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RESUMO

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA — Campus Grande Floriandpolis
Curso: Especializagdo em Hematologia e Hemoterapia Laboratorial

Académico: Filipe José de Matos

Florianopolis, 15 de dezembro de 2017.

MATOS. F.J. Validacdo da Técnica de Bloqueio de Anticorpos Igg em Eritrocitos com
TAD Positivo para Fenotipagem Eritrocitaria na Hemorrede de Santa Catarina. 2017.
30 f. Monografia. Universidade do Sul de Santa Catarina, Florianopolis, 2016.

A hemoterapia se caracteriza pelo emprego terapéutico do sangue e hemoderivados.
Os programas de transfusdes sanguineas cronicas estao se tornando cada vez mais
comuns em nosso meio devido as vantagens que acarretam. O aumento da seguranca
transfusional em pacientes politransfundidos esta intimamente relacionado a
fenotipagem eritrocitaria precoce com o objetivo de conhecer o perfil antigénico, uma
vez que transfusdes com fendtipo mais compativel evitariam a aloimunizacéo.
Entretanto, a determinacdo da fenotipagem dos eritrocitos de pacientes que
apresentam resultado de TAD Positivo, pode ser inviavel devido ao fato dos eritrocitos
estarem sensibilizados in vivo com imunoglobulinas. Desta forma objetiva-se validar
na hemorrede de Santa Catarina a metodologia de Bloqueio de IgG em Eritrécitos com
TAD Positivo para realizacdo de fenotipagem eritrocitaria. Nos estudos, foram
analisados e selecionados amostras de pacientes e doadores que anteriormente
foram realizados exames laboratoriais. Pode-se observar que as metodologias de
Bloqueio de IgG em Eritrécitos com TAD Positivo e da técnica de Dissociacao de
anticorpos IgG dos Eritrécitos com TAD Positivo pela Cloroquina demonstraram
eficacia na viabilidade das amostras e possibilitaram a realizacdo da fenotipagem

eritrocitaria.

Palavras-chave: Hemoterapia. Fenotipagem. Coombs Direto. Bloqueio de IgG.
Cloroquina.
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1 INTRODUCAO

A hemoterapia se caracteriza pelo emprego terapéutico do sangue e
hemoderivados. No Brasil, ela assumiu papel de extrema importancia na medicina
moderna a partir da criagdo de uma legislacdo propria juntamente com o fim de
doacbes remuneradas e com o surgimento dos Hemocentros e da Rede Publica
Hemoterapica (JUNQUEIRA; ROSENBLIT; HAMERSCHLAK, 2005a).

Os programas de transfusdes sanguineas crénicas estédo se tornando cada
vez mais comuns em nosso meio devido as vantagens que acarretam, haja vista que,
a infusao de eritrocitos aumenta a capacidade de carregamento de oxigénio e diminui
a hipdxia tecidual, e desta forma melhora a condicdo clinica geral do paciente
(SWERDLOW, 2006).

Entretanto, as complicagbes ocasionadas pelo tratamento que utilizam
transfusdes cronicas incluem riscos como infec¢des por agentes virais e bacterianos,
a sobrecarga de ferro e principalmente a aloimunizacao eritrocitaria, cuja frequéncia
pode variar de 2,5 a 76% em certos Centros de Hematologia (FABRON, 2001).

A aloimunizagdo por antigenos eritrocitarios limita a disponibilidade de
concentrados de hemacias compativeis para futuras transfusdes, além de apresentar
risco de hemdlise tardia e de quadros graves de anemia hemolitica. A aloimunizacao
esté relacionada frequentemente aos seguintes fatores: idade do paciente, nimero de
gestacdes, numero de transfusdes recebidas e diferencas antigénicas entre pacientes
e doadores (BETHESDA, 2005).

Os incidentes transfusionais ou reacfes transfusionais sao agravos
ocorridos durante ou apds a transfusdo sanguinea e a ela relacionados. A etiologia
das reacdes transfusionais podem estar relacionadas a diversos fatores que vao
desde reacGes contra antigenos presentes nos neutréfilos a contaminacéo bacteriana
do sangue transfundido (BRASIL, 2007).

O aumento da seguranca transfusional em pacientes politransfundidos esta
intimamente relacionado a fenotipagem eritrocitaria precoce com o objetivo de
conhecer o perfil antigénico, uma vez que transfusdes com fenotipo mais compativel
evitariam a aloimunizacdo (LASALLE-WILLIAMS et al., 2011). Como a maioria dos
titulos de anticorpos irregulares diminuem com o passar do tempo, reduzindo assim
as chances de serem detectados, as transfusées com hemécias de fendtipos

compativeis ao paciente, permitiriam evitar uma resposta imune secundaria, ou até



mesmo um resultado falso-negativo nos testes pré-transfusionais (prova de
compatibilidade, pesquisa de anticorpos irregulares) (RYDER; ZIMRING;
HENDRICKSON, 2014).

Além de reduzir o percentual de aloimunizacdes dos pacientes,
principalmente os politransfundidos, a fenotipagem também tem papel fundamental
no auxilio da identificacdo de fendtipos raros; fornece dados de prevaléncia dos
fendtipos eritrocitarios e contribui para encontrar fenétipo negativo quando héa
anticorpo formado em paciente ja aloimunizado (ORLINA; SOSLER; KOSHY, 1991).

O método mais utilizado para fenotipagem de grupos sanguineos se baseia
no principio da hemaglutinagcdo em tubos ou por gelcentrifugacéo. E um teste de baixo
custo e alta eficiéncia e esta presente em grande parte das rotinas laboratoriais dos
hemocentros (SILVA, 2016).

