Deteccao dos anticorpos regulares abo
maternos em recém-nascidos pelo método de
tipagem sanguinea reversa estendida até
fase de antiglobulina humana.

RESUMO - Neste estudo foram definidos os indices de detec¢do dos anticorpos
regulares ABO maternos em recém-nascidos pelo método de tipagem sangiiinea reversa
estendida até fase de antiglobulina humana (TRAGH) e a relagdo destes resultados com
os achados de outras metodologias envolvidas no diagndstico da incompatibilidade
materno-fetal pelo sistema ABO (IABO). Foram colhidas amostras sangiiineas para
analise imuno-hematologica de 38 recém-nascidos com tipo sangiiineo A ou B,
apresentando até 30 dias de vida (sem conhecimento prévio dos fenotipos ABO
maternos) e realizacdo dos testes de tipagem ABO direta, TRAGH, Coombs direto

e eluato-LUI, visando detectar anti-A e/ou anti-B.

Os resultados demonstraram que a TRAGH efetuou a detec¢ao dos anticorpos
regulares ABO maternos na maioria das amostras analisadas nas quais foram
confirmados os casos de IABO (09 de 15 amostras), constituindo-se, mediante a analise
conjunta com os demais dados imuno-hematologicos, em um 1til parametro laboratorial
na adequagdo imunoldgica do hemocomponente ao receptor e na confirmagao
diagnodstica de IABO.
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SUMMARY - In this study were defined the exponents of the detection of mother’s ABO
regulars antibodies in newborns by the reverse blood typing extend up to stage of the
antihuman globulin method (RTAGH) and the relacion this results with the faind other
methods include in the diagnosis of the ABO maternal-fetal incompatibility (IABO).
Samples of blood were picked for immunohematology analysis from 38 newborns with
the blood type A our B, with until 30 days of life ( without previous knowing of the ABO
mother’s types) and make of the ABO typing direct, RTAGH, Coombs direct and elution
by freezing tests, purposing the detection of the anti-A and/our anti-B.

The results demonstrate with the RTAGH maked the detection of the mother’s ABO
regulars antibodies in the most samples analyses with the were confirmated the cases of
the IABO (09 of 15 samples), constitute, trough the completeness analyse with too much
tests immunohematology, in the useful laboratory information in the imunology adjust
of the hemocomponent to the pacient and in the diagnosis of IABO confirmation.
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INTRODUCAO

Os anticorpos ABO estdo presentes nos soros e/ou plasmas de individuos, contra os
antigenos que eles ndo possuem nas hemdcias, e sdo formados naturalmente por
estimulos passivos, principalmente por bactérias que comec¢am a colonizar o trato
intestinal a partir do nascimento, as quais possuem agucares em suas membranas
celulares semelhantes aos actcares imunodominantes dos antigenos A e B, sendo estes
anticorpos classificados como naturais e regulares (ocorréncia regular e estimulo
natural)[8]. Portanto, para determinagdo do fendtipo ABO, recomenda-se pesquisar os
antigenos (prova direta) e os anticorpos(prova reversa). Entre 3 e 6 meses de idade ja ¢
possivel encontrar pequenas quantidades de anticorpos, mas sua produ¢ao maxima se da
entre 5 e 10 anos (8).

As anemias neonatais mais comuns sdo as anemias hemoliticas,incluindo as ocasionadas
pelos antigenos de grupos sangiiineos ABO (11). A incompatibilidade sangiiinea
materno-fetal ABO apresenta importancia no periodo neonatal

pois determina a maioria dos casos de doenca hemolitica neste periodo (5-17). As
hemacias fetais podem conter antigenos de grupos sanguineos herdados do pai que nao
existam na mae. Os individuos produzem, em maior quantidade, anticorpos de classe
IgM contra os antigenos do sistema ABO, porém os individuos de fenétipo O
produzem,em maior quantidade, anticorpos IgG da especificidade AB, os quais podem
atravessar a barreira placentaria (8).

Embora possa ocorrer com freqiiéncia, a incompatibilidade ABO entre maes e feto
raramente ocasiona uma doeng¢a hemolitica perinatal clinicamente significativa (18) e
anormalidades hematologicas sao detectadas somente se o sangue de um recém-nascido
aparentemente saudavel for sorologicamente testado (8).

Falterman e Richardson (6) descreveram rea¢des hemoliticas com hemoglobinuria e
hiperbilirrubinemia em trés casos de criangas prematuras do grupo A ou B de maes do
grupo O e que receberam hemacias ABO compativeis com seus grupos sangiiineos.
Exames pré-transfusionais mostraram teste de Coombs direto negativo e pos
transfusionais positivos.O anticorpo foi identificado como anti-A ou anti-B maternos,
que estavam na circulacdo da crianca, mas, devido a pequena expressao dos sitios
antigénicos A ou B, estes ndo haviam se ligado aos eritrocitos. Reagiram,
porém, com as hemdcias de adultos transfundidas, que apresentam grande quantidade de
sitios antigénicos.

