.énicos, além da eficiéncia
imunologica de cada individuo, em uma determinada populagdo.

A importincia clinica dos aloanticorpos eritrocitarios ¢ determinada pela: (1) capacidade
de destruigdo celular in vivo (intra ou extravascular); (2) possibilidade de atravessar a barreira
placentaria; (3) freqii€ncia e imunogenicidade do antigeno correspondente; (4) a especificidade
do aloanticorpo; (5) a amplitude térmica; (6) a sub classe IgG; (7) constante de equilibrio do
aloanticorpo; e (8) capacidade de ativar o sistema complemento (HOLBURN, 1970; NANCE,
1990; MOLLISON, 1997).

Recomenda-se na pratica transfusional atual a realizagdo de ﬁanéfusées de hemacias com
fenétipos compativeis com os antigenos eritrocitarios mais imunogénicos, como prevengdo da
aloimunizagdo, considerando os riscos associados as transfusbes € gestagdes futuras, como
hemolise pos-transfusional € doenga hemolitica do recém-nascido, respectivamente. Em
receptores poftadores de aloanticorpos eritrocitarios contra antigenos de alta freqiéncia €
necessario conduta transfusional especial, como transfusdo autdloga, ou doagdes dirigidas de
familiares, ou uso de hemAcias criopreservadas de fenétipos raros (SOLVES, 1997).

A destruigdo imune se inicia quando os aloanticorpos se ligam aos seus antigenos
correspondentes na superficie das hemacias. Os sistemas biologicos que podem ser ativados séo:

(1) sistema complemento; (2) o sistema de coagulagio; (3) sistema fibrinolitico; e (4) os

10



mediadores vasoativos que, por sua vez, afetam os sistemas renal, circulatorio, reticuloendotelial
e o nervoso autdbnomo (DELVES, 2000a).

A maioria das reagdes hemoliticas agudas ou tardias in vivo provavelmente envolve o
complemento em algum grau, uma vez que os aloanticorpos eritrocitirios pertencem as classes
IgM e IgG (subclasse 1gG1 e IgG3, esta Gltima, predominantemente), que sio capazes de ativar a
cascata de amplificagdo do complemento (WINKELSTEIN, 1997). Os de subclasses 1gG2 e IgG4
tém menor potencial para ativar o sistema complemento, ou facilitar o acoplamento de
macr()fagots do sistema reticuloendotelial as hemacias portadoras de imunoglobulinas dessas
subclasses nas superficies de suas membranas.

O complemento consiste de uma série complexa de proteinas que complementam os
efeitos espéciﬁcos dos anticorpos. E um elemento essencial das defesas humorais, ¢ seus
diferentes constituintes séo eficazes apds ativagdo mutua, seguindo uma ordem bem estabelecida.
Pode-se dizer que o complemento realiza as trés seguintes atividades biologicas principais: (1)
ativagio do sistema imunologico (macrofagos); (2) lise de células alvo; e (3) facilitagdo da
fagocitose do antigeno (opsonizagdo pela adesdo de componentes do complemento as células).
Estes eventos estdo baseados em uma cascata de amplificacdo enzimatica ativada por uma de
suas trés Viés: (1) a classica, na presehg;a do complexo antigeno-anticorpo; (2) alternativa na
auséncia do complexo antigeno-anticorpo, € (3) via da lecitina pela interagéo de carboidratos com
proteinas plasmaticas ligadoras de manoses (DELVES, 2000a).

Anticorpos que fixam complemento afetam as hemacias in vivo, pela produgdo de lesdo na
membrana eritrocitaria, que resulta em lise intravascular osmotica aguda (hemolise
intravascular), e/ou pela inducgio de ur‘na mudanca na membrana, que resulta em seqiiestro e

destruigdio extravascular das hemacias alteradas, pelos macrofagos do sistema reticuloendotelial
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(hem()lise extravascular). Este tltimo mecanismo ocorre com maior freqiiéncia e, portanto, €
considerado importante do ponto de vista clinico (THOMPSON, 1968).

Quando a via classica do complemento ¢ ativada, C3a e C5a sdo liberados no plasma e
atuam como potentes anafilotoxinas (DELVES, 2000b). Conseqiientemente, aumentando a
vasodilatacdo e permeabilidade do endotélio vascular. Através da liberagdo de aminas vasoativas,
tais como: serotonina e histamina, que podem produzir febre, hipotensdo arterial e choque.

Na seqiiéncia de ativagdo do sistema complemento os pontos importantes sdo a ativagio
de C3, para produzir o complexo C4b2b3b (convertase de C5), e a fixagdo ndo énzimé,tica da
unidade de ataque da membrana, C8 e C9, sobre o complexo C5b67 fixado a membrana resulta
em hemolise intravascular, manifesta laboratoriaimente por hemoglobintria, redugdo de
haptoglobulina sérica e presenga de hemoglobina livie no plasma. Se for produzido C5
convertase insuficiente, apenas o complexo contendo C3b permanece na membrana e a hemolise
intravascular ndo ocorrera. No entanto as hemacias revestidas de C3b sofrem hemolise
extravascular, pela interagdo com receptores para C3b nas células fagocitadas. O componente
C3b ligado a célula pode sofrer inativagdo pela proteina plasmatica inibidora, denominada fator I,
0 que evita a progressdo para a clivagem de C5. Desta forma, a lise ndo ocorre € a superficie
celular permanéce revestida com o fragmento C3d inerte (KNIGHT, 1995).

O sistema complemento ativado libera substincias tromboplasticas, que ativam a cascata
de coagulagio podendo produzir um estado de coagulagio intravascular disseminada. O fator XII
ativado reage, adicionalmente, com outras proteinas plasmaticas, ativando a pré-calicreina que se
forna uma enzima ativa capaz de catalisar a produgdo de calicreina. A calicreina, por sua vez,
converte o cininogénio plasmatico na proteina vasoativa bradicinina que apresenta numerosos

efeitos fisiologicos. Entre tais efeitos fisiologicos estio: o relaxamento da musculatura lisa
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arteriolar, e o aumento da permeabilidade capilar, o que pode resultar em vasodilatagio periférica
¢ hipotensdo arterial. O efeito cumulativo ¢ hipotensdo arterial sistémica, coagulagio
intravascular disseminada e vasoconstri¢do renal, levando ao choque, insuficiéncia renal e,
ocasionalmente, morte.

Essas reagdes transfusionais hemoliticas podem ser divididas em imediatas ou tardias. As
imediatas sdo aquelas que ocorrem dentro das primeiras 24 horas apos a transfusdo sangiiinea
caracterizadas por hemolise intravascular. As tardias sdo aquelas que ocorrem apods as primeiras
24 horas da transfusdo éangiiinea caracterizada por hemolise extravascular.

A hemolise intravascular ¢ caracterizada primariamente pela queda stibita € maciga no
hematocrito e liberagéo de-hemoglobina livre no plasma. A maioria destes casos esta relacionada
a incompatibilidade do sistema ABO, uma vez que anticorpos anti-A e anti-B estdo presentes em
altas concentragdes no plasma e reagem com sitios antigénicos presentes em grande quantidade
na superficie dos eritrocitos, formando complexo antigeno-anticorpo com as hemacias
transfundidas. A incompatibilidade dos sistemas Rh e Kell também podem produzir hemoélise
intravascular (MOLTHAN, 1984).

Na hemolise extravascular a queda do hematdcrito e a liberagdo de hemoglobina livre no
plasma ocorrem de forma lenta, que € mediada diretamente por anticorpos IgG e/ou fragdo C3b
do sistema complemento, situados na superficie da membrana citoplasmatica das hemadcias, que
interagem com receptores especificos presentes em macréfagos do sistema reticuloendotelial
(FABRON JR, 1998). Os macrofagos no bago e figado tém receptores para C3b e para por¢do Fc
da molécula IgG. Os macrofagos esplénicos sdo mais ricamente supridos de receptores para
por¢do Fc da molécula de IgG, enquanto. os macrofagos hepaticos sdo de receptores para C3b. Os

macrofagos acoplam-se e imobilizam as hemacias revestidas com IgG e/ou C3b, produzindo



lesdo celular através de um ataque mediado por enzimas a membrana eritrocitaria. De modo que
parte da membrana eritrocitaria ¢ fagocitada, ¢ a medida que as hemacias perdem area de
superficie em suas membranas, elas passam a assumir uma forma progressivamente mais
esférica. Estes esferdcitos perdem sua capacidade de atravessar a microcirculagio e de suportar
alteragGes osmoticas, quimicas ou fisicas, e assim, sua sobrevida ﬁcz; reduzida. Com freqiiéncia,
os microesferocitos podem ser observados em esfregagos corados de sangue periférico, nos
receptores que apresentam hemolise extravascular.

Um fendmeno que pode poupar a destruigdo das hemacias com C3b na superficie de sﬁas
membranas, € a conversdo do C3b em C3d (KNIGHT, 1995). Como os macrofagos ndo tém
receptores para C3d, as hemacias que escapam da interagdo inicial com os macrofagos do sistema
reticuloendotelial podem persistir na circulagdo por periodos prolongados, apesar de
sensibilizadas com C3d. Isto provoca uma reagdo positiva com o soro antiglobulina
poliespecifico, mas sem fendmeno hemolitico in vivo (GORST, 1980).

