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RESUMO

Anemia Falciforme (AF) é representada pela substituicdo do acido glutdmico pela
valina na posicdo 6 da cadeia beta da globina. Esta substituicdo tem como
conseqiiéncia final a polimerizacdo das moléculas dessa hemoglobina anormal
(HbS) guando desoxigenadas, resultando na alteracdo da forma do eritrocito, de
disco bicéncavo deformavel em célula rigida, abemrante conhecida como célula em
forma de foice. O suporte transfusional utilizando concentrado de hemacias (CH) &
de vital importancia no manejo de pacientes com AF, porém acarretam riscos de
complicagdes imunolégicas e ndo imunoiégicas. A determinacéo da fenotipagem dos
grupos sangliineos ABO/Rh e outros sistemas de grupos sanguineos (Kell, Duffy,
Kidd, Lewis, P, MNSs, Lutheran) é importante para estes pacientes politransfundidos
para prevenir a aloimunizacio e reduzir reagbes transfusionais hemoliticas. Este
trabalho teve como objetivo, determinar a prevaléncia de aloanticorpos eritrocitarios
em pacientes falcémicos que receberam pelo menos uma transfuséo de concentrado
de hemacias. Foram estudados 100 pacientes de ambos os sexos com idade
variando de 1 ano a 21 anos, utilizando-se a técnica de gel centrifugacao, através da
qual identificamos 12 pacientes aloimunizados, cujos aloanticorpos eram
predominantemente dirigidos contra antigenos do sistema Rh (57%) e possuiam as
seguintes especificidades: 3 anti-E, 3 anti¢, 2 anti-C, 1 anti- Fy?, 2 anti-Fy®, 2 anti-K,
1 anti-S e 2 pacientes com anticorpos nao identificados.




ABSTRACT

Sickle cell anemia is represented by the substitution of the glutamic acid by valina in
chain beta globin's position 6. This substitution has final consequence abnormal
hemoglobin’s polimerization when it is deoxygenated, resulting alterations in red cell's
shape from a deformable biconcave disk to a rigid and aberrant cell - sickie celi. The
transfusional support using red blood cells is essential to this patients, but can have
some immunologic and nonimmunologic's complications. The determination of
phenotyping of blood’s group ABC/Rh and uncommon antigens (Kell, Duffy, Kidd,
Lewis, P, MNSs, Lutheran) is important in patients with multiple transfusions to
prevent alloimmunization and reduce hemolitic transfusion reactions. The study’s
objetive was determined red cell alloantibodies' prevalence in sickle cell patients. One
hundred patients from both sex, aged from one year to 21 years were assessed. The
gel centrifugation’s thecnic was used. Found 12 patients alloimmunizated, whose
alloantibodies were mainly driven against Rh antigens (57%) and flollowing typing:
anti-E 3, anti-c 3, anti-C 2, anti-Fy® 1, anti-Fy® 2, anti-K 2, anti-S 1, and 2 non-
identified antibodies.




1. INTRODUCAO

O eritrécito, descrito freqlientemente como uma célula funcionalmente
simples, apresenta numerosos aspectos relativos & estrutura e propriedades
metabdlicas extrernamente complexos e ainda néo totalmente elucidados'”.

O metabolismo eritrocitario e conseqilente producéo de energia visam
fundamentalmente manter a flexibilidade da membrana, a forma bicéncava da
hemécia e a integridade da hemoglobina®®.

A hemoglobina, subunidade funcional e principal constituinte celular,
representa importante fator do controle da integridade do eritrocito!”. E uma proteina
de estrutura globular e quaternaria compostfa por quatro cadeias polipeptidicas, ou
cadeias de globina, e um grupo prostético (o grupo heme), ligado a cada uma das
cadeias de globina®. A molécula de hemoglobina &, portanto, um tetrdmero de
cadeias de globina do tipo alfa e duas do tipo beta. Assim, por exemplo, duas
globinas alfa (o) e duas beta (B2) compdem a HbA e, dessa forma, as combinagoes
entre as diferentes globinas determinam os seis tipos de hemoglobinas humanas
produzidas nas fases do desenvolvimento caracterizadas como embrionaria, fetal e
pés nascimento®.

Uma vez que o eritrécito maduro alcanga a circulagdo periférica, o mesmo
esta cheio de hemoglobina e apto a realizar a sua fungéo, que é transportar oxigénio
dos pulmdes para os tecidos e gas carbonico recolhido dos capilares teciduais para
os pulmées, circulando em média 120 dias®.

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doengas, de natureza
genética, em que existe alteragio da parte globinica da hemoglobina®.

A anemia falciforme é um exemplo classico de uma alteragdo minima na
estrutura da hemoglobina capaz de provocar, sob determinadas circunstancias, uma
singular interagao molecular e drastica redugo na sua solubilidade.

Eritrécitos “peculiarmente alongados e em forma de foice” foram assinalados
pela primeira vez por Herrick, em 1910, no sangue de um individuo anémico da raca
negra, embora as manifestagées clinicas da doenca ja fossem conhecidas séculos

antes na Africa Ocidental.




A aiteragido molecular primaria na anemia falciforme € representada pela
substituicAo de uma unica base no cédon 6 do gene da globina B, uma adenina (A) €
substituida por uma timina (T) (GAG—»GTC). Esta mutagéo resulta na substituicio do
residuo glutamit ha posigao p6 por um residuo valil (36 Glu—Val). Esta substituicéo
tem como conseqiéncia final a polimerizagdo das moléculas dessa hemoglobina
anormal (HbS) quando desoxigenadas‘".

A polimerizagio da hemoglobina S é o evento fundamental na patogenia da
anemia falciforme, resultando na alteragdo da foma do eritrécito e na acentuada
reducdo de sua deformabilidade. As células rigidas, com formas aberrantes
(classicamente conhecidas s&o as células em forma de foice), s&o responsaveis pela
oclusao vascular e leséo de tecidos que representam os fendmenos principais dessa
doenga(”.

Todas as hemdcias contendo predominantemente hemoglobina S podem
adquirir a forma falciforme classica ap6s desoxigenagdo, em decorréncia da
polimerizagdo intracelular da desoxi-hemoglobina S, processo normaimente
reversivel apos a reoxigenagio. No entanto, a repeticio desse fendbmeno provoca
consideravel lesdo de membrana em algumas células suscetiveis, fazendo com que
a rigidez e configuragio em forma de foice persistam mesmo apos a reoxigenagao®™.

