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INTRODUCAO

Este presente estudo de cunho monografico e biblio-
grafico tem o objetivo de analisar o Significado Clinico do
Teste de Antiglobulina Direto na Rotina Pré-Transfusional.

0 teste de antiglobulina direto (TAD) também é cha-
mado de teste de Coombs direto. Consta da pesquisa de
anticorpos (auto-anticorpos) ou fracdo do complemento,
adsorvidos nas hemacias do paciente “in vivo”.

Porintermédio deste exame é possivel realizar o diag-
nostico diferencial das anemias hemoliticas auto-imunes
ou por drogas, e na doenga hemolitica do recém-nascido,
decorrentes de incompatibilidade materno fetal aos siste-
mas de grupo sangiiineo, principalmente o Rh.

Segundo Gale Enciclopédia de Medicina (2002) os
testes de coombs sdo testes sanguineos que identificam as
causas da anemia. Ja Rakel (2005) relata que existem duas
formas do teste de Coombs: os diretos e os indiretos.

0 TAD é usado para detectar auto-anticorpos e/ou
fracdo de complemento na superficie dos globulos ver-
melhos. Muitas doencas e drogas (quinidina, metildopa e
procainamida) podem levar a producdo destes anticorpos.

Estes anticorpos vezes destroem os glébulos verme-
lhos e causar anemia Este teste é realizado por vezes a
diagnosticar a causa da anemia ou ictericia. Pontua-se
que os anticorpos ndo aglutinantes sdo aqueles que se li-
gam as hemacias que possuem antigenos especificos, mas
ndo as aglutinam em meio salino. Os anticorpos IgM sao
capazes de aglutinar heméacias nessas condicdes. Ja os
anticorpos IgG ndo sdo capazes de promover aglutinacdo,
pois necessitam de mecanismo artificial de aglutinacao,
ja que, por serem pequenas moléculas, ndo conseguem
superar as forcas de repulsao entre as hemacias. 0 soro de
Coombs contém anticorpos anti-humanos, que podem re-
agir com qualquer imunoglobulina humana (ndo somente
as eritrocitarias).

A maioria dos anticorpos de classe IgM, quando li-
gados aos antigenos especificos, sdo capazes de diminuir
as forcas de repulsdo, a ponto de atingir o potencial zeta
critico, e assim, resultar em aglutinacdo em meio salino.0
teste de Coombs Direto é um método que permite a iden-
tificacdo da presenca de anticorpos fixados as hemacias.
Tecnicamente, baseia-se no fato de que os anticorpos que
recobrem as hemacias podem ser identificados pela adicdo
de anticorpos antiglobulina humana. Quando positivo, ou
seja, indicando a presenca de anticorpos aderidos as he-
macias, formam-se pontes entre elas, levando ao fendme-
no visivel de aglutinacdo. Neste trabalho sera abordado
Como o teste de Coombs pode contribuir diretamente
para o diagnéstico da anemia auto-imune.

Fundametacao Teorica
Teste de Coombs

De acordo com Zarandona (2005) o teste de antiglo-
bulina foi descrito primeiramente por Coombs em 1945 e
é referido freqlientemente como o teste de Coombs. Ele é
executado para detectar o IgG eritrocito-dirigido no plas-
ma ou IgG ou revestimento do complemento na superficie
dos eritrocitos de circulagao.

0 sistema de grupo sanguineo Rh e sua associacdo
com a doenca hemolitica do recém-nascido tinham sido
descritos alguns anos antes, sendo que o teste foi rapi-
damente introduzido para a investigacao desta doenca.
Em 1946, Coombs e colaboradores descreveram o emprego
da globulina anti-humana para detectar a sensibilizacao
in vivo de hemdcias de neonatos que sofriam da doenca
hemolitica do recém-nascido. Embora, o teste fosse ini-
cialmente de grande valor na investigacao da doenca he-
molitica Rh do neonato, ndo demorou muito para que sua
versatilidade na deteccdo de anticorpos incompletos de
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outros grupos sanguineos se tornasse evidente. O primeiro
dos anticorpos do sistema de grupo sanguineo Kell e seu
antigeno associado foram relatados apenas algumas sema-
nas apds Coombs terem descrito o teste. O rapido aumen-
to da popularidade do procedimento do teste logo o levou
a ser chamado de teste de Coombs. Embora Coombs e seus
colaboradores fossem os instrumentos na introducdo do
teste para sorologia do grupo sanguineo, o principio do
teste tinha sido, de fato, descrito por Moreschi em 1908.
0Os estudos de Moreschi envolviam a utilizacdo do soro de
anti-cabra de coelho para aglutinar eritrécitos de coelho,
0s quais tinham sido sensibilizados em baixas doses, nao
aglutinantes, de soro hematico anti-coelho de cabra.

