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RESUMO

Objetivo: Demonstrar a importancia da imunofenotipagem na populagéo de
doadores de sangue destinados a construir um banco de dados, aplicados a
medicina transfusional. Método: Estudo transversal realizados em 11.664
doadores de sangue para a tipagem do sistema ABH e Rh. Destes, foram
selecionados, aleatoriamente, 1255 doadores de sangue para a determinacéo
dos antigenos de grupos sanguineos do sistema Rh e antigeno Kell. Foram
utilizados, para tipagem sanguinea, os métodos de gel centrifugacao, teste em
tubo de hemdlise por centrifugacao e teste de Coombs indireto. Os resultados
obtidos foram comparados pelo Teste do Qui quadrado. Considerou-se um
nivel de significancia estatistica de p < 0,05. Resultados: Frequéncias
antigénicas para o sistema ABH encontradas: O 48,8 %; A 35,4 %; B 10,6 % e
AB 3,2%. No sistema Rh-Hr os antigenos mais frequentes encontrados foram:
e 94,5%, D 88,9 %; d 11,1% ;c 80,6; C 56,4 %; E 26,3%. Para o antigeno Kell a
frequéncia encontrada foi de 6,7 %. Os fendtipos pesquisados mais frequentes
encontrados: DCcee 23,3%; ddccee 18,1 %, DCCee 16,7 %; Dccee 11,0 %j;
DCcEe 10,2% e DccEe 8,8%. De menor frequéncia foi encontrado: DCcEE
0,64% e ddCcEe 0,08 %. Conclusao: As frequéncias antigénicas e fenotipicas
encontradas, mostra a (grande importancia e necessidade da
Imunofenotipagem destes antigenos de grupos sanguineos visando a
transfundi-los, tornando-os o mais compativel possivel, desta forma diminuindo
o risco da aloimunizacdo. Devido a grande miscigenacdo da nossa populagéo,
se encontram frequéncias distintas em cada regido, fazendo com que
iniciativas neste sentido adquira uma maior relevancia.

Palavras-chaves: Doadores de sangue, Imunofenotipagem, Antigenos de

grupos sanguineos, Banco de dados, Prevaléncia.



ABSTRACT

Objective: Demonstrate the importance of immunophenotyping in the
population of blood donors to construct a database applied to transfusion
medicine. Method: A cross-sectional study was carried out on 11,664 blood
donors for the ABH and Rh system typing and of these, 1255 blood donors
were selected randomly for the determination of blood group antigens of the Rh
system and Kell antigen. Blood centrifugation methods, centrifuge hemolysis
tube test and indirect Coombs test were used for blood typing. The results
obtained were compared by the Chi-square test. A level of statistical
significance of p < 0.05 was considered. Results: Antigenic frequencies for the
ABH system found: the frequency found for the blood group O 48.8%, the
frequency found for the blood group A 35.4%; the frequency found for the blood
group B 10.6% and the frequency found for the blood group AB 3.2%. In the
Rh-Hr system the most frequent antigens found: e 94.5%, D 88.9%; c 80.6; C
56.4%; E 26.3%, d 11,1%. For the Kell antigen, the frequency found was 6.7%.
The most frequent phenotypes found were DCcee 23.3%; ddccee 18.1%,
DCCee 16.7%; Dccee 11.0%; DCcEe 10.2% and DccEe 8.8%. The lowest
frequency was found: DCcEE 0.64% and ddCcEe 0.08%Conclusion: The
antigenic and phenotypic frequencies found show the great importance and
necessity of the immunophenotyping of these antigens of blood groups in order
to transfuse them, making them as compatible as possible, thus reducing the
risk of alloimmunization. Due to the great miscegenation of our population, we
find different frequencies in each region, making initiatives in this regard more

relevant.

Key-words: Blood donors, Immunophenotyping, Blood Group Antigens,
Database, Prevalence
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1. INTRODUCAO

Na sua obra, O Povo Brasileiro, o antropélogo Darcy Ribeiro! apresenta
um trago particular na formacdo da nossa populagcédo: a presenca de cinco
grandes culturas que, embora distintas, seriam complementares. S&o elas: o
Brasil crioulo (que se estendia do litoral de Sdo Luis ao Rio de Janeiro e era
muito influenciado pela Africa), o Brasil caboclo (regido Norte com a Amazonia
e os indios), o Brasil sertanejo (Nordeste, seu sertdo, caatinga), o Brasil caipira
(centro-oeste, sudeste, influéncia da cidade de S&o Paulo na formacéo do pais)
e o0 Brasil sulino (mamelucos vivendo em uma area muito rica e fértil, os
pampas gauchos, e com forte interferéncia europeia).

A partir de 1500, com a descoberta do Brasil, tivemos expressiva
migracdo de portugueses, espanhadis, negros e mais recentemente, no inicio do
século XX, de italianos, alemées e japoneses 2. Além da migracdo externa,
existiu e existe significativa migragao interna. Estas migragbes ao longo do
tempo contribuiram para um alto percentual de miscigenacédo, fazendo da
populacgéo brasileira Unica do ponto de vista antropolégico®.

Trés grupos étnicos originaram a populacdo Nordestina: os brancos,
negros e indigenas. De acordo com o estudo autossémico de 2011, levado a
cabo pelo geneticista brasileiro Sérgio Pena* o componente europeu é o
predominante na populacdo do Nordeste, com contribuicbes africanas e
indigenas. De acordo com o estudo realizado, a composicdo do Nordeste pode
assim ser descrita: 60,10% de herancga europeia, 29,30% de heranca africana e
8,90% indigena*.

Devido a esta enorme miscigenacdo, representada pelas diversas
matizes de cor da pele, cabelo e olhos, que também se reflete na constituicao
fenotipica da frequéncia dos diferentes sistemas de grupos sanguineos da
populacédo brasileira, faz com que, cada regido do nosso pais, tenha patrimoénio
antigénico eritrocitario distinto, de acordo com as etnias que as colonizaram.

Em decorréncia deste fato, merece uma atencdo especial a
imunofenotipagem da populacdo de cada regido ou estado brasileiro,
despertando o interesse de pesquisar, na grande Natal, as frequéncias dos

grupos sanguineos de maior interesse na medicina transfusional. Iniciativas
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como esta possibilitard o encontro de fenétipos de baixa frequéncia fazendo
com gue se tenha acesso a eles, em situacfes especiais como de pacientes
politransfundidos que apresentem anticorpos  eritrocitarios, sejam
postransfusional ou pés-gravidez.

A necessidade de se captar doadores de sangue raro, para atender as
demandas transfusionais, de pacientes com anticorpos contra antigenos de
grupos sanguineos de alta frequéncia fez com que, em 1959, a Associacéo
Americana de Bancos de Sangue (AABB) criasse um banco de dados para
doadores raros, seguida pela Franca em 1965 °. O conceito de doador de
sangue raro varia de pais para pais pois nao existe um parametro para se
considerar um tipo de sangue raro, no que se refere as suas caracteristicas
imunohematol6gicas e sim na sua prevaléncia em uma determinada populacao.

Tomando como exemplo alguns tipos sanguineos como o fendtipo
Bombay, de baixissima prevaléncia na populacéo brasileira, mas é encontrado
com maior prevaléncia na india, como na cidade de Bombaim. Entre os
portugueses o grupo sanguineo “A” apresenta uma maior frequéncia. Nos
paises asiaticos sangue com fendétipo Rh (D) negativo € considerado muito
raro. Outro exemplo é o fendtipo Fy (a-b-) que € muito dificil de encontrar na
Franca, mas é encontrado mais facilmente em doadores afro-americanos nos
Estados Unidos da América, enquanto no Nordeste brasileiro o grupo
sanguineo “O” lidera a porcentagem, como também nos amerindios.

No Brasil existem inumeros dados relativos ao estudo dos fendtipos
eritrocitarios na populacdo indigena, em especial quanto aos sistemas ABO e
Rh 6789 Como os antigenos de grupo sanguineo ABO ndo estdo presentes
apenas nos eritrocitos, a sua identificacdo tem importancia em varias areas de
conhecimento, como genética, hematologia, obstetricia, antropologia, dentre
outras. Esta necessidade de conhecimento dos grupos sanguineos também se
estende a area de transplantes, notadamente os transplantes cardiaco e renal.
A histocompatibilidade entre o doador e o0 receptor é avaliada pela
compatibilidade obrigatéria entre o0s antigenos de grupos sanguineos
ABO.1011Q artigo 123 da Portaria n° 2712 de 12/11/2013 do M S, que
regulamenta as atividades hemoterépicas no Brasil, recomenda a realizacao da
fenotipagem de antigenos eritrocitarios dos sistemas Rh (D, C, c, E, e) e Kell
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(K1) nas amostras de sangue de doadores, conforme as demandas do servi¢o
de hemoterapia.

No artigo 176 8 18 da mesma portaria recomenda a realizagdo da
fenotipagem para os antigenos eritrocitarios no sangue do receptor dos
sistemas Rh (D, E, e, C, c), Kell (K1), Duffy (Fya, Fyb), Kidd (Jka, Jkb) e MNS
(S, s) para pacientes aloimunizados contra antigenos eritrocitarios ou que estao
ou poderdo entrar em esquema de transfusdo cronica, com o objetivo de
auxiliar a identificagdo de possiveis anticorpos eritrocitarios irregulares ou de
evitar a formacéo de outros anticorpos.!?

Na medicina transfusional, a compatibilidade para o sistema ABO e para
o antigeno D do sistema Rh € fundamental na prevencdo de reacdes
hemoliticas, embora seja desejavel que outros antigenos sejam compativeis,
especialmente C, c, E, e do sistema Rh, assim como os principais antigenos
dos sistemas Kell, Kidd, Duffy e MNS1314. 15,

O conhecimento da frequéncia fenotipica e/ou genotipica dos varios
grupos sanguineos na populacdo brasileira é essencial para estimar a
disponibilidade de sangue compativel para pacientes que apresentem
anticorpos contra antigenos eritrocitarios.

Apesar do comprovado beneficio propiciado aos pacientes submetidos a
transfusdo de sangue e hemoderivados em situacbes de emergéncia ou
mesmo na pratica médica como na revascularizacdo do miocardio, cirurgias
ortopédicas, pacientes hematologicos , dentre outros, ha individuos que se
absttm de se submeterem a este procedimento médico. A terapia
transfusional, além de obedecer as normas técnicas dos 6rgaos reguladores
(ANVISA) esta sujeita ao esclarecimento ao paciente quanto aos riscos e
beneficios como também ao consentimento ou ndo por parte do paciente.

“‘Neste momento, emerge um problema com relacdo ao consentimento
para a realizacdo da transfusdo sanguinea. Algumas confissdes religiosas,
como as Testemunhas de Jeova, proibem a pratica transfusional. Estas
confissdes religiosas fundamentam juridicamente sua recusa na terapia
transfusional com base no art. 5°., Ill, da CF, que dispde sobre a liberdade
religiosa do cidaddo brasileiro”®A seita cristd Testemunha de Jeova foi

fundada em 1870, por Charles Russel, em Pittsburgh (Pensilvania- EUA). Seus
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seguidores ndo aceitam transfusdo sanguinea baseados em trechos do Antigo
Testamento, interpretando a transfusdo como similar ao ato de comer
sangue"!’, como também alegam que suja e contamina o sangue do paciente.

Além do impedimento religioso surgiu, dentre outros, na década de 80, o
medo da contaminagcdo com o virus HIV por transfusdo, fazendo com que
muitos pacientes questionem a qualidade do componente hemoterapico a ser
transfundido, devido aos altos indices de transmissao também de doenca de
Chagas e hepatite péstransfusional.

O caso da Franca é exemplar. A excessiva centralizacao da rede oficial
de transfusbes, sob o comando do Centro Nacional de Transfusbes
Sanguineas, tem sido apontada como responsavel pelo fornecimento de
sangue contaminado entre 1983 e 1986, que provocou a morte de 256
hemofilicos e a infeccéo pelo HIV de mais de 600 receptores de sangue.!®

“A descoberta do virus HIV, caiu na hemoterapia como uma bomba
atémica” (Guido de Azevedo).*

No Brasil ndo foi diferente. O crescente numero de hepatite
péstransfusional, a transmissdo da doenca de Chagas, fez acender a luz
vermelha no poder publico que conhecedor do quadro tragico que se delineou
no Rio de Janeiro, particularmente na Baixada Fluminense, onde a obtencéo e
a comercializacdo de sangue cairam nas maos de pessoas sem nenhuma
qualificacdo para o desempenho desta fungdo, tomou para si a
responsabilidade de fiscalizar e normatizar a qualidade do sangue transfundido,
criando o Pré-Sangue. Antes existia a Comissdo Nacional de Hemoterapia
(CNH), subordinada ao Ministério da Saude.

O governo brasileiro, vendo a enorme importancia no trato com o sangue
e hemoderivados, na Assembleia Nacional Constituinte de 1988, promulgou no
seu artigo199, paragrafo 4: “A assisténcia a saude € livre a iniciativa privada. A
lei dispora sobre as condi¢cdes e os requisitos que facilitem a remocdo de
orgaos, tecidos e substancias humanas para fins de transplante, pesquisa e
tratamento, bem como a coleta, processamento e transfusdo de sangue e seus

derivados, sendo vedado todo tipo de comercializacdo"*°.
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* José Guido de Azevedo. Médico Hemoterapeuta e ex-chefe dos Servicos de Hemoterapia do Instituto de Hematologia

Artur de Siqueira Cavalcanti (HemoRio ) e do Instituto Nacional de Cancer, ambos no Rio de Janeiro.

1.1. Historico

O descobrimento de trés dos principais grupos sanguineos por Karl von
Landsteiner em 1900, se tornou o grande divisor de aguas entre a hemoterapia
empirica e a hemoterapia com bases cientificas. A sua pesquisa detectou a
aglutinacdo de eritrécitos humanos por soros de outros individuos, tendo
posteriormente descrito os padrbes de reatividade dos trés tipos, agora
chamados A B e O. Um quarto grupo, AB, foi detectado em 1902 por von
Decastello e Sturli, seus discipulos.?°. Por esta descoberta Landsteiner foi
agraciado com o prémio Nobel de medicina em 1930.

Na fase empirica da hemotransfusdes os acidentes transfusionais era o
resultado mais frequente, causando o Obito dos pacientes transfundidos. Um
dos casos que passou para a histéria dos acidentes transfusionais foi o do
papa Inocéncio VIII, descrito pelo escritor italiano Stefano Infessura. Em 1492 o
Sumo Pontifice se encontrava bastante debilitado e foi sugerido por um médico
a transfusdo de sangue de jovens, com o intuito de restabelecer a sua saude.
Os rapazes tinham menos de 10 anos de idade, e receberam a promessa de
ganhar um Ducado cada.

Entretanto, ndo somente o papa morreu, mas também as trés criancas,
das quais foi retirado todo o sangue' ?'Na época ndo se conhecia a circulacdo
sanguinea, o que foi desvendado no século XVI pelo médico inglés William
Harvey. A descoberta do antigeno D do sistema Rh, esta ligado a reacdo
hemolitica em uma paciente obstétrica que, apds dar a luz a um natimorto, esta
paciente precisou se submeter a uma transfusdo sanguinea. A escolha do
doador recaiu sobre seu marido, pois o mesmo era ABO compativel. Apos a
transfusdo esta receptora demonstrou sinais e sintomas classicos de uma
reacdo transfusional hemolitica aguda. Este evento hemolitico ndo deveria
acontecer, pois receptor e doador eram ABO compativeis. Um ano mais tarde
Landsteiner e Wiener descreveram um anticorpo produzido por cobaias e
coelhos, quando estes eram transfundidos com hemacias do macaco Rhesus.

Este anticorpo que aglutinou 85% das hemacias humanas foi chamado de
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"Rh".??Este sistema de grupo sanguineo atualmente é composto de 54
antigenos catalogados pela ISBT, sendo um dos mais polimérficos de todos os
sistemas sanguineos.

