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RESUMO

Foram pesquisados os principais antigenos do sistema Rh em 482
doadores de sangue do Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara - HEMOCE, no
periodo de 24.10.1996 a 31.01.1997, tendo sido encontrados os seguintes fenotipos mais
fregiientes: CeDee (31,33%), CCDee (12,86%), CeDEe (13,90%), ccDee (14.32%). ccDEe
(14,11%), ccdee (8,92%). A pesquisa foi realizada utilizando-se técnicas padronizadas pelo
Laboratério Gamma e determinamos os fendtipos usando anti-soros especificos: D, C, ¢, E,
¢ € C%. A analise estatistica ndo revelou diferengas significativas no que se refere a

literatura mundial.



INTRODUCAO

O Sistema Rh ¢ o maior ¢ mais complexo sistema de grupos sangiineos.
Possui o mais alto grau de polimorfismo entre os marcadores conhecido da membrana
eritrocitaria. Apos o ABQO, este sistema é o de malor importncia clinica na préitica

transfusional, devido & imunogenicidade de certos antigenos Rh em pequenas doses. (1,5,7)

Até o presente momento, pelo menos 52 antigenos tem sido definidos por
anticorpos Rh especificos dos quais, 7 (sete) foram considerados obsoletos: 5 (cinco)
devido 4 falta de disponibilidade de anticorpos para caracterizagdo dos respeciivos
antigenos e 2 (dois) porque, os genes que os codificam ndo estdo localizados no locus Rh.
(1,3.5)

Dos 52 antigenos referidos, cinco (D,C,c,E,¢) que foram pesquisados em

nosso trabalho, s#o responsaveis por 99% dos problemas clinicos associados a este sistema.

Na pratica didria, pesquisamos apenas o antigeno Rho (D) por ser o mais
imunogénico dos antigenos do sistema Rh - Hr e poder provocar a imunizagio de pessoas
que niio o tenham herdado geneticamente, sendo responsavel por reagdes transfusionais ou

Doenga Hemolitica Peri-Natal. (18,26)

Sistema Rh também estd envolvido na especificidade de anfticorpos

guentes da anemia hemolitica autoimune.
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A importéancia da fenotipagem do sistema Rh, nfio recai somente sobre as
reagdes transfusionais. Do Ponto de vista médico-legal, o conhecimento da freqiiéncia dos
genotipos € importante para a interpretagio adequada dos casos de exclusdio de paternidade
¢ avaliacdo da probabilidade da paternidade nos casos ndo excluidos (8,26). Recomenda-se
também para outros exames médico-legais. em estudos genéticos familiares de pacientes
candidatos a transfusdo que tenham desenvolvido anticorpos Rh ou Hr e, principalmente no
estudo da zigocidade de casais que tiveram filhos afetados pela Doenga Hemolitica do
Recém-nascido - D.H.R.N, afim de verificar a probabilidade de gestacdes futuras virem ou

nio a ser acometidas pela doenga.

O objetivo deste trabalho é mostrar a importincia de se pesquisar além do
antigeno D, os outros principais antigenos do sistema Rh, ja que os mesmos também sio

responsaveis por aloimunizagdes e reagoes transfusionais.

Outro ponto a ser considerado é no que diz respeito 4 classificagio Rh de
doadores e receptores. O doador Rh negativo deve ser CDE negativo pois, a grande maioria
dos individuos D negativos sdo do fenotipo rr {cdefcde).

Como esta classificagio ndo € usada de rotina em nosso servigo,
paderiamos pensar na possibilidade de implantagdo de um sistema automatizado, que
atendesse & toda populagdo de doadores diminuindo a fregiiéncia de aloimunizagbes em

pacientes politransfundidos.
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REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Historico

A época cientifica (imunoclogica) da transfusdo sangiiinea iniciou-se a
partir de 1900 quando, Karl Landsteiner, descobriu os grupos sangliineos ABO,
identificando seus antigenos e anticorpos, estabelecendo a compatibilidade entre o sangue

dos individuos da espécie humana. (28, 35)

Landsteiner ¢ Wiener, em 1973, ao estudarem os sistema P. MN depois
de imunizar cobras e coelhos com hemacias de macacos Rhesus, isolaram e obtiveram um
anticorpo que aglutinava com as hemacias de aproximadamente 85% da populagdo
analizada e foram chamados de Rhesus ou fator Rh {7, 20). Essas experiéncias 56 foram

publicadas em 1940. (13)

Em 1939, Lenine e Stetson postularam que o responsavel por um caso de
DHRN era um anticorpo materno que passou para a circulagdo fetal, resultando em
destrui¢@o dos entracitos fetais (1. 5, 13, 21). Eles demonstraram que tal anticorpo, o qual
ndo foi dado o nome naquela ocasido, era independente dos sistemas de grupos ABO, MN e
P e tinha a mesma especificidade que o anticorpo anti-Rh que Landesteiner ¢ Wiener (1940)

descobriram.

No mesmo ano Wiener ¢ Peters observaram a presenga de anti-Rh em

paciente Rh - que haviam recebido transfusdo de sangue ABO compativel Rh +. (5, 7)
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Em 1941 Levine e seus colaboradores Burnham, Katzin e Vogel
descreveram, numa série de trabalhos publicados, o papel da imunizagiio na patogénese da

Eritroblastose Fetal (3, 16, 26). Foi consagrado ¢ nome do novo Ag como Rh.

Em 1942 Fisk e Foord demenstraram a diferenca entre anti-rhesus animal

e anti-D humano. (3, 7)

Com o passar do tempo, novas descobertas foram sendo feitas e, apesar
do sistema de grupos sangilineos Rh-Hr contar hoje com pelo menos 52 antigenos, ja bem
conhecidos, na pratica diiria somente se procura determinar a presen¢a ou auséncia de um

deles no caso o fator Rho {D), devido 4 sua imunogenicidade.

