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Resumo

As Sindromes Mielodisplasticas e Anemia Aplastica sdo desordens hematoldgicas
que apresentam citopenias periféricas, com desenvolvimento de caracteristicas clinicas
extensas, com manifestagdes clinicas variaveis que vao desde uma leve anemia até uma
pancitopenia severa, necessitando, nos Ultimos casos, de reposicdo transfusional
continua de concentrados de hemacias (CH) e de plaquetas (CP), tornando-os alvos a
aloimunizagdo pos-transfusional e desenvolvimento do estado de refratariedade as
transfusdes. Este estudo objetivou determinar a incidéncia de anticorpos anti-HLA de
classe | em pacientes politransfundidos e correlacionar a aloimunidade ao perfil clinico
dos pacientes de SMD e AA. 110 pacientes foram incluidos nesta pesquisa (70 portadores
das SMD e 40 de AA), com os portadores das SMD classificados em quatro sub-grupos
clinicos: anemia refrataria (AR), anemia refrataria sideroblastica em anel (ARSA), anemia
refrataria com excesso de blastos (AREB) e anemia refrataria com excesso de blastos
em transformacéo (AREB-t). Soros dos pacientes foram tratados com Dithiothreitol (DTT)
para a pesquisa de Acs contra os Ag HLA de classe |, usando a técnica de “citotoxicidade
dependente do complemento” (CDC), no painel de linfécitos baseado na frequéncia dos
Ags HLA da nossa populagdo (PRA). Os resultados demonstraram que o0s pacientes
portadores das SMD desenvolveram um menor grau de aloimunizacdo (28,6%), que 0s
pacientes de AA (45%). A alorreatividade foi mais freqliente nos portadores de AA que
tinham recebido maiores médias transfusionais de CP, em relacdo aos pacientes de SMD
que receberam maior nimero de transfusdes com CH. O grau de alorreatividade se
manifestou diferente nestas duas doencas e, de forma geral, se relacionou com: o maior
ndamero médio de transfusdes, a aplicacdo de preparacfes nédo desleucotizadas de CH e
CP e 0 uso de imunossupressores (ciclosporina e/ou soros anti-leucocitarios). Somente o
uso de corticoide ndo foi suficiente para reduzir a aloimunizacdo. O mais alto grau de
alorreatividade (Padrédo 4) nas SMD foi evidenciado somente em mulheres, principalmente
nas multiparas. IgG persistente esteve mais presente no Padrdo 4. Estes dados revelam
que alguns pacientes das SMD e AA podem desenvolver anticorpos anti-HLA, se forem
politransfundidos com hemoconcentrados néo desleucotizados e sem o tratamento com
os imunossupressores CsA e/ou GAL. Tal alorreatividade poderd tornar o paciente
refratario as futuras transfusdes e dificultar, em principio, recebimento do transplante de
medula éssea de doadores HLA compativeis.
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Abstract

ALOIMMUNITY AGAINST HLA CLASS | ANTIGENS IN PATIENTS WITH
MYELODYSPLASTIC SYNDROME AND APLASTIC ANEMIA.

Daisy Maria Meireles Arruda
Department of Pathology and Legal Medicine; Federal University of Ceara

Myelodysplastic syndrome (MDS) and aplastic anemia (AA) are two of the hematological
disorders which present peripheral cytopenias, with extensive clinical manifestations that
vary from slight anemia to severe pancytopenia; the latter requiring continuous
transfusional reposition of red cell (RC) and platelet concentrates (PC), which can induce
aloimunization in patients. Such patients can develop a post-transfusional refractory state,
rendering further transfusions unviable. The objective of the present study was to
investigate the incidence of anti-HLA antibodies in politransfused patients, and correlate
the aloimmunity levels to the clinical profiles of MDS and AA patients. A total of 110
politransfused patients (70 with MDS, and 40 with AA) have been included in the study,
with the MDS patients being subclassified into four clinical diagnostic categories: refractory
anemia (RA), ringed-sideroblastic refractory anemia (RSRA), refractory anemia with
excess blasts (RAEB) and refractory anemia with excess blasts in transformation (RAEB-
t). Blood serum samples from these patients were treated with dithiothreitol for the
detection of anti-HLA class | antibodies, using the complement-dependent cytotoxicity test
(CDC), in a panel of lymphocytes constituted on the basis of the frequency of HLA
antigens in our population (PRA). The results showed that a larger number of AA patients
were aloimmunized than MDS patients (45% v 28.6%), with the aloreactivity being higher
in AA patients who received higher mean transfusions of PC, than in MDS patients who
received higher average number of EC transfusions. The degree of aloimmunization was
different in the two disorders, and was generally related to: the number of transfusions
received, the application of un-deleukocytised PC and EC, and the type of
immunosuppressant drugs used in treatment [Cyclosporin (CsA) and/or antiglobulin (ALG)
therapy significantly reduced aloimmunization, but corticoids alone were not sufficient].
The highest degree of aloimmunity (Grade 4) was observed only in MDS females,
particularly in those who had multiple births. Persistent IgG was also associated with
Grade 4 aloimmunity. These results reveal that significant numbers of MDS and AA
patients, if politransfused with un-deleukocytised PC and EC and un-treated with
immunosuppressants CsA and/or ALG, can develop anti-HLA antibodies and become
refractory to further transfusions. Such aloimmunized patients can also become potentially
unsuited to receive bone marrow transplants from HLA-matched donors.
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Daisy Maria Meireles Arruda

I ntroducao

1. SINDROMES MIELODISPLASTICAS

1.1. DEFINICAO

As Sindromes Mielodisplasticas (SMD) sé@o desordens hematologicas
clonais caracterizadas clinica e morfologicamente por anormalidades na
proliferacdo e maturacdo dos precursores hematopoéticos, resultando em
citopenias periféricas de uma ou mais linhagens celulares, com potencial para
transformacé&o leucémica (Koeffler, HP,, 1986; Mufti & Galton, 1986; Janssen et
al., 1989; Ramos et al., 1999; Heaney & Golde, 1999; Gardais, j., 2000; Hofmann
& Koeffler, 2002).

O grupo das SMD recebeu, anteriormente, denominacdes diversas, tais
como anemia refrataria (Rhoades & Barcker, 1938), anemia pré-leucémica
(Hamilton-Peterson et al.,, 1949), pré-leucemia (Block et al., 1953), anemia
refrataria com sideroblasto em anel (Bjorkman, J.E., 1956), anemia refrataria
monoblastica (Dacie et al., 1959), leucemia aguda latente (Rheingold et al., 1963),
sindrome pré-leucémica (Saarni & Linman, 1973), leucemia mielomonocitica
subaguda (Sexauer et al.,, 1974), leucemia mielomonocitica cronica (Miescher &
Farquet, 1974), leucemia mieldide aguda hipoplasica (Berad et al., 1975), anemia
refrataria com excesso de blastos (Dreyfus, B., 1976), displasia hematopoética
(Linman & Bagby, 1978), leucemia mieldide subaguda (Cohen et al., 1979),

sindrome dismielopoética (Streuli et al., 1980).

Em 1982, na tentativa de agrupar essas desordens medulares, 0 grupo
cooperativo franco-americano-britanico (FAB) criou a denominacdo sindromes
mielodisplasticas (Bennett et al., 1982), pelo fato de terem observado, que todos
0s pacientes analisados usualmente tinham anemia e anormalidades morfologicas

displasticas em uma ou mais linhagens celulares.

Introducio 18




Daisy Maria Meireles Arruda

1.2. CLASSIFICACAO

O grupo FAB, através de um consenso entre hematologistas e
hematopatologistas, com base em achados de sangue periférico (SP) e critérios
morfolégicos do aspirado de medula éssea (MO), classificou as SMD em cinco
subtipos: anemia refrataria (AR), anemia refrataria com sideroblasto em anel
(ARSA), anemia refrataria com excesso de blastos (AREB), anemia refrataria com
excesso de blastos em transformacdo (AREB-t) e leucemia mielomonocitica
cronica (LMMC) (Bennett et al., 1982) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagcdo das Sindromes Mielodisplasticas de acordo com o
grupo FAB (1982)

Tipo Sangue Periférico Medula Ossea
Usualmente hiperplasia
eritréide com diseritropoese,
< 5% blastos

AR < 1%blastos
Anemia Refrataria

ARSA Igual AR, porém
Anemia Refrataria com < 1% blastos Sideroblastos tipo IlI
Sideroblasto em Anel 3 15% precursor eritréide
AREB < 5% de blastos, citopenia 5% - 20% blastos, 2 ou 3
Anemia Refrataria com em 2 ou 3 linhagens linhagens mostrando
Excesso de Blastos celulares dismorfismo
AREB-t o . 500
Anemia Refrataria com 5% - 29% de blastos, com 20% - 30% blastos bastonetes
bastonetes de Auer
Excesso de Blastos em Auer presentes
~ presentes
transformacao
LeucemiaII\/Il\flel,-\IAoCmonocitica < 5% blastos, 1% - 20% blastos,
Cronica > 1x10%mm® monécitos Monocitose

FAB: grupo Franco-Americano-Britanico;AR: anemia refrataria; ARSA: anemia
refratéria sideroblastica em anel; AREB; anemia refrataria com excesso de blastos;
AREB-t: anemia refrataria com excesso de blastos em transformacéo; LMMC:
leucemia mielomonocitica crdnica.

Fonte: Bennett et al., 1982
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Daisy Maria Meireles Arruda

- Anemia Refrataria (AR): usualmente € encontrada em pacientes acima de 50
anos de idade, apresentando anemia como principal queixa. O sangue
periférico mostra reticulocitopenia, hemacias com alteracdes morfoldgicas,
blastos geralmente ausentes e, se presentes, abaixo de 1%. A medula dssea
se encontra normo ou hipercelular com hiperplasia eritroide e diseritropoese.
As séries granulocitica e megacariocitica, na maioria dos casos, encontram-se
normais, podendo estar associadas a neutropenia e plaquetopenia. Células

blasticas estéo presentes e ndo excedem a 5%.

- Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel (ARSA): neste grupo a
principal diferenca é a presenca de sideroblastos em anel na MO, acima de
15%. Estes sideroblastos, do tipo Ill, possuem granulos sideroticos
grosseiros e desorganizados ao redor da membrana nuclear (Dacie &
Lewis, 1975). Hemoglobinizacdo deficiente em alguns precursores
eritroides pode ser observada, refletindo no sangue periférico, a presenca

de eritrocitos com morfologia alterada.

- Anemia Refrataria com Excesso de Blastos (AREB): ocorre um nimero maior
de blastos no sangue periférico que ndo ultrapassa 5%, enquanto a medula
Ossea se apresenta hipercelular com hiperplasia eritrdide e granulocitica.
Ha diseritropoese, disgranulopoese e/ou dismegacariopoese. Podem ser
observados sideroblastos em anel. A percentagem de blastos na medula

0ssea se encontra entre 5 a 20%.

- Anemia Refrataria com Excesso de Blastos em transformacdo (AREB-t): ha
leucopenia isolada ou associada a anemia e plaquetopenia. As células
blasticas estdo presentes no sangue periférico acima de 5% e na medula
Ossea, 0 percentual ndo excede a 30%. Podem ainda ser observados

bastonetes de Auer.

- Leucemia Mielomonocitica Cronica (LMMC): a principal caracteristica deste
subgrupo € a presenca de monocitose absoluta no sangue periférico. Na

medula 6ssea também ha monocitose com presenca de formas maduras e
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imaturas  (pr6-mondcitos e monoblastos). Os granuldcitos estédo
aumentados com ou sem evidéncias de disgranulopoese do tipo
hipogranulagcéo e anomalia do tipo Pelger-Huet.

A transformacg&o das SMD em leucemia aguda, definida pelo grupo FAB como
o achado de percentual igual ou superior a 30% de blastos na medula éssea,
ocorre em mais de 30% dos casos (Abruzzese et al, 1996; Bernell et al., 1996). A
evolugdo para leucose aguda € mais freqlente nos pacientes portadores dos
subtipos AREB e AREB-T.

Em 1999, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) propbés uma nova
classificacdo das SMD. Esta nova classificagdo se baseia tanto nos critérios bem
estabelecidos do grupo FAB (os aspectos morfolégicos do SP e da MO) como
critérios citogenéticos. De acordo com a OMS foram criados oito novos grupos,

considerando as seguintes condigoes:
AR com ou sem sideroblasto em anel

Citopenias refratarias com displasia de duas ou mais linhagens celulares

com e sem sideroblastos em anel
AREB do tipo I e ll

Sindrome 59-

SMD inclassificavel

As principais alteracbes da OMS, em relacdo a FAB, foram o namero de
blastos presentes na MO que define leucemia aguda, que passa de 30% para
20%; a retirada dos subtipos LMMC e AREB-t e o subtipo AREB que passa a ser
dividido em dois grupos (AREB | e AREB Il), de acordo com o numero de blastos
na MO. A AR compreende um subtipo com e sem sideroblasto em anel. Os

pacientes com SMD com menos de 5% de blastos na MO e presenca de
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displasias em mudltiplas linhagens pertencem a um outro grupo de citopenias

refratarias.

A sindrome 5q- faz parte de outro grupo de pacientes com SMD, que
apresentam uma Unica anomalia cromossdmica do tipo 5g- (Harris et al., 1999;
Bennett et al., 2000) (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacgé&o entre as classificagcdes FAB (1982) e OMS (1999) das
Sindromes Mielodisplasticas

FAB (1982) OMS (1999)

AR com e sem sideroblasto em anel
Anemia refratéria (AR)

Anemia refrataria sideroblasto em anel | Citopenias refratarias com displasia em multiplas
(ARSA) linhagens com ou sem sideroblasto em anel

Anemia refrataria com excesso de|AREB-1(5-9% blastos) e AREB- 1l (10-19% blastos)
blastos (AREB)

Sindrome 5q-
Anemia refrataria com excesso de

blastos (AREB-t)

Leucemia Mielomonocitica Croénica|SMD inclassificavel
(LMMC)

FAB: grupo franco-Americano-Britanico; OMS; organizagdo mundial de saude; AR: anemia
refrataria; ARSA: anemiar efrataria sideroblastica em anel; AREB; anemiarefrataria com
exceso de blastos; AREB-T: anemia refratéria com excesso de blastos em transfor macao;
LMMC: leucemia mielomonocitica crdnica.

Fonte: Harris et al., 1999.
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1.3. INCIDENCIA

As SMD acometem principalmente individuos idosos, acima de 60 anos, com
um pico de incidéncia na oitava década de vida, embora formas secundarias
possam ser observadas em pacientes jovens e até mesmo em criancas (Locatelli
et al., 1995). Pesquisas realizadas nas décadas de 70, 80 e 90, demonstraram
uma grande variagcdo na sua incidéncia. Aul et al.,(1992), reportaram uma
incidéncia de 1,3/100.000 habitantes/ano durante o periodo de 1976-1980. Um
outro estudo também realizado por Aul et al.,(1992), encontraram uma incidéncia
de 4,1/100.000 habitantes/ano no periodo de 1986 a 1990.

Williamson et al., (1994), realizaram um estudo de cohort em pacientes idosos
durante 10 anos, demonstrando uma incidéncia das SMD de 12,6/100.000

habitantes/ano.

Em um estudo realizados por Aul et al.,(1995), mostraram uma predominancia

masculina na maioria dos casos.

O aumento da frequéncia das SMD reflete, uma melhora dos critérios
diagnodsticos, aumento da qualidade da assisténcia médica e um maior uso de

procedimentos diagndsticos invasivos em pacientes idosos (Aul et al., 1998).