0 procedimento de Coombs envolveu a injecdo de
soro humano em coelhos, a fim de produzir soro anti-hu-
mano. Depois da adsor¢do para retirar anticorpos hetero-
especificos, o anti-soro foi diluido até uma concentracdo
apropriada, de tal modo que a pr6-zona fosse evitada,
enquanto ainda retinha atividade suficiente de anticorpo
para permitir a ligacdo cruzada das hemacias adjacentes
sensibilizadas com os anticorpos incompletos. A ligacao
cruzada de eritrécitos com a globulina anti-humana pro-
duzia hemaglutinacdo, indicando que as hemacias tinham
sido sensibilizadas por um anticorpo, o qual havia reagido
com um antigeno presente na superficie celular. 0 uso
da globulina anti-humana para detectar a sensibilizacao
in vitro de eritrdcitos é referido como o teste indireto,
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enquanto o teste direto é empregado para detectar a sen-
sibilizacdo in vivo. A técnica original de Coombs foi um
procedimento laborioso, empregando uma concentracao
de eritrocitos entre 15 a 25%, volume a volume (v/v). Por
muitos anos, o procedimento refinado permaneceu como
método de escolha, principalmente no Reino Unido. No
inicio da década de 1950, a técnica de tubo foi introduzi-
da e, atualmente é a técnica padronizada mundialmente.
Antes da disponibilidade de reagentes comerciais, mui-
tos hospitais e bancos de sangue produziam suas proprias
globulinas anti-humanas. Nos Estados Unidos, a producdo
comercial comecou no final da década de 1940, sendo que,
em 1949, todos os reagentes se tornaram sujeitos as re-
gulamentacoes de licenca, apds a publicacdo de um docu-
mento intitulado “Requisitos Minimos: Soro anti-humano
para o teste da globulina anti-humana”.

Nenhumas destas moléculas podem fazer com que a
aglutinacdo direta dos eritrocitos, detecte sua presenca,
a globulina antiglobulina humana monoclonal (AHG) com
especificidade para IgG ou as varias proteinas de comple-
mento sdo adicionadas a uma suspensdo dos eritrocitos. 0
reagente do AHG é suficientemente potente para causar a
aglutinacdo dos eritrocitos que sdo revestidos com o IgG.

Segre et al (1985) estudaram a freqiiéncia de Re-
cém-Nascidos (RNs) com teste de Coombs direto positivo
em sangue de corddo, nascidos no Servico de Neonatolo-
gia do Hospital dos Servidores de Pernambuco (HSPE) no

AHG reagent causes igh-coated
anythrocytes to agglutinabe

-

Figura 1. O teste direto do antiglobulina (DAT) e teste indireto do antiglobulina (IAT). AHG = globulina antihuman. O DAT reflete in vivo a sensibili-
zacgdo do anticorpo dos eritrocitos. Os eritrocitos sdo levados para remover todos os anticorpos, e o anti-IgG reagente do AHG é adicionado entdo. Os
anticorpos de IgG ndo podem causar a aglutinacdo direta do eritrocito, mas se os eritrocitos sao revestidos com os anticorpos de IgG, o AHG que o
reagente fard com que aglutinem. Este teste pode igualmente ser executado usando o reagente anti-complemento do AHG. Os eritrécitos do reagente
sdo incubados na presenca do soro. Apos o periodo de incubagdo os eritrocitos sao lavados para remover os anticorpos. 0 anti-IgG reagente do AHG
é adicionado e fard com que os eritrocitos IgG-revestidos aglutinem. Fonte: Zarandona (2005)
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periodo de janeiro de 1979 a dezembro de 1982. Consta-
taram que a doenca hemolitica foi diagnosticada em 100%
dos casos, sendo que a incompatibilidade ABO esteve pre-
sente em 66,3% das vezes, a incompatibilidade Rh em
30,4% e os restante 3,3% foram devido a outros grupos
(C,E e Lewis). A populagdo portadora de teste de Coombs
direto positivo no sangue do corddo mostrou risco au-
mentado de prematuridade, anoxia perinatal e parto ope-
ratorio, para o grupo com incompatibilidade Rh. Ictericia
e/ou anemia ocorreram na maioria dos casos. Maior mor-
talidade neonatal foi observada no grupo com incompa-
tibilidade Rh. A deteccdo precoce de doenca hemolitica,
com consegiiente acompanhamento desses RNs, permite
o diagnostico e as intervencdes adequadas, propiciando a
diminuicdo da morbi-mortalidade perinatal.

Ja Ghilardi et al (1995) pesquisaram a rotina imu-
no-hematoldgica materno-fetal de 4.340 partos, objetiva
correlacionar os resultados positivos dos testes de Coom-
bs Indireto com uma possivel ictericia na clinica evolutiva
dos recém-nascidos. A rotina consiste na analise do sangue
materno (tipagem ABO/Rh-fenotipagem Rh e Kell-Teste de
Coombs indireto) e do sangue do recém-nascido (tipagem
ABO/Rh-fenotipagem Rh e Kell - Teste de Coombs Direto)
obtidos pela metodologia em gel-centrifugacdo. Em 4340
partos, foram identificados 135 (3,1 por cento) testes de
Coombs positivos. As especialidades dos anticorpos encon-
trados foram as sequintes: 94 (69,6 %) no sistema ABO;
16 (11,8 %) nos varios sistemas, tais como Kell, Duffy,
MNSs e HI; 14 (10,4 %) no sistema Rh (CcDEe); e 11 (8,2
%) no sistema Lewis. Dos 135 testes de Coombs positivo,
104 apresentaram Teste de Coombs direto positivo, onde
87 (83,7 por cento) dos recém-nascidos desenvolveram
ictericia. Do total de 135 casos apenas nove (6,7 %) apre-
sentaram positividade para ambos os testes de Coombs,
com 100 % dos recém-nascidos apresentando ictericia.
Os resultados obtidos foram de grande valia, pois com o
diagnostico da hemolise eritrocitaria pela causa imunohe-
matologica, obtidos pela utilizacdo de uma técnica mais
sensivel, observamos a predominancia na positividade do
Coombs direto (104 casos - 72,2 %), independente do sis-
tema sanguineos materno, mostrando que é aconselhavel
manter o recém-nascido sob observacdo por um periodo
minimo de 72 horas para melhor avaliacdo da evolugdo
clinica laboratorial da doenca hemolitica perinatal.