Em decorréncia de sua acentuada rigidez, as células irreversivelmente
falcizadas tém uma vida-média reduzida e contribuem significativamente para a
anemia hemolitica dos pacientes eritrofalcémicos. No entanto, o quadro clinico da
anemia falciforme, ndo depende substanciaimente dos sintomas causados pela
anemia propriamente, mas sim da ocorréncia de lesées organicas causadas pela
obstrugéo vascular e das chamadas “crises de falcizag&o”. Nos pericdos entre as
crises, os pacientes evoluem praticamente assintomnaticos, a despeito da anemia
persistente, com niveis de hemoglobina variaveis, mas em geral ao redor de 8g/dl.
Contribui fundamentalmente para esta relativa auséncia de sintomas a acentuada
reducdo da afinidade dessa hemoglobina anormal para o oxigénio. Dessa forma,
uma menor concentragdc de hemoglobina ainda disponibiliza quantidades

adequadas de oxigénio nos tecidos.




As doengas falciformes incluem a anemia falciforme, que representa o estado
homozigoto para a hemogiobina S (SS), e as interagdes hemoglobina S-§ talassemia
(S/B tal), hemoglobinopatia SC (CS), Hemoglobinopatia SD (SD) e hemoglobina S-
persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (S/PHHF)™.

A anemia falciforme prevalece na raga negra, e sua maior incidéncia ocorre na
Africa, embora seja também encontrada em paises Mediterraneos, principaimente

Grécia, Italia e Israel, assim como na Arabia saudita, india e nos negros americanos.

Hemoterapia em Anemia Falciforme

O carater cronico da anemia, nos pacientes portadores de Anemia Falciforme,
associado, a maior capacidade de liberagéo de oxigénio pela HbS, faz com que
sejam pouco sintomaticos em relagdo a anemia e ndo necessitam de forma rotineira
de transfusao de hemacias. Contudo, na vigéncia de complicagdes agudas, a queda
adicional da hemoglobina pode precipitar descompensagédo da fungéo cardio-
respiratoria @ colocar em risco a vida do paciente, tornando a transfusao de sangue
um recurso terapéutico de grande importancia®.

O suporte transfusional utilizando concentrado de hemécias é de vital
importancia no manejo de pacientes com anemia falciforme. O objetivo da
hemoterapia nos pacientes com anemia falciforme é melhorar a capacidade de
transportar oxigénio e o fiuxo de sangue na microcirculagéo pelo aumento no nivel
de hematdcrito e o decréscimo na porcentagem de hemoglobina $ (HbS)™.

Um cuidado importante na transfus&o de pacientes com anemia falciforme é
evitar a excessiva viscosidade sanguinea. Portanto, as transfuses de concentrado
de hemacias devem ser usadas com cautela, particularmente em pacientes com
hematocritos superiores a 20% em criangas ou a 25% em adultos®.

Se por um lado as transfusbes de CH sdo vitais para o tratamento de
pacientes com anemia falciforme, por outro lado elas acarretam riscos de
complicagdes imunoldgicas e ndo imunolégicas®. Entre as reagdes imunoldgicas a
aloimunizagéo a antigenos eritrocitarios € uma complicagéo relativamente comum
em pacientes com anemia falciforme, e que pode acarretar aumento substancial da
morbidade da doenga'®. As principais indicagdes de transfusdes de concentrados
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de hemacias em pacientes com anemia falciforme, e seus riscos imunolégicos estac
sumarizados no quadro abaixo'"".

Principais indicagfes e riscos imunoldgicos das transfusfes de hemacias em

pacientes com anemia faiciforme.

Indicagfes clinicas

Inquestionaveis controversas confra-indicadas

Anemia Aguda sintomatica complicagbes obstétricas crises delorosas néo
complicadas

Anemi'af cronicacom Glcera maleolar refrataria gravidez ndo complicada ae-

insuficiéncia dt oo P

Prevengao Qe recorréncia de | Prevengéo primaria de AVCI Pequenas cirurgias com

AVCl em criangas em criangas anestesia local

S.im‘;lf.ome toracica aguda com | crises dolorosas refratarias Elevar o nivel de

hipoxa hemoglobina.

Cirurgia com anestesia geral |Priapismo agudo

Cirurgia ocular Sindrome do quadrante
superior com hiperbilimubinemia

Riscos imunolégicos

Aloimunizacgéo a antigenos eritrocitarios, granulocitarios e/ou plaguetarios
Insuficiéncia pulmonar aguda

Reagéo hemolitica aguda

Reagao hemolitica tardia

Reagdo alérgica

Aloimunizagio eritrocitaria em anemia falciforme

A probabilidade de formagdo de anticorpos eritrocitarios depende,
principalmente, da exposigdo a aloantigenos, da relativa imunogenicidade do
aloantigeno e da resposta imunolégica do individuo™. Além disso, & bem
estabelecido que o desenvolvimento de anticorpos eritrocitarios € relacionado ao
numero de transfusées, e que a frequéncia de aloimunizagdo aumenta a medida que
aumenta o numero de transfusdes. Também tem sido sugetido que os antigenos

mais freqlentemente envolvidos na aloimunizacdo de pacientes com anemia
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falciforme sao cujas fregiiéncias diferem entre calcaséides e negroides, ou seja, o
fator inter-racial também participa do fenémeno'?.