A ocorréncia das SMD secundarias, ap0s tratamento com drogas
guimioterapicas/citotdéxicas, como agentes alquilantes, ja foi bem demonstrada
(Pedersen-Bjergoard et al.,1990; Goldberg et al., 1990; Goldberg et al., 1991,
Levine & Bloomfield, 1992). Igualmente, revisdes de casos de LMA secundarias a
irradiacdes ionizantes (principalmente entre os sobreviventes da bomba atémica)
(Mole, R., 1990) e exposi¢cao ao benzeno (Rinsky et al., 1981; Aksoy, M., 1985;
Yin et al.,, 1987; Brandt, L., 1992) mostraram que muitos destes casos foram

precedidos de uma fase suspeita ou documentada de SMD.

A média de sobrevida de paciente com SMD varia de acordo com o subtipo.
Para AR e ARSA varia de 30 a 80 meses; para AREB e LMMC varia de 11 a 12

meses e para AREB-t, a média é de apenas 5 a 6 meses(Mufti & Galton, 1986).
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1.4. FISIOPATOLOGIA

As SMD sdo consideradas um grupo heterogéneo de desordens
hematolégicas da medula éssea, de origem clonal, que surgem quando ocorre
uma lesdo numa célula progenitora multipotente, prejudicando a maturacdo de
uma ou mais linhagens (granulociticas, monociticas, eritrociticas ou
megacariociticas), caracterizando uma hematopoese prejudicada, evidenciada por
medula 6ssea hipercelular, excesso de morte celular intramedular (apoptose) e
citopenias isoladas ou combinadas no sangue periférico (Koeffler & Golde, 1978;
Barosi, et al., 1978; Cazzola, et al., 1982; Mitrou, et al., 1975; Hast & Reizenstein,
1977).

O fenbmeno apoptético esta bastante envolvido nas mielodisplasias,
ocasionando clones de células progenitoras ineficazes e produgdo diminuida de

células maduras (Rajapaksa, et al., 1996; Mundle, et al., 1996).

Citopenia isolada ou combinada €é a anormalidade patofisiologica
fundamental na mielodisplasia. Em alguns individuos com idade madura (acima de
60) ou idosos (acima de 80), pode apresentar anemia discreta ou
descompensada, que quase sempre se caracteriza como anemia crénica,
dependente ou ndo de terapia transfusional. Além da anemia, podemos observar
leucopenia com neutropenia, predispondo os pacientes a um risco aumentado de
infeccbes; e plaguetopenias devido a disturbios quantitativos e qualitativos nos
megacariocitos podendo acarretar distlrbios hemorragicos (Hoefsloot et al.,1997;
Dreyfus, B.,1976; Weisdorf et al.,1983; Noel & Solberg, 1992).

As SMD sao consideradas patologias que se instalam em etapas
sucessivas evoluindo desde de uma fase bem precoce (pré-SMD), que se inicia
guando individuos geneticamente predispostos se expdem a agentes genotoxicos
ocupacionais e/ou ambientais (Aksoy & Erdem,1978) até a fase nitidamente

blastica (fase avangcada ou de progressao), na qual ocorre perda ou inativacao de
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genes supressores e instabilidade cromossdmica ligada ao grande namero de
rearranjos (translocacoes, delecdes, inversfes e inser¢cdes) e menor numero de
trocas numéricas (monossomia e trissomia), acarretando a progressao da doenga
para leucemia aguda (Rosenfeld & List, 2000; Koeffler & Golde, 1978).

1.5. DIAGNOSTICO

O diagnéstico das SMD € baseado amplamente nos aspectos morfolégicos
em pacientes com evidéncias clinicas de hematopoese ineficaz, manifestada por
anemia, neutropenia, trombocitopenia ou por combinagdes entre esses tipos de
citopenias.

As manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes sdo em fungéo da
anemia, que por vezes se tornam dependentes de reposicdo transfusional, de
infec¢des recorrentes ou das manifesta¢cdes hemorragicas de intensidade variavel
(Hofmann et al., 1996; Hoagland, M.C., 1995).

As SMD devem ser consideradas em pacientes com mais de 60 anos de
idade apresentando anemia (Hb <11g/dl), sem deficiéncia de ferro, acido folico ou
vitamina B12, sem alteracOes tireoideanas, doenca renal, doenca hepatica,
ausencia de uso crénico de 4alcool, especialmente se associada com uma
inexplicavel neutropenia ou trombocitopenia (Schumacher & Nand, 1995; Tood &
Pierre, 1986).

O diagnostico da SMD, portanto, baseia-se ndo somente nas
anormalidades morfolégicas e citogenéticas, mas também na exclusdo de
condicbes ndo clonais e potencialmente reversiveis que podem cursar com

citopenias periféricas e alteracdes de maturagdo medulares.

A MO nas SMD geralmente se encontra normo ou hipercelular. Nos casos
em que a MO se encontra hipocelular é recomendado realizar diagnostico
diferencial com anemia aplastica (AA) e hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN)
(Lorand-Metze et al., 1999).
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A distingdo entre SMD hipocelular e AA severa é dada mediante a presenca
de displasia em pelo menos duas linhagens, alteracdes citogenéticas clonais e
evolucéo para excesso de blastos ou leucemia aguda (Kouides & Bennett,1995).

Nos casos de pacientes apresentando caracteristicas mieloproliferativas
atipicas ou caracteristicas mistas mielodisplasticas/mieloproliferativas, o
diagnostico diferencial deve ser feito baseado nas alteracdes citogenéticas, caso
contrério, a distincdo entre as duas entidades, somente serd possivel com a

evolugao da doenca.

As alterac6es cromossémicas estdo presentes em cerca de 50% dos casos
de SMD, por ocasido do diagnostico. Dentre as alteracdes mais freqientes
destacam-se a perda parcial ou total dos cromossomos 5, 7, 11 e 20, bem como, a
trissomia do 8 e monossomia do 7. A sindrome 5q- € encontrada em até 50% dos
casos de AR e confere um curso clinico benigno.

A monossomia 7 e a trissomia 8 estao presentes em 25% e 20% dos casos
de AREB-t, respectivamente (Mufti, G.J., 1992; Aul et al., 1994, Heim & Mitelman,
1995; Fenaux et al., 1996).

As mutacdes dos oncogenes FAS e FMS, que ocorrem com uma frequéncia
de 30 a 40% e 13 a 20%, respectivamente, contribuem para as anomalias
citogenéticas implicadas nesta sindrome (Sole et al., 2000).

Atualmente, as alteracdes cromossOmicas, observadas no exame de
medula Ossea, tém auxiliado cada vez mais no diagndstico e definicdo do
prognostico. Outros testes diagnésticos também, tém aumentado as possibilidades
de detectar anormalidades citogenéticas, como fluorescéncia na hibridizag&o in
situ (FiISH) e PCR. Mas estas analises citogenéticas devem ser integradas e
correlacionadas juntamente com os achados clinicos o paciente (Heaney & Golde,
1999).
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O diagnéstico das SMD definitivo s6 pode ser dado, apds criteriosos
exames do esfregaco do sangue periférico e do aspirado medular, biopsia 6ssea e
de um protocolo de investigacdo com critérios de exclusao (Tabela 3).

Tabela 3 - Protocolo de excluséo para as Sindromes Mielodisplasticas.

Deficiéncias nutricionais: vitamina B12 e acido félico

Exposicdo recente a reagentes toxicos: metais pesados, chumbo,
benzeno, produtos derivados do petréleo

Exposicdo recente a drogas citotdxicas, fatores de crescimento

Disfung&o enddcrinas

Etilismo

Disfungbes metabdlicas
- doencas hepaticas crbnicas

- insuficiéncia renal

Doencas inflamatorias cronicas

Infeccdes: HIV, hepatites, CMV, toxoplasmose, parvovirus B19

Doengas auto-imunes

Fonte: Magalhdes & Metze (2004)

1.6. TRATAMENTO

As SMD, por serem um grupo heterogéneo de desordens da célula tronco
hematopoética, caracterizada por progressivas citopenias periféricas e um
potencial para transformacdo leucémica, e ndo possuir caracteristicas bem
definidas, é extremamente dificil de ser revertida por outra terapia que nao seja o
transplante de células tronco (TCT). Desta forma, o tratamento € baseado em

medidas de suporte e medidas especificas.
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Pacientes com menos de 5% de blastos, com poucas alteragcdes cromossémicas
na medula 6ssea e apresentando apenas citopenia em uma linhagem celular
pertencem ao grupo das SMD de baixo risco (Tabela 4) (Greenberg et al., 1997)
Estes pacientes recebem tratamento de suporte que controlam as citopenias,
responsaveis por anemia, infecgcdes e complicacbes hemorragicas. Dentre as

medidas de suporte destacam-se:

transfusao de eritrocitos dependendo do estado geral do paciente;
transfusdo de plaquetas, para tratar sangramentos e equimoses
espontaneas;

antibioticos e antifingicos, na presenca de culturas positivas para infeccao;
acido félico;

piridoxina ou vitamina B6;

sulfato ferroso;

Nos casos de pacientes de risco intermediario ou alto (Tabela 4), o tratamento
€ baseado em abordagens terapéuticas de suporte e especificas, as quais

destacamos:

TCT

guimioterapia,
moduladores de respostas
inibidores da angiogénese

terapia imunossupressora
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Tabela 4. Classificagdo dos escores quanto aos grupos de risco de acordo

com International Prognostic Scoring System (IPSS — 1997)

International Prognostic Scoring System
Grupo de Risco

Baixo Intermediario 1 Intermediario 2 Alto
Escores 0 05a1,0 1,5a2,0 325
EvolucaoZA£LMA 19% 30% 33% 45%
Média (anos) 9,4 3,3 11 0,2
Sobrevida 57 35 1,2 04
média (anos)

Fonte: Greenberg et al, 1997.

O TCT em pacientes mais jovens (com menos de 50-55 anos de idade) com
doador HLA compativel, relacionado ou ndo, oferece uma perspectiva de cura
completa. A AR e ARSA sé&o os subtipos que mais se beneficiam do TCT. A
maioria dos pacientes com SMD tem idade avancada, portanto, o TCT somente &

viavel na minoria deles.

Véarias medidas terapéuticas foram tentadas para melhorar o progndstico e a
sobrevida de pacientes com 5% ou mais de blastos na medula éssea. Essas
medidas variam desde o suporte terapéutico (transfusao, antibiético e antifingico)
até a quimioterapia intensiva. Hidroxiuréia, etoposide, mercaptopurina, azacitidina
e Ara-C geralmente sdo administradas, geralmente, com alguns beneficios,
principalmente em pacientes mais idosos. O tratamento similar ao realizado na
LMA pode ser tentado em paciente com LMMC, AREB e AREB-t.
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A guimioterapia mais intensa pode ser requerida em aproximadamente 50%
dos pacientes mais jovens, na tentativa de obter uma remisséo, ou em individuos

jovens onde exista um potencial para realizar o TCT.

Imunossupressores como prednisona s&o administrados nos casos de
pacientes com baixa contagem de plaquetas e apresentando episédios
hemorragicos espontaneos ou excessivos. Ciclosporina e globulina anti-linfocitaria
sao usadas, principalmente, em pacientes com SMD hipocelular dependentes de
transfusdes sanguineas (Molldrem et al., 1997, Jonasova et al., 1998).

O uso da eritropoetina recombinante humana (EPO) aumenta o hematdcrito
em 25 a 30%, dos pacientes tratados, diminuindo a necessidade de reposicéo
transfusional. Pacientes que tém baixo nivel de eritropoetina sérica respondem
melhor a essa terapéutica (Stein et al.,, 1991; Rose et al.,, 1995; Hellstrom-
Lindberg, E., 1995).

O uso combinado de EPO e fator estimulador de colénias granulociticas (G-
CSF), estimula a eritropoese em 38-48% dos pacientes tratados, com um aumento
de neutrdéfilos na circulagdo, na quase totalidade (Negrin et al., 1996; Hellstrom-
Lindberg et al., 1997; Hellstrom-Lindberg et al., 1998).

Novas drogas tém sido usadas isoladamente ou em associagdes, como € 0
caso da aminofostina, um protetor medular, que leva a melhora do quadro de
anemia, da leucopenia e da plaguetopenia (Galanopoulos et al., 1999; Hofmann,
et al.,1999).

A talidomida tem sido empregada como droga anti-angiogénica (Singhal et al.,
1999), devido ao aumento da neoangiogénese em todas as fases das SMD (Raza
et al., 1999).
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2. ANEMIA APLASTICA

2.1. DEFINICAO

Anemia aplastica (AA) é um grupo de desordem de natureza adquirida ou
hereditaria, grave, caracterizada por deficiéncia da célula tronco hematopoética,
com MO hipocelular em consequéncia a substituicdo destas células por tecido
adiposo, apresentando pancitopenia periférica por faléncia medular, causando as
sindromes: anémica, infecciosa e hemorragica (Young & Alter, 1994, Young &
Maciejewski, 1997).

2.2. CLASSIFICACAO

Varias causas sao descritas como provaveis fatores etiologicos da AA,
podendo ser de origem hereditaria ou adquirida. A AA adquirida &, usualmente,
uma desordem crobnica, cujo agente causal pode ser conhecido (secundaria) ou

nao (primaria ou idiopatica).

Vérios estudos tém mostrado que a maioria dos casos de AA adquirida é
idiopatica, mas supfe-se que seja decorrente de um processo auto-imune, embora
0 mecanismo ainda ndo esteja bem esclarecido (Young, N.S., 1999). Na AA
secundaria, fatores lesivos como radiagGes, drogas mielotoxicas ou exposicdo a
agentes quimicos agridem diretamente a MO. (Young, N.S., 2000).

A AA hereditaria é representada pela anemia de Fanconi, tem heranca
autossOmica recessiva e quase sempre associa-se com retardo de crescimento e
defeitos do esqueleto, do trato urinario, da pele e retardo mental. A sindrome é
geneticamente heterogénea com mutaces em diferentes genes. Os genes
expressam diferentes tipos de proteinas, que caracterizam os diferentes subtipos
da anemia de Fanconi (Young & Alter, 1994).
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2.3. INCIDENCIA

A AA, embora possa surgir em qualquer idade, apresenta uma distribuicéo
bimodal, com um pico em torno de 20 anos e outro em torno da quinta década de

vida e uma leve predominancia no género masculino (Najean, Y., 1992).

A incidéncia da AA é de aproximadamente 2 a 3 casos por 1.000.000 de
pessoas por ano na Europa e nos Estados Unidos da América. Por razbes ainda
desconhecidas, esta doenca € duas a trés vezes mais freqiente em alguns paises
da Asia. Na anemia de Fanconi, a idade usual de aparecimento dos sintomas € de
5 a 10 anos e cerca de 10% dos casos desenvolvem leucemia mieldide aguda
(Camitta & Slye, 2004).

2.4. FISIOPATOLOGIA

A AA adguirida ndo pode ser explicada somente através das causas
individuais. Existem dois fatores que devem ser considerados para explicar a
fisiopatologia desta doenca. Primeiramente, um defeito basico que diminui
substancialmente o nimero de células tronco hematopoéticas totipotentes. O outro
fator envolvido, muito importante, é a destruicdo do tecido hematopoético mediado
por reacdes imunoldgicas contra as células-troncos hematopoéticas. Esse
fenbmeno parece ocorrer como uma tentativa auto-reparadora do proprio tecido
lesado. Por esta razdo, a terapia imunossupressora aliviaria esta rea¢dao, mas,
como consequencia, podera adquirir uma proliferacdo medular deficiente,

tornando-o propenso a desenvolver complicacdes tardias.

