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RESUMO

A transfusao de concentrado de hemacias ¢ uma terapia de suporte a vida, sendo fundamental
no tratamento da anemia ou da perda de sangue. Todavia, existem riscos associados a
hemotransfusdo, como a ocorréncia de reagao transfusional hemolitica causada por anticorpos.
Na rotina dos servigos de Hemoterapia, com relativa frequéncia surgem pacientes que
desenvolveram alo ou autoanticorpos antieritrocitarios tornando, muitas vezes, impossivel
encontrar hemacias compativeis para a transfusao segura. Neste contexto, a Doenca Falciforme
destaca-se por apresentar taxas muito mais altas de aloimunizacdo como resultado da exposi¢ao
a hemdcias de doadores. Dessa forma, ¢ crucial a disponibilizagdo de testes que contribuam
para a decisdo médica quanto a autorizacdo de transfusdes quando nao ha hemacias
compativeis. O Ensaio da Monocamada de Monocitos (MMA) foi proposto como uma
ferramenta promissora para a distin¢ao entre alo e autoanticorpos antieritrocitarios clinicamente
significantes dos insignificantes. O objetivo deste estudo foi avaliar o MMA na rotina da
Central de Imuno-Hematologia da Fundagdo Hemominas para a defini¢ao do significado clinico
de alo e autoanticorpos antieritrocitarios em pacientes atendidos pelo servigo, apos
padronizagdo e validagdo do ensaio. Foram estudados trés grupos de pacientes: 1. Pacientes do
sexo feminino, incluindo gestantes, que desenvolveram aloanticorpos inespecificos (n=8); 2.
Pacientes que apresentavam aloanticorpos direcionados a antigenos de alta frequéncia
populacional (n=15); 3. Pacientes que apresentavam autoanticorpos (n=40). A grande maioria
dos aloanticorpos direcionados a antigenos de alta frequéncia na populagdo, bem como dos
autoanticorpos nao foi clinicamente relevante pelo MMA. Esse entendimento pode evitar a
necessidade de se buscar sangue raro no estado e at¢ mesmo na rede nacional, agilizando o
atendimento hemoterapico de pacientes que ndo dispdem de bolsas compativeis. Nao houve
correlagdo entre a intensidade de reagdo da prova de compatibilidade ou do Coombs direto pos-
adsor¢do do anticorpo e os resultados positivos para 0 MMA. Isso refor¢a a conduta de nao
liberar sangue “menos incompativel” para o paciente, na pratica transfusional. Além disso, o
acompanhamento, pelo MMA, de gestante aloimunizada por Anti-M, cujo feto apresentou
Doenga Hemolitica Perinatal, abriu caminho para a importancia desse ensaio no contexto
materno-fetal. Os resultados advindos do presente estudo permitem concluir que foi possivel
prestar assisténcia hemoterapica para pacientes sem bolsas compativeis, além de apontar um

caminho promissor de aplicagdo do MMA no acompanhamento obstétrico.

PALAVRAS-CHAVE: ensaio da monocamada de mondcitos; reagao transfusional hemolitica;

aloanticorpos; autoanticorpos; significado clinico.



ABSTRACT

Transfusion of red blood cells is a life-sustaining therapy and is essential in the treatment of
anemia or blood loss. However, there are risks associated with blood transfusion, such as the
occurrence of a hemolytic transfusion reaction caused by antibodies. In the routine of
Hemotherapy services, patients relatively frequently appear who have developed anti-
erythrocyte allo- or autoantibodies, often making it impossible to find compatible red blood
cells for safe transfusion. In this context, Sickle Cell Disease stands out for presenting much
higher rates of alloimmunization as a result of exposure to donor red blood cells. Therefore, it
is crucial to provide tests that contribute to medical decisions regarding the authorization of
transfusions when there are no compatible red blood cells. The Monocyte Monolayer Assay
(MMA) has emerged as a promising tool for distinguishing clinically significant anti-
erythrocyte allo- and autoantibodies. The objective of this study was to evaluate MMA in the
routine of the Central de Imuno-Hematologia of Fundagdo Hemominas to define the clinical
significance of anti-erythrocyte allo and autoantibodies in patients treated there, after assay
standardization and validation. Three groups of patients were studied: 1. Female patients,
including pregnant women, who developed nonspecific alloantibodies (n=8); 2. Patients who
had alloantibodies directed to high population frequency antigens (n=15); 3. Patients who had
autoantibodies (n=40). The vast majority of alloantibodies directed to high-frequency antigens
in the population, as well as autoantibodies, were not clinically relevant by MMA. This
understanding can avoid the need to search for rare blood in the state and even nationally,
speeding up hemotherapy care for patients who do not have compatible red blood cells. There
was no correlation between the reaction intensity of the cross match test or Direct Antiglobulin
Test post antibody adsorption and the positive results for MMA. This reinforces the practice of
not releasing “less incompatible” blood to the patient in transfusion practice. Furthermore, the
monitoring, by MMA, of a pregnant woman alloimmunized by Anti-M, whose fetus presented
Perinatal Hemolytic Disease, paved the way for the importance of this test in the maternal-fetal
context. The results from the present study allow us to conclude that it was possible to provide
hemotherapy assistance to patients without compatible red blood cells, in addition to pointing

out a promising path for applying MMA in obstetric monitoring.