O Teste de Coombs Direto (TAD) é considerado um método simples, que
permite detectar hemacias revestidas in vivo por imunoglobulinas e/ou fracées do
complemento. A realizacdo do teste depende do soro antiglobulina humana (AGH),
que pode ser obtido a partir da sensibilizacdo de animais com globulinas humanas
e/ou anticorpos monoclonais. O resultado do TAD Positivo, pode ser encontrado em
pacientes recentemente transplantados, transfundidos e recebendo imunoglobulina
intravenosa (BRASIL, 2014).

Entretanto, a determinacgéo da fenotipagem dos eritrocitos de pacientes que
apresentam resultado de TAD Positivo, pode ser invidvel devido ao fato dos eritrocitos
estarem sensibilizados in vivo com imunoglobulinas, proteinas do sistema
complemento ou ambos, e podem levar a resultados falso positivo nos testes que
utiizam reagentes ani-lgG humano (EDWARDS; MOULDS; JUDD, 1982). Desta
forma, para as heméacias sensibilizadas com anticorpos IgG, é necessario a utilizacédo
de reagentes de aglutinacdo direta e/ou de tratamento quimico com difosfato de
cloroquina para remover quantidade suficiente de IgG das heméacias afim de permitir

gue as mesmas sejam fenotipados (LEE et al., 2006).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORIA DA HEMOTERAPIA

A histéria da transfusao de sangue no mundo foi dividida por dois periodos:
um empirico, que vai até 1900, e outro conhecido como periodo cientifico com inicio
em 1900 até os dias atuais. Sado encontrados relatos por todo o mundo no periodo
empirico, onde cientistas e médicos realizavam tentativas de transfusdo sanguineas
como no ano de 1492 que se retirou sangue de trés homens jovens e deu-se ao Papa
Inocéncio VII, que se encontrava ferido, com esperanca de cura; infelizmente, todos
0s quatro morreram (BORDIN, J. O.; LANGHI JUNIOR, 2007).

Jaem 1795, uma nota de rodapé publicada em uma revista médica relatava
brevemente a realizacdo da primeira transfusdo entre humanos pelo médico Philip
Syng Pysik (SCHMIDT, 1968).

A primeira transfusdo de sangue cientificamente documentada, feita entre
seres humanos, aconteceu em 26 de setembro de 1818 realizada por James Blundell.
O paciente tinha em torno de 30 anos e era extremamente magro, em razdo de uma
obstrucéo pilérica causada por um carcinoma gastrico. Ele recebeu entre 12 a 24
oncas de sangue em aproximadamente 30 a 40 minutos. Apesar de uma aparente
melhora inicial, o paciente faleceu em dois dias ap6s a transfusao (MAZDA; SHIMIZU,
2015).

Em 1869 foram relatadas varias tentativas para encontrar um
anticoagulante atoxico e foi quando Braxton Hicks recomendou o fosfato de sédio,
sendo este o primeiro exemplo de pesquisa de preservacdo do sangue. Enquanto
iISso, no Brasil, iniciava-se os relatos académicos no ano de 1879 sobre hemoterapia,
em uma tese de doutorado na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, de autoria
de José Vieira Marcondes (BORDIN, J. O.; LANGHI JUNIOR, 2007).

Depois de grandes descobertas na fase empirica, encerra-se o periodo
com Karl Landsteiner através da descoberta dos grupos sanguineos ABO e
explicando as sérias reacdes que acontecem com o0s resultados das transfustes
incompativeis. Ainda neste periodo foram feitos relatos de preservacéo do sangue por
Hustin em 1914 que demonstrou de forma precisa o uso de citrato de sédio como
solucdo anticoagulante para transfusdes. Depois em 1915 Lewisohn determinou a

guantidade minima de citrato necessaria para a coagulacdo e sua nado toxicidade



celular, transformando as transfusdes mais praticas e seguras para 0 paciente
(JUNQUEIRA; ROSENBLIT; HAMERSCHLAK, 2005b).

No Brasil, em 1916, a pesquisadora Isaura Leitdo defendeu a tese de
doutoramento chamada “Transfusdo Sanguinea”, na qual descreveu a realizagédo de
quatro casos bem sucedidos de transfusdao em humanos. Nesse periodo, os doadores
de sangue no Brasil eram remunerados para cada centimetro cubico de sangue
doado. Ja no dia 7 de dezembro de 1942, foi fundado na cidade do Rio de Janeiro o
primeiro banco de sangue, chamado Instituto Fernandes Figueira (JUNQUEIRA;
ROSENBLIT; HAMERSCHLAK, 2005a).

A partir da criagdo do Banco de Sangue do Distrito Federal (1944), foi
promulgada a Lei n° 1075 em 27 de Marco de 1950, que dispBe sobre a doacéo
voluntaria de sangue sendo fundada a Associacdo de Doadores Voluntérios do Brasil
(BORDIN, J.O.; LANGUI JUNIOR, D. M.; COVAS, 2007).

Devido ao fato dos hemocomponentes provenientes das doacdes
remuneradas implicarem no risco aumentado de contamina¢ao do receptor, pensou-
se na implementacdo de uma politica de doacao voluntaria. As principais razées para
promover a doacdo voluntaria baseiam-se na protecdo do receptor, pois estes
doadores tém menor prevaléncia de serem portadores de doencas infecciosas
transmitidas pelo sangue (BRASIL, 2016).