Nos dltimos anos, varios estudos intemacionais tém referido que os pacientes
com anemia falciforme tém uma taxa de aloimunizagéo a antigenos gritrocitérios
relativamente elevada ¢'%'3'41% 19 com uma prevaléncia que varia de 8 % em
pacientes pediatricos a 50 % em adultos politransfundidos!™. Os antigenos mais

frequentemente envolvidos na producdo de aloanticorpos nesses pacientes estdo
relacionados aos sistemas eritrocitarios Rh, Kell (K), Duffy (Fy), e Kidd (Jk) 2.
Embora a maioria dos anticorpos seja dirigida contra antigenos do sistema Rh e Kell,
mais de 50% dos pacientes aloimunizados desenvolvem multiplos anticorpos
dificultando, e algumas vezes impossibilitando, o encontro de unidades de CH
compativeis para transfusao‘'®?,

Os anticorpos eritrocitarios recentemente formados, ou os estimulados por
reacdo anamnéstica apés transfusdo de CH, geralmente s&o da classe 1gG,
sensibilizam as hemacias transfundidas na circulacdo do paciente, @ podem causar
hemdlise que podem ocorrer agudamente caracterizando a reacéo transfusional
hemolitica aguda™, ou alguns dias ap6s a transfusdo caracterizando a reagéo
transfusional hemolitica tardia (RTHT)®".

A hemoélise aguda que pode ocorrer apos a transfuséo de CH é geralmente
associada a incompatibilidade pelo sistema ABO e a maioria das vezes relacionada a
erros administrativos. Um estudo de relatos de mortes associadas a transfuséo de
hemocomponentes mostrou que em 51% das mortes ocorreu devido as
consegiiéncias da hemélise aguda. Além disso, foi mostrado que a RTHT foi
responsavel por 10% dos 6bitos®?.

Tem sido descrito que a prevaléncia de RTHT em pacientes com anemia
falciforme varia de 0,7 a 4% "®'®, Numa andiise retrospectiva de pacientes com
anemia falciforme aproximadamente 30% dos pacientes desenvolveram
aloanticorpos eritrocitarios apds transfusdo, e 11% tiveram sinais de RTHT®.
Contudo, mais freqiientemente, existe apenas evidéncia soroldgica de aloimunizagao

confirmada pela positividade do teste direto e/ou indireto da antigiobulina humana
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(AGH) positivo, do que sinais e sintomas clinicos de hemdlise, caracterizando o que
tem sido denominado de reagéo transfusional tardia (RTHT)®".

Dados de uma série de pacientes que apresentaram RTHT mostraram que,
em 83% dos casos, o hematocrito e a hemoglobina pds-transfusional cairam abaixo
dos limites detectados antes da transfus&o, sugerindo que as hemacias autélogas
também tenham sido destruidas®*?®. Recentemente, alguns autores sugeriram que
este fendmeno, que chamaram de hemélise inocente pode ter sido a maior causa da
crise de hemoélise pos-transfusional observada em alguns pacientes. A despeito da
discussao feita e ainda ndo concluida a respeito do(s) mecanismo(s) que leva(m) a
este tipo de hemolise, esses autores chamaram a atengéo para a importancia de se
reconhecer pacientes com anemia falciforme que apresentam piora da anemia,
geralmente associada com dor aguda, apés a transfusao de CH®9,

A documentacdo de aloanticorpos eritrocitarios em pacientes com anemia
falciforme é fundamental na tentativa de prevenir ou mesmo minimizar os efeitos
imunologicos associados as transfusdes de concentrados de hemacias nesses
pacientes. Entretanto, ainda ndo estd devidamente esclarecida pela literatura
especializada qual é a técnica imuno-hematolégica para a detecgéo de aloanticorpos
eritrocitarios e, possivelmente, as técnicas sejam complementares.

REVISAO DE LITERATURA

SISTEMAS DE GRUPOS SANGUINEOS:

A denominagdo grupo sanguineo se restringe aos antigenos da superficie
celular e geralmenie aos antigenos eritrocitarios. Os antigenos de grupos
sanguineos séo resuliantes de variabilidade genética que ocorre nos componentes
da membrana celular que podem ser proteinas, glicoproteinas ou glicolipideos. Os
aloanticorpos que reconhecem os antigenos de grupos sanguineos séo de
ocorréncia natural, provavelmente como resultado da estimulagdo por antigenos
promiscuos presentes em abundancia no ambiente ou devido a aloimunizagéo em

decorréncia de transfusdo ou gravidez. Nem todo polimorfismo observado nas
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moléculas de superficie dos eritrocitos constitui grupo sanguineo, sendo por
definigao necessaria a existéncia do anticorpo que o define'®,

Atualmente, mais de 250 antigenos de grupos sanguineos sao reconhecidos.
De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea, os grupos
sanguineos sdo classificados em 25 sistemas. Cada sistema de grupo sanguineo

consiste de um ou mais antigenos codificados. Cada sistema € distinto

geneticamente de qualquer outro sistema®,

SISTEMA ABO

E o mais importante € mais conhecido sistema de grupos sanguineos. Os
anticorpos ABO s&o de ocorréncia natural e regular, contra os antigenos ausentes
nas hemacias do préprio individuo. Séo de classe IgM e 1gG, ativos a 37°C, sendo
capazes de fixar e ativar o Complemento, provocando hemdlises intravasculares
severas em casos de incompatibilidades transfusionais.

Os fenotipos ABO eritrocitarios sdo definidos pelo antigeno presente na
membrana globular e pelo anticorpo sérico natural correspondente ao antigeno

ausente@29

SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO RH

O sistema Rh apresenta um alto polimorfismo genético, levando a
modificagdes dos antigenos correntes cujos principais séo: D, C, ¢, E, e, cY.

Os anticorpos anti-Rh resultam, praticamente, todos, de uma aloimunizagao
por transfusdo sanguinea ou por gravidez, pertencendo quase sempre a classe IgG
{IlgG4 ou IgGa).

A imunizagdo por transfuséo é a via mais freqiiente contra antigeno Rh. No
caso especifico do antigeno D, estima-se em 80% a probabilidade de imunizacao
ap6s uma fransfusao incompativel.

Aloimunizacéo contra os antigenos E, ¢, e, C séo também observadas em
pacientes politransfundidos, mas com uma freqi:éncia inferior.

Do ponto de vista pratico, a freqiiéncia dos anticorpos Rh em ordem

decrescente é a seguinte: anti-D, anti-E, anti-c, anti-e, anti-C%2",
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SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO LEWIS:

Antigeno

Os antigenos Lewis (Le® e Le) ndo s&o sintetizados pelo eritrocito, séo
incorporados a4 estrutura da hemacia. Sé@o produzidos por células teciduais e
secretados nos liquidos organicos, como nas secregdes e no plasma. Depois eles
séo adsorvidos pela membrana eritrocitaria a partir do plasma.

