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RESUMO
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Dentro do sistema ABO existem diversos subgrupos sanguineos: subgrupos A, subgrupos B
e subgrupo H, sendo que os mais frequentemente encontrados na pratica sao os subgrupos
Al, A2, A1B e A2B. As células de, aproximadamente, 80% da populagdo adulta do grupo A
sdo Al. Os 20% restantes sdo A2 ou subgrupos mais fracos. Porém, em recém-nascidos é
muito escassa a literatura a respeito de dados quanto a frequéncia dos subgrupos de “A”. A
maioria dos lactentes do grupo sanguineo A parece apresentar-se como pertencente ao
subgrupo A2, no nascimento, ja que todos os antigenos ABO ndo estdo completamente
desenvolvidos neste periodo. JA4 a caréncia de ferro, generalizada nesse grupo etario,
muitas vezes discutida pela comunidade cientifica, € relacionada a desproporcédo entre a
expansao da massa eritroide e o ferro obtido da dieta. Por volta dos quatro meses de idade,
os estoques de ferro estdo reduzidos pela metade, e o ferro exégeno é necessario para
manter a concentracdo de hemoglobina durante esta fase de rapido crescimento, entre
guatro e 12 meses. Os objetivos deste trabalho foram determinar a frequéncia de recém-
nascidos pertencentes aos subgrupos Al e A2; identificar a frequéncia da expresséo do
antigeno Al, no periodo entre seis e 12 meses de idade, em lactentes inicialmente tipados
como pertencentes ao subgrupo A2 e verificar os niveis de hemoglobina para a detec¢éo de
anemia nestas criangas. Os resultados mostraram que a frequéncia de recém-nascidos
pertencentes ao subgrupo sanguineo Al foi de 67% (319) e para o subgrupo A2 foi de 33%
(152), de um total de 471 recém-nascidos pertencentes ao grupo sanguineo A. Constatou-se
uma grande predomindncia do subgrupo Al, contrariando a literatura que relata a
prevaléncia de subgrupo A2 em recém-nascidos. Em relacdo a identificagdo da frequéncia
da expressdo do antigeno Al, no periodo entre seis e 12 meses de idade (n=40), a
porcentagem de criangas que passaram a expressar o antigeno Al, depois de estarem com
seis meses a um ano de idade foi de 67,5% (27), o restante permaneceu como A2 (13). A
verificacdo dos niveis de hemoglobina nestas criancas (n=71), através do método da
cianometa-hemoglobina, resultou em 34% de criancas anémicas, apontando a presenca de
anemia para essa faixa etaria. Os indices encontrados variaram de 6,56g/dl a 10,8g/dl.
Assim, em relacdo a expressao do antigeno Al entre seis e 12 meses de idade s&o
necessarios mais estudos; e, para a prevaléncia da anemia é necessario enfatizar, nos
programas de saude publica, medidas de intervencdo mais eficazes e controle desse
disturbio nutricional.

Palavras-Chave: Subgrupo sanguineo. Recém-nascidos. Lactentes. Tipagem.
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Within the ABO system there are several blood subgroups: subgroup A, subgroup B and
subgroup H, and the most frequently encountered in practice are the subgroups Al, A2, A1B
and A2B. The cells of, approximately, 80% of adults in group A are Al. The remaining 20%
are A2 or weaker subgroups. However, in newborns is very little literature about the
frequency of the subgroups of A. At birth most of the blood group A infants seems to present
itself as belonging to subgroup A2, since all the ABO antigens are not fully developed in this
period. Since iron deficiency, widespread in this age group, often discussed by the scientific
community is related to the disproportion between the expansion of erythroid mass and iron
obtained from the diet. Around four months of age, iron stores are reduced by half, and the
exogenous iron is required to maintain hemoglobin concentration during this phase of rapid
growth, between four and 12 months. Our objectives were to determine the frequency of
newborns belonging to subgroups Al and A2, to identify the frequency of antigen expression
Al, between six and 12 months of age, infants initially typed as belonging to subgroup A2
and check the hemoglobin levels for the detection of anemia in these children. The results
showed that the frequency of newborn belonging to the Al blood subgroup was 67% (319)
and the A2 subgroup was 33% (152), from a total of 471 newborns belonging to blood group
A. We found a great predominance of the Al subgroup, contradicting the literature that
reports the prevalence of subgroup A2 in newborn infants. Regarding the identification of the
frequency of Alantigen expression, between six and 12 months of age (n = 40), the
percentage of children who express the Al antigen, after being with six months to one year
of age was 67.5% (27), the rest remained as A2 (13). The verification of hemoglobin levels in
these children (n = 71), by the method of cianometa-hemoglobin, resulting in 34% of anemic
children, pointing to the presence of anemia in this age group. The rates found ranged from
6.56 g/dl to 10.8 g/dl. Thus, in relation to Al antigen expression between six and 12 months
of age further studies are needed, and for the prevalence of anemia is necessary to
emphasize in public health programs, intervention measures and more effective control of
this nutritional disorder.

Keywords: Blood subgroup. Newborns. Infants. Typing.
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1 INTRODUCAO

A descoberta de que o soro de alguns individuos aglutinava as hemacias de
outros foi relatada como uma breve nota de rodapé em um artigo, onde o autor
preocupava-se com a habilidade do soro sanguineo em neutralizar os efeitos de
enzimas (LANDSTEINER, 1900 apud WATKINS, 2001).

Este autor afirmou que o soro de humanos saudaveis ndo somente tinha
efeito em aglutinar corpusculos sanguineos de animais, mas, também, corpusculos
sanguineos de diferentes individuos. Isto determinou, de alguma maneira, que este
fenbmeno fosse resultante de diferencas individuais proprias, ou de influéncia de
injurias e possivel infeccdo bacteriana. Os experimentos definitivos que mostraram
que as reacdes ndo envolviam patologia soroldgica e que era possivel classificar a
populacdo em trés grupos baseados na reacdo das hemacias e do soro de
individuos normais e saudaveis foram publicados no ano seguinte. Landsteiner, em
1901, observou que somente dois antigenos (aglutinogénios), A e B, e dois
anticorpos (aglutininas), anti-A e anti-B, foram necessarias para explicar os trés
grupos sanguineos. Segundo sua definicdo, ambas as células possuiam antigenos A
ou B, ou ndo possuiam nem A nem B (grupo C, que mais tarde nomeou de O). O
qguarto e mais raro grupo, AB, que apresenta ambos os antigenos na hemacia, e no
soro nao apresenta nenhum anticorpo, foi descrito um ano mais tarde por Decastello
e Sturli (WATKINS, 2001).

Com isso, Karl Landerstein abriu as portas do banco de sangue quando
descobriu o primeiro sistema de grupo sanguineo ABO. Diferentes densidades dos
antigenos A ou B podem ser encontradas, sendo chamados de subgrupos de A ou
B, conforme a intensidade de aglutinacdo dos eritrécitos com os reagentes anti-A,
anti-B, anti-AB, anti-Al e anti-H (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003). Os dois
principais alelos de ‘A’, A’ e A? sdo diferenciados sorologicamente com o uso do
reagente lectina anti-Al.

Dentro do sistema ABO existem diversos subgrupos sanguineos: subgrupos
A, subgrupos B e subgrupos H, sendo que os mais frequentemente encontrados na
pratica sdo os subgrupos Al, A2, A1B e A2B (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003).

Em relacdo as criancas entre zero e 12 meses de idade, duas alteracdes
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hematoldgicas importantes podem acontecer: uma esta relacionada aos subgrupos
de ‘A’, onde pode ocorrer um atraso no desenvolvimento do antigeno Al, que,
devido a uma expressao tardia dos sitios antigénicos na superficie das hemacias,
caracteristica do grupo sanguineo A, podera ocorrer um identificacdo errébnea dos
subgrupos ou até mesmo do grupo, nesta faixa etéria; e; a outra é a diminuicdo dos
niveis de hemoglobina. Esta alteracdo costuma ser mais marcante até os seis
meses.

A maior parte dos lactentes do grupo A parece ser A2 no nascimento, ja que
os antigenos ABO ndo estdo completamente desenvolvidos nos eritrocitos nesse
periodo. A maioria das células A2 do corddo umbilical eventualmente agrupar-se-a
como individuos Al, ap6s um determinado periodo de tempo (usualmente alguns
meses) (HARMENING, 1992). Passado este periodo podera ocorrer a expressao do
antigeno do subgrupo Al, alterando, assim, a classificacao inicial. Ja outro autor diz
que embora os antigenos ABO tenham sido detectados em eritrécitos de fetos com
seis semanas de idade, eles ndo atingem a completa expressdo do adulto nos
eritrocitos até os trés anos de idade (MOLLISSON, 1993 apud HENRY; BEADLING,
1999).

Esses conceitos existem de forma escassa na literatura, sendo quase
inexistente quanto as frequéncias desses fendbmenos. Apenas foi encontrado um
relato para a frequéncia de neonatos pertencentes ao subgrupo ‘A2’, e nenhum para
a frequéncia da conversao da expressdo do antigeno do subgrupo ‘A2’ para ‘Al’, ao
longo dos primeiros 12 meses. Ja a caréncia de ferro, generalizada nesse grupo
etario, muitas vezes discutida pela comunidade cientifica, é relacionada a
desproporcao entre a expansdo da massa eritréide e o ferro obtido na dieta, que
costuma acentuar a microcitose, levando a hemoglobina a diminuir até um nadir
fisiologico de 11,3 (£1,5) g/dl aos seis meses, mas, tais nimeros sdo obtidos
mesmo em lactentes com boas reservas de ferro (FAILACE, 2003).

Por volta dos quatro meses de idade, os estoques de ferro estdo reduzidos
pela metade, e o ferro exdgeno é necessério para manter a concentracdo de
hemoglobina durante esta fase de rapido crescimento, entre quatro e 12 meses. A
absorcéo de ferro requerida na dieta é de, aproximadamente, 0,8 mg por dia, o qual
0,6 mg é necessario para o crescimento, e 0,2 mg para repor as perdas (BOOTH;
AUKETT, 1997).

Desta maneira, a comparacdo dos resultados das determinacdes das
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tipagens sanguineas, nos diferentes periodos da expressdo dos antigenos ‘A’
podera indicar maior confiabilidade para a determinacdo do subgrupo sanguineo do
lactente, e, também, terd a certeza da classificacdo sanguinea, ja que a literatura
registra uma imprecisdo dos resultados de tipagens ao nascimento, diminuindo a
probabilidade de erro nesta determinacéo.

Assim, pelas caracteristicas apresentadas nesta faixa etaria em relagdo a
expressdo dos antigenos sanguineos, e pela oportunidade de na mesma coleta
verificar a deficiéncia de hemoglobina, justifica-se também a deteccdo de seus

niveis para posterior comparagado com dados referentes na literatura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistemas sanguineos

2.1.1 Sistema sanguineo ABO

Antigos autores ja haviam observado que, quando transfundiam ao homem o
sangue de animais domésticos (carneiro, boi, cdo), surgiam, via de regra, acidentes
graves, as vezes fatais. Tais acidentes ficaram esclarecidos apds a demonstracao
de Landois (1875 apud LIMA, 2001), de que o soro de uma espécie animal
misturado ao sangue de outra espécie aglutina os globulos desta, demonstrando-se,
assim, o fendmeno da heteraglutinacao.

Somente em 1900, Landsteiner demonstrou o fendmeno da isoaglutinacéo, a
mistura do soro de um individuo com os glébulos de outro da mesma espécie é
acompanhada, por vezes, de aglutinacdo. Esclareceu-se, assim, a razdo pela qual
certos sangues humanos provocam acidentes, quando se praticam transfusfes, ou
seja, 0 soro humano pode conter isoanticorpos naturais que aglutinam e hemolisam
os globulos do sangue transfundido (LIMA, 2001).

A teoria para a heranca dos grupos sanguineos foi descrita por Bernstein em
1924. Ele demonstrou que cada individuo herda um gene ABO de cada um dos pais
e que estes genes determinariam qual antigeno estaria presente na superficie das
hemécias. Os antigenos ABO ndo estdo restritos apenas a membrana dos
eritrocitos, podem ser encontrados, também, em uma grande variedade de células
como linfocitos, plaquetas, endotélio capilar venular e arterial, células sinusoidais do
baco, medula 6ssea, mucosa gastrica, aléem de secre¢cbes e outros fluidos como
saliva, urina e leite (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003).