A apresentacdo e o curso clinico dessa enfermidade depende do equilibrio
entre esses dois fatores. Se a reacdo imune for muito forte ocorre aplasia aguda
severa; 0 contrario, se a reacao for fraca, a doenca se manifesta com pancitopenia
cronica e um potencial para complicacdes mielodisplasticas (Nissen, C., 1986;
Young & Maciejewski, 1997).
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O envolvimento de células do microambiente medular no processo da
doenca é um fator adicional (Nissen, C., 1986). Portanto, o sucesso TCT mostra
gue essa pode ser uma causa rara. Células normais do doador, via de regra, sdo
capazes de desenvolver-se na cavidade da medula do receptor (Passweg, J.R.,
1997).

Algumas drogas podem estar associadas com o aparecimento de AA. As
drogas antimetabdlicas (metotrexate) e as inibidoras da mitose (daunorrubicina)

causam apenas aplasia temporaria.

No caso do agente alquilante bussulfan, pode ser responsavel por uma
importante aplasia medular crénica. Existem alguns individuos que desenvolvem
AA como efeito colateral raro, idiossincrasico, por drogas, como cloranfenicol ou

sais de ouro, que ndo sao citotéxicas.

A AA também pode aparecer em pacientes com hepatite viral A ou néao-A,
nao-B, ndo-C e ndo-G, CMV, EBV e dengue apoOs alguns meses (Bottiger &
Westerholm, 1972; Hagler et al., 1975).

2.5. DIAGNOSTICO

A grande maioria dos pacientes portadores de AA procura cuidados
médicos em consequéncia dos sinais e sintomas decorrentes da pancitopenia:
anemia (diminuicdo de eritrécitos), infeccdo (leucopenia com neutropenia) e

hemorragia (plaquetopenia).

O exame do esfregaco sangliineo de um paciente com AA mostra essas
anormalidades quantitativas nas trés linhagens celulares. De acordo com o
International Aplastic Anemia Study Group (IAASG), define-se AAS, quando a
contagem de neutréfilos é inferior 500/mm?, de plaquetas abaixo de 20.000/mm?® e
reticuldcitos menor que 20.000/mm*® ou 1% (reticulécitos corrigidos pelo
hematdcrito), associado com uma diminui¢éo da celularidade da medula 6ssea em
tomo de 30% (Kevin, et al.,1997).
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Os achados do exame fisico refletem essa pancitopenia; o paciente pode
apresentar desde freqlentes variacbes do numero de eritrécitos (anemia) até
alteracbes mais graves, como infeccbes e hemorragias extensas. Em alguns
pacientes, a granulopoese pode estar preservada. O grau de pancitopenia é mais

evidente na AA muito severa, com neutréfilos abaixo de 200/mm?.

Um importante achado observado € a clara evidéncia de hipocelularidade
com aumento de tecido adiposo (em torno de 30%) na bidpsia de medula éssea.
Por este motivo a biépsia 6ssea € importante no diagnostico da AA (Barret et al.,
2000). O diagnostico diferencial deve ser feito com as anemias aplasticas
hereditarias, principalmente a anemia de Fanconi, e outras doengas que cursam

com pancitopenias periféricas, como as SMD hipocelulares.

2.6. TRATAMENTO

As alteragdes da AA variam desde uma falha total da hematopoese até uma
pancitopenia crbénica. Por mais severa que seja a doenca, a avaliacdo clinica
inicial é de grande valia para a escolha do tipo de tratamento, o qual é baseado

nas manifestacdes clinicas do paciente no ato do diagndstico.

Pacientes portadores de AA nao severa apresentam anemia, leucopenia e
plaquetopenia discretas e ndo dependem de suporte hemoterapico de eritrocitos
e/ou plaquetas, o TCT vai depender de um possivel doador (de preferéncia, irmao)

HLA compativel.

Pacientes com AA severa apresentam anemia importante, neutropenia
abaixo de 500/mm*® e plaquetopenia abaixo de 20.000/mm3® necessitam
inicialmente de tratamento sintomatico e especifico. Posteriormente avalia-se a

possibilidade de um TCT.
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O tratamento inicial da AA leve geralmente € sintoméatico e baseia-se no
uso de transfusdes sanguineas de eritrocitos e/ou plaquetas, quando os niveis de
Hb for inferior a 9g/dl e plaquetas for abaixo de 20.000/mm°. Nos casos de
neutropenia acentuada (<500/mm?) e risco de infeccéo, constatada por febre ou
isolamento de germes através de culturas (sangue, escarro, fezes, urina, etc),

deve ser realizada antibioticoterapia.

Uma politica transfusional cuidadosa € crucial para evitar ou diminuir o risco
de aloimunizagéao; para isso, todos os hemocomponentes devem ser filtrados ou
disleucotizados (Storb et al., 1980; Champlim et al., 1989). O tratamento
especifico se baseia em todas as medidas que culminem para reconstituicdo da

funcdo medular e um periodo remissdo mais longo.

O progndstico de pacientes portadores de AAS sem um doador HLA
compativel foi bastante otimizado nos ultimos anos, com a introducdo das drogas
imunossupressoras (Frickhofen & Rosenfeld, 2000; Marsh, J.C.W., 2000). O
protocolo de imunossupressdo mais apropriado € aquele, que combina menor
toxicidade, mais alta taxa de resposta, baixo risco de recidiva com um menor
desenvolvimento de complicac¢des tardias (Tichelli et al., 1994; Socié & Gluckman,
2000).

O tratamento mais atualizado na AA usa a combinacdo de trés drogas:
Globulina anti-timocito (GAT) ou anti-linfocitos (GAL), corticéides e ciclosporina A
(CsA) (Doney et al., 1981; Doney et al., 1984; Doney et al, 1987; Doney et al,
1992; Doney et al, 1993). A GAT ou GAL é usada como agente imunossupressor

primario, atuando sobre a hematopoese na tentativa de resgatar a funcdo medular.

Os corticosterdides sao linfocitoliticos e ndo possuem efeito sobre a
hematopoese. Eles s&o administrados para diminuir a fragilidade capilar,
diminuindo os riscos de sangramento, principalmente na microcirculagdo, e
também para reduzir os efeitos locais das globulinas (doenca do soro) em
pacientes em uso de globulinas antitimdcitos e/ou linfociticas. A CsA também pode
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ser usada no tratamento de AA, com a finalidade de diminuir a ativacdo dos
linfécitos Thl sobre as células tronco da MO (Young & Maciejewski, 1997; Young,
2000).

Em geral, 70 a 80% dos pacientes respondem a esse tratamento
combinado (Young et al., 1994; Rosenfeld et al., 1995). Nos casos de paciente
impedido de usar globulina, deve-se realizar um protocolo alternativo com CsA e
corticoides (Speck, 1991; Gluckman et al., 1992).

Em alguns estudos, a oximetalona foi usada no tratamento de AA,
principalmente em mulheres com anemia de Fanconi. A oximetalona, uma potente
droga anabolizante, que acentua a producdo e excrecdo de eritropoetina em
pacientes com anemia devido a deficiéncia da MO, muitas vezes estimulam a
eritropoese. Essa terapia deve ser bastante cautelosa e os riscos e beneficios
devem ser avaliados criteriosamente, uma vez que essa terapia pode causar
toxicidade hepética grave, virilizagcdo e deficiéncia de ferro (Bacigalupo et al.,
1993).

O uso de fatores de crescimento, como G-CSF, GM-CSF e IL-3, na
tentativa de promover a granulopoese em paciente com neutropenia severa, sO é
possivel se 0 mesmo apresentar algumas células precursoras comissionadas na
MO. O uso de fatores de crescimento é mais apropriado em pacientes com
infeccé@o severa apos terapia imunossupressora ou apés TCT (Marsh et al., 1994;
Bacigalupo et al., 1995).

O TCT é o tratamento de escolha para pacientes jovens, com idade até 40
anos, portadores de AAS ou AA leve, com doador HLA compativel. Esses
pacientes, por apresentarem pancitopenia crénica, geralmente necessitam de um
suporte transfusional cauteloso e adequado. Desse modo, pacientes com suspeita
de AA deve ser diagnosticado no menor espaco de tempo, a fim de evitar
aloimunizacdo e transmissdao de doencas infecciosas, que poderdo gerar

complicagfes, como o fendbmeno da refratariedade, ou até mesmo, nos casos de
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pacientes canditatos a transplantes, ter essa terapia adiada ou dificultada
(Speck,et al., 1996).

Refratariedade as transfusGes de plaguetas é definida como um incremento
incremento insatisfatério na contagem de plaquetas poés-transfusional, em
amostras sanglineas colhidas 1 hora apds o término da transfusdo, em duas

ocasioes, num intervalo inferior a 72h e com concentrados

O transplante alogénico oferece uma probabilidade de cura em torno de
90% dos pacientes portadores de AA (Storb, et al., 1994; Bacigalupo et al., 1995).
Em geral, o TCT pode beneficiar os pacientes, sem que haja necessidade de
realizar regimes de condicionamento para destruicdo de sua MO por irradiacéo.
Esse condicionamento fica por conta de altas doses de ciclofosfamida que, na
maioria das vezes, é suficiente (Storb, et al., 1994), evitando, assim, as
complicacOes tardias decorrentes da radiacdo induzida, como SMD e leucemias
(Gluckman et al, 1991).

Diversos estudos tém reportado que o uso de CsA e metotrexate, um dia
antes do transplante, tem prevenido o aparecimento de rejeicdo e de Doenca do
enxerto contra hospedeiro (DEVH) (Storb et al., 1994; Bacigalupo et al., 1995).
Entdo, essa combinagdo de drogas € usada em pacientes acima de 40 anos, por

apresentarem maior risco de desenvolver DEVH e maior risco de morbidade.

Pacientes que necessitam de reposicdo transfusional de hemécias e/ou
plaquetas, com varios episodios de infecgbes e um intervalo prolongado entre o
diagnéstico e o transplante sdo mais predispostos aos fatores de riscos para a
falha do transplante (Speck et al., 1996).

A aloimunizacdo € um desses riscos, que pode acarretar sérias
complica¢cfes imunologicas antes e apds o TCT. A aloimunizacao pré-transplante
ocorre devido a producgdo de anticorpos contra o sistema HLA, acarretadas pelo
suporte hemoterapico; a aloimunizacéao pos-transplante é decorrente da exposi¢éo
do receptor aos antigenos HLA do doador.
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3. RECONHECIMENTO ANTIGENCO E O COMPLEXO PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDADE

O Complexo principal de histocompatibilidade (CPH) ou sistema HLA,

descoberto em 1958, como um amplo locus contendo genes altamente

polimorficos localizados no brago curto do cromossomo 6, codificam as principais

moléculas de histocompatibilidade no homem: moléculas HLA de classe | e de

classe Il (figura 1).
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Figura 1. L ocalizagdo do complexo HL A no brago curto do cromossomo 6.

As moléculas HLA de classe | e Il s&o glicoproteinas, altamente
polimorficas que se expressam nas superficies das células do nosso organismo,
(Figura 1) que determinam a compatibilidade genética/molecular entre tecidos e

estdo envolvidas nos processos de rejeicdo de aloenxertos.
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As moléculas de classe | (HLA A, B e C) estdo presentes na superficie de
todas as células nucleadas do organismo, enquanto, os antigenos de classe I
(HLA DR, DQ e DP) estéo presentes somente na superficie de células envolvidas
diretamente com a resposta imune, como mondécitos, macréfagos, células
dendriticas, células de Langerhans, linfécitos B e linfécitos T ativados (Figura 2).

Os linfécitos T em repouso e as plaquetas sé expressam moléculas HLA de classe

| (Figura 3).
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Figura 2. Representacdo esquematica das moléculas HLA de Classe | e I,

mostrando o local de ligagcdo do peptideo.

Fonte: bioweb.wku.edu/courses/bio1566/imagens/nrtk002.jpg
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Figura 3. Representacao cristalografica da molécula HLA de classe I.

Fonte: www.biology.arizona.edu

Em todos os individuos, os linfécitos T s6 reconhecem os peptideos
estranhos processados pelas células processadoras de antigenos (CPA) (células
dendriticas, células de Langerhans, macrofagos e linfocitos B), quando esses
peptideos estéo ligados e expostos pelas moléculas do CPH de classe | ou classe
Il daquele individuo. De certa forma, as moléculas de classe | apresentam
peptideos de origem enddgena aos linfocitos CD8", e as de classe II, apresentam
peptideos de origem exdgena aos linfocitos CD4* (Colombani, J., 1991; Thorsby
et al., 1994; Sayegh et al., 1994; Pamer & Cresswel, 1998)

O reconhecimento dos aloantigenos € realizado pelo receptor de células T
(TCR), localizado na superficie de linfocitos T. Os aloantigenos sdo capturados e
processados pelas CPAs profissionais, tais como, macrofagos, células dendriticas,
e linfécitos B, para gerar peptideos que sado exibidos nas superficies das CPAs

complexadas com as moléculas de classe Il.

Introducio 40



http://www.biology.arizona.edu

Daisy Maria Meireles Arruda

Os linfécitos CD4" reconhecem os peptideos derivados dos antigenos, que
sdo internalizados do ambiente extracelular, processados nas vesiculas
endossdmicas e lisossbmicas e exibidos ligados as moléculas do CPH de classe
Il.

Os linfécitos T CD8" reconhecem os peptideos que foram derivados de
antigenos sintetizados endogenamente ou fagocitados, processados no citosol e

exibidos ligados a moléculas do CPH de classe |.

Os antigenos protéicos também podem ser reconhecidos por linfocitos B
nos foliculos linféides dos érgaos linféides periféricos. Os polissacarideos e outros
antigenos nao protéicos sao capturados nos 6rgéaos linfoides e reconhecidos pelos

linfécitos B, porém nao pelas células T (Delves & Roitt, 2000).

A ligacdo do complexo peptideo-CPH de classe Il na superficie das CPAs
com o TCR dos linfécitos é o primeiro sinal de ativacao (ligacéo fraca), sendo
necessario um segundo sinal, derivado de interacfes entre moléculas acessorias
co-estimuladoras, como CD28/B7 e outras para aumentar a forga de adesao entre
as células T e as CPAs, garantindo assim, o tempo necessario para que o TCR
localize, reconhega e responda ao complexo peptideo —CPH, exibido pelas CPAs
(Lenschow et al., 1996).

A ativagdo dos linfécitos T, s6 & concretizada, com ajuda de citocinas
inflamatérias, tais como interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2) interleucina 3 (IL-
3), fator de necrose tumoral b (FNT-b) e interferon a, b e g (IFN) (Salomon, 1998).
Os linfocitos T ativados produzem IL-2 que irdo se ligar aos receptores de
interleucina 2 (IL-2R) expressos em sua membrana (ativagcdo autdcrina), os quais

sofrerdo expanséo clonal (Abbas et al., 2005).

Os linfocitos CD4" se diferenciam em duas subpopulacées de linfocitos, de
acordo com o perfil de interleucina produzida por eles: Thl e Th2. Os linfocitos
Thl produzem IL-2, IL-3, FNT-b e IFN a, b e g e séo responsaveis pela resposta

imune mediada por células. Existem dois tipos de resposta imune mediadas por
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células: no primeiro, as células T (CD4+ ou CD8+) reconhecem os peptideos dos
microrganismos fagocitados pelos macréfagos, tornando-se ativados e com
capacidade de expressar o CD40L, o qual se liga ao CD40 dos macréfagos, como
consequéncia, libera IFN - g (ativando ainda mais os macréfagos) e TNF (reacéo
inflamatdria), dai, os macréfagos ativados aumentam a producdo de substancias
microbicidas, favorecendo a morte dos microrganismos fagocitados; no segundo
tipo, os linfocitos T CD8* reconhecem o0s antigenos peptidicos dos
microrganismos (virus), que infectam e sobrevivem e se replicam no citosol de
qualquer célula nucleada, como resultado, secretam citotoxinas que matam as

células infectadas, erradicando a infec¢do (Abbas et al., 2005).