As reagdes transfusionais hemoliticas tardias ocorrem com a freqiiéncia de 1 para cada
1.300 a 6.715 transfusdes de concentrados de hemacias, sendo que em 20% dos receptores
apresentaram hemdolise moderada a severa, podendo contribuir com a mortalidade do receptor
(MARSHALL,A 1999; PINEDA, 1999; RAMSEY, 1994). A incidéncia de reagdes transfusionais
hemoliticas tardias tem demonstrado uma curva descendente (PINEDA, 1999), devido os avangos
nas técnicas de detec¢do de aloanticorpos eritrocitarios, € programas de transfusées de hemacias
imunofenotipadas. Podendo ocorrer entre 5 a 10 dias apoés transfusdes de eritrocitos
incompativeis, com quadro de febre baixa, ictericia e queda da hemoglobina (WINKELSTEIN,

1997). O diagnéstico torna-se mais dificil de se realizar nos receptores portadores de anemia
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falciforme, quando ocorre simultaneamente a hemolise ndo imunolégica durante as crises de
falcizagdo (KING, 1997).

Os aloanticorpos mais implicados na reag@o transfusional hemolitica tardia sfo os
dirigidos contra antigenos dos sistemas Rh (34%), Kidd (30%), Duffy (14%), Kell (13%) e MNS
(4%) (WINKELSTEIN, 1997). Os aloanticorpos anti-Kidd sio de dificil deteccdo com as
técnicas imunohematoldgicas rotineiras, € geralmente sdo os aloanticorpos mais fracamente
reativos quando associado a outros no soro do receptor.

Os concentrados de heméciaé ndo deleucocitados apresentam células apresentadoras de
antigenos vidveis, favorecendo a aloimunizagfio, ao contrario de concentrados de hemadcias
deleucocitados que apresentam perda da atividade co-estimuladora de leucocitos do doador,
diminuindo o risco de aloimunizagdo (MINCHEFF, 1995).

As reagdes entre antigenos € anticorpos produzem imunocomplexos que ndo sdo visiveis.
A necessidade de se investigar as reagdes imunologicas in vitro estimulou o desenvolvimento de
uma variedade de técnicas imunolégicas com o objetivo de detectar e quantificar as reagdes
antigeno-anticorpo, que podem ser: aglutinag@o, precipitagdo, inibigdo de aglutinagdo, hemolise,
radioimunoensaio e imunofluorescéncia. A técnica de aglutinagdo visivel que consiste em formar
grumos de Bemécias € o método mais utilizado em bancos de sangue, representando o fendomeno
de interagdo entre antigenos e anticorpos (KNIGHT, 1995).

As hemacias mantém uma certa distdncia entre si ao se repelirem por apresentarem cargas
elétricas iguais. A diferenga de potencial gerada pelas cargas eléqicas negativas das membranas
eritrocitarias e pela nuvem de cations entre as hemacias ¢ denominada de Potencial Zeta. Esta
estabilidade pode ser alterada pela iritroduc;io de anticorpos especificos que se fixam aos

antigenos da membrana eritrocitaria, provocando aglutinagdo das hemacias. A aglutinag@o ocorre
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quando a distdncia média entre elas se reduz a um valor minimo. Esta distdncia depende dos
valores de duas forgas antagonicas: (1) a forga de coesdo que tende a agregar as hemacias; e (2) a
forga de repulsdo, devido a eletronegatividade das hemacias. A nogdo de Potencial Zeta Critico
mostra que, para valores elevados do Potencial Zeta, as hemacias ndo se aglutinam mesmo na
presenga de anticorpos especificos. Diminuindo-se, lentamente, o i>otencial Zeta do sistema,
constata-se que a aglutinag@o ocorre em um determinado valor, que € o do Potencial Zeta Critico
(LOW, 1974).

Podemos alterar o Potencial Zeta modificando as forgas idnicas, por exemplo, utilizando-
se LISS — Low-ionic-strength-salt-solution (LOW, 1974), ou da constante dielétrica, por exemplo,
utilizando-se albumina bovina ou PEG - Polietilenoglicol (NANCE, 1987). A aglutinabilidade de
um sistema € tanto maior quanto mais baixo for o valor do Potencial Zeta. A utilizagdo de
substincias que alteram o Potencial Zeta pode reduzir o periodo de incubag@o das amostras com
os reagentes de 60 a 90 minutos para 15 a 20 minutos, viabilizando o estudo imunohematologico
in vitro, embora possa ocorrer perda de sensibilidade na detecgdo de aloanticorpo anti-K
(KNIGHT, 1995). A potencializagdo com o uso de PEG € mais sensivel e mais especifica que
albumina, LISS ou métodos enzimaticos, mas inferior a testes em fase s6lida (BUNKER, 2001).
Teste antiglobﬁlina utilizando PEG detecta mais anticorpos sem significado clinico que GEL-
LISS, o que ndo é adequado para a rotina; além do GEL-LISS ser mais sensivel em pacientes,
gestantes e doadores de sangue (DE CASTILHO, 1996).

Em imunohematologia a alteragdo da for¢a ionica do meio € essencial para detecgdo e
identificagdo de aloanticorpos em receptores de transfusio de concentrados de hemécias. Quando

sensibilizamos as hemacias em meio isotonico de baixa forca idnica, a velocidade de fixagdo e a
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quantidade de anticorpos fixados sdo consideravelmente aumentadas. Esse fato nos permite
aumentar a eficacia e diminuir o tempo de incubagdo do teste (ODELL, 1983).

Deteccdo e identificagdo apropriada de aloanticorpos eritrocitarios é importante para a
selecdo de concentrados de hemacias para transfus@o, na investigagdo de doenga hemolitica do
recém-nascido, ¢ das reagdes transfusionais hemoliticas imediatas e tardias.

Os testes de triagem, para detectar aloanticorpos eritrocitarios no receptor, utilizam duas
ou trés amostras de hemacias identificadas, denominadas hemécias de triagem. As hemacias de
triagem sdo comercializadas em suspensdes de hefnécias, preparadas a partir de doagdes
voluntarias de doadores do grupo O. Sdo fenotipadas para a maioria dos antigenos eritrocitarios
que tém importancia clinica, que sdo: D, C, E, ¢, e, M, N, S, s, P1, Le?, Le®, K, k, Fy", Fyb, I e
'

Os testes de triagem para detectar aloanticorpos eritrocitarios apresentam limitagdes,
como: (1) ndo detectar alguns antigenos com freqiiéncia menor que 10%, que nfo estejam
presentes nas hemacias de triagem, e (2) podem apresentar resultados falso negativos quando a
titulagdo ou concentragdo do anticorpo estiver abaixo do nivel de detecgdo (BORAL, 1977;
GIBLETT, 1977). .

O trétamento de hemacias com enzimas (tripsina, bromelina, ou papaina) aumenta a
reatividade de alguns anticorpos especificos, enquanto elimina a reatividade de outros. Anti-Fy*,
anti-Fy®, anti-M, anti-N, e anti-S nfo reagem com hemadcias tratadas com enzimas proteoliticas
que clivam a glicoforina A, porque seus antigenos correspondentes séo removidos ou
desnaturados no tratamento enzimatico (REISNER, 1996). Outros por sua vez, aumentam a

reatividade, como: anti-Rh, anti-Kidd, anti-P1 e anti-I (KNIGHT, 1995). O uso rotineiro de
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heméacias tratadas com enzimas proteoliticas produziria mais testes imunohematoldgicos pré-
transfusionais, do que beneficios na acuracia (ISSITT, 1993).

Uma das importantes responsabilidades de diretores de servigos transfusionais ¢

senvolver estratégias que otimizem a seguranga do receptor, principalmente na detecgdo e
identificagdo de aloanticorpos eritrocitarios, utilizando métodos sensiveis, especificos e de baixo
custo (BUNKER, 2001).

Os testes de triagem de aloanticorpos eritrocitarios podem ser realizados utilizando varios
métodos, como tubos de ensaio, cartelas com microtubos preenchidos com gel Sephadex® (Figura

1), colunas de aglutinagdo, microplacas (KNIGHT, 1995; LLOPIS, 1996; REIS, 1993;

UTHEMANN, 1990).
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“igura 1 — Modelo da cartela utilizada nesse estudo.
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Os testes em cartela com microtubos com gel Sephadex” sio de facil realizagdo e leitura,
sensiveis e reprodutiveis. As vantagens s@o: (1) a pesquisa de aloanticorpos eritrocitarios pode ser
realizada sem a necessidade de lavar as hemacias, reduzindo o risco biologico (LAPIERRE,
1990), (2) necessita de pequenas quantidades de reagentes, (3) as cartelas podem ser armazenadas
por um periodo de 7 dias, (4) possibilita a realizagdo de 0utr3:s leituras, e (5) os resultados nos
microtubos podem ser fotocopiados ou digitalizados (KNIGHT, 1995; LAPIERRE, 1990;
SALAMA, 1992; WEISBACH, 1999; SCHONEWILLE, 1999).

Estudos recentes utilizando teste em gel t€m demonstrado maior sensibilidade que os
testes tradicionais na detecgdo e identificagdo de aloanticorpos eritrocitarios, € na Europa esta
técnica estd sendo utilizada com maior freqiéncia (CATE, 1999; BROMILOW, 1991,
TITLESTAD, 1997, WEISBACH, 1999).

Um dos principais fatores que afetam a acuracia dos testes ¢ a leitura dos resultados,
especialmente quando estes apresentam uma aglutinacdo muito fraca (Figuras 2 e 3). Para obter
maior seguranga, a reagdo deve ser examinada por um profissional qualificado, dentro de um

espaco de tempo Util, e ainda assim, a interpretagdo pode ser dificil (LAPIERRE, 1990).
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Figura 2 — Modelo de leitura e de quantificagéo de resultados nas cartelas.