O sistema de grupos sanguineos ABO é o mais importante para a transfusao
de sangue. Os antigenos deste sistema sdo produtos genéticos facilmente
detectaveis, por isso constituem excelentes marcadores genéticos (HERMANDEZ et

al, 1997). A demonstracao da diversidade entre sangues de individuos da mesma
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espécie constitui descoberta fundamental, permitindo a Landsteiner classificar os
trés grupos, baseado na prova de aglutinagdo. Um ano mais tarde, 1902, Decastello
e Sturli, discipulos de Landsteiner, estabeleceram a existéncia de um quarto grupo,

grupo sanguineo AB, muito menos frequente (LIMA, 2001).

2.1.2 Formacéao dos antigenos A, B e H

Os genes ABO néo codificam a producéo de antigenos ABH, mas, produzem
glicosiltransferases especificas que acrescentam acucares a substancia precursora
basica na hemacia. Uma posicdo, ou locus, em cada cromossoma 9 (9934) é
ocupada por um gene A, B ou O (HARMENING; FIRESTONE, 2006). J4 os alelos
sdo formas alternativas de genes, que ocupam um unico locus em cromossomas
homologos. Os principais alelos do gene ABO séo: Al, B e O, que dardo origem aos
quatro grupos sanguineos: A, B, AB e O (VENGELEN-TYLER V.,1999). Outros
alelos muito raros, do sistema ABO, foram determinados por meio da genética
molecular: A3, Ax, Am, B3, B(A), cis-AB (LORENZI, 1999).

As estruturas antigénicas da membrana estdo unidas a ela por meio das
proteinas integrais (glicoforinas A/B e banda 3) e alguns esfingolipides. A ligacéo
das proteinas membranosas (ou lipides) a cadeias de carboidratos possuidores de
estruturas diferentes da origem a diferentes especificidades denominadas grupos
sanguineos (LORENZI, 1999) (Figura 1).

A acdo do gene H, que é herdada independentemente dos genes ABH, esta
intimamente relacionada a formacédo dos antigenos ABO. Os antigenos A, B e H sé@o
formados a partir do mesmo material precursor basico, que € um produto genético
propriamente dito, e representa um paraglobosideo (Figura 2).

O gene H é expresso tanto no estado homozigoto (H/H) como no estado
heterozigoto (H/h). O gene hh é extremamente raro, e, nessa situacdo, nenhuma
substancia H é produzida, sendo este fendtipo chamado de Bombay (Oh)
(WATKINS et al., 1998) (Figura 3).

A substancia precursora nos eritrocitos € denominada Tipo 2 porgue utiliza a
ligacdo beta 1-4 para fixar a galactose terminal da substancia precursora a N-

acetilglicosamina. A Tipo 1 utiliza a ligacdo beta 1-3 entre a galactose e a N-



acetilglicosamina.

banda 3

camada bilipidica

Y actina / 4.1

espectrina banda 2-1 (ankirina)

Obs.: a actina e a banda 4-1 mantém justas as duas cadeias da espectrina

Figura 1 — Estrutura simplificada da membrana dos eritrdcitos. Fonte: LORENZI, 1999, p.73.

y — & (GAL) Galactose
Paraglobosideos
ou
Cadeia (GLNAC) N-acetilglicosamina

oligossacarideos -

ou Galactose
Substancia
precursora
Glicose

Ceramida

Superficie
externa

Proteina integral

Figura 2 — Estrutura precursora das hemécias. Fonte: HARMENING, 2006, p.97.
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Figura 3 — Biossintese dos antigenos do sistema de grupo sanguineo ABO e H, nos eritrécitos
humanos. Fonte: MOLLISON; ENGELFRIET, 1997, p.150.

Independentemente, a sintese do antigeno H é controlada pela a-2-L-

fucosiltransferase codificada pelo gene H (FUT-1) no lécus H localizado no

cromossoma 19 (19q13.3) procedente de um oligossacarideo Tipo 2. Em individuos

com fenotipo secretor, o gene SE (FUT-2) codifica uma a-2-L-fucosiltransferase

similar que é capaz de sintetizar antigeno H de um oligossacarideo precursor Tipo 1

em outros tecidos (MATTOS; MOREIRA, 2004).

Podem-se salientar algumas diferencas entre a formacdo das substancias

soluveis A, B e H, e a formacédo dos antigenos A, B e H nas hemacias:

e As substancias secretadas sao glicoproteinas; os antigenos das hemacias

séo glicolipidios;

O primeiro agucar no residuo de carboidrato comum da substancia
precursora é o N-acetilgalactosamina para as secre¢fes de glicoproteinas
e glicose, para os antigenos das hemacias;

A a-2-L-fucosiltransferase produzida pelo gene H (FUT 1) € expressa,
principalmente, na linhagem eritrocitaria, enquanto que a a-2-L-
fucosiltransferase, produzida pelo gene Se (FUT 2), € expressa nos tecidos
secretorios (HARMENING; FIRESTONE, 2006).

Esta substancia H deve ser formada para que outros agucares se fixem em

resposta a um gene herdado A e/ou B. Os aguUcares que ocupam as posicoes
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terminais desta cadeia precursora e conferem a especificidade do grupo sanguineo
sdo chamados acUcares imunodominantes (HARMENING; FIRESTONE, 2006)
(Figura 4).

Os determinantes A e B séo estruturas de carboidratos, presentes na
membrana da hemacia que possui estruturas glicolipidicas e glicoproteicas. As
cadeias de carboidratos sdo formadas a partir da acdo de glicosiltransferases,
enzimas que catalisam a transferéncia de monossacarideos especificos de um
nucleotideo doador para um substrato receptor. Estas estruturas glicolipidicas e
glicoproteicas formam o esqueleto ao qual os acucares se fixam em resposta as
enzimas transferases (HARMENING; FIRESTONE, 2006) (Tabela 1).

Antigeno “"H""

HH —> L-fucosil mm oH

P.S. (Estrutura W)W
(genétipo herdado)

Figura 4 — Formacao do antigeno H. Fonte: HARMENING; FIRESTONE, 2006, p.97.



23

Tabela 1 — Nucleotideos doadores e agucares imunodominantes responsaveis pelas especificidades
para os antigenos H, A e B.

Gene Glicosiltransferase Nucleotideo Acucar Antigeno
Acucar dominante
doador
H a-2-L-fucosiltransferase GDP-Fuc L-fucose H
A a-3-N- UDP-GalNAc N-acetil-D- A
acetilgalactosaminiltransferase galactosamina
B a-3-D-galactosiltransferase UDP-Gal D-galactose B

Fonte: HARMENING; FIRESTONE, 2006.

O gene A produz a enzima que transfere o monossacarideo N-
acetilgalactosamina do  substrato  doador  uridina-difosfato (UDP)-N-
acetilgalactosamina para o residuo final de galactose-fucose do antigeno H, para

produzir a estrutura ativa A (Figura 5).

= GALNAC N-acetilglicosamina:
Carboldrato imunodominantc
savel pela
GAL respon >
o i especificidade “*A"".
Antigeno ‘A"’ - GLNAC

copqrr AA —> Antigeno ‘A"’
Estrutura “H AOC —> transferase

(Genétipo
herdado)

Figura 5 — Formacao do antigeno A. Fonte: HARMENING; FIRESTONE, 2006, p.97.
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O produto do gene B é a enzima que transfere a D-galactose do UDP-
galactose para o residuo final de galactose- fucose do H, para produzir a estrutura
ativa B (Figura 6).

O alelo O néo produz enzima ativa, somente as hemacias do grupo O néo
convertem o antigeno H (DANIELS, 2005). Essa inabilidade do gene O em codificar
as transferases A e B é devida a uma diferenca estrutural em relagdo aos
nucleotidios o que resulta em uma proteina inativa, completamente diferente,
incapaz de modificar o antigeno H(YAMAMOTO, 1990).

O modelo com trés genes A, B e O, proposto para explicar seu modelo de
heranca, foi confirmado com a clonagem e o sequenciamento do I6cus ABO no
inicio dos anos 1990 e, a partir desses conhecimentos as diferencas na sequéncia
de nucleotideos dos genes tornaram-se conhecidas e passiveis de serem utilizadas

na genotipagem de populacoes.

D-Galactose: Carboidrato imunodominante responsavel pela
especificidade “"B""

Figura 6 — Formacao do antigeno B. Fonte: HARMENING; FIRESTONE, 2006, p.98.



25

Os genes A e B diferem em sete substituicbes de nucleotideos localizadas
nas posi¢cdes 297, 526, 657, 703,796, 803 e 930 e o gene O! é idéntico ao gene A,
exceto pela delecdo de uma base nitrogenada guanina na posicdo 261 do exon 6.
Essas diferencas contribuem para a troca de quatro aminoacidos nas posicoes 176,
235, 266 e 268 das transferases A e B e, portanto, determinam suas especificidades
( MATTOS; MOREIRA, 2004). Segundo afirmagao de D’Adamo, o grupo sanguineo
“O” teria sido o0 primeiro grupo sanguineo a aparecer na espécie humana. Para tal
afirmacao seria necessario admitir que somente o l6cus H existia em humanos nao-
primatas (MATTOS; MOREIRA, 2004). Muitos artigos publicados, entre 1993 e
2000, demonstraram a presenca dos antigenos ABO e das glicosiltransferases
responsaveis pela sintese do antigeno A em tecidos e secre¢fes coletadas de
outros primatas ndao-humanos. Logo, tal afirmacdo ndo pode ser aceita de que o
gene O surgiu antes dos genes A e B no lécus ABO. Apds a construcdo de um
sistema filogenético de alelos ABO de humanos e ndo-humanos, Saito e Yamamoto
concluiram que o gene ‘A’ representaria a forma ancestral dentro no lécus ABO
(MATTOS; MOREIRA, 2004). Assim, no sentido da evolucédo, é dificil de acreditar
que um gene normal como o ‘A’ e ‘B’ tenham evoluido de um gene anormal como o
‘0.

2.1.3 Antigenos ABO em recém-nascidos

A conversdo do antigeno H em A ou B nao é idéntica em todos os individuos.
As transferases também ndo estdo completamente desenvolvidas ao nascimento e,
inicialmente, s6 tém atuacdo sobre cadeias precursoras nado-ramificadas, de
composicdo bioquimica mais simples; atividade normal somente é observada apos
os dois anos de idade. Dessa forma os recém-nascidos apresentam uma menor
quantidade de antigenos ‘A’ ou ‘B’ nas hemacias e, por conseguinte, maior
concentracéo de H, do que um adulto (VERRASTRO; LORENZI; NETO, 2005).

Os antigenos ABH se desenvolvem precocemente, por volta do 37° dia de
vida fetal, mas ndo aumentam sua poténcia durante o periodo gestacional.
Tipicamente, a reatividade ABH do eritrécito neonatal ndo é tdo forte quanto a da
célula adulta. As heméacias do recém-nascido possuem cerca de 25% a 50% do
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namero de sitios antigénicos encontrados em uma hemacia adulta. Além da idade, a
expresséao fenotipica dos antigenos ABH pode variar com raga, interacdo genética e
estados patologicos (HARMENING; FIRESTONE, 2006).

Em relac&o as criangas entre zero e 12 meses de idade, uma das alteracdes
hematoldgicas importantes que podem acontecer € em relacdo aos subgrupos de
‘A’, onde pode ocorrer um atraso no desenvolvimento do antigeno Al, que, devido a
uma expressao tardia dos sitios antigénicos na superficie das hemacias,
caracteristica do grupo sanguineo ‘A’, podera ocorrer uma identificacdo errbnea dos
subgrupos ou, até mesmo, do grupo.

A maior parte dos lactentes do grupo ‘A’ parece ser A2 no nascimento, ja que
os antigenos ABO nédo estdo completamente desenvolvidos nos eritrocitos nesse
periodo. A maioria das células A2 do corddo umbilical eventualmente agrupar-se-a
como individuos Al, ap6s um determinado periodo de tempo, usualmente alguns
meses (HARMENING, 1992).

Ja outro autor nos diz que embora os antigenos ABO sejam detectados em
eritrocitos de fetos com seis semanas de idade, eles ndo atingem a completa
expressao do adulto nos eritrcitos até os trés anos de vida. (MOLLISON, 1993 apud
HENRY; BEADLING, 1999).

Segundo Harmening e Firestone (2006) os recém-nascidos possuem uma
deficiéncia de antigenos H3 e H4 ramificados e, portanto, também de Ac e Ad, o que
possivelmente explica o fendtipo A2. As células adultas contém uma concentracao
mais elevada de estruturas ramificadas H3 e H4 e, consequentemente, apresentam
determinantes Ac e Ad nos individuos Al.

2.2 Subgrupos do aglutinogénio A

Dentro do sistema ABO existem diversos subgrupos sanguineos: subgrupos
‘A’, subgrupos ‘B’ e subgrupos ‘H’, sendo que os mais frequentemente encontrados
na pratica sdo os subgrupos A (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003).

