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RESUMO

Foi realizado 150 testes de triagem e identificacdo de anticorpos
irregulares em pacientes politransfundidos, atendidos no HEMOCE, com a finalidade de
fazer um estudo comparativo entre as técnicas de Polietileno Glicol (PEG) e a gel-
centrifugacéo.

Os meios utilizados na investigagdo séo salina PEG a 37°C, antiglobulina
humana (AGH) e gel Liss-Coombs.

Tivemos 7 (4,6%) casos positivos, sendo 1 anti-C, 1 anti-D, 1 anti-e, 1
anti-K e 3 anti-E, detectados nos dois métodos.



1 INTRODUGAO

A transfusdo de sangue e seus componentes &, rotineiramente, um
procedimento eficaz para corrigir deficiencias hematologicas, embora possa apresentar
determinados efeitos indesejaveis @'V,

O sangue, por ser um produto biolégico muito complexo, do mesmo modo
que o paciente que recebe uma transfuséo € um organismo bioldgico extremamente
complexo, é formado por hemdcias, leucécitos, plaquetas e substancias moleculares
com milhares de especificidades imunolégicas diferentes, o que determina sua
heterogeneidade @437,

Com o reconhecimento da heterogeneidade dos tipos de moléculas, que
podem funcionar como anticorpos, que séo as imunoglobulinas, os riscos transfusionais
atualmente chega a ser infinitamente menor do que no passado @2,

O conceito de antigenos e anticorpos era desconhecido até 1900, quando
o sistema de grupo sanguinec ABO foi descoberto por Karl Landsteiner e identificado

também, suas importancias no sucesso ou falha das transfusées sangtineas @',

A medida que ampliou-se o conhecimento sobre a descoberta do sistema
ABO, novos sistemas de grupo sangliineo surgiram e, o mesmo também ocorreu com a
pesquisa de métodos mais sensiveis para testes de compatibilidade no estagio pré-
transfusional. 7.

A prova cruzada passou entdo a ser utilizada a partir de 1940, quando os
bancos de sangue passaram a pesquisar anticorpos no soro do paciente, capazes de
destruir as hemacias do doador, ou no soro do doador capazes de destruir as hemacias
do paciente. A partir de entéo, correlacionou-se a hemdlise in vitro com a hemdlise

intravascular nos pacientes (82,

Apesar do cruzamento ABQ, a transfuséo sanglinea continuava a resultar
em morbidade e mortalidade. Sé apds 1939, descobriu-se um anticorpo, produzido por
cobaias e coelhos, quando imunizados com eritrécitos de macaco Rhesus. O anticorpo
aglutinava 85% das hemécias humanas, definindo assim, as diferengas nos eritrocitos

e denominado de fator Rh &2,
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Os antigenos do sistema ABO sao herdados como caracteres
mendelianos simples, dependentes de trés genes alelomorficos, A, B e O, cuja
combinacéo, formam os fendtipos A, B, AB e O. A presenca desses antigenos
eritrocitarios, na superficie dos glébulos vermelhos podem ser identificados pelos

anticorpos especificos &%,

A presencga de anticorpos que reagem com antigenos A ou B é achado
regular no soro dos individuos que ndo possuam esses antigenos na superficie dos

seus glébulos vermelhos ©@.

Estas aglutininas, também denominadas anticorpos naturais regulares,
frente ao antigeno correspondente, s&o capazes de causar hemélise intra-vascular. A
destruicdo dos glébulos vermelhos transfundidos, segue as alteragdes imunologicas e
bioquimicas das quais resultam grave reagéo transfusional, por vezes fatal @.

Os anticorpos sdo proteinas fabricadas no sistema imunitério do
organismo, por linfécitos B, em resposta a estimulos por substéncias estranhas @9,
Nos outros sistemas de grupos sangilineos os anticorpos irregulares podem aparecer
por aloimunizagéo, apds transfusdes ou gestagSes ou espontaneamente como nos

sistemas Lewis e Rh .

Conforme a bioquimica, os anticorpos séo classificados em IgM, IgA, 1gG,
e (1421.28)

igD e IgE sendo mais importantes em transfus&o, IgM e 1gG principalment

As IgM s&o os anticorpos produzidos em maior quantidade nas primeiras
etapas de uma resposta priméria de anticorpos. O plasma é o tnico fluido humano que
contém quantidades significantes de IgM. As IgM s&o anticorpos de carater “completo”
ou ‘regular’ e, portanto, com capacidade para produzir aglutinagéo espontanea dos
eritrécitos tanto in vivo como in vitro (crioaglutininas). Estes auto-anticorpos fixam
sempre o complemento e sua unido a superficie eritrocitaria se realiza entre 4°C e 20°C

(auto-anticorpos frios)@43",

As 1gG sdo anticorpos quentes, com atividade melhor a 37°C, de caréter

“incompleto” ou irregular, ndo produzem aglutinagéo espontanea dos eritrocitos, € tem

ou néo capacidade de ativar o complemento (Cab) 1%,
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No plasma, normaimente existe uma forga de repulsdo entre as hemacias
por apresentarem em sua superficie uma carga negativa resultante do elevado

contetdo de 4cido sialico®®.