KEYWORDS : monocyte monolayer assay; hemolytic transfusion reaction; alloantibodies;

autoantibodies; clinical significance.
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1 INTRODUCAO E RELEVANCIA

A transfusdo de hemaécias ¢ considerada uma das intervengdes terapéuticas mais comuns em
pacientes hospitalizados. Entretanto, essa terapia nao estd isenta de riscos, especialmente a
aloimunizagdo, que consiste na produgao de anticorpos direcionados a antigenos nao-proprios
do individuo. Os chamados aloanticorpos antieritrocitarios podem ser formados apds a
exposicao prévia do receptor a hemotransfusdao, em mulheres durante a gestagao e até mesmo
apos o transplante de 6rgdos. Uma vez produzidos, esses anticorpos criam situagdo de alerta
diante da necessidade transfusional, pois podem dificultar a identificagdo de um concentrado
de hemacias (CHM) compativel, além de terem o potencial de provocar reagdo transfusional
hemolitica (RTH). Podem, ainda, ser responsaveis por consequéncias devastadoras no contexto

materno-fetal, sendo capazes de desencadear a Doenga Hemolitica Perinatal (DHPN).

Outra situagao desafiadora no campo da Medicina Transfusional € a presenca de autoanticorpos
antieritrocitarios em pacientes que necessitam de transfusdo de hemadcias. Os chamados
autoanticorpos sdo direcionados a antigenos que estdo expressos nas hemdcias do proprio
paciente, independentemente de transfusdes ou gestagdes prévias. Os autoanticorpos estdo
comumente presentes em pacientes que apresentam Anemia Hemolitica Autoimune (AHAI) e,
frequentemente, ndo ¢ possivel determinar a sua especificidade devido a limitagdes da
metodologia soroldgica e por serem direcionados a antigenos amplamente expressos na
populagdo em geral. Uma das principais dificuldades no atendimento hemoterapico a pacientes
que apresentam autoanticorpos antieritrocitarios ¢ a indisponibilidade de CHM compativel e a
incerteza acerca do seu significado clinico, o que leva o médico a ter que se responsabilizar pela

decisdo de autorizar ou ndo uma transfusdo incompativel ao paciente.

A prova de compatibilidade (PC) ou prova cruzada ¢ um teste pré-transfusional obrigatorio in
vitro que consiste em colocar o soro do receptor em contato com a hemaécia a ser transfundida.
Se houver algum anticorpo no soro do paciente direcionado a antigeno presente na hemécia do
doador, haverd a ligagdo anticorpo-antigeno. O resultado advindo dessa ligacdo permite
classificar a transfusdo como compativel ou incompativel, a partir da observagao macroscopica
da reacao de hemaglutinac¢ao. Tanto alo quanto autoanticorpos podem levar a incompatibilidade

no teste pré-transfusional, sendo que muitas vezes ndo ¢ sabido se o anticorpo envolvido possui
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verdadeiramente importancia clinica a ser considerada. Essa duvida persistente pode gerar
atraso transfusional, agravando o estado de saude do paciente.

Seja pela presenca de alo ou autoanticorpos antieritrocitarios, quando o objetivo ¢ determinar o
significado clinico de determinado anticorpo, os testes soroldgicos disponiveis nos servigos de
imuno-hematologia sdo, muitas vezes, insuficientes para dar essa resposta. Soma-se a isso 0
fato de que a presenca de um anticorpo no receptor de CHM que ndo pode ser compatibilizado,
gera inseguranga por parte dos profissionais envolvidos. Nao ha um respaldo adicional com

relagdo ao risco de hemolise pos-transfusional a que o paciente estara exposto.

A Central de Imuno-Hematologia (CIH) da Fundacdo Hemominas ¢ o servigo de referéncia no
estado de Minas Gerais e se localiza no Hemocentro de Belo Horizonte. Esse servico atende a
um numero expressivo de pacientes que necessitam de transfusdo de sangue. Rotineiramente,
amostras oriundas de todas as regides de Minas Gerais s3o recebidas na CIH para a realizagdo
ou atualizagdo do estudo imuno-hematologico, que inclui a pesquisa e identificacdo de
anticorpos irregulares, a fenotipagem eritrocitaria (quando indicado), dentre outros testes. A
Fundacdo Hemominas também prové a triagem de concentrado de hemacias fenotipadas (CHF)
para pacientes com perfis fenotipicos especificos que necessitam de receber esse tipo de
hemocomponente. Existem protocolos estabelecidos na Fundagdo para atender a demanda de
pacientes politransfundidos, em especial aqueles que ja sdo aloimunizados e cuja doenga de

base justifique uma selecao mais criteriosa do CHF.

Na rotina laboratorial, métodos soroldgicos e moleculares estdo disponiveis para auxiliar na
identificacdo de anticorpos antieritrocitarios. Ainda assim, alguns casos podem permanecer
inconclusivos, resultando em atraso no atendimento a necessidade transfusional do paciente.
Eventualmente, na tentativa de elucidar o caso, torna-se necessario até mesmo o envio da
amostra do paciente a laboratorios externos de referéncia. No entanto, o retorno do resultado ¢
quase sempre demorado, tendo em vista que casos complexos demandam tempo (até meses)
para serem elucidados, além de dependerem da expertise de profissionais experientes e com

elevado conhecimento em imuno-hematologia.