O Programa Nacional de Doacdo Voluntaria de Sangue promovido pela
Geréncia Geral de Sangue, Outros Tecidos, Células e Orgdos (GGSTO) da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o6rgado federal responsavel pela
normatizacao e fiscalizacéo da atividade de hematologia no pais, considera a doac¢ao
espontanea de sangue como objetivo a ser alcancado para se obter um sangue de
qualidade. Esse Programa Nacional preconiza a modificacado do perfil do doador “de
repositor para espontaneo, transformando a doacdo em acéo espontanea e constante,
como ato de cidadania e solidariedade” (BRASIL, 2004).

Pela primeira vez, em 1968, a Portaria no 1, de 24 de maio de 1968 da
Comissédo Nacional de Hemoterapia Brasileira, conceituou o processo atualmente
denominado “ciclo do sangue”(BRASIL, 1968).

Em 30 de abril de 1980, o Ministério da Salude em conjunto com o Ministério
da Previdéncia Social, expediram uma Portaria Interministerial MS/MPAS n° 7 que
instituia o Programa Nacional de Sangue e Hemoderivados — PRO-SANGUE,

baseado no modelo francés para area assistencial de sangue, onde a partir de entdo



0 governo brasileiro decidiu assumir a responsabilidade da manutencéo do sistema
de hemoterapia, garantindo a seguranca, qualidade e a universalizacdo do servi¢o
(BRASIL, 1980).

2.2 ALOIMUNIZACAO

Em 2009 foi apresentado estudos que definem a presenca de anticorpos
classificados como incompletos ou irregulares, oriundos, principalmente, de
transfusdes de fendtipos incompativeis (aloanticorpos), e os anticorpos de ocorréncia
natural ou regulares, como aqueles pertencentes ao sistema ABO (Anti-A, Anti-B e
Anti-AB) desenvolvidos pelo organismo por volta do sexto més de vida (COSECHEN,
2009).

Os anticorpos sdo, em maioria, das classes IgG e IgM, sendo o IgG a
molécula de maior importancia transfusional por sua reatividade em 37°C (BAPTISTA;
NARDIN; STINGHEN, 2014) (RODRIGUES et al., 2013).

A aloimunizacéo eritrocitaria da-se quando um paciente produz anticorpos
direcionados contra antigenos das hemécias do doador, considerados como
estranhos ao organismo, pois esses ndo estdo presentes nas hemacias do paciente.
Os principais exemplos sao as transfusdes de sangue incompativel e as gestantes,
cujos fetos expressam em suas células sanguineas antigenos exclusivamente de
oigem paterna, os quais podem chegar a circulacdo materna durante a gestacéo ou
durante parto.Esta ultima condicdo, pode levar ao desenvolvimento da doenca
hemolitica perinatal (DHPN) (NELSON, 1999).

A DHPN é caracterizada pela destruicdo das hemacias fetais por anticorpos
da classe IgG presentes na circulacdo materna. Esses anticorpos, dirigidos contra
antigenos eritrocitérios presentes nas hemacias do feto, atravessam a barreira
placentéria e promovem a hemdlise prematura dos eritr6citos e como consequéncia
levando a anemia fetal (THAKRAL et al., 2010).

A aloimunizacdo constitui um dos maiores riscos resultantes da terapia
transfusional, além de limitar a disponibilidade de concentrados de hemacias que
sejam compativeis para futuras transfusdes e também elevar o risco de reacdo
hemolitica (RODRIGUES et al., 2013) (CAMPBELL-LEE; KITTLES, 2014).



Pacientes que necessitam de regime de transfusédo regular, apresentam
maior risco do desenvolvimento de reacdes transfusionais hemoliticas tanto imediatas
guanto tardias. A reacdo hemolitica imediata ocorre no momento do inicio da
transfusdo, ou em alguns minutos ou horas ap0s seu inicio (na maioria dos casos
acontece por incompatibilidade ABO ou RhD entre doador e o receptor da transfus&o),
engquanto a reacdo hemolitica tardia se da em cerca de 48 horas ou em até trés
semanas apos a transfusdo, como, por exemplo: reacdo anamnésica ao antigeno K
por um paciente previamente sensibilizado (OLIVEIRA; COZAC, 2003).

Sabe-se que a maioria dos titulos de anticorpos irregulares diminuem com
0 passar do tempo, reduzindo assim as chances de serem detectados em posteriores
analises. Desta forma, pacientes aloimunizados devem receber concentrado de
hemacias com fendtipo compativel ja determinado, com o propésito de evitar uma
resposta imune hemolitica devido a um resultado falso-negativo nos testes pré-
transfusionais (prova de compatibilidade, pesquisa de anticorpos irregulares)
(YAZDANBAKHSH; WARE; NOIZAT-PIRENNE, 2012)(ALVES et al., 2012)(RYDER;
ZIMRING; HENDRICKSON, 2014).

Grande parte dos anticorpos contra antigenos eritrocitarios podem ser
classificados em um dos 36 sistemas de grupos sanguineos ja reconhecidos, sendo o
sistema sanguineo Rh o mais complexo e mais imunogénico apés o sistema ABO. Em
geral, todos os aloanticorpos reagem em um teste de antiglobulina indireto (teste de
Coombs indireto) (FLEGEL, 2007) (STORRY, 2014).

O antigeno RhD do sistema Rh € o mais importante no que se diz respeito
a aloimunizacéo, devido ao seu envolvimento na doenca hemolitica perinatal e nas
reagOes transfusionais hemoliticas. Os aloanticorpos contra o antigeno D contribuem
com cerca de 60% dos casos de Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN) com fetos
assintomaticos e 90% dos casos com anemia fetal grave (LAMBIN et al., 2002).