A determinac¢do do fendtipo ABO dos neonatos ¢ realizada através da prova direta
utilizando-se anti-soros especificos (AB, A, B), ndo sendo rotineiramente utilizada a
prova reversa agregada, uma vez que criangas com menos de 4 meses de vida raramente
produzem anticorpos contra antigenos dos grupos sangiiineos (16).Por meio da RDC
153 de junho de 2004, a ANVISA orientou os laboratorios de imuno-hematologia
clinica vinculados aos servicos hemoterapicos para a realiza¢ao da pesquisa de anti-A
ou anti-B no soro ou plasma dos recém-nascidos,apresentando tipagem sangiiinea A ou
B, através de métodos que incluam uma fase antiglobulinica (3), visando a segurancga
transfusional destes pacientes através da selecdo de unidades de concentrados globulares
desprovidos dos antigenos correspondentes aos anticorpos detectados (18).

O principio dos testes de antiglobulina humana ¢ a utilizacdo de anti-soros contendo
anticorpos dirigidos contra imunoglobulinas humanas (ligadas primariamente a
superficie celular), os quais apds a ligacdo determinam a diminui¢do das forgas de
repulsdo existentes entre as hemacias,promovendo assim a aglutinagdo (9). Desta
maneira, a aplicagdo da fase antiglobulinica aos respectivos exames laboratoriais
constitui-se em um artificio para a visualizagdo da reacdo antigeno-anticorpo, uma vez
que a maioria dos anticorpos de classe IgG, quando ligados aos antigenos especificos,



ndo diminuem as forcas de repulsdo a ponto de atingir o limiar necessario para que
ocorra a reagdo de aglutinagdo (8).

OBJETIVOS

Definir os indices de detec¢do dos anticorpos regulares ABO maternos no soro ou
plasma de recém nascidos através da prova de tipagem sangiiinea reversa estendida até a
fase de antiglobulina (TRAGH), bem como relacionar estes resultados com os demais
parametros laboratoriais (tipagem ABO, Coombs direto e eluato) envolvidos no
diagnoéstico da incompatibilidade materno-fetal pelo sistema ABO (IABO).

CASUISTICA, MATERIAL E METODOS
Pacientes:

Foram analisadas 38 amostras de recém nascidos apresentando até 30 dias de vida, sem
o conhecimento prévio dos fendtipos ABO Rh (D) maternos, atendidos pela primeira
vez no laboratdrio de prética transfusional do Associacao Beneficiente Hospital
Universitario-SP (ABHU-SP) para realizacdo de seus respectivos exames pré
transfusionais no periodo de janeiro de 2012 a junho de 2012, e encaminhadas ao
laboratorio de Imuno-hematologia clinica do mesmo hospital, mediante a confirmagao
dos fenotipos A ou B, para realizagdo de investigacdes adicionais visando a deteccao
dos anticorpos regulares ABO maternos e conseqiientemente provaveis diagnosticos de
incompatibilidades materno-fetais pelo sistema ABO.

Amostras:

As amostras foram coletadas pelas técnicas convencionais de flebotomia, sem a
necessidade de preparo prévio dos pacientes, na unidade de tratamento intensivo
neonatal do ABHU-SP e transferidas para tubos de ensaios contendo anticoagulante
EDTA 3%, obtendo-se, apds procedimento padronizado de centrifugacdo, o plasma
sobrenadante,destinado para a realizag¢do da tipagem sangiiinea reversa, e o concentrado
de hemacias sedimentado, utilizado para a classificagao sangiliinea ABO direta, Coombs
direto e realizacao dos eluatos.

Métodos:

Tipagem sangiiinea ABO direta:

A determinagdo dos fenétipos ABO dos recém nascidos foi realizada através da
pesquisa dos antigenos do sistema ABO pelo método de hemaglutinacao direta em tubo,
utilizando-se anticorpos monoclonais Diamed®anti-A, anti-B e anti-AB (anticorpos de
classe IgM, especificos para os antigenos A-ABO1, B-ABO2 e AB-ABO3).De acordo
com protocolo especifico foram preparadas suspensdes de hemacias a 5% em salina
fisiologica e testadas com os respectivos anti-soros.

Tipagem sangiiinea ABO reversa estendida até fase de antiglobulina
humana (TRAGH):

A TRAGH foi efetuada nos plasmas dos recém-nascidos utilizando-se suspensdes a
3% de globulos vermelhos humanos de doadores pertencentes respectivamente, a
grupos sangiiineos Al e B (REVERCEL-Diamamed®), e posterior procedimento de
centrifugacdo, seguindo-se a leitura pela observagdo da presenca ou nao de aglutinagio
e/ou hemolise. Apos a leitura os testes foram submetidos a fase antiglobulinica através
do teste indireto de antiglobulina em tubo, realizando-se incubagdo em temperatura de
37°C durante 30 minutos, 03 ciclos de lavagem em salina fisiologica, sendo que ao final



do terceiro ciclo foi adicionado o soro de antiglobulina humana (Diaclon Coombs
Serum poliespecifico/Diamed®).