Dessa forma, no campo da Medicina Transfusional, quando o objetivo ¢ determinar o
significado clinico de determinado alo/autoanticorpo antieritrocitario, os testes sorologicos e

moleculares nem sempre sdo suficientes.
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Considerando que a CIH da Fundagdo Hemominas é o servigo de referéncia em imuno-
hematologia no estado, seria de grande relevancia a implementagao de um teste que contribuisse
efetivamente para a identificacdo de alo e autoanticorpos clinicamente significativos. Isso
permitira um suporte, ao médico, diante da dificil decisdo em autorizar ou nao uma transfusao
de CHM a pacientes que apresentam situagdes imunologicas complexas, como a presenca de
multiplos aloanticorpos, anticorpos de especificidade ndo determinada pelos testes de rotina,
aloanticorpos direcionados a antigeno de alta frequéncia populacional e de autoanticorpos

antieritrocitarios associados a testes pré-transfusionais incompativeis.

O Ensaio da Monocamada de Mondcitos (do inglés, Monocyte Monolayer Assay — MMA)
consiste em um ensaio celular empregado para prever o significado clinico de anticorpos
antieritrocitarios da classe IgG, tendo em vista que esses anticorpos podem desencadear RTH
e DHPN. Esse ensaio ¢ internacionalmente reconhecido como sendo capaz de dar suporte a
clinica no entendimento acerca da importancia transfusional ou gestacional de determinado

anticorpo.

O MMA vem sendo estudado ha mais de 40 anos pelo seu uso potencial na diferenciagdo entre
alo e autoanticorpos da classe IgG clinicamente significantes dos insignificantes. Sabe-se que
a presenca de aloanticorpos cria situacdes desafiadoras no tratamento hemoterapico,
especialmente nos pacientes que dependem de transfusdes frequentes de CHF, como os
portadores de Doenca Falciforme (DF). Nesses pacientes, ¢ frequente a deteccao de multiplos

aloanticorpos, uma vez que seu estado inflamatorio ativado contribui para essa resposta.

Muitos pacientes sdo, ainda, submetidos a politransfusdo ao longo da vida, aumentando
também o risco de produgdo de autoanticorpos. Certamente, a presenga de aloanticorpos em
pacientes com DF aumenta significativamente o risco de reacdes transfusionais hemoliticas,
incluindo reacdes de hiper-hemolise imunologicamente mediadas. Atrasos na busca por um
CHF compativel contribuem para o aumento do risco de desfechos desfavoraveis nesse grupo
de pacientes. Dessa forma, ainda que a PC seja positiva, 0 MMA pode auxiliar na selecao mais
segura de um CHM a ser oferecido a receptores que vivem essa realidade. Considerando a
frequéncia elevada de pacientes portadores de DF em Minas Gerais, que sdo atendidos na

Fundacao Hemominas, esse estudo assume grande relevancia.
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2 JUSTIFICATIVA

A relevancia do presente estudo para o Programa de Pos-graduagao em Analises Clinicas e
Toxicologicas fundamenta-se, sobretudo, na possibilidade de aproximar o conhecimento
cientifico académico, adquirido em uma institui¢do publica de ensino, da assisténcia direta a
populagdo rotineiramente atendida em uma instituicao publica da area da satide. Essa parceria
resulta na aplicagdo direta do conhecimento gerado em prol da populagdo, com beneficios

inquestiondveis para a hemotransfusao.

A Fundagdo Hemominas ¢ uma instituicdo publica do estado de Minas Gerais, vinculada a
Secretaria de Estado da Saude, que se destaca pelo seu importante papel em garantir a oferta de
sangue e hemoderivados de qualidade para mais de 90% da populagdo mineira. Atua, inclusive,
desenvolvendo atividades nas areas de prestagdo de servico, assisténcia médica, ensino,
pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico, produgdo, controle da qualidade e educagdo sanitaria.
Dentre as areas do conhecimento oferecidas para a prestagao de um servigo hemoterapico de
qualidade, a Imuno-Hematologia ocupa lugar de destaque, considerando os riscos associados a
hemotransfusdo, como a ocorréncia de RTH. Além disso, o entendimento acerca da relagdo
feto-materna também configura um grande desafio aos profissionais da area, considerando a

associagdo de anticorpos maternos com a ocorréncia da DHPN.

Dessa forma, ¢ imprescindivel a implementagdo na Central Imuno-Hematologia (CIH), de
testes que auxiliem a decisdo médica quanto a autorizacdo ou ndo transfusdes de hemacias
quando n3o hd hemocomponentes compativeis para o atendimento ao paciente, bem como

contribuam na elucidacao de casos de DHPN.

A proposta do presente estudo surgiu da necessidade de prover conhecimento cientifico acerca
da importancia clinica de alo e autoanticorpos antieritrocitarios nos pacientes atendidos pela
Hemominas, o que muitas vezes ¢ um desafio para a CIH, gerando apreensao e inseguranga
para os profissionais do setor e, especialmente, para os médicos que prescreverao o

hemocomponente e que acompanharao o desfecho de cada caso.

