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EPIGRAFE

H& Tempo para tudo

"Para tudo ha uma ocasiao certa;
h& um tempo certo para proposito
debaixo do céu;

tempo de chorar e tempo de rir,
tempo de prantear e tempo de
dancar;

tempo de amar e tempo de odiar,
tempo de lutar e tempo de viver em
paz."

Eclesiastes 3:1-4-8



RESUMO

Introducgéo: As reacdes transfusionais tardias mais frequentes sao aloimunizagao e
hemolise, sendo observada em até 70% dos pacientes com doenca falciforme (DF)
politransfundidos. O perfil imuno-hematolégico destas reagBes € caracterizado pela
identificacdo da aloimunizacdo, com presenca ou ndo de hemalise através de testes
como pesquisa de anticorpo irregular (PAIl) positivo, indicando anticorpo
potencialmente hemolitico especifico para os sistemas de grupos sanguineos tais
como Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS. Objetivo: Caracterizar o perfil imuno-hematoldgico
das reacdes transfusionais tardias em pacientes com doenca falciforme
politransfundidos. Metodologia: Estudo observacional descritivo prospectivo destes
pacientes, incluindo criancas, adultos e idosos de ambos 0s sexos em terapia
transfusional cronica. Pacientes com DF politransfundidos expostos a trés ou mais
unidades de hemocomponentes durante doze meses. Resultados e Discussao:
Foram incluidos no projeto 44 pacientes com DF politransfundidos, os quais a maioria
pertencia ao género feminino (54,5%), adultos (40,9%) e do tipo O (61,3%) do sistema
ABO. Quanto a fenotipagem dos sistemas de grupos sanguineos, os resultados mais
significantes do ponto de vista transfusional, foram encontrados no sistema Rh,
frequéncia de 26,6% do fenétipo RZRZ (CDE/CDE), um paciente com variante RHD
apresentando anti-RhD e um paciente com variante RHCE (R1 wR1) apresentando
anti-e e anti-E. Quanto ao sistema Kell, 61,3% apresentaram K-k+, com consideravel
dificuldade para se encontrar doadores de sangue compativeis nestes casos citados.
Entre os pacientes incluidos, 20,4% apresentaram um ou mais aloanticorpos,
evidenciando reacdes tardias de aloimunizacdo de, 9% apresentaram de
autoanticorpos, sugerindo uma possivel reacdo tardia de imunomodulagédo. Quanto a
verificacdo de exames hematoldgicos poés transfusionais, 31,8% dos pacientes
apresentaram indicadores laboratoriais de Hemolise pés transfusional com o resultado
de DHL alterada e 54,5% apresentando baixissimo incremento de hemoglobina apés
as transfusbes de sangue, sugerindo possiveis reacdes Hemoliticas Tardias.
Conclusao: Os resultados deste estudo demonstram a caracterizacdo do perfil
imuno-hematoldgico de reacdes transfusionais tardias de aloimunizacéo e hemolitica
em pacientes com Doenca Falciforme politransfundidos tratados na Fundacao
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, constituindo-se dados
inéditos obtidos durante acompanhamento clinico-laboratorial até 28 dias apds as
transfusodes.

Palavras — chaves: reacao transfusional tardia, aloimunizacdo, reacdo de hemdlise
tardia, sistemas de grupos sanguineos e politransfundidos.



ABSTRACT

Introduction: The most frequent late transfusion reactions are alloimmunization and
hemolysis, observed in up to 70% of patients with sickle cell disease (SCD) who received
multiple transfusions. The immunohematological profile of these reactions is characterized by
the identification of alloimmunization, with or without the presence of hemolysis through tests
such as a positive irregular antibody test, indicating a potentially hemolytic antibody specific
for blood group systems such as Rh, Kell, Kidd, Duffy and MNS. Objective: To characterize
the immunohematological profile of late transfusion reactions in patients with sickle cell disease
who received multiple transfusions. Methodology: Prospective descriptive observational study
of these patients, including children, adults and elderly people of both sexes undergoing
chronic transfusion therapy. Patients with multiple transfusions exposed to three or more units
of blood products during twelve months. Results and Discussion: 44 patients with multiple
transfusions were included in the project, the majority of whom were female (54.5%), adults
(40.9%) and type O (61.3%) of the ABO system. Regarding the phenotyping of blood group
systems, the most significant results from a transfusion point of view were found in the Rh
system, a frequency of 26.6% of the RZRZ phenotype (CDE/CDE), a patient with the RHD
variant presenting anti-RhD and a patient with RHCE variant (R1 wR1) presenting anti-e | and
anti-E. As for the Kell system, 61.3% presented K-k+, with considerable difficulty in finding
compatible blood donors in these cases. Among the patients included, 20.4% presented one
or more alloantibodies, showing late alloimmunization reactions, 9% presented autoantibodies,
suggesting a possible late immunomodulation reaction. Regarding the verification of post-
transfusion hematological tests, 31.8% of patients presented laboratory indicators of post-
transfusion Hemolysis with the result of altered DHL and 54.5% presented a very low increase
in hemoglobin after blood transfusions, suggesting possible delayed hemolytic reactions.
Conclusion: The results of this study demonstrate the characterization of the immuno-
hematological profile of late alloimmunization and hemolytic transfusion reactions in patients
with Sickle Cell Disease who received multiple transfusions treated at the Hematology and
Hemotherapy foundation from Amazonas, constituting unprecedented data obtained during
clinical-laboratory follow-up up to 28 days after transfusions.

Keywords: delayed transfusion reaction, alloimunization, delayed hemolysis reaction, blood
group systems and polytransfusions.
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1 Introdugéo

A doenca falciforme é um conjunto de hemoglobinopatias genéticas que acometem
100.00 individuos nos Estados Unidos e milhGes pelo mundo, sendo prevalente na regido sub-
africana, totalizando 70% de casos de DF. No Brasil, segundo o Programa Nacional de Triagem
Neonatal em 2020 foram diagnosticados 964 casos de doenca falciforme e 60.094 com
hemoglobina S, portador do traco falciforme. Os principais processos patos biolégicos:
polimerizagdo de HbS, vaso oclusdo e disfuncdo endotelial mediada por hemdlise que
comprometem a oxigenacao e bem-estar dos pacientes, sendo a transfusdo de sangue um recurso
terapéutico frequentemente utilizando forma episddica ou programada, em alguns casos
recebem transfusdo sanguinea ao longo da vida, denominando-os de politransfundidos. °% 11

Embora, a transfusdo sanguinea seja método terapéutico universalmente utilizado aceito
e comprovadamente eficaz, expde o receptor a reacdes transfusionais definida como um efeito
ou resposta indesejavel, sdo classificadas em imediatas e tardias, causa imunoldgica e nédo
imunolégica. As reacdes transfusionais tardias mais frequentes sob o aspecto imunolégico nos
receptores com DF politransfundidos sdo reacdes de aloimunizacéo, reacdo hemolitica tardia e
sindrome de hiper-hemolise. 28

A reacdo de aloimunizacdo € a deteccdo de anticorpos irregulares contra antigenos dos
sistemas eritrocitarios incompativeis na transfusdo de sangue, reagindo a uma exposicdo
primaria ou secundarias, induzindo a resposta anamnéstica, a qual esta associada a reacao
hemolitica tardia caracterizada pela destrui¢do de hemacias observada pelos sinais de declinio
de hemoglobina e sintomas leves e a graves, como a forma crénica da sindrome de hiper-
hemolise oferecendo o risco de 6bito atribuido a transfusdo, em razdo do grave e subito
mecanismo hemolitico, levando a lesdo aguda do miocardio, anemia grave e acidente vascular
isquémico.®?

O perfil imuno-hematolégico das reagBes transfusionais tardias baseiam-se
principalmente na detec¢éo e identificacdo de alo anticorpos dirigidos contra antigeno(s) dos
principais sistemas de grupos sanguineos Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS através de testes
imuno-hematolégicos, enquanto que a reacdo hemolitica transfusional tardia (RHT),
caracteriza-se por sinais clinicos e laboratoriais de hemdlise extravascular oriundos da acao
imunologica induzida pela presenca de um ou mais aloanticorpos detectados ao longo de 28

dias apos a transfusdo. A diferenca primordial entre estas reacdes fundamenta-se na detecgédo
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de sintomas na reacdo hemolitica, ao passo que a reagdo de aloimunizagdo ndo hemolitica, ndo
compromete o bem-estar do individuo.?33

Os principais marcadores laboratoriais da RHT séo teste da antiglobulina humana direta
(T.A.D) positivo, eluato, diminui¢do ou ndo incremento de hemoglobina, aumento dos valores
dos marcadores de lesdo tecidual tais quais Desidrogenase Latica (LDH), fosfatase alcalina
(FAL) e bilirrubina total e suas fragdes. Os sintomas da RHT sdo multifacetados incluindo
hipertermia, hipo ou hipertensao, nausea, émese e dor em diferentes regides do corpo ou ainda
dor localizada indicando comprometimento de 6rgdos, como na insuficiéncia renal aguda.°

A transfusdo crénica esté inclusa no manejo terapéutico para manter a HbS% abaixo de
um limite alvo para reduzir a anemia grave, formacdo de trombos atribuido ao distdrbio no
fluxo sanguineo, conduzindo a quadros vaso-oclusivos, cujas complicacdes sdo frequentemente
relacionadas a doenca falciforme. Embora com beneficios reconhecidos, as politransfusdes
expdem a diferentes riscos imunoldgicos, sendo as principais e de maior preocupacao as reacées
tardias de aloimunizacdo e RHT. Os aloanticorpos surgem da capacidade de reacdo imunoldgica
do receptor, dirigida a epitopos de antigenos alogénicos, presentes na bolsa transfundida, cujas
especificidades ndo sdo encontradas no background genético do paciente. Entre os sistemas de
grupos sanguineos de maior importancia transfusional, destacam-se os sistemas Rh, Kell, Kidd,
Duffy e MNS, devido a sua frequéncia na populacdo, imunogenicidade e polimorfismos
genéticos. 12

Os aloanticorpos podem se apresentar-se com uma considerdvel diversidade de
caracteristicas imuno-hematoldgicas, entre estas as classes IgM, 1gG/subclasses e raramente
IgA, com variacdo quanto a fixacdo de proteinas do complemento e quanto a forca de ligacdo
ao antigeno especifico, dependendo da temperatura em que 0 mesmo esta submetido, sendo
estas de 4°C, 22 °C ou 37°C, apresentando ainda diferentes concentragdes e diferentes potenciais
hemoliticos. Devido a estas variagdes de caracteristicas e dependendo da rotina de técnicas
imuno- hematologicas utilizadas nos servigos transfusionais, alo anticorpos ativos a
temperaturas abaixo de 37°C, porém com alto titulo e fixadores do sistema complemento, com
potencial hemolitico, podem passar despercebidos, sendo considerado ainda que alguns alo

anticorpos necessitam de técnicas enzimaticas para sua deteccdo. Os aloanticorpos mais
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frequentemente detectados em estudos com pacientes falciformes, tém sido anti-E; -K; - Jka ; -
D; -cE; -C, todos s&o capazes de induzir a hemolise tardia 2.

A RHT é manifestada devido a uma exposi¢do primaria, quando ha o contato inicial de
antigenos nao - préprios incompativeis presentes na unidade de hemocomponentes
transfundida. A reagdo de hiper-hemdlise tardia, tem sido o maior risco de mortalidade devido
a gravidade e rapidez hemolitica. Quando diagnosticada é relacionada a um tipo de reacdo
chamada anamnéstica, que define-se quando ha exposi¢des secundarias aos antigenos néo -
préprios, aumentando exponencialmente o titulo de anticorpos. Geralmente os titulos destes
anticorpos, encontram-se em concentra¢fes indetectaveis nos testes pré transfusionais,
dificultando a prevengdo de uma hemdlise tardia em um paciente politransfundido e por isso
negligenciando o risco da resposta anamnéstica.’

Por gue alguns individuos aloimunizados nao apresentam hemolise? A apresentacao e a
gravidade dos sintomas s&o caso a caso, sendo atualmente a teoria que melhor esclarece, a do
estado da doenca ser estavel, instdvel ou em crises volémicas ou inflamatérias. 1sso pode
explicar a discrepante frequéncia de reac6es tardias em politransfundidos, sendo encontrada a
aloimunizacdo em 10% e RHT em 1%. Na DF a frequéncia de aloimunizacdo é de 61% e RHT
1%.%4

Fatores como subnotificacdo, desatualizacdo dos relatérios epidemioldgicos dos
indicadores da transfusdo cronica e a falta de grupos de pesquisa que visem estudos para
acompanhar os sinais e clinica de RHT, prejudicam a definicdo do perfil imuno-hematoldgico
das reacgdes tardias e sua epidemiologia. >°

A principal justificativa da aloimunizacdo é a escassez de hemocomponentes
compativeis, pois dependendo do estado clinico necessario para a transfusdo para a progressao
do paciente, cabe a ética do prescritor e do ciclo do sangue propor a escolha componente que
aplique a maior beneficéncia em relagéo aos prejuizos ao paciente.” O desenvolvimento de um
ou mais aloanticorpos € um risco conhecido, no entanto, um risco a ser prevenido pois sabe-se
que a cada aloanticorpo desenvolvido, a compatibilidade do concentrado de hemacias torna-se
mais dificil, para tanto se faz necessario a fenotipagem de doadores de sangue de repeti¢do
buscando-se feno6tipos compativeis para pacientes politransfundidos promovendo maior

beneficéncia da transfusdo e seguranca transfusional. "8
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2 Referencial tedrico

2.1 Definicbes da Doenca Falciforme: Etiologia, Epidemiologia e
Fisiopatologia

A condigdo de anemia falciforme é uma doenca genética autossémica recessiva, causada
pela homozigose do alelo beta-S (b ®), localizado no cromossomo 11p15.5, que difere do alelo
B do tipo selvagem por um polimorfismo de miscense tunico doSNP Rs334 (T;T) no qual GTG
é substituido por GAG no sexto cédon do gene da beta-globina, coincidindo a substituicdo do
aminoacido &cido glutamico (Glu) pela Valina (Val) na sexta cadeia polipeptidica, expressando
a hemoglobina mutada HbS (alfa 2 beta S 2) nas hemaécias de individuos com doenga falciforme,
afetando aproximadamente 100.000 pessoas nos Estados Unidos e milhdes em todo o mundo
tendo a maior prevaléncia de 70% dos DF é encontrada em individuos da etnia africana 1015

A DF apresenta-se pela anormalidade eritrocitaria em forma de foice. Os processos pato
bioldgicos principais séo: polimerizacdo de HbS, vaso ocluséo e disfuncéo endotelial mediada
por hemolise, e recentemente, surgiu uma quarta via a inflamacdo estéril, que conduzem a
doenca clinica anemia hemolitica e ciclos de vaso-oclusdo microvascular levando a lesdo de
isquemia — reperfusdo de 6rgdo-alvo e infarto. 1> 17