A resposta imune adquirida, também desenvolve imunidade humoral,
mediada por anticorpos, produzidos pelos linfocitos B. Os antigenos protéicos sédo
endocitados pelas células B antigenos-especificos, as proteinas sdo processadas,
e 0s peptideos sdo exibidos as células T CD4+, tornando-se ativadas,
conseqientemente expressam o CD40L, que se liga ao CD40 das células B.
Essas interacdes resultam na proliferagcdo de células B e sua diferenciacdo em
plasmécitos, células produtoras de anticorpos. Os anticorpos combatem as
infeccbes através dos mecanismos de neutralizacdo (ligacdo de anticorpos
especificos aos microrganismos e as suas toxinas), de opsonizacdo (através de
anticorpos I1gG ligados a superficie dos microrganismos), de fagocitose e
destruicdo dos microrganismos (ligacdo de anticorpos IgM ou IgG aos
microrganismos) ativando o sistema complemento, promovendo a lise dos

microrganismos no limen dos 6rgados mucosos (Abbas et al., 2005).

4. ALOIMUNIZACAO
O sistema imune quando entra em contato com aloantigenos do sistema

HLA, sao produzidos anticorpos anti-HLA (aloanticorpos). Esta aloimunizacdo

pode ocorrer por vias de imunizagao natural e artificial. A aloimunizag¢do natural
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decorre de gestagcbes prévias (Payne & Rolfs, 1958; Van Rod et al, 1958), e a
artificial, ocorre em consequéncia a mudltiplas transfusdes sanglineas e
transplantes prévios, sendo este Ultimo, a principal via de sensibilizagdo (Dausset,
J.,1958a; Dausset, J., 1958b; Colombani, J. 1991) acompanhada de gestacdes e
transfusdes. Portanto, os anticorpos anti-HLA podem ser isolados em mulheres
gravidas, individuos politransfundidos e pacientes candidatos a um segundo
transplante.

4.1. ALOIMUNIZACAO EM GESTANTES

Na gestacao ocorre aloimunizagao por conta da metade do genoma do feto
de origem paterna, que é geneticamente diferente de sua mae, entdo, a mae
produz aloanticorpos contra os aloantigenos do feto, distintos dos seus (Propper et
al., 1991).

4.2. ALOIMUNIZACAO APOS TRANSFUSOES

Terapia transfusional é a mais efetiva conduta usada para corrigir anemias
com falha na producdo de células hematopoéticas ou controle de hemorragias
agudas em pacientes que desenvolveram trombocitopenia associada com aplasia
de medula éssea ou diminuigdo da producdo de plaquetas (Freireich, E.J., 1966;
Grumet & Yankee, 1970). Essa terapia € realizada em carater de incompatibilidade
com os antigenos HLA entre doador e receptor. Entdo, a cada transfusdo o
paciente entra em contato com aloantigenos HLA distintos dos seus, podendo
tornar-se aloimunizados. Aloimunizacdo € uma conseqiéncia preocupante entre
0s pacientes politransfundidos, razao pela qual alguns candidatos a transplantes
podem vir a ter seu transplante contra indicado, por apresentarem anticorpos
contra os antigenos de seu doador (Scornik et al.,1984); ou desenvolverem
refratariedade as transfusbes de plaquetas, com aproveitamento inadequado das
mesmas (Yankee et al., 1973).
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4.3. ALOIMUNIZACAO APOS-TRANSPLANTES

Outra causa de aloimunizacdo, atualmente bastante comum, é a
observada em pacientes candidatos a retransplantes, devido ao crescente
aumento desta pratica de tratamento. Esta forma de imunizacdo se torna muito
eficaz, devido a carga de antigenos apresentada e pelo tempo em que o receptor
fica exposto aos antigenos estranhos do doador.

Através de observacdes clinicas, Neumann, J., (1997) revelou que
pacientes mais sensibilizados sdo aqueles que foram submetidos a mais de um
estimulo. Assim, pacientes pouco transfundidos s6 tornam-se hiperimunizados, se
precedidos de uma ou mais gestacdes (Opelz et al.,1981) ou em consequiéncia de
um transplante perdido por rejeicao (Neumann, J., 1997).

5. PAINEL DE REATIVIDADE CONTRA ANTIGENOS - PRA

A aloimunizacgao decorrente da presenca de anticorpos anti-HLA no soro de
gestantes, de pacientes politransfundidos e pacientes candidatos a retransplantes,
podem ser detectados através do estudo da reatividade contra um painel de
linfocitos (PRA). Este é um exame usual, pelo qual a sensibilizacdo prévia contra
antigenos HLA é observada. O PRA é uma técnica que utiliza antigenos HLA de
classe | e Il conhecidos, os quais detectam a presenca de anticorpos anti-HLA. A
monitorizagcdo desses anticorpos, permite observar o grau de aloimunizacdo
expressa em percentagem contra o PRA, evidenciar a especificidade e a classe
dos anticorpos formados. Dessa maneira, a informacdo é bastante util para
predizer compatibilidade ou incompatibilidade entre receptor e doador, predizer a
sobrevida do enxerto e predizer também, o aparecimento de rejeicdo do enxerto,
consequentemente, melhorando a terapia imunossupressora, quando se mostra

inadequada (McKenna et al., 2000).

O PRA utiliza a metodologia de citotoxicidade dependente de complemento
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(PRA-CDC), introduzida em 1971, que consiste na incubacao do soro do receptor
com linfécitos T do doador previamente fenotipados de um painel criteriosamente
selecionados (Zmijewski, C., 1995; Zachary et al., 1995).

Os doadores do painel de linfocitos (potenciais doadores, pessoas do
laboratorio ou do servico de transplante) sdo previamente fenotipados para os
antigenos do sistema HLA e selecionados de acordo com a frequéncia genética da
populacdo. Esta selecdo criteriosa tem a finalidade de evitar uma avaliacdo
distorcida do real grau de sensibilizacdo do receptor ou PRA falso-negativo. Além
do cuidado da representatividade, o painel deve refletir, no minimo, o mesmo
grau de sensibilidade, exigido na prova cruzada no pré-transplante (Silva et al,
1998). A realizagdo do PRA ocorre de acordo com os protocolos de cada servigo,

dependendo da finalidade da pesquisa desses anticorpos.

A natureza do anticorpo (IgM ou IgG) podera ser determinada se 0s soros
do receptor forem tratados com dithiothreitol (DTT). Este procedimento consiste na
desnaturacdo das IgM, tornando-as incapazes de ativar complemento, sem
interferir na funcéo das IgG, permitindo assim a distincdo entre estas duas classes
de imunoglobulinas. A importancia dessa metodologia estar ligada ao fato de que
0s anticorpos anti-HLA sdo, na maioria das vezes, de natureza IgG, enquanto os

anticorpos ndo-HLA e/ou auto anticorpos sao de natureza IgM.

A pesquisa de anticorpos anti-HLA, também pode ser detectada pela
metodologia do PRA por ELISA (PRA-ELISA) utlizando moléculas de HLA
solaveis. Este teste foi introduzido em 1993, como um método alternativo para
deteccao de anticorpos anti-HLA de classe | de natureza IgG (Kerman et al.,1996).
Buelow et. al., (1995), em um estudo multicéntrico, mostraram que o PRA-ELISA
apresenta uma sensibilidade de 93% e especificidade de 94%, podendo ser mais

sensivel que o PRA por citotoxicidade dependente do complemento (CDC).

As transfusdes, gestacdes e transplantes prévios sdo as maiores causas de
aloimunizacdo de pacientes, com consequente producdo de aloanticorpos anti-

HLA. A presenca desses aloanticorpos pode estar relacionada com a magnitude
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da expanséo clonal, observada em um dado paciente, de acordo com sua prépria
capacidade de responder a um certo estimulo antigénico. Sabe-se que esta
resposta varia de pessoa para pessoa. Anticorpos anti-HLA podem desenvolver-se

em individuos com expansao clonal minima e/ou significante.

O impacto clinico da presenca dos anticorpos anti-HLA em individuos com
expansao clonal minima, pode ser diferente daguele observado em individuos com
expansao clonal significante. Como a expansao clonal ndo € medida diretamente,
arealizacdo do PRA pode fornecer dados importantes sobre a producgao de

aloanticorpos ap6s um determinado estimulo antigénico (Scornik et al., 1992).

Scornik et al., (1992) observaram apos andlises dos resultados do PRA,
gue a expanséo clonal e a aloimuniza¢c&o possuem cinco diferentes fases:
expansao clonal minima, expanséo clonal minima com anticorpo, expanséao clonal
significante, expanséo clonal significante com anticorpos e expanséo clonal com

anticorpos persistentes (Tabela 5).

De acordo com essas fases, torna-se mais facil interpretar o PRA e
caracterizar 0s pacientes como sensibilizados ou n&o. Pacientes
hipersensibilizados, ou seja, com PRA superior a 70% tém maior probabilidade de
apresentar estado refratario ao tratamento transfusional, mediado por anticorpos,
no qual, infusGes adicionais de plaquetas de doadores aleat6rios deixam de
produzir qualquer acréscimo na contagem de plaquetas uma hora depois de ter
sido transfundido. Dados da literatura mostram que 35 a 90% dos pacientes
politransfundidos, com doencas hematolégica ou com tumores solidos, tornam-se
aloimunizados e 40 a 70% deles, desenvolvem um estado de refratariedade
imune-dependente (Murphy & Waters, 1985; Howard & Perkins, 1978, Schiffer et
al., 1982a; Schiffer & Slichter, 1982b). Nos pacientes com AA, o estado refratario
pode ocorrer em 75% dos pacientes devido a periodicidade das transfusdes
recebidas (Sivergleid, A.J.,1980).
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Tabela 5. Desenvolvimento da Expanséo Clonal e Aloimunizacéo.

FASES TRANSFUSAO ANTICORPOS
FASE | O individuo recebeu de 1 A 10 Ausentes
Expanséo clonal minima ransfusGes.
FASE Il O individuo recebeu de 1 A 10 Presentes (IgM e/ou IgG)
Expanséo cIo.naI minima transfusdes. Ocorre em 10% dos pacientes
com anticorpo
FASE Il Multiplas transfus@es, presenca de Presentes em baixos titulos

gravidez e/ou transplantes anteriores | de natureza IgG detectaveis

Expanséo clonal P : I
por técnicas mais sensiveis

significante

FASE IV Multiplas transfus@es, presenca de Presentes em altos titulos de

gravidez e/ou transplantes anteriores | natureza IgG néo persistentes

podendo ser detectaveis por
técnicas menos sensiveis.

Expanséo clonal
significante com
anticorpos

FASE V Pacientes altamente sensibilizados Presentes em altos titulos de
natureza IgG persistentes,
mesmo sem estimulos
posteriores

Expanséo clonal com
anticorpos persistentes

Fonte: Scornik et al., 1992

Um paciente que se torna terapeuticamente refratario as plaquetas de
doadores ao acaso, usualmente desenvolvem anticorpos anti-HLA que reagem
diretamente com as plaquetas transfundidas. Isto ocorre devido ao fato das
plaguetas expressarem quantidades variadas de antigenos de classe | do CPH e
antigenos especificos plaquetarios. Esses dois sistemas podem estar implicados
com o desenvolvimento do estado de refratariedade as plaquetas, ja que as
transfusdes sanguineas sao freqlentemente realizadas em carater de

incompatibilidade frente aos antigenos desses sistemas.
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Objetivos

OBJETIVO GERAL

Propde-se, neste estudo, verificar a ocorréncia de anticorpos anti-HLA de
classe | em pacientes portadores das SMD e de AA atendidos no ambulatorio de

Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (UFC).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar as especificidades das moléculas HLA
- Determinar os isotipos das imunoglobulinas
- ldentificar as especificidades dos aloanticorpos direcionados contra 0s

antigenos HLA de classe |.
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Materiais e Métodos

1. Selecéao de Pacientes

A) Desenho do Estudo:

Neste estudo prospectivo ndo randomizado foram analisados 110 pacientes,
provenientes do Ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio da Universidade Federal do Cear4d (HUWC/UFC), localizado no Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).

B) Critérios de Incluséo:

Neste estudo foram incluidos pacientes:

Portadores de Anemia Aplastica (AA) ou Sindromes Mielodisplasticas (SMD);
Idade = 18 anos;

Ambos 0s sexos;

Concordaram em participar do estudo através da assinatura do consentimento
informado (Anexo A) e aceitaram ser submetidos a coleta de sangue para a

pesquisa de anticorpos

C) Critérios de Exclusao:

Foram excluidos do estudo:
Pacientes que até a finalizacdo do estudo ndo estavam com todos os dados

necessarios preenchidos.

D) Parametros Avaliados:

Foi realizada uma pesquisa ativa no prontuario de cada paciente acompanhado
no Servico de Hematologia do HUWC, com a finalidade de reunir dados clinicos e
laboratoriais pertinentes ao presente estudo.
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Os pacientes foram avaliados através dos seguintes parametros:

Formulario de identificacdo do paciente: nome completo, data de nascimento,
género, grupo sanguineo e niumero do prontuario (Anexo B);

Dados da historia clinica, direcionada para investigacdo de AA e SMD,
pesquisados no prontuario de cada paciente: diagndstico clinico, tempo de
doenca, medicacéo, transfusédo, reacéo transfusional, tipos de transfuséo e tipos
de concentrados sanguineos (Anexo C e D);

Reatividade do soro do paciente contra painel de linfécitos (PRA): - PRA com
soro puro; - PRA com soro tratado com Dithiothreitol (DTT), identificacdo do tipo

de anticorpo e determinagao da classe do anticorpo (Anexo E);

Todos os dados foram colocados em planilha de EXCEL, para posterior analise.

E) Obtencao das amostras de soro dos pacientes

Foram analisadas 214 amostras de soros, com uma média de 3 por paciente com
SMD e 2 por paciente com AA, no periodo de 2002 a 2004, para pesquisa de
anticorpos anti-HLA.

As amostras de sangue total foram colhidas no Laboratério de Hematologia do
HEMOCE, utilizando sistema de coleta a vacuo sem anticoagulante e, em seguida,
encaminhadas ao Laboratério de Histocompatibilidade e Imunologia de Transplantes
do Centro de Pesquisas em Doengas Hepato-Renais (CPDHR), onde o sangue total
foi centrifugado a 3.000 rpm durante 10 minutos. O soro, assim obtido, foi aliquotado
em dois tubos de Fisher (Figura 4) e estocado em freezer a —20°C (Figura 5) até o
momento da montagem das placas de Terasaki, para realizacdo do painel de
linfocitos (PRA).
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Figura 5: Soros estocados em freezer a -20°C.

2. Painel de Linfécitos

O painel de reatividade de linfocitos foi realizado em duas etapas distintas: na
primeira ocorreu a distribuicdo dos soros dos pacientes nas placas de Terasaki, e na

segunda, ocorreu a adi¢cdo dos linfocitos T dos doadores de linfocitos do painel.

2.1. Preparo das Placas de Terasaki

Para realizacdo do PRA séo utilizadas cerca de 40 microplacas de Terasaki,
cada uma composta de 72 escavacgdes. Essas placas recebem 6leo mineral antes da
distribuicdo dos soros, com a finalidade de evitar a evaporagdao do mesmo (Figura
6).
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" d

Figura 6: Preparacao das placas de Terasaki para distribuicdo dos soros.