No recém-nascido os antigenos Lewis estdo presentes na saliva e nao no
sangue, tendo assim fenétipo Le (a- b-). O antigeno torna-se presente no plasma
apés cerca de 10 dias de vida.

Os antigenos Lewis devem ser pesquisados em sangue de estoque recente,
pois a estocagem prolongada enfraquece a reagéo (aglutinac@o), provavelmente em

conseqiliéncia da eluicdo da substancia fixada.

Anticorpos Lewis

Os anticorpos Lewis si0, em geral, produzidos por pessoas com fendtipo Le
(a- b-). Geralmente, eles sdo da classe IgM e ndo atravessam a placenta, de modo a
ndo causar doeng¢a hemolitica do recém-nascido e nem estao implicado em reacoes
hemoliticas transfusionais, mas podem ativar o complemento, de medo a causar
ocasionalmente reagbes hemoliticas transfusionais. Séo anticorpos de ocoméncia
natural.

Os anticorpos mais comuns do sistema Lewis séo anti-Le® e anti-Le"?%*®,
SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO MNSs:

Antigenos

Os antigenos MNSs estdo bem desenvolvidos ao nascimento. Estao
associados as sialoglicoproteinas da membrana eritrocitaria, chamadas glicoforinas
A e B, as quais sdo susceptiveis de clivagem por enzimas proteoliticas em posigdes

variadas. Os antigenos MNS s&o removidos pelo tratamento enzimatico.
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O antigeno S e, mais recentemente, o s, podem ser responsaveis por

aloimunizagbes. Os antigenos M e N s&o, excepcionalmente, causa de

aloimunizagoes.

Anticorpos

Anti-M e anti-N: sdo, via de regra, naturais e irregulares. Sao da classe igM
(as vezes lgG) ativos a baixas temperaturas (sobretudo a 4°C) e pH acificado de 6.5.
Estes anticorpos mostram acentuado efeito de dose. Aloanticorpos de classe igG, e
ativos a 37°C, sdo pouco frequentes. Esses sdo principaimente de especificidade
anti-S, raramente anti-s e sdo capazes de causar reacdes transfusionais e doenga
hemolitica do recém-nascido.

Anti-S e anti-s: a maioria dos exemplos de anti-S e anti-s é constituida por IgG
imunomediada, sendo detectada a 37°C e na fase de antiglobulina. Contudo,
algumas podem ter uma reagao 6tima em temperaturas mais baixas.

Embora encontrados com menor freqiéncia que anti-M, os anticorpos S e s
tém maior probabilidade de apresentar significado clinico. Eles podem fixar o
complemento e foram implicados com reagbes hemoliticas graves com
hemoglobintria. Também provocam doenga hemolitica do recém-nascido®2®.

SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO KELL:

Antigenos

O antigeno Kell (K), presente em 9% da populagdo branca, € 0 segundo
antigeno eritrocitario com maior capacidade de produzir anticorpos. A expressao do
antigeno Kell comega em torno da décima semana de vida intrauterina. Como o
antigeno K estda bem desenvolvido ao nascimento, é capaz de provocar
isoimunizacéo materna com doenga hemolitica peri-natal consequente.

Os antigenos Kell estdo presentes na linhagem de eritrocitos a partir do
eritroblasto. Nao foram observados antigenos K e k (cellano) em granulcitos,

linfécitos, monadcitos e plaquetas.
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Os antigenos K e k séo antitéticos e merecem especial atengao porque sao
muifo imunogénicos. K posiciona-se em segundo lugar, somente atras do antigeno
D, em imunogenicidade. Quando os individuos K- sao transfundidos com unidades
K+, a probabilidade de produzir anti-K pode ser tdo aita quanto 10%, mas
provaveimente, é menor do que isto. A freqii&ncia do antigeno K é baixa. A chance
de receber uma unidade K+ & pequena, e se anti-K se desenvolver, unidades

compativeis sdo faciimente encontradas.

Anticorpos

A maioria dos anticorpos no sistema Kell é estimulada a partir da exposigéo
do eritrocito através de gravidez ou transfusao. Como tal, s&o anticorpos IgG reativos
a 37°C, melhor detectados na fase de globulina anti-humana.

Os anticorpos do sistema Kell podem fixar o complemento, mas ndo de modo
tdo eficiente que provoguem hemolise in vitro. Em geral, a destruigéo eritrocitaria in
vivo & extravascular, através dos macrofagos do bago.

O anticorpo mais comum do sistema Kell observado no banco de sangue € o
anti-K. Dois em cada trés anticorpos ndc Rh detectados sao anti-K. Seu antigeno

pode ter baixa frequiéncia (9%), mas & muito imunogénico®29),

SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO DUFFY

Antigenos

Os antigenos importantes na sorologia rotineira do banco de sangue séo Fyle
Fy°. Eles podem ser identificados em eritrocitos no inicio da vida fetal (6 a 7
semanas de gestacéo) e estdo bem desenvolvidos ao nascimento.

Os antigenos Duffy sio estritamente eritrocitarios. Na raga branca, exceto os
casos excepcionais de individuos que nfo possuem os antigenos Fy® e Fy*, o
sistema Duffy apresenta trés fenétipos. O fenétipo “silencioso”, Fy (a-b-), excepcional
na raga branca, & freqilente na raca negra.
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As freqliéncias antigénicas nas populacGes branca e negra sdo as seguintes:
Fy® presente em 66% de brancos e 10% de negros, Fy® presente em 83% de
brancos e 23% de negros.

Os antigenos do sistema Duffy sédo glicoproteinas que apresentam diferentes
sensibilidades a enzimas proteoliticas: sdo desnaturadas ou removidas pela
quimiotripsina, papaina e bromelina néo sendo, porém, afetados pela tripsina.

Anticorpos

Os anticorpos importantes na sorologia rotineira do banco de sangue séo anti-
Fy® e anti-Fy*. Os anticorpos anti-Duffy resultam, todos, de aicimunizagéo
transfusional ou materno-fetal. Séo anticorpos imunes, via de regra de classe IgG
(as vezes fixam complemento), detectados pela reagdo de Coombs indireto. Os
métodos enzimaticos, por suprimirem os antigenos Fy* e Fy°, servem como testes
confirmatorios na identificagdo dos anticorpos contra esses antigenos.