As hemécias em foice sdo susceptiveis a hemolise intravascular e extravascular,
causando anemia crénica com niveis de Hb variando de 6-11 g/dL. A hemolise intravascular
danifica a parede dos vasos sanguineos, resultando em estresse adicional ao sistema
cardiovascular por aumento do débito cardiaco, dilatacdo da cdmara ventricular e sensibilidade
da parede ventricular. A taxa de hemoglobina de anemia hemolitica é relativamente estavel em
um paciente individual com DF em estado estacionario, sem crise, e € amplamente causado pelo
gendtipo da hemoglobina (HbS, C) e pelos niveis de hemoglobina fetal (HbF). Pacientes com
doenca falciforme sdo mais susceptiveis a hipertensao pulmonar, hipoxemia, disfuncéo cardiaca
diastolica, lesdo renal cronica, infartos cerebrais silenciosos, e acidente vascular cerebral
(infarto). 15, 16,10, 17,18

Individuos portadores DF sintoméatica tém a transfusdo cronica como medida
terapéutica, por mas beneficios explicitos como de reposi¢do da concentragdo eritrocitaria, de
hemoglobina e volémica, as reac¢Ges tardia como aloimunizagdo sdo capazes de encurtam a
sobrevida das hemadcias transfundidas, devido os aloanticorpos absorverem ao redor das
hemécias destruindo a membrana celular e provocar reacdo hemolitica tardia. Estima-se que

1,6% a 11% dos pacientes transfundidos com DF desenvolvem reagOes transfusionais com
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aumento da fadiga, ictericia, urina escura, febre e/ou dor, mas Rts leves sdo pouco reconhecidas.
6,19

Como a remocdo extravascular é o principal mecanismo de depuracgéo de eritrocitos, as
RTs podem ocorrer sem sintomas clinicos 6bvios. No entanto, a avaliacdo laboratorial pode
demonstrar diminuicdo da hemoglobina (Hb) ou aumento da % HbS incongruente com
transfuséo recente, bem como hiperbilirrubinemia acima da linha de base, reticulocitose e/ou
teste direto de antiglobulina (TAD) fracamente positivo. A reacdo de aloimunizacdo também
sdo subestimados, pois a formacdo de novos anticorpos nem sempre é detectavel no momento
da apresentacdo sintomatica, ou a anemia e a hemolise podem precipitar a dor e ser

diagnosticadas erroneamente como um episodio vaso-oclusivo. 2% 2122

2.1 As reacdes transfusionais: Definicao, classificacdo e dados epidemiologicos

As reacOes transfusionais sdo denominadas como reagdes adversas associadas a
transfusdo. Séo divididas em imunes e ndo imunes, uma reacdo envolve a resposta contra
particulas ou moléculas ndo-proprias como a aloimunizacéo e a doenca do enxerto versus o
hospedeiro, ja a outra ao comprometimento do funcionamento de érgéo associado a transfuséo
como a Sobrecarga circulatéria. Sdo classificadas em imediatas que ocorrem dentro de 24 horas

apos a transfusdo e tardias, apds 24 horas da transfusdo. 81

Quadro 1 classificag¢do das rea¢des transfusionais em relagdo ao tempo

Classificacdo [Definigéo
Imediata Ocorréncia da reacdo transfusdo durante a transfusdo ou até 24 horas apds o seu inicio

Tardia Ocorréncia da reacao transfusional apds 24 horas do inicio da transfusdo

Fonte: Marco Conceitual., 2015

De acordo com o Marco conceitual (2015), as RTs séo classificadas quanto a gravidade,
classificadas em Grau 1, Grau 2, Grau 3 e Grau — 4 e sdo registradas mediante a ficha de
notificagdo de Reacdo Transfusional que é padronizada em nivel nacional pelo Sistema

Nacional de Hemovigilancia. SNH (2015).

Quadro 2 Classificagdo e defini¢do das reagdes transfusionais quanto a gravidade

Classificacdo Definicéo

Grau 1 —Leve uséncia de risco a vida. Podera ser requerida intervencdo médica, mas a fala desta néo
resulta em danos permanentes ou em comprometimento de um érgéo ou funcéo
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Grau 2 — Moderado|Morbidade a longo prazo. Em consequéncia da reacdo transfusional houve:

° Necessidade de hospitalizacdo ou prolongamento desta e/ou

° Deficiéncia ou incapacidade persistente ou significativa ou

° Necessidade de interven¢ao médica ou cirurgica para evitar danos permanentes ou|
comprometimento de um 6rgéo ou fungéo

Grau 3 — Grave Ameaca imediata a vida, em consequéncia da reacao transfusional

Intervencdo médica exigida para evitar a morte

Grau 4 — 6bito Obito atribuido & transfusio

Fonte: Marco conceitual, 2015

De acordo com guia para uso de hemocomponentes — 2. Ed. Brasilia, ministério da
salde, 2015, as reacdes transfusionais sao diferenciadas entre imediatas e tardias, como mostra

0 quadro abaixo:

Quadro 3 Principais reag¢des transfusionais imediatas e tardias

Reacdes
Transfusionais  |Imune N&o Imune
Imediatas Reacéo Febril ndo hemolitica (RFNH) Sobrecarga circulatoria

associada a
transfusdo. (SC/TACO).

Reacdo hemolitica aguda imune (RHAI) Contaminacéo bacteriana (CB)
Sepsis.

Reacéo alérgica (Leve, moderada, grave) Hipotensdo relacionada a
transfuséo

(HIPQOT) associada a inibigéo de
ACE.

Leséo pulmonar aguda relacionada a transfuséo. (TRALI Hemdlise aguda néo imune

— Transfusion Related Acute Lung Injury) (RHANI).

Distarbios metabélicos (DM).
Embolia aérea

Hipotermia




XXV

Tardias IAloimunizacdo eritrocitaria (ALO/PALI) Hemossiderose
Hemolitica Transmissdo de doengas

infecciosas.
(DT)

Aloimunizagdo HLA

Doenca do enxerto-contra-hospedeiro
pos-transfusional (DECH/GVHD)

Parpura postransfusional (PTT)

Imunomodulacéo

Fonte: Marco conceitual, 2015

2.2 A transfusdo de hemocomponentes em individuos portadores de Doenca falciforme
(DF)

A indicacdo de transfusdo de hemocomponente deve ser baseada nas avaliagcdes e
consideragdes para o tratamento da anemia na mudanca dos niveis hematoldgicos basais da
pessoa e no aparecimento de novos sintomas e/ou sinais de descompensacdo hemodinamica,
sendo recomendada para tratamento de doenca falciforme, concentrado de hemacias
fenotipados estendida para os sistemas sanguineos Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS com o objetivo
de prevenir a reacdo de aloimunizagdo em pacientes politransfundidos, e facilitar a selecdo de
hemocomponentes para aqueles previamente aloimunizados. 24 %

Apesar de seus beneficios comprovados, as transfusdes tém complicacbes que podem
limitar o uso a longo prazo. Individuos falcémicos tém 50% mais chances de desenvolver um
aloanticorpo quando comparado a populagdo geral, devido a maior chance de realizar
transfusdes durante a vida. 2°

As multiplas transfusdes ou politransfusdes expde aos riscos ao receptor de reacdes
transfusionais que se definem como efeitos ou respostas indesejaveis observadas, associados

temporalmente como a administragdo de sangue ou hemocomponente. 2
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2.3 As reac0es transfusionais tardias (RTT)

Apos transfusdo, transplante ou gravidez, um paciente pode produzir um anticorpo para
um antigeno de hemaécias que néo foi identificado durante o teste pré- transfusional, devido a
diminuicdo de seus niveis do titulo de anticorpos, ao longo de transfusdes de antigeno negativo,
e tendo a reacdo negativo de pesquisa de anticorpo irregular, isto é considerada evanescéncia,
pois 0s anticorpos estdo abaixo do limiar da detecgéo.

A aloimunizacdo primaria ocorre de dias a meses ap0s uma transfusdo de hemacias
positivas para 0 antigeno, dependendo da imunogenicidade e quantidades de antigenos nas
reaces de anticorpos dose-dependentes. Se o receptor for transfundido com o antigeno
incompativel, o qual j& tem-se o histdrico de aloimunizagdo, contudo, tem-se o PAI negativo e
TAD negativo, estes fatores contribuem para o contato secundario, estimulando linfécitos B e
linfécitos de memoria a secretar anticorpos direcionados a eritrocitos, promovendo sua
destruigéo na circulacdo sanguinea. 22

O diagndstico por pesquisa de anticorpo irregular e identificacdo de anticorpos, conclui
o diagnostico de RHT. Se as hemaécias transfundidas ainda estiverem presentes na circulacéo, o
resultado do TAD pode ser positivo. Quando o resultado do TAD for positivo, um eluato deve
ser realizado e o anticorpo identificado, permitindo esclarecimentos da causa da hemolise. 2°
27

Em uma RTT, a hemdlise é principalmente extravascular, portanto, embora a
hemoglobindria possa ocorrer em casos raros, insuficiéncia renal aguda e coagulacdo
intravascular disseminada geralmente nao estdo presentes. Em alguns casos, a hemdlise ocorre
sem causar sintomas clinicos. Esses pacientes apresentam anemia inexplicada ou néo
apresentam aumento sustentado esperado nas concentracdes de hemoglobina apos a transfuséo.
2

Aproximadamente 1% a 1,6% das transfusdes de hemacias estdo associadas a formacao
de anticorpos, excluindo anticorpos para antigenos no sistema Rh. O sangue D- negativo
geralmente é transfundido para pacientes D-negativos, de modo que a frequéncia atribuivel ao
anti-D ¢é relativamente baixa. As diretrizes de transfusdo em pacientes criticos como receptores
politransfundidos, a amostras devem ser coletadas dentro de trés dias da data programada da
transfusio para assegurar a identificacdo de quaisquer novos aloanticorpos potenciais.?

Reacdo hemolitica tardia (RHT) raramente, ou nunca, ocorre como um resultado da

imunizacdo primaria e geralmente estdo associados a transfusfes subsequentes. Segundo
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Tormey et al (2009) devido a evanescéncia até 30% a 60% dos aloanticorpos tornam-se
indetectaveis ao longo de meses a anos. Anticorpos contra antigenos de alguns sistemas de
grupos sanguineos, como o sistema JK, frequentemente exibem esse comportamento. A
transfusdo subsequente de uma unidade antigénica positiva desencadeia uma resposta
anamnésica, com a producdo de anticorpos ocorrendo nos préximos dias ou semanas apos a
transfusdo. A rapidez da producdo de anticorpos e o potencial hemolitico do anticorpo
combinam-se para influenciar a apresentacdo clinica. Os anticorpos de grupos sanguineos mais
comumente associados a RHTs/RSTs incluem aqueles direcionados a antigenos dos sistemas
JK, FY, KEL e MNS). A aloimunizacédo é frequentemente um fator de risco fisiopatolégico
para RHT, para a qual a prevengdo parcial € possivel. A escolha das unidades para transfusdo
pode ajudar na prevencao da aloimunizagéo. 22" 28

Os alo anticorpos dirigidos contra os antigenos dos sistemas eritrocitarios Rh e Kell, sdo
os mais frequentes em pacientes com DF. A compatibilidade eritrocitaria para os fendtipos
destes sistemas, deve ser considerada para o tratamento transfusional. No entanto, a importancia
da correspondéncia estendida a outros grupos sanguineos (FY, JK, MNS) e de combinar
fenotipos parciais de RH, como sdo frequentemente encontrados em pacientes com DF,
permanece discutida. > 2% 30

O diagnostico das Rts ndo é uma tarefa facil, devido aos principais sintomas ja estarem
envolvidos no processo inflamatério da doenca. Para isso, sdo previamente definidos os
critérios para correlacdo das reacOes transfusionais com evento transfusional realizado.

Quadro 4 Classificagdo das rea¢des transfusionais quanto a correlagio com a transfusio

Tipos de
correlagéo Critérios

Confirmado | Novo anticorpo é identificado entre 24 horas e 28 dias ap0s a transfuséo:
E

Transfusdo realizada na propria instituicdo € a Unica causa possivel para o aparecimento de
anticorpo irregulares

Provavel Quando a investigacao ja concluida, ou ainda em curso, apresenta evidéncias (quadro clinico /
laboratorial e vinculo temporal) que indicam a correlacdo com a transfusdo, mas ha outras
causas que podem explicar os sinais e sintomas

Possivel Quando a investigacao ja concluida, ou ainda em curso, apresenta evidéncias (quadro clinico
laboratorial / evolugdo e vinculo temporal) que indicam a correlagdo dos sinais e sintomas a|
outras causadas, mas a correlacdo com a transfusdo ndo pode ser descartada.

Improvavel | Quando a investigacdo ja concluida, ou ainda em curso, apresenta evidéncias (quadro
clinico/laboratorial, vinculo temporal) que indicam a correlacdo do evento adverso a outra(s)
causa(s), mas ha davidas para a sua exclusao
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Inconclusiva| Quando a investigacdo ja concluida ndo encontrou evidéncias (quadro clinico/laboratorial,
vinculo temporal) suficientes para confirmar ou descartar a correlacdo com a transfuséo

Descartada | Quando a investigacdo ja concluida apresenta evidéncias (quadro clinico/laboratorial, vinculo
temporal) que indicam claramente a correlagdo do evento adverso a outra(s) causa(s) e ndo a
transfusédo

Fonte: Marco conceitual, 2015

De acordo com o Sistema Notivisa da Vigilancia Sanitaria de 2014 (atualizado em
2020), tem aumentado as ocorréncias e notificagdes anuais com aumento exponencial de desde
2002. A partir de 2007, ano de implementacdo do sistema NOTIVISA, as notificacdes tém

apresentado um incremento médio anual de cerca de 80%.%!

2.3.2  Frequéncia das reagdes hemoliticas tardias

Tal como acontece com as rea¢des transfusionais hemoliticas imediatas, a taxa estimada
de reacgOes transfusionais hemoliticas tardias varia muito de estudo para estudo. Parte dessa
variagao € resultado da prética de considerar RST e RHT como uma categoria.?

Além disso, melhorias nas técnicas laboratoriais contribuiram para um aumento do
nimero de RST detectados.? No entanto, as reagdes tardias ocorrem com muito mais frequéncia
do que as reacBes hemoliticas imediatas, com estimativas de aproximadamente 1:2500
transfusdes para qualquer tipo de reacéo tardia, e as reacdes transfusionais tardias sendo duas
vezes mais frequente do que as reacdes hemoliticas tardias. Essas reacdes provavelmente seréo
pouco reconhecidas porque a maioria dos pacientes ndo é submetida a triagem de anticorpos
eritrocitarios comuns como nas RHTs ap0s a transfus&o.?