A imunoprofilaxia pés-natal com a imunoglobulina anti-Rh foi baseada em
um trabalho no inicio dos anos 1960, sendo rapidamente aceita como oterapia para a
prevencao da DHPN.

A terapia € baseada na administracdo de um concentrado
predominantemente IgG anti-D, derivada de pools de plasma humano, entretanto, a
administracdo de imunoglobulina Anti-D s6 é valida para DHPN por anti-D. Além
disso, a imunizacao primaria RhD nédo é suprimida com a Ig passiva anti-D, isto &, a

terapia com antiglobulina ndo tem eficacia se a mulher ja tenha produzido anti-D
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anteriormente. Como consequéncia, a imunoprofilaxia anti-D reduziu drasticamente a
incidéncia da aloimunizacdo RhD durante a gestacdo. Apesar dessa reducao, o anti-
D continua a ser o anticorpo mais comum que conduz a morbidade e a mortalidade
fetal e neonatal (CIANCIARULLO; CECCON; VAZ, 2003) (CIANCIARULLO, M. A,
CECCON, M. E. J.; VAZ, 2001).

2.3 ENOTIPAGEM ERITROCITARIA

A fase cientifica que contempla o periodo de 1900 até os dias atuais, deu-
se inicio com a descoberta dos grupos sanguineos pelo pesquisador Karl
Landesteiner e posteriormente a classificacdo, dos diferentes grupos de sangue,
permitiram estabelecer as compatibilidades e incompatibilidades entre os individuos,
estruturando-se a base para a utilizagdo do sangue como agente terapéutico. Foi pela
introducéo de testes de compatibilidade, por Ottemberg no de 1907 e Moss em 1910,
que a transfusdo comecou a adquirir bases cientificas mais sélidas para a sua
realizacdo (VERRASTRO, 2005).

A fenotipagem das hemacias de pacientes e dos hemocomponentes a
serem transfundidos, no intuito de realizar uma transfusdo fendétipo compativel,
constitui-se uma pratica laboratorial indispensavel na busca por uma terapia
transfusional mais segura (GIRELLO, A. L.; KUHN, 2002).

Esta técnica é realizada através da analise dos antigenos presentes na
membrana nas hemacias do paciente, utilizando antissoros especificos para cada
antigeno, com a finalidade de selecionar unidades de hemacias com antigenos
compativeis ao receptor (BRANCH; PETZ, 1999).

Atualmente, mais de 250 antigenos de grupos sanguineos sao
reconhecidos pela Internacional Society for Blood Transfusion (ISBT), sendo
classificados em trinta e seis sistemas, seis colecdes e duas séries de grupos
sanguineos (STORRY, 2014).

Os sistemas de grupos sanguineos caracterizam-se pela expressdo de
antigenos protéicos e carboidratos na membrana eritrocitaria, 0s quais sao
identificados por anti-soros especificos. Esses grupos tém importancia pratica, nas
transfus@es, na obstetricia e na neonatologia (ALVES et al., 2003).

As cole¢Bes de antigenos de grupo sanguineo sdo constituidas por

conjuntos de antigenos com caracteristicas sorologicas e bioquimicas similares e
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conhecidas, mas com especificidades ndo relacionadas aos sistemas de grupos
sanguineos ja estabelecidos. As séries de antigenos séao constituidas por antigenos
conhecidos sorologicamente e agrupados em baixa e alta frequéncia populacional
sendo que os de baixa frequéncia é aquele encontrado em menos de 1% de uma dada
populacdo e de alta frequéncia é aquele encontrado em mais de 99% de uma dada
populacao (BRASIL, 2011).

Os principais sistemas eritrocitarios submetidos a fenotipagem sdo o Rh
(antigenos D, C, c, E, e) e o Kell (antigeno K), por serem 0s que apresentam as
maiores frequéncias de aloimunizagao

em pacientes (GODFREY et al., 2010).

A frequéncia do antigeno RhD esta presente em torno de 85% dos
individuos da raca branca, em 90 a 95% dos negros e praticamente em 100% dos
amarelos e indios (AVENT et al., 2000) (MOISE, 2002).

Dentre os individuos que expressam o antigeno RhD, existem ainda
variacfes no fendtipo dependentes de alteracdes de sua estrutura molecular, estes
alelos sao classificados como D parcial, D fraco e DEL (WESTHOFF, 2007).

As mudancas no perfil epidemioldgico da populagéo brasileira e os avancgos
técnico-cientificos na area meédica, que possibilitam procedimentos terapéuticos de
alta complexidade, trouxeram um aumento na demanda por transfusées (LUDWIG,;
RODRIGUES, 2005).

Além disso, a frequéncia com que o0s antigenos aparecem numa
determinada populacéo varia de acordo com a sua composicéao racial (UGWU et al.,
2015) (LASALLE-WILLIAMS et al., 2011). Sendo assim o aumento da seguranca
transfusional em pacientes politransfundidos esta diretamente relacionado a
fenotipagem eritrocitaria precoce, uma vez que transfusées com fenétipo compativel
evitariam a aloimunizacdo bem como, forneceram informacfes que definem a
prevaléncia fenotipica da regido (GIRELLO, A. L.; KUHN, 2002) (LORENZI, 2003).