Anos mais tarde foi constatado que o anticorpo produzido pela
parturiente, que reagia tanto a 37° C como a 20°C e os anticorpos formados
pelas cobaias eram diferentes. Entretanto, o anticorpo produzido pela
parturiente continuou sendo chamado de anti-Rh e o anticorpo produzido pelo
coelho foi denominado de anti-LW em homenagem aos seus descobridores
(Landsteiner e Wiener). A descoberta do antigeno Rh (D) do sistema Rh é
apenas a ponta do iceberg que compde um dos sistemas de grupo sanguineo
como um dos mais polimorficos e importantes na medicina transfusional, pelo
seu grande poder imunogénico.

Outro antigeno de grupo sanguineo que foi descoberto por um evento
semelhante ao ocorrido com o descobrimento do antigeno D sistema Rh, foi o
antigeno Kell. Descoberto apés a introducdo do teste da antiglobulina direta
(TAD), por Coombs, Race e Mourant em 1946, apdés um teste de Coombs
direto positivo realizado em uma amostra de sangue de um recém-nascido
acometido de DHPN (Doenca Hemolitica Perinatal). O soro da mée reagia
contra as hemacias do bebé recém-nascido, da sua filha mais velha, do seu
marido e de 9% da populagdo. O nome deste antigeno vem do nome desta
paciente sra. Kellecher. O antigeno foi chamado de Kell. Em 1949, Levine et al
23 relataram o descobrimento do seu antitético de alta prevaléncia k (Cellano).

O sistema Kell permaneceu com dois antigenos até que em 1957Giblett,
descreve o antigeno Js? e Walker et al, descreveram o Js® em 1963 que eram
antitéticos e estavam relacionados ao Sistema Kell. Em 1958 Allen et al,
descreveram os antigenos antitéticos Kp? e Kp? que estudos confirmaram sua
relacdo com o sistema Kell. Nesse mesmo ano foi descrito o fenotipo nulo Ko
que ajudou a associar outros antigenos ao sistema Kell. Atualmente a
Sociedade Internacional de Transfusdo de Sangue (ISBT) reconhece 35
antigenos?* como pertencentes a este sistema de grupo sanguineo, sendo o

terceiro mais polimorfico, precedido pelos sistemas Rh e MNS.
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Até junho de 2015 foram catalogados 308 antigenos distribuidos em 36
sistemas sanguineos, 38 antigenos nado catalogados em sistemas, 15
antigenos em seis colec¢des,17 antigenos de baixa prevaléncia e 6 antigenos

de alta prevaléncia?®®.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Sistema Sanguineo ABO (ISBT 001)

Considerado o mais importante sistema de grupo sanguineo na medicina
transfusional, o sistema ABO tem caracteristicas Unicas, dentre elas a
presenca de anticorpos naturais da classe IgM ap0s seis meses a um ano de
vida, sem ter sido imunizada previamente. Devido a isto, a primeira transfusao
feita havendo incompatibilidade ABO, havera uma reacdo transfusional

hemolitica imediata.

Outra caracteristica singular € a presenca de um grande numero de
determinantes antigénicos (epitopos) nos grupos sanguineos "A" e "B", fato
ndo compartilhado por nenhum outro sistema sanguineo, tornando-o o primeiro
sistema de grupo sanguineo a ser fenotipado quando se requer uma
transfusdo. Os antigenos ABO nédo estdo restritos apenas a membrana dos
eritrocitos, podendo ser encontrados também em uma grande variedade de
células como linfocitos, plaquetas, endotélios capilar, venular e arterial, células
sinusoidais do baco, medula 6ssea, mucosa gastrica, além de secrecdes e
outros fluidos como saliva, urina e leite?’; devido a esta caracteristica também
sdo chamados de sistema de grupo histo-sanguineo, sendo detectados nos
eritrécitos entre a quinta e a sexta semanas do embrido e s6 se desenvolvem
totalmente depois do nascimento, estando completamente formados em torno
dos 2 a 4 anos de idade e assim permanecendo durante toda a vida.

Isso poderia ser o motivo pelo qual a Doenca Hemolitica do Feto e do
Recém-Nascido (DHFRN), devido a incompatibilidade ABO, geralmente ser
leve, em comparagdo com a DHFRN ocasionado por outros antigenos, como
0s antigenos do sistema Rh.

Localizado no braco longo do cromossomo 9, o locus ABO estende-se

por uma regiao de 18-20 kilobases (kb), na posi¢céo 9934.1-9q934.2, consistindo
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de6 introns e7 exons (cujo tamanho varia entre 26-688 pares de base, sendo
que grande parte da sequéncia codificadora se encontra nos exons6 e 7) 26.0s
genes ABO nao codificam a producao de antigenos nas hemacias e sim produz
glicosiltransferases que acrescentam acucares especificos a uma substancia
precursora (sp) presente nos eritrocitos. E composto de carboidratos, onde o
acucar terminal confere a sua especificidade expressando nas hemacias os
antigenos A, B, AB ou O. Para que ocorra a expressao dos antigenos ABO nas
hemécias € necessario a presenca de uma substancia precursora(sp), ligada a
um ceramida,formadapor4 acucares, que sao (N-acetilgalactosamina, D-
galactose, N-acetilglicosamina e D-galactose) sobre a qual agira as
glicosiltransferases, dependendo da heranca de cada individuo.

Além desta sp é necessario a heranca do antigeno H em homo ou
heterozigose para que haja a expressao dos antigenos do sistema ABO. Este
antigeno H é um carboidrato produzido pela acdo da enzima o-2-L-
fucosiltransferase codificada no locus FUT1 do cromossomo 19, na posicéo
g13.3, sendo, portanto, geneticamente independente do locus ABO?’. Herdado
este antigeno ira agir ou ndo sobre ele as transferases al-3-N-acetil-
galactosamina transferase ou a a—1-3-N-galactosil transferase ao substrato H,

e 0s convertem ao antigeno A ou B, respectivamente (figura 1).
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Figura 1. Biossintese dos grupos sanguineos do Sistema ABO/ABH
Fonte: Medicina e Laboratério, pag. 332, 2009- Carlos Alberto A. Garcia
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N&do havendo a heranca de uma destas transferases ndo havera a
adicdo de acucar na porcéo terminal do antigeno H e estas hemacias ficarédo
com um antigeno com cem por cento de substancia H, tornando-se o grupo
sanguineo "O". A presenca desta substancia H pode ser detectada nas
hemécias do individuo de grupo sanguineo "O" do mesmo modo que 0S outros
grupos sanguineos, utilizando um antissoro extraido da planta Ulex europeus,
gue tem especificidade anti-H com a mesma intensidade de aglutinacdo que
0s antissoros anti-A ou anti-B. Nado havendo a heranca da FUT1, ndo sera
acrescentado o agucar L-fucose na porcao terminal da sp, consequentemente
ndo havera a producdo do antigeno H presente nas hemacias do grupo
sanguineo "O". Mesmo sendo herdado uma das duas transferases, ndo havera
a formacdo de nenhum antigeno do sistema ABO. Este fenoétipo foi
denominado de fenotipo Bombay por Bhende e colaboradores descoberto em
1952 em Bombaim(india), tendo como principal caracteristica, além da
presenca no seu plasma dos anticorpos anti-A e anti-B, a presenca do anti-H,
capaz de aglutinar heméacias do grupo "O" com a mesma intensidade que
individuos do grupo sanguineo "O" aglutina hemécias "A" ou "B", o que faz do
individuo que apresenta este fenoétipo , s6 pode ser transfundido com sangue
de outro individuo que apresente este mesmo tipo sanguineo, como mostra a

figura 2.
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Figura 2. Heranca dos grupos sanguineos ABO/ABH
Fonte: Medicina e Laboratério, pag. 332, 2009- Carlos Alberto A. Garcia
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O alelo A codifica a producdo de um acucar o—1-3-N-
acetilgalactosaminiltransferase (GalNac) a partir do nucleotideo doador UDP-
GalNac (Uridina-difosfato-N-acetil-D-Galactose) para a substancia H. Este

acucar é responsavel pela especificidade do antigeno A.

Outro gene, o Se, também localizado no cromossomo 9, codifica uma
enzima (Fucosiltransferase), que se expressa no epitélio dos tecidos secretores
e catalisa a producdo do antigeno H nas secrecdes. Assim os individuos
secretores, que sdo 80% da populacdo, possuem pelos menos uma coépia do
gene Se (Se/Se ou Se/se) que codifica uma enzima funcional produzindo o
antigeno H nas secrecfes, que por sua vez é processado como antigeno "A"

ou "B" dependendo do gendétipo do ABO do individuo.

Por outro lado, individuos "nédo secretores" (20%)sédo homozigotos para
o gene nulo (se / se) e, portanto, ndo podem produzir a forma solavel do
antigeno H, nem dos outros antigenos do sistema ABO.?® A maioria dos
antigenos eritrocitarios corresponde a moléculas de carboidratos associadas a
proteinas da membrana plasmatica, formando as glicoproteinas, ou a
moléculas de carboidratos associadas a fosfolipidios de membrana, que

formam os glicolipideos, como mostra afigura 3.
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Figura 3. Modelo da membrana eritrocitaria que carrega 0s grupos sanguineos

Fonte: Reid, ME, Mohandas N. Seminars in Hematology, 01 Apr 2004, 41(2):93-117
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2.1.1 Interacao dos genes Hh e ABO

A teoria da heranca dos grupos sanguineos ABH foi descrita, em 1924,
por Bernstein, demonstrando que cada individuo herda um gen ABO de cada
um dos pais e que estes dois genes determinam que antigeno sera expresso
na superficie da membrana da hemécia. Os genes A e B diferem em sete
substituicdes de nucleotideos localizadas nas posi¢cbes 297, 526, 657, 703,
796, 803 e 930%°. A heranca de pelo menos um gene H (genétipo HH ou Hh),
leva & producdo de uma enzima a o-2-L-fucosiltranferase, que transfere o
acucar L-fucose do nucleotideo doador GDP-Fucose (Guanosina-difosfato-L-
fucose) para a galactose terminal da cadeia precursora, formando a substancia
H. O gene H estad presente em mais de 99,99% da populagcdo, é bastante
comum e os individuos possuem um genétipo HH ou Hh. O “h” e o genotipo
“‘hh” s8o extremamente raros. Este alelo ndo produz a a-2-L-fucosiltranferase
necessaria para a formagao da estrutura H. Este gendtipo “hh”, chamado de
Fenotipo Bombay (Oh), ndo retrata uma expressao normal dos antigenos ABH,
porque nado existe a producdo da a-2-L-fucosiltransferase.?® Mesmo que
individuos Bombay (hh) herdem genes ABO, a expressao normal, na formacao
dos antigenos A, B e H, ndo ocorre. A substancia H deve ser formada para que
outros acucares como a N-Acetil-glicosamina e D-Galactose se fixem, portanto,
o fendtipo Bombay (On) com genotipo “hh”, é desprovido de antigenos do
sistema ABO.

2.1.2 Fenétipo Parabombay

Outra variante deficiente do gene H, é caracterizado como Parabombay
(Ah, Bh e ABh). Portadores desse fendtipo séo identificados por apresentarem
quantidades minimas dos antigenos A e B nos eritrocitos e pouco ou nenhum
antigeno H. Nesse fendtipo, ao contrario do Bombay, a transferase H esta
presente com atividade muito fraca, sendo que as poucas quantidades de
substancia H produzidas sdo convertidas aos antigenos A e B pelas suas

respectivas transferases.*°
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2.1.3. Subgrupos de A

Os subtipos do sistema de grupo sanguineo ABO sdo chamados de
subgrupos ou variantes e sao diferenciados pela quantidade de antigenos nos
eritrocitos, sendo o grupo A o que tem a maior variagdo de subgrupos. A
guantidade de antigenos expressos neles diminui na seguinte ordem:
A1>A2>A3>Ax>Aend>Am>Ael.A heterogeneidade fenotipica do sistema
sanguineo ABO ¢é devido a diferenca estrutural dos genes das
glicosiltransferases, que sao responsaveis pela transferéncia dos residuos
especificos de acgucar,o—1-3-N-acetilgalactosamina transferase ou a a—1-3-N-
galactosil transferase ao substrato H, e os convertem ao antigeno A ou B

respectivamente.3%:32

Estas diferencas genéticas se refletem quando se pesquisa 0S grupos
sanguineos em laboratério, fazendo com que reacdes com intensidades
diferentes ocorram ou discrepancias acontecam durante a classificacdo do
grupo sanguineo A. Apresentando diversos subgrupos ( A1, A2,Az,Ax,Aint) dentre
outros, sendo o de maior prevaléncia o subgrupo A, em torno de 80% e 20% o
subgrupo Aze os demais. O subgrupo As aparece logo apdés o subgrupo A:

Ccomo 0 mais prevalente.

2.1.3.1 Subgrupo A1(A101)

Em 1911 von Dungerne Hirszfeld descreveram dois tipos de antigenos
A, levando em consideracdo a reacao das hemacias com dois antissoros: o
anti-A e o anti-A;. Este dltimo é uma lectina extraida da semente da planta
Dolichos biflorus, por Bird®® e colaboradores, em 1952. As hemacias que
reagiam com o anti-A e anti-A; foram classificadas como A; e as hemacias que
reagiam apenas com o anti-A foram classificadas como A.. A diferenca entre
estes dois subgrupos € qualitativa e quantitativa. A transferase A1 € mais
eficiente na transformacédo da substancia H em antigeno A:, apresentando,
portanto, a maior quantidade de antigenos por heméacias, variando entre

810.000 e 1.170.000, fazendo com que este subgrupo seja considerado 0 mais
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imunogénico dentre eles. Estudos sobre as transferases de individuos A1 e Az,
demonstraram maior atividade no soro de individuos A: do que no soro de
individuos Azevidenciada pela capacidade de converter mais células do grupo
sanguineo “O” em células do subgrupo A: **, deste modo apresentando mais
epitopos por hemécia do que o subgrupo A. Estudos comprovam que, por
exemplo o antigeno A presente em A:B € mais fraco que em Az e que o
antigeno Az € mais fraco em portadores do subgrupo AiB do que em individuos
do subgrupo A:.Talvez esta capacidade de conversao maior da transferase Ai,
explique a producdo de anticorpos anti-A1, em alguns individuos do subgrupo
Ao.

O anticorpo anti-A; ocorre naturalmente, a temperatura ambiente, no
soro del-2% das pessoas do subgrupo Az e em cerca de 26% em portadores
do subgrupo A;B%®. Na Poldnia, no entanto, foi encontrada uma prevaléncia
mais alta em teste a temperatura de 10°C em torno de 14% em pessoas do

subgrupo A; e de 51% em portadores do subgrupo A;B%36,

2.1.3.2 Subgrupo Aint (intermediario)

O subgrupo Aint, mais comum em individuos de etnia negra, como sua
denominacéo indica, apresenta caracteristicas intermediarias entre Al e A2. Os
critérios para classificar o Aint S840 controversos. Alguns grupos classificam de
Aint aquelas células com reacdes fracas com Dolichos biflorus (anti-A1), porém
com reatividade anti-H mais forte que as hemacias pertencentes ao subgrupo
A2, ao passo que outros pesquisadores os classificam por sua forte reatividade

com anti-A; e anti-H.

2.1.3.3. Subgrupo Az (A201)

Descoberto pelos mesmos pesquisadores que descreveram o subgrupo
A1, este outro subtipo do antigeno A comum em caucasianos, é facilmente
detectado em laboratorio, utilizando-se os antissoros anti-A e a lectina anti-A1l,
apresentando como resultado positivo a aglutinacdo somente com o antissoro

anti-A. Apresenta uma quantidade de antigeno por hemacia em torno de
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250.000, variando em numero entre 240.000-290.000. Isto se deve a menor
capacidade deste gene de transformar a substancia H, através da sua
transferase, em antigeno A. O gene A resulta da associagdo da mutagéo
T467C/Pro156Leu com a delegcao de um nucleotideo na regiao 3’, que gera
desvio de leitura de transicdo ocorrendo como consequéncia, uma insergcao de
21 aminoacidos na proteina e diminuicdo da atividade enzimatica®’. Outra
mutacdo presente em individuos A2 e A2B ocorre nas regides 467C>T e
1060delC, mostrando a sua heterogeneidade fenotipica. Contrastando com a
baixa prevaléncia do subgrupo AzB encontrado na literatura, uma grande
quantidade de amostras de A;B comparado com A, foi encontrado por
pesquisadores japoneses (citado em Furuhata 1974; Yamaguchi 1967),
confirmado por uma tipagem sanguinea realizada em moradores de Hiroshima
e Nagasaki (Hamilton 1982).
Neste estudo, foram examinadas as caracteristicas do grupo sanguineo
A e enzimas B em amostras da populacdo de Hiroshima e Nagasaki, na
tentativa de explicar o excesso deA2B encontrado no Jap&o®8.0s portadores do
subtipo A, apresenta no seu plasma o anticorpo anti-A e de 1-2% 0 anticorpo
anti-A1.Os individuos do subtipo A2B apresentam no seu plasma anti-A e a
frequéncia do anti-Al sobe para 25%. Pacientes portadores deste subgrupo,
com anticorpo anti-A1 no seu plasma que necessitem ser transfundidos com
concentrados de hemécias é de fundamental importancia a escolha do
hemocomponente com o mesmo fenétipo a fim de evitar possivel reacao

transfusional hemolitica intravascular.