A prevaléncia de alo imunizacdo tem sido estimada de 30% a 50% em pacientes com
DF politransfundidos, apresentando 90% de risco para desenvolvimento de RT em comparagédo
com restante da populacdo, devido a terapia de suporte de transfusdo ao longo dos anos.
Evidéncias apontam que pacientes com DF aloimunizados tém um risco de 61% maior de

produzir seu primeiro anticorpo antes da oitava bolsa de concentrado de hemaécias. 4 323334

2.2 Fisiopatologia das reaces tardias de aloimunizacdo e hemdlise tardia
A aloimunizagdo primaria é o contato inicial de antigenos eritrocitarios ndo — proprios
com celulas da imunidade inata, como macrofagos, neutréfilos e linfocitos B. A aloimunizacao

anamnéstica ocorre com a exposicao secundaria dos antigenos ndo — proprios tendo a acao de
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linfocitos T, auxiliares, linfocito B de memdria, ativando os plasmdcitos e aumentando os
titulos de anticorpos.®*%

A acdo dos aloanticorpos de classe IgG abrange desde a ligacdo aos antigenos
eritrocitarios, dependendo da sua subclasse (IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4) a ativacao do sistema
complemento até a fracdo C3b que pode causar hemolise extravascular, através da opsonizagdo
com macro6fagos no baco e figado sendo a detec¢do desta proteina da membrana através do teste
de antiglobulina direta (TAD), sendo um indicador de hemdlise. Considerando além das
subclasses também a especificidade antigénica a proteina C3b pode ainda ser clivada por fatores
especificos em C3c e C3d, onde C3c ndo possui acao quimiotatica, e C3d a agdo de opsonizacdo,
sendo a detecgdo de C3d na membrana eritrocitaria um indicador de que ndo esta ocorrendo

hemélise das hemacias transfundidas. 367

Bilirrubina e
albumina
Nio conjugadas

Ativagdo do
Complemento
incomplenta

Excretada como:
Urobilinogénio e
estercobilinogénio

o

Hemacias afetadas

Figura 1 — Ativacdo do complemento e hemdlise das hemécias
Fonte: Adaptada de Panch et al., 2019
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Figura 2 — Exposicdo primaria e secundaria a antigenos eritrocitarios
Fonte: Adaptado de Fasano et al., 2019

A hiper-hemolise pode ser subdividida em agudas e tardias, com base no tempo decorrido desde
a transfusdo até os sintomas clinicos e a formacéo potencial de aloanticorpos. A hiper hemdlise
aguda ocorre 7 dias apds a transfusdo sem formacao de aloanticorpos, enquanto a forma tardia
ocorre ap0s 7 dias e a formacao de aloanticorpos frequentemente ocorre. Multiplos mecanismos
foram propostos, incluindo aumento da hemodlise por macréfagos ativados, aumento da
exposicdo de fosfatidilserina as hemacias e supressdo da eritropoiese, com ativacdo do
complemento a hemdlise pode ocorrer tanto nas hemécias do paciente quanto nas do doador. 3
38

De acordo com Fasano (2019), podemos elencar os principais eventos que levam a uma reacao
transfusional tardia:

e O paciente é exposto a antigenos de grupo sanguineo que ndo possui e desenvolve pelo
menos um aloanticorpo (aloimunizagao primaria);

e O aloanticorpo sem estimulo, tende a reduzir o titulo a limiares abaixo da sensibilidade
do regente de anti-globulina e com isto de aglutinacdo no teste da Pesquisa de
Anticorpos Irregulares tornando-se indetectavel nos testes convencionais.

e O paciente é reexposto ao antigeno para os quais foi aloimunizado;

e Uma resposta anamnéstica (secundaria), caracterizada pelo aumento do titulo de
anticorpos, ocorre apos a reexposi¢cdo de hemacias, geralmente de 3 a 14 dias apos a

transfusao;
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e Os anticorpos séo produzidos em altos titulos, suficientes para resultar potencialmente

na destruicdo acelerada das hemaécias recém transfundidas.

2.3  Diagnéstico das reacgdes tardias de aloimunizacéo e hemolise tardia

A presenca de anticorpo irregular em individuos ocorre apds a exposi¢cdo a uma
incompatibilidade sanguinea como na gestacdo, transfusdo, transplantes de medula dssea ou
orgdos solidos. O desenvolvimento de aloanticorpos, portanto, complica e limita a terapia
transfusional, contribuindo ndo apenas para complicacdes na compatibilidade doador —
receptor, mas também para a morbidade e mortalidade. O teste da antiglobulina direta (TAD)
é baseado no método desenvolvido por Coombs, Mourant e Race, para a deteccdo de anticorpos
ligados as hemacias. O teste de antiglobulina indireta (TAI), foi inicialmente usado para
demonstrar anticorpos no soro, mas foi posteriormente aplicado para demonstrar o revestimento
in vivo de eritrocitos com anticorpos ou componentes do complemento (o TAD). 122

A pesquisa de anticorpo irregular é feita com o reagente de antiglobulina que tem como
resultado a hemaglutinacdo. Como os reagentes poli especificos geralmente sdo misturados, e
as condicdes de teste para a deteccdo ideal de IgG e C3d em glébulos vermelhos podem diferir,
alguns laboratérios realizam o TAD inicialmente com reagentes anti-lgG e anti C3d
separadamente. Se o reagente poliespecifico for policlonal, proteinas diferentes de 1gG ou C3d
(por exemplo, 1gM, IgA ou outros componentes do complemento) podem ocasionalmente ser
detectadas; entretanto, reagentes especificos para distinguir essas outras proteinas por técnicas
soroldgicas ndo estdo prontamente disponiveis. Se as amostras do sangue do cordao umbilical
devem ser testadas, é apropriado usar apenas anti-lgG, porque a doenca hemolitica peri natal
resulta da sensibilizacdo das hemacias fetais com anticorpos IgG de origem materna, e a
ativacdo do complemento raramente ocorre. * 2

O diagndstico da reagdo transfusional tardia baseia-se na historia do paciente e testes
laboratoriais tais como: Hemograma observando o nivel de hemoglobina e a formacéo de
esferocitos e microesferdcitos, contagem de reticuldcitos, pesquisa de anticorpos irregulares e
teste de antiglobulina direto (caso positivo pode aplicar a técnica de Eluato) para detectar novos
aloanticorpos e / ou auto anticorpos eritrocitarios, exames bioquimicos como bilirrubina sérica
(total e indireta) e desidrogenase latica para avaliar o aumento da hemodlise e avaliar
haptoglobina que deve esta diminuida devido a ligagdo com hemoglobina livre decorrente da

hemolise e uma amostra de urina para avaliar a hemoglobindria. Para pacientes com doenca
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falciforme € interessante realizar ainda eletroforese de hemoglobina, demonstrando a destruigdo
das hemécias transfundidas. *°

Um resultado positivo de TAD em um paciente com anemia hemolitica é sugestivo das
anemias hemoliticas imunes. Os termos hiper-hemolise e hemolise sdo usados para descrever
RHTs em pacientes com DF quando ocorre hemolise grave e a Hb diminui para menos do que
0s niveis preé-transfusionais. 1sso sugere hemolise das proprias hemécias do paciente, além das
células transfundidas. A diminuicdo do impulso eritropoiético enddgeno apds a transfusdo
também pode exacerbar a anemia associada a RHT.. Hemdlise grave pode ocorrer sem
anticorpo identificavel e um TAD negativo. No entanto, o reconhecimento é fundamental, pois
as amostras devem ser testadas por métodos mais sensiveis e transfusdes adicionais devem ser
evitadas, se possivel, pois a hemdlise pode piorar e potencialmente levar a fatalidade. > 26 42
44

No entanto, o resultado do TAD pode ser positivo, coincidentemente, em pacientes com
anemia hemolitica que ndo é imuno mediado. Por outro lado, alguns pacientes com anemia

hemolitica imunoldgica apresentam resultados TAD negativos.**

Quadro 5 Algumas causas de resultados de TAD positivos

Autoanticorpos para antigenos eritrocitarios

Reac0es transfusionais hemoliticas

Doenga hemolitica perinatal

Anticorpos induzidos por drogas

Aloanticorpos passivos (plasma, hemoderivados ou imunoglobulinas)

Proteinas adsorvidas ndo especificamente (hipergamaglobulinemia, alta dose de imunoglobulina
intravenosa, modificacdo da membrana por algumas drogas

Ativacdo do sistema complemento devido a infecgdo bacteriana, autoanticorpos ou aloanticorpos

Anticorpos produzidos por linfocitos de passagem (Orgdos transplantados, componentes
hematopoiéticos)

Fonte: AABB, 2020

A interpretacdo de um resultado positivo de TAD deve levar em consideracao o histérico
do paciente, dados clinicos e resultados de outros exames laboratoriais. As investigacdes
iniciais de reacdo transfusional incluem um TAD em uma amostra pos- transfusdo. Dentro

presenca de hemolise imune imediata do resultado TAD pode ser positivo se vermelho
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sensibilizado as células ndo foram destruidas, ou negativas se ocorreram hemolise e depuracao
rapida.t 2

Se o resultado do TAD for positivo na amostra apos reacdo, um TAD também deve ser
realizado na amostra pré-transfusional para comparacéo e interpretacdo adequada. As reagdes

hemoliticas tardias (RHT) podem ser induzidas por alo anticorpos reativos ao calor e ao frio. 2

2.5.1  Alo anticorpos reativos ao calor e ao frio

Uma das caracteristicas dos anticorpos anti-eritrocitarios consiste na sua natureza fisico-
qguimica: em sua maioria (80 a 90%), eles reagem mais favoravelmente com seus alvos em
temperaturas que giram em torno de 37°C, sendo esses anticorpos denominados alo anticorpos
guentes. Os demais, chamados frios, sdo aglutininas frias, ou crioglobulinas, que reagem com
seus alvos em temperaturas abaixo de 37°C, apresentando reatividade 6tima entre 0°C e 5°C.
Os anticorpos quentes sdo a vasta maioria, contra 0s principais sistemas de grupos sanguineos
ABO, Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS. #? Ja os anticorpos frios de importancia transfusional s&o
anti — I, -i, e subclasses do grupo A. Anti-Al, Anti-A2. De modo geral, a agdo hemolitica das
subclasses da IgG abrange um espectro de elevado a reduzido, na seguinte ordem:
IgG3>1gG1>1gG2>IgG4. 43444546

3 Sistemas de grupos sanguineos

Historicamente, a medicina transfusional é classificada em trés fases: no século XVII, a
era empirica que marca a descoberta da circulacdo sanguinea pelo médico britanico William
Harley. (Souza & Ribeiro, 2014). A segunda fase no inicio do século XX, a era pré-cientifica
gue marca a descoberta do grupo sanguineo ABO pelo lendario pesquisador Karl Landsteiner.
A terceira fase, a era cientifica, é continuidade dos estudos por Landsteiner, e descoberta e
classificagcbes dos novos sistemas sanguineos, e marca o Prémio Nobel a Landsteiner pela
descoberta do grupo sanguineo ABO, sendo considerado o Pai da Hemoterapia. A relevancia
cientifica é aplicada nas praticas transfusionais até os dias atuais.*’

Os sistemas de grupos sanguineos sao oficialmente definidos como sistemas de um ou
mais antigenos governados por um Gnico gene ou complexo de dois ou mais genes homdélogos
intimamente ligados. Cada sistema é geneticamente distinto de todos os outros sistemas de

grupos sanguineos. Para que um sistema de grupo sanguineo e seus antigenos sejam
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reconhecidos, a variagdo genética subjacente deve ser identificada, sequenciada e confirmada
para definir o fen6tipo.*®

Antigenos sao sitios especificos em diferentes proteinas, glicoproteinas ou glicolipideos
que formam partes da membrana eritrocitaria com a qual o sistema imunoldgico pode interagir.
Essas proteinas tém inumeras fungdes como: transportadores de membrana (Diego, Kidd),
moléculas receptoras e de adesdo (Duffy, Lutheran), glicoproteinas reguladoras do
complemento (Cromer, Knops), enzimas (Yt, Kell, Dombrock), componentes estruturais
(Diego, Gerbich) ou componentes do glicocalice (MNS).*

O Grupo de Trabalho da Sociedade Internacional de Transfuséo de Sangue (ISBT) para
Imunogenética de Células Vermelhas e Terminologia de Grupo Sanguineo (ISBT WP) mantém
um registro oficial de todos os sistemas de grupos sanguineos atualmente reconhecidos.
Existem atualmente 45 sistemas de grupos sanguineos reconhecidos contendo 392 antigenos de
glébulos vermelhos. Os 45 sistemas sdo determinados geneticamente por 49 genes, trés
categorias para antigenos que ainda ndo foram associados a sistemas de grupos sanguineos, 200
séries de antigenos, 2 séries de antigenos. 48

O quadro abaixo apresenta a classificacdo dos sistemas Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNS;

Quadro 6 Classificagdo dos sistemas eritrocitarios

Numero Sistema Simbolo  Nome do Locus Antigenos Localizacao Grupo de

gene diferenciacdo
002 MNS MNS = GYPA,GYPB 793; 794 50 4¢31.21 CD235a CD235h
, (GYPE)
004 Rh RH RHD, RHCE| 796; 797 56 1p36.11 CD240
006 Kell KEL KEL 799 38 7933 CD238
008 Duffy FY ACKR1 801 5 1921-g22 CD234

009 Kidd JK SLC14A1 802

w

18q11-q12

Fonte: ISBT, 2022

3.1 Sistema Rh

Em 1939, Levine e Stetson investigavam uma reagcdo hemolitica em gémeos recém
nascidos, o anticorpo encontrado resultou de uma transfusdo de sangue que a mée recebeu de
seu marido e que hemolisou as hemécias dos recem nascidos, sendo que um dos filhos foi
natimorto. Mais tarde, em 1943 Race e colaboradores identificaram quatro antissoros de Rh de
especificidades diferentes, que foram definidos por sete alelos. Em Nova lorque, Wiener
identificou trés antissoros que poderiam definir seis alelos. Ap6s 20 anos, Levine e
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colaboradores tiveram a confirmag&o da relagdo da incompatibilidade entre do antigeno RhD
entre a mae e o feto foi a causa da Doenca hemolitica perinatal (DHPN). Hoje, o fen6tipo Rh
das futuras maes é verificado durante a gravidez para identificar o risco de hemdlise peri natal.
Além disso, todas as transfusdes de sangue tém o status Rh respeitado.®? °%: %2