Figura 3 — Modelo da cartela apds centrifugagio e com os resultados registrados.

A aloimunizag8o eritrocitaria apds transfusdio de concentrados de hemacias € um evento
“fiente com importantes repercussdes clinicas. Os dados disponiveis na literatura médica

foram Ob_tidos em populagdes portadoras de doengas cronicas, submetidas a transfusdes de
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repeticdo. Faz-se necessario a obtengdo de dados sobre aloimunizagdo eritrocitiria apds
transfusdo de concentrados de hemacias em receptores portadores de condi¢des agudas; a
identificacdo dessa freqiiéncia servira de base para estimular os médicos a refletirem na
otimizagdo do uso de transfusdo de concentrados de hemadcias, e os diretores de bancos de sangue
a implementarem estratégias mais eficazes na deieccﬁo e identificagiio de aloanticorpos
eritrocitarios, possibilitando a prevencgdo de efeitos adversos relacionados a transfusdo de

concentrados de hemacias, em situagdes emergenciais.
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OBJETIVOS



OBJETIVOS

1. Determinar a incidéncia de aloimunizagio eritrocitaria apos transfusio de concentrados de
hemacias em receptores com condigdes clinicas agudas, internados no Instituto Doutor
José Frota;

2. Identificar os aloanticorpos detectados;

3. Determinar os aloanticorpos eritrocitarios mais freqiientes;

4. Identificar fétores de risco envolvidos na aloimunizagdo eritrocitaria;

5. Determinar o risco de aloimunizag¢do eritrocitaria;

6. Determinar o tempo médio para detec¢io de aloanticorpos.
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PACIENTES E METODOS

Pacientes

O estudo longitudinal e prospectivo foi realizado em pacientes internados no Instituto
Doutor José Frota (IJF), um hospital municipal especializado no atendimento a pacientes vitimas
de trauma, no periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2001. Foram incluidos os pacientes
admitidos para tratamento de emergéncias médicas e doengas agudas que necessitaram de
transfus@o de concentrados de hemacias.

Os critérios de exclus@o do estudo foram: a detecg@o de aloanticorpo eritrocitario antes da
primeira transfusdo de concentrados de hemacias, € a permanéncia hospitalar inferior a sete dias.

As indicagoes das transfusdes de concentrados de hemacias foram exclusivas dos médicos
assistentes dos pacientes.

Os receptores que preenchiam os critérios de inclusdo foram informados e convidados a

participar do estudo apos consentimento esclarecido, os representantes legais foram esclarecidos

23

L L e L 1 T S



e solicitado autorizagdo para a participag@o dos receptores com idade inferior a 18 anos ou que
ndo conseguiam expressar a vontade (Termo de consentimento pds-esclarecido - Anexos).

Os receptores incluidos no estudo foram submetidos a coleta de amostra de sangue para
pesquisa de aloanticorpos eritrocitarios antes de cada transfusdo subseqiiente de concentrado de
hemacias. Quando o intervalo enire as transfusdes de concentrados de hemacias foi superior a
sete dias, foi realizada uma coleta extra de amostra de sangue para pesquisa de aloanticorpo, nos
dias multiplos de sete a partir da data da ultima transfusdo. Foi aleatéria a escolha do intervalo de
sete dias entre as pesqﬁisas de aloanticorpos.

Nos casos positivos na pesquisa de aloanticorpos, foram realizados testes de identifica¢do
do(s) aloanticorpo(s). Um protocolo com dados de interesse relativos ao receptor foi preenchido,
que inclufa: identificagfio, sistema sangiiineo ABO e antigeno D, niimero de concentrados de
hemacias transfundidas, e historia gestacional (Protocolo - Anexos).

Os receptores portadores de aloanticorpos eritrocitarios identificados passaram a receber
transfusdes de concentrados de hemacias imunofenotipadas, garantindo a auséncia do antigeno
especifico ao aloanticorpo conhecido, prevenindo reagdo transfusional hemolitica imediata ou
tardia.

Apos o‘ teste de identificagdo do aloanticorpo, o procedimento de pesquisa de novos
aloanticorpos continuou para detectar novos aloanticorpos.

A suspeigdo da presenga de um novo aloanticorpo eritrocitario nos receptores portadores
de um ou mais aloanticorpos previamente detectados, ocorreu quando a pesquisa de aloanticorpo
posterior apresentou resultados diferentes do anterior, ou ainda a prova cruzada entre as hemacias
imunofenotipadas do doador com o soro do receptor foi incompativel. Nessas circunstancias

foram realizados novos testes de identificagdo.



O limite de analise de pesquisa e identificagdo de aloanticorpos eritrocitarios dependeu do

tempo que o receptor permaneceu internado.

Métodos ’

Coleta de amostras de sangue do receptor

As amostras de sangue dos receptores foram obtidas através de técnica de fleboiomia
utilizando sistema a vacuo, coletando dois tubos de SmL cada, um com anticoagulante EDTA e
outro sem anticoagulante (BD Vacutainer™, Becton & Dickinson, Estados Unidos da América).

Os tubos de coleta das amostras foram centrifugados a 3.400 rotages por minuto (rpm)
durante 10 minutos, com o objetivo de se obter no tubo com anticoagulante as hemacias

sedimentadas para preparar a suspensio de hemacias a 1%, e soro no tubo sem anticoagulante.

Deteccio de aloanticorpo no receptor

Foi utilizada a técnica de gel centrifugacdo para detecgdo de aloanticorpos eritrocitarios,
utilizando a modalidade de cartela com coluna de gel do tipo /D-card/NaCl e amostras de
hemacias imunofenotipadas do tipo /D-DiaCell I-1I (DiaMed diagnostic and medical products,

Suica).
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As cartelas utilizadas possuem seis microtubos contendo suspensdo de gel neutro. Cada
cartela poderia ser utilizada para detecg@o de aloanticorpos em dois receptores distintos. A cartela
foi identificada para um receptor nos trés primeiros microtubos, € outro receptor nos trés ultimos
microtubos, da esquerda para direita. Os microtubos de cada receptor foram identificados para
hemacia I, hemacia II e autocontrole.

Para a realizagéio do teste de‘autocontrole fo1 preparada uma suspensdo de hemacias a 1%
do receptor, utilizando 1mL de ID-Diluent 2 (solugdo de LISS) e 10uL de hemaécias sedimentadas
do receptor. A sedimentagfio das hefnécias do receptor consistia em centrifugar o tubo de coleta
de amostra de sangue com anticoagulante (EDTA) a 3.400rpm durante 10 minutos.

O soro do receptor foi obtido do sobrenadante da amostra de sangue do tubo de coleta sem
anticoagulante, apos centrifugacdo a 3.400rpm durante 10 minutos.

O espago superior dos dois primeiros microtubos com coluna de gel de cada receptor foi
utilizado para incubar S0UL hemacias imunofenotipadas I e II com 25ulL de soro do receptor, e
no terceiro microtubo com coluna de gel de cada receptor foi utilizado para incubar 50uL
suspensdo de hemacias a 1% do receptor com 25pL de seu proprio soro, para o teste de
autocontrole. As cartelas foram incubadas a temperatura de 37°C no /D-Incubator durante 15
minutos, € emA seguida submetidas a centrifugagdo com 1.175rpm durante 10 minutos para
separar as hemacias aglutinadas das ndo aglutinadas. As hemacias ndo aglutinadas atravessam a
coluna de gel até a sua base, enquanto as hemadcias aglutinadas pela formagdo do complexo
antigeno anticorpo foram retidas na parte superior ou no transcorrer da coluna de gel.

O resultado ¢ considerado negativo quando as hemacias em sua totalidade atingem a base

do microtubo com coluna de gel, e positivo quando as hemacias ndo atingem em sua totalidade a
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base da coluna de gel do microtubo, variando de um resultado positivo fraco até 4+, conforme a
distribui¢do das mesmas no percurso através da coluna de gel (Figura 2).

Os equipamentos necessarios foram: /D-Dispenser, ID-Pipetor, ID-Working table, 1D-
Incubator, ID-Centrifuge, todos produzidos pela DiaMed diagnostic and medical products,

Suiga.

Tabela 2 — Descrigdo dos materiais utilizados.

ID-DiaCell I-11 ID-Dispenser
ID-DiaPanel ID-Pipetor
Suspenséo de hemadcias a 1% ID-Working table
ID-Diluent 1 ID-Incubator
ID-Diluent 2 ID-Centrifuge
BD Vacutainer ID-card/NaCl

Identificacdo de aloanticorpo no receptor

Foi utilizada a técnica de gel centrifugagdo para identificagio de aloanticorpos
eritrocitarios, utilizando a modalidade de cartela com coluna de gel do tipo /D-card/NaCl e painel
de amostras de hemacias imunofenotipadas do tipo /D-DiaPanel com 11 células (DiaMed

diagnostic and medical products, Suiga).
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As cartelas utilizadas possuem seis microtubos contendo suspensio de gel neutro. Para
cada receptor foram utilizadas duas cartelas para identificagdo de aloanticorpos. As cartelas
foram 1dentificadas de 1 a 11 em cada microtubo, correspondendo a4 mesma numeragdo das
hemacias imunofenotipadas utilizadas. O décimo segundo microtubo foi identificado para o
autocontrole.