2.1.3.4. Subgrupo A3(A301)

Terceiro subgrupo mais prevalente entre os subgrupos de A, foi
descoberto por Friedenrich®® em 1936, apresentando de 7.000 a 100.000
epitopos por hemacia, sendo aglutinado pelo soro Anti-A e pela maioria dos
soros Anti-AB. Este subgrupo € pouco frequente e pode ser identificado em
0,001 a 0,01% dos individuos deste grupo sanguineo®. Apresenta uma
aglutinacdo em laboratorio em campo misto, onde apresenta células

aglutinadas e outras livres, demonstrando que este subgrupo possui um alto
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grau de heterogeneidade, uma vez que diversas mutacdes ja foram associadas
a ele, de acordo com estudos feitos por Yamamoto et al*®, no cDNA de
individuos As. As células que apresentam este subgrupo ndo aglutinam com a
lectina Anti-A;, entretanto Dunsford*! encontrou Anti-A1 no soro de dois
individuos entre onze amostras de portadores do subgrupo As. Secretores do
subgrupo Az apresentam o antigeno A na saliva. Estudos moleculares
realizados em amostras classificadas como Az e A3B demonstraram que esse
subgrupo possui um alto grau de heterogeneidade, uma vez que diversos
eventos moleculares foram associados a ele, embora apenas um pequeno
namero de amostras tenha sido testado até hoje. A mutacdo 871G>A, presente
em individuosAsB foi, pela primeira vez, observada em amostras As por

Novaretti*2.

Friedenrich e Gammelgaard consideram o locus A1A2BO o responsavel
pela expresséo deste subgrupo. Alguns soros Anti-A apresentam reacdes muito

fracas com este subgrupo, sendo observadas apenas em microscopio.

Tabela 1. Reagdes dos subgrupos Az, Aint, A2 € Az3com 0S antissoros

Soro Anti-A Soro Anti-AB  Lectina Anti-A1  Lectina Anti-H  Anticorpo no soro

A1 4+ 4+ 4+ 0 Anti-B
Aint 2+ 3+ 2+ 4+ Anti-B
Az 4+ 4+ 0 3+ Anti-B e Anti-Ax
As 1+/(cm) 3+ 0 3+ Anti-B

Legenda: cm- campo misto

Fonte: Medicina e Laboratorio, pag. 335, 2009- Carlos Alberto A. Garcia/

2.1.3.50utros subgrupos de A

A distincdo entre os subgrupos Al e A2 ¢ bastante definida e
laboratérios de maior acuracia conseguem, muitas vezes, identificar o subgrupo
A3, apresentando na classificacéo reversa aglutinacdo com hemacias do grupo
B o0 que auxilia na sua identificagdo. Porém outros dois subgrupos mais fracos
séo classificados com Ax e Am. O subgrupo Ay suas células ndo reagem com o
Anti-A ou reagem fracamente com este antissoro, mas apresenta uma reagao

satisfatoria com o soro Anti-AB; geralmente apresenta Anti-A1 no seu plasma.
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Os individuos secretores deste subgrupo apresentam na saliva a substancia H,
mas néo o antigeno A. Sua prevaléncia é estimada em 0,003% 3’. O subtipo Am
apresenta reacéo negativa ou fraca com os antissoros Anti-A e Anti-AB. O seu
plasma é desprovido dos anticorpos Anti-A e Anti-A1, 0s portadores do gene Se
apresentam na saliva as substancias A e H. Uma caracteristica comum a estes
dois subgrupos é que reagem fortemente com a lectina anti-H*3, devido a alta
concentragdo de substancia H nas suas hemacias em decorréncia da pouca
transformacao em antigeno A, pela suas transferases. Os subgrupos Am e Ael
sao raros, suas frequéncias variam de acordo com a populacdo analisada. Na
Franca, em 150.000 doadores de sangue estudados nenhum caso de Ae €
apenas um Am foi encontrado; ao passo que na China cinco individuos Ae €
um Am fora identificado em 400.000 pessoas submetidas a testes para a
identificacdo do grupo sanguineo®’. Outros subgrupos de menor reatividade
com os antissoros podem ser identificados por técnicas de adsorcéo e eluigdo
COMO O Anantu, Aend, €Ntre outros. A classificacdo dos subgrupos fracos de A se
baseia em: 1. Grau de aglutinacdo eritrocitaria pelo anti-A e lectina anti-A1.
2.Grau de aglutinacdo eritrocitaria com o antissoro anti-AB. 3.Grau de

aglutinagéo pela lectina anti-H.
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Grupo sanguineo

NUumero de antigenos

A1 Adulto 810.000 - 1.170.000
A1 Recém-nascido 250.000 - 370.000
Az Adulto 240.000 - 290.000
Az Recém-nascido 140.000

Ai1B Adulto 460.000 - 850.000
AiB Recém-nascido 240.000 - 290.000
A2B Adulto 120.000

Az 7.000 - 100.000
Ax 1.400 - 10.000
Aend 1.100 -4.400

Am 200 - 1.900

Ael 100 - 1.400

B Adulto 610.000 - 830.000
B Recém-nascido 200.000 - 320.000
Ai1B Adulto 310.0 -560.000 *

*Valores referentes ao antigeno B

Fonte: Medicina e Laboratério, pag. 335,2009- Carlos Alberto A. Garcia

2.1.4 Subgrupos do grupo sanguineo B

Semelhante ao que ocorre com 0 grupo sanguineo A, 0 grupo sanguineo
B, também apresenta subtipos que possui semelhancas nas suas
caracteristicas sorolégicas e também de nomenclatura (Bs, Bx, Bm, B). Antigeno
resultante da adicdo do aclcar galactose na porcao terminal do antigeno H, faz
com que haja a transformacdo do antigeno H em antigeno B e este acucar

adicionado determina a sua especificidade B.

A pesquisa destes subgrupos apresenta maior interesse na area
académica, na medicina transfusional demonstra menor importancia por serem

bastante raros.
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2.1.4.1 Subgrupo Bs

Caracteriza-se em laboratério pela presenca da reacdo em campo misto,
com 0s antissoros anti-B e anti-AB e uma forte reagdo com antissoro anti-H; na
classificacdo reversa aglutina fortemente com células dos subgrupos A: e A..
Esta fraca reacdo com o0s antissoros anti-B e anti-AB em parte € devida a
pequena quantidade de epitopos B por hemécia. Apresenta na saliva as
substancias B e H, para os individuos secretores. Dentre os subgrupos fracos é

0 de maior prevaléncia.
2.1.4.2 Subgrupo Bei

Fendtipo extremamente raro, ndo apresenta rea¢cdo com 0s antissoros
anti-B ou Anti-AB, possui o anticorpo anti-A no seu plasma e apenas a
substancia H na saliva dos portadores do gene Se.

2.1.4.3 Subgrupo Bm

Semelhante ao subgrupo anterior estas hemacias nédo sédo aglutinadas
pelos antissoros anti-B e anti-AB, porém adsorvem e eluem facilmente o
antissoro anti-B. Quantidades normais de substancias H e B sdo encontradas
no soro de individuos secretores. Este subtipo é encontrado com certa

frequéncia no Japéo.

2.1.4.4 Subgrupo Bx

Diferentemente dos dois subgrupos supracitados apresenta uma fraca
reacao com o antissoro anti-B e uma reacdo mais forte com o anti-AB, podera
apresentar no seu plasma anti-B fraco e substancia H nos individuos
secretores. A Unica caracteristica comum a todos os subtipos € a presenca do

anticorpo anti-A no plasma.
2.1.4.5 Fenébmeno do B adquirido

Individuos que apresentam obstrucdo do trato intestinal como,
carcinoma de cllon ou de reto, podem apresentar um aumento da
permeabilidade da parede intestinal permitindo a passagem de polissacarideos

da Escherichia coli sorotipo Ogs para a circulagdo sanguinea do paciente. As
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hemacias de individuos do grupo sanguineo A absorvem o polissacarideo tipo
B, simulando uma falsa rea¢cdo com o antissoro B, causando uma discrepancia

entre a classificacao direta e reversa deste paciente.
2.1.5 Sistema ABO e doencas

Semelhante ao que ocorre com o sistema HLA, onde existe estreita
ligacdo entre alguns dos seus antigenos com a pré-disposicéo (risco relativo)
do individuo portador daquele fendtipo desenvolver determinada patologia,
verifica-se este fendmeno também com o sistema sanguineo ABO. A
investigacdo das eventuais relacfes entre 0s grupos sanguineos do sistema
ABO e diversas doengas comuns, iniciou-se relativamente pouco tempo depois
da descoberta destes grupos sanguineos*t. Estudos mostram uma forte
associacdo entre o grupo sanguineo O e a infeccdo pelo H. pylori*®>e Ulcera

péptica

Os provaveis receptores do H. pylori no epitélio gastrico sdo carboidratos
das mucinas gastricas, que tém papel primordial na protecdo da mucosa
gastrica. Os antigenos de grupos sanguineos ABH e Lewis fazem parte da
composicdo das mucinas gastricas e tém sido implicados como receptores da
bactéria na mucosa gastrica*®. O grupo sanguineo A esta relacionado ao
carcinoma gastrico e a anemia perniciosa. Beiguelman*’ em seu trabalho sobre
grupos sanguineos e Lepra verificou que o0 grupo sanguineo O,
percentualmente, € maior entre 0os que apresentam a forma tuberculdide que
entre os portadores da forma lepromatosa. Teixeira*®et al em sua pesquisa com
148 doentes chagasicos cronicos, assintomaticos e sintométicos, com
diferentes formas anatomoclinicas, sobre a relacdo entre os grupos sanguineos
ABO e doenca de Chagas mostrou que, embora os individuos necropsiados do
grupo sanguineo O ndo sejam protegidos contra a infeccdo pelo T. cruzi,
parecem relativamente protegidos quanto a sua acao patogénica,
particularmente no que se refere formas “megas” (cardiomegalia, megacolon)

da doenca“®.
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2.2. Sistema de grupo sanguineo Rh (ISBT 004)

Considerado um dos mais polimorfico dos grupos sanguineos e o
segundo mais importante na medicina transfusional, sobreposto apenas pelo
sistema ABO. E composto por 54 antigenos e tem relevante importancia
também na obstetricia por ser responsavel pela Doenca Hemolitica Perinatal
(DHPN). Dentre os antigenos deste sistema sanguineo, cinco despertam maior
interesse por serem 0s mais imunogénicos (D, C, c, E, e). Considerado o mais
imunogénico dentre os cinco, sendo vinte vezes mais imunogénico que o
antigeno ¢, o antigeno Rh (D) é o responsavel pela maioria das reacdes
transfusionais e que desperta maior interesse na terapia transfusional. A sua
auséncia ou presenca nas hemacias é que determina a divisdo em individuos
Rh positivos ou Rh negativos. Individuos que apresentam o antigeno D é
considerado Rh positivo, enquanto que a sua auséncia determina o Rh
negativo. A etnia a que pertence o individuo determina 0 mecanismo da
auséncia do antigeno Rh (D). Nos caucasianos o fenétipo Rh negativo é
resultante da completa delecdo do gene RHD, enquanto nos afrodescendentes
é a presenca do pseudogene RHDy e do gene hibrido RHD-CE (4-7)-D*°,
causando a auséncia de expressdo do antigeno Rh (D) nas hemécias. As
bases moleculares do sistema Rh sdo determinadas por rearranjos génicos,
mutacBes pontuais e delecdes, as quais S80 responsaveis por numerosas

variantes dos antigenos RhD e RhCE, segundo estudo de Castilho et al.

2.2.1 Nomenclatura do Sistema Rh

Véarios grupos de pesquisadores se reuniram para normatizar as
nomenclaturas utilizadas para representar 0os antigenos dos sistemas de
grupos sanguineos. Dentre eles os grupos de trabalho de Fischer-Race e do
pesquisador A.S. Wiener. Estes dois grupos se detiveram especificamente nos
antigenos do Sistema Rh. O grupo instituido pela ISBT (International Society
for Blood Transfusion), foi mais abrangente catalogando todos os antigenos
dos sistemas de grupos sanguineos.
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2.2.1.1 Nomenclatura de Fischer &Race

Fisher e Race concluiram que os antigenos do sistema Rh eram
produzidos por trés grupos de alelos que tinham estreita relagéo entre si e os
denominou de D, d, C, c, E, e. O fendtipo de uma determinada hemacia €&
definido pela presenca e expressao destes antigenos. O d representa a
auséncia do antigeno D, portanto ndo existindo este antigeno. Portadores do
Rh negativo sdo expressos como d/d. Segundo Fischer-Race cada individuo
herda um grupo de genes de cada genitor, podendo ser D ou d, C ou ¢, E ou e,
gue sera expresso ha hemacia dependendo da heranca, uma vez que eles séo
codominantes. Isto significa que a pessoa pode apresentar, simultaneamente
C, ¢, E, e nas suas hemacias. Cada antigeno e gene correspondentes
receberam a mesma letra, entretanto para diferenciar o antigeno do gene este
€ escrito em italico. Esta nomenclatura adotada por Fischer-Race é mais
detalhada pois descreve todos 0s cinco antigenos presentes nas hemacias do
individuo. O antigeno D, como seu alelo é amorfo, a sua auséncia €
representada por d. O portador do Rh negativo sempre sera homozigoto.
Pessoas portadoras do Rh positivo poderda ser homozigoto (D/D) ou
heterozigoto (D/d). Isto explica porque duas pessoas Rh positivas tém 25% de

probabilidade (D/d x D/d) de gerar um filho Rh negativo.

2.2.1.2 Nomenclatura de Wiener

Este pesquisador em seus trabalhos defendia que um Unico gen
produzia uma aglutinina que expressava varios fatores nas hemacias (Rho,
Rh1, Rh2, Rhz, rh, rh’, rh”, rhy) e usou a terminologia Rh-Hr. De acordo com
sua nomenclatura ele representava os individuos Rh positivos com R e o0s
individuos Rh negativos por r, independentemente da heranca dos outros
antigenos do sistema Rh. Existe uma equivaléncia entre as duas
nomenclaturas, a de Fischer-Race usa 0s aglutinogénios para expressar O
fendtipo, enquanto a nomenclatura de Wiener usa apenas um aglutinogénio

para expressar o fenétipo (tabela 3).
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Tabela 3.Nomenclaturas do Sistema Rh

Fischer-Race Wiener
Haplétipos Antigenos Gens Aglutinogénios
Dce D,c e R Rho
DCe D,C,e R? Rh1
Rh+ DcE D,c E R? Rh2
DCE D,C E R* Rhz
dce d,ce r rh
Rh- dCe dC,e r rh’
dcE d,c E r’ rh”
dCE dCE rh rhy

Fonte: Harmening D. Técnicas modernas de banco de sangue e transfuséo, 42. Ed. Pag. 131, 2006

2.2.1.3 Nomenclatura da ISBT

Devido ao numero de antigenos descoberto, dentre eles o Sistema Rh,
tornou-se necessaria uma normatizacdo para identificar todos os antigenos
deste e dos outros sistemas. Entdo a ISBT capitaneou a criagdo de uma
linguagem universal para expressar os antigenos de todos os sistemas de
grupo sanguineo, através de seis digitos onde os trés primeiros indicam o
sistema a que pertence o antigeno e os trés ultimos o antigeno especifico. O
sistema Rh foi catalogado como 004 e antigeno Rh (D) 004001. Seguindo este
raciocinio 0s outros quatro principais antigenos ficaram assim
denominados:004002 o antigeno C, 004003 o antigeno E, 004004 o antigeno ¢
e 004005 o antigeno e. Existe uma correlacao entre estas trés nomenclaturas.
Tomando como exemplo o antigeno E (Fischer-Race), ha nomenclatura Wiener
seria expresso por rh" e na ISBT 004003.