Os 56 antigenos do sistema Rh estdo localizados em duas proteinas expressas na
membrana dos eritrocitos e seus precursores imediatos: RhD (CD240D) e a RhCE (CD240CE),
que carregam respectivamente os antigenos D(Rh1) e os C, c, E, e (Rh2- Rh5) em varias
combinagdes (ce, cE, Ce e CE). 2

A maioria dos anticorpos Rh sdo 1gG, mas podem ter um componente IgM.
Normalmente, os anticorpos Rh ndo ativam o Sistema Complemento, embora raras excegoes
foram relatadas. Assim, em uma transfusdo reacdo envolvendo anticorpos Rh, a hemolise é
primariamente extravascular em vez de intravascular. Os anticorpos Rh tém o potencial de
causar DHRN clinicamente significativo. Anti-c pode causar HDRN grave, mas anti-C, -E e -e
geralmente ndo causam HDRN e, quando o fazem, é geralmente leve a moderado. Para
investigacBes de anticorpos, os anticorpos Rh sdo aprimorados por enzimas, tratamento de

globulos vermelhos, e a maioria é otimamente reativa a 37 °C: 51:53 54,56, 57

Quadro 7 Classificagdo dos anticorpos Rh

Anticorpo  classe Reatividade PAI Papaina/Ficina DTT  Associa com:
RHT
4°C 22°C 37°C

Sim

Anti-D | 1gG>IgM alguns alguns | a maioria resistente resistente

(IgA raro)

Sim

Anti-C | 1gG>IgM alguns alguns a maioria resistente resistente

Anti-E | 1gG>IgM alguns alguns a maioria resistente resistente sim

Anti-c | IgG>IgM alguns alguns a maioria resistente resistente sim

Anti-e | 1gG>IgM alguns alguns a maioria resistente resistente sim

fonte: AABB, 2020
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3.2 Sistema Kell

O sistema de grupo sanguineo Kell foi descoberto em 1946. Foi nomeado em
homenagem a Sra. Kelleher, uma paciente em que anticorpos anti-Kell levou a uma doenca
hemolitica perinatal (DHPN). Desde entdo, um total de 25 antigenos Kell foram descobertos e
sdo expressos em diferentes frequéncias e em diferentes populagdes. °¢°

Atualmente, o sistema Kell é constituido por 35 antigenos, dentre esses, sete antigenos
tém caracteristicas imunogénicas e com relagfes alélicas: K original e k (antigamente
conhecidos como Kell e Celano, respectivamente) e ainda Kp?, Kp®,Kp®; Js? e Js°; K11 e K17
(WK?); KEL14 and KEL24; KEL25 and KEL28; KEL31 and KEL38. Recentemente, foram
adicionados 17 antigenos de alta frequéncia e 3 antigenos de baixa frequéncia. 478

Os anticorpos do sistema Kel sdo geralmente IgG e predominantemente IgG1. Devem
considerar potencialmente clinicamente significativo do ponto de vista de causar DHRN e RHT
graves. Os pacientes com anticorpos do sistema KEL devem receber sangue com antigeno
negativo sempre que possivel.*":60

Além dos anticorpos dos sistemas ABO e Rh, os anticorpos Kel sdo os mais comuns
apresentando um terco de todos o0s anticorpos imunes aos eritrécitos ndo Rh investigados sao
anti-K. Um teste de antiglobulina é geralmente o método de escolha para detectar anti-K,
embora amostras ocasionais possam aglutinar eritrocitos diretamente. A maioria dos anti-K
parece ser induzida por transfusio de sangue. Anticorpos para K, k, Kp?, Kp® Js?, Js°, Ku, UP3,
K, K9, K22 e KE? sdo todos implicados RHT agudos ou tardios. Anticorpos que imitam as
especificidades do sistema KEL tém sido responsaveis por Anemia hemolitica auto-imune
aguda (AHALI).56: 58 60

Quadro 8 Classificagdo dos anticorpos Kell

Anticorpo Classe Reatividade PAI Papaina/ficina DTT Associado com:
4°C 22°C 37°C RHT
Anti-K | 1gG>IgM alguns a maioria resistente sensivel sim
Anti-k | 1gG>IgM alguns a maioria resistente sensivel sim
Anti-Kp @ 1gG a maioria resistente sensivel sim
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Anti-Kp ?| 1gG>IgM a maioria resistente sensivel sim

Anti-Js 2| 1gG>IgM a maioria resistente sensivel sim

Anti-Js ° IgG a maioria resistente sensivel sim

fonte: AABB, 2020

3.3 Sistema Kidd

Em 1951, descobriu-se que uma paciente chamada Sra. Kidd havia produzido anticorpos
direcionados contra um entfo desconhecido antigeno de eritrcitos durante a gravidez. 5!

Os antigenos Jk e Jk® do sistema Kidd sdo produtos do polimorfismo alélico em todas
as populagbes testadas. Os alelos Jk%JkP sdo a substituicdo polipeptidica onde a troca de
aminoacido acido aspartico por asparagina na posi¢cdo 280 (Asp280Asn) na regido codificante
da glicoproteina Kidd. 8!

Anti-Jk? e -Jk® sdo geralmente 1gG1 e 1gG3, mas alguns sdo parcialmente 19G2, 1gG4
ou IgM. Anti-Jk? e JkP sdo frequentemente encontrados com outros anticorpos e cerca de 50%
se ligam ao complemento. Embora o anti-Jk? seja imunogénico, o titulo do anti-Jka e anti-Jk®
geralmente diminui impossibilitando detec¢do nas técnicas soroldgicas, tendo algumas reaces
com aglutinacdo fracamente. Geralmente, um teste antiglobulina é necessario, e 0 uso de células
tratadas com enzimas pode ser necessario para detectar anticorpos mais fracos. Os anticorpos
JK podem causar RHT agudas ou tardias graves. Eles sdo uma causa muito comum de RHT

tardias, porque ndo foram em testes pré-transfusionais.? %0 62

Quadro 9 Classificagdo dos anticorpos Kidd

Anticorp Classe Reativida PAI Papaina/Fic DTT
0 de ina Associad
0 com:
RHT
4°C 22°C 37°C
sim
Anti-Jk?2 1gG>IgM a resistente resistent
maioria e
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sim
Anti-Jk ° 19gG>IgM a resistente resistente
maioria

fonte: AABB, 2020

34 Sistema Duffy

O grupo sanguineo Duffy foi descoberto em 1950. Foi nomeado para um paciente com
hemofilia que recebeu multiplas transfusdes de sangue e foi o primeiro produto imunoldgico
conhecido de anti-Fy?. Um ano depois, o anti-Fy® foi descoberto em uma mulher que teve varios
filhos. Os antigenos Duffy restantes (Fy2, Fy* Fy® e Fy®) foram descobertos 20 anos depois,
mas destes, apenas Fy? parece ser clinicamente significativo. &

Os antigenos Fy? e Fy® sdo produtos dos alelos FY*A e FY*B originam trés fenGtipos
comumente em pessoas brancas. Os fenétipos Fy (a+b-), Fy (a+ b+) e Fy (a- b+).

Os anticorpos contra os antigenos Fya e Fyb séo das subclasses de 1gG 1gG1, sendo de
baixissima a frequéncia do anti-Fyb. Apesar de raramente detectados, Anti-Fya e anti-Fyb
podem causar RHT agudas ou tardias, estes episddios geralmente sdo leves, mas as reacfes
anamnésticas provaram ser fatais. O Anti-Fy3 tem sido responsavel por RHT agudas e tardias,
e anti-Fy5 por RHT tardias, este excepcionalmente foi encontrado apenas em individuos de

ascendéncia africana que receberam multiplas transfusdes. 2 1> 6263, 64,65

Quadro 10 Classifica¢ao dos anticorpos Duffy

Aticorpo Classe Reatividade PAI Papaina/ficina DTT Associa
com:
4°C 22°C 37°C RHT
Anti-Fy 1gG>IgM maioria sensivel resistente sim
a
Anti-FyP 1gG>IgM a sensivel resistente sim
maioria

fonte: AABB, 2020

3.4 Sistema MNS
O sistema MNS foi 0 segundo grupo sanguineo a ser descoberto por Landsteiner e

Levine, em 1927, ao imunizar coelhos com células vermelhas. Os antigenos M N foram os



XXXIX

primeiros a serem identificados, vinte anos antes dos antigenos ‘S’ e ‘s’ serem nomeados.
Atualmente, mais de 40 antigenos foram identificados nesse sistema sanguineo, porém M, N, S
continuam sendo os mais comuns. Wiener, em 1953, relatou a existéncia do antigeno U, o qual
acabou sendo incluido no sistema, ja que foi observado que todas as hemacias U negativas
também eram ‘S’ e ‘s’ negativas, 4% 47:66.67.68

Anti-M é um anticorpo comum, enquanto anti-N € menos frequente. Ocasionalmente, 0
anti-M tem sido implicado causa de RHT agudas e tardias. No entanto, na auséncia de hemdlise,
a especificidade de um auto anticorpo geralmente ndo € significativa. Anti-S e -s sdo
geralmente anticorpos 1gG e reagem a temperatura ambiente de 37°C. Se imunizados, em
individuos com o fendtipo (S—s—U-) e desenvolver anti-U, tem um alto risco de apresentar RHT

grave 2,15,62, 69

Quadro 11 Classificagdo dos anticorpos MNS

Anticorpo classe Reatividade PAI Papainalficina DTT Associa
com:
4°C 22 °C 37°C RHT
a
Anti-M 1gG>IgM maioria a maioria raros sensivel resistente raro
a
Anti-N 1gG>IgM maioria a maioria raros sensivel resistente raro
Anti-S 1gG>IgM a maioria a variavel resistente sim
maioria
Anti-s IgG>IgM a variavel resistente sim
maioria
Anti-U IgG a resistente resistente sim
maioria

fonte: AABB,2020
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Os aloanticorpos mais frequentes foram encontrados direcionados aos seguintes
sistemas de grupos sanguineos, RH (D, C, E, c e €), KELL (K), Duffy (FY) (Fya e Fyb), Kidd
(JK) (Jka e Jkb), MNS (M, Se's). 2637
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4 Justificativa

Este projeto justifica-se pela possibilidade de produzir importantes informagfes quanto
ao registro de reagdes transfusionais tardias que resultem em aloimunizacéo, hemdlise e suas
consequéncias para o estado clinico do paciente, sendo possivel observar o impacto da
transfusdo de antigenos incompativeis, a formacéo de anticorpos irregulares e sua importancia
clinica, contribuindo com a seguranca transfusional de pacientes politransfundidos sugerindo
protocolos imuno-hematolégicos que possam minimizar a0 maximo os impactos das reacoes
transfusionais tardias.

A regido Norte é a segunda regido que menos tém oferecido dados de ocorréncia e
notificacdo por ano, tendo o estado do Pard seguido do Acre as maiores frequéncias e
notificagdes. O Estado do Amazonas tem mostrado consideravel adequacdo ao SNVS,
totalizando 321 notificacdes (2002 — 2013).

Como discutido no decorrer do trabalho, pacientes com DF politransfundidos séo 60%
mais propensos a desenvolver um ou mais aloanticorpos, o principal responsavel pela hemolise
tardia. Apesar das reagdes tardias de aloimunizacao e hemdlise serem frequentes em pacientes
politransfundidos, estas reacdes transfusionais sdo subnotificadas em razdo da necessidade de
um sistema de acompanhamento do paciente nos 28 dias ap0s a transfuséo, disponibilizacdo de
hemécias fenotipadas e insumos especificos para identificacdo de diversos anticorpos
irregulares de baixo titulo, alta frequéncia e droga induzido e ainda a necessidade de integracdo
de informacdes dos histdricos de resultados dos exames imuno-hematolégicos a disposicao dos
solicitantes do hemocomponentes.

O presente estudo é motivado por dados epidemioldgicos internacionais como da
associacdo americana de banco de sangue (AABB e SHOT REPORT) que apontam que 0S riscos
em até 70% de aloimunizacdo para os sistemas de grupos sanguineos como Rh, Kell, Kidd,
Duffy e MNS para os pacientes como hemoglobinopatias como talassemias e doenca
falciforme. Com intuito de investigar na populacdo de pacientes com doenca falciforme
politransfundidos do Hemocentro do Amazonas a frequéncia de reagdes tardias de
aloimunizacdo e hemdlise, observando a prevaléncia de aloimunizacdo, - assim como sinais e
sintomas de hemolise tardia. Estes dados epidemioldgicos consolidados poderdo contribuir para

a seguranca transfusional dos pacientes com DF do Hemocentro do Amazonas.
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5 Objetivos

Geral

Caracterizar o perfil imuno-hematoldgico das reacdes transfusionais tardias em
pacientes com doenca falciforme politransfundidos no hemocentro do Amazonas.

5.1 Especificos

Descrever o fen6tipo dos sistemas sanguineos Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS dos
pacientes falciformes politransfundidos incluidos no projeto;

Determinar a porcentagem de compatibilidade entre os doadores e pacientes,
considerando os sistemas sanguineos Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS;

Descrever a frequéncia de alo imunizacdo priméria e anamnéstica e dos alo
anticorpos detectados em pacientes com doenca falciforme politransfundidos;

Identificar as reacGes hemoliticas tardias com base em marcadores laboratoriais de
leséo tecidual e celular.
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6 Metodologia

6.1 Tipo de estudo
Tratou-se de um estudo descritivo longitudinal prospectivo, onde foi examinado o perfil
imuno-hematologico das reacbes tardias em pacientes com doenca falciforme

politransfundidos.

6.2 Local de estudo
O estudo foi realizado na cidade de Manaus, Estado do Amazonas, e desenvolvido na
Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).

6.3 Populacao de estudo

Pacientes com diagndstico de doenca falciforme expressando hemoglobina SS (Hb*)
com protocolo terapéutico a transfusdo cronica de concentrado de hemacias seja
hemocomponente tradicional, especial como concentrado de hemaécias lavado (CHL),
concentrado de hemécias filtrado (CHF), concentrado de hemécias irradiado (CHI) e
concentrado de hemécias fenotipados. Assim como técnicas de hemocomponentes conjugadas

como concentrado de hemacias filtrado e irradiado (CHFI).

6.4 Critério de inclusao

Foram incluidos como participantes da pesquisa tais pacientes com doenca falciforme
(Hb ), criancas, adolescentes, adultos, tanto homens e mulheres, que estivessem em terapia
transfusional crénica da modalidade programada que tenham recebido trés ou mais unidades de
concentrado de hemacias no periodo de doze meses, em comum acordo com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) destinado aos adultos e o Termo de Assentimento
Livre e Esclarecido (TALE) para criangas e adolescentes menores de 18 anos. Os critérios
aplicam -se a disponibilidade no banco de dados na plataforma de langamento de exames do
hemocentro — Hemosys, o histérico de transfusdes, exames imuno-hematologicos,
hematologicos e bioquimicos anteriores e/ou atualizados. Assim como informacdes clinicas do
formulario do acompanhamento do projeto de pesquisa para investigar principais sintomas de
RHT entre os dias D7, D14, D21 e D28.
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6.5 Critérios de excluséo
Foram excluidos do projeto, 0s pacientes que nao assiduos na programacao de
transfusdo, um 6bito registrado e aqueles com registros incompletos nos prontuarios, tornando

invidvel a busca ativa nos sistemas hospitalares utilizados nesta pesquisa.