Os soros, anteriormente estocados, foram descongelados em baterias de 36
pacientes por vez, sendo que uma das aliquotas do soro foi previamente tratada
com Dithiothreitol (DTT). Esse tratamento, consiste em incubar 10 m de soro do
paciente com 90 mi de DTT na estufa ou em BM a 37°C por 30 minutos; Em seguida,
1 m do soro de cada paciente a ser analisado (puro e tratado com DTT) foi
dispensado com auxilio de uma micropipeta de Hamilton de 50m, em uma
escavacao de cada uma das 40 microplacas de Terasaki, de modo que, cada soro
de um paciente, ocupou a mesma posi¢ao em cada uma das 40 microplacas. Apos a
distribuicdo dos soros dos pacientes, as microplacas foram estocadas em feezer a —

20°C até o momento de seu uso (Figura 7).

Figura 7: Soros distribuidos em placas de Terasaki com 6leo mineral.

2.2. Obtencao de Linfécitos dos doadores do painel para realizacéo do
PRA
Os doadores de linfocitos foram selecionados de acordo com a presenca de
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antigenos HLA de classe |, de modo que o PRA representasse a freqiéncia genética
da nossa populagéo. Para isso foram utilizadas no minimo 30 a 40 células de
individuos distintos. Dentre esses individuos estavam os potenciais doadores de
pacientes candidatos a transplante renal. Todos foram previamente fenotipados para
0s antigenos do sistema HLA, a partir de sangue total de acordo com o American

Society for histocompatibility and immunogenetics (ASHI) Laboratory Manual (2000).

2.2.1. Obtencéo dos linfocitos totais dos doadores do painel

Colher 20 ml de sangue total (ST) com heparina de acordo com

técnicas padronizadas de coleta a vacuo;
Diluir o ST na propor¢ao 1/2 com soro fisioldgico em um becker;

Colocar 3ml de ficoll-hypaque com densidade 1.077 (temperatura

ambiente) em tubos de ensaio de 10 ml com fundo conico;

Acrescentar o ST diluido, lentamente, pelas paredes do tubo sobre o

ficoll-hypaque, com cuidado para ndo misturar as duas fases;

Centrifugar imediatamente os dois tubos em 1800 a 2000 rpm por 20

minutos na temperatura de 18°C (Figura 8);

- r
Diasma Anel de células
_— mononucleares
Ficalk
Hypaque

Figura 8. Esquema mostrando o processamento da amostra de sangue
total para obtencéo do anel de células mononucleares.
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Observar uma nuvem branca de células (linfocitos totais) entre a
camada de ficoll-hypaque e o plasma (figura 9), retird-la com ajuda
de uma pipeta Pasteur, sem que atinja o ficoll-hypaque e transferir
para dois tubos de ensaio de fundo conico com capacidade para 10
ml (Figura 10);

v

Figura 9. Separacédo do anel de células mononucleares.

|
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o

-
-
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Figura 10. Retirada do anel de células mononucleares.
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Acrescentar 5 ml de meio RPMI 1640 e centrifugar a 1800 rpm por 10

minutos na temperatura de 18 °C;

Desprezar o sobrenadante e ressuspender o botdo de células com 5
ml de RPMI e centrifugar a 1800 rpm por 10 minutos na temperatura
de 18 °C;

Ressuspender o sedimento com 1 a 2 ml de RPMI de acordo com o
botédo de células formado no fundo do tubo e transferir para dois tubos
de Fisher para proceder a retirada das plaquetas, da seguinte
maneira:

- Acrescentar 50 m de trombina (50 U/ml - Dade Berhing) em cada

tubo de Fisher contendo a suspensao;

- Vedar os tubos e homogeneiza-los por inversdo até a formacgao de

grumos plaquetarios (+ 20 seg);
- Centrifugar em centrifuga de Fisher a 1000 g por 3 segundos;

- Transferir o sobrenadante para outro tubo de Fisher e centrifuga-lo
a 1000 g por 1 minuto;

Ressuspender o sobrenadante em 1 ml de RPMI e centrifuga-lo a

1000 g por 1 minuto;

Ajustar a concentracdo para 15 a 17 x10° de linfécitos totais por ml,

com ajuda de uma camara de Newbauer;

2.2.2. Obtencéo dos linfocitos T dos doadores do painel

Na realizacdo do PRA foram utilizados linfocitos T. A obtencéo destes

linfocitos, ocorre a partir de uma suspenséo de linfécitos totais, utilizando a técnica

do “cotonete” de 1a de nylon, que consiste na separacado dos linfécitos T dos B,

portanto foram necessarias as seguintes etapas:
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2.2.2.1. Preparacéo da La de Nylon

Pesar 0,159 de la de nylon, pentea-la até que todas as fibras estejam

alinhadas (todas no sentido paralelo);

Incuba-la de maneira esticada num tubo de ensaio poliestireno de
50ml e de fundo cénico com 10ml de RPMI a 5% em soro fetal bovino
(SFB), de forma que, as fibras da la figuem na posi¢céo vertical em
relacdo ao tubo e totalmente submersa no RPMI, durante 30 minutos
a 37°C (Figura 11).

Preparar um “cotonete” introduzindo um palito de madeira (x 25 cm)
com uma das pontas fina em contato com um dos lados da la (o palito
deve ficar paralelo as fibras da 1&) em seguida, girar o palito sobre a

&, até que a mesma fique totalmente enrolada no palito;

Figura 11: Incubacéao da la de nylon com RPMI em estufa a 37°C
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Depois do “cotonete” formado (Figura 12), desprezar o restante do
RPMI do tubo;
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Figura 12: Confeccéo do “cotonete” de la de nylon apés incubacdo em RPMI.

2.2.2.2. Obtencéo dos linfocitos T

A partir da suspensédo de linfcitos totais com concentracdo 15 a 17
x10°, j& obtida, despejar gota a gota, sobre a 14 em forma de cotonete
e incuba-la em um tubo de ensaio de poliestireno de 50ml, de fundo
conico (Figura 13).

Figura 13: Gotejamento da suspenséao de linfocitos sobre o cotonete de 1a de
nylon.
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Em seguida adaptar uma tampa furada no centro, permitindo que uma
parte do “cotonete” fique para fora do tubo e incubar a 1& em estufa
por 30 minutos a 37°C (Figura 14);

Figura 14. L& de nylon incubada com suspenséao de linfocitos.

Apbs a incubacéo, gotejar 40 ml de RPMI a 5% em SFB pré-aquecido
com ajuda de uma pipeta Pasteur, e em um tubo de ensaio de 15 ml
de fundo cbnico limpo; recolher essa suspensdao rica em linfocitos T.

Os linfocitos B ficaram presos nas fibras da 1a.

Figura 15. Lavagem da l& de nylon com RPMI a 5% em SFB para obtengcao dos
linfécitos T.
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Centrifugar os tubos contendo os linfocitos T em 1800 a 2000 rpm por

10 minutos na temperatura de 18 °C;

Ajustar a concentracdo para 2 a 3 x10° células (linfécitos T) por ml

com auxilio de uma camara de Newbauer;

3. Realizagdo do PRA
O PRA é realizado para investigar e monitorar a presenca de anticorpos anti
HLA (isotipo IgM ou 1gG) no soro de pacientes, previamente distribuidos nas placas
de Terasaki, contra os antigenos HLA de classe | presentes nos linfocitos T dos
doadores do painel (PRA), avaliando desta forma, seu grau de sensibilizacéao

decorrente de transfusdes anteriores.

3.1. Distribuicdo dos linfocitos T dos doadores no PRA

Descongelar a microplaca de Terasaki estocada, contendo os soros dos

pacientes previamente distribuidos (item 2.1);

Colocar 1 m de suspensado de linfécitos T do doador do painel, em cada

escavacao da microplaca, contendo os soros dos pacientes a serem analisados;
Incubar a microplaca a TA por 45 minutos;

Acrescentar 3 ml de complemento de coelho em cada escavacdo e incubar

novamente por 90 minutos a TA,;
Adicionar 3 m de eosina em cada escavacao e esperar 5 minutos;
Em seguida acrescentar formol a 36-38% com pH 7.2 em cada escavacao;

Colocar uma laminula sobre a microplaca e aguardar cerca de 1 hora para

proceder a leitura em microscépio com contraste de fases (Figura 16).
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Figura 16: Placas de Terasaki prontas para leitura.
3.2. Leiturada Placas de Terasaki

A avaliacdo da reacao de citotoxicidade, observada em cada escavacao, foi
baseada no percentual de células lisadas (Figura 17).

NEGATIVO POSITIVO DUVIDOSO

Figura 17. Esquema de diferentes graus de lise celular na técnica de MLCT/DC.
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3.3. Andlise dos Resultados

A quantidade de células lisadas em cada escavacéo € interpretada de acordo
com os escores descritos na Tabela 6 .

Os escores atribuidos as reac¢des foram anotados em formulério apropriado e
guando foram adicionadas as células do ultimo doador do PRA, os resultados foram
analisados, quanto a presenca ou nao de reatividade (presenca de alo-anticorpos de
classe 1), especificidade do anticorpo e classe desse anticorpo, se 1gG ou IgM
(Anexo E).

Pacientes negativos, foram aqueles que ndo apresentaram alo-anticorpos em
seus soros, portanto, foram chamados de ndo sensibilizados contra os antigenos do
sistema HLA de classe |, portanto n&o reativos.

Pacientes positivos, aqueles que apresentaram aloanticorpos em seus Ssoros,
foram chamados de sensibilizados contra os antigenos do sistema HLA de classe |,
portanto reativos. Pacientes alorreativos foram também testados atravez do Kit
LAT™, que usa a medologia ELISA, para confirmacéo da classe dos anticorpos:
classe | e/ou classe II.

Tabela 6- Escores para interpretacao das reacdes no PRA

ESCORES INTERPRETACAO
/EIndeterminado Presenca de bolhas ou auséncia de células
Escore 1 Até 10% de células lisadas - Negativo
Escore 2 De 10 a 30% de células lisadas — Negativo duvidoso
Escore 4 30 a 50 % de células lisadas — Positivo duvidoso
Escore 6 50 a 80 % de células lisadas — Positivo
Escore 8 80 a 100 % de células lisadas — Positivo
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4. Analises Estatisticas
As variavéis quantitativas do estudo foram expressas como média, desvio
padrdo, valores minimos e valores maximos. As variaveis qualitativas foram

expressas como porcentagem em relacao a populacéao do estudo.

5. Preceitos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Federal do Ceara e foram obdecidas todas as diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos estabelecidas
na resolucdo n° 196, de 10 de outubro de 1996 do Conselho Nacional de Saude
(Anexo F).
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1. Sindromes Mielodispléasticas

Resultados

A classificacdo dos 70 pacientes portadores das SMD foi baseada nos critérios

do grupo FAB e esta demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7. Diagnéstico clinico dos pacientes portadores de Sindromes
Mielodispléasticas de acordo com a classificagdo FAB.

SUB-GRUPOS N° DE PACIENTES
(N° e %)

AR 29 (41,4%)
ARSA 30 (42,9%)
AREB 06 (8,6%)

AREB-t 05 (7,1%)
Total 70

A distribuicdo dos pacientes pelo género revelou uma relativa preponderancia

nas mulheres [42(60%) contra 28(40%) dos homens] (Figura 18).

Resultados
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OMASCULIN
O

B FEMININO

Figura 18. Distribuicdo dos 70 pacientes portadores das Sindromes

Mielodispléasticas quanto ao género.

A distribuicdo dos grupos sanguineos ABO nos pacientes com SMD mostrou-
se da seguinte maneira: 51% no grupo O, 29% no grupo A, 13% no grupo B e 7%

AB como mostra a Figura 19.

Figura 19. Frequéncias dos antigenos ABO em 70 pacientes portadores das

Sindromes Mielodispléasticas.
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A idade dos 70 pacientes com SMD variou de 20 a 94 anos (64,4 £ 17), sendo

28 (40%) pertencentes ao género masculino e 42 (60%) ao género feminino.

As caracteristicas clinicas dos 70 pacientes portadores das SMD resumidas na
Tabela 8 revelam que a idade média dos portadores masculinos das SMD foi
superior a idade das pacientes femininas (71,10 + 13,27 e 59,90 + 17,68,
respectivamente). Adicionalmente, o sexo feminino das SMD apresentou-se mais
precocemente (20a) do que no masculino (40a), porém as idades maximas dos
pacientes nas quatro formas clinicas tinham se mostrado praticamente iguais para
ambos os sexos. Dentre essas formas clinicas das SMD, a AR foi diagnosticada
numa frequéncia relativamente maior no género feminino (47,62%, contra 32,14%
dos homens), ao passo que a ARSA incidiu em maior nimero nos homens do que
nas mulheres (57,14% contra 38,10%).

As formas clinicas AR e ARSA responderam por aproximadamente 90% dos
casos das SMD no sexo masculino e 86% no sexo feminino. Raros casos de
AREB e AREB-t foram diagnosticados em ambos 0s sexos, numa faixa

marginalmente maior em mulheres.

Os resultados da anadlise do painel de linfocitos mostraram que 50 pacientes
(71,4%) n&o desenvolveram anticorpos anti-HLA (PRA=0%) e 20 pacientes
(28,6%) apresentaram anticorpos anti-HLA, sugestivo de aloimunizagao (valores

de PRA>1 foram considerados positivos) (Figura 20).
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Tabela 8. Caracterizacdo dos pacientes portadores das Sindromes

Mielodisplasticas, (h=70) quanto ao género.

SEXO A& MASCULINO FEMININO
E PARAMETROS n=28 (40% da amostra) n=42 (60% da amostra)
FAIXA ETARIA 40 a 94 anos 20 a 86 anos
(Média + DP) (71,10£13,27) (59,90+17,68)
DIAGNOSTICO (n° e % de casos) (n° e % de casos)
AR 9 (32,14%) 20 (47,62%)
ARSA 16 (57,14%) 16 (38,10%)
AREB 2 3
AREB-t 1 3

GRUPO SANGUINEO

o) 14 (50%) 22 (52,38%)
A 06 (21,43%) 14 (33,33%)
B 06 (21,43%) 03 (7,14%)

AB 02 (7,12%) 03 (7,14%)
AR .......... anemia refratéria

ARSA ....... anemia refrataria com sideroblasto em anel

AREB ....... anemia refrataria com excesso de blastos

AREB-t ..... anemia refrataria com excesso de blastos em transformacéo.
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B NEGATIVO

O POSITIVO

Figura 20. Ocorréncia dos anticorpos anti-HLA nos 70 pacientes

portadores das Sindromes Mielodisplasticas no PRA.

ApOs a analise geral da porcentagem da reatividade de cada um dos 70
pacientes portadores das SMD, os resultados foram agrupados em 4 padrdes:
Padrao 1: PRA= 0% (nao reativo), Padrdo 2: PRA= 1 a 19%, Padrao 3: PRA= 20

a 49% e Padréo 4: PRA> 50% (Figura 21).

Dos 20 pacientes aloimunizados distribuidos entres os padrdes 2, 3 e 4,
oito situaram-se na mais alta faixa de reatividade PRA > 50% (padréo 4) e o
restante se distribuiram equitativamente nos padrdes 2 e 3, com seis pacientes em
cada grupo. Ao todo, 0 expressivo numero de 14 dos 20 pacientes revelou a

presenca de aloanticorpos anti-HLA, com reatividade 2 20%.
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EPADRAO 1
OPADRAO 2

EPADRAO 3
EPADRAO 4

Figura 21. Distribuicdo dos padrdes de reatividade nos 70 pacientes
portadores das Sindromes Mielodisplasticas de acordo com a

positividade de PRA.