O numero de determinantes antigénicos do antigeno Rh (D) por hemacia
varia de acordo com o fenétipo apresentado pelo individuo, como mostra a
tabela 4.Este numero oscila entre 9.900 a 33.300 sitios antigénicos por
hemécia, o que explica as diferentes intensidades de reacdo em laboratorio
apresentado pelo antigeno D, podendo apresentar reacdo de 1+ até a mais

forte aglutinacao classificada com 4+S (solido).Apesar da baixa prevaléncia, ja
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foram descritos individuos que ndo apresentam os antigenos C/c e E/e nas
suas hemacias. Pessoas portadoras deste fenétipo podem apresentar até
220.000 antigenos D por hemécia. A tabela 5 mostra a prevaléncia dos

principais antigenos do sistema Rh em caucasianos

Tabela 4. Nameros de sitios antigénicos D em hemécias de diversos fenoétipos.

Fenoupo RN NOS. 0€ SIlos antgenicos

DCe/dce 9.900 - 14.600
Dce/dce 12.000- 20.000
DcE/dce 14.000 -16.600
DcE/DcE 14.500 - 19.300
DCe/DcE 23.000 - 31.000
DcE/DcE 15.800 - 33.300
D--/--- 110.000 - 202.000

Fonte: Hughes-Jones, N, C, Gardner, B and Lincoln, P.J. Observation of the number of availabel C, D and
E antigens sites of the red cells. vox. sang.

Legenda: Adaptado de Martine GHM Tax. Rh variabiliteit vanuit multi-etnisch perspectief Con-
sequenties voor RH genotypering. © 2005, Rotterdam, The Netherlands. ISBN 90-9020176-9

Figura 4. Estrutura do gene RHD e RHCE e seus respectivos polipeptidios
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Tabela 5. Frequéncia fenotipica dos 5 principais antigenos do Sistema Rh

D 85%
d 15%
C 70%
c 80%
E 30%
e 98%

Fonte: Widman, F.K. Technical Manual of the American Association of Blood Banks - AABB, 1985

Em 1939 Levine et al observaram que apoés transfusdo de sangue ABO
compativel do seu marido em uma puérpera, esta apresentou quadro de
reacao transfusional hemolitica, apds dar a luz a um natimorto, com quadro de
eritroblastose fetal. O soro desta paciente aglutinava as hemacias do seu
marido e cerca de 80% dos doadores caucasianos, mesmo sendo ABO
compativel. Posteriormente, pesquisas de Landsteiner imunizando coelhos com
hemacias de macacos da espécie Rhesus, obteve um antissoro que aglutinava
85% das hemacias humanas. Pensando tratar-se do mesmo anticorpo deu-lhe
o nome de antigeno Rh. Em 1942 Fisk et al, constatou que o anticorpo
produzido pela puérpera e o anticorpo produzido pelo coelho eram diferentes,
mesmo assim foi mantido o nome Rh para o antigeno humano e LW para o
antigeno do macaco Rhesus, em homenagem a Landsteiner e Wiener. O
anticorpo humano foi denominado anti-D. Em contraponto ao que ocorre com 0
sistema ABO, a transfusdo de hemacias Rh positivas em um individuo
destituido do antigeno D, tem 80% de probabilidade de este produzir anti-Rh
em um primeiro contato com este antigeno.

Individuos Rh negativos, diferentemente do sistema ABO, néao
apresentam naturalmente anticorpos anti-Rh no seu plasma, possibilitando no
momento da primeira transfusdo o receptor apresentar uma melhora do seu
hematdécrito e posteriormente formara anticorpos anti-Rh que poderdo ser
detectados pelo teste da antiglobulina indireta (TAI). Em se tratando de
mulheres, em periodo feértil, tem desdobramento mais grave. Caso ela tenha
uma gravidez com feto Rh positivo terd grande chance desta crianga
apresentar doenca hemolitica do recém-nascido mesmo sendo a primeira

gestacado, o que é incomum acontecer em primigesta. Anticorpos contra o
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antigeno RhD é a principal causa de Doenca Hemolitica do feto e do Recém-
nascido (DHFRN).“°Atualmente o anti-D tem uma prevaléncia de
aproximadamente 0,27 a 0,56% nos receptores de transfuséo, 0,16 a 0,25%

nos doadores de sangue e de 0,1 a 0,2 % nas gestantes?*

Legenda: Adaptado de Kim CLV, Colin Y, Cartron JP. Rh proteins: Key structural and functional
components of the red cell membrane. Blood Reviews 2006;20:93-110

Figura 5. Representacdo esquematica do complexo Rh na membrana da hemécia

2.2.2. Variantes do antigeno D
2.2.2.1.Variante D fraco

Essa variante foi descrita pela primeira vez por Stratton et al em 1946,
caracterizada por uma alteragdo quantitativa que leva a uma baixa expresséo
do antigeno RhD. Este fendbmeno ocorre em consequéncia de polimorfismos de
um Unico nucleotideo (SNP) em diferentes exons do gene RHD°, como mostra
a figura 6.Conhecido anteriormente com DY, tem como caracteristica uma
reacdo negativa com o antissoro anti-D, podendo também apresentar reacdo
apenas microscopica. Hemacias com este fenotipo expressam um antigeno
RhD intacto ocorrendo em 0,2% a 1% dos caucasianos. Atualmente 22 tipos de
D fracos ja foram identificados, sendo os mais comuns os tipos 1, 2 e 3. O
mecanismo relacionado com a expressao reduzida do antigeno RhD fraco ndo
esta totalmente esclarecido, e sua expressdo difere dependendo do tipo

presente na membrana da hemacia. A sua deteccado em laboratério é feita pelo
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teste da antiglobulina humana ou teste de Coombs, que consiste em incubar as
hemécias do paciente ou doador, a temperatura de 37° C de 15 a 45 minutos,
com a finalidade de intensificar uma possivel reagcdo com o soro anti-D. Apds
esta fase adiciona-se o soro de Coombs(reagente com especificidade contra a
fracdo gamaglobulina humana) ou o soro anti-humano (reagente com
especificidade contra a fragdo gama e ndo gamaglobulina humana) ao teste,
para facilitar a reacdo entre as hemacias. Havendo aglutinacdo nesta fase a
mostra sera classificada como Rh D fraco positivo.

Fonte: Tezza, L. C. Estudo das variantes RHD em pacientes portadores da doenga falciforme.
2014

Figura 6. Estrutura do RhD Fraco, apresentando alteragdes nos epitopos transmembrana e

intracelulares
Outra técnica para a pesquisa do D fraco é a do teste em gel onde
verificamos os diferentes gradientes de aglutinacdo apresentado por esta

variante do antigeno D, como mostra a figura 7.
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D+ D fraco D fraco D fraco D- D fraco

(Padrées de aglutinacao para D)

Code 12/b
o0 0w

L

Figura 7. Variacdo no gradiente de reacéo do D fraco.

Fonte: Arquivo pessoal

2.2.2.2. Variante D fraco devido ao efeito trans

Fenotipos que apresentam o antigeno C na posi¢ao trans enfraquece a
expressdo do antigeno D. Conhecido como efeito de interacdo génica o
fendtipo Rho/rh'(Dce/dCe) se encaixa nesta situacdo. Apesar de apresentam
um namero expressivo de antigenos D nas hemacias, o antigeno C na posicéo
oposta enfraquece a reacdo em laboratorio, ndo se conseguindo diferenciar

estas duas variantes por técnicas sorolégicas, apenas com estudos familiares.

2.2.2.3. Variante D parcial

O antigeno RhD é considerado um mosaico composto de 37 epitopos,
onde pelo menos nove deles (epD1-epD9) ja foram definidos por diferentes
anticorpos monoclonais. Heméacias D parciais sdo definidas pela auséncia de
um ou mais epitopos causados pelos rearranjos dos genes RHD e RHCE. Essa
configuragdo genética propicia micro conversdes e trocas unidirecionais de
fragmentos de gene RHD e RHCE, ou parte deles, levando a formacao de
alelos RHD-CE-D ou RHCE-D-CE respectivamente®l. Alguns individuos RhD
positivos podem desenvolver aloanticorpos anti-D dirigidos contra um ou mais
dos epitopos ausentes, definindo-se, assim, as categorias do antigeno RhD
parcial (Dll, DIlI, DIV, DV, DVI, DVII, DFR, DBT, R,") que sédo diferenciadas
umas das outras de acordo com a presenca ou auséncia de um ou mais

epitopos®2.
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Diferentemente das variantes supracitadas, esta se caracteriza por uma
fraca reacdo em laboratorio, ndo por apresentar um menor numero de
antigenos, mas por faltar partes do antigeno D. Wiener e Unger > postularam
que o antigeno D ¢é composto por subpartes antigénicas, herdadas
geneticamente, mas que em condi¢cdes especiais fracbes destas podem estar
ausentes. Esta hipotese justifica porque pessoas Rh D positivas poderdo
desenvolver anticorpo anti-D em seu plasma contra as fragbes ausentes nas
suas hemécias. (Figura 7). Estudo molecular das variantes de D, mostrou que a
perda de expressédo de certos epitopos esta associada a mutacdes de ponto no

gene RHD ou a rearranjos génicos entre os genes RHD e RHCE.

Fonte: Credidio DC. Variantes do antigeno RhD: estudo soroldégico e molecular.
2010
Figura 8. Estrutura do RhD parcial, apresentando altera¢cbes pontuais nos epitopos

extracelulares
Estas diferentes expressdes dos epitopos do antigeno D, podem ser

pesquisadas com anticorpos monoclonais, como mostra a figura 9.
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Figura 9. Resultados obtidos com os diversos tipos de D parcial, usando anticorpos

monoclonais.

Fonte: DiaMed, Technicals manual, arquivo particular
2.2.3 Rhnun

Descrito pela primeira vez a partir de 1998, gracas ao aprimoramento
das técnicas de diagnéstico molecular, condicdo que afeta uma em cada 6
milhdes de pessoas, tem como caracteristica a auséncia total dos cinco
principais antigenos do sistema Rh. Descrito apenas 4 casos até 2006 no
mundo, individuos portadores desta sindrome ndo séo classificados como Rh
negativos, significando que s6 devem ser transfundidos, caso necessitem, com

sangue Rhpu.

Dois tipos de Rhnau sdo encontrados em portadores desta sindrome: o
tipo amorfo, que ocorre pela presenca de mutacées nonsenses no gene RHCE
em individuos que apresentam a dele¢do do gene RHD, ou seja, pessoas que

sdo Rh negativas. O outro tipo de Rhnu do tipo regulador é resultante da

mutacao no gene RHAG.
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2.3. Sistema de Grupo Sanguineo Kell. (ISBT 006)

Depois de descoberto em 1946, passou-se quase meio século para que
as bases moleculares destes antigenos fossem elucidadas. Gracas aos
trabalhos de Lee et al, pode-se entender a estrutura do gene Kell e suas
variacfes. Atualmente quase todos o0s polimorfismos responsaveis pela
expressdo do antigeno Kell ja foram desvendados, exceto para os antigenos
Kells, Kellis € Kellzo.

Estes antigenos sdo expressos principalmente na superficie da
membrana das hemacias, mas também estdo presentes em Orgdos nao
eritroide, como os orgaos linfoides (baco, tonsilas), cérebro, musculos e células
progenitoras mieldides. Atualmente a Sociedade Internacional de Transfusdo
de Sangue (ISBT) reconhece 28 antigenos pertencentes a este sistema, sendo
considerado um dos mais polimorficos, atrds apenas dos sistemas Rh e MNS.
O gene Kell esta localizado no cromossomo7qg33, contém 19 exons e 21.5kb,
enguanto a proteina Kell (CD 238) € uma glicoproteina de membrana tipo Il de
93 KDa, composta por 732 aminoacidos. Apresenta um pequeno segmento N-
terminal intracitoplasmatico de 47 aminoéacidos, um dominio transmembrana
anico e um longo segmento C-terminal extracelular constituido por 665
aminoacidos. Os antigenos do sistema Kell sdo codificados por alelos génicos
antagonicos ou independentes. As bases moleculares deste sistema foram
descritas em 1955 por Lee et al (Lee et al 1995c). Os 28 antigenos estédo

localizados ao longo do segmento extracelular. A figura 9 mostra a organizacéo

do gene Kell
Tamanho
do 189 101
Exon I3 e 63 | 149 99 78 . 11168 170 g6
(nt) 213 | 177 125147 130 1M1 300
1 I)[Hll I
Exon # 1234 56 789 10 11 18 19

12 13 14 1516 17
A

HELLH

Figura 10.0rganizacdo do gene Kell. As barras numeradas indicam os 19 exons
Fonte: adaptado de A. H. Lee, 2006



lo tridimensional da proteina Kell mostrando as posi¢c8es dos residuos de

aminoécidos, responsaveis pelos polimorfismos dos antigenos Kell.
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Os antigenos do sistema Kell, também sé&o classificados em antigenos
de alta e baixa prevaléncias populacionais. Os antigenos de alta incidéncia
ocorrem em mais de 90% da populagcdo, como por exemplo o Cellano, que
varia entre 91% entre individuos caucasoides e 98% em afrodescendentes. Ver
tabela 6.

Tabela 6. Frequéncia fenotipica dos antigenos K/k

Fendtipos Caucasoides Afrodescendentes
K -lk+ 91% 98%

K +/ k+ 8,8% 2%

K +/k- 0,2% Raro

Fonte: Covas, D. T. Hemoterapia. Fundamentos e Pratica, 2007

Dentre os antigenos de baixa prevaléncia destacam-se os fenotipos
Kell3(KP?), fenotipo Kell mod, fendtipo Kell null (KO) e fendtipo Macleod. Devido
ao seu grande poder imunogénico os antigenos deste sistema, destacando-se
neste quesito o antigeno Kell 1, desempenham grande importancia clinica por
estarem envolvidos em reacfes poés transfusionais, na DHRN e AHAI. Em
individuos portadores de Talassemia o indice de aloimunizacdo, por este
antigeno, pode alcancar indices de 22,6%. Em pacientes portadores de anemia

falciforme, a prevaléncia pode chegar a 40% dos pacientes politransfundidos.
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3. JUSTIFICATIVA

1. Fenotipar os antigenos dos Sistemas ABO & Rh e antigeno Kell para

fins transfusionais

2. Verificar a prevaléncia dos antigenos dos Sistemas ABO & Rh e

antigeno Kell nesta populacdo de doadores

3. Pesquisar a prevaléncia dos fenoétipos cde/cde e Dce/dce nesta

populacao de doadores de sangue

4. Mostrar a importancia da imunofenotipagem eritrocitaria, devido a
grande miscigenacao da nossa populacdo e a constante migracdo que

ocorre em nosso pal's.

5. A fenotipagem destes doadores possibilitara o facil acesso a doadores
raros nesta populacéo e a sele¢cdo de hemoderivados mais semelhantes

contribuindo para diminuir o risco de aloimunizagéo.
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4.0BJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Fazer o mapeamento dos antigenos dos grupos sanguineos ABO, Rh e
antigeno Kelll em doadores de sangue para verificar a prevaléncia dos
antigenos A B, AB, O, C, ¢, D, E, e, Kelllcom a finalidade de selecionar

doadores de sangue.

4.2. Objetivos Especificos

1. Comparar com a casuistica nacional e verificar quais grupos
sanguineos tém maior prevaléncia entre os doadores, levando-se em

conta a nossa miscigenacao populacional.

2. Verificar a prevaléncia dos fenétipos do sistema Rh nesta populacdo

de doadores de sangue.

3. Construir um panorama geral da distribuicdo dos grupos sanguineos

dos doadores de sangue.