Em 1911, Von Dungern descreveu dois diferentes antigenos ‘A’, baseado nas

reagfes com anti-soros anti-A e anti-Al. As hemacias Al, que reagem somente com
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anti-A e ndo com anti-Al, séo classificadas como subgrupo A2. Os eritrécitos que
reagem com anti-A e anti-Al s&o classificados como Al (HARMENING;
FIRESTONE, 2006). Além da diferenca quantitativa, as reacbes com as aglutininas
anti-A e anti-Al1 demonstraram, também, diferenca qualitativa entre o0s
subaglutinogénios Al e A2. Assim, segundo Wiener (1941, apud LIMA et al, 2001),
os individuos dos subgrupos A2 e A2B podem, excepcionalmente, imunizar-se aos
individuos do subgrupo Al, por transfusdes, ou as mulheres, por gestacdo de feto
cujo sangue contenham o subaglutinogénio Al.

A classificacdo dos fendtipos Al e A2 contribui com 99% de todos os
individuos do grupo ‘A’. Os fenoétipos do grupo ‘A’ que demonstram reatividade
sorologica mais fraca do que A2 sdo designados como subgrupos fracos. Estes
subgrupos formam 1% do total de subgrupos de ‘A’. A presenc¢a ou auséncia de anti-
Al no soro, bem como estudos secretores e testes de adsorcao-eluicdo podem ser
utilizados para subdividir os individuos ‘A’ em A3, Ax, Aend, e outros (HARMENING;
FIRESTONE, 2006). Dentre as variantes raras de antigeno ‘A’, a mais frequente é a
A3, e que foi observada com frequéncia de cerca de 1:1.000 na populacéo
dinamarquesa (BEIGUELMAN, 2003). Segundo outros autores, as variantes do
antigeno ‘A’ sdo classificadas em duas categorias, com frequéncias de cerca de
1:40.000 ou menos. A primeira delas é denominada Ax e inclui os antigenos
descritos sob as designacdes Ax, A4, A5, Az e Ao A segunda categoria €
denominada Am (WIENER; GORDON, 1956 apud BEIGUELMAN, 2003). Os
subgrupos mais fracos que o A2 ocorrem raramente e, em geral, S&o caracterizados
por numeros decrescentes de sitios antigénicos de ‘A’ nas hemacias, com um
aumento reciproco da atividade do antigeno H. Os genes responsaveis constituem
menos de 1% do conjunto total de genes A (FRESENIUS HEMOCARE, 2006).

De modo similar, existem subgrupos de B determinados sorologicamente (B3,
Bx, Bm, Bel), porém muito raros. Os subgrupos de ‘A’ e subgrupos de ‘B’, resultam
de mutagbes da estrutura do gene da glicosiltransferase (DOMINGUES, 2007)
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Interpretacdo de subgrupos sanguineos do sistema ABO. Reac¢Bes das hemacias com
anti-soros e Reacgdes dos soro e/ou plasma com hemacias-teste.

FENOTIPO Soro Soro Soro Lectina Lectina He He He He Saliva do
Anti-A  Anti-B  Anti-AB  Anti-H Anti-A;  Aq A, B 0 secretor

A 4+ 0 4+ 0 4+ 0 0 4+ 0 AeH
Aint 4+ 0 4+ 3+ 2+ 0 0 4+ 0 AeH
A, 4+ 0 4+ 2+ 0 *x 0 4+ 0 AeH
Az 2+4CM 0 2+CM 3+ 0 *x 0 4+ 0 AeH
Am 0/+- 0 0/+- 4+ 0 0 0 4+ 0 AeH
AX 0/+- 0 +/2+ 4+ 0 2+ 0+ 4+ O H

0
Ael 0 0 0 4+ 0 2+/ 0 4+ 0 H

0
B 0 4+ 4+ 0 -- 44+ 4+ 0 0 BeH
Bs 0 +/CM 2+/CM 4+ -- 4+ 4+ 0 0 BeH
Bm 0 0 0/+- 4+ -- 4+ 4+ 0 0 BeH
Bx 0 0/+- 0/2+ 4+ -- 4+ 4+ 0 0 H

Fonte: VENGELEN-TYLER, apud DOMINGUES, 2007, p.7.
+ - = intensidade fraca de aglutinagdo; CM = campo misto; He = hemacia

2.2.1 Classificagcéo dos subgrupos de A

A classificacdo dos individuos dos subgrupos de ‘A’ e ‘AB’ pode ser feita com
auxilio de anti-soros preparados a partir do soro sanguineo de individuos do grupo
B, adsorvidos com hemacias A2 sendo denominados anti-soros anti-Al adsorvidos.
Existe também, a lectina anti-Al, descoberta por Bird (1952 apud BEIGUELMAN,
2003), extraida de sementes de Dolichos biflorus, a qual é um excelente reagente
para a deteccdo de hemacias Al e A1B.

Outra fonte de anti-soros anti-Al é constituida por cerca de 2% dos
individuos do grupo sanguineo A2 e 25% dos individuos A2B, os quais apresentam
em seu sangue o anticorpo anti-Al. Em algumas populacfes, a propor¢cdo de
individuos A2 e A2B com anticorpos anti-Al no soro sanguineo pode ser bem maior.
Lenkiewicz e Sarul (1971) constataram a presenca de anti-Al no soro sanguineo de
14% dos individuos do grupo A2 e em 51% dos do grupo A2B (BEIGUELMAN,
2003).

A importancia da subdivisdo do aglutinogénio ‘A’ reside na diferenca
guantitativa apreciada na reacdo dos subaglutinogénios Al e A2 em face do soro
padrdo anti-A. Os glébulos do subgrupo A2, sobretudo os do A2B, reagem menos

intensamente do que os dos Al e A1B: pode a aglutinacdo passar despercebida, a
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menos que se use soro anti-A de titulo elevado ou, de preferéncia, titulado com
glébulos dos subtipos A2 e A2B, previamente identificados (LIMA, 2001).

Com o avanco da biologia molecular, a classificacdo dos subgrupos
sanguineos também pode ser feita, com o conhecimento de seus diferentes alelos
ABO, através de diversas técnicas de genotipagem que envolvem a reacdo de

polimerase em cadeia (PCR).

2.3 Lectinas

Sao proteinas receptoras especificas presentes nas sementes de plantas e
em alguns animais invertebrados e vertebrados inferiores. Pode-se citar algumas
utilizadas para determinacéo de grupos e subgrupos sanguineos:

e Lectina anti-H preparada a partir do Ulex europaeus;

e Lectina anti- Al preparada a partir do Dolichos biflorus;

e Lectina anti- N preparada da Vicia graminea, entre outras.

2.3.1 Dolichos biflorus aglutinina (DBA)

A aglutinina Dolichos biflorus (DBA) é uma glicoproteina com peso molecular
de aproximadamente 120kD e consiste de quatro subunidades de tamanhos
aproximadamente iguais. Esta lectina apresenta pH em torno de 55 e um
carboidrato especifico em direcdo a a-N-acetilgalactosamina ligada. DBA é cerca de
5 mil vezes mais ativa na aglutinacdo de células do subgrupo Al versus células A2,
sendo usada para distinguir estes grupos na rotina sorolégica. E também utilizada
para classificar individuos Al secretores através da técnica de inibicdo da
hemaglutinagdo e apresenta potencial aplicacdo na investigagdo de tumores o0s
quais influenciam nas substancias grupo-especificas (VECTOR LABORATORIES,
2011).
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Landsteiner e Levine foram os primeiros a mostrar, em 1927, que o0s

subgrupos Al e A2 sao transmitidos por heranca. Os pesquisadores Thomsen,

Friedenreich e Worsae, estudando estes subgrupos e sua heranga, em 1930,

demonstraram que se transmitem hereditariamente por dois genes alélicos, At e A?

0S quais, unidos aos genes B e O, somam quatro genes alélicos: AL, A2, B e O, em

vez de trés admitidos por Bernstein. Os genes At, A2 e B sdo dominantes sobre O,

e, por sua vez, o gene A! domina o A2 Estes quatros genes alélicos permitem

reconhecer seis fenétipos Al, A2, B, A1B, A2B e O e 10 genétipos, quatro

homozigotos e seis heterozigotos, conforme Tabela 3 (LIMA et al., 2001).

Tabela 3 — Fendtipos e Gendtipos do sistema ABO.

Gendtipos
Fenétipos Homozigotos Heterozigotos
A; AlA; A;, O, AJA;
A, AA, A0
B BB BO
A;B - AB
A,B - A,B

) 0o -

Fonte: LIMA et al., 2001.

Desta maneira € possivel observar alguns parametros:

e A propriedade Al ndo pode aparecer nos globulos de um filho se nao

existir em um ou ambos os progenitores. A propriedade A2, sendo

recessiva em relacdo a Al, pode aparecer no filho, embora aparentemente

nao exista nos progenitores do subgrupo Al;

e Da unido de dois progenitores A1B, ndo nascem filhos A2; e de dois

progenitores A2B, ndo podem nascer filhos A1,

e Dos cruzamentos AlBxB e Al1BxAl1B, ndo podem nascer filhos do

subgrupo A2B.

A heranca do gene A’ leva a producédo de altas concentragdes da enzima a3-

N-acetilgalactosaminiltransferase, que converte quase toda a estrutura precursora H
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7

em antigenos Al nas hemacias. Al € um gene muito potente que cria de 800mil a
1.170mil sitios antigénicos A1 em uma hemacia adulta. A heranca de um gene A2
resulta na producdo de somente 240mil a 290mil sitios antigénicos A2 na hemacia
A2 adulta. Essas diferencas quantitativas se refletem também, na concentracéo das
transferases, pois estas enzimas demonstraram maior atividade no soro de
individuos Al do que nos individuos A2 evidenciada pela capacidade de converter
células do grupo ‘O’ em células ‘A’ (HARMENING; FIRESTONE, 2006).

Nos subgrupos mais raros, a quantidade de antigenos “A” decresce,
continuamente, de Al até Am. A reacdo antigeno/anticorpo somente € visivel
(hemaglutinacdo) quando o numero de sitios antigénicos € superior a 2 mil.
Portanto, em alguns subgrupos, em que os acgUcares estdo muito fracamente
expressos, podem-se observar até mesmo reacfes negativas na prova direta, com
soro anti-A, discrepantes dos resultados obtidos na prova reversa. Tem-se como
exemplos os subgrupos Am, Ay.

Schenkel-Brunner (1982) observou que a habilidade da N-acetilgalacto-
saminiltransferase dependente do gene A! &€ maior para converter todo o tipo de
precursor H em determinantes antigénicos Al, enquanto a acéo da transferase A2
fica limitada a um namero especifico de estruturas H, deixando-as inalteradas. Estes
resultados contribuiram para um melhor entendimento das diferencas quantitativas
entre as células Al e A2.

Tilley (1978) em seu estudo observou que o nivel de transferase era mais alto
em adultos Al do que em adultos A2. O nivel de transferase A1 em gestantes foi
apreciavelmente menor que em nédo-gestantes. O nivel de N-acetilgalactosa-
miniltransferase no soro de recém-nascidos Al era mais alto que no soro de nao-
gestantes. O nivel de N-acetilgalactosaminiltransferase em recém-nascidos A2 foi,
no minimo, téo alto quanto o nivel em mulheres A2 adultas ndo-gestantes. O maior
nivel de atividade foi descoberto em um recém-nascido A1 de mae A2. Este estudo
confirmou resultados observados por Schachter et al. (1971), que o nivel de
transferase Al diminui durante a gestacao e é mais alta em recém-nascidos Al.

O fenotipo A2, produto do gene A2 (A201), é caracterizado pela substituicao
de uma unica base no nucleotidio 1059. Em consequéncia disso, sao adicionados a
transferase ‘A’ 21 aminoacidos, o que altera sua capacidade de adicionar acUcares
imunodominantes sobre a estrutura precursora das hemacias, levando a uma

diminuicdo quantitativa de sitios antigénicos, mas, que nem sempre significardo uma
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diferenca de reatividade na fenotipagem com o soro anti-A (GIRELLO; KUHN,
2007). Na Figura 7 a representacdo esquematica dos genes Al e A2 e proteinas

codificadas por eles.

A" 5 C 467 3
NH2 COOH
Pro156
1059,1060,1061
Az 5 T 467 C(del) 3
NH2 COOH
Leu 156

Figura 7 — Representacdo esqueméatica dos genes Al e A2 (linha superior) e proteinas codificadas
por eles (linha inferior). Fonte: Construcdo da autora.

