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RESUMO

Foram investigados Anticorpos Irregulares em 2.500 doadores de sangue do Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), utilizando a Técnica da
Antiglobulina Indireta no Gel (DiaMed), no periodo de setembro a novembro de
1996. O percentual de positividade, entre os doadores, para Anticorpos Irregulares,
foi de 0,32%. A maioria dos anticorpos identificados foi de significagdo clinica,
enfatizando a importancia de sua pesquisa em todos os doadores de sangue. Os
anticorpos encontrados foram: Anti-D 0,12%, Anti-C + D 0,04%, Anti-M 0,04%, Anti-
Le® 0,04% e anticorpo com espcificidade nédo pesquisada 0,08%. Nossos resultados

estdo de acordo com a literatura mundial.



1 INTRODUGAO

Anticorpos s&o proteinas produzidas pelo sistema imunitario em
resposta a estimulos antigénicos especificos. Quando relacionados a antigenos
presentes nos eritrécitos, sdo chamados anticorpos anti-eritrocitarios %' 9.

Os Anticorpos Irregulares aparecem de maneira inconstante em
individuos desprovidos de antigeno especifico, podendo causar problemas
relacionados as fransfusdes e gestagdes. Portanto, sua pesquisa e identificacéo séo
indispensaveis na pratica transfusional 171829,

A partir de 1948, foram descritas Reagdes Transfusionais Hemoliticas
relacionadas a presenga de Anticorpos Irregulares no plasma de doadores. Desde
entdo, a Prova de Compatibilidade Menor foi considerada essencial. Mollison, em
1956, considerou esta prova desnecessaria desde que a Pesquisa de Anticorpos
Irregulares seja feita de rotina em doadores de sangue © .

A historia do desenvolvimento de técnicas com ¢ objetivo de torna-las
mais praticas e sensiveis na detecgéo de Anticorpos Irregulares vem desde 1945,
quando Coombs, Mourant e Race descreveram a utilizagdo do Teste da Anti-
Globulina Humana “*®_ Em 1951, Unger relatou o uso de enzimas para pré-tratar
as células antes de realizar o Coombs Indireto "?. A Técnica da Papaina foi
introduzida por Goldsmith em 1955 e tem como principal objetivo a eliminacéo das
cargas negativas da membrana dos eritrécitos pela remogac do Acido Siélico para
uma melhor reagéo de hemagiutinagao 2,

Na década de 70, as Técnicas de Compatibilidade foram avaliadas
como complexas, pelo uso de varias incubagbes em temperaturas e lavagem de

hemécias ™. Objetivando substituir métodos manuais por automatizados Marchead

e cols nao foram bem sucedidos, pois houve um grande nimero de falso positivos
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@ Mais tarde Low e Messter introduziram a Técnica do LISS, com a grande

vantagem de diminuir o tempo de incubagéo dos eritracitos .

Atuaimente dispomos da Técnica do Gel Centrifugacéo, descoberta
em 1986 por Y. Lapierre, desenvolvida pela DiaMed e tendo como principais
vantagens a realizagdo do Teste de Coombs sem a necessidade de lavagem das
hemadcias (0 que torna o teste mais simples, seguro e rapido) e as reagles estaveis
por dois ou mais dias, permitindo leituras posteriores ©****?*?” Portanto, a partir
desta técnica podemos detectar a maioria dos anticorpos de grupos sanglineos,
bem como de acordo com o comportamento deste anticorpo, classifica-lo quanto a
sua importancia clinica ®”. O uso do Gel Teste com Antiglobulina € um dos
principais recursos nos grandes Hemocentros tornando possive! e facil a pesquisa e
identificaggio de Anticorpos Irregulares em todos os doadores de sangue %2,

O objetivo deste trabalho &€ mostrar a incidéncia de Anticorpos
Irregulares em doadores de sangue do Cenfro de Hematologia e Hemoterapia do

Ceara (HEMOCE), com o intuitc de avaliar a importancia da obrigatoriedade de sua

pesquisa nos centros de transfusotes.



2 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 2.500 amostras de plasma provenientes de
doadores do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) no
periodo de setembro a novembro de 1996, no Laboratdrio de Imuno-Hematologia do
Hemocentro de Fortaleza.

A triagem dos doadores foi feita obedecendo as normas técnicas da
Portaria 1.376 do Ministério da Salde, de 19 de novembro de 1993, que considera
como causa de exclusdo temporaria para Doagéo de Sangue, historia de transfuséo
prévia, no periodo de 10 anos %9,

Foi elaborada uma ficha de identificagcdo com 0s dados pessoais dos
doadores (idade, sexo e outros), além de informacdes sobre histéria transfusional e
gestaches.