Para a realizagdo do teste de autocontrole foi preparada uma suspensio de hemacias a 1%
do receptor, utilizando 1mL de ID-Diluent 2 (solugdo de LISS) e 10uL de hemécias sedimentadas
do receptor. A sedimentacdo das hemacias do re;:eptor consistia em centrifugar o tubo de coleta
de amostra de sangue com anticoagulante (EDTA) a 3.400rpm durante 10 minutos.

O soro do receptor foi obtido do sobrenadante da amostra de sangue do tubo de coleta sem
anticoagulante, apos centrifugagio a 3.400rpm durante 10 minutos.

No espago superior dos onze primeiros microtubos com coluna de gel identificados com
os dados do receptor foi adicionado 50ul. da suspensdo de hemadcias imunofenotipadas
numeradas de 1 a 11 (/D-DiaPanel) e 25uL. de soro do receptor, € no décimo segundo microtubo
com coluna de gel com os dados do receptor adicionamos 50ul. de suspensio de hemacias a 1%
do receptor com 25uL de soro do proprio receptor, para a realizagio do teste de autocontrole. As
cartelas foram .incubadas a temperatura de 37°C no ID-Incubator durante 15 minutos, € em
seguida submetidas a centrifugag@o com 1.175rpm durante 10 minutos para separar as hemacias
aglutinadas das ndo aglutinadas. As hemacias ndo aglutinadas atravessaram a coluna de gel até a
sua base, enquanto as hemadcias aglutinadas pela formagio do complexo antigeno anticorpo foram
retidas na parte superior ou no transcorrer da coluna de gel.

O resultado foi considerado negativo quando as hemacias em sua totalidade atingiram a

base do microtubo com coluna de gel, e positivo quando as hemacias no atingiram em sua
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totalidade a base da coluna de gel do microtubo, variando de um resultado positivo fraco até 4+,
conforme a distribui¢do das mesmas no percurso através da coluna de gel (Figura 2).

Durante a realizagdo da identificagdo de aloanticorpo com tratamento enzimatico, foi
utilizado /D-Diluent i (Bromelina), adicionando 25uL de ID-Diluent 1 nos doze microtubos
utilizados no teste.

Os equipamentos necessarios foram: /D-Dispenser, ID-Pipetor, 1ID-Working table, ID-

Incubator, 1D-Centrifuge, todos produzidos pela DiaMed diagnostic and medical products,

Suiga.

Descricdes das técnicas e testes utilizados

Técnica de obtencdo de soro do receptor
1. Deixar o tﬁbo de coleta de amostra de sangue sem anticoagulante em repouso por 10
minutos a temperatura ambiente;
2. Centrifugar o tubo de coleta de amostra de sangue sem anticoagulante por 10 minutos a
3.400rpm;

3. Transferir apenas o sobrenadante para outro tubo de hemdlise identificado previamente.

Técnica de preparo de suspensio de hemacias do doador a 1%
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1. Deixar o tubo de coleta de amostra de sangue com anticoagulante em repouso por 10
minutos & temperatura ambiente;

2. Centrifugar o tubo de coleta de amostra de sangue com anticoagulante por 10 minutos a
3.400rpm,;

3. Identificar um tubo de hemolise para suspensdo de hemaécias a 1%;

4. Adicionar, ao tubo de hemolise identificado, 1mL de ID-Diluent 2 ¢ 10uL de hemacias
sedimentadas apos a centrifugagéo;

5. Homogeneizar a suspensdo.

Teste de deteccdio de aloanticorpos eritrocitarios

1. Identificar a cartela /D-NaCl, escrevendo o nome do receptor, data da realizagio do teste,
e um microtubo para as hemacias teste [, € outro microtubo para hemacias teste II, € outro
microtubo para autocontrole (Ac);

2. Homogeneizar as hemadcias teste I e Il (/D-DiaCell I-II);

3. Remover a pelicula de aluminio que recobre os microtubos;

4. Pipetar e adicionar 50uL de cada hemacia teste [ e II (/D-DiaCell I-1]) no microtubo
correspondente a identificagio;

5. Pipetar e adicionar 50pul da suspensdo de hemacias a 1% do receptor no microtubo
1dentificado para realizag@o do teste de autocontrole;

6. Adicionar 25uL de soro do receptor nos trés microtubos identificados;

7. Incubar a cartela /D-NaCl por 15 minutos a 37°C no /D-Incubator;

8. Centrifugar a cartela /D-NaCl por 10 minutos no /D-Centrifuge a 1.175rpm,

9. Ler e anotar os resultados.

32



Teste de identificacdo de aloanticorpos eritrocitarios a 37°C

i

Identificar duas cartelas /D-NaCl, escrevendo o nome do receptor, data da realiza¢io do
teste, e os microtubos de 1 a 11 e autocontrole (Ac);

Homogeneizar as hemacias teste 1 a 11 do ID-DiaFPanel,

Remover a pelicula de aluminio que recobre os microtubos;

Pipetar e adicionar 50uL de cada hemacia teste 1 a 11 (/D-DiaPanel) nos respectivos
microtubos identificados;

Pipetar e adicionar 50ul. da suspensdo de hemacias a 1% do receptor no microtubo
identificado para realizagdo do teste de autocontrole;

Adicionar 25uL de soro do receptor nos doze microtubos identificados;

Incubar as cartelas /D-NaCl por 15 minutos a 37°C no I/D-Incubator;

Centrifugar as cartelas /D-NaCl por 10 minutos no /D-Centrifuge a 1.175rpm;

Ler e anotar os resultados.

Teste de identificacio de aloanticorpos eritrocitarios a temperatura ambiente

1.

Idenﬁﬁcar duas cartelas /D-NaCl, escrevendo o nome do receptor, data da realizagdo do
teste, e os microtubos de 1 a 11 e autocontrole (Ac);

Homogeneizar as hemacias teste 1 a 11 do /D-DiaPanel,

Remover a pelicula de aluminio que recobre os microtubos%’

Pipetar e adicionar 50uL de cada hemacia teste 1 a 11 (/D-DiaPanel) nos respectivos

microtubos identificados;
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Pipetar e adicionar 50uL da suspensdo de hemacias a 1% do receptor no microtubo
identificado para realizagdo do teste de autocontrole;

Adicionar 25uL de soro do receptor nos doze microtubos identificados;

Incubar as cartelas /D-NaCl por 15 minutos a temperatura ambiente;

Centrifugar as cartelas /D-NaCl por 10 minutos no /D-Centrifuge a 1.175rpm;

Ler e anotar os resultados.

Teste de identificaciio de aloanticorpos eritrocitarios a 4°C

1.

2.

Colocar duas cartelas /D-NaCl a temperatura de 4°C por 30 minutos;

Identificar as duas cartelas /D-NaCl resfriadas, escrevendo o nome do receptor, data da
realizac@o do teste, e os microtubos de 1 a 11 ¢ Ac (autocontrole);

Homogeneizar as hemacias teste 1 a 11 do /D-DiaPanel;

Remover a pelicula de aluminio que recobre os microtubos;

Pipetar e adicionar 50pL de cada hemacia teste 1 a 11 (ID-DiaPanel) nos respectivos
microtubos identificados;

Pipetar e adicionar 50uL da suspensdo de hemacias a 1% do receptor no microtubo
identiﬁc:ado para realizagdo do teste de autocontrole;

Adicionar 25uL de soro do receptor nos doze microtubos identificados;

Incubar as cartelas /D-NaCl por 60 minutos a 4°C;

Centrifugar as cartelas /D-NaCl por 10 minutos no /D-Centrifuge a 1.175rpm,;

10. Ler e anotar os resultados.
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Teste de identificacio de aloanticorpos eritrocitarios a 37°C tratados com enzima
(Bromelina)
1. Identificar duas cartelas /D-NaCl, escrevendo o nome do receptor, data da realiza¢do do
teste, € os microtubos de 1 a 11 e autocontrole (Ac);
2. Homogeneizar as hemdcias teste 1 a 11 do ID-DiaPanel,;
3. Remover a pelicula de aluminio que recobre os microtubos;
. 4. Pipetar e adicionar 50uL de cada hemacia teste 1 a 11 (ID-DiaPanel) nos respectivos
microtubos identificados;
5. Pipetar e adicionar 50uL da suspensfo de hemacias a 1% do receptor no microtubo
identificado para realizag@o do teste de autocontrole;
6. Adicionar 25uL de soro do receptor nos doze microtubos identificados;
7. Adicionar 25uL de ID-Diluent I nos doze microtubos identificados;
8. Incubar as cartelas /D-NaCl por 15 minutos a 37°C no /D-Incubator;
9. Centrifugar as cartelas /D-NaCl por 10 minutos no /D-Centrifuge a 1.175rpm;

10. Ler e anotar os resultados.

Interpretacio de resultados

O resultado foi considerado negativo quando as hemadcias.em sua totalidade atingiram a

base do microtubo com coluna de gel.
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O resultado foi considerado positivo quando as hemacias ndo atingiram em sua totalidade
a base da coluna de gel do microtubo, variando de um resultado positivo fraco até 4+, conforme a

distribuigdo das mesmas no percurso através da coluna de gel (Figuras 2 e 3).

Analise da fase de deteccao

Reagdo negativa indicou a auséncia de aloanticorpo eritrocitario detectavel no soro do
receptor.

Reacgdo positiva com uma ou duas amostras de hemacias testes imt'mofenotipadas e
autocontrole negativo, indicou a presenga de aloanticorpo eritrocitario no soro do receptor.

Reagdo positiva com as duas amostras de hemacias teste imunofenotipadas e autocontrole
positivo, provavelmente foi devida a reagfio nfio especifica, ou presenga de auto-anticorpo
eritrocitario no soro do receptor.