6.6 Fluxograma das atividades do projeto de pesquisa

Os pacientes com doenca falciforme politransfundidos em modalidade transfusao
programada, ao entregar a solicitagdo de hemocomponente na enfermaria de transfusdo e estar
aguardando na sala de transfuséo a coleta de exames pré — transfusionais ou o concentrado de
hemacia previamente compatibilizados e com os resultados imuno-hematol6gico lancados.
Neste momento, o paciente serd abordado respeitosamente por um membro da equipe deste
projeto, quando explicado os objetivos do estudo, foi convidado a participar no projeto de
pesquisa mediante ao assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para
adultos e maiores de 18 anos e Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) para
criancas e adolescentes menores de 18 anos. Quando aceitou ser participante da pesquisa, 0
pesquisador coletou dados pessoais (Nome, data de nascimento, idade e telefone para contato)
e uma breve investigacdo se este paciente recorda de reacdo transfusional. Saliento que as
informacgdes de historico transfusional foram confirmadas nos prontuarios de historico de
reacdo transfusional se sim ou se ndo, sendo item visualizado na solicitacdo de

hemocomponente do servico.



Fluxograma 1 — inclusdo de paciente e atividade didria do projeto
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7 Acompanhamento pdés transfusional

Ap6s o término do ato transfusional, o paciente permanece em observacao
aproximadamente 30 minutos no leito, antes de retornar a sua residéncia. Neste periodo ele é
orientado pela equipe de enfermagem a entrar em contato com o servico de urgéncia e
emergéncia do HEMOAM caso apresente sinais e sintomas de reagéo transfusional. Ao cumprir
os retornos de consultas clinicas foi verificado de seu estado geral, registrado qualquer
intercorréncia clinica apresentado pelo paciente de acordo com o formuléario de sinais e
sintomas que encontram-se nos anexos, sendo assim intercorréncias, quando detectadas, foram
informadas ao servico médico para que as devidas intervencdes sejam tomadas, ou seja,
convocacado do paciente para investigacdo médica da provavel reacdo hemolitica tardia. Diante
de nenhuma queixa clinica nos contatos realizados apos a transfusdo, aguardamos o retorno
desse paciente ao HEMOAM para o agendamento da nova transfusdo e seguindo o protocolo
do estudo, no dia anterior a transfuséo, foi realizada uma nova entrevista para verificacdo de
alguma intercorréncia clinica neste retorno quando, se necessario foi coletado nova amostra
para exame de hemograma, sendo estes 0s parametros pos-transfusionais que foram
comparados com os resultados pré-transfusionais, continuado o mesmo acompanhamento

transfusional como descrito acima.

7.1 Coleta de material bioldgico
As amostras de sangue periférico foram coletadas por puncdo venosa em tubo com
anticoagulante &cido etileno diamino tetracético (EDTA) (BD Vacutainer® EDTA K2).

7.2 Perfil imuno — hematoldgico

O perfil imuno — hematoldgico incluem os seguintes exames:

Quadro 12 Perfil imuno-hematologico

Identificacdo de anticorpos irregulares 4°C (IAl/Frio)

Pesquisa de Anticorpos Irregulares a Temperatura Ambiente (PAI/TA)

Identificacdo de anticorpos irregulares a Temperatura Ambiente (IAI/TA)

Pesquisa de Anticorpos Irregulares a 37°C/AGH (PAI/AGH)
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Identificacdo de anticorpos irregulares a 37C/AGH (1AI/AGH)

Titulacao

Tratamento do plasma com DTT (Ditiotreitol)

Auto Controle (AC)

Teste da Antiglobulina Direta (TAD)

Prova Cruzada (PC).

Exame

Fenotipagem Estendida Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNS

Pesquisa de Anticorpos Irregulares a 4°C (PAI/Frio)

Fonte: acervo autor, 2022
Técnicas descritas no anexo |

7.3 Fenotipagem eritrocitaria

Realizada pela técnica de gel centrifugacéo (BioRad) utilizando anticorpos
para 0s principais antigenos dos sistemas Rh (D, C,c E, e), Kell (K,k), kidd (Jka,
Jkb), Duffy (Fya, Fyb) e MNS (M,N,S,s) e amostra de eritrocitos do paciente e
doador suspensos em meio salino. (Técnica em anexo).

7.4 Pesquisa e identificacdo de anticorpos Irregulares a frio, TA e quente/ AGH
A pesquisa e identificacdo de anticorpos Irregulares foi realizada utilizando plasma e
hemécias de triagem (BioRad) suspensas em meio salino e incubadas nas diferentes
temperaturas de 4°C, TA (20° — 25°C), 37°C utilizando anti-globulina humana. Os testes a 4°C
e TA detectam alo anticorpos irregulares que agem abaixo de 37°C, mas que se 0S mesmos
estiverem em titulo acima de 64 podem causar reagdo transfusional; O teste a 37°C utilizando

Antiglobulina Humana (AGH) buscam detectar anticorpos potencialmente hemoliticos. As
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identificacGes dos alo anticorpos detectados séo realizadas através da testagem do plasma do
paciente com um painel de 10 hemacias (BioRad), 16 hemacias (fresenius).

7.5 Titulacéo

Foram realizadas por dilui¢cdes sucessivas do plasma do paciente em que foi detectado
0 anticorpo. Esta verificacdo é importante para quantificar a concentracdo de anticorpos no
plasma do paciente. Os titulos podem variar de 1:2 a valores superiores a 1:1024, através da
leitura da intensidade de reacdo em cruzes, o que possibilita ainda a defini¢cdo de um score que

pode diferenciar a concentracdo de dois alo anticorpos com o mesmo titulo.

7.6 Tratamento de plasma com Dithiothreitol (DTT)
Teve 0 objetivo de verificar a classe do anticorpo detectado, pois este reagente desnatura

as ligacdes dissulfeto da cadeia juncional das classes IgM.

7.7 Autocontrole
E um controle dos testes de Pesquisa e identificacdo de aloanticorpos, pois indicam a
presenca de auto anticorpos além do anticorpo detectado.

7.8 Teste da antiglobulina direta (TAD)

Foi realizado para detectar a presenca de anticorpos e/ou proteinas do sistema
complemento ligados a membrana eritrocitaria do individuo, podendo ser alo ou auto anticorpos

originados de diversos processos de reacdao imunoldgica, inclusive anticorpos droga induzidos.

7.9 Prova cruzada

Foi realizada através do método de coombs indireto a 37°C utilizando o plasma do
paciente e os eritrocitos do doador com o objetivo de detectar anticorpos potencialmente
hemoliticos antes da transfusdo que tornem a transfusdo incompativel. Quando detectado torna-

se possivel evitar uma reacdo Transfusional imediata.

7.10 Perfil imuno — hematol6gico de aloimunizacdo primaria e resposta anamnestica
Perfil de uma Resposta anamnéstica:

PAI negativo (Frio, TA e quente/AGH) nos testes pré transfusionais da transfusao atual;
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Detecc¢do de aloanticorpo no periodo de até 30 dias apos a transfusao atual.
Observacdo da presenca do mesmo anticorpo detectado ap6s a transfusdo atual, em
testes pré transfusionais de transfusdes anteriores, o que sera comprovado em uma avaliacdo
retrospectiva.
Perfil de alo imunizag8o primaria:
e PAI negativo (Frio, TA e quente/AGH) nos testes pré transfusionais da
transfusdo atual;

e Deteccdo de alo anticorpo no periodo de até 30 dias apds a transfusdo atual;
Observacdo do resultado de PAI negativo em todos os testes pré transfusionais de

transfusdes anteriores, o que sera comprovado em uma avaliacdo retrospectiva.

7. 10 Porcentagem de compatibilidade

Trata-se de um indicador de porcentagem de compatibilidade elaborado e validado para
este estudo que envolveu a oferta de uma bolsa com 0s mesmos antigenos negativos
(compativeis) que o paciente possuir, ou seja: Rh (D, C, ¢, E, e) ; Kell (K, k); Kidd (Jk?, JKk®) ;
Duffy (Fy?, Fy®) e MNS (M, N, S, s), perfazendo um total de 15 antigenos a serem respeitados.

Esse percentual possibilitou conhecermos a chance percentual do paciente desenvolver
uma reacdo tardia de aloimunizacdo, a partir do momento que recebeu algum destes antigenos
gue ndo os possua em sua fenotipagem. Para tanto elaboramos a seguinte formula:

Foérmula do indicador de compatibilidade.

Porcentagem de compatibilidade (%) = n. De antigenos negativos da bolsa *100

n. de antigenos negativos no paciente
Observamos ainda, de forma descritiva, 0 impacto da imunogenicidade dos antigenos
incompativeis e a capacidade ou debilidade do sistema imunologico do paciente para a
producdo de um anticorpo com especificidade para algum antigeno incompativel. Esta
constatacdo foi verificada através da deteccédo e identificacdo de alo anticorpos irregulares na

amostra colhida ap6s a transfuséo.

7. 11 Registros de resultados
Todos os pacientes que foram incluidos no projeto receberam uma numeracao
sequencial e Unica para cada paciente, tratados no projeto com seu numero de identificagcdo

(ID). Todo resultado dos testes imuno-hematoldgicos (perfil) foi registrado em planilha



eletronica especifica do projeto, assim como o impacto clinico ou ndo durante ou apés a

transfusdo no paciente.

Quadro 13 Reagdes tardias e indicadores hematoldgicos, Bioquimicos e imuno-hematolégicos.

Exames
Reacéo Indicadores
Hemolitica Hemograma Reducédo de Hemoglobina
Aumento de esferdcitos
Contagem de reticul6citos Aumento de reticuldcitos

Teste da Antiglobulina Direta (TAD)

Positivo
Dosagem de haptoglobina Reducéo de haptoglobina
Dosagem de LDH Aumento de LDH

Alo Imunizacéo Pesquisa de Anticorpos Irregulares a frio, TA e quente.
Presenca de alo anticorpo

Fonte: acervo autor, 2023



8 Analises estatisticas

Os dados laboratoriais e caracteristicas clinicas dos individuos do estudo foram
apresentados em formas de quadros, tabelas e graficos, elaboradas com o programa Excel 2020
(Microsoft Corporation). A analise estatistica convencional dos dados obtidos sera realizada
utilizando o software GraphPad Prism (v.5.0). As variaveis numéricas foram expressas por
média +desvio padrdo ou mediana (intervalo) pela auséncia de distribui¢do normal.

Varidveis categdricas sdo expressas por valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%). A
analise estatistica entre grupos independentes, varidveis qualitativas e variaveis quantitativas
continuas foi realizada pelo teste de estatistica descritiva.



9 Resultados

Foi realizada a investigacdo do perfil imuno hematoldgico de 44 pacientes com Doenca
falciforme portadores de HbSS, residentes em Manaus e politransfundidos. Todos de acordo
em participar com a pesquisa pela assinatura do TCLE e TALE aceitos pelos pais ou
responsaveis das criancas. Os participantes da pesquisa foram maioria do género feminino

(54,5), adultos (40,9) e dentre o grupo sanguineo tipo O (61,3).

Quadro 14 Dados categoéricos da populacdo de estudo

Caracteristicas Pacientes
(n=44)
Género n %
Masculino 18 40,9
Feminino 24 54,5
Idade (mediana) 18,5 (2-72)
2-11 13 29,5
’ 12-17 13 29,5
18-39 11 25
40-59 5 11,3
>60 2 4,5
Residéncia
Manaus 44 100
Grupo ABO
A 14 31,8
B 1 2,2
AB 2 4,5
0] 27 61,3
No de Transfusdo
minimo 3
maximo 37
média 16,68

(Fonte: acervo autor, 2023)

Todos os individuos da pesquisa integram o fluxo de transfusdo programada mensal,
este planejamento pode ser alterado, caso 0 médico hematologista avalie que o paciente esta

com condicBes saudaveis o suficiente para ndo ser transfundido naquele més.



Frequéncia dos fenoétipos dos sistemas Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS
Os fendtipos dos sistemas eritrocitarios Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS foram coletados
do banco de dados do Hemosys e do livro de registro do laboratério de imuno-hematologia. S&o

44 receptores com Doenca falciforme que integram o fluxo de transfusdo programada.

Quadro 15 Frequéncia fenotipica dos principais antigenos dos sistemas Rh, Kell, Kidd,Duffy e MSN e

receptores com Doenga falciforme politransfundidos (N=44)

Sistemas de grupos sanguineos n (%)
Rh
R1R1 (DCe/DCe) 11 (24,4)
R1R2 (Dce/DCE) 10 (22,2)
R2R2 (DCE/DCE) 2 (4,4)
R2r (DcE/dce) 1(2,2)
ROr (Dce/dce) 4 (8,8)
RZRZ (DCE/DCE) 12 (26,6)
rr (dce/dce) 3(6,6)
R1 wR1 1(2,2)
Kell
K-k+ 27 (61,3)
K+k- 2 (4,5)
K+k+ 2(4,5)
Kp (a-b+) 13 (29,5)
Kidd
Jk(@+ 17 (37,7)
Jk(@+b) 11 (25)
Jk(@b® 8 (17,7)
Duffy
Fy@+b) 11 (25)
Fy@+h? 15 (34)
Fyab*) 11 (25)
Fy(@b) 1(2,2)
MNS
M+N+S-s+ 5(11,3)
M+N+S+s+ 7 (15,9)
M-N+S-s+ 1(2,2)
M+N-S+s+ 14 (31,8)
M+N-S-s+ 2 (4,5)
M-N+S+s+ 4 (9,0)
M+N-S+s- 4 (9,0)
M+N+S+s- 2(4,5)
M-N-S+s+ 1(2,2)

(Fonte: acervo autor, 2023)

Todos os pacientes no projeto incluidos foram fenotipados para os sistemas Rh e Kell

(100%), no entanto apenas 70,7% para o sistema Kidd, 38% para o sistema Duffy e 96,7% para
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o0 sistema MNS. Entre os dados mais significados apresentados no quadro 15, pode-se observar
a frequéncia de 26,6% do fenttipo RZRZ (DCE/DCE) e um paciente com mutacdo no RHCE
(R1 Wrl) com os antigenos ‘e’ parcial e a frequéncia de 4,5% com o fenotipo K+k-.