Para Pesquisa dos Anticorpos Irreguiares foi realizada a Técnica de
Agiutinacdo em Gel contido em micro-tubos. Os cartdes utilizados foram os
LISS/COOMBS da DiaMed. As suspensdes de hemacias usadas foram da ID-Diacell
Il (2 células ndo papainizadas, suspenséo a 0,8%).

A técnica foi baseada no Manual de Técnicas da DiaMed-ID Micro
Typing System “®, e tem como principio basico a filtragdo dos aglutinados sob forga
centrifuga ®@. As hemacias, por serem mais densas que o gel, tendem a passar
através dele. Reagbes negativas aparecem como um discreto botdo de células na
base da coluna; ao contrario, hemacias aglutinadas séo retidas pelo gel durante a
centrifugaco, apresentando padrées de 1 a 4 cruzes #.

Foi feita, posteriormente, a identificacdo dos anticorpos nas amostras
com triagem positiva. As técnicas utilizadas foram: Centrifugagéo em Gel da DiaMed

com suspensdes de hemécias da ID-DiaPanel {11 células papainizadas a 0,8%). Em
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casos de duvidas foi recorrido a Testes de Antiglobulina Indireta baseada no

Manual Técnico Association Americana de Bancos de Sangue (AABB) e ainda a um
painel enzimatico 2.

Foi realizada para a execugéo deste trabalho uma pesquisa aleatoria
simples, para a escolha das Fichas dos Doadores de Sangue do HEMOCE.

Foi determinado um erro de amostragem de 5% e uma variancia
desejada para um nivel de confianca de 95% sob a curva normal.

Apéds a coleta dos dados, deu-se a organizacao, leitura, andlise e

interpretacéo dos resultados apresentados, utilizando-se a estatistica descritiva

como ferramenta.



3 RESULTADOS

A TABELA 1 relaciona os 2.500 doadores de sangue estudados
quanto ao sexo: 2.207 - masculino (88,28%) e 293 - feminino (11,72%).

No que diz respeito aos grupos sanglineos podemos observar o
seguinte: 30,92% do Grupo “A™; 8,6% do Grupo “B™; 2,96% do Grupo “AB™:
48,72% do Grupo “0™; 3,96% do Grupo "A™; 0,96% do Grupo “B™; 0,36% do Grupo
“AB™; 3,52% do Grupo “O™ (TABELA 2).

O percentual de Fator Rh positivo foi de 91,2% e de Fator Rh negativo
foi de 8,8%.

Em nosso estudo, evidenciamos a presenga de 8 casos com Pesquisa
de Anticorpos Irregulares positivos dando um percentual de 0,32%. A TABELA 3
mostra os anticorpos encontrados com seus respectivos percentuais: 0,12% de Anti-
D; 0,04% de Anti-C + D; ; 0,04% de Anti-M, ; 0,04% de Anti-Le® e 0,08% de
anticorpo nao pesquisado.

O QUADRO 1 mostra os doadores com Pesquisa de Anticorpos
Irregulares positivo e seus respectivos anticorpos identificados relacionando-os com
0 sexo, idade, grupo sanguineo e fator Rh.

Nos 8 casos positivos o percentual do sexo masculino foi de 0,18% e
do sexo feminino foi de 1,36% (TABELA 4).

As provaveis causas de imunizagdo dos doadores com Pesquisa de

Anticorpos Irregulares positivo estdo expostos no QUADRO 2.
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TABELA 01

DISTRIBUICAO DOS DOADORES DE SANGUE DO HEMOCE
QUANTO AO SEXO NO PERIODO DE SETEMBRO A

NOVEMBRO/1996
N° de Freqiiéncia
Sexo Doadores (%)
Masculino 2.207 88,28
__ Feminino | 203 N2
Total 2.500 100,00

Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE

Grafico 01 - Distribuicdo dos Doadores de Sangue do
Hemoce quanto ao Sexo
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i TABELA 02
DISTRIBUICAO DOS DOADORES DE SANGUE DO HEMOCE
SEGUNDO O GRUPO SANGUINEO ABO E O FATOR Rh
SETEMBRO A NOVEMBRO/1996

GruRo POSITIVO _ NEGATIVO TOTAL
S S 5
A 773 30.92 29 3.96 872 34.88
B 215 8.6 24 0.96 239 9.56
AB 74 2.96 9 0.36 83 3.32
0 1.218 | 48.72 88 3.92 1.306 | 52.24
Total 2.280 91.2 220 8.8 2.500 100

Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE

Grafico 02 - Distribuicdo dos Doadores tle Sangue do
Hemoce quanto ap Grupo Sangiiineo ABO

EE

N° ¢e Doadores
g &
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IDENTIFICAGAO DOS ANTICORPOS IRREGULARES NOS DOADORES DE

TABELA 03

SANGUE ESTUDADOS NO HEMOCE
SETEMBRO A NOVEMBRO/1996

Anti -D 3 37,5 0,12
Anti -G +D 1 125 0,04
Anti ~ M 1 12,5 0,04
Anti - Led 1 12,56 0,04

0,08

Fonte: Pesquisa Direta - HEMOCE

3%

13%

Gréfico 03 - Identificagdo dos Anticorpos Irregulares
nos Doadores de Sangue Estudados do Hemoce

13%

24%

37%

m Anti-D
Anti-C +D
Anti-M
» AntidLea
® Anticorpo nio pesquisado
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TABELA 04

DISTRIBUIGAO DOS ANTICORPOS IRREGULARES COM RELAGAO AO SEXO
DOS DOADORES POSITIVOS E DO TOTAL DE DOADORES ESTUDADOS
SETEMBRO A NOVEMBRO/1996

ANTICORPO

N° de Doadores
c/ Pai Positivo

N=4

Masculino |
N=2.207
Total

(casos +) Doadore

S

Feminino

N= 4

- N=293
Total
(casos +) Doadore

S

% % % %
Anti - D 3 20| 005 80,0 068
Anti - C +D 1 0,0 0,0 250 0,34
Anti - M 1 0,0 0,0 250| 034
Anti - Le@ 1 2501 0,05 00| 00
Anticorpo néo
pesquisado

Fonte: Pesquisa Direta - Hemoce
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QUADRO 01

10

DISTRIBUIGAO DOS DOADORES COM PAI POSITIVO E SEUS RESPECTIVOS
ANTICORPOS RELACIONANDO-OS COM SEXO, IDADE, GRUPO SANGUINEO E

FATOR Rh
GRUPO ANTICORPO
DOADOR SEXO IDADE SANGUINEO | IRREGULAR
FATOR Rh |IDENTIFICADO
FPS. M 40 At Anti-Le@
F.M.C.R. F 58 A" Anti-C +D
R.N.A. M 38 B- Anti-D
AlQO. F 32 A~ Anti-D
N.M.S.L. F 53 A" Anti-D
AEF.C. F 27 At Anti-M
O.P.L. M 20 At néo pesquisado
C.RB.M. M 38 0" néo pesquisado
Fonte: Pesquisa Direta - Hemoce
QUADRO 2

RELACAO DE DOADORES COM O ANTOCORPO IRREGULAR ENCONTRADO

E A PROVAVEL CAUSA DE IMUNIZAGAO.

ANTICORPO

DOADOR IRREGULAR PROVAVEL CAUSA DE

IDENTIFICADD IMUNIZACAO
FPS. Anti - Le® Natural
F.M.C.R. Anti-C+D Gestacéo
R.NA. Anti -D Transfusao
A.l.O. Anti-D Gestacéo
NMSL Anti-D Gestagao
AE.F.C Anti - M Gestagéo
OP.L Identificac@o n&o pesquisada Transfusao
C.R.B.M. Identificacdo nao pesquisada Transfuséo
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4 DISCUSSAO

A importancia da Pesquisa de Anticorpos Irregulares em Doadores de
Sangue, como rotina nos Centros Transfusionais, comegou a ser questionada na
década de 50. Foram feitos estudos, nessa mesma época, sobre a incidéncia
desses anticorpos em diferentes populagdes de doadores, para avaliar o grau de
risco que eles provocam em receptores; a variabilidade do percentual foi de 0,3 a
0,87% ©.

Em nosso estudo com 2500 doadores de sangue do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE), estudados aleatoriamente,
tivemos uma frequéncia de 0,32% desses anticorpos (8 casos positivos) (TABELA
3).

Observamos que entre as pessoas imunizadas o percentual guanto ao
sexo foi de 0,18% para o sexo mascuiino e 1,36% para o sexo feminino (TABELA 4);
isso significa que os nossos resultados estdo de acordo com a literatura ®% % A
imunoprofilaxia com a Imunoglobulina Anti-D pode ser melhorada no sentido de
diminuir esse percentual feminino .

Revisando a literatura nacional, encontramos referéncias de pesquisas
semelhantes com as quais comparamos nossos achados. Observamos que em
1988, MESQUITA, utilizando a técnica Indireta da Anti Globulina Humana em meio
salino a 22°C e em meio protéico a 37°C, encontrou uma incidéncia de 2% numa
populacéo de 500 doadores do HEMOCE “?.