Dados sobre a incidéncia de aloimunizacdo relacionada a idade, sexo,
tempo de doenca, numero de transfusdo, tipo de transfusdo e tratamento com

imunossupressores estdo demonstrados na Tabela 9.
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Tabela 9. Caracteristicas clinicas dos pacientes portadores das Sindromes

Mielodisplasticas relacionadas a incidéncia de aloimunizagao

PADRAO 1 PADRAO 2 PADRAO 3 PADRAO 4
Pardmetros (PRA = 0%) (PRA=1a19%) | (PRA =20a49%) (PRA 250%)
(n=70) n=50 (71,4%) n=6 (8,6%) n=6 (8,6%) n=8 (11,4%)
Idade (média + DP) 63,3+17,0 57,3+23,0 71,7¥127 67,3+16,7
Variagcdo (em anos) 20a9%4 22 a 86 47 a 87 36 a82
Masculino 24 3 3 0
Feminino 26 3 3 8
Tempo de Doenga 52,1457.3 80,01+97,0 29,0+13,3 73,3165,0
(em meses) (6 a276) (24 a 276) (6 a48) (12 a 216)
N° de Transfusdes 4,66%8,0 9,770 9,345,8 62,4+76,3
(média e variagdo) 0a38 2a18 2al7 15a218
Tipo de Transfusé&o:
CH 22 pcts 05 pcts 06 pcts 06 pcts
CH+CP 03 01 00 02
CP 01 00 00 00
Transfusao nao 14 pcts (CH) 03 pcts (CH) 03 pcts (CH) 06 pcts (CH)
disleucotizada. 02 (CP) 02 (CP)
CH: concentrados de hemacias; CP: concentrados de plaquetas;

EPO:eritropoetina.

Vinte dos 70 pacientes de SMD (28,6%) desenvolveram aloanticorpos anti-
HLA: oito pacientes (40%) no padréao 4 de reatividade, com o restante distribuindo-

se igualmente entre os padrdes 2 e 3.

Resultados 69




Daisy Maria Meireles Arruda

A alorreatividade evidenciou-se mais precocemente no padrdo 2, com inicio
aos 22 anos e a uma meédia de idade de 57,3 anos. Em comparacéo, os pacientes
com os padrbes de reatividades 3 e 4 tinham médias de idade maiores (71,7

variagcéo 47 a 87 anos e 67,3 variagao 36 a 82 anos, respectivamente).

Os pacientes ndo alorreativos também revelaram uma média e variacdo de
idades bastante similares as dos alorreativos. Com excec¢édo do grupo do padréo
4, a reatividade se manifestou equitativamente nos dois sexos. Os pacientes do
padrdo 3 de reatividade tiveram o menor tempo médio de doenca, com uma média
(29 meses) e uma variagao (6 a 48 meses) situando-se, marcadamente, abaixo da

metade dos valores observados nos padrdes 2 e 4 de alorreatividade.

De especial interesse € a constatacdo de que todos os casos de aloimunizagéo
de padrdo 4 incidiram no sexo feminino com historia de gestagfes prévias, em
individuos com um maior nimero médio de transfusdes de concentrados de
hemacias, isoladamente ou em combinacdo com os concentrados de plaquetas.
Salientamos que todos esses pacientes receberam transfusdes de CH ou CP nao
disleucotizados. Em comparacao, apenas a metade dos pacientes de cada uma
dos padrdes 2 e 3 de reatividade tinham recebido transfusdes de concentrados
nao disleucotizados (Tabela 9).

A aloimunizagdo manifestou-se também entre o0s pacientes tratados com
drogas antiinflamatérias/imunossupressoras, sendo detectado anticorpos anti-HLA
em nove (45%) dos 20 pacientes alorreativos tratados com corticoides, e em seis

(30%) tratados com talidomida.
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A terapia com corticéide se relacionou com a manifestacao do padréo 4 (5 dos
8 aloimunizados foram tratados com corticoides, em comparacao, apenas 2 dos 6,
de cada um dos padrbes 2 e 3 tinham recebido corticéides). Aloanticorpos
estavam presentes nos padrdes 3 e 4, em numeros iguais de pacientes tratados
com talidomida. Anticorpos anti-HLA, também estavam presentes nos trés padrdes
de positividade nos pacientes que receberam eritropoetina, com uma maior

frequéncia relativa do menor para o maior padréo de positividade (Tabela 9).

O perfil dos pacientes masculinos e femininos portadores das SMD néo
alorreativos (Padrao 1, PRA=0%), estd demonstrado na Tabela 10. Este grupo de
50 pacientes se distribuiu igualmente entre os dois géneros; porém, 0s pacientes
femininos revelaram uma meédia de idade bem menor (57,3, variacdo 20 a 86

anos) que a dos homens (72,4, variagao 50 a 94 anos).
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Tabela 10. Caracterizacdo dos 50 pacientes portadores das Sindromes

Mielodisplasticas com Padrédo 1 (PRA=0%) de reatividade.

MASCULINO

n=22 (44%)

FEMININO

n=28 (56%)

Sexo
Faixa Etéaria 50 a 94 anos 20 a 86 anos
(Média + DP) (72,3+12,6) (57,3+16,3)

Tempo de Doenca 34,9+ 26,3 65,7 £ 70,0
(06 a 96m) (06 a 276m)

(média +DP e variagdes)

(meses)

N° de transfuséo:

0a 38 (6,9%8,7)

0a 32 (2,916,7)

CH 15 pcts 07 pcts
CHeCP 01 02
CP 0 01
Transfusdo nédo
disleucotizada 08 pcts 07 pcts
Tratamento:
Corticoide 05 pcts 09 pcts
Talidomida 04 03
08 03

Eritropoetina

Diagnéstico: AR 9 pcts (40,9%) 17 pcts (60,7%)
ARSA 10 (45,4%) 09 (32,1%)
AREB 02 01
AREB-t 01 01

CH: concentrados de hemacias; CP: concentrados de plaquetas.
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Vinte e quatro dos pacientes néo reativos (48%) nao receberam transfusoes.
Dos 26 pacientes (52%) transfundidos, 22 (84,6%) receberam somente
concentrados de hemacias (CH), trés concentrados de hemacias e plaguetas (CH
+ CP), e um apenas recebeu concentrado de plaguetas (CP). Onze das 26
preparacdes de CH e/ou CP eram disleucotizadas e o restante tinha contaminacéo
leucocitaria. Quinze dos 50 pacientes (30%) faziam uso de corticéides, 6 (12%) de

talidomida e 11 (22%) de EPO (Tabela 10).

Dados clinicos dos 20 pacientes alorreativos, distribuidos entre os padrdes
2, 3 e 4 de reatividade, foram analisados em func&o do diagnostico das SMD, e o

guadro comparativo apresentado na Tabela 11.

A aloimunizagao no Padréo 4 (PRA 250%) apresentou-se mais evidente em
pacientes com alta média no tempo de doengca e com um maior nimero de
transfusdes. Significativamente, este grau de alorreatividade foi evidenciado
somente no sexo feminino. Sete destes oito casos apresentavam o diagndéstico
clinico de ARSA (4 pacientes) e AREB (3 pacientes), e todos fizeram terapia com
corticoides (5 pacientes) ou com talidomida (3 pacientes). Seis dos oito pacientes
deste grupo tinham recebido transfusdo de CH (média de 46,7 + 55,8 unidades

transfusionais), e os outros dois receberam CH+CP (131,5 £ 86,5).
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A aloimunizagdo no Padrdo 3 se manifestou igualmente em ambos os
géneros, com distribuicdo de dois casos de ARSA e um de AR em cada subgrupo.
Pacientes pertencentes a esse padrao de reatividade apresentaram uma média de
transfusdo nos homens de 16,0 £ 1,0, enquanto nas mulheres foi de 7,0 £ 4,0

unidades transfusionais.

O Padrdo 2 de alorreatividade também se evidenciou em seis pacientes,
divididos igualmente nos dois géneros. A forma clinica ARSA foi diagnosticada em
trés homens, enquanto a AR foi diagnosticada em duas das trés mulheres, sendo
uma delas diagnosticada com ARSA. Todos os pacientes deste padrdao de
reatividade tinham recebidos CH, com exce¢ao de um que recebeu CP. Para o
Padrdo 2, a média de transfusbGes entre os homens foi de 12,5+6,5, e nas
mulheres ficou em 11,0+7,0). Os corticoides foram aplicados no tratamento de
apenas um paciente de cada sexo deste grupo e a talidomida nao foi aplicada em

nenhum deles.

A avaliacdo dos isotipos das imunoglobulinas anti-HLA revelou que a IgM
estava presente em sete dos 20 pacientes alorreativos, ao passo que a IgG se
apresentou em oito pacientes. Os demais cinco portadores de anti-HLA
apresentaram as duas imunoglobulinas (Tabela 12). A caracterizagdo das
especificidades destas imunoglobulinas, realizada em 11 dos 20 alorreativos,
revelou que os anticorpos reconheciam majoritariamente moléculas de HLA de
classe I, sendo a reatividade direcionada contra os subtipos Al, A2, A3, All, A23,

A24,B7, B8 e B27 (Tabela 12).
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Tabela 12. Caracterizacdo dos anticorpos em pacientes alorreativos

portadores das Sindromes Mielodisplasticas.

Anticorpos reativos Isotipos das Especificidades
Alorreatividade com HLA: Imunoglobulinas dos Acs
Classe | contra os Ags
Classe | Classe Il IgM IgM/IgG | 1IgG | HLA declasse |
Padréo 2
(n=6) 4 pcts 2 pcts 5 pcts 0 pct 1pct A2 e B7
Padrao 3 A2, A23, A24, B7,
(n=6) 5 1 3 3 0 B8, B27
Padrao 4 Al, A2, A3, Al1,
(n=8) 2 6 0 2 6 A24

Pacientes aloimunizados apresentaram 55% da reatividade dos anticorpos

dirigidos contra as moléculas HLA de classe | e 45% contra as moléculas de

classel e ll.

2. Anemia Aplastica

Os 40 pacientes portadores da anemia aplastica (AA) estudados, 24(60%)

pertenciam ao género masculino e 16(40%) ao feminino. A faixa etaria desses
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pacientes variou de 18 a 70 anos de idade, com uma média de idade 37,5 + 16,6
anos (Tabela 13).

A distribuicdo dos antigenos ABO nessa populacdo monstrou as seguintes
frequéncias: 45% no grupo “0O”, 40% no grupo A, 10% no grupo B e 5% no grupo

AB como mostra a tabela Tabela 13.

Tabela 13. Distribui¢cdo dos pacientes portadores de Anemia Aplastica

de acordo com reatividade no PRA.

Género Grupos Sanguineos
Parédmetros | Idade (média
N=40 + DP)
(em anos) Masc. | Fem. O A B AB

PRA- negativo | 375+16,6 |12pcts| 10pcts | 8 pcts | 10 pcts | 3 pcts | 1 pcts
n=22 (55%) (18-70)

PRA - positivo | 324+11,7 |1lpcts| 7pcts | 10 pcts | 6 pcts 1 pct 1 pct
n=18 (45%) (18-57)

Os resultados da andlise do painel de linfocitos mostraram que 22 pacientes
(55%) n&o desenvolveram anticorpos anti-HLA (PRA=0%) e 18 (28,6%)

apresentaram anticorpos anti-HLA, com alorreatividade nos valores de PRA=1.
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O grupo dos pacientes aloimunizados apresentou uma média de idade menor
(32,4 £11,7) variando de 18 a 57 anos, enquanto o grupo néo reativo revelou uma
faixa etaria relativamente mais extensa (18 a 70 anos) com uma maior média de
idade (37,5 + 16,6). Adicionalmente, o género masculino era majoritario tanto no
grupo nao reativo quanto no grupo alorreativo.

As caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de AA, conforme a

reatividade no painel de linfécitos (PRA), estdo resumidas na Tabela 14.

Tabela 14. Caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de Anemia

Aplastica de acordo com o grau de reatividade diante o PRA.

Padréo 1 Padréo 2 Padréo 3 Padréo 4
Parédmetros (PRA=0) (PRA=1-19%) | (PRA=20-49%) | (PRAS350%)
(n=22) (n=5) (n=3) (n=10)
Tempo de doenca 74,1 +78,7 31,2+30,1 44,0 + 30,2 73,1 55,7
(em meses) (11-312) (12-84) (12-48) (12-216)
Média - transfusdes 77,7£42,8 75,0+36,7 53,0 £25,5 86,5+46,6
(variagao) (21-197) (62-135) (33-89) (25-197)
Tipo de transfusdo: CH 7 pcts 0 pct 1 pct 0 pct
(CHe CP) 9 5 2 3
CP 2 0 0 9
Transfusdo nao
disleucotizada 12 pcts 3 pcts 2 pcts 8 pcts
Tto imunossupressor:
Corticéides 2 pcts 2 pcts 3 pcts 7 pcts
CsA + Cort 5 1 0 2
Cort + GAL 3 2 0 1
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A andlise do painel de linfocitos mostrou que 22 pacientes (55%) nao
apresentavam reatividade no painel Padrdo 1. Dos 18 alorreativos, 5 pacientes
(12,5%) apresentaram o Padrdo 2, 3 (7,5%) o Padrdo 3 e o restante dos 10

pacientes (25%) apresentaram o Padré&o 4 (Figura 22).

B PRA=0%
OPRA=1-19%
O PRA=20-49%
B PRA>49%

Figura 22. Distribuicdo de 40 pacientes portadores de Anemia Aplastica de

acordo com areatividade contra painel de linfocitos (PRA)

O tempo médio de doenca dos pacientes com padrdes de alorreatividade 2 e
3 foram muito menores (31,2 £ 30,1 e 44,0 + 30,2 meses, respectivamente), do
gue dos pacientes com os padrdes 1 e 4 (respectivamente, 74,1 + 78,7 e 86,5 *

46,6 meses).

Os pacientes alorreativos no padrdo 3 sofreram o menor nuamero de

transfusdes, em comparacdo aos demais grupos de reatividade, com 0s pacientes

do padrédo 4 destacando-se com a maior média. Dentre 0os pacientes portadores
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de anticorpos anti-HLA, a reatividade pode estar mais associada as transfusdes de

concentrados de plaquetas do que de heméacias.

A maioria dos nédo alorreativos (11 dos 18) também recebeu transfusées de
CP, porém 12 desses pacientes receberam CH e CP nao disleucotizados. Quanto
ao tratamento com agentes imunossupressores, apenas seis dos 18 alorreativos
receberam ciclosporina e/ou antiglobulina. Em comparacéo, oito dos 10 pacientes
nao alorreativos tiveram tratamento com esses agentes. Doze dos 18 pacientes
alorreativos e dois dos 22 néo-reativos foram tratados somente com o0s

corticoides.

Os is6tipos das imunoglobulinas anti-HLA identificados nos soros dos
pacientes com AA foram: IgM apresentou-se em trés dos 18 pacientes
alorreativos, ao passo que IgG revelou-se em 14 dos 18 pacientes (77,7%).

Somente um paciente mostrou as duas imunoglobulinas (Tabela 15).

A caracterizacdo das especificidades das imunoglobulinas, realizada em 11
dos 18 alorreativos, revelou que os anticorpos reconheciam, na maioria das vezes,
moléculas de HLA de classe I, sendo a reatividade direcionada contra os subtipos

Al, A2, A3, Al1, A23, A24, B8, B44, B60, B62 e B65 (Tabela 15).
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Tabela 15. Caracterizagcdo dos anticorpos em pacientes alorreativos em

pacientes portadores de Anemia Aplastica

Anticorpos reativos

Isotipos das

Especificidades

Alorreatividade com HLA: Imunoglobulinas dos Anticorpos
Classe | reativos com
Classe | Classe Il IgM lgM/IgG | 1gG HLA — classe |
Padrao 2 A2, A24, B44,
(n=5) 5 pcts 0 pct 2 pcts 0 pct 3pct B62 e B65.
Padréo 3
(n=3) 2 1 1 0 2 A23, A24 e BS.
Padrao 4 Al, A2, A3, Al1,
(n=10) 4 6 0 1 9 A24 e B60

Dos pacientes aloimunizados 61,5% deles apresentaram reatividade dos

anticorpos dirigidos contra as moléculas HLA de classe | e 38,9% contra as

moléculas de classe | e Il.
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Discussao

As SMD e AA séo grupos de doencas hematoldgicas heterogéneas que
apresentam manifestagfes clinicas em comum: ambas cursam com citopenias
periféricas, com desenvolvimento de caracteristicas clinicas variaveis, que vao
desde leve anemia até uma pancitopenia severa (Ramos et al., 1999; Heaney &
Golde, 1999; Gardais, J., 2000; Hofmann & Koeffler, 2002, Magalhdes & Metze,
2004; Young & Maciejewski, 1997; Young,1999; Young, 2000).