Pontua-se que o primeiro caso de doenca hemolitica
descrito na literatura foi publicado em 1609, na Franca,
em dois gémeos. Um deles nasceu com quadro de edema
generalizado (hidropisia), falecendo logo apds o parto;
o0 outro nasceu em melhores condicdes de sadde, porém
desenvolveu ictericia importante, evoluindo com sinto-
mas neurolégicos (“kernicterus”), e 6bito apés trés dias.
Somente em 1932, concluiu-se que estas duas condicoes

(hidropisia fetal e kernicterus) eram dois aspectos dife-
rentes de uma mesma doenca. Em 1938, Ruth Darrow,
uma patologista clinica de Chicago, aventou a hipétese
de que a causa desta doenca seria hemélise do sangue
fetal decorrente de anticorpo materno. Também propds
que o antigeno fetal implicado na sensibilizacdo da mae
seria a hemoglobina fetal. Em 1940 Landsteiner e Wiener
descobriram o sistema Rh. Em 1941 Levine demonstrou
que o antigeno D era o antigeno implicado na patogénese
da doenca hemolitica do feto e recém-nascido. Em 1968
foi licenciado nos Estados Unidos e Europa imunoglobuli-
na anti-Rh, que passou a ser usada profilaticamente para
prevencdo da imunizacdo com antigeno D.

Antes da introducao da prevencao da sensibilizacdo
ao antigeno D, a doenca hemolitica perinatal (DHPN) por
anticorpos anti-D era causa de 10.000 morte anuais de
recém-nascidos nos Estados Unidos.

A transferéncia de anticorpos da mae para o feto
somente ocorre através da placenta e somente anticorpos
da classe IgG sao transferidos, pois sdo anticorpos de mo-
léculas pequenas. Nas primeiras 12 semanas de gestacao
somente quantidade minimas de IgG sdo transferidas. Com
cerca de 20 semanas de gestacdo pode chegara 1,8 g/l e
crescera exponencialmente até o final da gestacao, quando
os niveis de IgG podem ser tdo altos quanto os niveis ma-
ternos. Estes anticorpos se ligam a um receptor Fc da mem-
brana placentaria, sendo um processo ativo que somente
ocorre da mae para o feto e ndo na direcdo reversa.

Embora todos os subtipos de IgG tenham sido en-
contrados no sangue de corddo umbilical, parece haver
menor transferéncia de IgG2. Estes achados sdo consis-
tentes com a observacao de que os receptores Fc do tecido
placentério tém maior afinidade com IgG1 do que IgG2.

A importdncia do Coombs direto

e Método que pesquisa a presenca de hemacias sen-
sibilizadas por anticorpos e/ou fracoes de complemento;

® Importante no auxilio ao diagnéstico de AHAI,
DHPN, hemdlise induzida dor;

¢ Drogas, reacdes hemoliticas pds-transfusionais;

e lavar as hemacias é importante, pois outras glo-
bulinas presentes no plasma podem neutralizar o soro an-
tiglobulina, provocando falsos resultados. Outro composto
responsavel por interferéncias neste teste é a geléia de
Wharton presente no sangue coletado de corddo umbilical.

¢ A demora na realizacdo do teste pode ocasionar
falsos resultados, pois as amostras estocadas ha muito
tempo e em condi¢des diferentes das ideais tendem a
eluicdo natural dos anticorpos que inicialmente estavam
ligados a hemacia. A centrifugacdo inadequada pode pro-
mover falsos resultados.
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A avaliagdo de um TAD positivo

A interpretacdo de um TAD (+) exige o conhecimento
do diagnéstico do paciente, avaliacdo das medicacoes em
uso, gravidez e historia transfusional, assim como a infor-
macado de presenca de anemia hemolitica auto-imune. So-
mente o resultado soroldgico do teste ndo é diagnoéstico,
devendo ser avaliado em conjunto com os dados clinicos e
demais dados laboratoriais, tais quais, hematdcrito, bilir-
rubina, haptoglobina e contagem de reticuldcitos.

Testes pré-transfusionais em pacientes com auto-an-
ticorpos podem apresentar os seguintes problemas:

1. Auto-anticorpos reativos a frio podem apresentar
auto-aglutinagdo, causando tipagens ABO e Rh erroneas.

2. Eritrocitos fortemente cobertos por globulinas
podem sofrer aglutinacdo espontanea com reagentes usa-
dos para tipagens.

3. A presenca de auto-anticorpos livres no soro pode
dificultar a identificacao de anticorpos irregulares e a re-
alizacdo de provas cruzadas.

Embora a resposta a estes problemas sorolégicos
seja importante, o adiamento da transfusao na esperanca
de encontrar sangue sorologicamente compativel, pode
em alguns casos, causar um dano maior ao paciente. So-
mente o julgamento clinico pode resolver este dilema. 0
dialogo com o médico do paciente também é importante.

