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RESUMO

A transfusao de sangue é vital para a gestdo de pacientes que necessitam de transplante hepatico, pois muitos deles sao
hemotransfundidos durante o curso da doenga, ou para alcancar o sucesso do procedimento cirlrgico. A amostra de
sangue do paciente que necessita de politransfusdes deve ser fenotipada para antigenos altamente imunogénicos, além
dos ABO e RhD, na tentativa de prevenir a aloimunizacdo. No entanto, a relacdo custo/beneficio deve ser considerada e
protocolos para identificacdo de hemocomponentes compativeis com esses pacientes devem ser estimulados. Neste
estudo, unidades de sangue foram testadas para o paciente com aloanticorpos anti-e, anti-Fy* e uma aglutinina fria nao
identificada, utilizando o soro do paciente e plasma de doador com aloanticorpo anti-e e anti-E. Nas unidades
selecionadas foi realizada a prova cruzada com o soro do paciente e as compativeis foram fenotipadas para os antigenos
“e” e “Fy*”. Como resultado, 2039 unidades de sangue foram testadas e 382 selecionadas. Através das provas cruzadas
destas com o soro do paciente, foram encontradas 109 unidades compativeis e 11 unidades encontradas foram
fenotipicamente compativeis com o paciente (0,54% das unidades totais). Este caso ilustra como ¢é dificil a localizacao de
sangue compativel para pacientes com mdultiplos aloanticorpos de alta frequéncia. Descritores: Reacdes antigeno-
anticorpo; Transplante de figado; Transfusao de sangue; Transfusao de eritrocitos.

ABSTRACT

Blood transfusion is vital either for the management of patients requiring liver transplantation, since many of these are
blood transfused during the course of disease, or for achieving a successful procedure. A blood sample from the patient
requiring multiple transfusions should be phenotyped for highly immunogenic antigens, besides the ABO and RhD in an
attempt to prevent alloimmunisation. However, the cost/benefit ratio should be considered and protocols for acquisition
of blood products compatible with these patients should be encouraged. In this study, blood units were tested for the
patient with alloantibodies anti-e e anti-Fy® and a cold agglutinin unidentified, using patient sera and plasma from a donor
with alloantibody anti-e and anti-E. Crossmatch was performed on selected units with patient sera and the compatible
ones were phenotyped for antigens “e” and “Fy®”. As a result, 2039 units of blood were tested and 382 selected. Through
these crossed tests with patient sera 109 compatible units were found and 11 units found were phenotypically compatible
with the patient (0.54% of total units). This case illustrates how difficult it is to locate compatible blood for patients with
multiple alloantibodies high frequency. Descriptors: Antigen-antibody reactions; Liver transplantation; Blood transfusion;
Erythrocyte transfusion.

RESUMEN

La transfusion de sangre es vital para el tratamiento de pacientes que requieren un trasplante de higado, ya que muchos
de éstos reciben transfusion de sangre durante el curso de la enfermedad o para lograr éxito en el procedimiento. Una
muestra de sangre del paciente que requiere transfusiones multiples debe ser fenotipada para antigenos altamente
inmunogénicos, ademas de la ABO y RhD, con el intento de impedir la aloinmunizacion. Sin embargo, la relacion
costo/beneficio debe ser considerada y protocolos para la identificacion de los componentes sanguineos compatibles con
estos pacientes deben ser alentados. En este estudio, las unidades de sangre fueron analizadas para el paciente con
aloanticuerpos anti-e y anti-Fy* y una aglutinina fria no identificada utilizando el suero del paciente y plasma de un
donante con aloanticuerpos anti-e y anti-E. La prueba cruzada fue realizada en las unidades seleccionadas con el suero del
paciente y las compatibles fueron fenotipadas para antigenos “Fy®” y “e”. Como resultado, 2039 unidades de sangre
fueron probadas y 382 seleccionadas. A través de estas pruebas cruzadas con el suero del paciente 109 unidades fueron
consideradas compatibles y 11 unidades encontradas fueron fenotipicamente compatibles con el paciente (0,54% del total
de unidades). Este caso ilustra lo dificil que es encontrar sangre compatible para los pacientes con aloanticuerpos alta
frecuencia multiple. Descriptores: Reacciones antigeno-anticuerpo; Trasplante de higado; Transfusién sanguinea;
Transfusion de eritrocitos.