2.2 - Heranca

Os genes Rh estio localizados no cromossomo 1p 36-34 (1) e se

transmitem inseparaveis ou em forma de haplotipo. (7)

Um individuo herda de cada um de seus pais, um gene Rh. Quando os
genes Rh do pai e da mée sio idénticos, o individuo € homozigoto para tal antigeno. Se 08
genes Rh sdo diferentes no pai e na mie, o individuo expressara ambos os antigenos nas
suas hemacias, sendo heterozigoto para tal antigeno, tendo em conta que os genes Rh séo

codominantes. (1, 2. 5, 7)

Em 1991, Colin et al (22) demonstraram através de andlise do DNA
gendmico de diferentes fenotipos Rh que, individuos D + possuem os genes RHD (que
codifica o polipeptideo D) ¢ RHCE (que codifica o polipeptideo C/c ¢ E/e){34). O gene
RHD nao possui alelos. O gene chamado genericamente RHCE. possui varios alelos
(RHCe, RH¢E, Rhce, RHCE). Esses dois genes apresentam uma estrutura similar que €
composta de dez exons distribuidos numa seqiiéncia de mais de 75.000 bp de DNA, cada

exon codificando de 50 a 60 aminoacidos. (16)
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O polipeptidea codificado pelo RHD difere daquele codificado pelo
RHCE em 36 aminecacidos ¢ isto pode explicar, em parte, a imunogenicidade do antigeno D
(24). Quando individuo Rh negative ¢ exposto a hemécias D positivo, o seu sistema imune
entra em contato com uma protefna que difere em 36 aminoécidos daquela que ele possui

pois, individuos Rh - tem o gene RHD deletado. (5)

A proteina C, produzida pelos alelos RHCe ¢ RHCE, difere da proteina
¢, produzida pelos alelos RHee e RHeE, em 1 a 4 aminoacidos. A proteina E, produzida
pelos alelos RHCE ¢ RHeE, difere da proteina e, produzida pelos alelos RHCe ¢ RHce,

em apenas um aminoacido.(16)

Quanto a filogénia do Rh, estudos em primatas ndo humanos sugerem
que, durante a evolugio o epitopo ¢ foi o primeiro a aparecer, seguido por D, desta
maneira, somente C € achado em “Gibbons”, enquanto D ¢ ¢ sfo achados macacos. E e e
sio achados somente em humanos {Wiener e colaboradores. 1964). E e ¢ tém varios
oligopeptideos em comum (Blanchard e colaboradores, 1988). A mais razoavel explicagéio
destes achados é que D e Ee originam-se por duplicagio de gene (Hughes-Jones e
colaboradores, 1988) e é consistente com as sugestdes anteriores de Fisher e Race (1946)
que a seqiiéncia de genes Rh € DCE. Por outro lado se existir somente dois genes Rh (D e
CcEe), D ¢ Ee ambos, ndo podem ter origem por duplicagio de gen C (Agre e Cartrou,
1991).(4)

2.3 - Nomenclatura

Estudos sobre a atividade dos genes do sistema Rh deram origem a
diferentes teorias, algumas com suas proprias nomenclaturas (32). Devido as complexidades
sorologicas e fenotipicas associadas 4 este sistema, foram elaboradas as seguintes
terminologias:

= Fisher - Race ou Terminologia DCE - Conforme a teoria apresentada
por Fisher-Race em 1943, a produgio dos antigenos Rh é controlada por trés pares de
genes alelos, cujos loci s@o estreitamente ligados, formando um complexo genético sobre o

mesmo cromossomo (haplotipo), que se transmite em bloco durante a meiose. (4, 32, 33)
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Cada haplotipo forma, sobre a membrana da hemacia uma combinagio
especifica de trés antigenos e cada individuo herda dois haplotipos ( um parterno € um
materna). Se os dois forem idénticos, o individuo ¢ homozigético, se forem diferentes,

heterozigotico. (32)

Fisher e Race definiram os antigenos do sistema como D, d, C, ¢, E ¢ e.
Os genes sdo definidos pelas mesmas letras em caixa alta ou baixa. Até o0 momento, nenhum
antigeno “d” foi descoberto, sendo que ele é considerado com amorfo (36). E essencial
lembrar que “d” ndo é um antigeno, mas simplesmente representa a auséncia do antigeno D

(Rho). C, ¢, E e e representam realmente antigenos identificados por anticorpos especificos.

Este sistema apresenta imperfei¢des quando novos antigenos sdo descritos

— Wiener ou terminologia Rh-Hr - Wiener em 1951 postulou que, a

heranga do antigeno Rh € determinado por um tnico gene com multiplos alelos. (4).

Os dois primeiros genes descritos foram chamados Rh e rh, sendo o
primeiro capaz de produzir o aniigeno Rho (D de Fisher-Race) e o segundo incapaz de

produzi-lo (36).

Este modelo de locus tnico atesta que cada gene Rh produz um antigeno
especifico composto de determinantes antigénicos que foram denominados fatores

sangtiineos.

Esta teoria usa diferentes simbolos para os genes ¢ fatores sangiiineos

correspondentes. Ex: gene Rh® ou R®, Aglutinogénio Rh; Fatores sangiiineos; Rho, hr’,
hr”. (36)

A terminologia de Wiener é complexa, imprépria e menos explicita que a
terminologia CDE; contudo ¢ utilizado por muitos bancos de sangue, intercambiando com

as outras nomenclaturas.(4, 13, 36)
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= Nomenclatura de Rosenfield - Em 1962 Rosenfield e colaboradores
propuseram um sistema que daria um niimero a cada antigeno do sistema Rh, na ordem de
sua descoberta ou relacfio identificado com o antigeno do sistema Rh (4, 16). Este sistema
ndo possui base genética, mas simplesmente demonstra a presenga ou auséncia do antigeno
na hemiacia (16, 36). Um fendtipo € expresso colocando-se um sinal negativo (-) antes do
nimero correspondente ao antigeno ausente. Se um antigeno nfo for tipado, seu numero

ndo aparecera na seqiiéncia.

Para os cinco principais antigenos, D ¢ assinalado com Rhi, C ¢ Rh2, E €

Rh3, ¢ ¢ Rh4 e e € Rhs.

Esta nomenclatura & particularmente interessante para a classificagdo de
novos antigenos no sistema Rh, estando bem adaptado para solucionar o processamento

eletrénico de dadas. (36)

—> Nomenclatura proposta pelo ISBT (Sociedade Internacional de
Transfusdo Sangiiinea) - No final da década de 70, grande parte dos antigenos eritrocitarios,
entdo ja descritos, era reconhecida em poucos laboratérios e, freqlientemente, ndo se
observava uma padronizagio adequada da terminologia enire os diversos centros de renoime

em imunohematologia. (31, 32)

Em 1980, a Sociedade Internacional de Transfusio Sangiinea (ISBT)
constituiu um grupo de trabalho para elaborar uma terminologia numérica, geneticamente

baseada para os antigenos eritrocitarios de superficie.