A mudanca estrutural no alelo A' que dara origem ao Alvariante ou Alv
(A102) é decorrente da mutacdo no nucleotideo (nt) 467, que resulta na substituicao
do aminoacido Prol56Leu. Os dois alelos sdo extremamente diferentes nas poucas
populacdes estudadas. Outros dois alelos A mutantes foram descritos, sendo que o
primeiro apresenta as substituicdes C467T (Prol56Leu) e C564T, e o segundo, a
mutacao silenciosa A297G, ndo afetando a atividade das transferases (OLSSON,
2001 apud BATISSOCO; NOVARETTI, 2003).

O alelo A2 (A201) é caracterizado pela substituicdo de uma Unica base no
nucleotideo (nt) 467 e uma dele¢&o no nt 1060. Essa dele¢do ocorre em um dos trés
residuos consecutivos de citosina (C), proximo a carboxila terminal. Em
consequéncia, sdo adicionados a transferase A, 21 aminoacidos, o que diminui sua
atividade e leva a um espectro limitado de substrato aceptor. A mutacédo no nt 467,
C T, leva a troca do aminoécido prolina pela leucina, ndo apresentando nenhuma
relacdo quanto a atividade da transferase (NOVARETTI, 2003; YAMAMOTO, 2000
apud BATISSOCO; YAMAMOTO, 1992 apud SVENSSON et al., 2009).

Recentemente, alguns estudos demonstraram a presenca de outros trés
variantes em individuos detectados sorologicamente como A2z : A106, A107 e R101
(SCHENBEL-BRUNNER, 2001 apud BATISSOCO; NOVARETTI, 2003).

Ogasawara et al. (1998), estudando o desequilibrio entre os fendétipos A2 e
A2B em japoneses, onde a frequéncia de A2B é bem mais alta que A2, observaram

gue o alelo R101 é frequente em individuos A2B e menos frequente em individuos
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A2. O alelo R101 seria responsavel pelo fenotipo A2 em heterozigotos com alelos B,
e responséavel pelo fendtipo A1 em heterozigotos com alelos O. As frequéncias
relativas dos fenotipos A2 e A2B em individuos A e AB positivos, respectivamente,
sdo quase iguais na populacédo caucasiana (VOAK; MOURANT, 1970, 1976 apud
OGASAWARA et al.,, 1998). Em contraste, em algumas populagbes negras e
orientais, incluindo os japoneses, a frequéncia de A2B é significativamente maior
que a frequéncia de A2 (YAMAGUCHI, 1967 apud OGASAWARA et al., 1998).
Geralmente diz-se que Al possui dois antigenos, ‘A’ e Al, enquanto que A2 possui
um, o antigeno ‘A’ (HARMENING; FIRESTONE, 2006). Essa caracteristica
explicaria porque o subgrupo Al reage melhor com anti-Al e anti-A e o subgrupo A2
reage com anti-A.

Bioquimicamente, a transferase A2 ndo consegue ligar carboidratos nas
cadeias H ramificadas, mas, somente nas lineares, conduzindo as diferencas
quantitativas entre os dois fenoétipos. Esse fato também é demonstrado pela
ocorréncia, em aproximadamente 4% dos individuos A2, de anticorpos naturais anti-
Al. Por isso, utiliza-se a lectina anti-Al (extrato de Dolichos biflorus) para a
definicdo de subgrupos ‘A’. Essa lectina reage especificamente com acucares
ligados somente as estruturas H do tipo ramificadas, presentes, portanto, somente
nos individuos de fenétipo A1 (GIRELLO; KUHN, 2007).

Também existem diferencas qualitativas, considerando que 1% a 8% dos
individuos A2 produzem anti-A1 em seus soros, e 25% dos individuos A2B
produzem anti-Al; esta caracteristica ocorre devido a alguma alteracdo na estrutura
antigénica, porque os individuos A2 e A2B ndo podem reconhecer o antigeno Al
como parte da estrutura de sua hemacia e sdo imunologicamente estimulados a
produzir anticorpos especificos A1 (HARMENING; FIRESTONE, 2006).

Uma teoria mais detalhada, dos subgrupos ABO, foi proposta pela
identificacdo de quatro formas diferentes de antigenos H, duas sé@o cadeias retas
nao ramificadas (H1, H2), e as outras duas séo cadeias complexas ramificadas (H3,
H4). H1 e H4 correspondem a estruturas precursoras nas quais a enzima A pode
atuar para converter o antigeno H em glicolipidios ativos do grupo sanguineo ‘A’.
Estudos sobre as caracteristicas quimicas e fisicas das enzimas transferases Al e
A2 demonstraram que essas duas enzimas sao diferentes qualitativamente.
Glicolipidios H1 e H2 (cadeias Tipo 1 e Tipo 2) de cadeia reta podem ser

convertidos em antigenos Aa e Ab, respectivamente, por enzimas Al e A2, sendo a
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enzima A2 menos eficiente. As estrutura ramificadas mais complexas H3 e H4
(cadeias Tipo 3 e Tipo 4) podem ser convertidas em antigenos Ac e Ad pela enzima
Al e somente muito fracamente pela enzima A2 (Figura 8).

Consequentemente, mais antigenos H ndo convertidos estédo disponiveis nas
hemécias do grupo A2 e somente os determinantes Aa e Ab sdo formados a partir
das estruturas H1 e H2. Nas hemacias de alguns individuos A2, Ac € extremamente
baixo e Ad estd completamente ausente. E de se esperar que estes sejam 0s
individuos nos quais se encontraria Anti-Al no soro. Este anticorpo anti-Al pode
realmente ser anticorpo contra os determinantes Ac e Ad, os quais estes individuos
A2 n&o possuem (HARMENING; FIRESTONE, 2006) (Quadro 1).

Em meados do século XX, foram publicados artigos relativos a diferencas
qualitativas entre os subgrupos Al e A2. O consenso de tais publicacdes foi de que
a base quimica do fen6tipo Al é constituida pela presenca de grande quantidade de
cadeias A Tipo 3, quantidade moderada de cadeias A Tipo 4 e menor quantidade de
cadeias H Tipo 3. Inversamente, o subgrupo A2 é caracterizado pela auséncia, ou
pela presenca moderada de cadeia A Tipo 3, auséncia de cadeias A Tipo 4, e
presenca de cadeia H Tipo3. Em relacao a tais afirmacgdes, Svensson et al. (2009)
demonstraram que a maior diferenca glicolipidica entre os fenétipos Al e A2 esta na
dominéncia dos glicolipidios de cadeia A Tipo 4 no feno6tipo Al (Figura 9).
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Type 2 chain GSL antigens: Unbranched vs. branched A and H
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Figura 8 — Cadeias Lineares e ramificadas dos antigenos A e H. Fonte: HAKOMORI, 1999, p.250.
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Hemacias Caracteristicas
A2 Predominantemente Aa e Ab e sitios antigénicos H3 e H4 ndo-convertidos
Al Determinantes Aa, Ab, Ac e Ad e sitios antigénicos H3 e H4 ndo-convertidos
Quadro 1 — Caracteristicas estruturais das hemacias Al e A2. Fonte: HARMENING; FIRESTONE,
2006.

Grande quantidade de Cadeia ATipo 3

Fenotipo A1 Presenca de CadeiaATipo 4 *

Menor quantidade de Cadeia H Tipo 3

Grande quantidade de Cadeia ATipo 3

Fenotipo A2 Ausénciade CadeiaATipo 4 *

Presenca de Cadeia H Tipo 3

Figura 9 — Diferencas glicolipidicas entre os fendtipos Al e A2. Fonte: Construcao da autora.

Como ja foi dito, a maioria dos lactentes do grupo ‘A’ parece ser A2 ao
nascimento, com o subsequente desenvolvimento de Al alguns meses mais tarde.
Os recém-nascidos possuem uma deficiéncia de antigenos H3 e H4 ramificados e,
portanto, também de antigenos Ac e Ad, o que possivelmente explica o fendtipo A2.
As células adultas contém uma concentracdo mais elevada de estruturas
ramificadas H3 e H4 e, consequentemente, apresentam determinantes Ac e Ad nos
individuos A1 (HAKOMORI, 1999; HARMENING; FIRESTONE, 2006).

2.5 Técnicas atuais

Existem varias metodologias utilizadas para a investigacdo dos subgrupos Al
e A2, o gel teste é o que mais se destaca e seu emprego € frequente. Este teste é
realizado em cartdo-gel e utiliza a presenca de anti-Al (humano) ou anti-H
(monoclonal), o que representa uma nova forma de leitura das reagbes de

aglutinacdo. Estes testes possuem maior sensibilidade, procedimentos
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padronizados e de simples execucdo, sdo estaveis por dias, oferecem maior
biosseguranca e resultados objetivos (DIAMED, 2009).

Além das técnicas com antissoros (tubo e cartdo gel) para a deteccao de
subgrupos sanguineos, ainda se pode utilizar métodos mais especificos como a
genotipagem por PCR (Reacgéo de Polimerase em Cadeia). Os avanc¢os na biologia
molecular na ultima década tém providenciado o conhecimento de diferentes alelos
ABO, assim como diversas técnicas para sua deteccdo (BATISSOCO; NOVARETTI,
2003).

Entre os mais frequentes métodos descritos para a genotipagem destacam-
se a PCR juntamente com o estudo do polimorfismo de comprimento de fragmentos
de DNA, a amplificacdo do DNA por meio de primers alelos especificos (ASP), a
deteccdo de alteracdes de conformacdo das cadeias simples do DNA e outras
diversas técnicas como o sequenciamento automatico (TERGUSON-SMITH et al.,
1976).

2.6 Importéancia dos subgrupos Al e A2

2.6.1 Banco de sangue

A presenca do Antigeno A2 pode causar problemas em transfusdes de
hemocomponentes. Segundo Harmening (2006), 1% a 8% dos individuos A2
produzem anti-Al em seus soros e 25% dos individuos A2B produzem anti-Al.

Estudando o envolvimento dos subgrupos de ‘A’ nas reacdes transfusionais,
Wiener (1941) concluiu que a maioria dos grupos ‘A’ e ‘AB’ ndo continham
anticorpos irregulares anti-Al, e que, quando presentes, S840 minimamente ativos a
temperatura corporal. Portanto a transfusao de hemécias do grupo Al a um receptor
com este anticorpo raramente leva a uma reagéo transfusional hemolitica. Esses
anticorpos ndao causam Doenca Hemolitica do Recém-Nascido (HARMENING;
FIRESTONE, 1992; LIMA et al., 2001).

Porém, essa crioaglutinina IgM é detectada no teste de compatibilidade e na

tipagem inversa, o que pode fazer com que varias bolsas de sangue sejam
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descartadas por uma ‘falsa’ incompatibilidade. E um fator de discrepancia ABO
(LEE, 1998). Também esta presente a possibilidade de se fazer uma tipagem
incorreta das hemacias doadoras. Como A2 é um antigeno fraco, os eritrcitos
podem ser tipados como do grupo O. Se o receptor A2 recebe hemacias do grupo
O, isso ndo traz nenhum prejuizo. Se, entretanto hemécias do grupo A2 sao
administradas a um receptor do grupo O, o resultado pode ser uma reacao
hemolitica intravascular transfusional, pois o anti-A do receptor destruird as células
A2 (LEE et al., 1998).

Na maioria das vezes o anticorpo anti-Al é um anticorpo frio e ndo causa
problemas transfusionais, mas ele pode, esporadicamente, atuar a quente, e sua
presenca em individuos A2 que receba sangue de um doador Al podera provocar
reacao transfusional. De qualquer modo, independentemente de o anticorpo anti-Al
atuar a frio ou a quente, é importante detectar os individuos A2 e A2B que possuem
esse anticorpo, pois eles causam problemas nos testes de compatibilidade
sanguinea (BEIGUELMAN, 2003).

Com relacdo a expressao antigénica do subgrupo A2, pode-se relatar um
caso, ocorrido na cidade de Porto Alegre, onde uma transfusdo ABO incompativel,
de concentrado de hemécias A2 em receptor do grupo sanguineo B ndo resultou em
hemdlise imediata, provavelmente, devido a baixa expressao antigénica das
hemacias A2 do doador e/ou o baixo titulo de anticorpos anti-A do receptor. Embora
0 paciente nao tenha sofrido reacao hemolitica fatal, este erro certamente contribuiu
para retardar seu pronto restabelecimento (CAMPOS et al., 2010). Pela
necessidade de transfusGes de concentrado de plaquetas em pacientes da clinica
de hematologia-oncologia torna-se pertinente ressaltar a importancia dos antigenos
ABO expressos na superficie das plaquetas.