O MMA constitui um teste grande importancia para a distingdo de alo e autoanticorpos
antieritrocitarios clinicamente significativos, pois permite selecionar de forma mais segura um
CHM incompativel. Esse ensaio tem sido aplicado de forma promissora, ainda, no
acompanhamento de gestantes aloimunizadas, cujo feto apresente evidéncia clinica de anemia,

fora do contexto de incompatibilidade RhD.
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Cumpre ressaltar que, no Brasil, poucos sdo os hemocentros que disponibilizam o0 MMA, sendo
a Fundagdo Pr6-Sangue de Sao Paulo (SP) o servigo de referéncia na execugdo desse. Por
diversas vezes, a Hemominas, diante de casos complexos que nao puderam ser resolvidos
utilizando as técnicas disponiveis, teve que recorrer a Fundagdo Pro-Sangue. No entanto, o
envio de amostras de pacientes atendidos na Hemominas para essa Fundacao ¢ oneroso para o
estado. Além disso, a liberagdo do resultado ¢ demorada, em funcdo da grande demanda desse

servico no atendimento aos pacientes de Sao Paulo e regiao.

Dessa forma, a implementacdo do MMA na Fundacdo Hemominas ¢ urgente e absolutamente
necessaria para avangar na qualidade dos servicos ofertados a populagao de Minas Gerais, suprir
a demanda local e posicionar esse servico como um centro de referéncia nacional no
atendimento hemoterapico e, de forma bastante promissora, no acompanhamento materno-fetal

em casos de DHPN associada a outros aloanticorpos que ndo o Anti-D.

Esta bem estabelecido que 0 MMA contribui para a previsao de riscos de RTH associadas a
aloanticorpos e autoanticorpos da classe IgG. Destaca-se, ainda, sua potencial aplicagdo no
acompanhamento materno-fetal diante da ocorréncia da DHPN e, surpreendentemente, na
tomada da decisdo clinica em se iniciar o tratamento da gestante com imunossupressores, de
modo a postergar a interrup¢do da gravidez, quando do envolvimento de autoanticorpos
maternos com hemolise fetal, o que contribui significativamente para a sobrevida do feto e do

recém-nascido.

E importante destacar que, apds a implementagdio do MMA na Funda¢do Hemominas, ja foi
possivel prestar suporte transfusional a tempo de contribuir para a realizagdo de cirurgias
criticas em dois pacientes que apresentavam, respectivamente, um aloanticorpo raro e
autoanticorpos, sem a disponibilidade de CHM compativeis. O ensaio permitiu, ainda,
atendimento hemoterdpico seguro no preparo, para o parto, de gestante com DF,
polialoimunizada e que apresentava anticorpo cuja especificidade nao pode ser determinada nos
testes sorologicos de rotina. Soma-se a isso, a realizagdo de acompanhamento de gestante
aloimunizada, empregando-se o MMA, no sentido de contribuir para a elucidacdo do

envolvimento de aloanticorpo rotineiramente ndo associado a ocorréncia de DHPN.

Tendo em vista o grande alcance da Fundacdo Hemominas no atendimento hemoterapico
prestado para a populacdo de Minas Gerais, o presente estudo apresenta importancia
inquestionavel para a elucidagdo da relevancia de anticorpos, seja na pratica transfusional, seja

na investigacdo da relagdo feto-materna. Tal conhecimento certamente contribuira para a
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otimizagdo de condutas a serem aplicadas na pratica hemoterapica, bem como no avango do
conhecimento acerca da resposta imunologica envolvida no &mbito da Medicina Transfusional
e do acompanhamento obstétrico. Esse estudo contribuird, ainda, para a revisao de protocolos
adotados, elevando ainda mais a seguranca transfusional dos pacientes atendidos pela rede
Hemominas, além de servir como referéncia para outros profissionais que buscam literatura na

area.

2 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Descoberta dos grupos sanguineos: breve historico

Em novembro de 1901, um artigo publicado no Viennese Weekly Journal of Medicine,
intitulado Agglutination phenomena of normal human blood, de Karl Landsteiner, marcou a
descoberta dos grupos sanguineos. Esse estudo continua representando a base da terapia
transfusional, por descrever, pela primeira vez, o sistema ABO. Em 1930, Landsteiner foi
premiado com o Prémio Nobel por tamanha contribui¢do no campo da medicina (FIGL &

PELINKA, 2004).

Inicialmente, Landsteiner discriminou os grupos sanguineos em A, B e C (posteriormente
denominado O). Ele demonstrou que o soro de uma pessoa possuia anticorpos voltados contra
os antigenos ausentes em suas hemacias. O quarto grupo sanguineo, AB, foi descrito um ano

mais tarde por Decastello & Sturli (STORRY & OLSSON, 2009).

Apo6s a descricdo do sistema ABO, ndo houve a descricdo de novos sistemas de grupos
sanguineos durante 25 anos. Em 1927, Landsteiner e Levine descreveram os sistemas MN e P,
por meio da identificacdo de anticorpos imunes, em cobaias, direcionados aos antigenos desses
sistemas. Entre os anos de 1939 e 1941, grupos diferentes de pesquisadores liderados por
Landsteiner/ Wiener e Levine/ Stetson desempenharam papel fundamental na descricdo dos
polimorfismos observados no sistema Rh e na descricdo, pela primeira vez, do anticorpo Anti-
D em mulher cujo feto morreu ainda no utero materno, em decorréncia da DHPN. Os demais
sistemas de grupos sanguineos foram sendo descritos a medida em que o conhecimento avangou
na direcdo de aloanticorpos detectados no soro de pacientes transfundidos ou de maes de

criancas com DHPN (KLEIN & ANSTEE, 2014).
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3.2 Aspectos imunolégicos da transfusdo de hemacias

Os antigenos eritrocitarios de grupos sanguineos sdo estruturas polimorficas constituidas por
proteinas e carboidratos que se localizam na superficie extracelular da membrana das hemacias

(Figura 1) (REID & MOHANDAS, 2004).