Fundamentalmente, pelas caracteristicas desta terminologia numérica,
todos os antigenos sZo classificados em quatro grupos principais:

1. Sistemas

2. Colegdes

3. Antigenos de baixa incidéncia (série 700)

4. Antigenos de alta incidéncia (séric 91)
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Esta nomenclatura é importante pois, pode ser lida visualmente ou por

intermédio de maquinas ¢ esta sempre atualizada.(31)

2.4 - Antigenos do Sistema Rh

Antigeno € uma substincia capaz de evocar uma resposta imune quando
introduzido num hospedeiro imunocompetente e podendo reagir com o anticorpo produzido
por esta resposta. A estrutura € o entrosamento estereoquimico com o anticorpo sio
cssenciais para sua especificidade. Um antigeno pode ter varios epitopos ou determinantes

antigénicos, cada qual capaz de responder com um anticorpo especifico.(9)

A habilidade de um antigeno para estimular uma resposta imune €
chamado imunogenicidade, enquanto sua habilidade para reagir com um anticorpo €
chamado de antigenicidade. Estas caracteristicas primasias sio afetadas pelo tamanho,
forma e rigidez dos antigenos e o nimero e localizagio de determinantes sobre a membrana

das hemacias. (5, 7)

Os antigenos Rh s3o necessarios a fungéo e integridade da membrana
eritrocitaria. Estdo presentes sobre os eritrocitos ¢ ndo tém sido detectados sobre as
plaquetas, linfocitos, granuldcitos, no plasma ou em outras secregdes do corpo ( saliva keite,
liquido aminidtico, etc)(4, 5). Encontram-se bem desenvolvidos no eritrocito fetal, existindo

assim, as condigdes para ocorréncia da D.H.R.N.

O namero de sitios antigénicos do sistema Rh difere na dependéncia do
genotipo. Geralmente hemécias com dose dupla de um gene (DD, cc, ee) tem mais sitios

antigénicos do que aqueles em que o gene aparece em dose Unica (Dd, Ce, Ee). (13}

Existe uma avaliagiio ampla quanto ao niimero de sftios antigénicos entre
os grupos sangiiineos: de 1 a 2x10°® sitios ABH para 2 & 6x10% para Le?, K e Lu. (7) O
nimero de sitios antigénicos Rh encontrados nos eritrocitos corresponde @

aproximadamente 10% do niimero de sitios ABO. (1.9)
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Os antigenos do sistema Rh s#o definidos por uma seqiiéncia protéica de
uma familia de poiipeptideos ndo glicosilados, de peso molecular calculado de
aproximadamente 45.500 Kb ( Le Van Kim e colaboradores). A presen¢a ou auséncia do
antigeno D na superficie dos eritrocitos estd correlacionada com a presenga ou auséncia de

um membro desta familia de polipeptideos. (1. 4)

A atividade antigénica depende da presenga deste peptideo.

A proteina Rh ¢ especialmente hidrofobica ¢ atravessa a membrana
eritrocitaria 13 vezes, apresentando os segmentos amino-terminal e corboxil-terminal

intracelularmente, com pequeno segimento estendendo-se para fora da membrana. (1, 3, 5)

Os antigenos Rh sfio altamente imunogénicos, sendo D o mais potente.

Em ordem decrescente de imunogenicidade temos: D > ¢ > E > C > e. (36)

G polipepiideo D (31.9 kD) é diferente dos polipeptideos C/c e Efe (33.1
kD). Embora C/c ¢ E/e sejam muito parecidos, C/c, D e E/e parecem ter trés proteinas

distintas.(4)

=> Antigeno D (Rho) é o mais imunogénico. A proteina D, difere das
proteinas Cc e Ee em 36 aminoécidos e esta grande diferenca justifica o fato do antigeno D

ser td0 imunogénico para os individuos que nédo o possuem. (32)

Aproximadamente, 15% dos caucasianos ndo tém antigenos D e sdo
classificados como Rh - {6); 20 a 40% dos bascos sio também D negativos; em relacdo a
0,1% dos japoneses, chineses, indios americanos e esquimos. (4)

Cerca de 90% das pessoas Rh - que recebem uma uUnica unidade de
hemacias Rh + desenvolve anti-D, um anticorpe que pode causar severas reagDes
transfusionais hemoliticas ¢ DHRN (4, 6). O anticorpo anti-D pode ser induzido por até
mesmo 0,5 ou 0,04 ml de hemicias quando ministrado por injegdes repetidas. (4, 6, 11)
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O antigeno D em eritrocitos D-positivo varia quantitativamente e

qualitativamente, podendo ser didaticamente dividido em 5 classes: (1, 16)

a) D normal: antigeno D, com tedos os epitopos.

Existe uma variagio na expressio do antigeno D, que tem sido
demonstrado através da citometria de fluxo com emprego de reagentes anti-D monoclonal e
policlonal, mesmo nos fenétipos mais comuns. A expressdo do antigeno D em ordem
decrescente de poténcia ¢ : DeE/DeE > DCe/DcE > DCe/DCe > DcE/dee > Dee/dee. (1)

b) D fraco: antigeno D presente, porém em menor quantidade de sitios
antigénicos. levando & uma fraca reatividade quando testada com soro anti-D. Antigamente

chamado Du. Mollison e colaboradores, recomenda que o termo Du seja abandonado.

Normalmente esse antigeno ndo é detectado por técnicas de aglutinagio
direta, mas sim por teécnicas mais complexas, como tratamento enzimatico (proteases) das

hemdcias e teste de Coombs Indireto. (34)

Estima-se que a freqiiéncia do fenoétipo D fraco seja inferior 4 1%, sendo

mais comum na populagio negra. (5)

c) D parcial: antigeno D que néio apresenta todos 0s epitopos.