"HUCFF - Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro. “Laboratério de Bioquimica Celular, Faculdade de
Bioquimica, Universidade Federal de Sdo Jodo del Rei. SHUCFF - Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro.
“Laboratério de Bioquimica Celular, Faculdade de Bioquimica, Universidade Federal de Sao Joo del Rei.
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INTRODUCAO

O suporte transfusional é vital tanto
para a gestdao de pacientes transplantados
hepaticos, pois muitos exigem grandes
quantidades de unidades de sangue durante o
curso de sua doenca, quanto para o sucesso do
procedimento cirlrgico.

Tradicionalmente, a pratica da
hemotransfusao implica o desenvolvimento de
varios procedimentos para se garantir a
seguranca transfusional. Além disso, hoje em
dia, ha uma grande preocupacao com o
tempo, o dinheiro e a energia despendidos e
com o investimento para promover uma
transfusdao de sangue segura e confiavel. O
melhor método para se proceder aos testes de
compatibilidade ainda € uma questdao muito
controversa na pratica transfusional.

Idealmente, um método adequado deve
resultar em um hemocomponente seguro para
ser transfundido, em um tempo adequado e
de custo eficaz. Melhorias, tanto na
perspectiva econdmica quanto na eficacia da
gestao de sangue, ganham relevancia nas
unidades hemoterapicas, resultando dai que
muitos estudos sao realizados em todo o
mundo para verificar quais 0s passos na
realizacao dos testes de compatibilidade de
Concentrados de Hemacias (CHM) sao
estatisticamente necessarios para garantir a
seguranca dos pacientes hemotransfundidos.
Esses novos protocolos de testes de Prova-
Cruzada devem reverter em grande economia
para as unidades hemoterapicas em uma base
anual.

O Hospital Clementino Fraga Filho,
gerido pela Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), tem a equipe médica de
referéncia mais experiente em transplantes de
figado na cidade do Rio de Janeiro, Brasil.

Pacientes portadores de multiplos anticorpos
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antes do transplante sao o principal problema,
de modo que encontrar hemocomponentes
verdadeiramente compativeis representa um
enorme desafio para a gestao dos
hemocentros.

Aqui, é relatado o caso de um paciente
candidato ao transplante de figado com
multiplos aloanticorpos de alta frequéncia e
um autoanticorpo frio, bem como as
dificuldades para a unidade hemoterapica em
adquirir os hemocomponentes necessarios ao

seu tratamento.

METODOS

PAl - Pesquisa de Anticorpos Irregulares
(teste em tubo)

Amostras de sangue do paciente,
submetidas ao laboratorio hemotransfusional
do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (Rio de Janeiro, Brasil), foram testadas
para aloanticorpos através da utilizacao de um
kit de reagentes para a deteccao de
anticorpos contra antigenos selecionados e
foram realizados de forma padronizada e de
acordo com as instrucdes do fabricante!”. A
técnica para a deteccdo de anticorpo envolve
a utilizacao de 100 uL de soro, 50 pL de
solucao 5% de hemacias (RBCs) e de um tubo
de ensaio de antiglobulina indireta salina. As
reacOes foram classificadas como 4+, 3+, 2+,
1+, w+, ou negativa, e foi dada uma
pontuacao (score), tal como proposto por
Marsh®, com valores de 12 (um Unico bot&o) a
0 (auséncia de aglutinacdo detectada).
Pontuacbes que foram observaveis apenas
pela leitura microscopica foram

desconsideradas.

Tipagem em microcoluna de gel
Para a tipagem em microcoluna de gel
(DiaMed-ID), 25 uL de soro e 50 pL de solucao

1% RBCs, em uma solucdao de baixa forca
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ionica, foram usadas de acordo com as
instrucées do fabricante®. As reacdes foram
classificadas e marcadas (sistema do tubo de
ensaio) de acordo com a distribuicao das
células aglutinadas por toda a matriz de gel.
As reacbes negativas apareceram como uma
camada compacta de células na parte inferior
do microtubo, tal como indicado pelo

fabricante.

Procedimentos de Prova Cruzada

A técnica para Prova Cruzada envolveu o
uso de 100 pL de soro, 50 puL de solucao 5%
RBCs, um tubo de ensaio de antiglobulina
indireta, 25 uL de soro e 50 uL de solucao 1%
RBCs, em uma solucao de baixa forca em teste
gel @) 25 uL de soro, 50 ulL de solucao 1% RBCs
e 25 uL de bromelina, numa solucao de baixa

forca iénica no ensaio de microplacas “.

