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RESUMO

Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de detectar através do eluato,
anticorpos irregulares em testes de Coombs direto com resultados positivos e

negativos.

O estudo foi feito com amostras de 90 pacientes, empregando o método
do eluato, pela técnica da glicina &cida (Elu-Kit® 11), cujo principio se baseia em
dissociar os anticorpos desejados, mediante pH baixo, para posterior identificagéo no

painel de hemacias.

Foi constatado que das 90 amostras em estudo, 47 (52,22%)
apresentaram Coombs direto positivo, sendo identificados quatro anticorpos (8,51%),
dois com especificidade Anti-D (4,25%), um com Anti-E (2,12%), e outro com Anti-Kell
(2,12%).

Entre as amostras negativas, 43 (47,78%) néo foi detectado nenhum

anticorpo.

Observou-se, que diante dos achados laboratoriais obtidos, os resultados

encontrados foram similares a literatura consultada.
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1 INTRODUGAO

Com a descoberta do sistema de grupo sanguineo ABO, por Landsteiner,
em 1901, os avancos relativos as técnicas transfusionais se tornaram possiveis. Os
desenvolvimentos  significativos que incrementariam a seguranga da transfusdo
sanglinea, s6 se deu apds a década dos anos 30, com a reacio transfusional
hemolitica, e que eventualmente, resultariam na definicao do mais extenso sistema de
grupo sanguineo conhecido, o sistema Rh© 19,

Durante muito tempo, as técnicas de albumina, enzimas e globulina anti-
humana (AGH), foram utilizadas rotineiramente em bancos de sangue. Dentre essas, a
Gnica que foi universalizada, foi o teste da antiglobulina humana (AGH), sendo tambem
o procedimento mais importante para detectar anticorpos incompletos, em antigenos

eritrocitarios %,

O sistema de grupo sanguineo Rhesus e sua associacéo com a Doenca
Hemolitica Perinatal (DHPN), tinham sido descritos alguns anos antes, sendo que o
teste foi rapidamente introduzido para a investigagdo desta doenga auto imune,
caracterizada pela destruicdo eritrocitaria durante a vida fetal. O anticorpo que mais

freqlientemente causa a DHPN é o anti-Rho(D), produzido por mulheres Rh negativo
(01, 03,10, 22)

Em 1946, Coombs e colaboradores, descreveram o emprego da AGH
para detectar a sensibilizagio “in vivo' de hemacias de neonatos que sofriam da
DHPN. Embora o teste inicialmente fosse de grande valor na investigacdo da DHPN,
n&o demorou muito para que sua versatilidade na detecg&o de anticorpos incompletos
se tornasse evidente. Apos Coombs ter descrito o teste da AGH, descobriram ©
primeiro anticorpo associado ao grupo sanguineo do sistema Kell o)

Entre 1946 e 1967, os sistemas de grupo sanglineo Kell, Duffy, Diego,
Cartwright, Xg, Dombrock e Colten foram descobertos em cada caso, com o uso da

AGH indireta. Alguns deles através da DHPN ou provas cruzadas incompativeis 2223

)
O teste da AGH pode ser de dois tipos, o teste direto e indireto, o teste
Coombs indireto, também chamado de teste de antiglobulina indireta (TAl), é utilizado

na pesquisa de anticorpos que sensibilizam heméacias “in vitro® 28
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A utilizacBo do teste da AGH indireta é realizada nos seguintes casos: a)
pesquisa de anticorpos desconhecidos, utilizando-se células com antigenos conhecidos
(painel), b) identificacdo de antigenos desconhecidos ou ignorados, utilizando-se soros

contendo anticorpos conhecidos (soros-padroes) e, ¢) testes de compatibilidade .

O teste de Coombs direto (TCD), também chamado de AGH direta, é
usado para detecgdo de anticorpos que sensibilizam as células “in vivo", e é
empregado principalmente nos seguintes casos: a)DHPN, b) Anemia Hemolitica Auto
Imune (AHAI), c)sensibilizagdo de hemdcias induzidas por certas drogas (peniciling,

«-metildopa, guinina, etc.)e, d) investigagao de reagdes transfusionais 2.