Quando as hemécias estdo suspensas em solugdes eletroliticas como de
cloreto de sédio (NaCl), forma-se ao seu redor uma nuvem dupla de cations. A
diferenca na densidade de carga entre as camadas interna e externa da nuvem idnica,
cria um potencial eletrostatico denominado potencial zeta 419,

A forga de repulsdo entre as hemacias depende do potencial zeta e pode
ser diminuida de duas maneiras: alterando-se o meio no qual as hemacias estio

suspensas durante o teste e, reduzindo-se diretamente a carga negativa da hemacia
{19,26)

A aglutinagéo de uma suspensédo de hemécias pelo anticorpo especifico,
ocorre quando os determinantes antigénicos, na membrana da hemécia combinam-se
com o sitio antigeno-combinante nas regibes variaveis das cadeias pesada e leve das

imunoglobutinast'®,

Os anticorpos incompletos ou nao aglutinantes, podem aglutinar
hemacias quando se altera o meio de reagdo. Podem também ser convertidos em uma
aglutinina salina efetiva, através de clivagem ou reducéo quimica da molécula de
imunoglobulina.

x

O equilibrio da ligagdo antigeno-anticorpo é influenciado por efeito da
forga idnica, da temperatura e do pH, que para a maioria dos anticorpos deve ser
ligeiramente &cido, 6,7 a 7,5 ',

Ha vérios meios utilizados para potencializar as reacdes antigenos-
anticorpos como: a solugéo de baixa forga idnica (Liss); o polibrino e; o polietileno glicol
(PEG). E as enzimas proteoliticas, tais como a papaina, a bromelina, ficina ou tripsina
por destruirem a camada superficial do 4cido sidlico podem ser usadas com globulina
anti-humana (14121927,

O polietileno glicol (PEG) uma substancia hidrossolavel, se polariza no
campo elétrico das hemacias e diminui a forca de repuls&o entre os glébulos pela
neutralizacdo de parte das cargas negativas que provocam a repulsdo. O PEG
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aumenta a constante dielétrica do meio, reduz o potencial zeta e favorece a aglutinagéo
(19)

A técnica de uso do PEG a 20% tem sido desenvolvida para detectar e
potencializar reagdes que identificam anticorpos fracos ¥, E também proposto que o
PEG adicionado ao teste da antiglobulina indireta, aumenta a reatividade de maior
numero de aloanticorpos em testes de compatibilidade de rotina. E, a anti-IgG é usada
juntamente ao PEG para evitar um nimero elevado de resultados falsos positivos
obtidos com o uso da antiglobulina humana poliespecifica 2.

O gel-centrifugagdo € um método para pesquisa e identificagdo de
anticorpos irregulares que apresenta uma forma de leitura das reagdes de aglutinagéo,
de facil interpretagdo. E um sistema de cartdes, com seis microtubos de reagdes em
gel sephadex 100, contendo antiglobulina humana e Liss.

No gel antiglobulina (para pesquisa e identificagdo de anticorpos), as
hemacias s&o sensibilizadas por anticorpos durante a fase de incubacgéo e retidas pela
antiglobulina humana no gel, durante a centrifugagcdo. Somente as hemacias
sensibilizadas serdo retidas na parte superior do microtubo, pelo gel que contém
antiglobulina humana, caso contrario, atravessaréo o gel sedimentando-se no fundo do
microtubo 19,

O objetivo do presente trabalho é fazer um estudo utilizando o método do
polietileno glicol (PEG) e compara-lo com método de gel-centrifugacdo (Liss-Coombs),
na identificagdo de anticorpos irregulares, em fungéo da especificidade e sensibilidade
verificada pela intensidade de aglutinagdo. Afim de ser utilizada uma técnica rapida,
sensivel e economicamente vidvel nas agéncias tfransfusionais e em Bancos de

Sangue.
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2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido durante o periodo de setembro a dezembro de
1997 no Laboratério de Imunohematologia do Hemoce, onde foram realizados 150
testes de pesquisa e identificago de anticorpos irregulares, em plasma de paciente
politransfundidos, seguindo as técnicas do PEG e do gel-centrifugagéo em paralelo.