Identificacao de antigenos
A identificacao de antigenos

eritrocitarios foi realizada por meio de

Tabela 1- Tipo e especificidade dos anticorpos
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métodos padronizados e de acordo com as
instrucées do fabricante®. Os reagentes de
teste foram usados com o0s cartdes
monoclonais gel Diamed-ID para sistema Rh

(DCcEe) e anti-Fy°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um paciente do sexo masculino, 42
anos, grupo ABO sistema A, Rh-positivo, foi
admitido no hospital para transplante
hepatico, apresentando niveis de hemoglobina
de 10,6 g / dL. No entanto, a cirurgia foi
cancelada devido a dificuldade de encontrar
sangue compativel para o procedimento. O
soro do paciente foi examinado para
anticorpos e os aloanticorpos anti-e e anti-Fy?
foram detectados (Tabela 1), bem como um
autoanticorpo frio nao completamente

identificado e um TAD positivo.

Anticorpo Titulo Marsh Score
anti-Fy? 1:256 53
anti-e 25

O fenotipo do paciente foi determinado
e esta resumido na Tabela 2. Apenas os testes

em gel neutro microcoluna foram realizados,

Tabela 2- Fendtipo do paciente

uma vez que o TAD positivo poderia causar um
resultado falso positivo nos testes de gel de

Coombs.

D C ¢ ¢ E e K k Kp
+ 0 0 + + O O + O

Kp® Jk* JK® P; Le* Le® Lu® L M N

0 + + 0 + 0 + + o+

Para buscar sangue compativel, o
protocolo foi organizado em trés fases:

Triagem, Prova Cruzada e Definicao.

Fase 1- Triagem

Inicialmente foi utilizado o soro do
paciente para o rastreio; porém, como uma
enorme quantidade de sangue é necessaria

para a triagem, foram buscadas alternativas.
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Plasmas congelados contendo os aloanticorpos
anti-e e anti-E estavam disponiveis na colecao
de doadores e foram posteriormente
utilizados na triagem inicial. Sangue ABO,

compativel com o tipo do paciente, foi

Tabela 3- NiUmero de unidades de CHM selecionadas
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testado para antigenos de alta incidéncia em
um teste de aglutinacao em microplaca, e os

resultados estao descritos na Tabela 3.

Unidades

Percentual de unidades

Fases Unidades
selecionadas selecionadas
Triagem

Soro do paciente 1.102 171 15,5
Soro anti-e 690 150 21,7
Soro anti-E 247 61 24,7
Total 2.039 382 18,7
Prova Cruzada 382 109 28,5
Definicao 109 11 10,1
Resultado total 2.039 11 0,54

Utilizando o soro do paciente, 1.102
unidades de concentrados de hemacias foram
testadas e 171 foram selecionadas para a fase
seguinte. Para o soro contendo o aloanticorpo
anti-e, 690 unidades de CHM foram testadas e
150 foram selecionadas; para o plasma que
apresentou o aloanticorpo anti-E, 247
unidades de CHM foram testadas e 61 foram
seleccionadas para a proxima fase: a Prova

Cruzada.

Fase 2- Prova Cruzada

As unidades selecionadas de CHM foram
testadas com o soro do paciente em ensaio de
tubo para obter hemacias compativeis com os
aloanticorpos de outro paciente (anti-Fy®). As
unidades de CHM selecionadas contra o soro
do paciente na fase anterior nao foram
testadas nesta fase. Entre as 382 unidades de
CHM testadas nesta fase, 109 unidades
apresentaram 1+, w+ ou reatividade negativa,
e foram selecionadas para a proxima fase.
Torna-se  importante relatar que o

autoanticorpo frio foi desconsiderado, pois ele

nao tinha relevancia clinica, e por causa disso,
muitas unidades mostraram fracas reacoes
positivas. Portanto, essas unidades nao foram
descartadas nessa fase e foram selecionadas
para os procedimentos de fenotipagem, na

fase 3 - Definicao.

Fase 3- Definicao

As unidades de CHM, testadas e
compativeis com o soro do paciente foram
combinadas para os antigenos Rh e Fy® para
garantir a seguranca da transfusao. Dentre as
109 unidades, apenas 11 foram
fenotipicamente compativeis e, por essa
razao, reservadas para o paciente, a partir de
um total de 2.039 unidades testadas em dois
meses de investigacao intensiva. Essas
unidades foram disponibilizadas durante todo
o periodo de admissao e até a alta do
paciente do hospital.