De acordo com Duran (2000) o Teste de Antiglobuli-
na Direto (TAD), volvidos 50 anos apds o desenvolvimento
do soro antiglobulina Transfusdo Sanguinea, constitui,
ainda, um método elementar e simples para a demonstra-
¢do da presenca de IgG e/ou complemento revestindo a
superficie dos eritrocitos in vivo. Da mesma forma se re-
fere o Guia para a preparacdo, uso e garantia de qualidade
do complemento revestindo a superficie dos eritrocitos in
vivo. A presenca de um TAD positivo nao significa que um
individuo tenha uma anemia hemolitica. O TAD é por ve-
zes, positivo em individuos hematologicamente normais.
Em algumas situagdes ocorrem reag¢des falsamente positi-
vas, cujas causas sao na maioria dos casos devidas a ma
técnica laboratorial.

Lopes e Duran (2003) analisaram a importancia do
TAD na pratica transfusional de rotina. Segundo os auto-
res o estudo imunohematoldgico efetuado ao receptor,
que antecede a terapia transfusional, deve seguir uma
metodologia que permita administrar sangue compati-

vel para os sistemas ABO e Rh(D) e detectar anticorpos
eritrocitarios com significado clinico. Assim, na rotina
pré-transfusional sdo incluidos testes, tal como a fe-
notipagem ABO e Rh(D), a pesquisa de anticorpos irre-
gulares e a prova de compatibilidade. A realizacdo do
Teste de Antiglobulina Direto (TAD), como rotina, nos
testes pré-transfusionais, tem originado controvérsia e
divergéncia de opinides quanto ao seu valor. Existem, no
entanto, situagdes especificas que obrigam a sua realiza-
¢do. O presente estudo pretende avaliar se a realizagao
este teste contribui, de fato, para melhorar a seguranca e
a eficacia transfusional.

Neste estudo procurou-se determinar-se a freqiién-
cia e anticorpos com significado clinico na avaliacdo das
incongruéncias entre a pesquisa de anticorpos irregulares
e o TAD por comparacdo de dois protocolos, um que inclui
o TAD e outro que o exclui.

Como resultados o estudo avaliou que sendo as
amostras estudadas nao independentes e os protocolos
diferentes, e tendo em conta as situacdes especificas que
obrigam a realizacdo do TAD, os resultados obtidos fo-
ram os mesmos, quer aplicando um protocolo, quer outro.
Existe evidéncia suficiente para que os laboratérios rea-
valiem a necessidade da realizacdo do TAD, como rotina,
nos testes pré-transfusionais, com vista ao aumento da
eficiéncia e a otimizacdo de recursos.

TAD positivo nas reacées hemoliticas transfusionais’

CLASSIFICACAO

Aguda => ocorre dentro de 24 horas apds a transfusdo

Tardia => ocorre ap6s 24 horas da transfusdo
Ou ainda:

Intravascular => caracterizada por hemoglobinemia e he-
moglobindria

Extravascular => auséncia de hemoglobinemia e hemo-
globindria, caracterizada pelo seqiiestro das hemacias
transfundidas da circulacdo, com acimulo de produtos
resultantes da quebra do heme, tais como aumento de
bilirrubina.

1 E a lise ou retirada acelerada das hemacias transfundidas da circulacdo devido & incompatibilidade imunolégica entre o receptor e o doador. Tipicamente, Reacdo
hemolitica transfusional ocorre quando hemécias antigeno-positivo sdo transfundidas em receptor que tem um aloanticorpo.
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Abaixo se encontram os grupos sanguineos associa-
dos com Reacdo Hemolitica Transfusional (RHT).

Comentdrios e excegoes

Grupo sangiiinen  Anticorpos considerados

clinicamente significantes

rimentos, verificou-se que ocorria uma aglutinacdo dos
globulos vermelhos devido a fixacdo de anticorpos aos
antigenos especificos localizados na membrana. Os an-
tigenos do Sistema ABO sdao produtos secundarios dos
genes ABO. Os produtos primarios sdo enzimas (glico-
siltransferases) capazes de adicionar carboidratos sobre

ABO, H s Ay, -H =. e refives & 375G, e
e bisigris uma estrutura precursora da membrana da hemacia. 0 Sis-
Lewis [PAT T U cazade e camanda RHT tema ABO é o mais importante na pratica transfusional:
como primeira e mais importante regra, nunca se deve
13 . -
P el R transfundir sangue contendo um antigeno ABO ao recep-
Li A, +lA, 1B, -, P il resfives 8 tor que ndo o possua, devido a presenca de anticorpos
1 7, enh genal e naturais e regulares em seu plasma. A reacdo hemolitica
mh = sera intravascular, sequida de alteracdes imunoldgicas e
bioquimicas, podendo ser fatal.
Duffy tadas .. P
Segundo Oliveira (2003) cada antigeno presente na
3 g usaud, Agure cormplenas M . . .
s hemacia corresponde ao anticorpo no soro e/ou plasma,
M 5s de especificidade contra o antigeno que o individuo ndo
Lutheran L possui, conforme tabela a sequir:
Kall tackas
Kidd tacks Tabela 1. Sistema ABO
Cartwrigt ¥
Diego of, of Grupo An:g(e)no Anticorpos Genétipos
ABO hemaci (soro/plasma) possiveis
Colion o (hemacia)
Dombrock Od, Od (0] Nenhum Anti-A, — B.-AB (e]e]
Augustine AT A A Anti-B A'AT; ATAZ A0
Vel Wl B B Anti-A BB; BO
Lan L A'B AeB Nenhum A'B
RHTMUU':\LIH, pade t.b.l!-i-!cheﬂ " " Anti-B; eventual pA AT
Sid i dirmiruida das hemdeiss anti-A" '
Nenhum; eventual
Fonte: Popovsky, MA. Tranfusion Reaction. 22 ed. 2001 A’B A’eB anti-A’ A’B