4. Disponibilizar aos pacientes portadores de doengas cronicas
dependentes sistematicamente de transfusGes sanguineas, unidades
hemoterapicas o mais compativel possivel nos sistemas ABH, Rh (D, C,

c, E, e) e antigeno Kell 1.
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5. DESENHO DO ESTUDO

1. Esta pesquisa foi feita em doadores de sangue do Hemocentro Dalton
Cunha.

2. A coleta das amostras de sangue foi realizada por puncdo venosa,

sem anticoagulante, com agulha calibre 40 x 16.

3. Foram realizadas classificacdo sanguinea direta e reversa no Sistema

ABO e classificacdo direta no Sistema Rh e antigeno Kell 1

4. Técnicas utilizadas: Hemaglutinacdo em tubo por centrifugacdo a

3.400 rpm x 15 segundos e técnica em Gel (DiaMed)

5. As discrepancias que ocorreram foram resolvidas utilizando as

lectinas anti-Al e anti-H.

6. Para o célculo das frequéncias foi usado o teste do Qui quadrado.

6. TAMANHO DA AMOSTRA

Tabela 7. Tamanho da populacéo

Tamanho da populacéo (para o fator de correlacdo de uma populacgéo infinita)

Frequéncia (%) hipotética do fator de resultado da populagado p 40% +/- 3
Limite de confianga com o0 % de 100 (absoluto +/- %) (d) 3%
Efeito de desenho (para inquérito em grupo EDFF) 1

Tamanho da amostra (n) para varios niveis de confianca

INTERVALO DE CONFIANCA TAMANHO DA AMOSTRA
99% 1767
97% 1255
95% 1024
90% 721

Fonte: Open Epi: Estatisticas Epidemioldgicas de codigo aberto para Salide Publica v.3
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7.METODOLOGIA

No periodo compreendido entre janeiro e dezembro de 2014, foram
colhidos sangue de 11.664 doadores considerados aptos para doagdo no
Hemonorte - Hemocentro do Rio Grande do Norte Dalton Cunha, obedecendo
as Normas Técnicas do Ministério da Saude para Coleta, Processamento e
Transfusédo de Sangue, Componentes e Derivados em Hemoterapia 4. A coleta
foi realizada em bolsa plastica com CPD/SAG-M. Adicionalmente foram
colhidos dois frascos com, aproximadamente 10 ml, sem anticoagulante, para a
realizacdo dos testes Imunohematolégicos. A pesquisa foi realizada no
Laboratorio de Imunohematologia do Hemonorte. Para a determinacdo dos
grupos sanguineos as amostras foram testadas para a Imunofenotipagem dos
principais antigenos eritrocitarios dos sistemas Rh (D, C, c, E, e) e Kell (K1),
através da metodologia de aglutinagdo em coluna gel teste (DiaMed Ag, Morat,
Switzerland)®® utilizando cartées com anticorpos policlonais. Para o teste foi
preparada uma suspensdo de hemacias a 5% em bromelina. Incubada por dez
minutos a temperatura ambiente. Foi pipetado 10 ul da suspensdo nos
microtubos. A seguir, os cartdes foram centrifugados a 1030 rpm por dez
minutos. A leitura das reacOes foi realizada em funcdo dos padrbes de
aglutinacdo em gel teste. Também foi utilizado a técnica em tubo,%®
empregando o0s antissoros anti-A, anti-B, Anti-AB e anti-Rh para a classificacéo
direta nas hemécias com reagentes Biotest/SA e heméacias Al e B (Revercel
Biotest)-Para os antigenos de grupo sanguineo Kell, D, C, c, E, e, realizado
apenas a classificacdo direta, uma vez que estes ndo apresentam anticorpos
naturais para a determinacdo da classificacdo reversa, caracteristica esta
apresentada apenas pelo sistema de grupo sanguineo ABH tornando-o Unico
neste quesito. A analise estatistica dos resultados obtidos foi feita utilizando o
teste do Qui-quadrado.®’

A pesquisa foi submetida e aprovada pela Comissdo de Etica em
Pesquisa - CEP - do Hospital Universitario Onofre Lopes - HUOL - da UFRN
(Universidade Federal do Rio Grande do Norte) CAAE (Certificado de
Apresentacdo para Apreciacéo Etica) sob no.43687315.0.0000.5292 e parecer
favoravel de no. 1.051.865.
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8. RESULTADOS
Do total de doadores examinados, 10.370 (88,91%) foram classificados
como Rh positivos e 1.294 (11,09%), foram classificados como Rh negativos.
Para o sistema ABH; resultados encontrados: O grupo sanguineo "O"
contemplou 5.790 (49,63 %) dos doadores; o grupo "A" 4.230 (36,27 %),
seguido do grupo sanguineo "B" com 1.258 (10,79 %) e por ultimo o grupo
sanguineo AB com 386 doadores com um percentual de 3,31 %. (Tabela 8).
As prevaléncias encontradas para os antigenos do sistema ABH, relata o que
outros trabalhos com este mesmo foco ja encontraram. O grupo sanguineo “O”
com maior prevaléncia, seguido do grupo sanguineo A, grupo sanguineo B e
por ultimo o grupo sanguineo AB, diferindo apenas nas suas incidéncias na
populacdo estudada. Relacionando os resultados encontrados neste trabalho,
com a etnia europeia de maior influéncia na colonizagdo do estado do Rio
Grande do Norte, a populacdo portuguesa, hd uma predominancia do grupo
sanguineo A em relacdo ao grupo O, no que se refere a prevaléncia, seguido
do grupo sanguineo B e do grupo sanguineo AB de acordo com o estudo
realizado por Duran®®em 230.233 doadores de sangue em Portugal,

encontrando os resultados: 46,6%; 42,2%; 7.6% e 3,4%, respectivamente.

Tabela 8. Frequéncia dos grupos sanguineos ABO e Fator Rh nos doadores de sangue.

Grupo fator Rh positivo fator Rh negativo
Sanguineo n % n % n %
@] 5.790 49,64 5.142 44,08 648 5,55
A 4.230 36,27 3771 32,33 459 3,94
B 1.258 10,79 1.122 9,62 136 1,17
AB 386 3,30 335 2,87 51 0,43

Total 11.664 100,00

Fonte. Hemonorte - Hemocentro do Rio Grande do Norte Dalton Cunha.

As Frequéncias dos grupos sanguineos ABO também estéo

representadas nos graficos 1, 2 e 3 como mostra abaixo.
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5. 2004 & 2014.

50,5% AB,8%

357%  354%

10,7% 10,6%

AB B

Classificagdo sanguinea
2004 2014
Hemoceniro Dalton Cunha — HEMONORTE

Grafico 1. Distribuicdo dos grupos sanguineos ABO na populacédo de doadores de

sangue

Rh negatfivos

2004 = 2014

Hemocentro Dalton Cunha — HEMONORTE

Gréfico 2. Distribuicdo dos grupos sanguineos Rh negativos na populacédo de doadores

de sangue
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31,7% 31,8%

Rh positivos

2004 m2014

Hemocentro Dalton Cunha — HEMONORTE

Grafico 3. Distribuicdo dos grupos sanguineos Rh positivos na populacao de doadores

de sangue

Das amostras colhidas para a pesquisa foram selecionados 1.255
doadores para verificar a frequéncia de antigenos e fenétipos para o sistema
Rh e antigeno Kell. Os resultados encontrados constam nas tabelas 9 e 10. A
frequéncia do antigeno Kell encontrada, refere-se a sua presenca em
homozigose e/ou heterozigose (K/K, K/k)

Sao escassos os trabalhos quanto a frequéncia dos antigenos do
sistema Kell na populacao brasileira. Estes poucos estudos ndo demonstram a
sua alta importancia na medicina transfusional e seu poder imunogénico. A
tabela 9 mostra a frequéncia encontrada neste trabalho, de 6,7%, em doadores
de sangue. Costa °° em sua tese encontrou uma frequéncia de 6% em
doadores de sangue; Boturdo Neto ®° relata uma frequéncia de 6,3% também
em doadores de sangue em sua pesquisa. Em termos de imunogenicidade, o
antigeno Kell perde apenas para o antigeno Rh (D). Quando pacientes K-
recebem transfusdo de uma unidade de sangue K+, a probabilidade de

formarem anticorpos anti-K pode chegar a 10% 2> O sistema Kell compreende
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34 antigenos dos quais trés conjuntos antitéticos de antigenos, sdo os mais
importantes (K, k, Kp?, Kp° , Jsa e Jsb ). Anticorpos contra antigenos do
sistema de grupo sanguineo Kell, além de provocar a destruicdo imune de
hemécias na DHFRN (Doenca Hemolitica do Feto e do Recém-Nascido),
também causam uma imunossupressao da eritropoiese, que pode resultar em
anemia grave, prolongada e sem sinais evidentes de hemolise.?> Em pacientes
hematolégicos, portadores de Anemia Aplastica (AA), Leucemia Mielbide
Aguda (LMA) a prevaléncia de anticorpos irregulares se situa entre 11 e 16%.
Os principais sistemas eritrocitarios submetidos a fenotipagem, destinados a
transfusdo em portadores de anemia falciforme sdo o Rh (antigenos D, C, c, E,
e) e o Kell (antigeno K), por serem estes 0s que apresentam as maiores
frequéncias de aloimunizacdo em pacientes acometidos por esta anemia®!
Os anticorpos mais envolvidos em reacao transfusional hemolitica tardia
sao dirigidos contra antigenos dos sistemas Rh (34%), Kidd (30%), Duffy (14%)
e Kell (13%)

Tabela 9. Frequéncia encontrada do antigeno Kell 1

Antigeno n % p< 0,05
K1 84 6,7
Fonte: Hemonorte — Hemocentro do Rio Grande do Norte Total de amostras 1.255

Nas frequéncias encontradas, para os antigenos de grupo sanguineo
Rh, dentre as amostras Rh positivas, o fen6tipo DCcee apresentou a maior
prevaléncia (23,3%), seguido pelo fenétipo Dccee, "que é considerado um dos
marcadores da etnia negra" %2, com uma prevaléncia de 11,0 % (Tabela 10)
.Em estudo feito por Silva 3, em doadores de sangue dos Hemocentros
regionais de Crato-Ce e Picos-Pi, encontrou uma prevaléncia deste fenétipo de
15,6 %

Dados da AABB (American Association of Blood Banks), encontrou uma
prevaléncia do fendtipo Dccee de 22,9% entre os afrodescendentes norte
americanos e de 3,0% entre caucasianos. Nas amostras Rh negativas

analisadas neste estudo, o fenotipo ddccee apresentou a maior prevaléncia
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(18,17%). (Tabela 11). Os resultados esperados e obtidos dos antigenos do

Sistema Rh e antigeno Kell, estdo expressos nos graficos 4, 5, 6,7,8 e 9.

Grdfico 4

Frequéncia observada e esperada do antigeno C

56,41%

Observado Esperado

Gréfico 4. Frequéncia observada e esperada do antigeno Rh(C)

Crafico 5

frequéncia ocbservada e esperada do antigeno c

Area do

80.64% 80%

19.36%

Observado % Esperado%

Gréfico 5. Frequéncia observada e esperada do antigeno Rh(c)
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Grafico é Frequéncia ocbservada e esperada do antigeno E

Observado Esperado

Gréfico 6. Frequéncia observada e esperada do antigeno Rh(E)

Grafico 7. Frequéncia observada e esperada do antigeno e

94,50% 78%

5,60% 29,

Observado Esperado

Fonte : Hemoceniro Dalton Cunha - |

Grafico 7. Frequéncia observada e esperada do antigeno Rh(e)



Grafico 8. Frequéncia observada e esperada do antigeno Rh (D)

11,09%

Observado Esperado

Grafico 8. Frequéncia observada e esperada do antigeno Rh(D)

Grafico 9. Frequéncia observada e esperada do antigeno K

93.31% 91%

6.69% 7%

Observado Esperado

Gréfico 9. Frequéncia observada e esperada do antigeno K1
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Tabela 10. Frequéncia fenotipica do sistema Rh em doadores de sangue Rh Positivos em

Natal-RN

Fendtipo n % p valor
DCcee 293 23,35 p < 0,05
Dccee 138 11,00 p <0,05
DccEe 111 8,84 p > 0,05
DCcEe 128 10,28 p > 0,05
DCCee 210 16,73 p <0,05
DccEE 40 3,19 p<0,05
DCCEe 12 0,96 p<0,05
DCcEE 8 0,64 p<0,05
Total 940 74,90 p<0,05

Fonte: Hemonorte - Hemocentro do Rio Grande do Norte.

Tabelall. Frequéncia do Fenétipo Rh Negativos em doadores de Sangue em Natal-RN

Fenotipo n % p<0,05
ddccee 228 18,17 p<0,05
ddCcee 35 2,79 p<0,05
ddccEe 18 1,43 p<0,05
ddCcEe 1 0,08 p<0,05
Outros 33 2,63 p<0,05
Total 315 25,10 p<0,05

Fonte: Hemonorte - Hemocentro do Rio Grande do Norte



62
9. DISCUSSAO

Os resultados nos mostram a importancia da imunofenotipagem dos
doadores e receptores de sangue com a finalidade de minimizar o risco da
aloimunizacdo. Em pacientes submetidos rotineiramente a transfusdo de
concentrado de hemacias como os portadores de aplasia medular, anemia
falciforme, leucemias, pacientes renais cronicos, este procedimento se torna
muito mais relevante, devido a exposicéo rotineira a derivados de sangue que
contem antigenos diferentes dos seus. Pode-se afirmar que, teoricamente toda
transfusdo oferece o risco da aloimunizagdo, exceto nas autotransfusdes ou
quando se seleciona gémeos idénticos e num futuro incerto através da
clonagem humana. A organizacdo de programas de fenotipagem a nivel
nacional e a disponibilizacdo destes dados poderdo trazer avancos
significativos, tanto para a rapida selecdo de uma unidade hemoterépica, como

para selecdo de concentrado de hemécias a serem congeladas no pais.

Merece especial atencdo individuos portadores de variantes do antigeno
Rh D, seja os portadores do D parcial ou portadores do D fraco. Estas pessoas
se comportam de maneiras diferentes quando sdo doadores ou receptores de
sangue. Estes individuos quando sdo doadores de sangue eles sé&o
considerados Rh positivo. O motivo desta condicdo se ampara no principio que
mesmo ndo possuindo o antigeno D na sua forma plena, apresenta fragdes ou
concentragbes que poderdo imunizar pessoas Rh D negativas, como 0s

individuos que séo Rh negativos por delecéo total do antigeno Rh D.

No momento em que necessitam uma hemotransfusdo, devem ser
considerados Rh negativos, mesmo apresentando fragbes ou pequena
quantidade do antigeno Rh D poderdo se imunizar contra a fracdo que néo

possuem, como constatou Stratton et al, em suas observa(;(”)es.

Outro ponto a destacar é a relacdo custo/beneficio de uma transfuséao,
pois tal procedimento envolve riscos, mesmo se tomando todas as medidas e
condutas existentes hoje. Além da aloimunizacdo, as reacdes alérgicas e a
transmissdo de doencgas infectocontagiosas, fazem parte dos efeitos colaterais

gue podem advir de uma hemotransfusdo. Apesar de todos os protocolos
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usados na hemoterapia, desde o descobrimento dos grupos sanguineos até os
dias de hoje, precisa ser bastante criteriosa a prescricdo de uma transfusao

sanguinea.

Mesmo com todo o avanco brasileiro na area da medicina transfusional,
nosso pais ainda ndo possui um programa de sangue raro a nivel nacional,

abrangendo todas as unidades da federagéo.