O microtubo para os testes de auto-controle deve apresentar resultado negativo. O

resultado positivo invalidou os resultados dos testes.

Andlise da fase de identificacido

Os resultados observados em cada hemacia teste imunofenotipada do painel foram
anotados e comparados com as informagdes fornecidas pela DiaMed através de uma tabela, com
0 cruzamento dessas informagdes possibilitou a possivel identificagdo do aloanticorpo
eritrocitario. O autocontrole com resultado positivo invalidou os resultados. Resultados positivos

em todas as hemadcias testes do painel, € com o teste de autocontrole apresentando resultado
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negativo foram provavelmente devido a reag@o ndo especifica, ou poderia indicar a presenga de

aloanticorpo eritrocitario dirigido contra um antigeno de alta freqiiéncia.
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ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica, realizada no laboratorio de Estatistica do Departamento de
Matematica e Estatistica da Universidade Federal do Ceard, utilizou a avaliagdo descritiva dos
dados, o teste exato de Fisher, o teste qui-quadrado, o teste t de Student, para avaliar a
significancia de associagdes entre as variaveis estudadas. O nivel de significincia maximo de 5%
toi considerado para definir associagdes significativas. O teste de regressdo logistica foi utilizado

para modelar o efeito de varidveis de desfecho dicotomico. Foi utilizado o programa SPSS for

Windows.
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RESULTADOS

No periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2001, 6.191 pacientes foram transfundidos
com concentrados de hemacias, no Instituto Doutor Jos¢ Frota (IJF), o que representa 1,5% dos
pacientes atendidos nesse periodo. Desses, foram excluidos 501 (8,09%) receptores; sendo que 06
(0,1%) apresentaram aloanticorpos eritrocitarios detectados antes de ser transfundidos no IJF, e
495 (7,99%) permaneceram internados no IJF por um periodo inferior a uma semana por alta
hospitalar ou 6bito. A populagdo incluida foi constituida de 5.690 (91,91%) receptores.

Dos 5.690 receptores, 4.025 (70,74%) eram do sexo masculino, com a idade variando
entre 1 a 88 anos, € 1.665 (29,26%) do sexo feminino, com a idade variando entre 1 a 85 anos.
Foram transfundidas 16.547 unidades de concentrados de hemacias, sendo 11.967 (72,32%) nos
receptores do sexo masculino, e 4.580 (27,68%) nos receptores do sexo feminino. A média de
unidades transfundidas foi de 2.97 unidades por receptor masculino (1 a 22 unidades) com desvio

padrdo de 2.60, e 2.75 unidades por receptor feminino (1 a 21 unidades) com desvio padrdo de

2.75 (Tabela 2).
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Tabela 3 — Distribuigdo do nimero de concentrados de hemacias transfundidos em fungdo do

SE€XO0.
CONCENTRADOS DE HEMACIAS DESVIO
SEXO TRANSFUNDIDOS MEDIA PADRAO
n(%)
Masculino 11.967 (72,32) 2,97 2.60
n=4.025
Feminino 4.580 (27,68) 2,75 2.75
n=1.665
Total 16.547 (100) 2,91 2.40
n=>5.690

A distribuigdo dos receptores em fungdo do sistema de grupo sangiineo ABO e antigeno
D, foi a seguinte: O positivo 2.784 (48,93%) receptores, A positivo 1.807 (31,76%) receptores, B
positivo 473 (8,32%) receptores, O negativo 246 (4,32%) receptores, A negativo 176 (3,09%)
receptores, AB positivo 131 (2,3%) receptores, B negativo 49 (0,86%) receptores, e AB negativo
24 (0,42%) receptores (Tabela 3).

A distribuigdo dos concentrados de hemacias em fungéo do sistema ABO e antigeno D,
foi a seguinte: O positivo 8.142 (49,21%) unidades, A positivo 5.273 (31,87%) unidades, B

positivo 1.387 (8,38%) unidades, O negativo 674 (4,07%) unidades, A negativo 503 (3,04%)

42



unidades, AB positivo 380 (2,3%) unidades, B negativo 136 (0,83%) unidades, € AB negativo 52

(0,3%) unidades (Tabela 3).

Tabela 4 — Distribui¢do dos receptores e concentrados de hemacias transfundidos em funcio do

sistema ABO e antigeno D.

SISTEMA ABO | RECEPTORES % CONCENTRADOS DE %
ANTIGENO D (n) HEMACIAS (n)

O positivo 2.784 48,93 8.142 49,21
A positivo 1.807 31,76 5.273 31,87
B positivo 473 8,32 1.387 8,38
O negativo 246 432 674 4,07
A negativo 176 3,09 503 3,04
AB positivo 131 2,30 380 2,30
B negativo 49 0,86 136 0,83
AB negativo 24 0,42 52 0,30
Total 5.690 100 16.547 100

Em 120 receptores (2,1%) foram detectados aloanticorpos’eritrocitarios, sendo 60 (50%)

do sexo masculino, e 60 (50%) do sexo. feminino. O percentual de aloimunizagio na populagio

masculina foi de 1,49 e 3,6 na populagdo feminina. Esses receptores apresentaram idade média de

40.91 anos, sendo 35.7 anos para o sexo masculino com desvio padrdo de 19.60, e 46.13 anos
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para o sexo feminino com desvio padrdo de 18.30 (Tabela 4). O risco de ocorréncia foi 2.42

maior na populagdo feminina, variando entre 1.7 a 3.4 vezes (p < 0,0001).

Tabela 5 — Distribuig@o dos receptores aloimunizados em fung¢éo do sexo e das médias de idade.

SEXO n (%) IDADE MEDIA (anos)
Masculino 60 (1,49) 35,70
Feminino 60 (3,60) 46,13
Total 120 (2,10) 40,91
n(%) p < 0,0001

idade média p = 0,003

Nos 60 casos do sexo feminino, 56 receptoras (93,33%) tinham histéoria de gestagéo
prévia e média transfusional de 4.46 unidades, e 4 receptoras (6,67%) ndo tinham histéria de
gestacio prévia e média transfusional de 3.50 unidades.

Os internamentos dos receptores aloimunizados foram motivados por situagdes
emergenciais, em que predominou o trauma, com 85 receptores (70,83%), sendo 48 do sexo
masculino (80%), e 37 do sexo feminino (61,67%); outros 30 receptores (25%) foram internados

devido a motivos clinicos, € 5 receptores (4,17%) devido a motivos cirrgicos (Tabela 5).
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Tabela 6 — Distribui¢do dos receptores aloimunizados em fungdo do motivo do internamento e

$SeX0.
MQOTIVO DO ALOIMUNIZADOS TOTAL
INTERNAMENTO Masculino — n (%) Feminino — n (%) n (%)
Trauma 48 (80,00) 37 (61,67) 85 (70.83)
Clinico 12 (20,00) 18 (30,00) 30 (25,00)
Cirargico 0 (0,00) 5 (8,33) 5(4.17)
Total 60 (100) 60 (100) 120 (100)
p=0,2765

A distribuicdo do sistema de grupo sangiiineo ABO e antigeno D nos receptores
aloimunizados, foi a seguinte: O positivo 44 (36,67%) receptores, A positivo 36 (30%)
receptores, O negativo 18 (15%) receptores, A negativo 07 (5,83) receptores, B positivo 06 (5%)
receptores, AB positivo 04 (3,33%) receptores, B negativo 03 (2,5%) receptores, € AB negativo
02 (1,67%) receptores. (Tabela 6). A distribuigdo em fungdo do antigeno D nos receptores
aloimunizados foi a seguinte: 90 (75%) receptores com presenga do antigeno D, e 30 (25%)
receptores com auséncia do antigeno D (Tabela 7).

Foram transfundidas nos receptores aloimunizados 562 unidades, sendo 298 (53,02%)
unidades em receptores do sexo masculino, e 264 (46,98%) unidades nos receptores de sexo
feminino, produzindo a média de 4.68 unidades por receptor com desvio padréo de 4.25, sendo a
média de 4.97 unidades por receptor do sexo masculino com desvio padrdo de 4.50, e 4,40

unidades por receptor do sexo feminino com desvio padrdo de 3.99 (Tabela 8).
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Tabela 7 — Distribuig¢@io de receptores de concentrados de hemacias transfundidos em fungfo da

tipagem sangiiinea do sistema ABO e antigeno D, e da aloimunizagio.

TIPAGEM

ALOIMUNIZACAO

TOTAL
SANGUINEA Sim — n (%) Nzo — n (%) n (%)
O positivo 44 (36,67) 2.740 (49,19) 2.784 (48,93)
A positivo 36 (30,00) 1.771 (31,80) 1.807 (31,76)
B positivo 6 (5,00) 467 (8,38) 473 (8,32)
O negativo 18 (15,00) 228 (4,09) 246 (4,32)
A negativo 7 (5,83) 169 (3,03) 176 (3,09)
AB positivo 4(3,33) 127 (2,28) 131 (2,30)
B negativo 3(2,50) 46 (0,83) 49 (0,86)
AB negativo 2 (1,67) 22 (0,40) 24 (0,42)
Total 120 (100) 5.570 (100) 5.690 (100)
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Tabela 8 — Distribui¢do dos receptores de concentrados de hemacias em fungéo do antigeno D e

da aloimunizagio.