Pacientes pancitopénicos, na maioria das vezes, necessitamm com
freqiéncia de tratamento suportivo de transfusées de concentrados de hemacias
(CH) e/ou de plaquetas (CP) como medida profilatica ou terapéutica efetiva, para
um melhor controle dos niveis de hemoglobina e/ou de plaquetas (Cottler-Fox,
M.,1996).

O suporte transfusional de plaquetas €, claramente, a mais efetiva terapia
no controle de hemorragias agudas no grupo de pacientes hematolégicos, quando
0S mesmos desenvolvem aplasia medular severa ou diminuicdo da producao de
plaguetas. Entretanto, esses pacientes que recebem uma carga de antigenos
estranhos advindos de multiplas transfus6es de doadores aleatérios, geralmente,
desenvolvem dentro de 8 semanas (Grumet & Yankee, 1970) anticorpos contra 0s
antigenos de HLA, presentes na superficie das plaquetas, bem como contra os
antigenos HLA dos leucocitos que se encontram contaminando os CH e CP.
Como consequéncia, esses pacientes podem tornar-se refratarios as transfusdes

de plaquetas, limitando a eficacia do seu tratamento transfusional.

Pacientes hematoldgicos, principalmente os portadores das SMD e AA,
necessitam de reposi¢cao transfusional requente de CH e CP, tornando-se alvos

preferenciais ao desenvolvimento do estado de refratariedade as transfusfes, em
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decorrente da aloimunizagcdo pés-transfusional. A producdo dos aloanticorpos
ocorre, na maioria dos casos, devido a presenca de leucécitos contaminantes nos
CH e CP. Os antigenos HLA alogénicos sao reconhecidos pelos receptores dos
linfécitos T e B do sistema imune do paciente, produzindo anticorpos anti-HLA de
classe | (Schiffer et al.,1978; Daly et al., 1980; Kickler, T.S., 1994; Paula et al.,
2004).

A aloimunizagdo € mais frequente em pacientes com desordens
hematol6gicas trombocitopénicos, que ocorre em torno de 35 a 90% dos casos
(Howard & Perkins, 1978; Dutcher et al.,1981; Murphy & Waters, 1985), devido a
grande necessidade transfusional de hemocomponentes. Entretanto, a
aloimunizacdo contra os antigenos especificos plaquetarios (ndo HLA) ocorre em
torno de 2 a 3,8% em pacientes oncolégicos e trombocitopénicos cronicos
respectivamente (Mueller-Eckhardt, C., 1980; Langenscheidt et al., 1988; Kickler et
al., 1990, Novotony et al., 1995, Sans, et al., 2001). Pegel et al., (1982) revelaram
que 40% dos pacientes com aplasia medular desenvolveram refratariedade as
transfusdes de plaquetas decorrente da presenca de anticorpos direcionado contra

antigenos especificos das plaquetas.

Haja vista, que os pacientes portadores das SMD e AA, necessitam de
reposigBes transfusionais continuas de CH e CP em seus protocolos de
tratamento suportivo, objetivou-se avaliar o grau de aloimunizagdo nesses
pacientes, com a finalidade de se conhecer o grau de ocorréncia dos anticorpos
anti-HLA, principalmente contra as moléculas HLA de classe |, subsidiando dados
para aplicacdo de novas estratégias na prevencdo da aloimunizagéo, evitando ou

retardando o desenvolvimento da refratariedade.

A nossa causuistica, com 110 pacientes portadores de SMD e AA, mostrou
concordancia somente no subgrupo dos pacientes com AA, enquanto que no
grupo dos pacientes com SMD, a presenga de aloanticorpos anti-HLA, foi inferior a
maioria dos dados da literatura, que relataram taxas que variavam de 35 a 90%

dos casos estudados (Howard & Perkins, 1978; Klein & Blajchman, 1982; Dutcher
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et al., 1981, Murphy & Waters, 1985); Porém nossos dados se situam acima dos
dados de Mueller-Eckhardt (1980), que relatou uma taxa de aloimunidade de 19%
em um grupo heterogéneo de pacientes com doengas hematoldgicas, incluindo as
leucemias. Os valores inferiores observados nos pacientes das SMD no presente
estudo, em comparagao aos valores relatados pelo primeiro grupo de autores,
podem estar relacionados a dois fatores: i) o menor tempo de doenca (62,8 + 67,5
meses) e i) a menor meédia transfusional (32,9 * 55,3 unidades) de
hemocomponentes dos nossos pacientes. Ressalta-se, também, que 84,8% dos
pacientes sob estudo receberam somente transfusdes de CH, concentrado esse
gue possui menor capacidade de induzir respostas aloimunes quando comparados
com os CP, por apresentar menor carga antigénica que os concentrados de
plaquetas. O restante dos pacientes (15,2%) recebeu CP; esses concentrados
normalmente sao preparados a partir de 8 a 10 unidades plaquetas, provinientes
de varios doadores aleatdrios, o que aumenta a carga antigénica (aloantigenos
plaquetarios) nos transfundidos, com ou sem a contaminacdo leucocitaria,
contribuindo com uma maior probabilidade na producdo de aloanticorpos neste

grupo de pacientes.

O presente estudo constatou uma alorreatividade de 45% no grupo de
pacientes trombocitopénicos portadores de AA, portanto proximo ao menor valor
da maioria dos dados da literatura (35%) mencionados anteriormente. Os nossos
pacientes apresentaram maior tempo de doenca (66,2 + 66,5 meses) e maior
média transfusional (50,6 + 54,7 unidades) de hemocomponentes, sendo que um
namero significativo deles (22,5%) receberam somente transfusées de CH,
enguanto que 68,2% receberam também, transfusdes de plaguetas que sdo mais

propensos a induzir alorrespostas no organismo.

Dutcher et al., em 1981, observaram que as estimativas das frequéncias de
aloimunizacdo seguida de mdltiplas transfusGes variaram muito, a dependender,
em parte, de diferencas no sistema imune individual de cada paciente e do regime
de terapia imunossupressora nele administrado. Kickler, T.S., (1994), sugeriu que
a presenca de leucécitos contaminantes nas preparacfes sanguineas seria a

principal causa responsavel pelo desenvolvimento de aloanticorpos contra 0s
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antigenos HLA de classe | e Il. No caso das transfusdes de CP, que s6 expressam
antigenos de classe |, os leucdcitos contaminantes contribuiriam como co-

estimuladores favorecendo ainda mais a aloimunizagéo.

Estudos realizados na década de 80 e 90, relatam que os CH possuiam
menor contaminacdo leucocitaria em relacdo aos CP, portanto menor
possibilidade de aloimunizagé&o (Sirchia et al., 1982; Murphy et al., 1986; Andreu et
al.,1988; Oksanen et al., 1991). Os pacientes com SMD do presente estudo
receberam um nuimero maior de transfusées de CH do que os pacientes de AA, o
gue poderia ter contribuido para uma menor freqiéncia de aloanticorpos neste
grupo (28,6% das SMD contra 45% das AA). Em comparacgdo, os pacientes de
AA receberam maior nimero de transfusdes de CP, sofrendo, em consequéncia,
uma maior exposicao aos alo-HLA dos leucécitos. Estes dados estdo consistentes

com os dados dos autores citados.

Diferentes estudos clinicos tém indicado que o0 uso de componentes
sanguineos leucoreduzidos produzidos em laboratério poderia prevenir reagdes
febris e diminuir ou prevenir aloimunizacdo aos antigenos HLA e refratariedade as

transfusdes de plaquetas.

Andreu et al., (1988); Williamson et al. (1994); Sintnicolaas et al. (1995),
Ishida & Handa, (1997), Slichter, S.J., (1998) e Pietersz, et al.,, (1998),
observaram que a pratica de filtracdo dos concentrados de CH e CP reduzia a
presenca de leucécitos contaminantes, contribuindo dessa forma para uma menor

incidéncia da aloimuniza¢éo nos pacientes transfundidos.

No presente estudo, 35.7% dos pacientes com SMD receberam transfusdes
de CH e/ou CP néo disleucotizados em algum periodo de seu tratamento, contra
89,7% dos pacientes portadores de AA, o que provavelmente contribuiu para a
maior incidéncia de aloimunizagdo nos pacientes de AA transfundidos com esses

hemocomponentes.
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Para uma melhor compreensdo do processo de aloimunizacdo dos
pacientes portadores das SMD e AA, as alorreatividades dos pacientes no painel
de linfocitos (PRA) foram agrupadas em 4 padrbes, de acordo com o grau de
producdo dos aloanticorpos: Padrdo 1 (PRA=0), Padrdao 2 (PRA=1 a 19%),
Padrao 3 (PRA=20 a 49%) e Padrao 4 (PRA >50%). Esta sistematica assemelha-
se com a metodologia comumente utilizada em estudos sobre aloimunizagdao nos
pacientes candidatos aos transplantes renais (Tardif & McCalmon, 1995;

Duquesnoy & Marrari, 1997).

Analisando o Padrdao 1 de cada um dos grupos SMD e AA (Tabelas 10 e
14), podemos verificar que uma maior percentagem de pacientes com SMD néo
apresentou aloimunizagdo (71,4%), porém, o0s pacientes com AA (55%)
apresentaram menos pacientes nao reativos. Dentre esses pacientes nao

aloreativos, havia pacientes que fizeram grandes reposicoes transfusionais.

Dezoito dos 26 pacientes de SMD né&o reativos receberam de 1 a 10
transfusdes, enquadrando-se na fase 1 (expansao clonal minima) da classificagéo
proposta por Scornik et al.,, (1992) (Tabela. 5), os quais podem ou néo gerar
anticorpos alorreativos. Dos demais, oito receberam de 13 a 38 transfusodes,
enquadrando-se na fase 2 de alossensibilizacdo, podendo desenvolver anticorpos

IgG em baixos titulos.

Quatro dos 18 pacientes transfundidos fizeram uso de imunossupressores,
0 que poderia ter contribuido para a auséncia de aloimuniza¢do neste subgrupo.
Este ultimo dado se encontra de acordo com a observagdo de Dutcher et al.,
(1980,1981) de que os pacientes portadores de doencas hematoldgicas, quando
tratados com imunossupressores, produziam menos respostas aloimunes. Outros
quatro pacientes, que nao receberam tratamento com imunossupressores,
também ndo apresentararam aloanticorpos; o que poderd estar relacionado a
descontinuagdo de estimulos antigénicos (transfusfes). Alternativamente, estes
ultimos pacientes podiam ter apresentado anticorpos em titulos abaixo do nivel de

deteccédo pelo método MLCT dependente do complemento, utilizado neste estudo.
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Vale ressaltar que esta metodologia, geralmente, € considerada pouco sensivel

para deteccéo dos anticorpos em baixas concentragdes (Howard & Perkins, 1978).

A abordagem da alorreatividade dos pacientes portadores de AA
pertencentes ao padrdao 1 (PRA=0) (Tabela 14) foi semelhante as encontradas
nos pacientes com SMD, sendo que 18 dos 22 pacientes nao reativos receberam
transfusbes de CH e/ou CP. Neste grupo, cerca de 80% dos pacientes que
sofreram mais de 10 transfusdes fizeram ou estavam fazendo terapia
imunossupressora com corticoides, CSAS ou GAL e/ou GAT, tratamento este
preconizado por varios autores, dentre eles Speck et al. (1977), Frickhofen et al
(1991) e Rosenfeld et al. (1995); o que poderia ter contribuido para a diminui¢cao

da aloimunizagao ap0s ceifar o estimulo para producao de aloanticorpos.

O Padréo 2 (PRA=1 a 19%) de aloimunizagdo nas duas doencas revelou
comportamentos diferentes (Tabelas 9, 14), principalmente nos fundamentos de
tempo médio de doenca e o numero médio de transfusdes recebido pelos

pacientes.

Os portadores de AA apresentaram menor tempo médio de doenga, em
comparagao com os portadores das SMD (31,2 + 30,1 meses contra 80,0 + 97,0
meses, respectivamente). Diferentemente, esses pacientes receberam maior
namero médio de transfusdes (75,0 + 36,7), em comparagdo aos pacientes com
SMD (9,7 + 7,0). Esta grande diferenca nas transfusdes administradas nos dois
grupos de pacientes se relacionou com os quadros de aloimunizacdo dos
respectivos grupos — o0s pacientes de AA revelaram maior incidéncia de
aloimunizacéo [18 dos 40 (45,0%), contra 20 dos 70 (28,6%) pacientes reativos do
grupo SMD.

Na literatura atualmente acessivel, constam poucos dados de incidéncias
de alorreatividade especificas a cada uma dessas doencas do presente estudo.
Klingemann et. al., 1987 observaram em pacientes portadores de AA, uma taxa de
refratariedade as transfusdes de plaquetas, de 34%, na qual a principal causa, foi

atribuida a aloimunizagdo nesse grupo, o qual recebeu mais de 40 unidades de
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plaquetas. Laundy et al., (2004) encontraram uma incidéncia de aloimunizacdo em

62% dos pacientes com AA adquirida.

Os relatos cientificos revelam também, que a incidéncia de anticorpos
aloimunes podera esta relacionada ao fenbmeno de reacfes cruzadas, com
respostas imunes desenvolvidas contra antigenos que induzem respostas
policlonais no organismo humano. Anticorpos aloimunes (anti-HLA) reativos com
epitopos de antigenos virais e bacterianos foram descritos por Neumann, J.,
(1997). E possivel que a geracdo de anticorpos aloimunes, em pelo menos alguns
casos de SMD, tenha ocorrido por conta desse fendmeno de imunizacéo
policlonal, decorrente de reacdes cruzadas relatadas pelo autor acima referido.
Analisando esses pacientes, verificamos que quatro dos cinco pacientes de AA
com padréo 2 de alorreatividade (Tabela 14) apresentaram isotipo IgM. Este perfil
se enquandra mais com 0 que caracteriza 0s anticorpos policlonais, os quais
tendem a ser imunoglobulinas da classe IgM, de curta duracdo e em baixas

concentracoes (Scornik et al., 1992).

A faixa de transfusdes (21 a 135) presente nos pacientes portadores de AA
(Tabela 14), correlaciona-se ao Padréo 2 de reatividade, o que corresponde a fase
Ill de expanséo clonal de alorreatividade, na qual haveria producao significante de
anticorpos, porém apresentando anticorpos IgG em baixos titulos (Scornik et al.,
1992). Entretanto, dois dos pacientes que receberam um maior namero de
transfusdes, fizeram uso de GAL, que poderia ter diminuido o grau de
alorreatividade avaliado no PRA. Adicionalmente, o fato de todos os pacientes
terem recebido concentrados de plaguetas disleucotizados, também poderia ter
contribuido, em parte, para uma menor alorreatividade evidenciada nestes

pacientes.