2.1 Material
Amostras colhidas por pungéo venosa com anticoagulante EDTA.

Reagente para potencializagdo de anticorpos, Gamma PEG, do
laboratério Gamma.

Reagentes de células vermelhas | e il, para detecgéo de anticorpos, Duet,
do laboratorio Gamma.

Reagentes de células vermelhas, ID-Diacell | e I, do laboratério Diamed

de Belo Horizonte.

Reagentes de células vermelhas para identificagdo de anticorpos, painel
11 e 15, dos laboratérios Diamed e Gamma, respectivamente.

Globulina anti-humana (anti-lgG) do laboratério Gamma.

Cartdes de gel-centrifugagéo, contendo anti-lgG, Csd e solugdo de Liss
madificado, do laboratério Diamed.

2.2 Técnica

A técnica do PEG para a pesquisa de anticorpos irregulares baseia-se na
metodologia do Laboratério Gamma Biologicals (EUA): misturar 2 gotas de
plasma com uma gota de hemacias do painel de triagem | e II; centrifugar e ler;
acrescentar 2 gotas de PEG; incubar a 37°C por 15 minutos e observar se ha
hemodlise; lavar por 3 vezes com solugéo salina a 0,9%; adicionar 2 gotas de
globulina anti-humana, centrifugar por 15 minutos e ler para aglutinagio; nas

amostras com resultados negativos, colocar 1 gota de controle de Coombs
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(hemacias sensibilizadas com IgG), centrifugar e ler. Nesta fase devera ocorrer

aglutinagdo para confirmar a veracidade do teste.

As amostras positivas na triagem sérica sdo em uma segunda etapa,
submetidas a um painel de identificacdo, contendo antigenos fenotipados para
outros sistemas de grupo sanglinecs. Submetendo-se a reacdo as mesmas
fases utilizadas na pesquisa de anticorpos irregulares.

Os resultados positivos s&o dados em cruzes (+ a ++++) de acordo com a

intensidade de aglutinagao 7.

Com um antigrama, verifica-se a correspondéncia entre a distribui¢do das
reacbes positivas e negativas, com a presenga ou auséncia de um antigeno. A
sequéncia de aglutinacdo obtida, correspondendo com a presenga de
determinados antigenos, demonstrara a especificidade do anticorpoc em cada

amostra.

Para a pesquisa de anticorpo em gel-centrifugacédo % usar uma gota do
painel | e lli nos microtubos; adicionar 25 microlitros do plasma; incubar a 37°C
por 10 minutos; centrifugar por 10 minutos a baixa rotacdo (1030 rpm) e
observar a aglutinacéo.

As amostras positivas foram identificadas num painel de 1 a 11 antigenos
conhecidos, usando-se a mesma metodologia da triagem acima referida.

O painel é acompanhado de um antigrama contendo 11 antigenos
conhecidos, onde s&o identificados os anticorpos da amostra.

2.3 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguidos por
um procedimento de multipla comparagéo (Student-Newman-Keuls Test),
utilizando-se o programa Statview de um computador Macintosh.

O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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3 RESULTADOS

De 150 amostras sanguineas pesquisadas, que correspondiam ao total de
pacientes politransfundidos, 07 (4,66%) apresentaram resultados positivos para
anticorpos irregulares antieritrocitarios. Todos os anticorpos foram identificados como

mostra a tabela lll.

As sete amosiras positivas no método do polietilenc glicol e no gel-
centrifugacdo, apresentaram os seguintes anticorpos: 1 anti-C, 1 anti-D, 1 anti-e, 1
anti-K e 3 anti-E. (Tabela lll}

Os resultados obtidos na identificagdo de anticorpos foram semelhantes
em ambos procedimentos (PEG e gel-centrifugagdo), sendo encontrado os mesmos
anticorpos nas amostras positivas da triagem. (Tabelas | e I}

Na amostra que apresentou positividade para anti-e, n&o houve nenhuma

aglutinacéo na fase de temperatura ambiente (T.A.) (Tabela [)

Apbs a adicdo do PEG e incubacéo das amostras a 37°C por 15 minutos,
nao houve presenga de hemdlise. Entretanto, a intensidade de aglutinagdo aumentou
de uma a duas cruzes entre as fases T.A. e AGH (antiglobulina humana). (Tabela I)

Em 6 casos (4,0%), as reacdes foram positivas nas fases T.A. € AGH da
metodologia do PEG, assim como em gel-centrifuga¢do. E apenas um caso (0,66%)
reagiu somente na antiglobulina e no gel. (Tabelas [ e II)