Em estudos realizados entre os anos de 2005 e 2009 foi relatada a
importédncia do subgrupo sanguineo A2 nas transfusbes de concentrado de
plaquetas (COOLING et al., 2005; JULMY et al., 2009). Os autores constataram que
a identificagcdo do subgrupo A2 em doadores de plaquetas, para uma transfusao
ABO incompativel, isto é, receptor do grupo ‘O’ ou ‘B’ resultava em bom rendimento
da sobrevida das plaguetas. Os doadores do subgrupo A2 apresentam uma menor
expressdo de antigenos A, também na superficie das plaquetas, o que elevaria o
rendimento desta transfusao.

Os dados apresentados por Julmy et al, (2009) indicaram claramente que em
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criangas a transfusdo de plaquetas, por aférese tem menor eficacia, com excec¢éo
de plaquetas de doadores subgrupo A2. Com concentrado de plaquetas mostrou
comparavel eficacia para transfusdes ABO idénticas.

Clinicamente, transfusdo de plaquetas ABH-incompativeis pode estar
associada com a diminuicdo na recuperacédo, sobrevida encurtada, e um aumento
na incidéncia e inicio da refratariedade HLA-imune. Incompatibilidade ABH pode
levar a provas cruzadas positivas plaquetarias, agindo sinergicamente com
incompatibilidade HLA ocasionando um decréscimo na recuperacdo e sobrevida
pés-transfuséo de plaquetas (COOLING et al., 2005).

2.6.2 Medicina legal

A investigacdo dos subgrupos de ‘A’ adquire grande importancia quando se
observa que os estudos de investigacdo de paternidade podem utilizar como
marcadores os fendtipos Al e A2 (VALDES et al., 1997).

2.6.3 Transplante de 6rgaos

Segundo Nelson et al. (1992), em certas circunstancias, orgdos de doadores
pertencentes ao subgrupo sanguineo A2 podem ser transplantados em receptores
do grupo ‘O’ ou ‘B’, levando-se em conta a baixa expressdo antigénica do subgrupo
A2. Além disso, soro de receptores foram analisados para as formas de
imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina M (IgM) de anticorpos contra eritrocitos Al
e A2, existindo uma forte correlagdo entre um baixo (menor ou igual a 1:8) titulo de
IgG anti-Al e a funcdo do enxerto a curto e longo prazo. Receptores com titulos
maiores que 1:8 no soro, antes do transplante, tém muito mais chances de falha no
enxerto. O mesmo autor ndo recomenda transplante de rim, de individuos A2 para
receptores ‘B’ ou ‘O’, com titulos maiores que 1:8, sendo que a escolha de
receptores com titulos menores possuem igual fungdo que pacientes ABO

compativeis (NELSON, 1992). O mesmo autor observou que pacientes pertencentes
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ao grupo sanguineo ‘B’ apresentam, ao longo do tempo, menor titulo de anti-Al IgG
gue os pacientes do grupo ‘O’. A sobrevida do transplante foi de 89% se comparada
com 58% dos receptores do grupo ‘O’. Sendo assim, recomenda-se a triagem de
todos os doadores de Orgdos para o0 grupo sanguineo A2 e que este transplante
pode ser seguro e bem-sucedido em certos pacientes com grupo sanguineo ‘B’ ou
‘0.

Em relacdo aos transplantes de figado, Fishbein et al,(1999), em trabalho
realizado com seis doadores pertencentes ao subgrupo A2 para transplantes em
receptores ‘O’, sem aumento do uso de imunossupressores e sem restricdo no que
diz respeito aos titulos de anticorpos, todos os seis pacientes tinham altos titulos de
anti-A (>1:8), e todos os transplantes funcionaram normalmente. Para os autores,
transplante de figado de doadores do grupo sanguineo A2 para receptores ‘O’ é
seguro e pode ser realizado sem a perda do transplante e sem considerar o titulo de
anti-A. O transplante de figado de A2 para receptores ‘O’ pode, parcialmente,
compensar o maior uso de figados ‘O’ para outros grupos sanguineos.

Nos anos 1970, ensaios clinicos foram iniciados transplantando rins de
subgrupos sanguineos A2 para receptores ‘O’. Os tecidos de individuos A2
expressam reduzidos antigenos se comparados com o subgrupo Al e os receptores
nao teriam especial pré-tratamento padréo para imunossupressao.

Em criancas menores de trés anos de idade, muitos transplantes de figado
ABO incompativeis tém sido bem-sucedidos, especialmente com doadores vivos.
Em relacdo a transplantes coracdo/coracdo, pulmao/pulmao, ha relatos de poucos
sucessos. Recentemente, uma série de transplantes de coracdo ABO incompativeis
realizados em criancas pequenas foram relatados com uma alta taxa de sucesso
(RYDBERG, 2001).

2.7 Anemia

Considerando que a partir do nascimento o recém-nascido sofre importantes
modificacdes do seu quadro hematologico com a finalidade de se adaptar ao meio
extra-uterino e pelo risco do desenvolvimento da anemia que acomete,

principalmente, as criancas entre 6 e 12 meses de idade torna-se necesséria a
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abordagem deste tema.

Anemia é uma afeccdo caracterizada por deficiéncia de oxigenacgéo tecidual
decorrente de alteracéo dos transportadores de oxigénio, da capacidade de libera-lo
as células e, destas, de aproveita-lo (MARCONDES et al.,, 2003). A anemia €
definida pela diminuicdo da taxa de hemoglobina abaixo dos minimos arbitrados
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 13g/dl para homens adultos, 12 g/dI
para mulheres adultas e criancas de 6 a 12 anos, e 11 g/dl para gestantes e
criancas de seis meses a seis anos (FAILACE, 2003). Quando este quadro ocorre
devido a deficiéncia de ferro € denominada anemia ferropriva, sendo esse o tipo
mais comum de anemia nutricional na infancia, e de grande relevancia nao sé nos
paises em desenvolvimento, como nhaqueles altamente industrializados
(BRANDALISE; MATSUDA, 1981).

De modo geral, a anemia instala-se em consequéncia de perdas sanguineas
elou por deficiéncia prolongada da ingestao de ferro alimentar, principalmente em
periodos de maior demanda, como criancas e adolescentes que apresentam
acentuada velocidade de crescimento. Além disso, a gestacdo e lactacdo também
sdo periodos de maior demanda de ferro (QUEIROZ; TORRES, 2000).

Ao nascimento, 60% a 80% da hemoglobina total do recém-nascido é
constituida pela hemoglobina F (fetal com maior afinidade pelo oxigénio). A
dosagem média de hemoglobina total no cordao € de 16,9 £+ 1,6g/dl e, no caso de
prematuros, 15,9 + 24g/dl. A concentracdo de hemoglobina total/hematdcrito
decresce gradualmente nas primeiras semanas de vida, fato chamado de ‘anemia
fisiolégica’. E considerada fisiologica por ser autolimitada, geralmente bem tolerada
e ndo associada a anormalidade na infancia. A taxa de declinio depende da idade
gestacional ao nascimento; a dosagem de hemoglobina total/hematdcrito pode ser
de até 7g/dl/ 20% em recém-nascidos com quatro semanas de vida e que nasceram
com menos de 1lkg. A ‘anemia fisiologica’ requer tratamento somente se
sintomética. Embora uma reduc¢do da quantidade de hemoglobina circulante diminua
a capacidade carreadora do oxigénio do sangue, poucas alteracdes ocorrem até
qgue o nivel de hemoglobina caia abaixo de 7-8g/dl. Abaixo disso, a palidez torna-se
evidente na pele e membranas mucosas (HOSPITAL SIRIO-LIBANES, 2005).

Entretanto, fraqueza, taquipnéia, dispnéia aos esfor¢os, taquicardia, dilatacdo
cardiaca e insuficiéncia cardiaca congestiva resultam da anemia crescente,
independente de sua causa (BEHRMAN; KLIEGMAN; JENSON, 2005). O ferro é um



42

dos micronutrientes mais estudados e melhor descritos na literatura,
desempenhando importantes fun¢des no metabolismo humano, tais como transporte
e armazenamento de oxigénio, reacdes de liberacdo de energia na cadeia de
transporte de elétrons, conversao de ribose a desoxirribose, cofator de algumas
reacbes metabolicas essenciais (COOK, 1982 apud PAIVA; RONDO; GUERRA-
SHINOHARA, 2000). O ferro pode ser encontrado sob duas formas: ferrosa (Fe++)
e férrica (Fet+++) e seu conteudo corpéreo € de 3 a 5g, sendo que, parte
desempenha funcbes metabodlicas e oxidativas (70% a 80%) e outra, encontra-se
sob a forma de armazenamento como ferritina e hemossiderina no figado, baco e
medula 6ssea (20% a 30%) (QUEIROZ; TORRES, 2000).

Segundo alguns calculos, a deficiéncia de ferro e a anemia ferropénica
afetam mais de 3,5 milhdes de seres humanos. Os grupos mais afetados pela
anemia ferropénica em paises industrializados sdo as gestantes (56%), os escolares
(53%) e os pré-escolares (42%). Esta situacdo pode ser agravada pela presenca de
enfermidades como a malaria, as infestagcbes parasitarias, as enfermidades
infecciosas frequentes e outras deficiéncias alimentares, que podem afetar
indiretamente a formacdo da hemoglobina, em muitos casos, devido as perdas de
sangue que ocasionam. Os principais fatores de risco sdo a idade e a desigualdade
social (nivel socioeconémico precario, baixa renda familiar e aglomeragfes). Em
geral, as criancas sao especialmente susceptiveis a anemia, tanto em paises menos
industrializados como em zonas suburbanas de paises industrializados (GARIBAY,
2003). Em sua fase mais avancada, esta associada a sintomas clinicos como
fraqueza, diminuicdo da capacidade respiratoria e tontura. Mesmo na auséncia de
anemia, a deficiéncia de ferro pode acarretar distlrbios neurocognitivos (COOK,
1982 apud PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000). Como pode ocorrer em
decorréncia de multiplas causas é uma sindrome. Sua prevaléncia, liderada pela
anemia ferropénica, € tdo elevada que se constitui em problema mundial de saude
publica (FAILACE, 2003).

2.7.1 Hemoglobina fetal

Nos fetos, a obtencdo de oxigénio a partir do sangue da mée é conseguida
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devido ao desenvolvimento da hemoglobina fetal. Duas das quatro cadeias da
hemoglobina fetal e do adulto (cadeias a, alfa) séo idénticas, mas, a hemoglobina no
adulto tem duas cadeias B (beta), enquanto que o feto tem duas cadeias y (gama).
As cadeias B normais ligam-se ao difosfoglicerato, o seu regulador natural, que
participa na liberagdo do oxigénio. As cadeias y ndo se ligam da mesma forma ao
difosfoglicerato e por consequéncia tém uma maior afinidade para com o oxigénio.
Esta pequena diferenca na afinidade medeia a transferéncia de oxigénio da mae
para o feto. No feto, a mioglobina do musculo possui uma afinidade ainda maior
para o oxigénio, de forma que as moléculas do oxigénio passam da hemoglobina
fetal para serem armazenadas e usadas no musculo. A hemoglobina fetal ndo é
prejudicial na infancia, e nos humanos, a reposicdo da hemoglobina fetal pela
hemoglobina adulta ndo se completa antes dos seis meses de vida (Figura 10).

Apébs a 82 semana gestacional, a Hb F é a hemoglobina predominante; na 242
semana ela constitui 90% de hemoglobina total. Durante o terceiro trimestre, um
declinio gradual ocorre, de maneira que, ao nascimento, representa 70%, em média,
do total. A sintese de Hb F diminui rapidamente no pds-natal, e entre 6-12 meses de
idade apenas um traco esta presente (BEHRMAN; KLIEGMAN; JENSON, 2005).

Cerca de 80% da hemoglobina do recém-nascido é constituida pela
hemoglobina fetal. Essa hemoglobina possui maior afinidade com o oxigénio do que
a do adulto, levando a uma transferéncia de oxigénio da méae para o feto. Os niveis
mais reduzidos de 2,3 DPG e a hemoglobina fetal resultam em melhor transporte de
oxigénio para os tecidos, embora ainda inferior ao transporte de hemoglobina A.
Esta situacdo vai se modificando progressivamente até que, entre 0s quatro e seis
meses, se iguala a situacdo do adulto, embora a hemoglobina fetal seja
completamente substituida pela hemoglobina A ao final do primeiro ano de vida
(ELIAS; SOUZA, 20009).