Hoje sabemos que o antigeno D apresenta-se como um masaico de 9 sub-
unidades ou epitopos. Os antigenos D parciais sdo caracterizados pela falta de uma ou outra
destas sub-unidade, podendo os individuos com este fenétipo produzir anticorpos anti-D
contra sub-unidades ausentes. (16)

d) D fraco parcial: antigeno D que ndio tem todos os epitopos, que se
apresenta em quantidade extremamente reduzida e de maturidade muito fraca. Este fenotipo

somente é reconhecido quando o anti-D esti presente.
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¢) D elevado: antigeno D presente, porém em quantidade
consideravelmente aumentada. E raro.

= Antigeno C (ou 1h’) e ¢ (hr’) e C¥ (™1) - Os antigenos C e ¢ sdo
produtos de gens alelos. C tem uma freqiiéncia de 68% e ¢ uma freqiéncia de 81% em
doadores de sangue da Inglaterra, dando freqiiéncia de genes de 0,4327 € 0,5673 paraC ¢ ¢

respectivamente.(4)

Cerca de 20% dos doadores carecem do antigeno ¢ e sdo portanto

compativeis com o0s receptores cujo plasma contenha anti-c. (6)

Em negros africanos a freqiiéncia de ¢ ¢ muito alta e a de C muito baixa,
enquanio no leste da Asia ocorre o oposto, a freqiiéncia de C é de aproximadamente 100%

e ¢ de baixa incidéncia. (2)

C e ¢ s30 bem menos antigénicos que o D, em relacdo a capacidade de
provocar resposta imune. Zmijewski afirma que, depois do D, o mais potente ¢ o antigeno

¢, seguidode C, Ece (13)

Existem no locus Cc outros alelos raros que determinam os antigenos CV,
C* ¢ c-like, sendo o C% o mais importante clinicamente, pois estd implicado em reagdes
pos-transfusionais (HTR) ¢ doenga hemolitica do recém-nascido (DHRN). Este antigeno €
relativamente rare ocorrendo em cerca de 2% dos caucasianos e, muito raro em negros,

mas chega de 7 a 9% em filandeses (5, 19, 36)

Em relagdo aos sitios antigénicos de ¢: células vermelhas ec, é de 70.000 -

85.000 e de celulas ¢C € de 37.000 a 53.000.(4)

= Antigenos E (rh”) ¢ e (hr”) - E ¢ e forma outro par de antigenos alelos

dentro do sistema Rh, codificados pelo mesmo gene que codifica C e ¢.

Na populagdo em geral, e tem uma freqiiéncia significantemente alta em

relagdo ao E.
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Na populagioe da Inglaterra encontra-se as seguintes freqiiéncias: E - 29%
e ¢ - 98%. Os nameros em relagio a outras populagdes, ndo diferem substancialmente
destes. (2)

O niimero de sitios antigénicos de E, varia consideravelmente dependendo
do fendtipo das hemacias e da origem do anti-E: estima-se entre 450 ¢ 25.600 sitios por

células. (4)

O niimero de sitios antigénicos de e varia de acordo com fenodtipo das

hemacias: hemacias ee variam de 18.200 a 24 000 e hemacias eE de 13.400 a 14.500.

As variantes mais conhecidas de E (rh” ) sdo EW (Rh” ), ET (Rh 24) ¢ E¥
{similar a0 Du). O antigeno EW ¢ mais raro que C¥ e de menor importincia clinica. Os

primeiros exemplos de anticorpos anti - EV foram relatados como causadores de doenga

hemolitica em recém-nascidos. (2,33)

Apenas 2% dos doadores de sangue carecem do antigeno e, assim 0s

pacientes que tenham desenvolvidos anti-e, sdo dificeis de parear.(6)
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MATERIAL E METODO

Foram estudados 482 amostras de sangue colhidas no periodo de 24 de
outubro de 1996 a 31 de janeiro de 1997, entre os doadores de sangue do Centro de
Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara - HEMOCE considerados aptos apds a triagem

clinica.

O estudo foi realizado no laboratério de Imunotematologia do referido

centro e o exame feito no dia da coleta.

Procedemos da seguinte maneira:
1) Da amostra do sangue coletada apds a doagdo (retirada do tubo piloto
com a mesma 1dentificacdo da bolsa) era feita a centrifugacdo e preparada uma suspensio

de hemacias a 4% com sohlugfo salina a 0,9%.

2) Identificamos os antigenos através de seus respectivos anti-soros
adicionando-se aos mesmos uma gota da suspensio de hemacias. Misturamos levemente e
centrifugamos por 15 segundos a 3.400 rpm. Retiramos suavemente o tubo da centrifuga

para a realiza¢@o da leitura com o auxilio de um espelho concavo.

Havendo aglutinagio a prova era considerada positiva. No caso de

suspensio uniforme, negativa.
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Quando o teste era negativo, incubava-se em banho-maria a 37° C durante
15 minutos. Depois centrifugava-se por 15 segundos a 3.400 rpm e era feita nova leitura

para dar o resultado final.

Para a pesquisa de antigeno D em tubo, utilizamos uma gota do soro anti-
D num tubo de hemélise € uma gota do controle Rh num 2° tubo e procedemos da mesma

maneira que para os outros antigenos.

Havendo aglutinagic a prova era considerada positiva. No caso de

suspensdo uniforme negativa.

No caso de resultado D - continuava-se a prova e era pesquisado o D
fraco (antigo Du), com a prova de antiglobilina indireta depois de incubar as hemacias

lavadas com Anti-D.

ApoOs estes procedimentos os resultados eram colocados numa ficha
previamente elaborada (anexo) contendo: Nome do doador; Nimero de bolsa; Data da

doagdo; Idade; Sexo; Cor da pele; Grupo Sangiineo, Fator Rh e Antigenos pesquisados.

MATERIAL E REAGENTES
a) Material

» Tubos de hemolise;

e Pipetas descartéveis;

e Estante para tubos de hemolise

« Sangue total colhido sem anticoaguiante;
o Centrifuga;

» Espelho concavo,

& Banho-maria;

s Relogio;

e Lapis para retroprojetar.

b) Reagentes



¢ Solucéo fisiologica a 0,9%,

¢ Soro Anti-D Gamma (Monocloral-Polycloral);
e Soro Anti-C Gamma;

e Soro Anti-E Gamma;

¢ Soro Anti-c Gamma,

s Soro Anti-e Gamma;

e Soro Anti-C% Gamma;

» Soro Controle Rh Gamma;,

¢ Soro Coombs Polyspecific (Anti-lgG-Czd),

e Soro Controle de Coombs.