De acordo com a International Society of Blood Transfusion (ISBT, 2023), atualmente estdao
descritos um total de 347 antigenos eritrocitarios, distribuidos em 45 sistemas de grupo

sanguineos, geneticamente determinados por 48 genes.

Com relacdo aos antigenos proteicos, esses se apresentam como estruturas diversas e com
funcdes especificas. As sequéncias primarias dessas proteinas sao conhecidas e, na maioria dos
casos, as bases moleculares dos diferentes alelos estdo descritas. J& os antigenos de carboidratos
se apresentam associados a proteinas (glicoproteinas) e a lipideos (glicolipideos), que sdo
moléculas com epitopos de carboidratos imunodominantes, cuja sintese requer a acdo de uma

série de enzimas conhecidas como glicosiltransferases (KLEIN & ANSTEE, 2014).

As diversas fungdes dos antigenos eritrocitarios incluem a manutengao da integridade estrutural
da membrana da hemacia, o transporte e recep¢ao de moléculas, atuam como componentes e
reguladores do complemento, como constituintes do glicocalix, como moléculas de adesao,

além de apresentarem funcdes enzimaticas (REID & MOHANDAS, 2004).

Figura 1 — Ilustragio de antigenos de grupos sanguineos presentes na membrana da hemacia
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Autoria: Elisabet Sjoberg Webster. Fonte: TORMEY & HENDRICKSON (2019).

Os antigenos de grupos sanguineos sdo reconhecidos a partir do momento em que hé a produgao
de anticorpos, por individuos antigeno-negativos, apds exposi¢do a hemadcias antigeno-

positivas, seja por meio da transfusdo de sangue ou da gestacao (REID & MOHANDAS, 2004).
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As respostas imunologicas a antigenos estranhos ao organismo podem ser de natureza inata e
adaptativa. Na resposta inata, ha resposta imediata como consequéncia do reconhecimento de
patogenos por receptores especificos presentes em células fagociticas - neutrofilos, macrofagos
e células dendriticas — e citocinas/quimiocinas por elas produzidas, que induzem e mantém o
processo inflamatorio. J4 na resposta adaptativa, o antigeno ¢ reconhecido por receptores
especificos nos linfocitos T, que subsequentemente estimulam os linfocitos B, sendo que alguns
desses ndo se diferenciam e permanecem, na auséncia de estimulacdo antigénica adicional,
como células de memoria. Em episodio de nova estimulacao antigénica, células de memoria
sdo capazes de montar uma resposta secundaria (anamnéstica), caracterizada pela produgao
mais rapida e potente de anticorpos especificos, quando comparada com a resposta inata

primaria. (KLEIN & ANSTEE, 2014; MURPHY & WEAVER, 2016).

Anticorpos sdo imunoglobulinas (Ig), ou seja, proteinas estruturalmente relacionadas e que
desempenham a fung¢do de se ligar ao antigeno complementar e mediar varios efeitos biologicos.
Uma caracteristica estrutural comum a todas as moléculas de Ig ¢ o arranjo de um par de cadeias
polipeptidicas pesadas idénticas (fragmentos Fc), unidas entre si por ligagdes covalentes
(pontes dissulfeto) e ndo covalentes, e um par de cadeias leves idénticas (fragmentos Fab), onde
se localizam os sitios de ligagdo ao antigeno. Cinco classes diferentes de Ig sdo conhecidas:
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE (Figura 2). Distinguem-se entre si pela regido constante da cadeia
pesada e pelo numero de sitios de ligagdo ao antigeno e poténcia de suas fungdes efetoras.
Moléculas de IgG, IgD e IgE sdao monomeéricas, enquanto moléculas de IgM sdao pentaméricas
e moléculas de IgA sao monoméricas ou diméricas (KLEIN & ANSTEE, 2014; STOWELL &
GORHAM, 2020).

Figura 2 — Estruturas dos isotipos de imunoglobulinas

lgM gD lgG IgE IgA
Fonte: Adaptado de STOWELL & GORHAM (2020).
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O termo afinidade de um anticorpo pelo seu antigeno refere-se a capacidade de ligacao de um
unico sitio de ligacdo, enquanto o termo avidez refere-se a vinculagao da forga total conferida
pelos efeitos combinados em varios locais de ligagdao. Por exemplo, embora os sitios individuais
de ligacdo da IgM apresentem relativamente baixa afinidade, a sua estrutura pentamérica
proporciona alta avidez na ligagdo ao antigeno, por apresentar dez sitios de ligagdo disponiveis.
Tal caracteristica da IgM faz com que essa isoforma ative potentemente o complemento,
alterando sua estrutura tridimensional apds a ligacao ao antigeno. Em geral, IgM (e algumas
IgG) podem causar hemolise durante reagdes transfusionais € na anemia hemolitica autoimune.
E importante ressaltar que, ao contrario da isoforma IgG, a IgM néo atravessa a placenta e,

portanto, ndo estd envolvida na DHPN (STOWELL & GORHAM, 2020).