A partir do nascimento o recém-nascido sofre importantes modificagcbes do
guadro hematolégico com a finalidade de se adaptar a0 meio extrauterino. As
reservas de ferro acumuladas pelo feto sdo mobilizadas, a partir do nascimento,
para suprir as necessidades do nutriente, impostas pelo crescimento acelerado e
pela reposicéo das perdas por meio das fezes e urina (OSORIO, 2002).

Para o recém-nascido, as reservas de ferro formadas durante a gestagéo sao
particularmente importantes, pois constituirdo importante fonte de ferro endégeno

que, juntamente com a fonte exdgena proveniente do leite materno, garantirdo as
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necessidades de ferro até os 4-6 meses de vida (QUEIROZ; TORRES, 2000).

100 ¢

Saturation with O, (%)

hemoglobin

O, pressure

Figura 10 — A hemoglobina fetal tem maior afinidade para o oxigénio do que a hemoglobina adulta.
Fonte: http://medicina.med.up.pt/bcm/trabalhos/2006/aminhaproteinafavorita/fetal.jpg.

2.7.2 Anemia fisiol6gica do recém-nascido

Observa-se nas primeiras semanas de vida uma queda acentuada,
autolimitada, da taxa de hemoglobina, comum a todos os lactentes e inversamente
proporcional a maturidade fetal. Trata-se de uma queda fisiol6gica da concentracao
de hemoglobina, cujo pico ocorre na oitava semana de vida. Esta queda é
conhecida como anemia fisiolégica do lactente, ndo sendo evitada por qualquer
medida preventiva e nem acompanhada de qualquer anomalia (STEKEL, 1984 apud
OSORIO, 2002). Em torno da oitava e décima segunda semana de vida ocorre a
retomada de producdo da eritropoiese e o ferro armazenado sera reutilizado
(BRANDALISE; MATSUDA, 1981; SIGULEM, 1988). Essa reserva de ferro ao
nascer € constituida durante a vida intra-uterina, fase em que o feto necessita
manter uma taxa elevada de hemoglobina para compensar a hipéxia da circulagcédo

placentaria (DUARTE et al., 2007).
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A anemia fisiolégica ndo requer tratamento além da dieta que contenha
nutrientes essenciais necessarios para a hematopoese normal, especialmente acido
félico e ferro (BEHRMAN; KLIEGMAN; JENSON, 2005). As reservas de ferro, do
nascimento aos seis meses de idade, quando a crianga recebe com exclusividade o
leite materno, atendem as necessidades fisioldgicas da crianca, ndo necessitando
de qualquer forma de complementacdo e nem de introducdo de alimentos sélidos
(OSORIO, 2002). Isto se deve a biodisponibilidade elevada do ferro no leite
humano, sendo cerca de 50% de seu ferro absorvido, 0 que compensa a sua baixa
concentracédo (0,5-1 mg de ferro/litro). Por outro lado, segundo alguns autores,
criancas com aleitamento materno exclusivo devem receber suplementacdo aos
guatro meses de idade. Ou seja, um bebé esta em situacéo precaria com relacédo ao
ferro, quando a dieta se torna inadequada ou ha perda de sangue externa, a anemia
surge rapidamente (BEHRMAN; KLIEGMAN; JENSON, 2005).

Para o recém-nascido a termo e com peso adequado a idade gestacional, o
estoque deste nutriente ao nascimento (75mg/kg) garante o suprimento até o quarto
ou sexto més, quando o ferro da dieta passa a ser fundamental na prevencdo da
anemia, visto que, neste periodo de vida, a intensa velocidade de crescimento
provoca esgotamento das reservas férricas do bebé (LOGGETTO; FISBERG;
BRAGA, 1995; SARFARC; STEFANINI; LERNER, 1995; SIGULEM, 1988). Os
lactentes, particularmente, estdo submetidos a uma maior dependéncia das fontes
dietéticas de ferro, em razdo dos elevados requerimentos fisiolégicos deste
elemento para atender a intensa velocidade de crescimento (SOUZA et al., 1997). A
partir dos seis meses, ocorre o esgotamento das reservas de ferro, e a alimentacéo
passa a ter papel predominante no atendimento as necessidades deste nutriente. E
necessario que o consumo de ferro seja adequado a demanda requerida para este
grupo etario (OSORIO, 2002). O padréo dietético comum observado nas criancas
com deficiéncia de ferro € o consumo de grandes quantidades de leite de vaca e de
alimentos nao suplementados com ferro (BEHRMAN; KLIEGMAN; JENSON, 2005).

2.7.3 Fisiopatologia

A deficiéncia de ferro desenvolve-se no organismo em trés estagios. No
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primeiro estagio, ha diminuicdo da ferritina sérica, que esté diretamente relacionada
com as reservas de ferro. No segundo estagio, ha declinio da concentragéo de ferro
sérico e aumento da capacidade de ligacao do ferro. Quando ha restricdo na sintese
de hemoglobina, ocorre o terceiro estagio, podendo-se instalar a anemia (HADLER
JULIANO; SIGULEM, 2002).

O déficit de ferro pode levar a alteragBes da pele e mucosas gastrintestinais,
peso baixo para a idade, reducdo do trabalho fisico e da funcdo imunitaria
(VANNUCCHI; FREITAS; SZARFARC, 1992). A palidez é o sinal mais importante da
deficiéncia. Quando o nivel de ferro cai para menos de 5g/dl, a irritabilidade e a
anorexia sao proeminentes. Um nimero de descri¢cdes sugere que nesta anemia, e
mesmo nas deficiéncias férricas sem anemia significativas, sdo afetados a atencéo,
a concentracdo e o aprendizado das criancas e adolescentes (BEHRMAN;
KLIEGMAN; JENSON, 2005). Quando a deficiéncia de ferro ocorre durante os
primeiros anos de vida, ha evidéncias de atraso no desenvolvimento psicomotor e
alteracdes de comportamento (LOZOFF, 1987 apud CARDOSO; PENTEADO,
1994).

Segundo trabalho realizado em 1994, na cidade de Sao Paulo, verificou-se
gue a anemia atinge mais as criangas do sexo masculino (63,1%) que as do
feminino (55,2%). Nas faixas etarias de seis a oito meses e de 18 a 23 meses foram
detectadas, respectivamente, 55,5% e 55,8% de criancas anémicas, percentual
significativamente inferior ao encontrado em criancas de nove a 11 meses e de 12 a
17 meses, 62,8%. A maior ocorréncia de anemia no sexo masculino talvez possa
ser explicada pela maior velocidade de crescimento apresentada pelos meninos,
nesta faixa etaria, acarretando maior necessidade de ferro pelo organismo, nao
suprida pela dieta (TORRES; SATO; QUEIROZ, 1994).

A anemia maior nos meninos com idades entre seis e 12 meses, também foi
relatada em um estudo realizado por Spinelli et al. (2005) em varias regides do
Brasil, com 67,6% de anémicos. Em linhas gerais a Regido Sul foi a de menor risco
para a anemia, enquanto a Regido Sudeste foi a regido de maior risco, tomando o
Sul como referéncia. Segundo este estudo a anemia esteve significativamente
associada com a regido de moradia, a escolaridade materna, a idade materna, o
tempo de gestacao, o peso ao nascer, o estado nutricional, o sexo, a situacdo atual

de aleitamento e o consumo de alimentos com ferro.
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2.7.4 Avaliacao laboratorial

Em relagdo a forma de se avaliar a anemia, a dosagem de hemoglobina,
medindo apenas um elemento, ndo serve isoladamente com critério de diagnostico,
sem o conhecimento do volume sanguineo total. Como na pratica ndo é feita a
determinacao do volume total sanguineo, a avaliacdo da anemia se baseia apenas
na determinacdo da hemoglobina, contagem de glébulos vermelhos e hematdcritos,
levando em consideracdo as situacdes em que se pode encontrar falsas anemias
por hemodiluicdo ou resultados normais, por hemoconcentracdo. A medida da
massa sanguinea total € muito importante, pois é a massa total que assegura o
transporte de oxigénio para os tecidos (VERRASTRO, 2005).

Segundo alguns autores a alternativa para paises em desenvolvimento, onde
nem sempre € possivel o uso de varios parametros combinados, € utilizar a
concentracdo de hemoglobina isoladamente; entretanto, deve-se considerar que
nesse caso o diagnéstico de anemia ndo é especifico para deficiéncia de ferro
(PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000). A avaliacdo de deficiéncia de
ferro no organismo € melhor realizada em combinacdo de varios parametros
hematolégicos e bioquimicos. Na sua impossibilidade, a alternativa é o uso isolado
da dosagem de hemoglobina (PAIVA; RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000).

2.7.5 Tratamento

O paradigma historicamente mais remoto dos modelos de prevencao e
tratamento consistia no emprego de um prego implantado em um liméo, utilizando-
se o suco de fruta no dia seguinte, constituindo uma engenhosa estratégia de uso
simultaneo de ferro (a conhecida ‘ferrugem’, que manchava de vermelho escuro o
lim&o) e vitamina C, até entdo desconhecida. E também desta fase a recomendac&o
de se usar o sangue de visceras dos animais na alimentacdo como meio de
combater as anemias. Estas experiéncias precederam a utilizagdo farmacoldgica do
ferro em escala industrial, mediante diferentes combinacdes de compostos

organicos e inorganicos em geral (FILHO; FERREIRA, 1996).
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A estratégia ideal para prevenir a deficiéncia de ferro consiste em praticar o
aleitamento materno exclusivo por seis meses, com administracdo de sais de ferro a
partir do terceiro ou quarto més de vida. A maneira mais adequada para prevenir a
deficiéncia de ferro quando o lactente ndo recebe leite materno é com o uso de
férmulas suplementadas com ferro durante o primeiro semestre de vida. A partir dos
seis meses de idade, a alimentacdo complementar deve basear-se em cereais
suplementados com ferro (fumarato ferroso), em carnes ou com suco de alimentos
primarios. Em criancas de um a cinco anos de idade se recomenda implementar trés
principais mudancas para satisfazer as necessidades de ferro: na medida em que as
condi¢cdes econbmicas da familia permitam, a carne, o pescado e as aves devem
ser consumidas com regularidade (GARIBAY, 2003).

A terapéutica com ferro deve ser feita apds o diagnostico causal para se
evitar a recidiva da anemia. O ferro deve ser administrado de preferéncia pela via
oral, reservando a parenteral para os casos de intolerdncia ou quando hé
necessidade de doses elevadas diarias (VERRASTRO, 2005). Os sais ferrosos
(sulfato, fumarato, gluconato, succinato, citrato, entre outros) sdo mais baratos e
absorvidos mais rapidamente, porém, produzem mais efeitos colaterais. Sua
absorcdo é maior quando administrado uma hora antes das refeices (QUEIROZ;
TORRES, 2000). O conteudo de ferro varia nos diferentes sais. A posologia
sugerida € de 3 a 5 mg de ferro elementar por quilo de peso por dia, dividida em 2 a
3 doses. Para que a eritropoiese se restabeleca, € fundamental que a dieta
oferecida durante o tratamento seja balanceada, assegurando nutrientes essenciais
para aumentar a biodisponibilidade de ferro da dieta.

A resposta ao tratamento é répida, e o tempo de duracdo depende da
intensidade da anemia (QUEIROZ; TORRES, 2000).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Teve por objetivo determinar a frequéncia de recém-nascidos pertencentes
aos dois principais subgrupos de ‘A’ (Al e A2) logo ap6s ao nascimento, buscando
possivel alteracdo deste parametro apds 6 e 12 meses de vida e verificar,

paralelamente, os niveis de hemoglobina para a detec¢do de anemia.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a frequéncia de recém-nascidos pertencentes aos subgrupos
Al e AZ;

e Identificar a frequéncia da expressdo do antigeno ‘Al’ no periodo entre
seis e 12 meses de idade, em lactentes inicialmente tipados como
pertencentes ao subgrupo A2;

e Verificar os niveis de hemoglobina para detec¢do de anemia nos recém-

nascidos acompanhados durante o periodo estudado.



4 MATERIAL E METODO

Como consideracdes bioéticas, os procedimentos atenderam a Resolucéo
n.196/96 (BRASIL, 1996) sobre pesquisa envolvendo seres humanos. O projeto foi
submetido & apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Santa Maria. Os dados foram coletados mediante aquiescéncia da instituicéo e
dos sujeitos de pesquisa, aos quais foram garantidos o sigilo e o anonimato, por
meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A). O projeto foi
aprovado e registrado sob protocolo CAAE: 0058.0.243.000-07.

Foram triadas, inicialmente, 1143 amostras provenientes do corddo umbilical
de Recém-nascidos atendidos no HUSM. Entre estas, foram selecionadas para o
estudo 471 amostras do grupo sanguineo “A”, independente do género do RN,
excluindo-se amostras dos demais grupos sanguineos.