23
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METODOLOGIA

3.1 - Natureza da Pesquisa

Este estudo caracteriza-se por ser uma pesquisa de natureza exploratoria,
realizada atraves de andlise das fichas de doadores de sangue do Centro de Hematologia e

Hemoterapia do Cear4 - HEMOCE.

3.2 - Populaciio da Pesquisa ¢ Definicio da Amostra

O assunto aqui apresentado refere-se a totalidade dos doadores de sangue
do HEMOCE. No entanto, torna-se necessario, trabalharmos mais delimitadamente.
Trabalhamos, entio com 482 amostras de sangue colhidas dos doadores em um periodo
que se iniciou em 24 de outubro de 1996 e terminou em 31 de janeiro de 1997, entre o0s
doadores de sangue do HEMOCE,

Para a escolha das fichas dos doadores foi utilizado o método estatistico

de selecdo aleatona.

Foi determinado um erro de amostragem de 5% ¢ uma variancia desejada

para um nivel de confianga de 95%, sob a curva normal.

Pela natureza do assunto, a coleta das informag3es obtidas exigiu apurada

analise e cuidados redobrados. Com o resuliado dessa coleta e sua devida analise. as
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mesmas foram interpretadas e correlacionadas com experiéncias rotingiras ¢ com o que

aprendemos com as pesquisas bibliograficas.

3.3 - Técnica de Tratamento de Dados

Os dados foram tabulados e tratados utilizando-se analise estaiistica

descritiva.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos através do estudo de 482 doadores de sangue
mostraram uma distribuigdo de idade que variou entre 18 a 58 anos, com predominio nitido
do sexo masculino (89.42%) sobre o feminino e da cor parda (96,06%) sobre branca e
negra. (tabela 1. 2 e 3)

Com relagdo a freqiéncia dos grupos sangiineos houve predominio do
grupo “0O7 e fator RH positivo. (tabela 4 e 5)

Os antigenos detectado através de reaghes com antisoros especificos,
objetivo desta pesquisa, revelou a predomindncia do fenotipo CeDee (31.33%) com relagao
aos demais, seguido por: ccDee (14,32%); ccDEe (14.11%); CeDEe (13.90%), CCDee
(12.86%), cedee (8.92%) e ceDEE (2.28%). O restante dos fenotipos encontrados nao
mostraram freqiiéncia stgnificante. (tabela 6)

Fizemos uma correlagdo entre os fendtipos encontrados ¢ o sistema de
grupo sangiineo ABO e observamos o seguinte resultado: no grupo “A”, “B” e “Q7,
verificamos o predominio do fenétipo CcDee; no grupo “AB” o fenétipo dominante foi
ccDEe; o fenotipo ccdee mostrou-se equivalente em todos os grupos, predominando no

grupo “A”. (tabela7)
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DISCUSSAO

As freqiéncias dos genodtipos ou fenotipos podem ser prontamente
calculados através do conhecimento da freqiiéncia dos genes em um sistema de grupos

sangiliineos ¢ de seus antigenos respectivamente.

E essencial que o gendtipo de uma pessoa seja referido como “mais
provavel” ou “presumivel”, j4 que quase sempre um scgundo ou at¢é mesmo um terceiro
gendtipo seria possivel, na base dos resultados dos testes para antigenos entrocitarios. A
tipagem dos globulos dos pais e/ou filhos da pessoa em questdio podem confirmar o
genotipo ou esclarecer suas possibilidades. Se isso nfo for possivel, temos que depender da
prova estatistica de que um ¢ mais comum do que o outro e, portanto, mais adequado a ser

a hipdtese mais correta. (19)

Neste trabalho procuramos determinar apenas a freqiiéncia dos fendtipos.

O fendtipo Rh pode ser analisado em sua totalidade, dependendo do
antisoro utilizado, se anti-c € disponivel mas nfo o anti-C, a amostra pode ser classificada
como ¢ positiva (isto € cc ou Ce) ou ¢ negativo (isto € cc). Se o anti-C é também analisado,

Cc pode ser distingtiido de cc. (4)

A anotacio convencional para os fen6tipos Rh, ¢ a que foi introduzida por
Mourant (1949). Considerando uma amostra testada com anti-C, anti-c, anti-D ¢ anti-E e
resultando reagdo positiva em todos os quairo soros testados, o fendtipo € escrito CeDE.

Se as reacdes positivas sio obtidas com anti-C, anti-c e anti-D, mas a reagdo com anti-E é
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negativa, o fen6tipo € escrito come CeDee, ji que a auséncia de E implica numa dose dupla
de e. Talvez a mais importante obje¢do a esta anotagio € que ela € muito grosseira e por
esta razdao os simbolos curtos sido as vezes usados para designar o provéavel fendtipo. (2, 4,

7)(vide anexo)

Na nomenclatura numérica de Rosenfield, os soros usados na amostra sdo
indicados. A descrigao Rh: -1, -2, -3, indica que a amostra nao reagiu com anti-D, anti-C ¢

anti-E.

Como ja for mencionado, o fenodtipo de um determinado eritrocito €
definido pela presenga ou auséncia de D, C, ¢, E ¢ e (36). A frequéncia dos diferentes
antigenos varia amplamente em diferentes partes do mundo. A freqiiéncia de antigeno D em
trabalhos publicados no Brasil (Andrade ¢ colaboradores), Costa Rica (Roja e
colaboradores) e Argentina (Michéo e colaboradores), mostrou o seguinte: Brasil - 90,16%
sio D positivo e 9,84% D negativo; Costa Rica - 94,8% sdo D positivo e 5,20% D
negativo; Argentina - 90,89% D positivo e 9,11% D negativo.

De acordo com o trabalho pubiicade pela Sociedade Brasileira de
Hematologia, Hemoterapia ¢ Hemocentros da Rede Oficial, ha uma maior incidéncia do
antigeno Rho (D) nas regides Norte e Nordeste quando comparados com as regides Sul,

Sudeste e Centro-Oeste. (38)

Segundo dados da literatura internacional 82 a 88% da populagZo branca
européia ¢ norte-americana sdo D positivo, cerca de 95% de negros afticanos sio D
positive, em 99,7% de chineses de Hong-Kong e uma proporgiio semelhante de japoneses
tem I positivo, mas uma proporgio substincial daqueles classificados como D negativo

possuem um antigeno D muito fraco chamado Del.