ANTIGENO D ALOIMUNIZACAO TOTAL
Sim —n (%) Nao —n (%) n (%)
Positivo 90 (75,00) 5.105 (91,65) 5.195 (91,30)
Negativo 30 (25,00) 465 (8,35) 495 (8,70)
Total 120 (100) 5.570 (100) 5.690 (100)
p <0,0001

Tabela 9 — Distribui¢do do niimero médio de concentrados de hemacias transfundidos em fungdo

do sexo e aloimunizagio.

ALOIMUNIZACAO
SEXO Sim Nao
Média de CHT | Média de CHT P
Masculino 4,97 2,94 0,001
Feminino 4.40 2.69 0,002
Total 4,68 2,87
P 0,468 <0,0001

CHT - concentrados de hemacias transfundidos
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Nos 120 receptores aloimunizados foram detectados 137 aloanticorpos, 71 (51,82%)
aloanticorpos eritrocitarios na populagdo masculina, e 66 (48,18%) na populagdo feminina.
Desses foram identificados 130 aloanticorpos, que correspondem a 94,89%, e 7 aloanticorpos
(5,11%) ndo foi possivel identificar.

Os aloanticorpos eritrocitarios mais freqiientes foram: anti-E 25 (18,25%), anti-D 22
(16,06%), anti-M 16 (11,68%), anti-Kell 12 (8,76%), e anti-Jk* 8 (5,84%) (Tabela 9).

O intervalo de tempo para a detecgdo de aloanticorpos éritrocitérios variou entre 03 ¢ 97
dias, com a média global de 20.88 dias (Tabela 9). Os aloanticorpos eritrocitarios mais freqiientes
apresentaram as seguintes médias: anti-E 24.48 dias, anti-D 19.73 dias, anti-M 23.62 dias, anti-
Kell 21.75 dias, anti-Jk* 23.25 dias.

Os riscos de aloimunizagdo, ou seja, a razdo entre o nimero de aloanticorpos eritrocitarios
detectados e o numero de concentrados de hemacias transfundidos, foram: risco global 0,83%, no
sexo masculino 0,59%, e nos sexo feminino 1,44% (Tabela 10).

Em 13 (10,83%) receptores aloimunizados foram detectados mais de um aloanticorpo
eritrocitario, sendo 7 (53,85%) receptores do sexo masculino e 6 (46,15%) do sexo feminino.
Nestes, foram» identificados 30 (21,89%) aloanticorpos eritrocitarios, sendo 18 (60%) nos
receptores do sexo masculino, € 12 (40%) no de sexo feminino.

A média de concentrados de hemacias transfundidos nestes receptores foi de 5 unidades
com desvio padrdo de 5.34, nos do sexo masculino foi de 4.43 unidades com desvio padrdo de
2.88, € nos do sexo feminino 5.67 unidades com desvio padrdo de 7.58 (Tabela 11). A idade
média nos receptores do sexo masculino foi de 30,14 anos com desvio padrdo de 5.21, e no sexo

feminino 51.5 anos com desvio padrdo de 15.19 (Tabela 12).
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Tabela 10 — Distribui¢do dos aloanticorpos eritrocitarios detectados em fungdo do tempo

transcorrido apos a primeira transfusfo de concentrado de hemacias.

ALOANTICORPO n (%) INTERVALO (dias) MEDIA (dias)
Anti-E 25 (18,25) 3-97 24,48
Anti-D 22 (16,06) 5-91 19,73
Anti-M 16 (11,68) 7-85 23,62

Anti-Kell 12 (8,75) 9—43 21,75
Anti-Jk* 8 (5,84) 1038 23,25
Anti-C 7(5,11) 7-36 15,29
Anti-Le® 7(5,11) 11-97 30,43
Anti-¢ 7(5,11) 5-97 26,57
Indeterminado 7(5,11) 5-65 17,00
Anti-g 5(3,65) 15-31 21,80
Outros 21 (15,33) 6— 85 23,4
Total 137 (100) 3-97 20,88
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Tabela 11 — Risco de aloimunizagido em fungio do sexo.

SEXO CHT ALOANTICORPOS RISCO (%)
(n) (n)
Masculino 11.967 71 0,59
Feminino 4.580 66 1,44
Total 16.547 137 0,83

CHT — concentrados de hemacias transfundidos

Tabela 12 — Distribuigdo de receptores aloimunizados com mais de um aloanticorpo em fungéo

do sexo e da média de concentrados de hemacias transfundidos.

SEXO RECEPTORES (n)| ALOANTICORPOS | MEDIA de CHT P
(n)
Masculino 53 01 5,04 0,528
7 >01 443
Feminino 54 01 426 0,032
6 >01 5,67

CHT - concentrados de hemacias transfundidos.
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Tabela 13 — Distribuigdo de receptores aloimunizados em fungdo do niamero de aloanticorpos e

das médias de idade.

SEXO | RECEPTORES | ALOANTICORPOS | IDADE MEDIA (anos) p
(n) (n)
Masculino 53 01 36,43 0,020
7 > 01 30,14
Feminino 54 01 45,54 0,685
6 > 01 51,50

Em 5.570 receptores ndo foram detectados aloanticorpos eritrocitarios: 3.965 (71,18%)
eram do sexo masculino e 1.605 (28,82%) do sexo feminino. A faixa etaria média dos receptores
ndo aloimunizados foi de 35.62 anos, sendo de 30.3 nos do sexo masculino, € 40.94 anos nos do
sexo feminino (Tabela 13).

A distribuigdo do sistema ABO e antigeno D nos receptores ndo aloimunizados, mostrou:
O positivo 2.740 (49,19%), A positivo 1.771 (31,80%), B positivo 467 (8,38%), O negativo 228
(4,09%), A negativo 169 (3,03%), AB positivo 127 s (2,28%), B negativo 46 (0,83%), e AB
negativo 22 (0,40%) (Tabela 6). A distribuigdo em fungdo do antigeno D nos receptores ndo
aloimunizados foi de 5.105 (91,65%) com presenga do antigeno D, e 465 (8,35%) com auséncia

do antigeno D (Tabela 7).
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Tabela 14 — Distribuigio das médias de idade em fungdo do sexo e aloimunizagdo.

IDADE MEDIA (anos)
SEXO ALOIMUNIZACAO
Sim Nio
Masculino 35,70 30,3
Feminino 46,13 40,94
Total 40,91 35,62

A média de concentrados de hemacias transfundidas nos receptores néio aloimunizados foi

de 2.87 unidades por receptor com desvio padrdo de 2.45, sendo 2.94 unidades para o sexo

masculino com desvio padrdo de 2.50, e 2.69 unidades para o sexo feminino com desvio padrdo

de 2.27(Tabela 8).
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DISCUSSAO

A aloimunizagéo eritrocitaria pos-transfusional depende da imunogenicidade do antigeno
e da capacidade do sistema imune do receptor em responder a estimulacéio antigénica e produzir
anticorpos. A presenca de aloanticorpos eritrocitarios pode resultar em dificuldade na obtengdo
de sangue compativel em transfusdes posteriores, reagdes transfusionais hemoliticas imediatas ou
tardias, e doenga hemolitica do recém nascido.

A distribuig@o do sistema de grupo sangiiineo ABO e antigeno D dos participantes desse
estudo é semelhante a da nossa populacdo (Tabela 3) (NEVES, 1987, SANTOS, 1990).

A incidéncia da aloimunizagdo eritrocitaria varia conforme a populagdo estudada, as
patologias dos receptores, e as suas necessidades transfusionais. Em portadores de anemias
hemoliticas constitucionais, a incidéncia varia entre 2,6 ¢ 76% na doenga falciforme, € entre 5 e
22% nos talassémicos (WALLHERMFECHTAL, 1984; DAVIES, 1985, MICHAIL-
MERIANOU, 1987, FONGSATIKUL, 1988; TARDTONG, 1988; LUBAN, 1989;

VICHINSKY, 1990; SPANOS, 1990; HMIDA, 1994; SINGER, 2000; OLUJOHUNGBE, 2001).
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Na anemia hemolitica auto-imune a incidéncia varia entre 16,4 € 20,4% (WALLHERMFECTEL,
1984; SO, 2000), e nas outras doengas auto-imunes entre 28 ¢ 30% (RAMSEY, 1995). Nos
receptores com sindrome mielodisplasica a incidéncia relatada ¢ de 21%, enquanto que em outras
patologias hematologicas neoplasicas € 10,7% (STIEGLER, 2001), e nas doengas oncologicas em
geral € 9% (SCHONEWILLE, 1999). Na insuficiéncia renal cronica, a incidéncia varia entre 1,73
e 10%. Essa variagdo depende da disponibilidade de eritropoetina para uso farmacologico
reduzindo assim a necessidade transfusional desses pacientes (DOMEN, 1988; BRANTLEY,
1988; RAMSEY, 1989; ANGULO, 1999). Nés transplantados renais a variagfo ¢ de 8,6 ¢ 9%
(BRANTLEY, 1988; ANGULO, 1999). Nos portadores de hepatopatia cronica com hemorragia
digestiva alta e politransfundidos, a incidéncia alcanga 8%, e nos transplantados hepaticos varia
entre 6,3 € 9,5% (BRANTLEY, 1988; RAMSEY, 1989). Nos transplantes de pulméo e coragdo €
de 2,1% (CUMMINS, 1995).

Em receptores transfundidos em cirurgias gerais a incidéncia ¢ de 8% (CUMMINS,
1995), nas cirurgias cardiacas entre 2,4 e 14% (WALLHERMFECHTEL, 1984, CUMMINS,
1995). Em receptores submetidos a miltiplas transfusdes, independente da patologia de base, a
incidéncia varia entre 3,7 ¢ 11,8% (BRANTLEY, 1988; FLUIT, 1990).