Enquanto a IgM ¢ gerada na fase inicial da resposta imune especifica ao antigeno, anticorpos
IgG sdo importantes do ponto de vista das funcdes efetoras da resposta imune humoral tardia.
Em humanos, sdo conhecidas quatro subclasses de IgG: IgGl, IgG2, IgG3, IgG4. Cada
subclasse apresenta uma regido constante diferente e capacidades distintas de ativar o
complemento e/ou de interagir com receptores em fagocitos. IgG1 e IgG3 sdo as mais potentes,
enquanto a IgG2 ativa fracamente o complemento e a IgG4 carece, em grande parte, de
atividade efetora. Em consisténcia com essas observagdes, pacientes que apresentam apenas
anticorpos antieritrocitarios da subclasse IgG4 normalmente ndo apresentam hemdlise
decorrente da ligacdo anticorpo-antigeno. Em contraste, anticorpos antieritrocitarios que
pertencem as subclasses IgG1 e 1gG3 podem induzir hemolise. Assim, a determinagdo da
subclasse da imunoglobulina IgG pode sugerir a importancia clinica do anticorpo investigado

(NOUMSI et al., 2015; STOWELL & GORHAM, 2020).

Uma vez em que hé a ligacdo do anticorpo IgG ao antigeno complementar, os fragmentos Fc
da sua estrutura sdao reconhecidos pela familia gama (y) de receptores Fc (FcyR) encontrados
na superficie das células. Pelo menos quatro FcyR estdo descritos (FcyR1, FcyR2a, FcyR2b e
FcyR3), com diferentes propriedades e, inclusive, podendo apresentar funcdes opostas. Os
receptores dos tipos FcyR2a e FcyR3 promovem a fagocitose de antigenos-alvo. Devido a
afinidade relativamente baixa a tais receptores, a I[gG monomérica nao se liga diretamente a
eles, o que faz com que essa ligacdo ocorra somente quando multiplas IgG se ligam a antigenos-
alvo simultaneamente. Em contraste, FcyR2b ¢ um receptor inibitorio que previne a fagocitose.
Ja o FcyR1 apresenta alta afinidade pela IgG monomérica, tal que FcyR1 se liga a IgG, esteja

ela complexada ou ndo ao antigeno-alvo. Assim, o efeito sobre a fagocitose depende da ligagao
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efetiva das diferentes subclasses de IgG e suas interagdes com o FcyR (STOWELL &
GORHAM, 2020).

Os fragmentos Fc dos anticorpos IgG podem, ainda, ativar o sistema do complemento, que
consiste em uma cascata de proteases que, uma vez ativadas, amplificam o sinal inicial, levando
a produgdo de um grande nimero de moléculas efetoras. Embora existam varios caminhos para
ativacdo do complemento, a presente abordagem faz referéncia a via classica, iniciada pela
por¢ao Fc de IgG. Nessa modalidade de ativagao, a IgG nao sofre mudanga conformacional.
Dessa forma, para que ocorra a ativagdo do complemento, € necessario que multiplas moléculas
de IgG se complexem aos antigenos-alvo, o que evita a ativagdo indiscriminada do

complemento por IgG circulante nao ligada (STOWELL & GORHAM, 2020).

Uma vez ativado, o sistema do complemento da inicio a dois mecanismos distintos para a
destruicdo de alvos. O primeiro envolve a marca¢do do antigeno-alvo com componentes do
complemento (C3b), rotulando-o para destruicdo, o que ¢ conhecido como opsonizagao.
Multiplas copias de C3b podem ser reconhecidas por receptores especificos nas células
fagociticas, como os macrofagos presentes no Sistema Mononuclear Fagocitario (SMF),
promovendo a endocitose e destrui¢do do antigeno-alvo. No entanto, a fracdo C3b pode,
também, ser degradada a C3dg, que ndo ¢ reconhecida por fagdcitos, evitando assim a
fagocitose. Entretanto, o componente C3dg ¢ reconhecido por receptores do complemento nas
nos linfécitos B e, portanto, pode afetar o desenvolvimento de aloanticorpos. Ja no segundo
mecanismo, a fragdo C3 ativada promove a montagem do complexo de ataque a membrana
(CAM), que consiste em proteinas do complemento (C5b-C9) organizadas em uma estrutura
que se assemelha a um tubo oco inserido na membrana da célula-alvo, originando um canal
entre o interior dessa cé€lula e o ambiente externo, o que resulta na lise osmdtica do alvo

(STOWELL & GORHAM, 2020).

Em geral, uma vez que o anticorpo da classe IgG se liga a um antigeno eritrocitario, a hemacia
passa a ser a célula-alvo e podera ser fagocitada pela interagao da IgG com o FcyR do fagdcito.
Podera haver, ainda, a ativacdo da cascata do complemento, o que promove a deposicao da
fracdo C3b na superficie das hemécias, levando a fagocitose mediada pelos receptores de
complemento nos fagocitos. Finalmente, se a ativagdo do complemento for completa, havera a

insercdo do CAM, causando lise da célula-alvo (Figura 3) (STOWELL & GORHAM, 2020).
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Figura 3 — Mecanismos de destrui¢iio de hemacias por ligagdo de anticorpos e complemento
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(A) Ligacao da imunoglobulina IgG ao antigeno eritrocitario. (B) Ligacdo do fragmento Fc da IgG ao
FcyR no fagécito. (C) A opsonizacido da hemacia podera ser aumentada pela ativacio do
complemento, com deposicio da fracio C3b na membrana da hemacia. (D) Se ainda assim a
opsonizaciao combinada IgG/ C3b no fagdcito nio for suficiente para mediar a destruicio da
célula, a ativacio completa da cascata do complemento pode levar a inser¢do do CAM na
superficie da hemacia, resultando em lise. Esses processos ocorrem simultaneamente e o resultado
advém do efeito agregado das vias ativadas. Legenda: red cell=hemacia; phagocyte=fagécito;
MAC=complexo de ataque 2 membrana; lysis=lise; CR=receptor para complemento no fagécito.
Fonte: STOWELL & GORHAM (2020).