A baixa incidéncia de D negativo na populagio estudada (10,2%) faz com
que os estoques para fins terapéuticos deste tipo sangiineo, sejam sempre reduzidos,

conduzindo-nos & uma utilizagao mais racional do mesmo.
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Com relagio ao antigeno E e e, em todas as populagdes existe uma
freqiiéncia relativamente maior de e que E. No nosso estudo. encontramos uma freqiiéncia
de 97.09% de e e 31,95% de E.

Cerca de 20% dos doadores carecem do antigeno ¢ (4). Encontramos na
pesquisa deste trabalho 13,69%. (Tabela 8)

Em relagdo ao C nossos resultados também foram compativeis com os da

hiteratura.

Determinamos também a freqiéncia em relagio a cor da pele mas, devido
a alta percentagem de pardos (96,06%), ndo comparamos com os dados da literatura que se

referem mais a brancos e negros.

Verificamos ainda a predominancia do sexo masculino (89.42%) no habito
de doar sangue. Se compararmos estes dados com os levaniados por Neves em 1987
(93,03% masculino), houve uma redugiio da freqiiéncia do sexo masculino, provavelmente
devido aumento no nimero de doadores do sexo feminino de 6,97%(segundo Neves) para

11% (encontrado nesta pesquisa).

A frequéncia dos fenotipos encontrados neste trabalho, foi condizente

com o relatado na literatura nacional e internacional.

Segundo Mollison, a freqiiéncia de fendtipos encontrados para uma
populaciio britdnica foi a seguinte: CcDee - 34,89%; CCDee - 18,5%. ccdee - 15%;
CcDEe - 13,34% ¢ ccDEe - 12.67%. Esta contagem corresponde a 95% do total de

fenotipos encontrados para uma populagio britanica.

De acordo com o trabalho realizado por Oliveira, em 150 doadores de
sangue do HEMOCE - 1996, os resultados encontrados foram os seguintes: CeDee -
31,6%; CCDee - 20%; ccdee - 20,1%, CeDEe - 10,6% ¢ ccDEe - 12,6%; ccDEE - 2.6% e

ccDee - 2.5%, onde apresentou uma diferenga em relagdo a este trabalho no que diz
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respeito ao fendtipo cedee cujo resultado encontrado foi de 8,92%. A deferenca
apresentada pode, provavelmente, esta associada a significancia da amostra diante o numero

de doadores de sangue.(Tabela 6)

Outro resultado que merece discussdo € a relagdo dos grupos sangiliineos
e fenotipos do sistema Rh, ndo observado na literatura revisada, onde encontramos dados
estatisticamente significantes quanto a predominincia de determinados fendtipos no sistema

de grupos sangiiineos ABO. (tabela 7)



TABELA 01 - DISTRIBUICAO DOS DOADORES DE SANGUE DO HEMOCE
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SEGUNDO A IDADE

Faixa N" de Fregqiiéncia
Etiria Doadores (%)

18 |-- 26 109 22,61

26 |-- 34 179 37.14

34 - 42 119 24,69

42 |-- 50 59 12,24

50 -- 58 16 3,32
Total 482 100,00

Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE

Grafico 01 - Distribuigdo dos Doadores de Sangue do
Hemoce segundo a ldade
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TABELA 02 - DISTRIBUICAQ DOS DOADORES DE SANGUE PO HEMOCE

SEGUNDO O SEXO
N de Freqiiéncia
Sexo Doadores (%)
Mascuolino 431 89,42
Feminino 51 10,58
Total 482 100,00

Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE

Grafico 02 - Distribuicdo dos Doadores de Sangue do
Hemoce segundo o Sexo

11%
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TABELA 03 - DISTRIBUICAO DOS DOADORES DE SANGUE DO HEMOCE

SEGUNDO A COR DA PELE
N" de Freqiiéncia
COR Doadores (%)
Branco 18 3,73
Pardo 463 96,06
Negra 1 0,21
Total 482 100,00

Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE

Grafico 03 - Distribuigdo dos Doadores de Sangue do
Hemoce segundo a Cor da Pele
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TABELA 04 - DISTRIBUICAO DOS DOADORES DE SANGUE DO HEMOCE
SEGUNDO O GRUPO SANGUINEO ABO

A 187 38,80
B 44 9.13
AB 11 2,28

Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE

Gréfico 04 - Distribuicdo dps Doadores de Sangue do
Hemoce segundos o Grupo Sangiineo ABO




35

TABELA 05 - DISTRIBUICAO DOS DOADORES DE SANGUE DO HEMOCE

SEGUNDO O FATOR Rh
Fator N’ de Freqiiéncia
Rh Doadores (%)
Positive 433 398
Negativo 49 10.2
Total 482 100.00

Fomte: Pesquisa Direta - HEMOQCE

Grafico 05 - Distribui¢do dos Doadores de Sangue do
Hemoce segundo a Fator Rh

NEGATIVO

POSITIVO




TABELA 06 - FENOTIPOS DETECTADOS NA POPULACAO
DE DOADORES DE SANGUE DO HEMOCE
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Reacies das Célalas com
ﬁ ator Aﬂﬁ-ﬂ,ﬁ,ﬁ,c,e (1) Fenﬁﬁm (2} N* de qu&ﬁﬁﬁiﬂ
Rhi Rho ri® rb W he” CDE Doadores (%)
| C E C e (Fisher-Race)
+ h - + aF CcDee 151 3133
o DG - - + CCDee 62 12,86
4+ 4+ + + o+ CcDEe 67 13,90
- = - - + ccDee 69 14,32
Rh+ + + + - + CCDEe 0,41
+ - + o+ - ccDEE 1 2,28
o o r + - CeDEE 1 0,21
+ + + = = CCDEE 2 0,41
+ - ar + + ccDEe 68 14,11

Total -
Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE

(1) Principais soros classificadores Rh-Hr

(2) Nomenclatura CDE (Fisher-Race)