Em mulheres transfundidas durante a gravidez a incidéncia € inferior a 1% (HEDDLE,
1993), e sobe para 26%, quando é realizada transfusdo intra-uterina (VIETOR, 1994),
provavelmente devido a perda de continuidade da membrana amniotica durante o procedimento,
ja que a indicagdo transfusional se deve a incompatibilidade sangﬁi“nea entre a mée e o feto.

Foi observada uma incidéncia de aloimunizagdo eritrocitaria em doadores de sangue de
0,25% (CUMMINS, 1995), enquanto . que em pacientes hospitalizados que necessitam de

transfus@o de hemacias alcanga 3,7% (SO, 2000).
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No presente estudo, a incidéncia de pacientes previamente aloimunizados foi de 0,1%,
numero bastante inferior ao descrito por SO e colaboradores (SO, 2000), e ainda inferior aquele
relatado em doadores de sangue por CUMMINS e colaboradores (CUMMINS, 1995).
Provavelmente a mener incidéncia nesse estudo ocorreu devido as diferengas de etnias entre as
populagdes, ou a selegdo imposta pelas caracteristicas no atendimento do Instituto Doutor José
Frota, com pacientes constituidos principalmente de jovens, vitimas de trauma ou condigdes
clinicas agudas, sem co-morbidades cronicas.

A incidéncia de 2,1% de aloimunizagdo encontrada no presente estudo pode estar
subestimada, devido a possibilidade de alguns receptores aloimunizados ndo terem sido
detectados porque a permanéncia no hospital foi insuficiente para a expressdo sorologica do

aloanticorpo.

Existe controvérsia quanto ao risco de aloimunizagdo eritrocitaria em fung@o do sexo.
WALKER e colaboradores demonstraram maior incidéncia no sexo feminino (WALKER, 1989)
¢ FLUIT e colaboradores ndo reproduziram esse achado (FLUIT, 1990). O risco € duas vezes
maior na populagdo feminina, quando ha histdria de gestag@o prévia, no entanto, se equipara entre
os sexos quando afastado esse fator (WALKER, 1989). Ressalta-se que a gravidez constitui um
estimulo menor para o desenvolvimento de aloanticorpo eritrocitario do que a transfusdo
sangiiinea, pois a variedade de antigenos esta limitada aos do pai do feto, € a quantidade de
hemacias do feto que entra na circulagdo materna € bastante pequena, embora algumas mulheres

tenham historia de gravidez de companheiros distintos.

Nesse estudo, a populagio foi constituida de pessoas vitimadas por trauma, € condigdes

agudas atendidas em hospital de emergéncia. A predominéncia entre os receptores foi do sexo
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masculino com 70,74% e 29,26% do sexo feminino. A distribuigdo dos concentrados de hemacias
transfundidos foi de 72,32% das bolsas para os receptores masculinos, € 27,68% para os
receptores femininos, resultando em médias transfusionais estatisticamente semelhantes: 2.97
boisas de concentrados de hemadcias para cada receptor masculino, e 2.75 bolsas para cada
receptor feminino. Apesar dos valores descritos acima, a incidéncia de aloimunizagio entre os
sexos foi distinta e de significado estatistico, sendo 1,49% no sexo masculino e 3,6% no sexo
feminino (p < 0,0001), produzindo um risco de 2.4 vezes maior na populagio feminina, com uma

variagdo entre 1.7 a 3.4 vezes.

Na populacio feminina 93,3% (56 receptoras) tinham historia de gestagdo prévia,
ressaltando que a média de concentrados de hemacias transfundidos entre as mulheres com ou
sem historia gestacional nfio apresentaram diferenga estatistica significante, afastando a
possibilidade de viés pelo nimero de bolsas transfundidas. Esses dados reproduzem os achados
de WALKER e colaboradores (WALKER, 1989), nos quais a sub-populagio feminina com
gestagdes prévias apresentam um risco duas vezes maior de aloimunizagdo que a populagéo
feminina sem historia gestacional prévia e a populagido masculina.

O risco de aloimunizagdo, definido como a razfo entre o numero de aloanticorpos
eritrocitarios detectados € o numero total de concentrados de hemacias transfundidos, varia entre
0,5 € 5,9% (SCHONEWILLE, 1999). A probabilidade de um individuo produzir um aloanticorpo
¢ de aproximadamente 0,4 a 1% por unidade de hemadcias transfundida (WALKER, 1989). Nesse
estudo, o risco de aloimunizagdo foi de 0,83%, semelhante ao acimia descrito.

A média de concentrados de hemacias transfundidos nos receptores politransfundidos que
desenvolveram aloimunizagéo eritrocitaria varia entre 16 ¢ 25 bolsas (RAMSEY, 1989; FLUIT,

1990, SCHONEWILLE, 1999). Nos encontramos a média de 4.68 concentrados de hemacias por
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receptor aloimunizado, o que esta muito abaixo da descrita na literatura. Essa diferenga pode ser
explicada pelas caracteristicas dessa populagdo estudada, por ser constituida de receptores
previamente higidos e com condigdes morbidas agudas, e sem necessidade de transfusdes de
concentrados de hemacias de repetigio. E provavel que esses resultados, risco transfusional de
0,83% com uma média transfusional de 4.68 bolsas por receptor, seja decorrente da realizagéo de
tipagens sangiiineas dos receptores apenas para o sisttma ABO, e antigeno D, uso rotineiro de
transfusdes de concentrados de hemacias ndo desleucotizados, deficiéncia na disponibilidade de
concentrados de hemécias Rh negativos, € a populagdo estudada ser constituida de individuos
previamente higidos sem evidéncia de imunodepressao.

Existe relato de maior incidéncia de aloimunizagdo eritrocitdria em receptores que se
expdem a transfuses de concentrados de hemacias ndo leucodepletados (SINGER, 2000). No
presente estudo nenhuma transfusiio de concentrado de hemaécias realizada foi desleucocitadas.

A diferenga entre a média de concentrados de hemacias transfundidos € os receptores que
desenvolveram ou ndo aloanticorpos apresentou significncia estatistica para ambos 0s sexos:
masculino (p = 0,001) e feminino (p = 0,002). Determinando a associagdo de risco de
aloimunizagfo eritrocitaria com a maior exposi¢io de antigenos eritrocitarios ndo proprios.

A tentétiva de detec¢do de um novo aloanticorpo eritrocitdrio em receptores
aloimunizados deve ser uma preocupagdo constante, devido as dificuldades e os riscos
transfusionais em portadores de multiplos aloanticorpos eritrocitarios. Receptores aloimunizados
apresentam uma probabilidade maior de 2.7 a 3.3 vezes de desenvolver outro aloanticorpo, que a
populagdo ndio aloimunizada, em desenvolver o primeiro (FLUIT, 1990, SCHONEWILLE,
1999). STRUPP ¢ colaboradores (1998) relataram as dificuldades de identificar aloanticorpos do

sistema Dombrock quando da presenga de outros aloanticorpos ou autoanticorpos. Identificamos
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em 13 (10,83%) dos 120 receptores aloimunizados mais de um aloanticorpo eritrocitario,
representando um risco de 3.1 vezes maior de desenvolver um outro aloanticorpo, que os
receptores ndo aloimunizados de desenvolver o primeiro aloanticorpo, dado semelhante ao
descrito na literatura.

A média de concentrados de hemaécias transfundidos em receptores aloimunizados com
apenas um aloanticorpo identificado foi de 4,64 bolsas, € nos portadores de mais de um
aloanticorpo foi de 5 concentrados de hemacias. Apesar desse achado reforgar que o numero de
concentrados de hemacias transfundidos ¢ um fator de fisco, pois aumenta a variabilidade de
antigenos ndo proprios expostos ao sistema imune do receptor, encontramos significado
estatistico apenas no sexo feminino (p = 0,032). Uma possibilidade para a ndo significncia
estatistica no sexo masculino, seja talvez pela diferenga estatisticamente significativa entre a
idade média dos receptores masculinos (p = 0,020), o que nfio ocorreu com os receptores do sexo
feminino que apresentavam idade média semelhante (Tabelas 11 e 12). Os receptores do sexo
masculino mais jovens apresentaram maior risco de desenvolver um segundo aloanticorpo
eritrocitario, apesar da média de transfus@o de concentrados de hemacias ser semelhante.

Os relatos de aloanticorpos eritrocitarios detectados com maior freqiéncia foram: anti-E e
anti-Kell (DOMEN, 1988; RAMSEY, 1989; FLUIT, 1990; VICHINSKY, 1990; HEDDLE,
1993; GALA, 1994; REDMAN, 1996; SCHONEWILLE, 1999; OLUJOHUNGBE, 2001), anti-C
e anti-Kell (ANGULO, 1999), anti-E e anti-C (LUBAN, 1989) e anti-E (FONGSATIKUL, 1988).
No nosso estudo, os mais freqiientes, em ordem decrescente, foram: anti-E, anti-D, anti-M, e anti-
Kell. Essa diferen¢a demonstra a dificuldade, nesse hospital, de disponibilizagdo de concentrados
de hemacias com antigeno D negativo para receptores isogrupo, que pode ter resultado nessa

elevada freqiiéncia na aloimunizagdo por anti-D, produzindo um importante problema de saude
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publica, principalmente na populagdo feminina. No estudo de CASANUEVA e colaboradores
(CASANUEVA, 1994) a aloimunizag@o por anti-D em receptores portadores de neoplasias
variou entre 7,8 a 12,3%, devido as mesmas dificuldades aqui apresentadas. A incidéncia de
aloanticorpos dos sistemas de grupos sangiiineos Rh e Kell no estudo de SCHONEWILLE e
colaboradores (SCHONEWILLE, 1999) foi de 73%, e nesse estudo foi de 59,85%.