Apos obtencdo das amostras de RN com tipagem sanguinea do grupo “A”, foi
realizada a extratificacdo destas amostras em dois subgrupos sanguineos Al e A2.
Ap6és identificados os RN com grupo sanguineo A2 entrou-se em contato com a méae
destes RN.

No momento da entrevista com as maes foi entregue o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) e apés aplicado um questionario
(Apéndice B) para obtencdo de dados maternos e do RN que incluiam: nome da
mae, tipo sanguineo da mae/pai da crian¢a, endereco, nome da crian¢a, peso ao
nascer, sexo.

Os procedimentos para a verificagdo do grupo sanguineo e dosagem de

hemoglobina foram realizados, novamente, entre 6 e 12 meses do recém-nascido.

4.1 Pesquisa de subgrupos de A

As amostras que apresentaram tipagem ‘A’, foram testadas com lectina anti-
Al obtida a partir do Dolichos biflorus, da Fresenius Home Care Brasil Ltda., para

determinacdo do subgrupo ABO. Essa técnica foi realizada em tubos de vidro de
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10x75 mm, limpos e identificados, onde foram adicionados 50ul da suspenséo de
hemacias a 5% (preparada previamente) e 50ul de anti-Al; em seguida, as
amostras foram homogeneizadas e incubadas em temperatura ambiente por 15
minutos, determinados de acordo com as instrucbes constantes na bula do
fabricante. Passado este periodo de incubacao, estes tubos contendo as amostras e
o antissoro foram entdo centrifugados a 3.400 rpm em centrifuga de mesa
(Hemofuge 1), por 15 segundos. Apos a centrifugacao, foi observada a presenca ou
nao de aglutinacdo e os resultados registrados. Uma vez registrado o subgrupo, as
amostras tipadas como A2 foram escolhidas para a entrevista com as mées dos

recém-nascidos.

4.2 Retipagem do subgrupo sanguineo e Dosagem de hemoglobina

Apos identificados os RN do subgrupo A2, foi contactada a mée do RN, e
obtido o consentimento para a verificagdo do subgrupo sanguineo e dosagem de
hemoglobina dos seis e doze meses do RN. No mesmo momento, foi aplicado um
questionario para obtencdo de dados maternos e do RN como: peso, idade, nome

da crianca.

4.2.1 Obtengéo da amostra de sangue aos 6 e 12 meses de idade

Neste retorno para a retipagem, foi aproveitada a mesma puncdo do
calcanhar para a realizacdo da coleta de sangue para a verificagdo dos niveis de
hemoglobina.

A coleta do calcanhar teve por finalidade oferecer o menor desconforto para a
crianca, de acordo com os procedimentos a seguir descritos e o fluxograma da
Figura 11.

e a crianca foi colocada no colo da mae;

e foi utilizada compressa Umida quente no local (£ 5 minutos) para melhorar

o fluxo sanguineo;
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o foi feita assepsia do calcanhar com alcool a 70%;

e apuncao da pele foi feita na superficie postero-lateral do calcanhar;

e 0 desconforto se resume a picada da lanceta, sendo que apoés a coleta o
local ndo requer nenhum cuidado especial;

e 0 sangue foi colhido em lamina para o teste com reagente anti-Al, e foi,
também, utilizado para o teste de dosagem de hemoglobina e
hematocrito;

e apos esse procedimento, foi colocado curativo no local da puncéao;

e a crianca permaneceu no colo da mae ou responsavel durante todo o
procedimento da coleta para o seu bem-estar;

e esta técnica ndo envolve risco de vida ou contaminag&o aos pacientes.

Coletaem Recém-nascido

Tipagem sanguinea ABO-LAC

Amostras Amostras

tipadas ‘A’ tipidgso B,

Amostras

Subgrupos A1 Subgrupos A2 descartadas

Entrevistas
com as méaes

Retorno aos 6
/12 meses

Figura 11 — Fluxograma utilizado para a pesquisa de subgrupos Al e A2.

4.2.2 Determinacao dos niveis de hemoglobina

e As amostras obtidas dos retornos aos seis meses foram utilizadas para
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verificac@o dos niveis de hemoglobina para anemia.

e O sangue coletado foi adicionado a uma solucédo contendo ferricianureto
de potassio e cianureto de potassio (reativo de Drabkin), produzindo um
pigmento estavel.

e Foram coletados 20ul de sangue, da coleta do calcanhar, e colocados em
um frasco contendo 6ml de reativo de Drabkin, produzindo um pigmento
estavel (LIMA,2001). A intensidade da cor desta mistura foi determinada
em espectrofotdbmetro do Laboratério de Hematologia do Departamento de
Andlises Clinicas.

e Uma vez realizada a leitura para os niveis de hemoglobina, os resultados
foram registrados para posterior contato com as maes.

e ApOs a obtencdo dos resultados para a expressao do antigeno Al e
dosagem de hemoglobina entre 6 e 12 meses foram analisadas as

variaveis principais para estes dois parametros.

4.2.3 Andalise estatistica

As variaveis foram apresentadas através de Andlise Estatistica Descritiva,
cujo objetivo é organizar e descrever os dados por meio de tabelas e graficos.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Grupos sanguineos

Os resultados das determinacfes dos grupos sanguineos encontram-se

tabulados (Tabela 4) e sua distribuicdo pode ser melhor visualizada na Figura 12.

Tabela 4 — Frequéncia dos grupos sanguineos dos recém-nascidos.

Tipos Sanguineos N %
A 471 41
B 79 7
AB 26 2
o] 567 50
TOTAL 1143 100

A determinacdo do grupo sanguineo ABO foi realizada pelo Laboratorio de
Andlises Clinicas do Hospital Universitario de Santa Maria (LAC-HUSM). Os
resultados demonstraram que o grupo sanguineo O foi 0 de maior prevaléncia, e 0

grupo AB o de menor prevaléncia entre os recém-nascidos do Hospital Universitario.

=A

= AB

n0

Figura 12 — Porcentagem dos grupos sanguineos em recém-nascidos no HUSM.
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5.2 Expresséao do antigeno Al em recém-nascidos

Na primeira etapa desse trabalho foram tipadas, no periodo de setembro de
2008 a setembro de 2009, 1143 recém-nascidos, sendo que 471 (41%) pertenciam
ao grupo sanguineo ‘A’. Estas 471 amostras de sangue do grupo A foram tipadas
em tubo utilizando anti-soro anti-Al para a determinacdo dos dois principais
subgrupos de ‘A’ (A1 e A2). Desses, 319 (67%) reagiram de modo a pertencer ao
subgrupo Al e sendo os 152 restantes (33%) considerados como pertencentes ao
subgrupo A2 (Tabela 5).

Tabela 5 — Frequéncia de subgrupos de ‘A’ dos recém-nascidos.

Subgrupos ‘A’ N° %
Subgrupo Al 319 67
Subgrupo A2 152 33
Grupo ‘A’ 471 41

Foi constatada uma grande predominancia do subgrupo Al contrariando a

literatura que relata a prevaléncia de subgrupo A2 em recém-nascidos (Figura 13).
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Figura 13 — Distribuicdo dos resultados dos subgrupos Al e A2 dos recém-nascidos.
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Segundo Harmening e Firestone (2006) a maioria dos lactentes do grupo A
parece ser A2 ao nascimento, considerando que os antigenos ABH ndo estédo
completamente desenvolvidos nesse momento. Como a literatura é escassa sobre
este tema torna-se dificil confirmar que ocorre uma predominancia de subgrupo A2
em recém-nascidos. No presente estudo observou-se semelhanca com 0s
resultados obtidos por Silva et al. (1999) que relataram porcentagens muito
préximas.

A maior frequéncia do subgrupo Al nos recém-nascidos poderia ser explicada
devido a alta concentracdo da enzima responséavel pela conversao das células do
grupo ‘O’ em antigenos Al. Nas hemécias A2 a atividade desta enzima é inferior,
resultando em menor conversdo das células ‘O’ em células A. Schenkel-Brunner
(1982) observaram que a habilidade da N-acetilgalactosaminiltransferase
dependente do gene A’ é maior para converter todo o tipo de precursor H em
determinantes antigénicos Al, enquanto a acéo da transferase A2 fica limitada a um
namero especifico de estruturas H, deixando-as inalteradas. Em um estudo Tilley et
al. (1978) comparando niveis de N-acetilgalactosaminiltransferase em soro de RN e
mulheres adultas ndo-gestantes verificou que no soro de recém-nascidos Al o nivel
de N-acetilgalactosaminiltransferase era mais alto do que no soro de ndo-gestantes.
O nivel de N-acetilgalactosaminiltransferase em recém-nascidos A2 foi, no minimo,
tdo alto quanto o nivel em mulheres A2 adultas ndo-gestantes. Schachter et al.
(1971) relatou que o nivel de transferase Al diminui durante a gestacdo e € mais
alta em recém-nascidos Al.

Assim, verifica-se que a frequéncia dos RN do grupo sanguineo Al, em
relacdo aos A2, é semelhante a encontrada em adultos, onde a maioria da
populacdo adulta € A1(HARMENING,2006). Porém esta propor¢cdo de 67%
encontrada entre os RNs é menor (Tabela 5) do que a relatada para adultos (80%)
(SILVA et al,1999). Portanto, € provavel que ocorra mudanca na expressao do

antigeno A2 durante o crescimento.



57

5.3 Expressdo do antigeno Al, entre 6 e 12 meses de idade, dos RNs

inicialmente classificados como grupo sanguineo A2

Dos 152 recém-nascidos pertencentes ao subgrupo sanguineo A2 no
momento do nascimento, foi possivel realizar a reavaliagdo entre 6 e 12 meses de
idade em apenas 40 criancas. Como resultados obtiveram-se 13 criancas (32,5%)
gue permaneceram como subgrupo A2 e 27 criancas (67,5%) que desenvolveram o

antigeno Al (Figura 14).
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Figura 14 — Expresséo do antigeno Al entre 6 e 12 meses de idade.

Os antigenos ABO e H estdo expressos nos precursores eritréides desde a
guinta semana de vida intrauterina, embora, ao nascer, os bebés apresentem menor
namero de sitios antigénicos que os adultos (aproximadamente 1/3 dos sitios
antigénicos totais de A/B). Segundo Mollison et al,(1997) a expresséo plena desses
antigenos é alcancada entre dois e quatro anos de idade.

Conforme mostra a Figura 14, a porcentagem de criangcas que passaram a
expressar o antigeno Al, depois de estarem com seis meses a um ano de idade foi

de 67,5%; o restante permaneceu como A2.
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O numero de neonatos tipados como Al (ao nascimento) somados aqueles
gue passaram a expressar este subgrupo (6-12 meses de idade) atingiu a frequéncia
de 89%. A conhecida frequéncia do subtipo A1 em adultos é de, aproximadamente,
80%. Valor este ratificado por um estudo piloto realizado em 442 doadores de
sangue do Hemocentro de Santa Maria, pertencentes ao grupo sanguineo ‘A’, onde
341 doadores foram tipados como pertencentes ao subgrupo Al (78%) (Figura 15).
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Figura 15 — Expressédo dos subgrupos de ‘A’ em doadores do Hemocentro Regional de Santa Maria
(estudo piloto/2010).

O valor entdo obtido para o grupo dos lactentes do subgrupo Al, um tanto
acima do encontrado na literatura, pode ser explicado pelo chamado erro estatistico
(e0=10%), ja que para 152 neonatos tipados inicialmente como A2 houve um retorno
de 40 lactentes, ou seja 26,3% do grupo inicial. Com relacéo a esta porcentagem de
criangas participantes nesta etapa do trabalho, explica-se pela dificuldade de
contatar com as maes, pois, muitas vezes, o numero de telefone tinha sido trocado
ou ndo existia. Algumas criancas se encontravam em tratamento meédico e suas
maes ndo aceitaram realizar uma nova coleta. Ainda, em algumas situacdes,
determinados pais ndo deixaram suas criangas participarem, pois acreditavam que
deveriam pagar pelo trabalho realizado, mesmo sendo afirmado que isso néo

aconteceria. Ocorreu, também, certa dificuldade em contatar as mées para a
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retipagem aos 6-7 meses, postergando a identificacdo da expressdo do antigeno Al
(Apéndice C).

Ainda, dentro desta analise, é pertinente considerar que o trabalho realizado,
em recém-nascidos e criangas pequenas esta suscetivel a resultados controversos
devido as mudancas inerentes ao crescimento, e ao desenvolvimento das fungbes
bioguimicas e fisiolégicas do organismo, especialmente no que diz respeito a

expressao dos antigenos para os subgrupos sanguineos Al e A2.