482

100,00

Gréfico 06 - Fendtipos detectados na Populagdo de
Doadores de Sangue do Hemoce

CcdEe
ccdEe
Ccdee
cedee
ccDEe
CCDEE
CceDEE
ccDEE
CCDEe

CcDEe
CCDee

CcDee

1% 20 25 30

percentuais

10

36




37

TABELA 07 - DISTRIBUICAQ DE DOADORES DE SANGUE DO HEMOCE
SEGUNDO O TIPO DE FENOTIPO E GRUPO SANGUINEO ABO

Grupo Sangiiineo
Yo
Fenétipos A B AB O
SobGrupo | Sob fotal | SebGrupe | Sob lfotal | SebGrupe | SebTotal | SobGrupe |  Sob latal

CcDee 31,0 12.0 273 25 18.2 0.4 329 16.4
CCDee 11,2 14 9,1 08 | 182 0.4 14,6 7.3
CcDEe 144 5.6 13.6 1.2 | 00 0.0 14.2 Z1
ccDee 13.9 5.4 227 2.1 18.2 0.4 12,9 6.4
CCDEc 0.5 0,2 0.0 00 | 00 0.0 0.4 0,2
ceDEE 2,% 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 19 1.5
CcDEE 0,0 0.0 0.0 0,0 0,0 0.0 0,4 0.2
CCDEE 0.5 0.2 0,0 0.0 0.0 0.0 0.4 02
ccDEe 139 54 159 L5 | 273 0.6 13.3 6.6
ccdee 11,2 4.4 9.1 08 9.1 0.2 7.2 3.5
Cedee 0.0 0.0 2.3 0.2 0.0 0.0 0.8 0.4
erdEn 0.0 0,0 0.6 00 | 91 0.2 0.0 0,0
CcdEe L1 0.4 0,0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

187 388 44 9,1 11 23 240 49.8
Total 10,0 1008 160,0 100,48

Fonte: Pesquisa Direta - HEMCCE

TAB. 08 - FREQUENCIA DE ANTIGENOS CLASSIFICADOS EM DOADORES

DE SANGUE DO HEMOCE

ANTIGENOS
C D E c e [
i | 70 locae] %0 loscs ] %0 Joses ] %5 |oers | %6 | oo | %0
Positivo | 290| 60.2] 433] 89.8] 154] 319| 416] 86.3| 468| 97.1 3] 994
Negativo | 192] 39.8] 49| 10.1] 328| 68,1| 66| 13.7] 14| 29| 479| 06
Total 482| 100| 482 | 100| 482| 100| 482 100 482 100| 482| 100

Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE
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CONCLUSAO

O conhecimento do perfil antigénico dos doadores de sangue em relagéo
a0 sistema de grupo sanglineo Rh € importante para minimizar o risco da transfusdo em
pacientes aloimunizados e estimular uma agfo cooperativa entre os servigos de medicina
transfusional quanto & disponibilidade de determinados fenétipos. E também fundamental

para a classificagdo do verdadeiro doador Rh negativo.

A frequéncia do fendtipo mais comum encontrado (CeDee) corresponde

ao relacionado na literatura mundial.
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ABSTRACT

The main antigens of Rh sistem were studied on 482 HEMOCE’S blood
donors. (HEMOCE: CENTER OF HEMATOLOGY AND HEMOTHERAPY -
BRAZILIAN INSTITUTION), among 24/10/96 and 31/01/97. The following most frequent
fenotips have been found. CcDee (31,33%), CCDee (12,86%), CcDEe (13,90%), ccDee
(14,32%), ccDEe (14,11%), ccdee (8.92%). The request was realized using pattern technics

by Gamma Laboratory. We delimited fenotips using specific anti-serums: D, C, ¢, E, e and

C" . Statistic analysis does not revealed big differences of world literacy



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. NOVARETTI, M. C. Sistema de Grupo Sangiiineco Rh. Hematologia e Hematerapia. v.1,
n3,p 10- 14, 1996
2. DANIELS, G. Rh Blood Group System. In: . Human Blood Groups. Sthed. s. I:
Bilackwell Sience, 1995, p. 204 - 245, cap. 5.
3. DANIELS, G., ANSTEE, D. 1., CARTRON, JP.,, DAHR, W. et al. Blood Group
Terminology. Vox Sang, v. 69, p.265 - 279, 1995.
4. MOLLISON, P. L., ENGELFRIET, C.P., CONTRERAS, M. The Rh Blood Group
Systerﬁ. In.. . Blood Transfusion In Clinical Medicine. 9th, ed. Oxford:
Blackwell Sientific Publications, 1993, p.204 - 245 cap 5.
5.LIZZA, C., MEYERS, 1, GINDY, L. Blood Groups. In: PETZ, L.D., SWISHER, S. N,
KLEINMAN, S. et al. Clinical Practice of Transfusion Medicine. 3th, ed. New York.
Churchell Livinsgtone, 1996, p. 96 - 116, cap 5.

. ISSELBACHER, K. I. et al. Grupos Sangiiineos e Transfusdo de Sangue. In. Medicina
Interna. 13th, ed. México. Nueva Editorial Interamericana, 1993, p. 1875 - 1876, vol

(=}

2, cap 312,
7. TECHINICAL Manual, 12th ed. Maryland: American Association of Blood Banks, 1996.
8. CHASSAIGNE, M. et al. Sistema Rhesus. I~ Manual Pratico de Transfuséo

Sangiinea s. |. Organizacdo Andrei, 1988.

9. BEUTLER, E., LICHTMAN, M., COLLER, B. S., KIPPS, T. J. Erytrocyte Antigens
And Antibodies. In: CALHOUN, L., PETZ, L. D. Hematology, Sth ed. New York.
Mc Graw Hill Inc, 1995, p. 1595 - 1610. Cap 148.



10.

11

12

41

JAKOBOWICZ, R, WILLIAMS, L. and SILBERMAN, F. : Imunization of Rh
negative volunteers with repeated sinal amourests of Rh positive blood, Vox Sang,
1972,

. BLOY, C; BLANCHARD, D., LAMBIN, P, et al. Characterization of the D, ¢, E and
G antigens of the Rh Blood Group System with human monoclonal antibodies. Mol.
Immunol, v.25, p. 925 - 31, 1988.