GRUPOS SANGUINEODS NAO ASSOCIADOS COMHTR

Xg

Scianna
Chido/Rogers
CostYork

Knops/McCoy
JMH

Holly'Gregory
Bg

Fonte: Popovsky, MA. Tranfusion Reaction. 22 ed. 2001

0 Sistema de Grupos Sangiiineos ABO

De acordo com Oliveira (2003) o Sistema ABO foi
descoberto em 1900 por Landsteiner. Em 1902, Von de
Castello e Sturli descobriram o grupo AB. Nesses expe-

Fonte: Oliveira (2003)

0Os testes imunohematoldgicos pré-transfusionais

Segundo Oliveira (2003) os testes imunohematolo-

gicos pré-transfusionais tém como objetivo fundamental
garantir a compatibilidade sangiiinea entre o doador e o
receptor, a fim de que os componentes transfundidos te-
nham sobrevida aceitavel e ndo causem dano ao receptor.
Para atingir essa seguranca, algumas etapas devem ser
seguidas, tao logo seja indicada a transfusao:

a) Requisicdo de transfusdo e coleta de amostra de
sangue do receptor.

b) Tipagem ABO/Rh da amostra do receptor.

c) Pesquisa de anticorpos irregulares na amostra de
soro ou plasma do receptor.

d) comparacdo dos resultados laboratoriais atuais
com resultados prévios.
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e) Confirmacdo de tipagem ABO/Rh no hemocom-
ponente (em caso de sangue total / concentrado de he-
macia).

f) Selecao de hemocomponentes respeitando-se a
compatibilidade ABO/Rh.

g) Realizacdo de prova de compatibilidade.

h) Identificacdo dos hemocomponentes com os da-
dos de identificacao do receptor.

i) Liberagdo dos hemocomponentes para transfusao.

Em relacao aos procedimentos, Oliveira (2003) pon-
tua que é necessario:

Requisicdo de Transfusdo: o pedido de transfusio
deve conter a maior quantidade possivel de dados cli-
nicos do paciente para avaliacdo da indicacdo, além de
identificacdo clara e segura do receptor. Deve ser sempre
assinada por médico, com nome completo e nimero do
CRM. Deve conter de maneira legivel, nome e registro
hospitalar do paciente, hemocomponente solicitado e
quantidade, quadro clinico e/ou diagndstico, e carac-
teristica da liberacdo, ou seja, rotina ou urgéncia, ou
ainda se para uso em cirurgia ou para reserva cirlrgica.
Dependendo do grau de urgéncia, e se o quadro clini-
co do paciente exigir transfusdo imediata, o médico que
solicita a transfusdao devera autorizar por escrito libe-
racdo de hemocomponentes sem a realizacdo de provas
de compatibilidade ou em andamento. Nessas situacdes,
deve o médico solicitante estar ciente dos riscos a que
estard sujeitando o receptor. Nos casos em que nem o
tipo sangiiineo do paciente é possivel realizar, sempre
sera transfundido hemocomponentes de compatibilidade
“universal”, ou seja, globulos vermelhos O negativo e
plasma AB negativo, por exemplo.

Amostra do paciente: a amostra do paciente deve
ser coletada por profissional habilitado e esta deve ser
identificada com nome e registro do paciente, que devem
obrigatoriamente estar de acordo com a requisicao de
transfusao, data e assinatura de quem coletou a amostra.
E importante lembrar que o paciente quando internado
em hospital, seja em Unidades de Terapia Intensiva ou
em leitos comuns, deve conter pulseiras de identificagao,
para que o profissional que ird coletar a amostra possa
identifica-lo com seguranca. Nos servicos em este proce-
dimento ndo é estabelecido, deve tomar muito cuidado
no caso de pacientes confusos ou inconscientes, que nao
tém condicdes de responder o préprio nome completo ou
quando ndo ha acompanhantes que possa confirma-lo,
pois a coleta da amostra do paciente correto é muito
importante para que seja realizada uma transfusdo se-
gura. Esta etapa é critica, visto que, apesar de todos
os avancos tecnoldgicos, as estatisticas mostram que a
maior parte dos Obitos associados a transfusao ainda é
resultado de falha de identificacdo da amostra/receptor.
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Aproximadamente uma em cada seis transfusdes incom-
pativeis ABO resultam de troca de amostra para os teste
pré-transfusionais. Por isso, os tubos coletados (um com
anticoagulante e outro sem anticoagulante) devem ser
rotulados no ato da coleta, e de preferéncia o profissio-
nal que coletou a amostra deveria instalar a transfusao.
Para a realizacdo dos testes pré-transfusionais a amostra
deve ser estocada entre 1 e 6°C e coletada até 48 horas
antes da transfusao programada, apds esse periodo outra
amostra devera ser solicitada. Ap6s a transfusao a amos-
tra sera armazenada por um periodo de 7 dias pelo Banco
de Sangue.

As transfusdes podem ser:

e Isogrupo - quando doador e receptor sdo do mes-
mo grupo ABO

¢ Heterogrupo - doador e receptor sao de grupo

sanguineo diferente

Ea ® o

AB
[\&/s

Fonte: Curso Tedrico e Pratico de Imuno-Hematologia Eritrocitéria
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Figura 2. A compatibilidades das transfusoes

Terminologia ISBT

A terminologia internacionalmente aceita é a da
ISBT (International Society of Blood Transfusion). O
ISBT estabeleceu: 29 sistemas de grupos sanguineos,
5 colecdes de antigenos, a série 700 de antigenos de
baixa fregiiéncia e a série 900 com antigenos de alta
incidéncia.