O anticorpo anti-Fy? é o mais freqiente (raga branca) e é responsavel por
doengas hemoliticas neo-natais e acidentes hemoliticos transfusionais em pacientes
politransfundidos. O anti-Fy° & relativamente raro na populagéo branca.

Os individuos imunizados para os antigenos Fy* efou Fy* devem ser
transfundidos com sangue negativo em relagéo a eles. Os sangues Duffy negativo
sG0 encontrados facimente nas populagdes negras. Anti-Fy® e anti-Fy® podem

causar graves reagdes hemoliticas transfusionais @9,

SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO KIDD:

Antigenos
Jk® e Jk® sao antigenos eritrocitarios comuns. Existem algumas diferencas

raciais notaveis na freqiiéncia antigénica: 77% dos brancos e 91% dos negros séo
JK? (a+), mas somente 50% dos chineses portam o antigeno; 57% dos negros sdo Jk
(b-), mas apenas 28% dos brancos sao Jk (b-).
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FreqUéncias antigénicas nas populagdes branca e negra: Jka presente em
77% dos brancos e 91% dos negros; JK® presente em 72% dos brancos e 43% dos
negros.

Antigenos Jk® foram detectados nos eritrocitos fetais tdo precocemente quanto
com 11 semanas, 7 semanas para Jk". Eles estdo bem desenvolvidos ao
nascimento, o que contribui para o potencial para a doenga hemolitica do recem-
nascido. Os eritrocitos de individuos homozigdticos exprimem o antigeno mais
acentuadamente que os individuos heterozigéticos. O tratamento enzimatico pode
estimular a reatividade dos antigenos Kidd com seus anticorpos.

Anticorpos

O anticorpo anti-Jk? esta frequentemente implicado em reagoes transfusionais.
De fato, o antigeno Jk? é, praticamente, {50 imunogénico quanto Fy®. Este antigeno
é, na maioria das vezes, de classe IgG, podendo ser também igM (raro). Nos dois
casos ha fixagdo de complemento sendo, portanto, melhor detectado pela reagao de
Coombs indireto. O anti-Jk? freqlientemente causa hemdlise das células tratadas
com enzimas proteoliticas.

Quando é de classe 1gG, o anti-Jk® pode ser responsavel por doenca
hemolitica peri-natal. O anticorpo anti-Jk® é raro e freqiilentemente associado a
outros anticorpos.

Quando se suspeita da presenga de anti-Jk* ou anti-Jk® em misturas de
anticorpos, deverdo ser providenciadas unidades de sangue fenotipadas e

compatibilizadas para o sistema Kidd @59,
SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO P
Antigenos
Os antigenos P, P e Pk sa0 encontrados em eritrocitos, plaguetas, leucocitos

e fibroblastos. P e P* também foram identificados como glicoproteinas no plasma.

Eles ndo foram encontrados em secregoes.
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A expressdo do antigeno P; varia consideravelmente duranie o
desenvolvimento fetal. O antigeno foi encontrado em eritrocitos fetais téo
precocemente quanto com 12 semanas e enfraquece com a idade gestacional. Ikim
e cols. descobriram que fetos jovens eram mais freqlentes e mais fortemente Pq+
que fetos com mais idade gestacional. O antigeno estd ma! desenvoividc ao
nascimento e leva até 7 anos para se expressar totalmente. Diferente de Py, o
antigeno P esta bem desenvolvido ao nascimento.

O antigeno P, deteriora-se rapidamente durante o amazenamento. Quando
células antigas devem ser classificadas para antigenos ou utilizadas como controle
para reagentes de tipagem, ou quando células mais antigas séo empregadas para

identificar anti-P1 no soro, podem resultar em resultados falso-negativos.

Anticorpos

Os anticorpos do sistema P s&o, via de regra, naturais, de classe IgM e atuam
em baixas temperaturas (4° a 25°C).

O anti-P, encontra-se em algumas pessoas de fenétipos P2. A forga de
reatividade do soro anti-P, varia de uma célula para outra e tende a diminuir quando
é usado em células estocadas. Este fato cria dificuldades na sua identificagéo.

O fenétipo P é caracterizado pela presenga, no soro, de uma IgM hemolitica
com atividade anti-PP;P* anteriormente chamada de anti-Tja. Ele causa reagbes
hemoliticas transfusionais graves e, ocasionalmente, pode provocar doenca
hemolitica do recém-nascido. Existe uma forte associacdo entre anti-Tja e

abortamento espontaneo em mulheres P29,
SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO LUTHERAN

Antigenos

Embora antigenos Lu? e LuP tivessem sido detectados em eritrocitos fetais téo
precocemente quanto 12 semanas, eles estdo mal desenvolvidos ao nascimento e
nao atingem o nivel adulto por muitos anos. Ambos os antigenos mostram um efeito

de dose com nitidas diferengas entre individuos homozigotos e heterozigotos dentro
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da mesma familia. Contudo, a expressao antigénica pode variar muito de uma famitia
para outra. Os antigenos Lutheran séo destruidos quando submetidos a tratamento
enzimatico.

Anticorpos

Anti-Lu® & raramente encontrado na populagdo geral, talvez um resultado da
baixa freqiiéncia do antigeno. A maioria dos exemplos é constituida de aglutininas
salinas, de ocorréncia natural, que regem melhor em temperaturas abaixo de 37°C.
Alguns exemplos sdo capazes de fixar o complemento. Os anticorpos Lutheran sdo
raros porque eles podem ser imunogiobulinas de classes IgA, bem como IGM e IgG.

Anti-Lu® & raramente observado porque muitas poucas pessoas sao Lu(b-) e,
com isso, muitas poucas pessoas s&o capazes de produzir o anticorpo. Embora o
primeiro exemplar fosse uma aglutinina a 20°C, a maior parte reage a 37°C e &
observada na fase de antiglobulina. Alguns exemplares fixam completo. Sé&o

imunoglobulinas das classes IgG (freqiientemente) IgG4, IgM e IgA #>%Y
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2. OBJETIVOS

A J:Hl‘ A
1. Determinar a -incidéncia de aloanticorpos eritrocitarios em pacientes

falcémicos que receberam pelo menos uma transfuséo de concentrado de
hemacias.