2.4 SORO DE ANTIGLOBULINA HUMANA (AGH)
O teste com antiglobulina humana (AGH) foi descrito em 1945 por Coombs

e colaboradores. Assim, inicialmente o uso do soro de Coombs (antiglobulina humana)
foi utilizado para detectar in vivo a sensibilizacdo de hemacias por anticorpos,
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ajudando no diagnodstico da doenca hemolitica perinatal (DHPN) e anemia hemolitica
auto-imune (RODRIGUES et al., 2015).

Desta forma, o soro de Coombs pode ser considerado como a mais
importante descoberta da medicina transfusional depois do sistema de grupo
sanguineo ABO permitindo que outros anticorpos fossem detectados com seus
respectivos antigenos, levando a descoberta e a caracterizacdo de outros sistemas
de grupos sanguineos (BORDIN, J.O.; LANGUI JUNIOR, D. M.; COVAS, 2007).

O soro de Coombs contém anticorpos contra IgG humana e contra fracdes
do completo C3, mas apresenta pouca atividade contra IgM e IgA. Dessa maneira,
faz-se necessario complementar o teste com reagente poliespecifico para IgG, IgM e
IgA, a fim de detectar qual is6topo de imunoglobulina esta revestindo as hemacias
(ZEERLEDER, 2011).

2.5 TESTE DE COOMBS DIRETO (TAD)

O Teste de Coombs Direto (TAD) permite detectar in vivo a sensibilizacéo
das hemacias com anticorpos e realizar o Teste de Coombs Indireto ou Pesquisa de
Anticorpos Irregulares (PAI) que detecta a presenca de anticorpos irregulares no
soro, com finalidade de elucidar anticorpos além dos esperados (anti-A e anti-B)
(HARMENING, 2006).

A aglutinacdo no teste ocorre quando ha uma diminuicdo das forcas de
repulsdo entre as hemacias conhecido como potencial zeta até o valor critico (
potencial zeta critico). Para que seja possivel a visualiza¢do da reacéo, € necessario
utilizar o soro antiglobulina humana (AGH) afim de diminuir o potencial zeta até o ponto
critico (GIRELLO, A. L.; KUHN, 2002).
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TESTE POSITIVO TEGENDA

‘ Antigenos na
wiembrana da
célula

Y Anfi-erifrocitos

Anti-Iz hunana
(Soro de Coombs)

Amostra de sangue de um Soro de Coombs Aglutinagiio
paciente com anemia hemolitica & adicionado {nml—Ig + mmptcxn
auto-unune: entrocitos sensibibzados.  (anti-lg humana) antigeno-anticorpo)

Figura 1: Teste de CoombsDireto
(http://www.biomedicinapadrao.com.br/2010/11/testede-coombs-direto.html)

Usualmente, o TAD é realizado nas seguintes situagdes em que sao
necessarios estudos imunohematolégicos, quando os exames realizados
rotineiramente sao positivos ou discordantes; quando ha discrepancia na tipagem
Rh(D) - pesquisa do antigeno e o controle Rh(D) positivos; na pesquisa de
anticorpos irregulares positiva, onde se realiza a identificagdo de anticorpos
irregulares (IAl) e TAD; e ainda, durante as provas pré-transfusionais, onde o
concentrado de hemacias do doador € cruzado com soro/plasma do paciente, sendo
todos os exames do paciente negativos (PAIl e TAD), e suspeita-se de auto-
anticorpo do doador (DOMEN, 2004).

As condi¢Bes clinicas que podem resultar na sensibilizacdo in vitro das
hemacias com anticorpo e/ou complemento sdo: anemias hemoliticas autoimunes;
anemias hemoliticas induzidas por drogas; doenca hemolitica perinatal; reacées
hemoliticas transfusionais, transfusdo de sangue ou componentes contendo plasma
ABO-incompativel e em outras situacdes especificas que sdo detectadas apos
criteriosa avaliacdo clinica para identificar a causa do TAD positivo (HARMENING,
2006).

Além disso, anticorpos contra diversas drogas e aditivos também podem
causar resultados positivos nos testes de anticorpos. As drogas podem resultar em
ampla variedade de anormalidades hematoldgicas, incluindo teste de antiglobulina
direto positivo. A causa mais comum destas reacdes positivas é a formacéo de auto-
anticorpos (GARRATTY, 1976).
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3 HIPOTESE

Considerando que a sensibilizacdo in vivo dos eritrocitos por
imunoglobulinas impossibilita a realizagdo da fenotipagem eritrocitéria, a validacao da
técnica de Bloqueio de IgG em Eritrécitos com TAD Positivo para o tratamento de
hemacias com Coombs Direto Positivo possibilitara a determinacdo da fenotipagem

eritrocitaria em pacientes TAD Positivo na hemorrede de Santa Catarina.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Validar na hemorrede de Santa Catarina a metodologia de Bloqueio de IgG

em Eritrocitos com TAD Positivo para realizacdo de fenotipagem eritrocitaria.

4.2 ESPECIFICOS

o Validar a técnica de Bloqueio de IgG em Eritrocitos com TAD Positivo em
hemécias de pacientes no Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa

Catarina.

o Validar a técnica de Dissociacado de anticorpos IgG dos Eritrocitos com TAD
Positivo pela Cloroquina em hemacias de pacientes no Centro de Hematologia

e Hemoterapia de Santa Catarina.

o Realizar fenotipagem eritrocitarias das amostras previamente tratadas com a

metodologia a ser validada.

o Verificar se ha confiabilidade na metodologia a ser estudada através de analise

estatistica dos resultados encontrados com as devidas técnicas propostas.
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5 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho consiste em um estudo de finalidade aplicada e de

natureza experimental com forma de abordagem analitica.