Essa terminologia é baseada em ndmeros e estru-
turada em bases genéticas dos grupos sanguineos para
o agrupamento, sendo que a cada nova descoberta es-
ses nmeros sdo rearranjados e sua numeragao original
torna-se obsoleta e nunca é reutilizada.

Terminologia dos antigenos eritrocitdrios

Inicialmente os antigenos eritrocitarios tinham a
sua nomenclatura atribuida a letras (A, B, M, N, P). De-
pois, abreviacdes de nomes de individuos que tinham o
anticorpo ou o antigeno reagente foram usadas (ex: Fy



para Duffy, Jk para John Kidd). Especificidades alternati-
vas foram a designadas por letras sobrescritas ou nlmeros
subscritos (Jk, P), de acordo com sua freqiiéncia ou em
ordem de descoberta.

EXEMPLIIE DE TE RMINILCSEIA CORRE TA EINCORRETA
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Fonte: Curso Tedrico e Pratico de Imuno-Hematologia Eritrocitaria

Sistemas de grupos sangiiineos

De acordo com o Curso Tedrico e Pratico de Imu-
nohematologia Eritrocitaria na rotina de um laboratério
de Imunohematologia encontramos alguns anticorpos que
de maneira geral pertencem aos principais sistemas de
grupos sangiiineos, e que os antigenos correspondentes
normalmente estdo descritos no diagrama de células dos
painéis comerciais. Conhecer estes sistemas e saber as
caracteristicas de cada um dos antigenos e anticorpos é
fator determinante para o bom desenvolvimento de uma
identificacdo de anticorpos adequada. Abaixo, descre-
ver-se-ao alguns sistemas:

c) Sistema de Kell

Tarminologia ISBT

Sistema Principais antigenos
Kell | Kx K K (celano) Kp* Kp® I I Kx
Simbolo |KEL | XK KEL1 KELZ KEL3 KEL4 KELS KELT XK1

Nimero | 06 | 019 | 006.001 006002 006003 006004 006006 O006.007 019.001

Fonte: Curso Tedrico e Pratico de Imuno-Hematologia Eritrocitaria

Figura 3. Sistema de Kell

Os antigenos do sistema Kell apresentam um poli-
morfismo marcado. Cada individuo herda dois complexos
de trés antigenos. K, e k, Kp e Kp, Js e Js de modo idéntico
ao sistema Rh. Estudos sorolégicos subseqiientes revela-
ram o polimorfismo complexo do sistema do grupo sangii-

ineo Kell. A importancia da associacdo de Kell e Kx foram
deduzidos nos estudos de Ko (null) e fenétipos McLeod
com o reconhecimento dos sintomas clinicos que acom-
panham o fenétipo MclLeod. A ligacdo bissulfidica entre
Kell e Kx foi demonstrada como ocorrendo entre Kell Cys
72 e Kx Cys347 (conforme mostra a figura). Por esta razdo,
os antigenos do sistema Kell sdo altamente suscetiveis a
destruicdo com reagentes thiol. O significado funcional
desta interacao proteina-proteina permanece um mistério.
A glicoproteina Kell & um membro da subfamilia das en-
dopeptidases do zinco cuja funcdo principal é a ativacdo
de peptideos bioativos através da clivagem proteolitica
especifica de polipeptideos precursores inativos. Prefe-
rencialmente é clivada a endotelin- 3, um polipeptidio
de 41aminoacidos, em Trp21-Ile22, criando a endotelin-3
bioativa (potente vasoconstritor). Um modelo da proteina
de Kell baseada na estrutura do ectodominio da endopep-
tidase neutra (NEP - enzima que apresenta participacdo
na regulacdo da pressdo sanguinea) indica que Kell e a
NEP usam os mesmos aminoacidos homdlogos na coorde-
nacdo do zinco e na hidrélise peptidica, mas aminoacidos
diferentes na ligacdo ao substrato.

d) Sistema KIDD

JTerminclogia |SBT
Sistema Antigenos
Kidd Jk* Jk® Jk3
Simbola JE JEA JE2 JE3
Mg o 009 009.001 009002 0089.003

Fonte: Curso Tedrico e Pratico de Imuno-Hematologia Eritrocitéria

Figura 4. Sistema KIDD

E um sistema de locus nico, apresentando dois an-
tigenos (Jk e Jk). Existem quatro fendtipos possiveis:
Jk(a-b-); Jk(a+b-); Jk(a-b+); Jk(a+b+). Jk (a-b-) & um
fendtipo raro. A proteina que carreia os antigenos do
grupo sangiiineo Kidd & um produto de um Gnico gene,
JK ou SLC1A1 (conhecido anteriormente como HUT11) da
familia dos transportadores de uréia. O gene é organizado
em 11 exons distribuidos em 30kb. E uma glicoproteina
integral da membrana com 10 dominios. Como um trans-
portador de uréia, ela pode assumir o papel de preservar
a estabilidade osmética e deformabilidade do eritrdcito.
0 gene transportador de uréia no eritrocito possui uma
seqiiéncia 61% idéntica ao gene transportador de uréia
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dos rins em humanos. A base molecular dos antigenos
Kidd foi descoberta recentemente, mas a participacdo do
antigeno Kidd no transporte de uréia é conhecida ha pelo
menos duas décadas.