. RESSE, W. F. Antigens of the Erythrocyte: Rh Groups. In: Clinical Imunohema-

tology: Basic Concepts and Clinical Applications. Boston. Blackwell Scientific
Publications, s.d. p. 223 - 235.
. PELIZZA, S. M., BERTHIER, M. E. O. GONZAGA, A. L. Sistema Rh. In:

Manual de Imunochematologia. Rio de Janeiro: Centro de Hematologia Santa

Catarina, 1977 v.1, cap. 9, p. 59 - 73.

14, LIMA, L. M. A, CALLADO, M. R. M. , SANTOS, J. A. Curso de Imunohematologia

15
16

17

18
19

20.

21

22

23

Botueatu - SP: Faculdade de Medicina UNESP, 1992.

. ROSENFELD, R. E. Who discovered Rh?. Transfusion, v. 29, n. 4, p. 355 - 57, 1989.

. MELO, 1. de, SANTOS, J. A. dos. Sistema Rh. Belo Horizonte: IEA, 1996
(Imunohematologia Eritrocitaria, 5).

. NETO, S. W_, Nomenclatura ISBT para os Antigenos Eritrocitarios. Belo Horizonte:

TEA, 1996, (Imunotematologta eritrocitaria, 10).
. SISTEMA de grupos sangiiineos Rh. Sio Paulo: Biotest, s. d. v.2.
. SISTEMA ABO & Rh. Sao Paulo: Ortho Diagnosis, 1978, p. 37 - 71.
BRASIL. Ministérioc da Sadde. Normas Técnicag para Coleta, Processamento e

Transfusdo de Sangue, componentes derivados. Brasilia. 1994.

. BRYANT, N. J,, SHANAHAN, L. S., SUTTON, DM.C. A rapid Tube Technique for
fetal cell typing. Transfusion, v. 19, n. 2, p. 190 - 91. Mar/apr. 1979.

. BARRETO, O . C,, et al. Distribui¢iio do sisterna ABO e Rh destacando se a pesquisa

830 Paulo, v. 38, n. 3, p. 111 -4, 1983
. NEVES., M. L. I, Grupos Sangiiineos ABO e Rh. Estatistica em 2.354 doadores de

sangue. Fortaleza, 1987. 29p. Monografia (Especializagio em Hematologia e
Hemoterapia) - UFC.



24,

25.

26.

27,

28.

29,

30.

3L

32.

33.

34.

33,

36.

37.

42

OLIVEIRA, K. L. S., Incidéncia dos Principais Antigenos Eritrocitarios nos Doadores

de Sangue do Hemoce . Fortaleza, 1996. Monografia (Especializagio em
Hematologia ¢ Hemoterapia) - UFC

A REAGCAO Antigeno-anticorpo e o complemento em imunotematologia, Beloa
Horizonte: Dia Med Brasil. 1994 (Fasciculo, 1).

PATTO, G. 8. Curso de imuno hematologia basica. S3o Paulo: Banco de Sangue do
Hospital Santa Catarina, s.d.p. 38 - 73.
Imunohematologia. S3o Paulo: Faculdade de Medicina UNESP, 1992.

JUNQUEIRA, P. C, Evolugdo da transfusdo de sangue. In. . O Essencial da
Transfusio de Sangue. Sdo Paulo. Organizagdo Andrei Editora, 1979, cap. 1, p.16 -
22.

MOURANT, A. E., ADA, C. The Distribution of the humau blood groups and other
biochemical polymorphisms. 2. Ed. Oxford. Oxford University Press, 1976. p. 276.

GENETICA e bioquimica dos grupos sangiiineos eritrocitarios. Belo Horizonte: Dia
Med Brasil, 1994 (Fasciculo; 3)

DANIELS, G. L. et al. Terminologia dos Grupos Sangiiineos 1995, Boletim da
Sociedade Brasileira de Hermatologia e Hemoterapia, v. 18, maio/agosto, p.37 - 51,
1996.

SISTEMA Rh. Belo Herizonte: Dia Med Brasil, 1994 (Fasciculo 5).

MELO, L. de, SANTOS, J. A. dos, Genética e Bioquimica dos Grupos Sangiiineos:
IEA, 1996 (Imunotematologia Eritrocitaria, 3).

ASSISTT, P. D., Recent advances in the Rh blood group system. Vox Sana. v.70, p. 26
-30, 1996,

RACE, R. R. & SANGER, R. The Rh blood groups. In: . Blood groups in man.
Oxford, Blackwell Scientific. 1968. cap. 1,p. 8 - 12.

O’CONNOR, KOREN L., O sisiema de grupo sangiiineo Rh. In: HARMENING.

Denise. Técnicas Modernas em Banco de Sangue e Transfusdo. 2 ed. Rio de Janeiro:
Revinter, 1992, 445p. cap. 6. p. 109 - 123.
ANDRADE, S. R, LEITAO L. F. G. Sa, SOUZA, M. S. A , CARDOSQ, A . I N.

Presenga dos antigenos C(rh”) e ou E(rh™) em doadores de sangue Rh negativos



43

analisados no “Centro de Hematologia e Hemoterapia do Rio Grande do Norte’-

Hemonorte. Revista Brasileira de Analises Clinicas., v.4, p. 199 - 201, 1996.

38, Oliveira, M* do Carmo et al. Freqiiéncia dos grupos sangiiineos em doadores de sangue

ne Brasil. s.n.t.



44

ANEXO

FENOTIPAGEM DO SISTEMA Rk EM DOADORES DE SANGUE

FICHA DO DOADOR
NOME:
N° FICHA: DATA DA DOACAO: / /
IDADE: SEXO: COR:
GRUPO SANGUINEO: FATOR Rh:
FENOTIPOS D B o " v

OBSERVACOES:




Common Rh haplorypes
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Short Symbol CDE Term Short Symbol CDE Term Antigenic
(Gene) (Gene) (Phenotype) (Phenotype) Specificities
Rl CDe R; CDe C,De
r cde r cde C. €
R? cDE Ry cDE ¢,D,E
Ro cDe R, cDe ¢,D, e
r (Cde r Cde C,e
r cdl r cdE ¢, B
RZ CDFE R CDE C,D,E
Y CdE o4 CdE C.E
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