Com a evolugéo tecnologica, a transfuséo de sangue ganhou espago na
medicina, e seu uso como ndo poderia deixar de ser, veio evidenciar suas
complicagbes precoces e tardias, preocupando aqueles que lidam com mais
proximidade com esse problema - os hemoterapeutas. Logo ficou claro os maleficios e
os riscos da terapéutica inerentes a qualguer medida transfusional, dentre outros
aqueles relacionados & introdugdo de antigenos estranhos, com a subsequente
formacao de anticorpos *'- %29,

O efeito adverso mais severo & aquele que resulta em hemdlise do
sangue ftransfundido devido a anticorpos pré-formados no plasma do receptor. A
reacdo transfusional hemolitica imediata, com destruicdo intravascular das hemécias
pode levar & morte (1619,

Pacientes que recebem transfusdo de sangue efou componentes podem
desenvolver anticorpos contra indmeros antigenos eritrocitarios e, meses ou até
mesmo anos apds as transfusdes, podem apresentar reacdes tranfusionais hemoliticas
tardias com destruicdo extravascular das hemdcias, devido a anticorpos nao

detectados em testes pré-transfusionais ¢ 1.

Qutro problema de importancia relevante ligado a agressao de eritrocitos
por anticorpos séricos esta relacionado a AHAI em que o individuo por mecanismo
diversos, passa formar anticorpos contra seus proprios antigenos. Atualmente acredita-
se que iSsO ocolra porque existe uma folha do mecanismo regulador da resposta

imunolagica @ 1739,
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Desta maneira, fazem-se necessarios desenvolvimentos profundos na
area da identificacdo de anticorpos de grupos sanguineos, tornando-se inevitavel uma

compreensao mais extensa da natureza da reagéo antigeno/anticorpo (06, 11,12,27)

A manutengdo da estrutura da ligagédo existente entre o antigeno € o
anticorpo e a reversibilidade dessa associacdo depende da inferacéo de diferentes
tipos de forgas fracas, ndo covalentes, tais COMO: ligagbes iobnicas, ligagdes
hidrofobicas, pontes de hidrogénio e forga de vanderwaals, bem como da
complementariedade conformacional do antigeno e anticorpo SR

Os anticorpos aderidos aos glébulos vermelhos podem ser removidos
através de um processo denominado eluigéo, sendo a identidade dos mesmos, mais
precisamente as suas especificidades antigénicas, determinados de maneira analoga

a0 teste indireto do AGH no soro, contra um painel de hemacias 9.

r

Eluicdo & a técnica de liberagdo das moléculas de um anticorpo dos
glébulos vermelhos onde eles estdo fixados. O meio que contém os anticorpos
removido é chamado de eluato 3239,

Os estudos envolvendo a eluigdo de anticorpos s&o extremamente
valiosos nos casos de anemia hemolitica mediada imunologicamente, detecgéo de
aloanticorpos induzidos por transfus&o sanglinea ou drogas em estagio precoce,
anterior ao seu aparecimento no soro, DHRN, ou em quaisquer outras situagbes onde o

teste da AGH for positivo @ 1232,

A repeticdo de eluigbes deve ser efetuada com amostras de pacientes
politransfundidos, somente quando houver evidéncia clinica de hemdlise, ou quando

uma reagdo transfusional for relacionada " 1227,

E importante salientar que uma mudanca significante nos resultados do
teste de AGH direto, ou o aparecimento de reatividade inesperada durante o teste do

soro, devem requerer a realizagao e teste do eluato 18,3

N3o existe uma técnica de eluico que seja eficaz em todos 0s €asos, ha
diversas técnicas distintas para a dissociacéo de anticorpos. Com isso, os laboratérios
devem escolher um procedimento de rotina de sua preferéncia, levando-se em conta as

conveniéncias operacionais e disponibilidade de material.
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O estudo realizado teve como objetivo detectar através do eluato,
anticorpos irregulares em amostras que apresentavam ao teste de Coombs direto,

resultados positivos e negativos.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram analisados amostras de sangue de 90 pacientes, enviados pelo
Hospital Universitario da UFC da cidade de Fortaleza-Ce, no periodo compreendido
entre setembro a dezembro de 1997. A populagéo em estudo era de ambos 0s sexos,

com idade variando de neonatos até 90 anos.