Os pacientes pertencentes ao Padrédo 3 de alorreatividade dos grupos
das SMD e AA, apresentaram os tempos médios de doenga mais curtos dentre os
outros padrdes (SMD, 29,0 + 13,3m e 44,0 + 30,2m, para AA). Apesar da maior
média transfusional no grupo de AA (53,0 £+ 25 contra 9,3 + 5,8 nas SMD), a

alorreatividade evidenciada foi muito similar a do grupo das SMD (Tabelas 9 e
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14). Esta observacdo, ndo foi de acordo com a opinido geral dos relatos da
literatura, de que o grau de aloimunizacdo € influenciado pelo numero de

transfusoes.

Os pacientes das SMD de Padrédo 3, quando comparados com os do
padréo 2, foram mais alorreativos, apesar de ter recebido um nimero médio de
transfusdes semelhantes. Esta diferenca poderia estar associada ao fato de que
cinco dos seis pacientes do Padréo 3 pertenciam a fase IV de expanséo clonal, o
gue poderia ter proporcionado neles anticorpos de natureza IgG em altos titulos,
sendo facilmente detectaveis por técnicas menos sensiveis. Outro dado que
também poderia ter contribuido para a maior alorreatividade dos pacientes do
Padréo 3, foi a presencga, em quase todos os pacientes, de aloanticorpos contra 0s
antigenos de maior frequéncia em nossa populacdo A2, A9, B7, B8 e B27
(Campos, H.H. 1998). Neste grupo, duas pacientes que receberam apenas duas
transfusdes também se tornaram aloimunizadas. Segundo Terasaki et al. (1970),
mulheres com histéria de gestacdes anteriores foram aloimunizadas naturalmente
contra 50% dos antigenos HLA de seus filhos (aloimuniza¢do primaria, contra HLA
herdados do pai). De acordo com Neumann, J., (1997), mulheres com histéria de
gestacOes prévias, podem esta recebendo um segundo estimulo antigénico
(aloimunizacédo secundaria), ao sofrerem transfusdes posteriores.

Pacientes com AA, pertencentes ao Padréao 3 (Tabela 14), se comportaram
previsivelmente com maior tempo de doenga, portanto com uma maior
necessidade transfusional; o que resultou na maior exposicdo destes aos
aloantigenos, tornando-os mais alorreativos. Dois destes pacientes tinham média
transfusional alta, porém nédo tornaram-se hiperimunizados, fato este poderia estar

relacionado a administracdo de GAL antes da analise do seu soro.

E presumivel que os pacientes com SMD e AA de Padrdo 4 de
alorreatividade, estavam altamente sensibilizados, apresentando anticorpos de
natureza IgG persitentes e em altos titulos, mesmo sem estimulos frequentes, o
gue vai de encontro com as informagdes da literatura de que pacientes
politransfundidos (>40 transfusdes) apresentarem um maior grau de reatividade no
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PRA. Segundo Kekomaki, et al., (1998) e Contreras, M., (1998), tais pacientes
hiperimunizados teriam uma maior probabilidade de desenvolverem a
refratariedade imunoldgica as transfusdes de plaguetas, ocasionando maior causa

de morbidade e mortalidade entre os pacientes hematolégicos.

Vale salientar que todos os oito pacientes reativos do Padrdo 4
apresentaram IgG contra as moléculas de HLA de classe |, com reatividade
persistente no PRA, mesmo sem estimulos antigénicos constantes, o que coincide

com o relato de Scornik et al.,(1992).

Um outro dado que merece destaque, € o fato da ocorréncia da
alorreatividade no Padréao 4, em todos as pacientes femininas multiparas do grupo
das SMD. Esta observacdo vai de encontro com as referéncias da literatura, de
gue transfusdes sanguineas e gestagcfes prévias constituem-se as maiores fontes
de imunizagéo contra os antigenos HLA (Dausset et al., 1954; Payne e Rolf, 1958;
Terasak et al., 1970; Mueller-Eckhardt, 1977; Sirchia et al.,1982; Brand et al.,
1988; Contreras, 1998).

Segundo Neumann, J., (1997), as seguintes variagbes podem aparecer
nesse quadro: o nado desenvolvimento de anticorpos por algumas mulheres, o
desaparecimento da circulagdo desses em poucas semanas, como também a
persisténcia dos anticorpos, produzidos apos duas ou mais gestacdes, por mais
de 20 anos.

O mesmo autor concluiu que pacientes mais sensibilizados, sao aqueles
que foram submetidos a mais de um estimulo antigénico, como gravidez,
transfusdo ou transplantes prévios. Desta forma, pressupde-se que mulheres com
histéria pregressa de multiplas gestacdes devem ter uma politica transfusional

diferenciada, por serem pacientes naturalmente aloimunizadas.

Koeffler et al (1986) afirma que as SMD acometem individuos acima de 60
anos e que apenas 25% dos casos tem idade menor que 50 anos. Essa
observacdo confirma nossos dados, os quais revelam uma casuistica de 80% de
pacientes com mais de 50 anos. Bauer, M., (2000) é de opinido de que a

imunosenescéncia ocorre em individuos com mais de 65 anos. Considerando que
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o fenbmeno se inicia por volta dos 50 anos de vida, o individuo podera sofrer
diminuicdo das respostas imunoldgicas até mesmo aos estimulos antigénicos
primarios, o que nos leva a imaginar que a hipoalorreatividade de alguns pacientes
com SMD possa estar influenciada pelo declinio das atividades imunoldgicas.
Bauer et al (2000); Castle, (2000); Globersone & Efros (2000) e Ginaldi, (2001)
sdo da opinido de que a imunosenescéncia podera se relacionar com a diminui¢céo
da atividade do timo, que se encontra em acentuada fase de regresséo na idade
avancada, com a consequente diminuicdo da atividade dos linfécitos T, a qual
reflete negativamente na capacidade de producdo de anticorpos aos estimulos

imunogénicos.

Diversos estudos, demonstram que terapias transfusionais tém papel
importante nos cuidados suportivos de pacientes hematoldgicos ou pacientes com
tumores solidos (Aisner, J., 1978; Grumet & Yankee, 1970; Sirchia, 1982; Murfy, et
al., 2001). TransfusGes de concentrados de plaguetas, nas Ultimas décadas,
tornaram-se a mais efetiva terapia no controle de fendmenos hemorragicos
agudos em pacientes trombocitopénicos (Alvarado et al., 1965; Cavins et al.,1968;
Freireich, 1966), porém a incidéncia de anticorpos aloimunes nos pacientes
politransfundidos podera comprometer o0 sucesso desses procedimentos.
Pacientes com SMD e AA gue necessitam de suporte transfusional prolongado,
por exemplo, comumente desenvolvem refatariedade, tornando-se um problema
substancial ao tratamento desses pacientes, podendo leva-los ao 6bito. Este

problema podera se relacionar a aloimunizagédo dos pacientes.

Storb et al., (1980) e Champlin et al., (1989) afirmam que a aloimunizagao
nos pacientes de AA, jovens (<40 anos) e candidatos em potencial a TCT de
doadores HLA compativeis aparentados, podera dificultar, ou até inviabilizar, a
realizacdo desse transplante, devido a refratariedade gerada pelas transfusfes de
CH e/ou CP, principalmente, se esses concentrados pertencerem a seus parentes

mais proximos.
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Varias estratégias tém sido desenvolvidas para prevenir a aloimunizacéo; a
mais importante delas é a disleucotizacao por filtracdo dos CH e CP (Murfy, 1986;
Sniecinski et al., 1988; Andreu et al., 1988; Kickler et al., 1989; Saarinen et al.,
1990 e Van Marwijk-Kooy et al.,1991).

No presente estudo, dos 110 pacientes, 50(45,4%) receberam transfusfes
de CH e/ou CP nao disleucotizadas em algum momento de seu tratamento,

dificultando assim, a avaliacdo da real fonte de aloimunizagédo nestes pacientes.

Acredita-se que, se nenhuma medida preventiva for utilizada, cerca de 40 a
70% dos pacientes politransfudidos podem desenvolver a aloimunizagéo (Sirchia
et al., 1982; Schiffer et al., 1983; Murfy et al., 1986; Andreu., 1988; Okasaen et
al.,1991).

Saarinen et al., (1989) afirmaram que 50% dos pacientes transfundidos com
CH e CP tornam-se refratarios as transfusdes de plaquetas. Portanto, a
aloimunizacdo podera ser diminuida ou adiada, se medidas forem tomadas no
sentido de diminuir o nimero de doadores de plaguetas aleatérias (CP com 4 a 6
unidades de plaquetas ao invés de 8 a 10 unidades) e a realizagéo de transfusdes
de CH E CP disleucotizados.

No caso de pacientes aloimunizados transfundir apenas CP por aferese de
doador Unico e se possivel crossmatch de plaquetas combinados em pacientes
refratarios as transfusdes de plaguetas. Entretanto, se estas praticas ndao forem
oportunas num dado momento do tratamento, deve-se assegurar, pelo menos,
gue todos os produtos sangliineos administrados aos pacientes hematoldgicos

sejam disleucotizados.

Os dados desta investigagdo demonstram que pacientes portadores das
SMD e AA, frequentemente desenvolvem aloanticorpos contra antigenos HLA, e
esta aloimunizacédo € influenciada pelo tipo e pela frequéncia de transfusfes de
hemocomponentes; podendo ocasionar obstaculos aos procedimentos de

transfusdes e de transplantacdo de medula 6ssea nestes pacientes. Avaliacdes

Discussdo 92




Daisy Maria Meireles Arruda

sistematicas para deteccdo de anticorpos anti-HLA podem ser valiosas para

adocao de estratégias terapéuticas mais adequadas nestes pacientes.
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Conclusoes

A pesquisa pelos anticorpos anti-HLA no PRA do grupo de pacientes
com AA (45%) apresentou maior grau de aloimunizagdo em relacdo aos
pacientes com SMD (28,6%).

A taxa de aloimunizagdo nas SMD de 28,6% pode ter sofrido influéncia
pelo menor nimero de transfusdo, pelo tipo de transfusdo recebida
(mais CH do que de CP), pela terapia antiiflamatodria /imunomoduladora

e talvez, pelo fendmeno de imunosenescéncia.

O grau de aloimunizagéo relacionado ao namero de transfusfes nas
duas doencas ficou bem estabelecido nos Padrdes 2 e 4, enquanto o
Padrao 3, que recebeu menos transfusdo que o Padrdo 2, apresentou-
se mais alorreativo. O Padrédo 3 pode estar na fase de expansao clonal
significante com anticorpos persistentes do tipo IgG, mesmo na auséncia
de estimulos posteriores.

Pacientes com AA néo alorreativos (55%) apesar da média transfusional
elevada (77+42,8) por conta de CP com ou sem CH, ndo desenvolveram
aloanticorpos, porém 63,6% realizaram tratamento com
imunossupressores potentes: Corticdides, CsA ou GAL/GAT, enquanto
38,6% dos pacientes com SMD n&o reativos transfundidos (52%)
receberam  tratamento com  drogas  antiinflamatérias  e/ou

imunomoduladoras.

Pacientes mais alorreativos pertencentes ao Padrédo 4 de reatividade,
apresentaram mais anticorpos do tipo IgG persistentes (SMD= 35% e
AA= 77,7%).

A manifestagéo da aloimunidade estava direcionada contra os Antigenos

HLA de maior prevaléncia na nossa populacdo: Al, A2, A23, A24, B7,
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B8 e B27 nos pacientes com SMD; e Al, A2, A3, All, A24, B8, B44,
B60 e B65 nos pacientes com AA, sendo Al, A2, A24 e B8 alvo comum

nas duas doencas.

Os dados do presente estudo revelaram que pacientes com SMD e AA
foram freqientemente transfundidos com CH e/ou CP néo
disleucotizados em algum periodo de seu tratamento, aumentando o

risco para a aloimunizagéo.

O maior nivel de tratamento com drogas imunossupressoras no grupo
nao reativo das SMD pode ter influenciado na menor média transfusional
deste grupo [4,66 £ 8,0 (0-38)].

Mulheres com histéria pregressa de mdltiplas gestacdes mostraram-se

mais propensas a aloimunizagdo, em ambas as doencas.

Pacientes com SMD e AA, transfundidos com CH e/ou CP néo
desleucotizados, tendem a desenvolver um quadro de alorreatividade,
se nao forem tratados com CS e GAL; o que podera contribuir para o
desenvolvimento do estado de refratariedade as transfusdes de
plaguetas; além de, em principio, torna-los inaptos a receber
transplantes de medula éssea de doadores HLA-compativeis.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo de pesquisa de livre e

espontanea vontade.

Estudo Comparativo da Incidéncia dos Anticorpos Anti-HLA de Classe | nos
Pacientes Portadores de Anemia Aplastica e Sindrome Mielodispléastica.

Leia atentamente as informacdes abaixo e faca todas as perguntas que desejar

para que as informagdes fiquem bem entendidas.

Responsaveis:
- Pesquisadora: Dra. Daisy Maria Meireles Arruda,
- Orientador: Prof. Dr. Talapala Govindaswamy Naidu,

Eu )
prontudrio numero , estou concordando em participar deste
estudo de pesquisa que vai ser realizado pela Dra. Daisy de livre e espontanea
vontade.

Estou de acordo com os itens relacionados abaixo:

1. No dia em que eu comparecer ao laboratério de hematologia para realizar
exames de rotina, colherei uma amostra extra de sangue (tubo com 5 ml de
sangue total) para participar do estudo da Dra. Daisy.

2. Estou ciente que podera ser necessario colher uma segunda amostra de
sangue total (5ml).

3. Estou ciente que ndo vou ter nenhum prejuizo financeiro.

4. Estou de acordo que o resultado da pesquisa de anticorpos nao vai interferi no
meu tratamento até que sua utilidade tenha sido comprovada

5. Obtive todas as explica¢cdes necessarias para decidir se desejo ou nédo
participar dessa pesquisa.
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6. Estou sabendo que posso deixar de participar do estudo a qualquer momento
sem ter que dar explicacdes e que nao vai atrapalhar meu tratamento.

7. Estou ciente que o resultado do exame sera mantido em completo sigilo e que
meu médico assistente tera acesso ao resultado.

8. Caso eu tenha algum problema relacionado ao estudo de ordem médica posso
procurar o ambulatério de Hematologia no HEMOCE ou contactar a Dra. Daisy
pelos telefones 3261 25 93 (Residéncia), 3281 58 10 (laboratério de HLA) ou
celular 9996 36 23.

9. Caso eu tenha algum problema com o estudo que estou participando entrarei

em contato com a secretaria da Comisséo de Etica (fone 4001.9330) para
reclamagao.

Fortaleza, de de 200

Assinatura do Paciente

Assinatura do Acompanhante
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ANEXO B

FICHA DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Paciente:

Data do Nascimento:

Género:

Grupo Sanguineo:

N° Prontuario:

Fator Rh:

Enderego:
Telefone para contato:
Diagnéstico:
OBS:
FICHA DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE
Paciente:

Data do Nascimento:

Género:

Grupo Sanguineo:

N° Prontudrio:

Fator Rh:

Enderego:

Telefone para contato:

Diagnéstico:

OBS:
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ANEXO C
DADOS DA HISTORIA CLINICA
Paciente:
Prontuario:
Diagnéstico:

Tempo de Doenga:

Medicacéao:

Transfus6es? ( ) NAO () SIM. Reagcéo transfusional? ( ) NAO ( ) SIM.

Quantas:

Tipos de transfuséo:

Tipos de concentrados sanguineos:

Concentrados Disleucotizados: ( ) NAO ( ) SIM.
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ANEXO D
CONTROLE TRANSFUSIONAL
Paciente:
Prontuério:
Datada Tipo detransfusao Tipo de Concentrado Filtrada
Transfusdo [ BC | Aferese CH CP Sim N&o
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