No total de amostras analisadas, 86 eram de pacientes do sexo feminino
e 64 do sexo masculino. Sendo dos pacientes femininos, 34 (39,5%) casos eram do
grupo sanguineo A, 6 (7,0%) casos do grupo B, 4 (4,6%) casos do grupo AB e 42
(48,9%) casos do grupo O. Na populagdo masculina, 25 (39,0%) pacientes pertenciam
a0 grupo sanguineo A, 3 (4,7%) casos ao grupo B, 1 (1,6%) ao grupo AB e 35 (54,7%)
casos ao grupo O. (Tabela V)

Quanto a classificagdo do fator Rh, 135 pacientes (280,0%) eram Rh
positivos e 15 (10,0%) Rh negativos. (Tabela V)

Das 150 amostras estudadas, 50 (33,33%) pertenciam a pacientes
portadores de neoplasias diversas, 33 (22,0%) a pacientes anémicos e 16 (10,66%) a
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pacientes leucémicos. O restante das amostras foram colhidas de pacientes com as

mais diferentes patologias. (Tabela Vi)

Além da detecgdo aumentada dos anticorpos relacionados ao sistema Rh,
0 PEG e gel-centrifugacdo detectaram os mesmos anticorpos e, em alguns casos,
apresentando intensidade de reagéo igual. No entanto houve diferenca significativa
(p < 0,05) entre as habilidades do PEG e gel-centrifugacéo (Liss-Coombs) para detectar

o anticorpo anti-e (Tabelas | e ll)

As reagdes envolvendo o anti-e foram significantemente mais fortes
(p <« 0,05) entre as proprias fases do método PEG (T.A. e AGH). (Tabela I)
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TABELA Ili

Anticorpos irregulares encontrados nos pacientes politransfundidos
estudados no HEMOCE, no periodo de setembro a dezembro de 1997.

NUMERO DE PACIENTES PACIENTES
ANTICORPOS ANTICORPOS | SENSIBILIZADOS ESTUDADOS
% %
Anti-C 01 14,28 0,66
Anti-D 01 14,28 0,66
Anti-E 03 4286 - 2,00
Anti-e 01 14,28 0,66
Anti-K 01 14,28 0,66
TOTAL 07 100,00 4,66
TABELA IV

Distribuigdo do nimerc de pacientes politransfundidos relacionados com o

SEX0 € 0 grupo sanguineo.

GRUPO SEXO % SEXO % TOTAL %
SANGUINEO | MASCULINO FEMININO
A 25 39,0 34 39,56 59 38,3
B 03 04,7 06 07,0 09 06,0
AB 01 01,6 04 04,6 05 03,3
0 35 54,7 42 48,9 77 514
TOTAL 64 100,0 86 100,0 150 100,0
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TABELA YV

Distribuicdo do nimero de pacientes politransfundidos relacionados com o
Grupo Sanguineo e Fator Rh.

) GRUPO Rh % Rh % TOTAL %
SANGUINEO | POSITIVO NEGATIVO
A 54 40,0 05 33,3 59 39,3
B B " 09 06,7 00 00 09 06,0
AB 05 03,7 00 00 05 03,3
o 67 49,6 10 66,7 77 51,4
TOTAL 135 100,0 15 100,0 150 100,0
TABELA VI

Distribuicdio percentual das patologias que representa a populacio
estudada no HEMOCE, no periodo de setembro a dezembro de 1997.

PATOLOGIA NUMERO DE PERCENTUAL
CASOS %
Leucemias 16 10,66
Anemias 33 2200
S.M.D. 15 10,00
b L.N.H. 07 04,66
Neoplasias 50 33,33
D. Hodgkin 05 03,33
M. Maltiplo 08 5,33
-~ Policitemia Vera 01 0,7
Qutros 15 10,00
TOTAL 150 100,00




20
4 DISCUSSAO

A facilidade e seguran¢a da transfus@o constitui um alcance cientifico
importante. Um pratica transfusional adequada requer, além de um prévio estudo
imunohematolagico bem feito, uma constante e critica avaliagéo clinica. As indicagbes
médicas devem ser avaliadas de forma criteriosa em cada transfusdo para garantir sua
eficécia terapéutica ©.

Os anticorpos irregulares anti-eritrocitarios ou imunes de grupos
sanguineos, estdo sendo melhor pesquisados, como forma de aumentar a seguranca

transfusional.

Nos testes pré-transfusionais é muito importante ter em mente a historia
clinica do paciente quando surgir eventuais problemas como: a presenca de
autoanticorpo, niveis elevados de globulinas e formag&o de rouleaux. Algumas causas
como idade, sexo, transfusdo sanguinea anterior, anemia hemolitica autoimune e

neoplasias, devem ser relacionadas com o resultado do teste®?.