Pacientes com alto indice de
aloimunizacao estao em risco elevado de
reacoes transfusionais hemoliticas, que podem

ainda comprometer a condicao clinica do
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paciente. Pacientes transplantados de figado
frequentemente necessitam de grandes
quantidades de sangue. A frequéncia e a
natureza dos anticorpos eritrocitarios destes
foram examinadas por Ramsey®. Esse estudo
mostrou que em 6,3% dos adultos foram
encontrados anticorpos clinicamente
significativos antes do transplante e, apesar
de imunossupressao, a aloimunizacao emergiu
num adicional de 7,5 % dentro de 1 a 5
semanas apos o transplante. A frequéncia de
aloanticorpos pré-cirurgicos em pacientes de
transplante de coracao e pulmao foi, em
média, 1,3%, e se elevou para 2,1% apos a
cirurgia®, uma imagem que certamente
retrata a alta incidéncia de transfusoes
anteriores em pacientes de transplante de
figado. Além disso, estudos mostraram uma
maior prevaléncia de aloimunizacdo em
receptores de transplante de figado, que por
si sO leva a um aumento significativo de casos
positivos  para  aloanticorpos apdés a
hemotransfusao’'".

Foi aplicado um protocolo para testar
unidades de CHM compativeis para um
paciente com multiplos anticorpos e em
situacao clinica critica em que o transplante
de figado era requerido. A necessidade de
obter unidades de sangue para pacientes com
multiplos anticorpos leva a testes extensos de
fenotipagem de todas as unidades de CHM, o
que pode se tornar um processo muito caro.
Em vez de comecar com um processo de
fenotipagem, o procedimento foi iniciado com
unidades de  CHM.

Primeiramente, foi testado o soro do

a triagem de

paciente, mas para os casos mais complexos
(como este era), a grande quantidade de soro
necessaria causaria um estresse continuo ao
mesmo, devido ao elevado nimero de visitas e
de coletas de sangue, sem mencionar o
agravamento do estado de anemia do

paciente.
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Portanto, foi utilizado um estoque de
plasma congelado de doadores de sangue que
apresentavam anticorpo anti-e ou anti-E, pois
a grande preocupacao da  unidade
hemoterapica era a alta frequéncia de
antigeno “e”. As unidades de sangue que eram
incompativeis com o plasma anti-e foram
descartadas e as unidades com nenhuma
reatividade para com o plasma anti-e, mas
reativas com o plasma anti-E, foram
selecionadas. Estas unidades selecionadas
foram entao testadas com o soro do paciente,
para evitar qualquer incompatibilidade com o
anti-Fy®.

Finalmente, para evitar uma reacao
transfusional hemolitica, foram fenotipadas
todas as unidades selecionadas para o0s
antigenos dos anticorpos clinicos previamente
detectados no soro do paciente: sistema Rh
(DCcEe) e sistema Fy (Fy®). Portanto, os testes
mais caros s6 foram utilizados na selecao
final, com um nimero menor de unidades,
sem a fenotipagem de todas as unidades de
CHM, reduzindo drasticamente os custos totais
e, adicionalmente, preservando o nivel de
hemoglobina do paciente.

As unidades selecionadas na fase da
prova cruzada (109) foram menores do que o
numero de unidades selecionadas por triagem
com o soro do paciente (171). Esses dados nao
foram totalmente inesperados, porque os
testes de fase de triagem foram realizados em
condicoes de microplacas, que sao menos
sensiveis do que o tubo de ensaio e nao eram
suficientemente fortes para detectar os
aloanticorpos. Isso s6 reforca a necessidade
de fenotipagem de todas as unidades
selecionadas, uma vez que, devido ao titulo
de aloanticorpos do paciente, ou para a
sensibilidade da técnica, elas podem nao ser
fenotipos

capazes de detectar 0s

heterozigotos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Foi apresentada aqui a dificuldade em
identificar unidades de CHM para pacientes
com multiplos aloanticorpos. Essa estratégia
permitiu a unidade hemoterapica a gestao
deste paciente com uma reducao acentuada
nos custos, mas sem subestimar a sua
seguranca, com acoes importantes para evitar
reacoes transfusionais hemoliticas para
pacientes de
AGRADECIMENTO: Agradecemos ao Dr. Julio
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transplante hepatico.

manuscrito.
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