ROCHA et al, (1996), utilizando a técnica do Gel Centrifugagéo,
encontrou uma incidéncia de 0,32% numa populagéo de 23.714 doadores do Centro

de Hematologia e Hemoterapia do Para (HEMOPA) “?,
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A descoberta do anticorpo Anti-Rh (1937) e mais tarde a sua relago

com a Doenga Hemolitica do Recém-Nascido abriu espagos para a compreensdo
sobre a origem de determinados anticorpos, até entdo obscura “®. Os anticorpos
imunes formados a partir de estimulos antigénicos prévios, como a gravidez ou
transfuséo, sdo geralmente reativos a 37°C e do tipo IgG @ "® . Os anticorpos
naturais reagem somente em temperaturas baixas (4 a 25°C) e s@o mais
freqUientemente do tipo IgM ™ ™ *". Os anticorpos de qualquer especificidade
podem causar reagdes transfusionais, quando reativos a temperatura corpérea.

Na analise dos nossos resultados encontramos anticorpos com
especificidade Anti-D, Anti-C+D, Anti-M, Anti-Le®, além de outros dois que né&o foram
pesquisados pelo fato desses doadores apresentarem sorologia positiva para
Hepatite B.

Os anticorpos Anti-D e Anti-C sé&o produzidos contra antigenos do
Sistema Rh-Hr. O Antigeno D é altamente imunogénico e tem uma freqléncia
relativamente alta em nossoc meio. O Anticorpo Anti-D é de grande importancia
clinica, pois tem sido implicado em Reag¢les Transfusionais severas e Doenca
Hemolitica do Recém-Nascido graves . Existem relatos sobre a existéncia de Anti-
D de ocorréncia natural, poréem s&0 casos rarissimos e como podemos ver no
QUADRO 2 todos os casos de Anti-D no nosso estudo foram por uma provavel
imunizag&o prévia (gravidez ou transfusgo) %%

R Kighh (1990), ao pesquisar a frequiéncia de Anti-D isclado & Anti-
C+D em 35.000 doadores encontrou um percentual de 0,16%, o0 que corresponde
exatamente ao encontrado em nosso trabalho .

Em nossa investigacdo encontramos 0,04% de Anti-Le® que

correspondeu a um doador do sexo masculino e de Grupo Sanglineo A

(QUADRO 1). Alguns autores relatam que doadores com Anti-Le® sdo mais
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freqUentemente pertencentes aos grupos A, B e AB; outros relacionam o

aparecimento de Anti-Le® com mulheres em idade fértil e gestantes, porém néo
causador de Doenca Hemofilica do Recém-Nascido por ser do tipo IgM e néo
atravessar a barreira placentaria & %3438

O que se tem na literatura sobre as principais caracteristicas do Anti-M
€ que exibe reagdes mais fortes em pH 6timo de 6,5 e que geralmente é um
anticorpo frio “ * *?. Encontramos um percentual de 0,04% de Anti-M que reagiu
tantc a 37°C como a 4°C, sendo um anticorpo frio e quente. A origem desse

anticorpo poderia ser por estimulo gestacional, ja que essa doadora fez relato de 3

gestacdes (QUADRO 2).
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5 CONCLUSAO

Os dados apresentados mostram qgue em 0,32% dos doadores
estudados foram encontrados Anticorpos Irregulares.

A grande maioria dos anticorpos identificados & clinicamente
significante.

Nossos resuttados estdo de acordo com os dados disponiveis na
literatura mundial.

Concluimos que & importante a obrigatoriedade da Pesquisa de

Anticorpos lrregulares nos Centros Transfusionais.
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6 ABSTRACT

Irregular antibodies were investigated on 2.500 HEMOCE’s blood
donor, using the indirect antiglobulin “Gel test’ (DiaMed), among September and
November, 1996. Irregular antibodies positively percent among donors was 0,32%
most identified antibodies had a clinical meaning, emphasizing the importance of its
request on all blood donors. Found antibodies were: Anti-D (0,12%); Anti-C + D
(0,04%) and unidentified antibody (0,08%). Our results are according with world

literacy.
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ANEXO

PESQUISA DE ANTICORPOS IRREGULARES EM

DOADORES DE SANGUE
FICHA DO DOADOR
NOME:
IDADE: SEXO: GESTACOES N°
GRUPO SANGUINEO: FATOR Rh:

PESQUISA DE ANTICORPOS IRREGULARES:

IDENTIFICAGAO DO ANTICORPO:

DATA: / /