Teste de Coombs direto:

Para a realizacdo dos testes de Coombs direto foi utilizada a técnica de aglutinagdo em
coluna (gel-centrifugacgdo)-cartdes ID-Liss/Coombs-Diamed® com suspensdes de
hemacias dos recém-nascidos a 1% em solugdo de baixa for¢a idnica (Liss).

Eluicio por congelamento:

As técnicas de elui¢do sdo utilizadas para remog¢ao dos anticorpos opsonizantes ligados
a membrana eritrocitaria e conseqiiente identificacdo dos mesmos. Este exame detecta
no sangue do recém-nascido a presenca de anticorpos maternos anti-A e anti-B, tem
elevada sensibilidade e alto valor preditivo negativo-99%(2-17).

Existem varios métodos para a eluigdo dos anticorpos através da alteragdo ou reversao
das for¢as que matem ligados os antigenos e os anticorpos, como os que utilizam
solventes organicos (éter ou cloroformio), os que utilizam solu¢des que alteram o pH
(glicina acida), e os que promovem hemolise por alteracdo de temperatura, como
congelamento-LUI (método utilizado neste estudo) ou ainda o aquecimento.

Na técnica de congelamento-LUI as hemécias, previamente lavadas em solucao salina
fisiologica, sdo submetidas a temperatura de -20°C, degeladas em banho-maria 37°C e
centrifugadas para obtencdo do eluato sobrenadante. Realiza- se o teste de antiglobulina
indireto em tubo com o eluato de hemacias dos recém-nascidos e hemacias Al ou B.

RESULTADOS
TABELA I
CARACTERIZACAO DO GRUPO DE ESTUDO
(38 RECEM NASCIDOS)

CARACTERISTICAS VALOR

Tipo sanguineo 29 A
09 B

TRAGH 09 positivos (anti-A e anti-B)
29 negativos

Coombs direto 26 positivos
12 negativos

Elui¢do-congelamento 15 positivos (11 anti-A, 4 anti-B)
23 negativos

TABELA 11
Caracterizacido do grupo de estudo com
diagnostico de IABO (15 recém nascidos)

Numero de casos Coombs direto TRAGH Eluato
7 negativo Positivo Positivo
anti-A e anti-B 6 anti-A e 1 anti-B
2 positivo Positivo Positivo
anti-A e anti-B 1 anti-A e lanti-B
6 positivo negativo Positivo
4 anti-A e 2 anti-B




Em 15 das 38 amostras de recém-nascidos analisadas determinou- se o diagndstico
laboratorial de IABO, com confirmag¢do dos fenotipos ABO maternos como sendo do
tipoO. Destes 15 casos confirmados em 09 foi possivel detectar o anticorpo regular
ABO materno nos plasmas dos recém nascidos pelo método de TRAGH, e em 06 casos
a TRAGH resultou negativa.

Nas 23 amostras em que o diagnostico de IABO foi descartado, deve ser considerada a
possibilidade de que em algumas delas os fen6tipos ABO maternos ndo pertenciam ao
tipo O.

DISCUSSAQO

Nas 07 amostras analisadas apresentando resultado negativo no teste de Coombs direto,
foi possivel a prévia deteccdo dos anticorpos regulares maternos nos plasmas dos recém
nascidos pela TRAGH e posterior confirmagdo de diagndstico de IABO pelo método de
antiglobulina indireto com eluato das hemécias dos pacientes e hemacias A1/B. Recém-
nascidos acometidos por IABO apresentam Coombs direto fracamente positivo, ou até
negativo pela expressao incompleta dos antigenos A e B nas hemécias e o nivel
relativamente baixo de complemento no soro (8). Deste modo,os resultados do Coombs
direto ndo indicam corretamente a quantidade de anticorpos ligados nas hemaécias in
vivo, sendo que na técnica de eluicdo ocorre uma concentragdo destes

anticorpos, permitindo sua detecc¢ao (8).

Em 02 amostras a TRAGH foi concordante com a positividade do Coombs direto e
posterior confirmacao diagnostica de IABO pela eluicdo.

A TRAGH apresentou resultado negativo em 06 amostras com achados positivos no
teste de Coombs direto e confirmagdo de deteccao dos anticorpos pelo método de
eluicado.

A TRAGH demonstrou positividade na maioria dos casos de IABO (09 de 15
amostras), mesmo quando o teste de Coombs direto apresentou-se negativo (07
amostras), e nesta condi¢do foi o parametro que direcionou a pesquisa laboratorial para
a realizacdo do método de elui¢do e confirmacao dos casos de IABO.

CONCLUSAO

O método de TRAGH realizou a deteccdo de anticorpos regulares ABO maternos em
recém-nascidos (apresentando tipo sangiiineo A ou B) na maioria dos casos
confirmados de IABO e mediante a analise conjunta com os demais dados
imuno-hematolégicos, auxiliou na adequagao imunolégica do hemocomponente ao
receptor e na confirmagdo diagnostica da IABO.
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