5.4 Determinacédo dos niveis de hemoglobina para anemia

No total de 71 criancas estudadas (39 meninas e 32 meninos), 34,00%
apresentaram anemia. Em relacdo as meninas 33,33% delas apresentaram anemia,
contra 34,37% dos meninos anémicos, ndo havendo diferenca estatisticamente
significante (0,9295). Deste total, 55% (39 criancas) faziam uso de sulfato ferroso. A
média de Hgb encontrada entre as criancas foi de 9,69 g/dl, caracterizando uma
anemia leve. Os indices encontrados, entre as criangcas que apresentaram anemia,
variaram de 6,56 g/dl a 10,8 g/dl, podendo estas criancas apresentarem desde

irritabilidade até dispnéia a esforcos fisicos (Figura 16).
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Figura 16 — Distribuigdo dos resultados do estudo sobre anemia.
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Em relacdo a saude das criangas estudadas: a maioria apresentou somente
resfriados; algumas evidenciaram reacdes alérgicas, como asma e bronqueolite; e,
trés criancas desenvolviam refluxo-gastresofagico e estavam em tratamento, sem
apresentarem anemia. Conforme caracteristicas das criancas participantes desse
estudo foram relacionadas algumas variaveis que podem estar associadas a
prevaléncia de anemia, como: sexo, suplementacdo de ferro na dieta e status
socioecondémico.

A OMS define a anemia como a condi¢ao na qual o conteido de hemoglobina
no sangue estd abaixo do normal, como resultado de caréncia de um ou mais
nutrientes essenciais, seja qual for a causa da deficiéncia (MOREIRA, 2004). No
Brasil, a proporcdo de anemia em criancas com idades inferiores a dois anos situa-
se entre 50% a 83,5% (SILVA et al., 2001). Estudos apontam elevada prevaléncia de
anemia, principalmente, em criangas menores de cinco anos, sendo a faixa etaria de
seis a 23 meses a de maior risco para o0 desenvolvimento desta doenca
(CARVALHO; BARACAT; SGARBIEN, 2006).

No presente estudo, a porcentagem de criangas anémicas que apresentaram
niveis de hemoglobina abaixo do recomendado pela OMS foi relativamente alto.
Verificou-se maior incidéncia de anemia entre os meninos. Contudo, ndo hé
diferenca estatisticamente significante para o nUmero de meninos e meninas que
estdo com anemia. Ainda, nesta pesquisa foi possivel observar dificuldades
relacionadas ao consumo dos suplementos de ferro, que, muitas vezes, produziram
efeitos colaterais como nauseas, colicas abdominais e diarreias, dificultando a
absorcado deste nutriente nas criangcas que faziam uso de ferro oral. Algumas méaes
suspendiam a medicacdo por algum tempo ou abandonavam o tratamento dos
lactentes. O uso do sulfato ferroso pode ter contribuido para que os niveis de
hemoglobina ndo se apresentassem tdo baixos nas criangas com anemia, pois a
meédia de hemoglobina foi de 9,69g/dlI.

Segundo Colli e Szarfac (2003) muitos estudos de intervengao destacam a
suplementacdo profildtica como a forma mais econdmica de intervencdo. No
entanto, sua eficacia é reduzida pela baixa aceitacdo do suplemento, diminuindo
assim a adeséo ao tratamento.

O Ministério da Saude do Brasil, em 2005, instituiu o Programa Nacional de
Suplementagédo de Ferro, que se destina a combater a anemia ferropriva entre

criangas, gestantes e lactentes, através da suplementagdo medicamentosa. Por
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outro lado, de acordo com a literatura, o0 consumo de carne representa um fator de
protecdo. Para a crianga nessa faixa etaria, o consumo de carne se torna dificil, pois,
necessariamente deve ser triturada, podendo acarretar perda de seu valor nutritivo
(SILVA; PRIORE; FRANCESCHINI, 2007; SPINELLI et al., 2005). Outro fator, ndo
menos importante, envolve o custo da inclusdo diaria deste alimento na dieta da
crianga, ja que a populacdo estudada é, predominantemente, de baixo nivel
socioeconémico. Mesmo presente de maneira significativa em todos os estratos
sociais, a prevaléncia de anemia tende a ser menor nos estratos de renda
superiores (MONTEIRO et al., 2000). O menor poder aquisitivo pode, também, estar
relacionado a menor variedade alimentar, resultando numa baixa disponibilidade de
nutrientes, entre eles o ferro.

Em relacdo a utilizacdo de frutas em forma de suco, percebeu-se que a
maioria das maes tinha conhecimento da importancia da incluséo do suco de laranja

na dieta da crianca, disponibilizando-o diariamente.



6 CONCLUSOES

e As frequéncias dos subgrupos Al e A2 foram semelhantes as encontradas
em trabalho realizado anteriormente, nesta mesma faixa etaria,
confirmando os resultados encontrados no presente estudo;

e A frequéncia observada para a expressao do antigeno Al entre seis e 12
meses de idade requer mais estudos, pois seria importante um numero
maior de criancas na retipagem, para melhor comparacao dos resultados;

e As baixas concentracfes de hemoglobina e a alta propor¢cdo de criancas
apresentando anemia indicam a necessidade de enfatizar, nos programas
de saude publica, medidas de intervencdo eficazes e controle desse

disturbio nutricional;

6.1 Consideracodes finais

e Sugere-se que, além da pesquisa realizada com antissoro Al (lectina anti-
Al) seria interessante a utilizacdo de metodologia por biologia molecular
para confirmar a presenca dos subgrupos Al e A2;

e A realizacdo de estudos em longo prazo, que acompanhem o
desenvolvimento das criancas até a idade de 12 meses a dois anos,
aproximadamente, é de suma importancia para o0 conhecimento de
particularidades do crescimento, principalmente com relacdo aos
subgrupos sanguineos, e que colaborardo com a melhoria da saude

infantil.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Programa de PGs Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFSM esta
desenvolvendo o projeto de pesquisa “EXPRESSAO DE ANTIGENO Af:
DETERMINACAO DA IDADE MAIS PROVAVEL EM NEONATOS”, através da
mestranda Marcia Maria V. Mikalauscas, orientada pelo Prof José Edson Paz da
Silva. Este projeto tem como objetivos determinar a frequéncia de recém-nascidos
pertencentes aos dois principais subgrupos de “A” (A1 e A2) e verificar,
paralelamente, os niveis de hemoglobina para a detec¢do de anemia.

Beneficios: as criancas que participarem deste projeto terdo a certeza da
classificacdo sanguinea, ja que a literatura registra uma imprecisdo dos resultados
de tipagem (classificacdo) ao nascimento.

A senhora esté sendo convidada a participar deste projeto, que visa investigar
a frequéncia de recém-nascidos pertencentes ao grupo sanguineo A. Todas as
informacdes necessérias ao projeto serdo confidenciais, sendo utilizadas apenas
para a presente pesquisa e 0 paciente ndo sera identificado. A participacdo na
pesquisa consistird em: 1) entrevista com a mae do recém-nascido 2) aplicacdo de
um questionario 3) coleta de sangue do calcanhar, o qual sera realizada com 6
meses e 12 meses de idade, na residéncia da crianga, para confirmacdo do grupo
sanguineo e verificacdo da presenca ou ndo de anemia. Os métodos de avaliacdo
ndo oferecem riscos para a crianca. Sera realizada uma coleta de sangue do
calcanhar. O desconforto se resume a picada de uma pequena lamina, sendo que
apos a coleta, o local ndo requer nenhum cuidado especial voltando ao normal em
poucas horas. Todo material utilizado para a coleta sera jogado fora e/ou
desinfetado. Este estudo n&o envolve risco de vida ou contaminagdo aos pacientes.
As amostras serdo tratadas de acordo com 0s registros experimentais estabelecidos.

Os resultados obtidos com o paciente durante a pesquisa serdo conhecidos
pelos pais ou responsavel, que receberéo orientacdes sobre a melhor conduta a ser
adotada.

Fica garantido que os dados coletados ficardo sob responsabilidade do
pesquisador e que 0os mesmos serdo utilizados apenas para uma dissertacdo de
mestrado, sem que o paciente seja identificado, garantindo assim o anonimato.

A participacdo deste estudo € livre e voluntaria, sendo que ndo havera
nenhuma forma de compensacao financeira ou custos para o participante. A recusa
na participagdo nédo leva nenhum prejuizo ou comprometimento dos cuidados
médicos aos pacientes.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que
estou de acordo em participar deste projeto de pesquisa, livre de qualquer
constrangimento, pois fui informado de forma clara e detalhada dos objetivos e dos



70

procedimentos que serdo realizados. Fui igualmente informado da garantia de
receber respostas a qualquer duavida que ainda puder ter sobre assuntos
relacionados com a pesquisa, e da liberdade de retirar meu consentimento a
qualguer momento, sem que haja prejuizo de qualquer ordem.

Ciente e de acordo com o que foi anteriormente exposto, eu
estou de acordo em participar desta pesquisa, assinando este consentimento.

Santa Maria, de 20
Nome Paciente Identidade
Assinatura de responsavel Identidade

(nos casos em que o paciente for menor de 18 anos)

Assinatura do pesquisador

Em caso de davidas, entrar em contato com o Orientador Prof. Dr. José Edson Paz
da Silva, fone: (55) 3220.8464, com Marcia Mikalauscas (pesquisadora), fone: (55)
3223.7957, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da UFSM

Avenida Roraima, 1000 — Prédio da Reitoria — 7° andar — sala 702
Cidade Universitaria — Bairro Camobi
97105-900 — Santa Maria — RS

Tel.: (55) 3220.9362 — e-mail: comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br



APENDICE B

PROTOCOLO / QUESTIONARIO

Questionario aplicado em maes de RN pertencentes ao subgrupo sanguineo
A2, para posterior retipagem com seis e 12 meses, no HUSM.

Data da coleta

Reside em Santa Maria Sim( ) | Nao( )

Nome completo da mae

Idade

Tipo sanguineo mée O A B AB
Tipo sanglineo pai o]

Endereco Rua

Ponto de Referéncia

Bairro

Residéncia propria Sim( ) \ Nao ( )

Nome e endereco dos avos da crianga (ou parente mais proximo)

Telefone (residencial/celular)

Telefone dos avoés, ou
parente mais proximo

PROFISSAO

Pai

Mae

RN de

Nome que sera dado a crianga

Deseja permanecer com a Sim( ) Nao( )
crianca?

Peso

Sexo F( ) (M )

OBS.: no retorno, a crianga sera retipada e verificados os niveis de Hg para a A



QUESTIONARIO DE 6 E 12 MESES

Data da coleta

Nome completo da mae

Endereco

Rua

Ponto de Referéncia

Bairro

Residéncia propria

Sim (

)

Nao (

)

Nome e endereco dos avos da crianca (ou parente mais proxXimo)

NOME DA CRIANCA

Apresentou algum problema
de saude?

Peso

TIPAGEM COMPLETA

Original

Atual

Hg
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APENDICE C

EXPRESSAO DO ANTIGENO A1 ENTRE 6 E 12 MESES DE IDADE

GENERO 6-7 MESES 8-9 MESES 10-12 MESES
Feminino s/contato s/contato Al (10 meses)
Feminino Al (12 meses)
Masculino Al (12 meses)
Feminino Al (12meses)
Feminino Al (12 meses)
Masculino Al (12 meses)
Masculino Al (11 meses)
Masculino Al
Masculino A2 (7 meses)* A2 *

Masculino Al

Masculino Al

Masculino s/contato A2 (8 meses) * A2 *
Masculino s/contato Al (8 meses)

Masculino Al

Feminino s/contato Al (8 meses)

Masculino s/contato Al (9 meses)

Feminino s/contato Al (8 meses)

Feminino s/contato Al (8 meses)

Feminino s/contato Al (8 meses)

Masculino A2 (6 meses) * A2 *
Feminino Al

Masculino Al

Feminino A2 Al (12 meses)
Feminino s/contato s/contato A2 *
Masculino Al

Feminino Al

Masculino A2 (6 meses) * A2 *
Feminino Al

Feminino Al

Feminino Al

Masculino A2 (6 meses) A2*
Masculino A2 (6 meses) A2*
Feminino Al

Feminino A2 (6 meses) A2*
Masculino Al

Feminino A2 (6 meses) A2*
Masculino A2 (6 meses) A2*
Masculino A2 (6 meses) A2*
Masculino A2 (6 meses) A2*
Feminino A2 (6 meses) A2*

* = Criancas que permaneceram subgrupo A2.