e) Sistema DUFFY

Tarminologia ISBT

Sistema Antigenos
Duffy Fy* Fy" Fy3 Fy5 Fy6
Simbolo FY Fr1 Fy2 F¥3 FY§ Fy&
Mimera 004 008.001 008.002 008003 008.005 008.006

Fonte: Curso Tedrico e Pratico de Imuno-Hematologia Eritrocitaria

Figura 5. Sistema DUFFY

Os antigenos Fy e Fy sdo o produto de alelos co-do-
minantes que residem em uma glicoproteina acida (gp-Fy),
que transpassa a membrana sete vezes e tem um N-Termi-
nal no dominio extracelular e um C-terminal no dominio
intracelular. Estdo descritos 5 antigenos neste sistema,
como mostra a tabela acima. A transcricdo do Duffy abran-
ge 1572 nucleotideos, incluindo o exon 1 de 55 nucleo-
tideos, um (nico intron de 479 nucleotideos e o exon 2
de 1038 nucleotideos. 0 exon 1 codifica os sete residuos
que estdo na estrutura com os 329 residuos no exon 2.
A caracteristica mais notavel da glicoproteina é ser um
receptor para o Plasmodium vivax, o parasita da malaria.

f) Sistema MNS

Sistema Principais antigenos

MNS L N 5 5 u He v

Simbola MHS MNS1 MNS2 MNS3 MNS4 MNS5 MNSE MNSG

Nimero 0oz 002001 002002 002003 002004 002005 002006 002008

Fonte: Curso Teérico e Pratico de Imuno-Hematologia Eritrocitaria

0 Sistema MNS é o segundo mais complexo grupo
sangiiineo levando em consideracdao o ndmero de anti-
genos atribuidos a este sistema, aproximadamente 40.
Os antigenos sdo expressos em duas glicoforinas A e B,
sendo produto de dois genes homélogos (GYPE é uma gli-
coforina hipotética). Os antigenos M e firmemente ligados
GYPA, GYPB N estdo localizados na glicoforina A, e S e
s na glicoforina B (ver figura). GPA e GPB sdo proteinas
da membrana do tipo I. GPA compreende a maioria das
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principais sialoglicoproteinas da membrana do eritrécito,
apresentando-se com aproximadamente um milhdo copias
por célula; E composta por aproximadamente 50% de car-
boidratos, situados em seu dominio extracelular. 0 nivel
de GPB na superficie da membrana é um décimo menor,
apresentando a mesma disposicdo de GPA. As glicoforinas
ligadas a membrana eritrocitaria, conferem a célula (na
regido do glicocalix) uma carga elétrica negativa. Estas
cargas impdem forgas de repulsdo entre os eritrocitos (ve-
rificar potencial zeta). Devido a ocorréncia de homologia
com a maioria dos primatas, a designacdo pode incluir um
H (humano) na frente do nome da proteina ou do gene.

g) Sistema DIEGO

JTamminologia ISST
Sistema Principais antigenos
Diego oi* oi® wr' we*
Simbolo ol o1 Dz D13 D14
M diFrve o ma 0.0t 010002 010003 010.004

Fonte: Curso Tedrico e Pratico de Imuno-Hematologia Eritrocitaria

Figura 7. Sistema DIEGO

Os antigenos estdo ancorados na glicoproteina Ban-
da 3, a principal proteina integral da membrana eritro-
citaria, produto de um dnico gene, SLC4A1. A Banda 3
eritrocitaria faz parte de uma familia de trés proteinas
que realizam troca de anions AE1, AE2 e AE3 expressas em
varios tecidos. A Banda 3 consiste de dois dominios es-
trutural e funcionalmente muito independentes descritos
logo a seguir. A mutacdo 166A>G no gene SLC4A1 (AE 1)
que codifica a banda 3 da origem a uma proteina variante,
chamada banda 3-Memphis. Podem ser distinguidos dois
tipos de banda 3 Memphis: variantes I e a e apresenta
maior II. A banda 3 Memphis II estd associada a presen-
ca do antigeno Di DIDS do que a Memphis I e a banda 3
normal. afinidade de reacdo covalente com o H 2 a esta
sempre associado a presenca da banda 3-Memphis, carac-
terizando a O antigeno Di a b variante Memphis II. Até
1990, somente os antigenos Di e Di eram conhecidos.

Pacientes com teste de Coombs direto positivo

Ferreira et al (2007) determinaram a prevaléncia de
anticorpos anti-eritrocitarios de grupo sanguineo foram
analizadas 247 amostras de sangue de pacientes com mala-



ria vivax e falciparum com teste de Coombs direto positivo
atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Manaus-Ama-
zonas no periodo entre setembro/99 a marco/2000.Reali-
zaram-se os testes laboratoriais de Coombs direto, dosa-
gens de hemoglobina, bilirrubina e eletroforese de prote-
inas.Das amostras testadas, 13,3 % apresentaram Coombs
direto positivo, sendo o anticorpo da classe IgG (33,3 %) o
mais freqgiiente. Dos pacientes com malaria vivax e Coombs
direto positivo, 17% apresentaram anemia possivelmente
devido a hemdlise por auto-imunidade com o envolvimen-
to da gamaglobulina IgG. Ndo foram detectados anticorpos
contra antigenos de grupos sanguineos nem aloanticorpos
séricos.Torna-se necessario a realizacdo de outras pes-
quisas para avaliacdo da existéncia de associacdo entre
a positividade do Coombs direto e anemia ou se a mesma
interfere ou ndo com o curso da doenca.