2. Identificar os aloanticorpos eritrocitarios detectados.

3. Determinar os aloanticorpos eritrocitarios mais freqlentes.

4. Fenotipar as hemacias dos pacientes.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram estudados 100 pacientes portadores de anemia falciforme
acompanhados no ambulatorio da especialidade do Hospital Infantit Albert Sabin no
periodo de janeiro a maio de 2005.

O critério para o diagnostico de anemia falciforme foi baseado no estudo
familiar, clinico e nos exames laboratoriais incluindo a eletroforese de hemoglobina.
Foram incluidos para o estudo pacientes com anemia faiciforme (SS), independente
do sexo, que tinham sido transfundidos previamente com pelo menos um
concentrado de hemacias.

As amostras de sangue foram colhidas pela técnica convencional de puncéo
venosa, sendo transferidas para tubos de hemolise com EDTA e tubos sem
anticoagulante.

O soro/plasma/concentrado de hemécias foram obtidos apés centrifugagao
durante 10 minutos na centrifuga para separagdo de soro/plasma/hemacias
(immunufuge !| — Baxter) a 3.400 rpm.

O soro efou plasma, foram utilizados para a realizacdo da Pesquisa de
Anticorpos Irregulares (PAI) e identificagéo dos mesmos caso a PAl fosse positiva.

O concentrado de hemacias foi utifizado para os testes ABO/Rh, fenotipagens
de outros sistemas de grupo sanguineo, como Keli, Duffy, Kidd, MNSs, P1, Lewis e

Lutheran.

Materiais Utilizados

- iD - Cartao “Liss/Coombs” com 6 microtubos contendo reagente poliespecifico
AGH (anti-igG de coelho e anti-C3d monoclonal da linhagem celular C139-9)
suspenso no gel.

- ID — Cartao “Rh — subgrupos + C" + K’ para determinacao de fendtipos Rh com
C" Kell (C, C" c.E, e, K).

- ID-DiaCell I-1l — para Pesquisa de Anticorpos lrregulares (PAI).

- ID-DiaPanel — Para identificagéo de anticorpos irregulares “Liss/Coombs”.
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- ID-DiaPanel P — para identificacdo de anticorpos irregulares em cartelas ID-
“NaCl/Enzima". Este painel exacerba os anticorpos exceto os dos sistemas
MNSs, Fy? e Fy® que séo destruidos.

- ID-Cartéo “Perfil " para determinagéo dos antigenos P1, Le?, Le®, Lu®, Lu®, ctl.

- ID-Cartgo “Perfil II" para determinagao dos antigenos k-cellano, Kp?, Kp®, Jk?, JK”,
ctl.

- ID"ABO/RN’

- A-B-AB-D-CDE-ctl — para determinagao dos grupos sanguineos ABO/Rh.

- ID-Cartao “Perfil lll* para determinagao dos antigenos M, N, S, s, Fy?, Fy".

Reativos Adicionais Necessarios

- ID-Diluent 1: solugdio de bromelina para preparo de suspensdes de hemacias.

- ID-Diluent 2: solugdo de baixa forca idnica (LISS modificado) para o preparo de
suspensdes de hemacias.

- ID-Anti-soros: M,N,S,s,Fy®, Fy".

Outros Materiais Necessarios

- ID-Pipetas aautomaticas: 10, 25 e 50 ul.

- iD-Ponteiras.

- |D-Tubos de hemélise para suspensédo de hemacias.
- D-Centrifugas: , 12 ou 24 rotagdes e tempos fixos.

Procedimentos
- Pesquisa de Anticorpos irregulares (PAl). ID-DiaCelll e |l

Técnica:
1. |dentificar cartdo ID “Liss/Coombs”, com o nome do paciente. Retirar o lacre.
2. Pipetar 50 pl de ID-DiaCell | e Il em cada microtubo.

3. Adicionar 25 ul do soro ou plasma do paciente.
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4. Incubar durante 15 minutos a 37°C.
5. Centrifugar durante 10 minutos.
6. Ler e anotar os resuitados

Interpretagao dos resultados

POSITIVO: células aglutinadas formando uma linha vermelha na superficie do gel ou
células dispersas ao longo do gel.

NEGATIVO: botdo compacto de céiulas no fundo do microtubo.

Reagbes positivas (1+ a 4+) indicam que as hemacias do paciente estao
sensibilizadas com IgG e/ou C3d.

Observagao: aglutinagéo no microtubo | e/ou li: PAl positiva.

Identificagio de Anticorpos Irregulares:
DiaPanel

ID-Cartao “Liss/Coombs”

Identificar o cartio com o nome do paciente e numerarde 1a 11.
Colocar em cada microtubo 50 pl do DiaPanel de 1 a 11.

Colocar em todos os microtubos 25 pl do soro ou plasma do paciente
Incubar durante 15 minutos a 37°C

Centrifugar durante 10 minutos.

o ok 0N =

Proceder a leitura em antigrama que acompanha o Painel.

Interpretagao dos resultados
De acordo com 0s antigenos correspondentes mostrados no antigrama em
grau de positividade de 1+ a 4+,
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Procedimento para determinagédo dos antigenos dos “Perfis”

iD-Cartdo “Perfil " para determinagéo dos antigenos P1,Le?, Le®, Lu?, Lu®, cti.
ID-Cartao “Perfil II” para determinagéo dos antigenos K, Kp?, Kp®, Jk?, JK, ctl.
ID-Cartéio “Rh-subgrupos + C* + K’ para determinacgao de fenétipos Rh com C* Kell
(C, C¥ ¢, E, e, K) e ABO/Rh para determinagao dos grupos sanguineos ABO/Rh (A,
B, AB, D,CDE ctl)

Preparagdo das amostras de sangue:
Preparar a suspensao de hemacias a 5% em “ID-Diluent 1" com a seguinte técnica:

“ID-Diluent 1”: deve atingir a temperatura ambiente antes do uso.
1. Colocar no tubo de suspensao 500 i (0,5ml) do diluente 1 (bromelina).
. Pipetar 25 ul de concentrado de hemacias.