Na associagdo de multiplos aloanticorpos observa-se que a maior freqii€ncia € enﬁe anti-E
com anti-c (SHIREY, 1994; SCHONEWILLE, 1999). Nesse estudo a maior freqiiéncia de
éssociac;ﬁo foi entre anti-C com anti-D, e a segunda maior freqii€ncia foi entre anti-E com anti-c,
demonstrando mais uma vez a alta incidéncia de aloimunizagfo eritrocitaria com anti-D,
possivelmente pela ndo disponibilizagdo de hemacias Rh negativas suficientes para a demanda.

N&o observamos significdncia estatistica entre as varidveis sexo e motivos de
atendimentos no Instituto Doutor José Frota, devido a miss@io do hospital estar focada no
atendimento ao trauma.

E importante salientar que nem sempre ¢ possivel identificar os aloanticorpos
eritrocitarios, devido a limitagGes das técnicas e hemacias teste imunofenotipadas disponiveis.
SCHONEWILLE e colaboradores (SCHONEWILLE, 1999) relataram a ndo identificagdo em até
22.5% dos (;asos. Nesse estudo em apenas 5,11% dos casos ndo foi possivel identificar os
aloanticorpos, utilizando o mesmo método de gel centrifugacdo. O maior indice de identificagéo
de aloanticorpos em nossa populagdo provavelmente se deve a auséncia de auto-anticorpos
eritrocitarios, e as peculiaridades dos receptores que apresentaram Fondigées clinica agudas e ndo
eram portadores de co-morbidades ou doengas cronicas.

A presenga de um aloanticorp(; eritrocitario ndo implica necessariamente em efeitos

deletérios ao portador, como reagdo transfusional hemolitica. Para RAMSEY e colaboradores
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(RAMSEY, 1989) a incidéncia de aloanticorpos eritrocitarios com significado clinico esta entre
14 e 44%. Nesse estudo ndo foi quantificada a incidéncia de aloanticorpos eritrocitarios com
significado clinico, porque ndo foram realizados testes preditivos.

Os testes preditivos dos significado clinico de aloanticorpo eritrocitdrio t€ém sido
descritos, como: teste da monocamada de monécitos, teste de quimiluminescéncia, e teste de
citotoxicidade celular dependente de anticorpo. Esses testes nem sempre predizem a importancia
clinica n vivo em sua totalidade, a severidade da doenga hemolitica, € ndo demonstram a certeza
que ocorrera sobrevida das hemacias apds a transfusdo, devido a eséas limitagbes, os testes
funcionais necessitam melhorar em sensibilidade e especificidade (NANCE, 1987; ZUPANSKA,
1993; FABRON JR, 1998).

A presenga de reagdes transfusionais hemoliticas imediatas ou tardias em receptores
aloimunizados foi descrita em 11% dos casos (VICHINSKY, 1990). Nao conseguimos detectar e
ndo foram notificados casos de reagdes transfusionais hemoliticas imediatas ou tardias. Muitas
reacOes transfusionais hemoliticas tardias sdo assintomaticas ou mascaradas pela severidade da
condigdo clinica subjacente e limitagdes laboratoriais das investigagdes de possiveis reagdes
transfusionais hemoliticas tardias.

Os achados nesse estudo revelam a necessidade de melhor suporte hemoterapico em nosso
meio, para reduzir o risco de aloimunizagdo eritrocitaria pos-transfusional. Algumas
modificagdes no atual suporte hemoterapico, provavelmente resultariam em: introdugdo e
associagdo de técnica que utilize PEG para detectar aloanticorpos, transfundir hemacias
imunofenotipadas em mulheres com historia gestacional prévia, utilizar concentrados de
hemacias desleucocitados, estimular e treinar os médicos a utilizar métodos alternativos a

transfusdo de concentrados de hemacias. Essas medidas implicam na necessidade de
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investimentos em recursos tecnologicos, criagdo de comités transfusionais intra-hospitalares, e o
desenvolvimento de protocolos para indicag@o de transfusdo sangiiinea. Ha ainda a necessidade
de aprimorar a metodologia na captagdo de doadores de sangue antigeno D negativo, e de criar ou
aumentar o banco de dados com doadores especiais de fendtipos raros.

O carater agudo das condigdes tratadas nesse estudo sugere que os receptores envolvidos
ndo teriam indicagdes de transfusdes posteriores. Contudo, as mudangas no panorama médico e
social tém resultado no aumento da expectativa de vida da populagdo, na maior probabilidade de
cirurgias de repeti¢do, na introducio de novas modalidades terapéuticas, e implantagio rotineira
dos transplantes de oOrgdos, aumentando significativamente a possibilidade de suporte

hemoterapico posterior para esses receptores.
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CONCLUSOES

1. A incidéncia de aloimunizagdo eritrocitaria apos transfusdo de concentrados de hemacias
em receptores com condigdes clinicas agudas foi de 2,1%, no Instituto Doutor José Frota;

2. Em 94,2% dos casos foi possivel identificar os aloanticorpos eritrocitarios detectados;

3. Os aloanticorpos eritrocitarios identificados com maior freqii€ncia foram: anti-E (25 casos
—18,25%) e anti-D (22 casos — 16,06%);

4. Encontramos como principais fatores de riscoe para aloimunizag#o eritrocitaria a historia
de gravidez prévia e o nimero de concentrados de hemacias transfundidos;

5. O risco de aloimunizagdo eritrocitaria foi de 0,83%;

6. O tempo médio para detec¢@o de aloanticorpos foi de 20.88 dias.

64






Totalidade dos receptores transfundidos com concentrados de hemacias

!

Pesquisa de aloanticorpos eritrocitarios

!

Positiva (exclusio)

!

Negativa

Ty

Obito ou alta de receptores na primeira

semana (exclusio)

Receptores internados por um periodo minimo

de uma semana

Pesquisa negativa até a ~ Pesquisa positiva
alta ou 6bito do receptor l
Identificagdo do aloanticorpo

l

Pesquisa de novos aloanticorpos eritrocitarios

! i
Positiva Negativa
4 1
Identificagdo de novo — Continuar
aloanticorpo a pesquisa

Figura 4 — Desenho do estudo para detecgdo e identificag@io de aloanticorpos eritrocitarios apos

transfusio de concentrados de hemacias.
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Tema da pesquisa — Incidéncia de aloimunizagdo eritrocitaria apos transfus@o de concentrados de
hemacias

Objetivos da pesquisa — Avaliar e identificar risco associado a transfusdo de sangue
{aloimunizagdo), para que possamos reduzi-lo, aumentando a seguranga na transfusdo de sangue.

Informo ao sujeito da pesquisa ou ao seu representante legal que a participagdo no estudo ndo
trara riscos adicionais, pelo contrario podera ser benéfico, pois a detecgdo e identificagdo de
anticorpos irregulares (substincias que podem destruir os globulos vermelhos do sangue)
implicardo em transfusdo de sangue compativel com a presenga do anticorpo irregular
identificado, prevenindo o risco de reagdes adversas relacionadas a transfusdo de sangue.

Informo ao sujeito da pesquisa ou ao seu representante legal que a participagdo no estudo
implicara em coletas adicionais de amostras de sangue, para garantia de detecc@o e identificagdo
de anticorpos irregulares o mais precocemente possivel. O volume de sangue coletado em cada
oportunidade sera de 10mL, o que ndo acarretard qualquer repercussio na suas fungdes vitais ou
alteracdo do quadro clinico.

Esclareco ao sujeito da pesquisa ou ao seu representante legal as seguintes garantias:
1. Acesso a qualquer tempo as informagdes sobre procedimentos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas;
2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia;
3. Salvaguarda de confidéncia, sigilo e privacidade.

Declaro que apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, concordo em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Em caso de menor de idade, declaro que o mesmo foi devidamente esclarecido e aceita participar
do presente Protocolo de Pesquisa, sendo eu o responsavel legal.

Fortaleza, de de

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal (e de menor quando possivel)

Pesquisador — Francisco Wandemberg Rodrigues dos Santos
Médico — CREMEC n° 5103
Telefones — (85) 2240857 — (85) 2555015 — (85) 88065103
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PROTOCOLO

DETECCAO E IDENTIFICACAO DE ALOANTICORPOS ERITROCITARIOS

Numero -

Nome do receptor -

Sexo—M( ) F( ) Datadenascimento- / / - Idade-  anos
Enderego -

Namero do prontuario - Data da admissdo-  / /
Diagnostico -

Grupo sangiiineo—A( ) B( ) O( ) AB() Fator Rh — positivo ( ) negativo ( )

Data e nimero de concentrados de hemacias transfundidos -

Aloanticorpo detectado? Sim( ) N&o( )
Historia gestacional prévia? Sim ( ) Nao ( )

Aloanticorpo(s) eritrocitario(s) identificado(s) -

Data(s) da identifica¢do do alo-anticorpo(s) eritrocitario(s) -

Intervalo entre a primeira transfusdo de concentrados de hemacias e a identificagdo do alo-
anticorpo eritrocitario - dias

Data da alta hospitalar- _ / / Permanéncia hospitalar - dias

Condigoes da alta hospitalar — melhorado ( ) obito ( )
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