Carlos et al (2002) relatam um caso sobre um pa-
ciente masculino, 21 anos, pardo, eletricista, atendido no
servico de Hematologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HC - UFC) em fevereiro de 2001 com histéria de
episodios de ictericia e urina escura ha 12 meses. Relatava
também palidez progressiva, fraqueza e dispnéia aos mé-
dios esforcos. Referiu antecedentes de infeccao por Herpes
zoster ha oito anos, exposicdo a radiacao eletromagnética
durante quatro anos e transfusdes sangiiineas. Apresentava
antecedente familiar de leucemia em um primo. Além de
moderada palidez cutdneo-mucosa e de discreta ictericia,
ndo exibia outra alteracdo ao exame fisico. Exames labora-
toriais revelaram: Hb=6,8g/dl, Ht=20,8%, VCM=104fl, ani-
socitose, anisocromia, macrocitose, poiquilocitose, policro-
masia, pontilhado baséfilo; L=3,8x10?/L (1% bastdo, 60%
segmentados, 37% linfocitos, 2% mondcitos); P=24x10?/L;
reticuldcitos corrigidos=2,6%. Teste de Coombs direto po-
sitivo (IgG, C3d). Sorologia positiva apenas para anti-HBc.
Mielograma: aspirado medular hipoplasico com depésito de
ferro presente. Pesquisa de hemossiderina na urina nega-
tiva. Bidpsia 6ssea: medula 6ssea com as trés linhagens
presentes, hiperplasia eritrdide, auséncia de condensacdo
na rede de reticulina. Teste de Ham positivo. Citometria de
fluxo: ndo expressdo de CD55 e CD59 em cerca de 50% dos
granuldcitos e 30% dos eritrocitos, cerca de 50% dos mo-
nocitos nao expressa o CD14. 0 paciente foi encaminhado
para realizacdo de transplante alogénico de medula éssea.
Ressalta-se que a anemia ferropriva é com freqiiéncia uma
caracteristica dos pacientes com HPN de larga evolucdo e
é secundaria e hemoglobindria e hemossidendria. No caso
relatado, o paciente ndo apresentou anemia ferropriva,
e sim anemia hemolitica auto-imune (AHAI), confirmada
pelo teste de Coombs direto positivo.

Cianciarullo et al (2003) verificaram a prevaléncia
de marcadores imunohematolégicos, representados pe-
los testes de Coombs indireto, direto e de eluicdo com

identificacdo do anticorpo detectado; incidéncia de do-
enca hemolitica e de tratamento entre os recém-nascidos
sensibilizados. Em relacdo aos métodos pontua-se que o
Estudo do tipo Coorte foi de janeiro de 1996 a julho de
1998, consistiu na descricdo da analise dos perfis imuno-
hematoldgicos de 1698 pares de maes e recém-nascidos
como fator de risco para doenca hemolitica, subdivididos
de acordo com os marcadores. A metodologia empregada
para identificacdo dos marcadores foi o da microplaca com
hemacias de triagem, soro antiglobulina humana e gel
centrifugacdo. Para tipagens e fenotipagens utilizou-se
o método de microplaca com soros monoclonais. Para o
estudo da incidéncia e sequimento neonatal foram reali-
zadas bilirrubinas totais e fracdes, por método enzimatico
colorimetro, hemoglobina e hematécrito, automatizado
e reticuldcitos, por coloragdo supra vital, azul cresil bri-
lhante e leitura por microscopia dptica.

Como resultado observou-se a prevaléncia de marca-
dores imunohematolégicos associados a doenca hemoliti-
ca foram de 9,07%. Por grupos estratificados obtivemos
no grupo com Coombs indireto (grupo I) 0,43%; no grupo
com Coombs direto (grupo D), 4,10% e no grupo com elui-
cao (grupo E) 4,53%. A incidéncia de doenca hemolitica
no estudo foi de 36,23%. Quando estratificada por grupos,
obtivemos no grupo I, 33,56%, no grupo D, 44,43% e
no grupo E, 29,24%. O tratamento com fototerapia foi
necessario em 36,23% dos RN, sendo maior sua indicacao
no grupo D e a exsangiiineotransfusdo foi necessaria em
0,88% dos RN, sendo maior sua indicacdo no grupo I.

Concluiu-se que o grupo I, onde se concentram as
incompatibilidades Rh, apresentou maior incidéncia de
doenca hemolitica e maior necessidade de tratamento
com exsangiiineotransfusdo, o que mostra ainda a gra-
vidade deste sistema em nosso meio. O grupo D, onde se
concentram as incompatibilidades ABO, apresentou maior
incidéncia de doenca hemolitica e tratamento com fotote-
rapia e menor necessidade de exsangiiineotransfusao.

CONCLUSOES

0 teste de Coombs contribui diretamente para o
diagndstico da anemia auto-imune, pois sua positividade
confirma que o anticorpo foi fixado in vivo a hemacia do
paciente, auxiliando dessa forma o diagndstico diferencial
com outras anemias hemoliticas, como as causadas por
alteracdes da hemoglobina ou da estrutura da hemacia. E
importante também no diagnéstico das anemias hemoliti-
cas do recém-nascido e das anemias induzidas por drogas.
Embora o teste de Coombs seja extremamente sensivel,
um resultado negativo ndo exclui a presenca de anticor-
pos ligados as hemécias.
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