. Homogeneizar.
. Incubar 10 minutos em temperatura ambiente (18°- 25° C)

o AW N

. Ap6s 10 minutos, pipetar 10 pl em todos os microtubos dos cartdbes com os
seguintes “Perfis™
“Perfil I": P,Le? Le® Lu®, LuP, ctl.
“Perfil II": K, Kp?, Kp®, JK2, JK®, ctl.
“ID-Cartdo” Rh — subgrupos + C* + K para determinacéo dos fendtipos: C,
C%c.e E, K.

6. Centrifugar durante 10 minutos.

7. Interpretar a leitura como descrito para PAI.
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Procedimento para determinacdo dos antigenos do ID-Cartao “perfil ili": M, N, S, s,
Fy?, Fy".

Técnica — Preparo da amostra de sangue: preparar a suspenséo de hemacias a 0,8
+ 1% em ID-Diluente 2:

1. Colocar em tubo de hemdlise 1 m! de diluente 2.

o O oA w N

. Pipetar 10 ul de concentrado de hemacias.

. Homogeneizar. A suspensio deve ser usada imediatamente.
. Identificar o cartdo M, N, S,s,Fy?, Fy°.
. Pipetar 50 pl da suspensao de hemacias a 1% em todos os microtubos.

. Em seguida colocar com o préprio conta gotas, 50 ul dos anti-soros em cada

microtubo correspondente da cartela.

7. Deixar a cartela durante 10 minutos a temperatura ambiente (18-25°C).

. Centrifugar durante 10 minutos.
. A leitura é feita como descrito para PAI.
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4. RESULTADOS

Estudamos 100 pacientes portadores de anemia falciforme (SS), todos ja
haviam recebido pelo menos uma transfuséo de concentrado de hemacias. A idade
variou de 1 a 21 anos (média de 10,2). Destes, 54 (54%) eram do sexo masculino e
46 (46%) do sexo feminino (Tabela |, grafico 1).

A populacéo foi constituida de 34 (34%) pacientes do grupo sanguineo A+,
1(1%) do grupo sanguineo A-, 11 (11%) do grupo sanguineo B+, 0 {0%) do grupo
sanguineo B-, 2 (2%) do grupo sanguineo AB+, 0 (0%) do grupo sanguineo AB-, 48
(48%) do grupo sanguineo O+ e 4 (4%) do grupo sanguineo O- (Tabela 1I). Com
relagdo a etnia, 32 (32%) foram classificados como sendo de cor branca, 51 (51%})
como sendo de cor parda e 17 (17%) como sendo de cor negra (Tabeila Ill).

Nos pacientes estudados o ndmero de transfusdes variou de 01 a 31.
Sessenta e nove pacientes (69%) receberam até 6 transfusdes e 31 pacientes (31%)
receberam acima de 6 transfusées (grafico 2).

Na avaliagéo da prevaléncia de aloanticorpos eritrocitarios dos 100 pacientes
com anemia falciforme, utiizando-se técnicas imuno-hematolégicas em gel
centrifugacdo, foi constatada a presenca de 12 pacientes aloimunizados e
identificados 14 aloanticorpos  eritrocitarios, caracterizando uma taxa de
aloimunizagdo de 12%. Em 2 pacientes nao foi possivel a caracterizagdo do
aloanticorpo. Dos 12 pacientes com aloanticorpos eritrocitarios, 9 (75%) eram do
sexo masculino e 3 (25%) do sexo feminino, com uma proporcao maculino/feminino
de 3. Os aloanticorpos eram predominantemente dirigidos contra antigenos do
sistema Rh (8/14 = 57%) e possuiam as seguintes especificidades: 3 anti-E, 3 anti-c,
2 anti-C, 1 anti-Fy?, 2 anti-Fy®, 2 anti-k, 1 anti-S e 2 pacientes com anticorpos nao
identificados (Tabela V).

Dos 12 pacientes aloimunizados, 7 (58%) havia recebido até & transfusdes de
concentrado de hemacias. O restante 5 (42%) recebeu até 18 transfusdes. (Grafico
3)
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Tabela 1 — Distribuicéo dos pacientes de acordo com o sexo:

Sexo Numero Percentagem (%)
Mascutino 54 54
Feminino 46 46
Total 100 100
—
2
g @ Masculino
2 W Feminino
Mascufino Feminino
Sexo
\

Gréfico 1 — Distribuicdc dos pacientes de acordo com 0 Sexo.

Tabela 2 - Distribuicdc dos pacientes transfundidos, segundo o grupo sanguineo &

fator Rh.
Grupo Sanguineo| Rh positivo Rh negativo Total
A 34 (34%) 1 (1%) 35 (35%)
B 11 (11%) 0 11 (11%)
AB 2 (2%) 0 2 (2%)
0 48 (48%) 4 (4%) 52 (52%)
Total 95 (95%) 5 (5%) 100 (100%)
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Tabela 3 — Distribuicéio dos pacientes segundo a etnia.

Cor Namero
Branca 32 (32%)
Parda 51 (51%) — /]
Negra 17 (17%) '
Total 100 (100%)

Tabela 4 — Prevaléncia dos 14 aloanticorpos eritrocitarios detectados através da
técnica em gel centrifugagdo em pacientes com anemia falciforme.

Paciente | Idade (anos) | Sexo (M/F) Namero de Anticorpo
transfusdes
AJFA 10 a M 4 anti-Fya,-K
JGG ga M 3 ac. nao
identificado
FCSS 19a M 18 anti-Fyb
FLOS 10a F ' 8 anti-E,-S
FCAS 11a ac. nao
identificado
LPS 7a M anti-E
ILL 18 a M anti-K
MLF 9a F anti-c
MJM 17 a F 10 anti-C
EJF 18 a M 10 anti-c
RFS 11a M anti-C,-K
JAOS 9a M anti-c,-E
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5. DISCUSSAO

Para o tratamento da anemia e de episodios de dor que acomete pacientes
com anemia falciforme geralmente ndo ha a necessidade de transfusbes de
concentrado de hemacias. As transfusdes sio indicadas em complicagbes agudas
da doenca ou para prevenir certas complicagoes que podem ocorrer na evolugao dos
pacientes. Transfusdes de sangue através de CH podem ser usadas em situagoes
especificas em pacientes com anemia falciforme, como visto anteriormente. No
entanto, o numero de transfusdes deveria ser limitado, uma vez que elas acamretam
riscos de complicagbes imunoldgicas e ndo imunolégicas'®. Assim, para os
receptores de hemocomponentes, as complicagbes imunologicas relacionadas a
transfusdo de CH podem ser fatais, uma vez que podem acarretar quadros
hemoliticos graves®?,

A aloimunizag&o eritrocitaria em pacientes com anemia falciforme é uma
complicacéo grave, relativamente comum, e que pode aumentar substancialmente a
morbidade da doenca, uma vez que pode dificultar o encontro de sangue compativel
quando ha necessidade de transfusGes, e provocar reacGes hemoliticas agudas e
tardias‘'?.