Porcentagem de compatibilidade entre o hemocomponente e receptor quanto aos
sistemas Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS

Foi observado que os grupos ‘provavel’, ‘possivel’ e ‘descartado’ possuiam 80% - 90%
de compatibilidade e apenas o grupo ‘confirmado’ com percentual menor que 70%. Com
objetivo de tratar estes resultados em grupos e correlacionar entre eles, utilizamos dos casos de
RHT e seus desfechos clinicos segregados para demonstrar em grupos como: confirmado,

provavel, possivel e descartado.

grafico 1 Porcentagem da compatibilidade do grupo confirmado com RHT
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(Fonte: acervo autor, 2023)



grafico 2 Porcentagem da compatibilidade do grupo provavel com RHT
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grafico 3 Porcentagem da compatibilidade do grupo possivel com RHT
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gréfico 4 Porcentagem da compatibilidade do grupo descartado com RHT
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(Fonte: acervo autor, 2023)

Nos gréficos explicitados, observa-se no grupo ‘confirmado’ o declinio de
porcentagem de compatibilidade de 84.4% dos niveis percentuais de 69.2%, 72.9% e 78% dos

meses de novembro, dezembro de 2023 e janeiro de 2023, respectivamente.

Frequéncia de aloimunizacéo primaria e anamnéstica e autoanticorpos

Ao iniciarmos este projeto, foi realizado uma busca ativa retrospectiva dos registros de
presenca de aloanticorpos e autoanticorpos nos pacientes estudados no laboratorio de imuno-
hematologia para serem identificados os pacientes com doenca falciforme que cumprem a
programacao de transfusdo para tomarmos ciéncias dos receptores previamente aloimunizados,
se identificado o aloanticorpo ou ndo identificados, teste da antiglobulina direta positivo e/ou
autocontrole positivo com identificado de autoanticorpo.

Abaixo estd exposto em quadro 15 as reacOes tardias investigadas que sdo definidas
pelos testes pré-transfusionais os quais sdo aloimuniza¢do primaria, anamnestica e auto
anticorpos. Estdo presentes abaixo, 0s resultados de perfil imuno-hematolégico que

contribuiram para os desfechos dessas reacGes tardias acima explicitadas.
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Quadro 16 Descrigdo do perfil imuno-hematolégico dos pacientes com doenga falciforme politransfundidos

Reacgdes ID Pacientes

31 60 63 74 78 81 91 92 93

Alo anticorpo K N.I N **RhD | N.I ***e ; E; Di2 Jkb S E
imunizagio Titulagdo 1:16 1:8 1:8 1:128 1:8 1:64 1:16 1:16 1:64
Classe IgG IgM IgG IgG/IgM IgG IgG IgG

PAI 37°C sim Nao sim sim Nao sim sim Nao sim
PAI 4°C Nao sim sim sim sim sim sim sim Nao

AC* nao nao nao nao nao sim sim sim sim
Titulagdo sim nao nao 1:64 nao 1:64 1:16 1:8 1:16
anamnéstica | Resultado sim nio nio sim nao sim sim Nio Nio

(Fonte: acervo autor, 2023)
Legenda
*Testes de autocontrole
** Anti-RhD

*** Anti-e

Conforme demonstrado no quadro 16 acima, pode-se observar uma frequéncia de 9
pacientes de Reacdo Tardia de aloimunizacdo (20,4%) destacando-se 0s respectivos anticorpos
identificados, exceto no caso dos pacientes ID-60 e ID-78 cujas especificidades ndo foram
identificadas utilizando os Kits de painéis de hemacias de rotina. Neste mesmo quadro € possivel
verificar que 4 pacientes (9%) apresentaram também autoanticorpos demonstrado pelos
resultados positivos dos testes de auto controle, além dos aloanticorpos identificados. Podemos
verificar ainda que 4 pacientes (9%) apresentaram rea¢do anamnestica.

Destaca-se no quadro 16 ainda o paciente ID-74, RHD variante com anti-RhD e o
paciente ID-81, RHCE variante, identificado com o fenotipo R1 wR1 apresentando anti-e, anti-
E e anti-Di?.

Identificac&o das reagbes hemoliticas tardias

Os paréametros aplicados para diagnostico de RHT foram baseados nos critérios
conceituados no Marco conceitual de 2015 no quadro 4, e o artigo do autor Gerritsma J E
colaboradores (2021) realizado no Canada que tem em seus resultados a analise estatistica de
exames laboratoriais para fins diagndstico de hemolise tardia.

Os exames laboratoriais foram resgatados no software Softlab utilizado no servico
laboratorial para liberacdo de exames do laboratorio de Andlises Clinicas (LAC) e organizados
no banco de dados do projeto.
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Para andlise dos testes de hemoglobina pés transfusional, os pacientes testados foram
distribuidos em quatro grupos, sendo estes: ‘confirmado’, ‘possivel’, ‘provavel e ‘descartada’,
analisados caso a caso para se verificar se houve reacdo de imunomodulacdo e se o
hemocomponente transfundido resultou no incremento de hemoglobina esperado comparado
ao exame pré-transfusional.

O hemograma foi 0 exame mais solicitado para todos os pacientes pelos médicos
hematologistas, por isso o parametro explicitado para base de comparacdo pré e pos
transfusional.

Quadro 17 Média do incremento de hemoglobina pos transfusional

Hemoglobina Confirmados Provéavel Possivel Descartado
n 6 9 9 13
Pré-transfusional 59+1.2 6.8+2.1 59+1.3 6.7+1.3
Pés-transfusional 6.35+1.2 7x14 6.3+0.9 84+11

Fonte: acervo autor, 2023

No quadro 17 acima chama a atencdo que em 24 pacientes (54,5%) distribuidos
nos grupos ‘confirmado’, provavel’ e ‘possivel’, o incremento de hemoglobina pods

transfusional ficou abaixo de 1g/dL, abaixo do esperado apos a transfusdo de um concentrado

de hemacias.
Quadro 18 Descrigdo de DHL
DHL (U/L) Valor de referéncia (200-480)
ID Confirmado
74 814
78 1429
81 770
91 317
ID Provavel
59 1484
60 1086
66 665
ID Possivel
40 1061
48 324
67 668
73 1457
ID Descartado
46 576
86 564
88 772

(Fonte: acervo autor, 2023)
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No quadro 18 observa-se que em 14 pacientes (31,8%) testados, o exame DHL

pos-transfusional apresentou-se bem acima do valor de referéncia que varia entre 125,00 U/L e

200,00 U/L.
grafico 5 Frequéncia do diagndstico laboratorial de Reagdo Hemolitica Tardia nos pacientes estudados,

agrupados como confirmado, provavel, possivel e descartado.

RHT
40
31.8
30
.©
e 20.4 20.4
<«D
= 204
@ 13.6
=
10
0 1 1 1
o > > o
&'29 & & 4@6
Q o 2 >
Q < N ©
o ®
Grupos

(Fonte: acervo autor, 2023)

O gréafico 5 mostra a populacdo de estudo com respectivos desfechos clinicos agrupados
como confirmado, provavel, possivel, descartado e suas determinadas frequéncias (%).

Nas entrevistas realizadas, registramos que o paciente RHCE variante, aloimunizado
com anti-e, posteriormente anti-E e anti-Di?, apresentou 14 dias ap0s a transfusdo, intensa
palidez, tortura e dor de cabeca e dois episédios de urina escura, sendo estes sintomas relatados
aos medicos hematologistas, 0s quais recomendaram a intencdo até que o quadro geral do

paciente fosse restabelecido.



10 Discusséo

Nossos resultados mostram quanto as fenotipagens realizadas nos 44 pacientes
incluidos, que 26,6% apresentaram o fenotipo de RZRZ (DCE/DCE) o qué constitui uma
grande dificuldade para se realizar transfusdes compativeis no sistema Rh nestes pacientes, pois
o estado do Amazonas conta com alta frequéncia de doadores de sangue com o antigeno ‘e’
positivo (94,53%) e o antigeno ‘c’ positivo (79,1%), de acordo com os dados da Fundagao
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas. Em estudo realizado na
Franca, Thonier V cita que os pacientes DF séo grande parte do fenétipo rr e RORO apesar destes
fenotipos raramente serem encontrados na Europa, sendo prevalente em pessoas com
ascendéncia africana.

Em nosso estudo foram encontrados 02 pacientes, (4,5%) de variantes dos genes RHD
e RHCE, sendo que o primeiro apresentou anti-RhD, apesar de ser RhD positivo e 0 segundo
identificado com R1 wR1 (‘¢’ parcial) apresentou anti-e. Durante a realizacdo desta pesquisa,
0 Hemocentro do Amazonas ainda ndo havia realizado a identificagdo do RHD variante, no
entanto o RHCE variante teve o fen6tipo identificado com a colaboracdo da Fundacdo Pré
Sangue/Séo Paulo.

Fasano RM e colaboradores em estudo de coorte com 403 pacientes DF falciforme,
encontraram RH1(D), 20,8% RH2(C) e 3,5% RH5(e), com as respectivas frequéncias de
aloimunizacgéo: 17,6% RhD variante, 14,3% C-variante e 7,1% e-variante. Em Gana, a pesquisa
com 154 pacientes falcémicos objetivando encontrar variantes RHD e RHCE obtiveram
resultados 3 pacientes com multiplos anticorpos contra os antigenos do sistema Rh, tais como
anti-RhD, anti-C e anti-e). Tais pacientes possuiam o RhD positivo apresentando genotipagem
de delecdo RHD e RHCE.

Em nossos resultados encontramos o fenétipo do sistema K+k- em 4,5% dos pacientes,
0 que torna dificil a busca de doadores fenotipados, pois a maioria no Estado do Amazonas,
92,39% sdo positivos para o antigeno ‘k’ justificando-se a necessidade de um o programa de
fenotipagens de doadores de sangue cada vez mais amplo.

Quanto ao estudo de compatibilidade, verificou-se 0 menor indice de porcentagem de
compatibilidade no grupo de pacientes aloimunizados nos meses de novembro (69.2%) e
dezembro (72.9%). Essa baixa porcentagem de compatibilidade encontrada atribui-se a
dificuldade de disponibilidade de doadores fenotipados do paciente, considerando os sistemas

Rh, Kidd, Kell, Duffy e MNS. Situac@es especiais como no caso do R1 - wR1 com antigeno e-
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parcial torna-se especialmente dificil, pois necessita-se de um doador raro que também possua
‘e’ parcial com a mesma mutagdo no mesmo epitopo para uma transfusdo compativel neste
paciente. As incompatibilidades observadas estavam relacionadas aos sistemas Duffy, Kidd e
MNS, porém sem ocorréncia de aloimunizacao, o que conduz a questionar os motivos pelos
quais os pacientes ndo desenvolvem aloanticorpos. O artigo de reviséo do autor Hendrickson e
colaboradores (2019) pontua critérios que favorecem ao desenvolvimento de aloanticorpos que
além do receptor tenha ao menos um contato imunologico de antigeno ndo-proéprio, e ter uma
ligacdo ao HLA capaz de apresentar uma porcao do antigeno nédo-proprio.

No estudo realizado por Rodrigues C e colaboradores na Universidade de Campinas,
foram incluidos 128 pacientes politransfundidos, dos quais 44 aloimunizados e 128 ndo —
aloimunizados, sendo discutido a atuacdo de moléculas HLA Classe 1, as quais processam e
apresentam antigenos eritrocitarios em células apresentadoras de antigenos (APCs) para
receptores de células T (TCR), que por sua vez, ativam células T auxiliares CD4. 1sso envolve
a interacdo entre as células T e B e a diferenciacdo das células B em células plasmaticas. As
células T regulatérias CD4+ (Tregs) sao moduladoras da resposta imune; A ativacao das células
T ativa Tregs para suprimir a proliferacdo de varios tipos de células. Jackson D E e
colaboradores descreveram que a funcdo supressiva de Treg é reduzida em respondedores de
anticorpos em pacientes com DF. Portanto, resultando em aloimunizacdo para antigenos de
hemaécias. Supde-se que herdar certos alelos HLA pode predispor os pacientes a aloimunizagdo
de hemécias.

No artigo de revisdo de trabalhos realizados com doadores e receptores franceses,
Thonier V de 2019, estima que >99% dos individuos transfundidos devem ser capazes de
produzir pelo menos 2 aloanticorpos de hemacias com base em incompatibilidades de antigenos
de hemacias doador/receptor e taxas gerais de prevaléncia de antigenos de hemécias. A
porcentagem de pacientes aloimunizados aumenta até certo ponto com a carga de transfusao,
mas se estabiliza uma vez que um determinado individuo foi exposto a maioria dos antigenos
de grupos sanguineos “nao proprios”. Estudos prospectivos documentam niveis mais altos de
aloimunizacgdo de hemacias, assim como estudos de populagGes de pacientes ou condigdes.

Os autores Torney, CA, Hendrickson J em estudo de pesquisa de aloimuniza¢do com
politransfundidos de 2019 advertem que o fator a ser considerado é limitacdo da técnica pois
com a metodologia atual de banco de sangue, 0s anticorpos que estdo em baixo titulo podem

ndo ser detectados ou ainda em casos da presenca de multiplos aloanticorpos sdo mais
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complexos de serem identificados a considerar a intensidade e nitidez da reacdo e pode ter
impactado na frequéncia de aloimunizados na populagéo de estudo.

Em nossos resultados detectamos a frequéncia de aloimunizacdo de 20,4% nos pacientes
estudados, observa-se anticorpos dirigidos contra o sistema Rh: anti-E, anti-e, anti-RhD
variante; anti-K do sistema Kell; anti-Jk® do sistema Kidd; anti-N, anti-S do sistema MNS e
anti-Di? do sistema Diego, demonstrando frequéncia importante de reacdes de aloimunizagao
em pacientes Doenca falciforme politransfundidos, como visto no estudo de Silvy M e
colaboradores de 2014, onde encontraram 33,5% de aloimunizacéo dirigidos contra o sistema
Rh em 198 pacientes politransfundidos. O estudo Boateng AL de 2019, um estudo realizado no
no Canada com 150 pacientes DF de Gana, encontraram a frequéncia de 25% de aloimunizacédo
de anticorpos anti-RhD, anti-RhD, anti-C, anti-E, anti-e detectados através de testes sorologicos
e confirmando através de testes de genotipagem.