5.1 AMOSTRAS

Para validagcdo da técnica, foram obtidas amostras provenientes
anteriormente de coletas para exames laboratoriais ja realizados de pacientes do
HEMOSC nos Hemocentros Coordenar e Regional de Cricidma no periodo de agosto
a dezembro de 2017 onde foram realizados, anteriormente, testes pré transfusionais
e como critério de inclusédo, as que obtiveram resultado de Coombs Direto Positivo.

N&o seréa realizado coleta de amostras exclusivamente para a pesquisa proposta.

5.2 TECNICAS LABORATORIAIS

5.2.1 TECNICA DE COOMBS DIRETO (TAD)

Na rotina imuno-hematoldgica do Hemocentro, foram utilizadas as técnicas
de coombs direto de acordo com o procedimento operacional padréo da instituicdo do
referido POP FLN.03.05.18-R06 - TESTE DA ANTIGLOBULINA DIRETO. Para este
teste, foram utilizados tubos de ensaio com suspensao de hemacias a serem testadas
a 3-5%, em solucédo de cloreto de sodio 0,9%. Foram adicionadas 2 gotas de Soro
Antiglobulina Humana Poliespecifico (AGH) a suspensdo de hemacias.
Posteriormente os tubos foram homogeneizados e centrifugados a 3400 RPM durante
15 segundos seguidos da ressuspensédo de forma suave do botdo de heméacias e

observando a auséncia, presenca e intensidade da aglutinacéo.

5.2.2 TECNICA DE FENOTIPAGEM ERITROCITARIA

Para a fenotipagem eritrocitaria, também sera realizada de acordo com o
procedimento operacional padréo da instituicdo conforme POP HMR.03.05.01-R05 -
FENOTIPAGEM ERITROCITARIA DE ANTIGENOS DE GRUPOS SANGUINEOS.

Referente a fenotipagem eritrocitaria, se procedera com o preparo de uma suspensao



17

de hemacias a serem fenotipadas com diluicdo de 3-5%, em solucdo de cloreto de
sédio 0,9%. Posteriormente sera retirada uma gota da suspensdo de hemacias e
adicionado 1 gota do soro (reagente) especifico relativo ao fenétipo a ser determinado,
com o volume de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida procedera com
a homogeneizacédo e centrifugacdo a 3400 rotagdes por minuto (RPM) durante 15
segundos seguidos da ressuspensdo de forma suave do botdo de hemacias e

observando a auséncia, presenca e intensidade da aglutinacéo.

5.2.3 TECNICA DE BLOQUEIO DE IGG EM ERITROCITOS COM TAD POSITIVO

A técnica de Bloqueio de IgG em Eritrocitos com TAD Positivo, sera
realizada de acordo com metodologia fundamentada na literatura (SERERAT; VEIDT;
DUTCHED, 2000), onde as hemécias das amostras a serem testados foram
previamente lavados e centrifugadas. Posteriormente foram utilizados tubos de ensaio
contendo 01 gota das hemécias e adicionado 20 gotas do soro de Coombs
Monoespecifico. Em seguida, os tubos foram homogeneizados e incubados por 20
minutos a temperatura ambiente (20-24 °C). em seguida, os tubos foram lavados 3 a
4 vezes em solucao de cloreto de sodio 0,9%. Posteriormente sera realizado o Teste
de Coombs Direto (TAD) e observado a presenca ou auséncia de aglutinacdo. Caso
TAD seja Positivo, deve ser repetido novamente o bloqueio. Quando TAD apresentar
resultado negativo, os eritrécitos podem ser utilizados para fenotipagem eritrocitaria.
Amostras com TAD maior que 2+ devem ser tratadas previamente pelo difosfato de

cloroquina.

5.2.4 TECNICA DE DISSOCIACAO DE ANTICORPOS IGG DOS ERITROCITOS
COM TAD POSITIVO PELA CLOROQUINA

Como técnica complementar, a Dissociacdo de Anticorpos IgG dos
Eritrocitos com TAD Positivo pela Cloroquina, foi realizada em paralelo com a técnica
de Bloqueio de IgG em Eritrécitos com TAD Positivo de acordo com adaptacéao da
Associacdo Americana de Banco de Sangue (BETHESDA, 2005) onde as hemacias
das amostras a serem testados foram previamente lavados e centrifugadas.
Posteriormente foram utilizados tubos de ensaio contendo 10 gotas das hemécias

adicionando 40 gotas de solucdo de difosfato de cloroquina 20%, onde foram
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homogeneizandas e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente (20 a 24 °C).
Em seguida sera retirado uma pequena aliquota de eritrocitos-teste, onde foram
lavados trés vezes com solucdo salina e centrifugados por 1 minuto a 3.400 RPM.
Posteriormente serd realizado o Teste de Coombs Direto (TAD) e observado a
presenca ou auséncia de aglutinacdo. Caso TAD seja positivo, deve-se continuar a
incubacdo do tubo-teste, retirando aliquotas dos eritrocitos em intervalos de 30
minutos para repeticdo do TAD, até o maximo de duas horas de incubacédo. Quando
TAD apresentar resultado negativo, os eritrocitos podem ser utilizados para
fenotipagem eritrocitéria.

5.3 ANALISE E TRATAMENTO DOS DADOS

A partir da andlise dados obtidos, a técnica seré considerada como validada
quando verificado que as amostras testadas cujo eritrocitos apresentavam TAD com
resultado positivo, obtiverem resultado do Coombs Direto Negativo devido a
realizacdo da técnica de Bloqueio de IgG em Eritrécitos com TAD Positivo.