Avaliando a prevaléncia de aloanticorpos em 100 pacientes com anemia
falciforme previamente transfundidos, utilizando a técnica imuno-hematologica em
gel centrifugagdo para pesquisa de anticorpos irregulares, encontramos 12
pacientes aloimunizados com 14 aloanticorpos sendo 2 deles com aloanticorpos néo
identificados, caracterizando uma taxa de prevaléncia de aloimunizagao eritrocitaria
de 12%. A literatura revela que a prevaléncia de aloimunizagéo eritrocitaria em
pacientes com anemia falciforme é da ordem de 20%'%'41519).

Segundo MOLISSON et al., 1987, os antigenos mais frequentemente
envolvidos na aloimunizagdo de pacientes com anemia falciforme estéo relacionados
aos sistemas Rh, Kell, Duffy e Kidd. Este fato foi confirnado no presente estudo,
uma vez que dos 14 aloanticorpos detectados , 8 (57%) eram dirigidos contra
antigenos do sistema Rh (3 anti-E, 3 anti-c, 2 anti-C), e 6 ( 43%) eram relacionados
aos sistemas Kell, Duffy , Kidd ou MNSs.

32




A aloimunizacdo eritrocitaria parece aumentar com o numero de unidades de
CH transfundidas‘'™. Apesar do nimero pequeno de pacientes analisados, nao foi
observada diferenca entre a taxa de aloimunizagéo e o nimero de transfusdes por
pacientes, sugerindo que ndo pode existir uma correlagéo perfeita entre a taxa de
aloimunizagao e o numero de unidades de CH fransfundidas.

Os anticorpos eritrocitarios desenvolvidos ap6s transfuséo de CH, geralmente
sdo da classe lgG, sensibilizam as hemacias incompativeis transfundidas na
circulagao do paciente, e podem causar hemélise de modo agudo ou tardio®™.

A incidéncia de RTHT em pacientes com doenca falciforme varia de 4% a
22%%@ Foi descrita uma RTHT desencadeada por um aloanticorpo anti-c em uma
paciente com anemia falciforme que estava recebendo transfusGes de CH como
preparo pré operatdrio para colecistectomia. Sete dias apos a transfusdo de CH a
paciente apresentou anemia, ictericia e queixa de dor, simulando uma crise vaso-
oclusiva. Com adequada hidratacéo, analgesia e transfusées compativeis a paciente
recebeu alta em bom estado geral®.

Tem sido descrito, que cerca de 30% dos aloanticorpos eritrocitarios
circulantes potencialmente hemoliticos da classe IgG, tomam-se indetectaveis
através dos testes rotineiros de compatibilidade com o decorrer dos anos,
acarretendo um aumento no risco na ocorréncia de reacao transfusional hemolitica,
principalmente da RTHT®4'®,

Em um estudo, os autores observaram que, ap6s um periodo de 10 a 30
meses da primeira identificagdo, 25% dos aloanticorpos eritrocitarios toraram-se
indetectaveis®. Este achado confirma o risco potencial de RTHT que esses
pacientes apresentam caso necessitem de transfus&o de CH, uma vez que o titulo
desses aloanticorpos podem aumentar rapidamente apés estimulos com novas
transfusdes imunologicamente incompativeis. Desse modo, é possivel estabelecer
que para prevenir RTHT em pacientes com anemia falciforme, a caracterizacao de
aloanticorpos eritrocitarios € de fundamental importéncia e, uma vez identificados, os
dados devem ficar registrados para orientar futuras transfusges de CH.

A determinagdo da fenotipagem dos grupos sanguineos ABO/Rh e outros
sistemas (Kell, Duffy, Kidd, Lewis, P, MNS e Lutheran) é importante na madicina
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transfusional principalmente em pacientes politransfundidos para prevenir a
aloimunizag&o a antigenos eritrocitarios e reduzir reagdes transfusionais hemoliticas.

No nosso trabalho, em 88% dos pacientes nao foi detectado aloanticorpos
eritrocitarios pela técnica em gel centrifugagéo, embora a técnica adotada seja uma
das mais sensiveis.

Nos Gltimos anos, tem sido muito discutido qual técnica imuno-hematologica
deve ser a escolhida para documentar a presenga de aloanticorpos eritrocitarios*.
Segundo alguns autores, ndo existe uma dnica técnica capaz de detectar todos o0s
aloanticorpos eritrocitarios e, para se obter seguranca absoluta, deveria ser usada
uma combinacdo de varias outras técnicas. Entretanto, esta conduta aumentaria
significativamente os custos e a carga de trabalho, afetando consideravelmente a

rotina do laboratério de imuno-hematiologia.
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6. CONCLUSAO

» Considerando os resultados obtidos no estudo realizado, pode-se concluir que:

A taxa de prevaléncia de aloanticorpos eritrocitarios detectada em pacientes com

anemia falciforme foi de 12%.

57% dos aloanticorpos eritrocitarios observados nos pacientes com anemia

falciforme estavam relacionados ao sistema Rh.

Nao houve relagio com o numero de transfusdes e aloimunizagéo eritrocitaria..

E importante a fenotipagem para os outros sistemas de grupo sanguineo (Kell,
Duffy, Kidd, Lewis, P, MNS e Lutheran) nos pacientes com anemia falciforme,

além dos sistemas ABO/Rh.

A transfusdo deve respeitar a fenotipagem, principaimente em pacientes

politransfundidos.
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