Dessa forma, a hemdlise resultante de uma transfusdo de CHM incompativel envolve diversos
aspectos que contribuem para o desfecho global do evento, como quantidade de anticorpos
complexados ao antigeno-alvo, isotipo e subclasse do anticorpo envolvido, propriedades do
antigeno, como sua densidade na membrana eritrocitaria e a sua relacdo com o citoesqueleto da
hemacia. Dessa maneira, a ativagdo de vias imunoldgicas e a toxicidade associada a hemdolise
podem levar a consequéncias clinicas negativas, que vao além perda de eficicia da
hemotransfusdo. Na verdade, pode ocorrer toxicidade substancial, levando a morbidade e, em

alguns casos, a mortalidade do individuo (STOWELL & GORHAM, 2020).

Em sintese, o mecanismo da hemolise imunomediada pode ser explicado por dois mecanismos
distintos. O primeiro corresponde a destrui¢do intravascular imediata das hemacias pela
ativacdo completa do sistema do complemento, processo esse desencadeado frequentemente,
mas ndo exclusivamente, por anticorpos da classe IgM. O segundo mecanismo consiste na
destruicdo extravascular das hemacias por fagocitos do sistema imunologico que reconhecem
anticorpos da classe IgG e proteinas do complemento ligadas a hemécia. A marcagdo da
hemacia por anticorpos da classe IgG e/ou por proteinas do complemento determinam sua

destruicdo extravascular, com a participacdo de macrofagos do SMF, presentes no bago e no

figado. (FLEGEL, 2015; GARRATY, 2008).
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3.3 Importancia clinica de aloanticorpos

A aloimunizagdo consiste na produgao, pelos receptores, de aloanticorpos antieritrocitarios
direcionados a antigenos expressos nas hemadcias transfundidas e ausentes nas suas proprias
hemacias. Os aloanticorpos considerados clinicamente significativos possuem o potencial de
mediar RTH imediata e tardia, dificultando, inclusive, a localiza¢cdo de unidades de hemacias
compativeis para transfusdes futuras. Os aloanticorpos podem, ainda, ser produzidos por
mulheres durante a gestagao, pois a expressao de antigenos paternais pelo feto pode desencadear
a sensibilizacdo materna e comprometer futuras gestagdes pela possibilidade da ocorréncia da

DHPN (TORMEY & HENDRICKSON, 2016).

De acordo com o British Committee for Standards in Haematology, anticorpos clinicamente
significativos sdo aqueles capazes de causar morbidade ao paciente devido a destruicao

acelerada de uma proporgao significativa de hemacias transfundidas (CHAPMAN et al., 2004).

A 1importancia clinica de um sistema de grupo sanguineo depende, principalmente, da
frequéncia com que os aloanticorpos direcionados aos antigenos desse sistema ocorre e das
caracteristicas dos aloanticorpos, a saber, classe de imunoglobulina a que pertence e, se IgG,
subclasse, amplitude térmica de reacdo e capacidade de fixar complemento. Essas
caracteristicas, por sua vez, determinam a capacidade do anticorpo de causar destrui¢do das
hemacias e de provocar DHPN, pela sua capacidade de atravessar a placenta (KLEIN &

ANSTEE, 2014).

A aloimunizacdo contra antigenos eritrocitarios associada a transfusdo pode ser um problema
clinicamente significativo. As complicagdes reportadas e atribuidas a aloimunizagdo
antieritrocitaria representam apenas um ter¢o daquelas que realmente existem, dada uma
combinacdo de diferentes aspectos, como os relacionados ao doador, ao hemocomponente, ao
receptor (fatores genéticos, inflamatorios e imunoldgicos), que reconhecidamente influenciardo
em qual transfusdo o receptor se tornard aloimunizado. Atualmente, a principal estratégia
incentivada na preven¢do da aloimunizagdo ¢, sem divida a transfusdo criteriosa de CHM de
acordo com o quadro clinico do paciente. Estratégias para prevenir o desenvolvimento de
anticorpos precisam ser otimizadas, assim como estratégias para mitigar os perigos dos
aloanticorpos existentes. Aloanticorpos associados a transfusdo e a gestacdo tém implicacdes

que vao muito além do banco de sangue e da medicina transfusional, estendendo-se a areas
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como hematologia, oncologia, transplante, obstetricia, imunologia, entre outras. (TORMEY &

HENDRICKSON, 2019).