Os dados foram discriminados na forma de gréficos e tabela. A analise
estatistica foi realizada através da utilizacdo de métodos classicos e dependera do
tipo de distribuicdo apresentado pelo conjunto dos dados. Assumindo que os dados
tenham uma distribuicdo normal, sera utilizada o teste t de Student. Andlise estatistica
ndo paramétrica foi utilizada quando os dados ndo apresentem normalidade. Além
disso, para a reproducao dos dados em graficos e testes estatisticos, foi utilizado o

programa Graph Pad Prism 6.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos estudos, foram analisados e selecionados amostras de pacientes e
doadores que anteriormente foram realizados exames laboratoriais no HEMOSC
durante o periodo de agosto a dezembro de 2017.

Neste periodo foram utilizadas 24 amostras que apresentaram TAD
Positivo, onde os resultados das técnicas de bloqueio foram demonstradas as tabelas
1, 2, 3 e Figura 02.

A Tabela 01 apresenta os resultados provenientes da técnica de Bloqueio
de 1gG em Eritrocitos com TAD Positivo. Pode — se observar que a utilizacdo do soro
de coombs nas amostras levaram efetivamente ao bloqueio dos anticorpos. Sendo
que 79% das amostras testadas foram bloqueadas sem necessidade da repeticao da
técnica, ao qual as amostras foram encubas por 20 minutos. A necessidade de nova
repeticdo da técnica de bloqueio foi utilizada em 17% dos testes. Além disso foi
observado que apenas uma das amostras ndo foi possivel obter o bloqueio utilizando
0 reagente Soro de Coombs.

A Tabela 02 apresenta os resultados obtidos pela dissociacdo dos
anticorpos IgG através da técnica da Cloroquina. Foi observado que o uso do foi capaz
de dissociar 96% dos eritrocitos sensibilizados. Apenas uma amostra ndo demonstrou
efetivamente a quebra da ligacdo IgG nas hemacias, entretanto, observou-se
diminuicdo na intensidade da aglutinacdo apos 120 minutos encubados com o
reagente. Também pode - se observar que 25% das amostras utilizadas foram

submetias a 60 minutos de tratamento e 13% a 120 minutos



Tabela 01: Bloqueio com IgG em eritrécitos

TAD Positivo
TAD Antes do . .
Amostra| Bloqueio com TAD Apts Bloqueio
IgG com IgG

P M REP P M

1 1+ 1+ 1 0 0
2 1+ 2+ 1 0 0
3 1+ 1+ 1 0 0
4 1+ 1+ 1 0 0
5 2+ 2+ 1 0 0
6 2+ 2+ 2 0 0
7 1+ 1+ 1 0 0
8 3+ 3+ 6 1+ 1+
9 (+) +) 1 0 0
10 3+ 3+ 2 0 0
11 2+ 2+ 1 0 0
12 4+ 4+ 2 0 0
13 3+ 3+ 2 0 0
14 (+) (+) 1 0 0
15 3+ 3+ 1 0 0
16 1+ 1+ 1 0 0
17 1+ 1+ 1 0 0
18 2+ 2+ 1 0 0
19 2+ 2+ 1 0 0
20 3+ 3+ 1 0 0
21 3+ 3+ 1 0 0
22 4+ 4+ 1 0 0
23 4+ 4+ 1 0 0
24 2+ 2+ 1 0 0

TAD - Teste de Antiglobulina Direto; P - Soro
antiglobulina humana poliespecifico; M - Soro
antiglobulina humana monoespecifico; REP - Namero

de repeti¢des da técnica.
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Tabela 02: Dissociagédo de Anticorpos IgG em
eritrocitos TAD Posito pela Cloroquina

Amostra T—?gépntgitgo TAD Apo0s Trantamento
com DFC com DFC

P | oy P W

1 1+ 1+ 30 0 0
2 1+ 2+ 30 0 0
3 1+ 1+ 60 0 0
4 1+ 1+ 60 0 0
5 2+ 2+ 60 0 0
6 2+ 2+ 60 0 0
7 1+ 1+ 30 0 0
8 3+ 3+ 120 1+ 1+
9 (+) +) 30 0 0
10 3+ 3+ 60 0 0
11 2+ 2+ 60 0 0
12 4+ 4+ 120 0 0
13 3+ 3+ 120 0 0
14 (+) (+) 30 0 0
15 3+ 3+ 30 0 0
16 1+ 1+ 30 0 0
17 1+ 1+ 30 0 0
18 2+ 2+ 30 0 0
19 2+ 2+ 30 0 0
20 3+ 3+ 30 0 0
21 3+ 3+ 30 0 0
22 4+ 4+ 30 0 0
23 4+ 4+ 30 0 0
24 2+ 2+ 30 0 0

TAD - Teste de Antiglobulina Direto; P - Soro antiglobulina
humana poliespecifico;
monoespecifico; REP - Nimero de repeticbes da técnica;
DFC - Difosfato de Cloroquina.

M - Soro antiglobulina humana

21
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Apoés a determinacdo do bloqueio e dissociacdo do IgG em membrana de
eritrocitos sensibilizados, foi realizado a fenotipagem do RhD conforme apresentado
na Tabela 3. Foi observado que ndo houve diferenca na intensidade e resultado da
fenotipagem das amostras submetidas ao bloqueio com IgG quando comparada com
as amostras quando tratadas com Cloroquina.