Quanto aos anticorpos desenvolvidos em pacientes com variantes RHD e RHCE
observados em nossos resultados, sendo estes anti Rh-D, anti-e respectivamente, 0 manual da
AABB (Ed.2020) aponta trés mecanismos envolvidos: Primeiramente, muitos tipos de
variantes RhD inicialmente reconhecidos como categorias D foram desenvolvidos devidos ao
alelo (RHD-CE-D) que codificam proteinas RhD sem aminoacidos de especificidade RhD em
certas proteinas. Em segundo lugar, as substituicGes de aminoécidos nos segmentos de éxons
da proteina RhD tém um impacto menor e pode levar a fenétipos dificeis de discriminar do RhD
padrdo ou fracamente expressos. Em casos raros, delecdes ou inser¢cbes em fragmentos de um
Unico aminoacido tém um impacto semelhante. Em terceiro aponta-se, que, muitas vezes,
numerosas substituicdes de aminoacidos estdo dispersas ao longo da proteina, como em Dllla,
DIVA e DAR. Tais RhD variantes sdo especialmente frequentes em individuos de ascendéncia
africana. Em contraste com os tipos RhD fracos, alteragdes RhD s&o previstas para estar
localizado na superficie externa da membrana ou, alternativamente, pode ser interno da
membrana, mas alteram epitopos extracelulares.

Em nossa pesquisa detectamos 4 pacientes (9%) que apresentaram resposta
anamnéstica, ou seja, possuiam registros de aloanticorpos identificados previamente, mas que
ndo foram detectados durante os testes pré-transfusionais, devido a uma queda de titulagdo em
decorréncia de transfusdes de Concentrados de hemacias negativos para o antigeno que o
paciente possuia o anticorpo. Tais pacientes apresentaram novamente o anticorpo previamente

registrado apos transfusdo durante este estudo, caracterizando uma resposta anamnéstica. Tais
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pacientes foram identificados como ID-31 com anti-K, ID-74 com anti-RhD, ID-81 e com anti-
E e ID-91 com anti-JKP. Fasano R e colaboradores confirmaram este tipo de reacéo,
descrevendo que ao longo de algumas transfusées com antigenos negativos, este anticorpo fica
sem estimulo, reduzindo o titulo a limiares abaixo da sensibilidade do regente de anti-globulina
e com isto, o teste de pesquisa de anticorpos irregulares, torna-se indetectavel.

Andrade CG e colaboradores de 2022 estudaram 3.178 pacientes tratados no
hemocentro do Nordeste do Brasil, todas as frequéncias dos anticorpos 5% Jk®, 14% anti-S e
29% Di? O estudo de Ferreira de 2015 com 204 receptores de Brasilia, encontrou anti-N em
3%, achados que corroboram com nossos resultados considerando as devidas proporcdes das
amostras estudadas, tanto em o (n) amostral, quanto em diferencas regionais,

De acordo com o Manual técnico AABB de 2020, O anticorpo Jk” do sistema Kidd s&o
dificeis de identificar devido o titulo destes anticorpos diminuirem rapidamente, o que dificulta
a deteccdo desses nos testes soroldgicos pré-transfusionais, apesar de ser considerado um
anticorpo quente, exclusivamente este é o Gnico caso no projeto que foi somente detectado na
reacao 4°C sem ocorréncia do PAI 37°C, o que levanta a hip6tese deste anticorpo ser classe IgM
com ocorréncia de baixa frequéncia. Os anticorpos ‘N ‘S’ do sistema MNS aumentaram o range
de temperatura de reacdo, sendo também detectados no PAI 37°C. O anti-N e anti-S geralmente
ndo sdo ativos a 37°C e por isso ndo sdo clinicamente significativos, sendo muitas vezes
ignorados na pratica de transfusdo.

Entre os pacientes aloimunizados, 4 (9%) identificados como ID-81, ID-91, ID-92 e ID-
93, apresentaram autoanticorpos, além dos aloanticorpos identificados nos mesmos, sendo
importante referir o ndmero total de transfusGes realizadas, sendo: 6, 17, 22 e 15,
respectivamente, até o presente momento, podendo ser um estagio da doenca falciforme,
provavel Reacdo Transfusional Tardia de imunomodulacdo em virtude de multiplas transfusées
levando a provaveis mimetismo imunoldgicos, sendo considerada uma alta frequéncia, diante
dos resultados de 3,4% de autoanticorpos descritos na publicacdo cientifica do REDS-III
desenvolvido nos hemocentros do Estados Unidos. O estudo de 2013 Rouquette CA e
colaboradores corrobora com o desenvolvimento de autoanticorpos envolvidos o estagio de
hipoesplenia funcional, déficit nos componentes do complemento, comprometimento da
fagocitose, defeito na opsonizacao, e na eliminagao de complexos imunes.” Anormalidades nas
populacdes de linfocitos, tais como células T reguladoras e células T assassinas naturais,

também poderiam desempenhar um papel. Balbuena M e Hendrickson JE em estudo com
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pacientes DF de 2019, afirmaram que auto anticorpos sdo, na verdade, aloanticorpos em
pacientes com variantes Rh e imuno-modulagéo.

Além da evidéncia imuno-hematoldgica de identificacdo dos anticorpos para designar a
confirmacdo para RHT, os parametros laboratoriais possibilitam a compreensdo do mecanismo
hemolitico. Em nossos resultados identificamos a frequéncia de 13.6% dos pacientes estudados
com indicacdes de Reacbes Hemoliticas Tardias, com obtencdo de baixo incremento de
hemoglobina (54,5%) e elevados indices nos resultados de DHL (31,8%) apresentando sinais
de hemolise extravascular, corroborando com os resultados encontrados no artigo cientifico
desenvolvido por Gerritsma J e colaboradores de 2021, os quais acompanharam 664 pacientes
DF com estratégia de acompanhamento transfusional, tratados no centro médico na Holanda.
Os autores aplicaram os critérios laboratoriais para diagnostico de hemdlise tardia, tais como:
incremento de hemoglobina menor que 1,5 g/dL apds a transfusdo ou hemoglobina menor que
a pré-transfusdo, urina escura, resultado de DHL alterados e recorréncia de crise vaso-oclusiva,
os resultados obtidos de frequéncia foram 60% dos pacientes apresentam pelo menos um sinais
dos critérios explicitados durante o0 acompanhamento transfusional, a média de DHL foi 2552
U/L e hemoglobina 7, 7 g/dL baseando-se neste parametros determinaram incidéncia de 13,6%
RHT confirmados.

Em nossos resultados, os grupos denominados de ‘possivel’ e ‘provavel ¢ também
apresentaram indices de DHL elevados, constituindo sinais de hemolise extravascular. E tendo
estes parametros tdo elevados que evidenciam hemdlise extravascular. E importante frisar, que
estes pacientes ndo apresentaram reagdo de aloimunizacdo. Tal fato pode ser explicado devido
as sensibilidades das técnicas soroldgicas utilizadas no laboratério de imuno-hematologia.
Alguns servigos tém utilizado testes de quimiluminescéncia, ensaio de monocamada de
monocito (MMA) e citometria de fluxo, como descrito no estudo de Dolatkhah R e
colaboradores de 2013 com pacientes do Ird com f-talassemia intermediaria que desenvolveram
maltiplos anticorpos, tais como anti-S; Anti-N; anti-K; e autoanti-Jk®; detectados pela técnica
de monocamadas de monadcitos. Atualmente os servigos de imuno-hematologia utilizam ainda
0s métodos de genotipagem que possibilitam a verificacdo de variagdes antigénicas, e com isso
reducdo de reacdo hemolitica tardia.

O Registro obtido em uma das entrevistas no periodo pds transfusional, da mée do
paciente com RHCE variante aloimunizado com anti-e parcial e posteriormente anti-E e anti-

Di?é extremamente problematico pois 0 mesmo, apresentou 14 dias apos a transfusdo, intensa
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palidez, tontura e dor de cabega e dois episddios de urina escura, sendo estes sintomas relatado
aos médicos hematologistas, 0s quais recomendaram a internacao até que o quadro geral fosse
restabelecido, sendo este um importantissimo relatado de sintomas de Reacdo Hemolitica
Tardia. No estudo de relato de caso em 2019, realizado por Pirrene F e colaboradores
descreveram sintomas presentes em reacdo hemolitica tardia, tais como febre, tontura, vémito

(emese), dor de cabeca, ictericia em pele e mucosa, e em casos graves, urina escura e convulsao.
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11 Concluséao

1. Os resultados deste estudo demonstram a caracterizacdo do perfil imuno-
hematoldgico de Reagdes Transfusionais Tardias de aloimunizagdo, hemolitica e de provavel
reacdo de imuno modulacdo em pacientes com Doenca Falciforme politransfundidos tratados
na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, constituindo-se dados
inéditos obtidos durante acompanhamento clinico-laboratorial até 28 dias apés as transfusoes;

2. Os achados no grupo de pacientes estudados, demonstra a necessidade do
acompanhamento clinico-laboratorial pds transfusional, principalmente com os exames de PAI,
DHL e Hemoglobina nos dias D7, D14, D21 e D28 dos pacientes politransfundidos a fim de se
contornar possiveis consequéncias de reacdes transfusionais tardias;

3. Os resultados demonstram a necessidade da ampliagcdo do programa de doadores
fenotipados, implantacdo de novas tecnologias no servico de imuno-hematologia para a

deteccdo de gendtipos dificeis e raros, tanto em pacientes como em doadores de sangue.
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Pela presente, apresentamos e submetemos 4 apreciacao de V.Sa., Proposta de Pregos para os produtos da marca Bio-Rad.

‘Valor por Extenso (Oito #ii Novecentos e setenta e tres reais)

ttom | G50 do Produto Yoicade | procedéncia | ato | uND "g" fvator Totat (8|
1| 004851V |ID-DC Screening | (IgG-lgA4gM-C3c-Cadctl) (1x12) | Emeses | Importado | 3 | Caba 368,00 1.104,00)
2_| 004033V1 |10 OAT igG1gaa (ix12) Tmeses | inponads | 3 | Cabm 508,00 1.704,00
3 0072211 ID-O-CbnAnG-Ln (LE1) (1x12) 5 meses Importado 5 Caba 608,00 3.040,00|
2| 007231V1 [ID-DmClon Anbeb (1E2) (1x12) Smesss | irpoded | S | Cebm 5, 3125,
Valor Total da Proposta R 8.973,00 |

Informamos que nos precos ofertados nesta proposta estdo incluidos todos os impostos, seguros, taxas ou qualquer outro encargo,
bem como as despesas relativas ao frete, descarga, embalagem, acondicionamento e outras por ventura incidentes sobre o objeto ofertado.

CONDIGOES GERAIS DE FORNECIMENTO:
Validade da Proposta: 30 (trinta) dias.

Prazo de pagamento: 30 (trinta) dias.

Frete: CIF.

IPI: quando presente, incluso nos pregos acima.
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16 Anexos

16.1 Técnicas de Imuno-hematologia

16.1.1 Pesquisa de anticorpo irregular (técnica de aglutinacdo em gel)

Principio da técnica: Através da técnica de aglutinacdo em gel verificar a presenca/auséncia de
anticorpos irregulares pelo método indireto da antiglobulina humana.

Amostra: Amostras de sangue coletadas em tubos com anticoagulante EDTA ou sem
anticoagulante.

Equipamentos e reagentes:
Centrifuga para amostras;
Incubadora para cartoes;
Centrifuga para cartdes;

Pipeta semi-automatica;

Ponteiras — Cartdo LISS/Coombs.

Todos os cartdes devem estar centrifugados e o0s reagentes e amostras devem permanecer em
temperatura ambiente no minimo 15 minutos antes do inicio dos testes. Realizar entdo os
seguintes passos:

Centrifugar a amostra de sangue durante 5 minutos a 3400 rpm;

Retirar o lacre do cartdo; - Marcar um microtubo como “I”” e outro microtubo como
‘GII,,;

Dispensar uma gota de hemécias Ol e Oll nos respectivos microtubos do cartdo
LISS/Coombs;

Dispensar 25uL de plasma/soro do paciente/receptor nos mesmos microtubos;

Incubar por 15 min a 37 C; - Centrifugar de acordo com instruc¢des do fabricante.
Resultados.

Através da presenca ou auséncia de aglutinacdo determinar o resultado da pesquisa de
anticorpos irregulares de acordo com os quadros a seguir:
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Negativo ou 0 Faixa de globulos vermelhos no fundo da coluna, sem aglutinacGes
visiveis Positivo +/- Escassas aglutinagdes de tamanho pequeno na metade inferior
da colung;

1+ Algumas aglutinagdes de tamanho pequeno na parte inferior da coluna 2+
Aglutinacbes de tamanho pequeno ou mediano na extensdo da coluna 3+
Aglutinacdes de tamanho médio na parte superior da coluna 4+ Faixa de globulos
vermelhos aglutinados na parte superior da coluna.

Figura 3 Perfil de resultados de pesquisa de anticorpo irregular

e el
v “

¢ ¥ W

44+ 3+ 2+ 1+ 0 dp

(Controllab, 2018)

16.1.2 PAI em meio salino

O meio salino é utilizado na pesquisa de anticorpos irregulares quando se pretende detetar
anticorpos que reagem predominantemente a frio ou & temperatura ambiente. E também usado
guando se pretende utilizar reagentes enzimaticos.

O card “NaCl/enzyme test” contém gel neutro em suspensdo. As técnicas salinas sdo utilizadas
no receptor de anticorpos que reagem sobretudo a 4°C ou a 18-25°C (temperatura ambiente),
tais como anti-M, anti-N, etc.

Procedimento

Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar; Identificar o card ID-
Card “NaCl/enzyme test”:

Com o numero de identificacdo da amostra;

Com o nimero da célula referente a cada célula reagente; Nota: Para salino a 4°C
e salino a temperatura ambiente utilizar células ID DiaCell I-11-111.
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Remover a folha de aluminio (protecéo) dos micropogos que forem utilizados;

Inverter suavemente todos os frascos de células reagentes, as vezes necessarias até
conseguir uma ressuspensdo completa dos eritrocitos;

Pipetar uma gota (50 pL) de cada célula reagente, correspondente a teste pretendido,
para os respetivos micropocos do ID-Card “NaCl/enzyme test”;

Adicionar 25 pL de plasma (ou 25 pL de eluido) em cada micropogo; Incubar o
card:

Salino a 4°C — durante 30 minutos a 2-4°C em ambiente refrigerado; ou

Salino a temperatura ambiente — durante 15 minutos a temperatura ambiente (18-
25°C); ou Teste enzimatico com células papainizadas — durante 15 minutos a + 37°C
na ID — Incubadora;

Centrifugar o card durante 10 minutos na ID-centrifuga; Ler, registar e interpretar
os resultados.

16.1.3  Teste de antiglobulina Humana
Em Gel Material, Reagentes e Equipamentos:
Marcador
Tubos de hemdlise
Suporte
Pipetas de Pasteur
Centrifuga
Cronometro
Amostra colhidaem EDTA
ID — Card Liss/Coombs
Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
Pontas Pipeta

ID-Centrifuga



Ixxx

Procedimento
Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
Identificar o card com o nimero de identificacdo da amostra;
Remover a folha de aluminio (protecéo) do(s) micropogo(s) que forem utilizados;
Preparar uma suspensao de 0,8% de células da amostra em diluente 2:
Pipetar 1000 pL de diluente 2 para o tubo de hemolise;
Adicionar 10 pL de células concentradas ou 25 pL de sangue total;
Homogeneizar a suspensao;
Pipetar 50 puL da suspensao para o respetivo micropoco do card “Liss coombs”;
Centrifugar o card durante 10 minutos da ID — centrifuga;
Ler e interpretar os resultados.