A possibilidade de acesso rapido a um cadastro nacional com
informacdes referentes aos doadores de sangue com fendtipo raro podera
proporcionar varios beneficios, como uma maior rapidez na localizagdo de
concentrados de hemacias compativeis para pacientes. Aliado a isto no nosso
pais ainda ndo existe a conscientizacdo da populacdo em doar sangue
rotineiramente diminuindo as chances, deste modo, de ser descoberto mais
doadores de sangue raro. No Pais, 3,5 milhdes de pessoas realizam
transfusdes sanguineas por ano e 1,6 a 1,8% das pessoas doam sangue. Se
tivéssemos um plantel de doadores mais satisfatorio poderiamos contar com
uma maior probabilidade de descobrirmos mais pessoas portadoras de sangue
raros e estes registros poderiam compor o cadastro nacional de doadores de
sangue com fendtipos raros, aumentando as chances de se localizar fendétipos

compativeis para os pacientes aloimunizados nas varias regides do pais.
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10. CONCLUSOES

Com a expectativa de vida dos brasileiros aumentando, aumenta
também o aparecimento de doencas ou condicdes que necessitem de
transfusdo de sangue e hemoderivados, e este estudo mostra a importancia da
imunofenotipagem dos doadores e receptores de sangue para uma transfusao
mais segura. O transplante de medula éssea fez surgir outro tipo de paciente
gue néo existia ha algumas décadas e pelas suas condicdes clinicas torna-se
necessario uma selecdo do hemocomponentes o mais compativel possivel,
fazendo com que a imunofenotipagem seja, na rotina transfusional, de vital
importancia para o receptor de medula Ossea. Estes pacientes chegam a
receber de uma a dez unidades de concentrado de hemacias.

Independente da condigdo clinica do paciente se faz necesséario a
imunofenotipagem para se evitar o maximo possivel a aloimunizagdo. Antes de
se fazer esta técnica, tinhamos um olhar curativo ap0s o paciente ser
submetido a uma hemotransfuséo. Isto significa dizer, que na unidade de
sangue a ser transfundida, realizava-se o teste de compatibilidade, se
compativel, a transfusdo era realizada. Caso este mesmo paciente
necessitasse de uma segunda transfusao e, esta fosse incompativel com o seu
sangue, o soro deste paciente era submetido a um painel de hemacias, para se
detectar que anticorpo ele produziu. Este procedimento identificava a que
antigeno ele se imunizou, mas a sensibilizacdo ja tinha ocorrido, entdo
selecionava uma unidade hemoterapica que fosse negativa para o antigeno
identificado.

Com a imunofenotipagem, se realiza um processo preventivo, pois
através dela se seleciona, uma unidade de sangue para evitar a aloimunizagao

contra a maioria dos antigenos envolvidos em reac¢des transfusionais.
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11. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo um olhar retrospectivo desde a descoberta dos grupos
sanguineos, até os dias de hoje, vemos que houve um avanco cientifico
exponencial no que se refere as tecnologias utilizadas na coleta, preservacao e
indicacdo de sangue. No inicio tinhamos apenas o sangue total para uso
terapéutico que tinha como efeito colateral importante a sobrecarga circulatéria,
pois em diversas situacdes o0 paciente necessitava Unica e exclusivamente do
concentrado de hemacias. O surgimento da centrifuga refrigerada foi outro
avanco importante pois antes dela a separacdo das hemacias e plasma podia
chegar a 72 horas. Com o advento da centrifugas refrigeradas este tempo caiu
para 15 minutos, uma diferenga substancial. Na sorologia passamos do uso da
técnica do VDRL e da reacao de Machado Guerreiro para uma gama maior de
teste com o intuito de minimizar o risco de transmissdo de doencas infecto
contagiosas. Outro avanco importante foi a técnica de congelamento de sangue
raro por dez anos, possibilitando pessoas que tém sangues de baixa frequéncia
poderem optar por esta tecnologia e usa-lo quando necessério. Outro passo
importante € o uso da biologia molecular para resolver discrepancias em
amostras de sangue com resultados inconclusivos. Depois destes avangos veio
0 uso rotineiro da imunofenotipagem na selecdo de sangue o mais compativel
também. Como em alguns procedimentos e técnicas, o0 custo financeiro mais
acessivel da técnica de biologia molecular, pacientes portadores de sangue de
baixa prevaléncia poderdo se beneficiar desta ferramenta nas suas transfusées
e em um futuro préximo esta ser utilizada de modo rotineiro, como o realizado
com o0 imunofenotipagem, trazendo ainda mais seguranga nas

hemotransfusoes.
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Objective: To determine the immunophenotyping of a population of blood donors,
intended to build a database for transfusion medicine. 2) To make available to patients
with chronic diseases that are systematically dependent on blood transfusions as
compatible as possible in ABH, Rh (DCcEe) and Kell 1 antigen systems. Method: A
cross-sectional study was carried out on 11,664 blood donors for the ABH system typing
and of these, 1255 blood donors were selected randomly for the determination of blood
group antigens of the Rh system and Kell antigen. Blood centrifugation methods,
centrifuge hemolysis tube test and indirect Coombs test were used for blood typing. The
results obtained were compared by the Chi-square test. A level of statistical significance

of p = 0.05 was considered. Results: Antigenic frequencies for the ABH system found:
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the frequency found for the blood group O 48.8%, the frequency found for the blood
group A 35.4%; the frequency found for the blood group B 10.6% and the frequency
found for the blood group AB 3.2%. In the Rh-Hr system the most frequent antigens
found: e 94.5%, D 88.9%; c 80.6; C 56.4%; E 26.3%. For the Kell antigen, the frequency
found was 6.72%6. The most frequent phenotypes found were DCcee 23.3%; ddccee
18.1%%, DCCee 16.7%; Dccee 11.0%; DCcEe 10.2% and DccEe 8.8%6. The lowest frequency
was found: DCcEE 0.64% and ddCcEe 0.08% Conclusion: The antigenic and
phenotypic frequencies found show the great importance and necessity of the
immunophenotyping of these antigens of blood groups in order to transfuse them,
making them as compatible as possible, thus reducing the risk of alloimmunization. Due
to the great miscegenation of our population, we find different frequencies in each
region, making initiatives in this regard more relevant.
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INTRODUCTION According to the study performed, the Northeast composition

can be descnibed as follows: 60.10% of European mberitance,
29.30% of Afrcan mberitance and 8.90% indigenmous
inheritance* Due to sach a big miscegenation represented by
the several matnices of sk, hair and eyes colors, which also
reflect in the phenotypic of the frey y of
Here they . sre- the: croole Brazil (which extended  from the daflerent systems of blood groups of the Branlian population,
coast of the cities of S3o Luis 10 Rio de Janeiro and was very oo sich  region. of pur: comntry 0 hiave 2/ diffierent
influenced by Africa), the caboclo Brazil (Northeast, ity ~ CTYHwocyle antigenic heritage, accarding to the ethnicitics that
hintertand,  caatinga), the countryside Brazl (midwest, have cokmmsd it For Ll'!m reason, special xt:nlmn should be
southeast, influence of the city of S3o Paulo m the country puxd to. e ypiug. of fhe popalation. of . each
for ) and the hern Brazil ( Juks living i a very regzon or state of Brazil. And that has generated interest of

h and fertile the of the state of Rio Grande do rescarching, m the great Natal, the frequencies of the most
;cll with s ‘m;:-r m:?:af :.'1 T;m":\h.:c types interesting blood groups in transfusson medscine. This research
: sed the: No ll t istion: widis. Elack: sad will emable the finding of phenotypes of low frequency,
mdl S Aty ‘h" Iaul p \ stu;iv of 2011 makmg them accessible m special stuations soch as of
comducied by the Brazitian wenebiciat Séinio Pean, tiie politransfused patients having erythrocyte antshodses, whether

European component is prevalent in the Northeast population, pos- fi or post-g v. The need of capturing rare

blood donors to meet the transh d ds of pati with
th African and mdigeno ntribution: ¥
" * e * antibodies against blood growp antigens of hagh frequency

In this paper, the Brazilian people, the anthropologst Darcy
Ribeiro presents another specific feature mn the formaton of
our population: the existence of five great cultures that,
although different from cach other, would be complementary.
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caused that in 1959 the Amencan Assocmtson of Blood Banks
[AABRR) created a database of rare donors, followed by France
n ]965:. Ths need of compatibility extends to  the
trapsplantaison  area, mnotably the heart amd  ksdney
tramsplantatson.  Such hstocompatshility between the donar
and the recepior is at first assessed by the  mandsiory
compatibility between the ABD blood group antigess.'” The
tramsfusion therapy, m addibon to comply wath the technical
standards of the regubsiory agencies (ANVISA)L = subject o
the clanfications on the msks and consent of the patent “At
this moment, there 15 a problem i relabion to the consent for
perfvrmang the blood transfusion. Some religious confessions,
such 2= the Jehovah's Wimesses, prolibet the transfusion
practice.  Such religious confessions have legal bass o ther
refuse bt transfusson therapy on art 5, 0, of the Federal
Constituten (CF), which provides for the religious freedom of
the Brazilian citizen”™ .

MATERIALS AND METHODS

In the perniod from January 1o December 2004, blood was
oollected from 11664 domors consdered able o domation in
Hemonorte = Dalton Cunha Blood Center of Rio Grande do
MNorie State, complying wiih the Techmeal Standards of the
Mimistry of Health for Bloed Collectbon, Processing and
Transfusion, Components and Dertvatives m Hematherapy”.
The collection was perfoemed im a CPD plastic hag.
Additionally, two bottles with approximately 10 mi, without
mnticoagulant,  were  collected  for conductimg the
Immunohematologecal tests. The research was performed in
the Hemooorte's Immunobematology  Labordory. To
determane the blood groups the samples were tested for the
Immunotypmg of the main erythrocyte anbgens of the Rh
(D.CcEe) and Kell (K1) sysiems through the agglotmation
methodalogy m pel test colomn (Diamed Az, Mot
Switrerland) * using cards with polyclonal anbibodies A 5%
med blovd cell suspension m bromelain was prepared  and
incubated for 10 manetes a2t room temperature. 10 pl of the
aspenson was pipetted o the microtubes. Next, the cards
were centrifugated at 1030 rpm for 10 menuies. The reaction
readmy was performed due o the agglutmation standards in
gel test. The tube technique,” was ako ussd employing anki-A,
anti-B, Anbi-AB and anb-Rh anbisen for direct classshicabon in
the red blood cells with BiotestSA rexgents and ¢ Al and B
red blood cells {RevercelBotest) For the antigens of Kell, I
C, ¢, E, & blood group, havmg performed the direct
classificatson only, once they do not kave natural antibodies to
determane the reverse classification, which 15 a charactenstic
showed by the ABH blood group system only, makimg it
umique mn this aspect. The sbisbcal analyms of the resuls
obtamed was conducted by the Chissquare test.'" The ressarch
was submitted and approved by the Ressarch Ethics
Committee = REC = of the Onofre Lopes University Hospital
HUDL - of UFEN (Federal Unsversity of Ro Grande do
Morie] CAAE (Cershicate of Presentatson for Ethics
Assessment) under no, 436873 5.000M.5292 and favorable
opimion na. 1,051,865

RESULTS

Of the total donors examined, 10,370 (88 .91%) were clssified
@ Rh postve and 1,294 (11,09%) were classfied as Rh
negative. For the ABH system, the results found were the
follvwing: The "0" blood group comemplated 5,790 (49.63 %)

of donors; the " A” group 4.230 (36.27 %), follewed by the "B”
group with 1,258 (10.79 %) and lastly the AB group with 386
donors with a percentxge of 3.30 %, (Table 1)

T 1. Frequeney of ABO bloed prosps ssd Rh Facior in blsed doners

Bl n % Rbpositive Backe  Rh acgative Gaetor
Cewp n % n =
5] ST 49ed 5042 S B8 5.55
A 420 BT W DN 459 194
B 1258 109 1132 9&D 136 117
AR g6 130 335 187 51 43

Suurce. Remumone - Blood Ceater of Rio Grande &0 Norte Sene.

The prevalences foumd for ABH system antigens repart whot
the other papers with this same focus already found.  The "07
blood group with greatest prevalence, followed by the A blood
group, the B blood group and lasty the AR blood group,
differing omly m 1% imodences im0 the popalabon studied.
Relatimg the results found m thas work, with the European
ethmacity of greatest influence in the colonization of the state of
Ein Gmnde do Morte, the Portuguese popalation, there s a
predominance of the A blood type i relation to the O growp
regarding the prevalence, followed by the B blood growp and
the AR hlood group acoording o the study performed by
Dharan "', im 230,233 blood doners m Portugal, finding the
results: 46.6% ; 42 2% ; 7.6% and 3.4% | respecirvely. OF the
samples collected for the reseanch, | 255 donors were selected
o verify the frequency of antigens and phenotypes for the Bh
systemn amd Kell antsgen.  The results found can be seen in
tables 2 and 3. The frequency of Kel anbgen found refers to
its presence in homozygoesis and'or heterozygosis (KK, Kk §

There are very few papers on the frequency of Kel sysiem
antigen in the Brazilian populstion. Such few papers do not
show 15 high imporamce in tensfusion mediane or s
IMIMUMEENIC POWET.

Tahle &, Frequescy found in Kell astigess

Anlige 0%
3 B BT p= 005
[T p——
Tl samples 1355

Tahle 2 shows the frequency found m this work, of 6.7%, m
blood donors. Costs © found in his thesis a frequency of 6%
in blood donors; BoturdoMeto'” reports a frequency of 6.3%
alsa in blood donors m his mescaarch. In terms of
immunogenscity, Kell only loses for the D blood type antipen.
When K- pabents recerve tramsfision of a unst of K+ blood,
the probahility of formmg anti-K anthodses may reach 10% "
. The Kell sysiem incledes 334 ambigers of whech three
antithetical anbigen sets are the most mportant ones (K, k Kp®,
Ep" . Jsa and Jsb ). Antibodies against antigens of the Kell
system blood type, m addibom o provoke the immome
destruction of red blood cells in the HIDFN (Hemalytic disease
of the fetus and newbon), alse caused mmunouppressson of
erythropoaesss, which can result m amermia that s severe,
prolonged and without any apparent signs of h|=|:|1|:|lgsi:.Is In
hematologscal patients, thos: having aplestic anemia (Ad),
acute myeloid leukemm (AML), the prevalence of mrregular
antibodies 15 between 11 amd 16%. The main erythrocyie
systems submitied to phenatypang, intended to transfuson in
patients baving sickle cell anemm are the Rh (D, C, ¢, E, &
antigens) and Kell (K antigen], due o be those having the
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preatest frequencies of alloimmumization in pabents having
this type of anemza','" The antibodies most involved in late
hemodytic ranshasson reaction are drected agasnst antigens of
the Rl (34%3), Kuld (307%), Duffy (14%) and Kell {13%)
svsbems e

Table 5. Phenstype frequency of the RH system in blood donors

of the ciiy of Natal

_]Eru.l.wt n_ e - p walue
D e 243 2135 p= 0.0l
Degze 133 2135 p=0.0l
Decke 1 1 1.0k p o= 0AE
Dk 123 A4 p = 0
e 21k Eike..} p <kl
DezEE 40 ER L pe0L05
DECE: e 3 Ll p=iLO5
DCeEE 3 &4 p=iLO5
dideese 3 11T ool
il iz 27 p-0.05
didecEe IE 143 piL05
ks | 008 p=-iL05
Oelers EE] 253 p=-iL05
Towsl | 255 [Ti]

Sowsee: Hemnome - Blood Center of Kio Geande do None Sule

In the frequencies found, for the Rh blood group antigens,
among the Rh-positive samples, the DCcee phenotype showed
greater prevalemce (23.3%), followed by the Decee phenotype,
"whach is considered one of the black ethmicity phenabype™
with a prevalence of 11.0 % Between the blanks, the ddecee
Pbumtypeih.:pu’ml:geu]'ﬂﬂ"-i Im a study made by Salva
=, in blkwed donors of the regional Blood Cenmters of Crato,
state of Ceard, and Picos, stade of Paui, a prevalence of this
phenptype of 156 % was found. Dat of the AABB [ American
Assoaabon of Blood Banks), found a prevalence of the Docee
phenotype of 229% between the Morth American afro-
descendanms and 3.0% between Cascasians. I the Rh-
negative samples analyzed in this study, the ddocee phenotype
showed the greatest prevalence (18.17%).

DISCUSSION

In this paper, the phenotypsc frequency for the blood group
systems AR and Rh, among blood donors, is in accordance
with the values already found im other papers published in
Brazxil. Im spale of the Porlugwese colomisis have a greater
prevalence of the blood group “A”, according to the papers
published by Duran et al, a greater prevalence of the blood
group 07 was found. A hypothesis for such result may be due
o the crossover of Europeans with Brazilian Indians, who are
predomirantly of the bloosd group “07, as well as the
.i..ntnnd.lm: Among the phenobypes found in the Rh system,
the i v of the phenotype Deeee called attembon
Acconding o Movaretti, thes phenotype is considered one of
lhe markers of individuals with black ethnicity, although
mulatios predomirantly form the Brazilian popalation.