Em nossa pesquisa foram considerados alguns fatores, tais como
transfuses anteriores, patologias, grupo sanguineo ABO, fator Rh e sexo. De 150
pacientes politransfundidos, 50 casos (33,33%) eram de diferentes neoplasias
submetidos a tratamento quimioterapico e 33 casos (22,00%) com anemias.

Em pacientes politransfundidos portadores de anemias e em portadores
de outras patologias, foi detectado apenas um anticorpo irregular em cada paciente,
enquanto que nos portadores de neoplasias em tratamento quimioterapico nado
detectou-se nenhum anticorpo irregular. A baixa incidéncia, provavelmente €
influenciada por agentes quimioterapicos, que tem atividade imunossupressora .

As amostras analisadas de 3 (42,86%) pacientes sensibilizados
apresentavam anticorpo anti-E. (Tabela lll). Alguns autores citam que a taxa de
reconhecimento de anticorpos Rh aumenta mais que duas vezes com o procedimento
do PEG. Este aumento é devido a habilidade do PEG de detectar anti-D adquirido
passivamente, ap6s a administragéo de imunoglobulina (Rhogan) parenteral (Rh-IgG).
Entretanto, a deteccdo do anti-E e anti-C também aumenta significativamente,

reduzindo a necessidade do uso de enzimas 38553,



21

A tabela | mostra que houve um aumento na intensidade de aglutinagéo
entre as fases T.A. e AGH. Segundo a literatura, o teste da antiglobulina indireta é
potencializado pela adigdo do PEG ©* ®_ Aumentando a sensibilidade deste para a
detecgéo de anticorpos clinicamente significantes %2> 33,

Na fase a 37°C n&o foi verificado hemdlise, o que indicaria uma reagéo
antigeno-anticorpo. Mais frequentemente, anticorpos capazes de produzir hemdlise tém
especificidade -nos sistemas de grupos sanguineos ABO, P, Lewis e Kid. E também
bem conhecido que a incubag¢&o de soro e hemacias em meio idnico reduzido aumenta

a taxa de ligagdo entre anticorpos do soro e os sitios antigénios receptores nas
células 15 16.20.30)

O método de gel-centrifugacdo (Liss-Coombs) pela sua composicéo,
forma de leitura das reagfes, elevada sensibilidade e racionalizacdo do tempo de
trabalho, tem comprovado sua eficacia na deteccdo de anticorpos clinicamente
significantes 12,

O uso somente do PEG em rotina de banco de sangue, tem fornecido
resultados clinicos confiaveis ®¥. Em sorologia de grupo sanguineo, aiém da
especificidade e sensibilidade dos seus reagentes, temos que considerar o seu custo
financeiro. O PEG por ser uma técnica simples, em tubo, torna menor os custos da

pesquisa de anticorpos.

O PEG pode também ser usado quando testando eluatos. Coombs e
Telen observaram que a sensibilidade do teste algumas vezes potencializava de modo
a tornar possivel a detecgdo de anticorpos em um eluato que era indetectavel pelos

métodos convencionais ©7.

De acordo com os nossos resultados, confirmou-se o aumento na
potencializacdo da reagdo antigeno-anticorpo, pela intensidade de aglutinagéo,
verificando-se que o PEG foi tdo sensivel quanto o gel-centrifugagéo (Liss-Coombs).
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5 CONCLUSAO

O estudo mostrou que o polietilenc glicol (PEG) € um excelente método
usado na detecgdo e identificagdo de anticorpos irregulares anti-eritrocitarios,
clinicamente significantes.

Apresentou boa sensibilidade, especificidade e confiabilidade, na rotina
para a deteccio de anticorpos irregulares em prova pré-transfusional no servigo de
hemoterapia.

Foi eficaz na potencializagao da reagéo antigeno-anticorpo e ac mesmo

tempo equivalente ao método de gel-centrifugagéo ja utilizado em banco de sangue.
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ABSTRACT

It was performed 150 tests of screening and identification of irregular
antibodies in politransfused patients, given attention at HEMOCE, with the aim to carry
on a comparative study between the polyethylene glycol (PEG) and of the gel
centrifugation techniques. The means put po use in the invertigation were saline, PEG
at 37°C, human antiglobulin (AGH) and gel Liss-Coombs. We had 7 (4,6%) positive
cases, being 1 anti-C, 1 anti-D, 1 anti-e, 1 anti-K and 3 anti-E, detected by both
methods.
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