Tabela 03: Fenotipagem Eritrocitaria Ante e Apos

Fenotipagem EritrocFitig:)igFI)?ak?Deerés 0
Amostra EritrggitTérrail?aF;]he[r)]t,gntes Blogueio IgG /
Dissociacdo DFC

D1 D2 CRh D1 D2 CRh

1 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
2 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
3 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
4 4+ 4+ 0 4+/4+  A+/4+ 0/0
5 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
6 2+ 2+ 2+ 0/0 0/0 0/0
7 0 0 0 0/0 0/0 0/0
8 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
9 0 0/0 0/0 0/0
10 0 0 0 0/0 0/0 0/0
11 4+ 4+ 0 4+/4+  4+[4+ 0/0
12 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
13 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
14 4+ 4+ 0 4+/4+  4+[4+ 0/0
15 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
16 0 0/0 0/0 0/0
17 0 0 0 0/0 0/0 0/0
18 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
19 (+) +) +) 0/0 0/0 0/0
20 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
21 4+ 4+ 0 4+/4+  4+[4+ 0/0
22 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
23 4+ 4+ 0 4+/4+  4+/4+ 0/0
24 1+ 1+ 1+ 0/0 0/0 0/0

D1 - Soro Anti-D monoclonal (RH1); D2 - Soro Anti-D de
procedéncia distinta do soro D1; CRh - Soro controle-Rh de
mesma procedéncia do soro anti-D1; DFC - Difosfato de
Cloroquina
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Também foi observado que as amostras ndao apresentaram alteracdao na
intensidade das reacdes apoés os tratamentos com IgG e Cloroquina. As amostras 06,
19 e 24 apresentaram fenotipagem inconclusiva antes dos tratamentos devido aos
resultados positivos do CRh. Sendo assim, foi observado que apos a realizacao tanto
do blogueio com IgG quanto a dissociagdo com Cloroquina, as hemacias tiveram sua
fenotipagem RhD confirmada, haja vista que os controles de RhD apresentaram

resultado negativo.

Eficacia do Tratamento dos Eritrécitos
para determinacdo da Fenotipagem RhD

30

204

Amostras

104

0 I I
Tratamento Eficaz Tratamento Ineficaz

Figura 2: Eficacia do tratamento das Hemacias teste pelo Bloqueio com IgG e
Difosfato de Cloroquina.

Através do Figura 2 foi possivel observar que de forma geral, o tratamento
dos eritrocitos com Soro Antiglobulina Humanda e com Difosfato de Cloroquina foi
eficaz para a realizagédo da fenotipagem eritrocitaria RhD. Os grupos foram divididos
entre as amostras que apés o tratamento foi possivel a realizacdo da fenotipagem
eritrocitaria (Tratamento Eficaz) e o grupo de amostras onde o tratamento nao foi
efetivo (Tratamento Ineficaz). A diferenca entre os grupos foi estatisticamente
significativa de acordo com o teste t de Student.

Os resultados demonstraram que os tratamentos foram eficazes para o
bloqueio ou dissociacao dos eritrécitos sensibilizados, entretanto, € recomendado que
para a determinagdo da fenotipagem eritrocitéria, a técnica de bloqueio de 1gG seja
adotada como preferéncia quando TAD apresentar intensidade até “2+” (SERERAT;
VEIDT; DUTCHED, 2000). Também é recomendo que, em amostras com TAD
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Positivo de intensidade “3+” ou mais, deve-se utilizar da técnica de dissociacdo com
Cloroquina e posteriormente, se necessario, utilizar a técnica de bloqueio com IgG, ja
gue os eritrocitos estado intensamente sensibilizados e apresentam elevado potencial
de aglutinacdo (FERREIRA et al., 2014).

O sistema Rh € o0 mais importante no que se diz respeito a aloimunizacéo,
devido ao seu envolvimento na doenca hemolitica perinatal. Desta forma, a
fenotipagem eritrocitaria para o sistema RhD em neonatos com TAD Positivo € de
grande importancia para elucidar casos que haja suspeita de incompatibilidade
sanguinea materno-fetal afim de prosseguir com administracdo materna de
imunoglobulina polivalente reduzindo a possibilidade da aloimunizacdo por antigeno
RhD e posteriormente no desenvolvimento da DHRN nas préximas gestacdes
(BERLIN; SELBING; RYDEN, 1985). Em 1998, um estudo de um ano, fazendo
screening neonatal em 22264 gestantes demonstraram a incidéncia do
desenvolvimento de doenca hemolitica neonatal, sendo que 70,9% dos anticorpos
desenvolvidos pertencem ao sistema RhD e 29,1% como pertencentes a outros
sistemas mais raros, demonstrando assim sua importancia na aloimunizagdo materna
e doenga hemolitica neonatal (HOWARD et al., 1998).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir
gue as metodologias de Bloqueio de IgG em Eritrécitos com TAD Positivo e da técnica
de Dissociacdo de anticorpos IgG dos Eritrocitos com TAD Positivo pela Cloroquina
demonstraram eficacia na viabilidade das amostras e possibilitaram a realizacao da
fenotipagem eritrocitaria.

O estudo poderé futuramente ser aplicado de maneira mais ampla com a
proposicao da determinacao da fenotipagem eritrocitaria de outros grupos sanguineos
que sofrem interferéncia metodoldgica por anticorpos aderidos a superficie das
hemécias.

Por fim, pode-se considerar que este estudo foi relevante pincipalmente por
permitir o conhecimento, quantificacao e validacdo das metodologias propostas com
o intuito de posteriormente implementar as técnicas realizadas na hemorrede de Santa

Catarina.
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