The results found in the paper are highly relevant to employ
planming policies for capitation of donors and thus have an
appropriate supply of the transfision therapy demands in
Creater Natal. Knowing the phemotypsc frequencies of the
min blood group systems im blood donors may belp o
calculate the probabality of capstation of negative umits for a
grven phemotype, which 15 mtended to blood receptors having
antibadies resulted from alloimmumization and phenotypes of
low frequency among blood donors.

Comnclesions

The resulis obtained m this assay allowed to know the
prevalence of extremely importamt blood group antigers, as
well as venifying that due to our big miscegenation, each
Brazihian region or state bave characteristscs that are specibc
for the study i queston, emabling the creation of a database
with the genobypmg of the donoes m omder o meet the
demands of patiemts needmg transfusion, mothly those who
have chromic diseases. Such expeniments will insbate the
buailding of a database with phemotyped donors representing
the prevalence in each skaie or region, Boihilating the seanch
for donors with rare blood phenotypes. The obgective of this
study is to show the imporiance of the Immunophenctyping in
the transfusson therapy, especially in patsents having chromc
diseases dependmg systermatically of blood tansfusons.  With
such mmmtives, the endency = o reduce the transfusion
reactsiors, mprove the qualsty of hife of such patiemts, in
addition 1o prove, nod only by the color of the skm, har or
eyes, but alse of the blood groups, that we are a umigue psople
im lerms of miscegenabion.
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Abstract

Introduction: immunophenotyping by Flow Cytometry (FC) Is an essential method
for diagnosts and classification of Acute Myelold Leukemias (AML), and Its
extensive use could identify blast cell subpopulations with phenotypes rarely seen
in normal myelopolesis, correlating with clinical, morphological and prognostic
characteristics.

Methods: In this study we analyzed 143 cases of AML, examining them for
Leukemia-Assoclated Immunophenotype (LAIP) by FC immunophenotyping in
leukemic cells using a panel of monaclonal antibedies (MoAb) for diagnosis and
classification of Acute Leukemia (AL). At the same time, dlinical, demographic and
hematological data of these patients were also investigated. Most patients were
male adults and splenomegaly and hepatomegaly were present in most cases.
Results: Immunophenotyping showed a characteristic profile of AML with
expression of pan-myelold antigens CD13, CD33 and Myeloperoxidase (MPO),
combined with CD34 and CD117 In most cases. Expression of CD14 and CO64
were observed In AML with monocytic component (AML-M4/MS), CD235a,
€D36 and CD71 In cases of erythroleukemia (AML-M6) and platelet glycoproteins
€D41, CD42b and CDS1 In acute megakaryocytic leukemia (AML-M7). Regarding
the aberrant phenotype, higher levels of expression of CD4, CD7 and CD56 were
observed, corresponding to 24.5%, 22.4%, and 16.1% of the cases, respectively.

Conclusion: We conclude that LAIP, as they are described here, were present In
the vast majorlty of cases of investigated AML, with a relevant assoclation with
prognostic factors, clinical data, cytomorphological dassification.

¢ henotyping, Flow Y. Monoclonal antibodies, Acute

m;elddhulemla,' kemia d P yp

Introduction

The characterization of Acute Leukemias (AL) Is based on
multiparametric analysis which Includes clinical features, cell
morphology, genetics and immunological markers [1,2]. These
parameters have been shown to be important for the diagnosis
and prognosis [1). The first systems of classification of AL
were based on cytomorphological Investigations enabling the
differentiation between Acute Myelod Leukemia (AML) and
Acute Lymphold Leukemia (ALL) [1-4].

The system established by the French-American British group
(FAB), established a morphological classification us AML
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according to the characteristics of the cells obtained from the
Bane Marrow (BM) agpirate in: AML-MD [Undifferentiated AML);
AML-M1 [AML with minimal differentiation); AML-M2 |Maturing
AML); AML-M3 (Acute promyelacytic keukemia or APL); AML-M4
(Acute myelomanocytic keukemial, induding the eosinophilic
farm [AML-Mdeos), AML-MS [Acute manocoytic leukemial,
subdivided into AML-MSa with predominance of manohlasts
and AML-MSD with predominance of promoncoytes; AML-ME
|Erythraleukemia); AML-MT (Acute megakaryoblastic leukemia)
[3.4].

Currently, cytomorphology remains 2 central tool in the
diagnostic and dassfication of hematological disorders [2]. it
shauld be integrated with other methods such a3 flow cptometry,
eytogenatics/maolecular ganetics and clinical data [1,2].

Flow Cytometry (FC) is widely wsed for diagnosis and monitoring
of hematological neoplasm, being a quicker and simpler
technigue than other methods. itS high sensitivity and antigenic
quaritification enables the identification of cells with Leukemia-
Adiaciated Immunophenctype (LAIP) in the diagnosis and
detection of Minimal Redidual Disease [MRD) throwgh a panel of
Manaclonal Antibodies (Madh) conjugated with flucrachromes
that recagnize specific cell antigen epitopes, allowing & mare
accurate delineation of the LAIP, enabling the differentiation
between AML and ALL [5-11].

Thug, the systematic use of Madbs, swch as (D13, CD33, CDES,
oKt receptor (CD117), antigen associated with hematopoietic
precursors (CD34), HLADR and anti-myslaperoxidase [MPO],
allow the definition of AML, being aential for the definition of
subtypes b0, M7, M52 and variant hypogranular form of APL
AML-M3v] [10-15).

In addition, to contributing to the diagnesis, FC
immiunaphenatyping can alis evidence blast cell heterogensity
a6 reflacted by the exictence of a high varisty of phenotypes as
well at detect antigen associations rarely seén in narmal BM
cells, such as aberrant expression of ymphoid antigens and
agmchronous phenatypes [13].

To characterize the other FAB subtypes of AML FC is less
impartant, but corroborates with the cytomorphological
findings in diagnosic and differentiation batween the M1 and
M2 subtypes [10-13). The expression of (D14 and CDE4, are
present in the monocyte population, characterizing AML-M4/
M5 and erythroleukemia by the expression of glycophorin alpha
|CD235a) [6-8,13-15].

In order fo adieis the occurrence of LAIPS and correlate their

presence with the various marphological subtypes, we anahyzed
143 de mova AML cases. Correlstions between clinical data,
aberrant phenotypes, patient age and hematalogic changes were
also examined.

Methods
Study Population

A total of 143 newly diagnoded AML cages at the Blood Center
Dalban Cunha (HEMOMORTE], Matal City, located in Mortheastern
Brazil in the period 2016-2018 were included in the study. Ethical

2
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approval for this study was granted by the Ethics and Research
Committess of the Onofre Lopes Univerdity Hospital of the Federal
Unirversity of Rio Grande doMorte (CAAE: 51300215.6.0000.5292).
All patients or their lagal representatives signed the infarmed
congent form.

Demographic and dinical date for each caie were abtained at
the time of diagnosis, induding age, sex, fever, splenamegaly,
hepatomegaly, adenopathy, hemorrhagic phenomena  and
presence of tumar masses. Hematologic information collected,
such a5 ‘White Cell Count {WCC), platelets, hemoglobin and 812
vitamin measurement. in Peripheral Blood (PBE). And BM smears
examination supplernented by optochemical of Swudan Black
B (SBB) ard MPO stained and FC immunophenatyping were
perfarmed to confirm AML [16-20].

Hematological analysis from peripheral blood
and bone marmow

Hematalogic information wai performed in a hematological
analyrer [BC-3000 Plus, Myndray, Chinal. Differential blood
cell cownts were performed in PE smears stained with May-
Griunwald-Giemsa (MGG-Labodin, Brazil), in which & minimumn
100 mononwdear cells were counted in an optical microscape
using 20x and 100x objective lenses (2eis Micrascope, Gitting,
Gerrany] and the result of the il count soored in percentage.
MEG-staining smears of BM were evalusted scearding to the FAR
criteria [3,4].

Serum  dosage of vitamin B12 was  performed by
chemiluminesence  immunoassay  [ARCHITECT  i1000SR
immunoaisay anakyzer, Abatt, USA) with the aim of excluding
Megalohlastic Anemia (MA] in patients with suspected AML-ME

Immunophenotyping studies

Erythracyte-lysed whole BM samples were analyzed by FC using
# large pane| of Modbs in four combinations [Table 1) [17-20].
Detection of surface, cytoplasmic (cyt) such as MPO, cytCD13,
cytCO79a, eytCD22, cytCD3, anti-ight and nudlear [nu) Tarminal
Dearpnucleatidyl Transferaze (TdT) antigens were pedormed
following & previowsly established protocod [18-23).

Data acouisition and analysis were periormed on a FACScalibur
flow cytometer {Becton Dickindon Immunocytometry Systems,
San basé, CA, USA) using Cell-Cuest software. Calibration and
flsorescence compensation were carried out using Calibrite
heads (Becton Dickintan, San lagé, LA, USA) and immunaglobulin
isotype-matched negative contrals. Identification of blast cells
was performed using Forward Scatter (F5C) versus Side Scatter
{88C) parameters andfar CO45 intensity verius 55C dot plets.
Antigen expredtion was considered to be positive when the
percentage of pesitive blast cells was equal ar graater than 20%
[19,20].

Results

Out of the 143 cases, 85 males and 58 females were studied.
Patients were aged between 02 and 92 years. The age group most
affacted by the diseade wad 20 to 59 years (BS caies), followed
by individuals over the age of 60 with 52 patients. All cases were
classified accarding to FAB critéria and FC immunophenotyping
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Table 1: Monocional antibod|es used In this study.

distributed into: 03 AML-MO, 53 AML-M1, 22 AML-M2, 09
AML-M3, 27 AML-M4, 14, AML-MSa, 08 AML-MSb, 04 AML-M6
and 3 AML-M7 (Table 2).

Clinical data associated with the AML were present in most
cases. Of these, splenomegaly was predominant with 118 cases,
followed by hepatomegaly and bone pain with 99 and 40 cases
respectively. Hemorrhagic phenomena were predominantly in
APLand directly associated with low platelet countin PB. Presence
of gingival hypertrophy and tumor mass were predominant in
AML-MSa (Table 2).

A WEC varistion was observed, which ranged from 700 to
293.000/pL. There was a predominance of patients with WBC
mare than 50.000/uL with 82 cases, followed by 40 cases with
WEC between mare than 10.000 and 50.000/pL. Patients with

Reactvity

WBC between 5.000 and 10.000/uL and less than 5.000/ul
were observed in 11 and 10 cases, respectively. Memoglobin
levels less than 12.0g/dL and thrombocytopenia were observed
in most cases, with more pronounced results in cases of APL.
Cytochemical stain of SBB and MPO were positive in mast cases,
notably in subgroups M1, M2 and M3, and negative in AML-MO,
M6 and M7 (Table 3).

In FC analysis, leukemic cells were initially identified by FSC/
SSC ratio and expression of pan-myeloid antigens: (D13, CD33,
CDES, CD117 and MPO in most cases. CD34 was expressed in
mast cases, characterizing the presence of blast cells with little
differentiation (Table 4 and Figurel).

Leukemic cells from APL showed a characteristic pattern of
positivity to CD13, CD33, MPO and (D117 and negativity for CD34
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Table 2: Correfatian betwsesen demogranhic and cinical date and FAB subgrougs MO into M7 of patients with acute myehoid leukemia.
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Tahie 3: Correlation between hematological date and FAS subgroups MO to M7 of patients with acute myeioid leukemia.
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Table 4: Diagnosis and classification of AML based on reactiity with varous monocdonal anbibodies.

Pabienis ~ AMLMO  AMLMI | AMLMZ | AMLMI | AMLME | AMLMSa AMLMEL  AMILMS AMLMT
n=143 =03 =53 n=12 n=17 fi= n= 08 n= 04 n=03
e (%] n+ %) %) n | %) e (%) e [N v (% + (%) %) n+ %)

mon | oy s stm | s | o) | oo s s | o | aws
o | e e stm | s at | v sma ees| own | o
“on | som oo stm | 2w | o | v wm ows| o) | )
x| wmn | w0 w0 @0 | o0 see ses wms| oo | om
Com | s w0 w0 | @0 | o0 s s wme| a0 | a0
o | s w0 w0 s o0 v @0 w0 | a0 | 60
e | wn | w0 w0 | @0 | o0 | w0 @0 o0 | s | oo
"o | oy | o0 | o0 | o0 | o0 | 80 | o0 e | o | s |
Con | w0 e w0 | @0 | o6 o0 @0 s | a0 | e |
o | w0 mes s o0 |oes se s0 | a0 | e
v | o) | w0 | w0 | @0 | o0 | o0 @0 w0 | a0 | e
| sea o oy me | o) s e w0 | o) | om
“ow | oew | w0 mes| @0 | o0 o0 @0 s0 | a0 | @0 |
“an | o) | o0 | w0 | @0 | o0 | o0 | @0 o0 | a0 | o0 |
s | s | ) @) | ©0) | @) | @) | o) @] 0 | w0

oaer | oxa | ) || w0) | @) | o) | w0 | we) | o6) | w0 |

84



Annals of Clinical and Laboratory Research 2022
ISSN 2386-5180 Vol 10 No6:417
\
4]
%
e %
AN -
™
iy
-
*
Uiy
W SCRCEUIR
Figure 1 identification |eukemla-associated Immunophenatype patterns (LAIP) of in subgroup of AML.
K Note: LAMLMO; 2-AML-ML; 3-AMLMZ; 3-AML-M3; 5-AMLMS; 6 AMLMSA; 7-AMLMS; SAMLM7. o

and MLADR (Figure 1). Monocytic AML (M4/MS), expression of
(D14 and CD64, associated with CD13, CD33 and HLADR {Figures
1).

AML-ME was identified by strong expression of CD235a and
(D71, associated with CD33, CD36 and (D34 (Figure 1). In these
AML, serum levels of vitamin B12 were normal, ruling out the
diagnosis of MA.

AML-M7 was confirmed by the expression of platelet
glycoproteins CD41, CD42b and (D61 (Figure 1).

Aberrant expression of lymphoid antigens has been observed
in some cases, especially CD4, CD7 and CDS6. The CD4 was
observed in 24.5% of cases, mare present in cases of AML-M4/
MS. CD7 was positive in 22.4% of cases, with more expressive
values in AML-MO/M1 and CDS6 was expressed in 16.1% of
cases, notably in the subtypes AML-M2, MSa/b and M3. Other

6

lympheid antigens such as TdT, €03, C010, CD19, CD2 and CD79a
were observed in less frequently.

Discussion

For the diagnosis and classification of AML, the World Meaith
Organization (WHO) recommends careful integration of cinical
histary, morphology analysis of BM and PB smears, cytogenetic/
molecular genetic analysis and immunophenotyping [24).
However, cytogenetic/malecular analyzes may not be available
in many services, and cytomarphological analysis complemented
by immunophenatyping is satisfactory for rapid diagnosis and
classification of this leukemias [25].

It is important to identify the subtype of AML, as this influences
the choice of treatment type and the patient's prognosis 26. For
example, in the case of APL, in which the diagnosis is dinically
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urgent, the combination of these two modalities permits &
diagnosis with high preciion [1,16,26]. in some other types of
AML, immunophenotypic features may provide an indication as
o the cytopenetic anamaly likely to be pressnt [1, 6,17,18,26).

Highlighting the AML with t[8;21] observed inimmunophenotype
cades with strang CD34+, HLADR+, weak CD33+, MPO+, CDESS
or (D15+ and IL-2 receptor [CD25+) can observe sberrant
expression far lymphoid antigens COAS, (D79a, TdT and CDSE.
In AML, chramosame 16 inversion carrelates with expression of
(D34, C0117 and myeloid subpopulations with MPO+, CD13+,
D33+, CD15+, COES=; AML with @ manocytic companent with
expression of (D11b, (D11c, (DE4, CD36 and (D14 and aberrant
expression of CO4 AND CO2. AML with 8{5;11) 11923 correlstes
with aberrant expréssion of the lymphoid antigens C019 and CD2
[1,6.-1B,26].