Os pacientes foram identificados e registrados em fichas individuais,
alguns dados foram obtidos através de levantamentos retrospectivos em seus

prontudrios (histéria de transfusao, tipo, patologia envolvida, medicamento utilizado).

A técnica utilizada para a eluigdo foi a da glicina acida {Elu-Kit e,

fabricado pelo laboratério Gamma Biologicals, Texas EUA.

Inicialmente foi preparado o eluato segundo a técnica utilizada, que
consiste na solugdo de lavagem concentrada, solugdo de eluigéo, e solugdo tampéo,
tendo como finalidade respectivamente: retirar todos as globulinas livres das hemacias,
promover a eluigdo dos anticorpos, e restaurar o pH do eluato, dentro do que requer o
teste, entre 6,4 a 7,6. Ao final do preparo este deve estar na tonalidade azul, indicando
a restauracdo do pH. Em seguida, o eluato foi passado no painel de hemacias
(constando de 10 suspensdes de hemdcias fenctipadas, para os principais sistemas de
grupos sanglineos, e uma de hemacias de corddo; a elas se acrescenta um
autocontrole), levado & estufa (37°C), e a centrifuga, onde finalmente foi feito a leitura
através de um antigrama, que relaciona a constituicho antigénica das hemacias, e

orienta na identificac&o do anticorpo.

As cartelas utilizadas foram as de Liss-Coombs 37°C, contendo gel-

antigtobulina.

O estudo foi realizado no Laboratério de Imunohematologia do Hemoce,

na cidade de Fortaleza-Ce.

Os aparelhos utilizados para o estudo foram: Centrifuga (ID-centrifuga 12
Sli, Micro Typing System) 1030 rpm; Centrifuga (Clay ADAMS ® Sero-fuge ® 2002),
3.200 rpm e Estufa (ID- Incubaton 37 Sl, DiaMed ID, Micro Typing System).

Para fins de significancia estatistica foi fixado o erro « em 5%.




3 RESULTADOS

Foram analisados 90 amostras de sangue de pacientes apos o teste de
Coombs direto, onde 47 (52,22%) apresentaram resultados positivos, e 43 (47,78%)
resultados negativos. (Tabela l).

Observou-se que entre a populagio de amostras positivas estudadas, as
patologias mais encontradas ¢ de maior significado clinico para o estudo em questao,
foram em ordem de frequdncia: AHAI (26,66%), LES (10,64%) ¢ DHPN (4,26%).
(Tabela il).

A tabela lll ilustra a distribuicdo pelo sexo nas amostras positivas, onde

10 (21,28%) pertenciam ao sexo masculino, e 37 (78,72%) ao sexo feminino.

A pesquisa demonstrou que dos casos positivos, apenas quatro
anticorpos irregulares foram encontrados: 2 Anti-D (4,26%), 1 anti-E (2,13%) e 1 Anti-
Kell (2,13%). Nas amostras restantes, observou-se que em 33 (70,21%) os anticorpos
nao foram identificados. Constatou-se portanto que se tratava de um auto anticorpo,
pois a grande maioria ou, em alguns casos todas as hemacias do painel aglutinaram.
Algumas amostras 10 (21,27%) ndo apresentaram reagdc com o painel de hemacias.
(Tabela IV e Grafico 1).

A tabela V mostra as caracteristicas gerais das amostras estudadas,
relacionando o sexo dos pacientes com a positividade e negatividade ao teste de

Coombs direto, com o painel de hemacias e com os anticorpos encontrados.

A faixa etdria dos pacientes variam bastante, desde zero a 90 anos,
sendo encontrado as seguintes medidas de tendéncia central: Média - 19,38, Mediana -
34,5 e Moda - 40.