NOTA: No caso de um resultado positivo no TAD, é necessario continuar o estudo,
classificando-o. Para tal, existem cards que possibilitam executar esta etapa:

DC-Screening |

TAD IgG1/IgG3 TAD IgG-Dilution Perante um teste de antiglobulina direto
positivo, € necessario proceder a sua classificacdo, de forma a saber se a
sensibilizacdo in vivo é causada por imunoglobulinas ou complemento

16.1.4 Fenotipagem eritrocitario

Controlos positivo e negativo: glébulos vermelhos comprovadamente positivos e
negativos pelo antigeno, testados em simultaneo com os globulos vermelhos da
amostra, IH QC: Controlo seroldgico de grupo sanguineo.

Controlo da amostra (apenas globulos vermelhos da amostra.

Reagentes necessarios: Frascos com hemacias fenotipadas biotecnologicamente
inserido e estabilizado na membrana celular para os sistemas de grupos sanguineos
Rh, Kell, Kidd, Kell e MNS

Procedimento
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Todos os reagentes devem ser equilibrados a temperatura ambiente antes da
utilizacdo. Por centrifugacéo separar o plasma dos glébulos vermelhos da amostra a
analisar.

Preparacdo de suspensdo de globulos vermelhos para cada amostra:
Distribuir 1 ml de Scan Liss num tubo descartavel identificado;
Adicionar 10 pl de fundo globular da amostra;

Misturar;
A suspensao de globulos vermelhos esta pronta a ser utilizada.

Técnica

Para cada amostra, identificar um microtubo pelo nome ou nimero de amostra
correspondente e o identificador do soro-teste utilizado e um microtubo pelo nome
ou numero da amostra (controle de amostra). Retirar a totalidade da lingueta de
aluminio das cards. Ressuspender as hemécias antes da sua utilizacéo.

Depositar 50 ul de cada suspenséo de globulos vermelhos no po¢o dos microtubos
correspondentes.

Adicionar imediatamente 25 pl de soro-teste no pogo dos microtubos
correspondentes (excepto nos microtubos que servem de controlo da amostra). O
tempo de espera entre a distribuicdo dos glébulos vermelhos e a do soro-teste ndo
deverd, em caso algum, exceder os 10 minutos;

Incubar durante 15 minutos, a +37°C na ScanGel Incubator;
Centrifugar durante 10 minutos, na ScanGel Centrifuge;
Ler as reacOes de aglutinacdo e definir painel de eritrocitario. Resultados e

interpretacdo

A presenca de aglutinados (& superficie ou dispersos no gel) ou de uma hemdlise
corresponde a um resultado positivo.

Um fundo de globulos vermelhos concentrados na base do microtubo e a auséncia
de hemolise corresponde a um resultado negativo.

Os resultados s&o validos unicamente se os controlos positivo e negativo
fornecerem os resultados esperados.

Identificacéo de anticorpos em meio AGH
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O card utilizado ¢ o ID Card “LISS/Coombs”, este card contém antiglobulina humana
poliespecifica (anti-lgG de coelho e anti-C3d monoclonal). E utilizado por rotina um painel de
11 células comerciais, ID-DiaPanel, de origem humana com perfil antigénico conhecido, numa
suspensédo de 0,8%.

Procedimento:
Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
Identificar os cards:
Com o nimero de identificacdo da amostra;
Com o namero da célula referente a cada célula reagente;
Remover a folha de aluminio (protec¢do) dos micropogos que forem utilizados;

Inverter suavemente todos os frascos de células reagentes, as vezes necessarias até
conseguir uma ressuspensdo completa dos eritrocitos;

Pipetar uma gota (50 pL) de cada célula reagente, para o respetivo micropogo;
Adicionar 25 pL de plasma da amostra (ou 25 pL de eluido) em cada micropogo;
Incubar os cards durante 15 minutos a £ 37°C na ID — Incubadora;

Centrifugar os cards durante 10 minutos na ID-centrifuga

Ler, registar e interpretar os resultados na folha que acompanha o “ID — Dia Panel”
/ “ID-DiaPanel P”.

16.1.6  Titulacdo de anticorpos

A titulacdo de anticorpos permite determinar a concentracéo relativa de um determinado
anticorpo em circulagdo. Depois de um determinado anticorpo ser identificado, e no caso de
suspeita de este anticorpo ser causador de hemdlise eritrocitaria, € importante verificar se a sua
concentracdo relativa podera ser considerada critica. Este € um método semi quantitativo, no
qual séo efetuadas dilui¢des sucessivas da amostra em estudo. De acordo com as caracteristicas
do anticorpo em causa, pode efetuar-se o teste em diferentes meios: salino a frio, Coombs a
37°C ou teste enzimatico com celulas papainizadas a 37°C.

16.1.7  Procedimento em Tubo Material Reagentes e Equipamentos
Marcador

Tubos de hemolise



Suporte

Pipetas de Pasteur

Soro fisiolédgico

Centrifuga

Cronémetro

Soro de Coombs

Células controlo de Coombs

Amostra colhidaem EDTA

1. Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;

N

3. Identificar os tubos de hemoélise:

Com o n.° de identificagdo da amostra;

Com o n.° da célula referente a cada célula reagente;

B

tabela para preparacéo de diluicdes;

Recomenda-se a substituicdo das pontas da pipeta ap6s cada diluigéo;

5. Guardar a altima diluicdo para continuar a titulacdo, se necessario

Figura 4 Esquematizacdo de técnica de titulagao

Preparar diluicdes geométricas do soro ou plasma com soro fisioldgico;

Titulo/dilui¢io

1/1

12

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64

1/128

1/256

Etc

Soro fisiolégico
(tubo) ou Dil. 2
(Gel)

100uL

100pL

100pL

100pL

100pL

100uL

100pL

100uL

Etc

Soro ou plasma

200uL

Etc

Transferir

100uL

100uL

100pL

100pL

100pL

100pL

100uL

T00pL

100uL

Etc

\V/a\V/A\V/ v/ \V/R\V/aR\V/R\V/a\V/s

(Bio had, 2018)
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Pipetar soro fisiologico, plasma e seguir o esquema de transferéncia conforme a
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16.1.8  Ditiotreitol (DTT) Principio

O Ditiotreitol (DTT) é um agente redutor eficiente que pode romper a estrutura terciaria
das proteinas, reduzindo irreversivelmente as ligacdes dissulfeto a grupos sulfidrila livres. Sem
estrutura terciaria, os antigenos contendo proteinas ndo podem mais se ligar a anticorpos
especificos para eles. Os globulos vermelhos tratados com DTT ndo é reativo com anticorpos
no sistema de grupo sanguineo KEL, a maioria dos anticorpos no sistema KN ou a maioria dos
exemplos de anti-Lwa, -Yta, -Ytb, -Doa, -Dob, -Gya, - Hy, e -Joa.

Essa técnica de inibicdo pode ser util para identificar alguns desses anticorpos ou para
determinar se um soro contém aloanticorpos subjacentes adicionais.

Reagentes

1-  Prepare DTT 0,2 M dissolvendo 1 g de p6 de DTT em 32 mL de solu¢do salina
tamponada com fosfato (PBS), pH 8,0. Faca a divisdo em volumes de 1 mL e
congele aliguotas a -18 C ou mais frio.

2-  Solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) a pH 7,3.

3- Prepare AET 6% dissolvendo 0,6 g de AET em 10 mL de &gua destilada e leve o
pH para 8 adicionando lentamente NaOH 5 N.

4-  Glébulos vermelhos conhecidos como positivos para 0 antigeno em questao e,
como controle, glébulos vermelhos conhecidos como positivos para K, que €
constantemente interrompido por DTT.

5-  Anti-K, seja na forma de reagente ou fortemente reativo em uma amostra de soro.

Procedimento

Combine quatro volumes da solucéo de DTT preparada (0,2 M DTT, pH 8,0) com
um volume de glébulos vermelhos lavados com PBS a serem tratados.
Incubar a 37 C por 30 a 45 minutos.

Lave quatro vezes com PBS. Pode ocorrer hemolise leve; se a hemdlise for
excessiva, repita o procedimento usando hemaécias frescas e um volume menor de
DTT (por exemplo, dois ou trés volumes).

Ressuspender as células para uma suspensdo de 2% a 5% em PBS.
Teste as celulas tratadas com DTT com soro contendo o0 anticorpo em questao.
Teste os globulos vermelhos K+ com anti-K.

Interpretacéo

1- Ashemécias K+ controle devem apresentar reagdes negativas quando testadas com
anti-K; caso contrario, o tratamento com DTT foi inadequado. Outros antigenos no
sistema KEL também podem servir como controle.
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Se a reatividade do soro de teste for eliminada, a suspeita de especificidade do

anticorpo pode ser confirmada. Amostras de eritrdcitos suficientes devem ser
testadas para excluir a maioria dos outros aloanticorpos clinicamente significativos.
Prova de compatibilidade (Prova cruzada)

3- A prova de compatibilidade consiste em pdr em contacto o soro do receptor com as
células do(s) potenciais doadores(es), de modo a detectar no receptor anticorpos
suscetiveis de destruir as células do dador. Ou seja, tem por objetivo verificar “in

Vitro” a compatibilidade eritrocitaria entre o dador e o receptor. Para preparar uma
transfusdo sanguinea € necessério selecionar o componente sanguineo mais
adequado ao receptor da transfusdo. Assim, uma prova de compatibilidade deve ser
precedida por um estudo pré- transfusional.

Limitacoes:

Procedimento

ndo consegue prever alo-imunizacdo; ndo detecta erros Rh.

Em card

O card utilizado (“LISS/Coombs”) contém antiglobulina humana (AGH)
poliespecifica (anti-1gG de coelho e anti-C3d monoclonal), ou seja, é uma prova
de compatibilidade em meio AGH.

Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;

Retirar o segmento da tubuladura da (s) unidade (s) de concentrado eritrocitario
selecionado;

Identificar um tubo com o nimero da unidade;

Perfurar o segmento da tubuladura para que o seu contetdo fique no tubo;
Identificar o card: a. Com o numero de identificacdo da amostra; b. Com o
numero da (s) unidade (s) selecionada (s);

Remover a folha de aluminio (protecdo) dos micropocos que forem utilizados;
Preparar uma suspenséo de eritrocitos das tubuladuras das unidades a 0,8% em
diluente 2:

Dispensar 1 mL de diluente 2 para um tubo de hemolise;

Adicionar 10 pL de células concentradas;

Homogeneizar a suspensao;

Pipetar 50 pL da suspensdo anterior para o respetivo micropogo;

Adicionar 25 pLL da amostra (receptor) em cada micropogo;

Incubar o card durante 15 minutos a + 37°C na ID-Incubadora;

Centrifugar o card durante 10 minutos na ID-centrifuga;

Ler, interpretar e registar os resultados.



2 Anexo 11

2.1 Formularios

Quadro 01 — Dados do paciente

IXxxvi

Nome Completo:

Prontuario/Registro
HEMOAM

do paciente  no

Diagnéstico

Data do diagnostico

Identificacdo
projeto

no

Sexo

( ) Masculinmo  /

) Feminino

Data de Nascimento

/ / Idade

Endereco

Telefone
WhatsApp: 01

Telefone 02

e-mail




Quadro 02 Exames a serem solicitados

Ixxxvii

Hematologia Bioquimica Bilirrubinas
Hemograma Haptoglobina BNP
Contagem de Reticulécitos Ferritina Uréia
Imuno-hematologia LDH Creatinina
TAD lonograma

PAI Transaminases
Fosfatase alcalina
Quadro 03 - Reacdes transfusionais
Sentiu algum dos seguintes sintomas ap6s ter iniciado a terapia Transfusional
Febre Alteracdo de PA Infarto e derrame agitacdo
Calafrios An(ria Sangramento Hepatite B
tremor Edema bolhas com sangue Hepatite C
Dispneia Nausea e Ictericia HIV
vomitos
tosse dor cansago HTLV
cianose Diarreia fraqueza Sifilis
papulas Alteracao renal Mal estar em geral doenca de
chagas
Rubor zumbidos
alteracao
hepética




Coceira

Trombose

ansiedade
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Comentario:
Quadro 04 — Perfil Imuno-Hematoldgico do Paciente

Fenotipagem Eritrocitaria
ABO: Rh: Kell: Kidd: Duffy MNS
Lewis FUT2 Secretor ABH

Estudo Soroldgico

PAL: 1AL AC: TAD:
Comentério:

Quadro 05 -Transfusdo CH
Data Numero da bolsa PCM
ABO: Rh: Kell: Kidd: Duffy MNS
Taxa de compatibilidade Alo imunizagéo Anticorpos:

Quadro 06 - Transfusdo de CP
Data NuUmero da bolsa ABO Secretor




Quadro 07 — Sinais Vitais

IXxxix

Sinais vitais

Antes

Durante

Apo6s

Pressdo arterial

Temperatura

Pulso

Respiracdo

Nivel de

consciéncia

Estado geral

Quadro 08 — Dados pos transfusionais

Intercorréncias

Comentarios

Exames coletados

24h

D7

D14

D21

D28




Quadro 09 — Sinais e sintomas

XC

Febre Alteragdo de PA Infarto e derrame agitagdo
Calafrios Anlria Sangramento Hepatite B
tremor Edema bolhas com sangue Hepatite C
Dispneia Néausea e Ictericia HIV
vomitos
tosse dor cansaco HTLV
cianose Diarreia fraqueza Sifilis
papulas Alteracéo renal Mal estar em geral doenca de
chagas
Rubor alteracédo zumbidos
hepaética
Coceira Trombose ansiedade
Quadro 10 Exames a serem solicitados
Hematologia Bioquimica Bilirrubinas
Hemograma Haptoglobina BNP
Contagem de Reticulécitos Ferritina Uréia
Imuno-hematologia LDH Creatinina

TAD

lonograma




PAI

Transaminases

Xci

Fosfatase alcalina

Quadro 11 — Ficha Transfusional

Data

Ndmero da bolsa

Produto

Reacdo
Transfusional

Tipo

Sim () Nao ()

Sim( )Ndo( )

Sim () Nao ()

Sim ( )Nédo ( )

Sim( )Ndo( )

Sim () Néo ( )

Sim( )Ndo ( )

Sim () Néo ( )

Sim ( ) Nao ( )

Sim () Nao ()