Detection of MPO & probably the most spedfic technigue for
differentiating betwesn myeloid and lymphaid lineages, which
can be done by eytochemical methods or immunaphenatyping
|16,25). It is & hysesomal enzyme found in the primary granubes
of cells in the myeloid series [26]. It expression occwrs at the
beginning of myeloid differentiation and appears to be specific
for cells of that lineage. MPO has never been reported in ALL
[2.7.27,28].

Most studies have found & higher incidence of AML in males,
although this predominance i not &5 distinet as in ALL [1]. bn owr
series, a male prevalence was present, with a male to female
ratio of 1.4 to 1 (Table 2).

Most patients had pallar and fatiguee, pediibly due to anemia [1).
In pregent study, splenomegaly and hepatornegaly were the mast
comman clinical findings. Bleeding was more pretent in patients
with APL [Table 2).

In the immunophenatypic evaluation of AL, the expression of one
or mare pan-myelsid antigens such as 0013, C033, (D65, 00117
and MPO are sufficient for the diagnodis of AML [1,13,17-19,28).

Furthermare, the immunophenatypic classification  has
diagnostic and prognastic importance in some subtypes of AML
Thus, it is eszential for the disgnosis of AML-MO and M7, being
helpful in the diagnosis of the variant hypogranular form of APL
{AML-M3], iin the differentiation between subgroups AML-M1
and M2, in subtypes AML-MS5a and MSh, and in the differential
diagnosis between AML-ME and MA [5,13-15,18,15,25].

Thee AML-8AD is characterized by the infiltration of BM by blast
cells with negative cytochemical reaction for MPO and SBE.
Blasts cells are small, with loose chramatin and evident nuclsali,
presenting agranular cytoplasm, without Auer bodies |2-4].

Immunaphenotyping shows a blast population with a low FCS
S5C ratin, with positivity for at least one of the myeloid antigens
such a4 CD33, eytC0A3, (D117 and CD34 24-25. Lymphoid
lineage antigens are generally negative, although D7 and
CDSE are observed in some cases [1,25). As the therapeutic
approach to AML differs from ALL, it is important to perfarm
immunophenotyping in the differentiation between AML-MD
from ALL and the consequent correct treatment guidance
[1.25].
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The AML-M1 is assodated with the expression of C013, (D33,
CD34, CDES, CD11Y and HLADR in variable combinations |25].
In this AML group, the co-expression of CO34 and HLADR i
significantly greater than that ohserved in the AML groups with
maturation as M2/M3 [1,6,13,17,18 75).

AML-02 is characterized by the presence of >30% of myelablasts
amsociated with 10% of mature granulocytes in BM. Blait o=l
of a large size, with abundant and basophilic cytoplasm, often
containing azuraphilic granules. Auer bodies are freguent [3-4].
Immunophenaty ping lkeukemic cells exhibit (D5, CDEE, HLADR,
C013 and C033, but CO34 exprésgion is very weak or sometimes
may be absent [1,613181925) Aberrant expression of
Iymphaoid antigens (019, (02, COT and natural killer cells {CDSE]
can alio be obierved, as these are aseociated with t (8:21) and
are related to good prognosis and higher rates of complete
prolonged remission in adult patients [25).

APL is defined by the proliferation of leukemic promyelooptes
in EM, which have a large nucleus, and a cytoplasm with many
coarse granulations. In some cases, the presence of numerows
Auer bodies "faggot ced” & observed [3-4,16). In AML-M3v,
promyelocytes have a large and convalubed nucleus. The
cytoplasm is basophilic with little or no granulation [3.4).
Cytochermical staing for MPO and SBB are strongly positive in
beth types of APL [16].

The immunophenatypic reveals high auto fleorescence and
higher FEL/EEC ratio | 24] and positivity to MPO, CD13, CD33 and
017, but thereis a lack of (D34 and MLADR [15,17,18,25). These
immunophenatypic, clinical and hernatalogical characteristics of
APL were alia found in the present study [Tables 3-4 and Figure 1)

In acute myelomanacytic leukemia (AML-bA), leukemic ol
exhibit monocytic and granulocyte precwriors [3-4). Manooytic
precursars constitute =30% of the nedeated cells in the BM,
representing sbout 12% of AML [3-4]. The wariant sasinophilic
form [AML-MJea) can be found, with an inorease in the number
of eetinaphils related with chromosome 16 abrormalities, aither
im[16){p13q22) or chromosome 16 irmversion, being asiociated
with a better prognosis and responge bo treatment [14,17,18,25].

In FL immunophenatyping, twa distinet papulstions of leukernic
cells are typically observed based on the FSCS5C pattern, one of
a lange size (high F5C) and a smaller ane [low FSC), comespanding
to blastic cells from monocyte and granulocyte lineage,
respectively [24]. Monocyte antigens CD14 and CDE4 are positive
along with HLADR, CD11b, CDdic and CO3E. Myeloid antigens
C0A3 and (033 are generally positve [14,17,18,25]. The AML-
Mdea, exhibits aberrant expréddion of the CO2 lymphoid line
antigen may occwr and weak sxpression of the (D4 antigen can
be observed in the monooyte population [14,7-18,25).

bonacytic Leukemiag [AML-ME) are dafined when B0% or more
of nan-erythroid cells in the BM are compaied of monoblasts,
promonocytes or manacytes. The AML-MSa subtype has =80%
of monchlasts, while the LMA-MSh subtype has a predominance
of promaonacytes [2-4].

The immunophenatypic profile characteristic of AML-MS is the
presence of a leukemic population with & higher FSCS50 ratio
thanin AML subgroups MO, M1 and M2 [ 24]. Manocytes antigens
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D14 and CDE4 are poditive along with MLADR, CD11b, CD11c
[14,25]. Elevated levels of (D14 expression i< a specific feature
of mature monocytes, being often abient or undéreapredsied in
immiature manacytic cells [14). In addition, other antigens that
are gererally considered to be associated with monocytes may
be expressed in other types of AML such as (D33 and CD13
[14,25]. The CD34 is generally negative, being more present in
the mest immature subgroup (AML-MSa) [1,14,17,18,25).

Thee CO36 is not specific and can also be seen in the erythroid,
megakarycitary and monocytic series [25). The weak expression
of the CD4 antigen can be observed [14,25]. AML-MS with CD33
and CO4 expréssion assaciated with negativity to CD13 and CD34
is frequenthy correlated with 1)9;11) [1,14,25].

Patients with monocytic leukemia have a high incddence of extra-
meedullary disease, with infiltration in the gums, skin, digestive
tract and CMS. The presence of hepato-splenomegaly and
leukotytoss i mone freguent companed to other FAB subtypes
[14). These characteristcs are consistent with the dinical,
hematological and immunophenatyping data of AML-MSa/MSb
abserved in the prasent study (Tables 2-3).

Erythrolewke mia (AML-ME) is a rare type of AL, correspanding to
2 to ¥ of AML, defined by = 50% of the nucleated cells in the BM
being of erythroid origin [3-4]. Two subtypes herein described
AML-MEa (erythraid/rmyeloid AML) with the presence of leukemic
camponents of erythroid and mygeloid origin, and AML-MEb [pure
erythroid AML], characterized by the presence of 305% or mare
of erythroid precursors in BM, and are rarely seen and dinically
mare severe than AML-MBGa [26]. Cytochemical reactions of MPO
and 8B are negative in leukemic erythroid cells [16).

AML-ME can be differentiated from AM by immunophenatyping,
being made by the sxpreigion of CD235a, CD36 and strong
expression of COTL in erythroid lneage cells [25]. Investigation of
D33, C0117 and CO34 may alio be useful, a5 they are negative
iin MA and generally positive in erythroid cells of AML-ME. The
phenctype of the myelsid population is similar to that observed
in AML-MO/MAL [13,18,19,28.25). Additionally, vitamin B12
dostage may be weful in diagnostic complernentation, with low
ar abgent serurm levels in MA, These characteristics of these AML
were also observed inthe pressnt stwdy (Tables 2-4).

Transferrin réceptor (D7) & an integral membrane protein
encoded by a gene localized in chromosome 3 that medistes
cellular iman uptake by the erythroid lineage for hemoglobin
syrthesis and may actively praliferate cell population, since iran
& required for cell division. 1t is expressed by a wide variety of
cells a5 ergthrocyte precursars [30).

In AML, CO7T1 expréssian correlates with proliferative activity of
leukemic cells, with consensus on the co-expression of CD71 and
D34 used to stratify AML patients a5 a poar prognostic factor
[30]. in present investigation, CD71 expression was fownd in
28.4% of all cases, being significantly higher in more immature
AML and all cases of AML-MG.

Acute Megakaryoblastic Levkernia [AML-M7) is defined by the
pres=nce of mare than 30% of megakaryoblasts among nucleated
cells [3-4]. This leukemia i rare, but relativity freguent in children
with Down syrdrome [28-28].

8
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AML-MT ean be eanfused with ALL ar AML-MD by marphalagical
criteris. Blast cells from BA are small, pleomarphic, basophilic
cytoplasm without granules, with projechons (blebs) and
nisgative for eytochemical stains such as MPO and SBE [3-4].

The main immunaphenotypic characteristic of blastic cells from
AML-PAT s the expression of platelet antigens (D41 [ghycopratein
complex lIb/Mla), CO42 [ghycopratein Ib) and CDE1 [ghycopratein
lla]. The expression of pan-myeloid antigens (D13 and CD33 is
described, ashas positive cases of OD36. Some casescan be HLADR
and CO34 negative [13,8-15,26]. Theis immunophenatyping of
AMIL-PT characteristics were also observed in the present study
(Table 4).

In addition to the distinction betwesn AML and ALL and AL
classification, immunophenotyping allowed the identification
of additional prognostic factors, allewing a better stratification
into risk groups, enabling a differentiated therapeutic approach.
Positivity to (D34, (D71, aberrant expression of lymphoid
antigens and Multidrag Resistance (MDR) phenotype are
highlighted as factors of poor prognosis of AML [1,8,19,25,27, 30-
2]

CD34 s a 105-120 KD ghycoprofein expréssed on many different
cell types, mare specifically in immature hematopoietic stem
cellk mediating the binding of hematopoietic stem cells to
extracellular matrix proteing or stromal cells in the precursors
B and T lymphocytes and even more immatwre Colany-Forming
Cells [CFUs] and myeloblastic [31].

In AKL, CD34 has in 45-68% of cases with a higher incidence in
rmare immature subtypesus M, M1 and M5a, and this expression
of hat adverse prognastic factors, swch as a higher recurrence
rate and refractory disease [5,31].

Same authars have neported that the prognostic significance of
C034 expresdion incréases if co-expression oocurs with ather
antigens such as HLADR 6], COT1 [30] and aberrant expression of
CD7 [31-36). A high intensity of co-expression of CD34 together
with CD19 and CD56 & characteristic of AML-MZ with t[8;21)
transhacation [17,18].

It has also been reported that among AML patients co-expressing
C034 together with MDR proteins such us P-ghycoprotein (Pgpl
and multidrug resistance-associsted protein-1 [MRPL) they was
a statistically significant lower rate of complete remission or
shorter averall survival [19].

In present study, we found CD34d positivity in 106 cases of AML,
with mare expressive levels in AML with very immature blasts
(WD, M1 and MSa), in contrast to groups M2, M5, which showed
lower levels of pasitivity and negativity in all cases of AML-M3
[Table 4).

Aberrant phenotypes are associated with AL, identified by
the co-expréssion of cell rmarkers that are rarely or néwer
found simultaneously in normal hematopoietic differentistion,
overexpresdion of a specific cell line marker or absénce of a
rarker, which configures the maturation asynchronism of a cell
lime [1,18,19,25, 36-38].

Some immunoclogical and molecular studies have reparted that
many AL may present antigenic characteristics of mare than ane
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cell line, characterizing two groups of lepkemias that presenbed
“lineage infidelity”, that is, ALL expressing antigens assodated
with the myeloid lineage and AML expressing antigens of
Iymphaid lineage [1,8,13,36-38).

However, it is important to make a distinction betwesn
biphenatypic leukermia with ALL or AML with aberrant expression
of markers fram other $trains, due to differences in therapeutic
approaches, therefors it is recommended to investigate the
scoring System suggested by the EGIL group [13], & well as
the e of & panel made up of multiple Mahb combined with
different fluarochromes, which makes it podsible to imnestigate
the expresion of different antigens in the same cedl by means of
FC 17,18

Thee mechanisms by which the expression of aberrant phenotypes
occwrs in the development of Lds remain unclear, however,
it is possible to establish associations between these unusual
expressions and other biological characteristics of the disease,
such ai associations with chromotomal translocations and
adverse prognostic factors [17,18,25,30,32-38).

Accarding to the WHO, several ymphaoid immunaphenatypic cell
miarkers may be sherranthy axpreised in ANL [25,26). TdT may be
expressed in greates than ane-third of cases, ODF, (D2, CDA%and
(D56 may be expressed frequenthy; however, the T-cell antigen
(D3 is wiually absent [1,18,19,25).

TdT is & nudlear polymerase narmally expréessed during the early
stages of B and T cell differentiation [37]. In initial reparts, TdT
expréssion was believed to be limited to ALL and can account
in 18-24% of AML, more fraquently in subtype MO and 1. Mo

specific chromosomal abnarmalities wene associated with AML
TdT+37.

(D7 iz a 40kDa ghycoprotein encoded by a gene situated on
chromosome 17 [33). In T-cells (D7 play an impartant rale in
the cellular activation. Some authars, however, believe that the
expression of this antigen in T progenitor cells could be related
ta mediating the migration of thewe cells from the ME to the
thymus. It is identified in hematopoietic progenitor cells that can
give rise toother cell lines and can thus be observed in AML mare
freguently in subtypes MD and b1 [33).

Acearding to some suthors, the co-expression of (D7 with other
cellular markers related to paor prognodis in AMLE such as
(D34, Pgp and MRFL [19]. In our ineestigation, CDT expression
wats observed in 32/143 patients, most of whom had CD34 -
expreision, charscterized AML very immature (Table 4).

(D2 is a 45-58kD glycoprotein present on the soface of T
ymphocytes and natwral-killer cells (NE) and is not normally
exprésted in human myeloid cells, but is found in a significant
minarity of AML caies, M2, MIv, M4 and M5 growps
[17,18,25,36). Expression of CO2 and aother Tlymphoid antigens
such as (D, CO7 and COSE in myeloid blast cells are correlated
with extramedullary disease [17,18,25,36).

(D19 is & 95kD glycopratein, which appears very early during
the maturation of B-lymphooyte precuriors and is constitutively
expressed in matwre normal B-lymphooytes and  related
neoplasm but not in plasma cells [32,35). (019 expresion has
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been abserved in 2-22% of AML cases commonly associated with
AML-BA2 with transbocation t{B;21) and t|8;1%) and alio in AML
subgroups M3y, M4 and MS [171E25). In the present study,
C01% and (D2 expression were obéerved in B.4% and 6.7% of
cases respectively, with a predominance of C0O19 in M2 and (D2
in M3 subgroup of AML [Table 3).

hewral cell adhedion malecule (MCAM or (DSE) is a 180 kD
glycopratein, encoded by agene located in chromaosome 11, and
it is expréssed on mast normal MK cells [38]. in addition, CD56
expresgion wiad found in rare subssts of T-lymphocytes [NET
cell], dendritic cells, and neural and mesenquirnal stem cells [E].
Aberrant expresion of (D56 in AML is present in 13-29% of cases
with high frequency in AML M2, M3 and ME. It identifies a subset
of patients with a bad prognosi ai extramedullary invohement
and high leukocyte count in the AML-M2 with t8;21) and 1{15;17]
[38-40). In gur samples, CO56 expression was ohsered in 23
cases with predominance in AML-M2 cases {Table 4).

Conclusion

‘We conclude that the immunophenotypic patterns observed in
patients with AML allowed the sccurate identification of different
graups of this |eukemia. Additionally, throwugh CF we akio identify
varied patterns of aberrant phenatypes that alio contribute to
the diagnasis and identification of progrostic factors.
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