Em todas as amostras positivas observou-se que o anticorpo envolvido na
reacdo era na sua grande maioria do tipo IgG. Apenas algumas amostras foram
reagentes com o soro de Coombs monoespecifico (IgG, IgA, IgM, CaC, Cad e Cti).

Entre as amostras com Coombs direto negativo, 43 (47,78%), nao foram
defectados nenhum anticorpo, ndo indicando necessariamente a auséncia de

recobrimento por globulinas.
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TABELA |

Distribuicéic das amostras quanto ao Teste de Coombs.

18

POSITIVOS 47 52,22

NEGATIVOS 43 47,78

TOTAL 90 100,00
TABELA li

Distribuicdo das amostras com Coombs Direto Positivo quanto as

patologias/dados clinicos.

AHAI

-l
w [

27,66

Anemia 13 27,66
LES 5 10,64
Palidez 4 8,52
Febre 3 6,39
Ictericia 2 4,26
DHPN 2 4,28
LLC 1 2,12
MM 1 2,12
Insuficiéncia Renal 1 2,12
Pancitopenia 1 2,12
Hepatopatia 1 212
TOTAL 47 100,00

AHAI: Anemia Hemolitica Auto Imune LES: Lupus Erifematoso Sistémico
DHPN: Doenga Hemolitica Perinatal

LLC: Leucemia Linfoide Crdnica

MM: Mieloma Muitiplo
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TABELA Il

Distribuicdc das amostras com Coombs Direto Positivo, segundo o sexo

MASCULINO 10 21,28

FEMININO 37 78,72

TOTAL 47 100,00
TABELA IV

Distribuico das amostras com Coombs Direto Positivo, segundo o

anticorpo identificado.

ANTI-D 2 426
ANTI-E 1 2,13
ANTI-KELL 1 213
NAO IDENTIFICADO 33 70,21
AMOSTRAS NEGATIVAS 10 21,27

TOTAL 47 100,00
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TABELA YV

Distribuicdo das amostras no painel de hemacias, segundo os sexos dos

20

MASCULINO 35 (100%) 34 34
(2,86) |(97,14%) | (2,86) |(97,14%)
FEMININO 55 (100%) 3 52 52 1 -
(5,46%) | (94,54%) | (5,46%) | (94,54%)
TOTAL 90 4 86 86 1 1
AGH: Antiglobulina Humana HC: Hemacias REAG: Reagente
4,26 213
3 Anti-D
[ Anti-E
O Anti-Kell
70,21 ~
E N Ident.
£ Am. Neg.

FIGURA 1

Distribuicdo das amostras postitivas, segundo a especificidade do

anticorpo encontrado.
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4 DISCUSSAO

Todo ato de transfusdo implica em colocar antigenos do doador na
presenca do sistema imunitario do receptor, sejam esses antigenos levados pelas
membranas celulares ou pelas proteinas plasmaticas do sangue da unidade
transfundida . Este fato ocasiona um duplo risco: imediato e tardio. Visando ameniza-
los, & que se faz necessario identificar a especificidade do anticorpo, para saber se séo

clinicamente significantes ou n&o "%

Sabe-se que os anticorpos sdo de dois tipos: a) os que reagem em meio
proteico e a 37°C, sdo IgG e imunes, atravessam a barreira placentaria e causam
DHPN e b) os que reagem a frio, ndo atravessam a barreira placentdria, e nao causam
portanto a DHPN. O que diferencia o comportamento dos dois provaveimente seja a

diferenca do tamanho molecular ¢4'%.

A prova de AGH do tipo direta positiva, € de grande valor, e confirma a
presenga de anticorpos, porém a positividade desta prova néo deve ser tomado como
diagnéstico conclusivo de AHAI, e tdo pouco a negatividade da prova exclue este
diagnéstico. Por outro lado, uma prova de AGH negativa n@o indica necessariamente a
auséncia de recobrimento por globulinas, pois os reativos poliespecificos e anti-igG
detectam aproximadamente 500 moléculas de 1gG por hemacia 7.

Nesse estudo foi utilizado o método do eluato pela glicina acida (Elu-Kit®
) na tentativa de detectar, identificar e especificar o anticorpo através do painel de
hemacias. Este método é simples, rapido e viavel na rotina dos laboratérios e bancos

de sangue ®* ',

Em virtude da falha do Coombs direto positivo, de diagnosticar e predizer
a evolucdo da DHPN, por incompatibilidade ABO, foi que se introduziu o teste do
eluato, pois muitas criangas com Coombs direto negativo tem o seu anticorpo

demonstravel através desse teste 152242,

Analizando-se os resuitados obtidos, as seguintes patologias observadas
com auto-anticorpo e clinicamente significante foram: AHAI e LES, e justifica portanto a
presenga de auto-anticorpos detectados durante a prova, que por sua vez justifica a
aglutinag@o em todas, ou em quase todas as hemacias do painel. No entanto, devido a
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multiplos fatores responsaveis pela presenca de auto-anticorpo, esta hipotese sozinha

fica comprometida.

Outra patologia de grande significado clinico encontrada foi a DHPN,
sendo causada mais frequentemente pelo anticorpo Anti-D, que por sua vez foi
detectado pelo teste, e que por si 6 ja firma o diagnostico. Entretanto, héa necessidade
de avaliar a dindmica do processo hemolitico para que sejam tomadas medidas
capazes de assegurar o bom desenvolvimento do concepto, e assegurando-se a

manutengdo de sua vida !

Os anticorpos encontrados com especificidade Anti-D e Anti-E séo
produzidos contra antigenos do sistema Rh-Hr. O terceiro anticorpe encontrado, o Anti-
Kell, faz parte de outro sistema de grupc sanguineo, € em ordem de imunogenicidade

s6 tem poténcia inferior ao antigeno D ©*.

O sistema de grupo sanguineo Kell constitui uma interessante
combinagdo de antigenos de baixa e alta frequéncia, e o gene que controla a
express3o desse antigeno estd ligado ao cromossomo X (feminino). Portanto, sendo o
paciente portador do Anti-Kell pertencente ao sexo masculino, justifica entao a hipétese
de que esses anticorpos foram produzidos por estimulos antigénicos, através de

transfusdes sanguineas “- .

A sensibilizagdo por transfus@o terapéutica, se ndo pode ser evitada,
pode ser reduzida pelo uso racional da Hemoterapia. Que se use a transfusao
sanguinea, como medida terapéutica, mas que seus riscos sejam ponderados e tenha-
se como premissa que um paciente s6 deve ser transfundido se o risco de nao

transfundi-lo, for maior do que o de fazé-lo.

A pesquisa realizada se nao conclusiva, nao invalida a hipotese de que
em amostras com Coombs direto negativo seja encontrado algum anticorpo, e levanta
um questionamento para que novos estudos sejam realizados em nosso meio, com
maiores numeros de amostras, com o objetivo de detectar e identificar o mais
precocemente possivel anticorpos eritrocitarios, visando cada vez mais garantir a

seguranga da transfusdo.
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5 CONCLUSAQ

QO estudo realizado mostrou a eficiéncia do teste do eluato em amostras
com Coombs direto positivo. Nas amostras com Coombs direto negativo, o eluato ndo
apresentou positividade, entretanto, a hipdtese de que seja encontrado algum

anticorpo, néo deve ser descartada.




24

ABSTRACT

The aim of this study was to detect irregulars antibodies in direct Coombs
test with positive and negative results. The study was developed using samples of 90
patients, applying the eluato method with glicin-acid technique (Elu-Kit® 11), which
principle is based in the dissociation of the antibodies expected, under low pH volues,
for further, identification. It was observed that among the 90 samples, 47 (52,22%)
presented a positive direct Coombs. In this amount 4 antibodies (8,51%) were identified,
two with specificity anti-D (4,25%), one anti-E (2,12%) and another with anti-Kell
(2,12%). in the negative samples 43 (47,78%), no antibody was detected. Therefore, we

can conclud based on our results that the are similar to those prevented in the literatura.
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