3.4 Aspectos relacionados a transfusdo de Concentrado de Hemacias incompativel

Aloanticorpos antieritrocitarios sdo, em geral, categorizados em trés grupos: aqueles que
geralmente sdo clinicamente significativos e devem ser compatibilizados (por exemplo,
anticorpos direcionados a antigenos dos sistemas Rh, Kell, Kidd e Dufty), aqueles que
geralmente sao clinicamente insignificantes (por exemplo, anticorpos que nao reagem a 37°C),
e aqueles que possuem significado clinico varidvel (por exemplo: anti-Yt*, -Ge, -Lu®). A
obtencdo de sangue raro, ou seja, antigeno-negativo para pacientes que apresentam fendtipos
raros na populacao, ¢ frequentemente desafiadora. Para pacientes que apresentam anticorpos
como aqueles citados no tltimo exemplo, faz-se necessario tentar diferenciar quais receptores
realmente requerem sangue raro justificadamente para ndo desperdicar o uso de CHM

igualmente raro (ARNDT & GARRATY, 2004).

A presenca de aloanticorpos cria situagcdes desafiadoras no tratamento hemoterapico de
pacientes que dependem de transfusdes frequentes de CHM, como os portadores de
hemoglobinopatias, em especial para pacientes com DF. Nesse grupo de pacientes, ¢ frequente
a deteccao de multiplos aloanticorpos, uma vez que seu estado inflamatdrio ativado contribui
para a formacdo desses anticorpos e muitos sdo submetidos a politransfusao ao longo da vida.
Sabidamente, a presenga de aloanticorpos em pacientes com DF aumenta significativamente o
risco de reagdes transfusionais hemoliticas, incluindo reacdes de hiperemolise. Assim, a
disponibilizagdo de um CHM compativel pode ndo ser possivel em determinadas situagdes,
levando a atraso no atendimento hemoterapico do paciente, o que pode resultar em desfechos

desfavoraveis para a sua recuperacdo (CHONAT, et al., 2019; LINDER & CHOU, 2021).

Diante da complexidade antigénica existente na membrana eritrocitdria, a determinacdo da
especificidade de anticorpos antieritrocitarios representa um grande desafio na rotina de

servigos especializados em imuno-hematologia, € nem sempre isso ¢ metodologicamente

possivel.

O conhecimento acerca das caracteristicas e do significado clinico desses anticorpos refletira

na conduta transfusional a ser adotada. Nesse sentido, considerando a elevada complexidade na
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identificacdo da especificidade de aloanticorpos, faz-se necessario mencionar aqueles
direcionados a antigenos de alta frequéncia populacional. Sdo casos em que o paciente apresenta
um fenotipo raro, comparando-o ao restante da populacao, por nao expressar determinado
antigeno eritrocitario amplamente expresso pelas pessoas em geral. Dessa forma, ao entrar em
contato com o antigeno ausente nas suas hemacias, o individuo podera responder produzindo o
aloanticorpo correspondente. A conduta transfusional nesses casos configura uma importante
preocupacao em situagdes emergenciais € no acompanhamento obstétrico, pois nem sempre o

servico dispoe de CHM fenotipo compativel com o receptor (BEM AMOR et al., 2016).

Outra complicagdo importante no processo transfusional de CHM consiste na produgdo, pelo
paciente, de autoanticorpos antieritrocitarios. Esses correspondem a anticorpos direcionados a
antigenos proprios do paciente. Em geral, esses antigenos sdo amplamente expressos pela
populacdo e nem sempre € possivel determinar a sua especificidade. Podem ser considerados
benignos, ou seja, clinicamente insignificantes. Entretanto, podem também ser frequentemente
reconhecidos como agentes causadores da AHAI por indugdo de citotoxicidade mediada por
células dependentes de anticorpos e/ou pela ativagao sequencial dos componentes da cascata
do complemento. O potencial hemolitico desses autoanticorpos dependera da sua classe
(principalmente IgG e IgM), da sua amplitude térmica de reacdo (formas quente e fria), da sua

afinidade e da sua eficiéncia na ativacao do complemento (BARCELLINI, 2016).

A presenga de autoanticorpos antieritrocitirios também representa um fator complicador
quando o paciente necessita de transfusao de CHM, pois os autoanticorpos interferem na PC,
podem diminuir a sobrevida das hemadcias transfundidas e podem ser a causa de atraso no

atendimento a sua necessidade transfusional (QUIST & KOEPSELL, 2015).

Frente a uma PC positiva, ou seja, incompativel, seja por aloanticorpo ndo compatibilizado,
seja pela presenca de autoanticorpo antieritrocitario, os resultados dos testes realizados em
servigos de imuno-hematologia orientam o médico na tomada de decisdo sobre a relagdo

risco/beneficio em autorizar ou nao a transfusdo de um CHM para determinado paciente.
3.5 Ensaios imunologicos para a previsao do significado clinico de anticorpos

Uma vez que as hemadcias opsonizadas por anticorpos ou complemento se ligam aos
macrofagos, estdo descritos trés mecanismos pelos quais as hemacias serao afetadas. O primeiro
consiste na fagocitose completa das hemacias, que serdo destruidas pelos macrofagos. Ja o

segundo consiste na fragmenta¢do da membrana das hemadcias pela agdo dos macrofagos, porém
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sem que haja a sua destrui¢do completa, sendo que as hemacias retornardo a circulagdo

periférica com sobrevida menor e serdo reconhecidas como esferdcitos em esfregacos

sanguineos. Por fim, o terceiro mecanismo consiste na adesdo das hemacias a parte externa dos

macrofagos, onde serdo lisadas por citotoxicidade mediada por células dependentes de

anticorpos, na qual os macrdéfagos secretardo substancias toxicas liticas direcionadas as

hemécias ligadas (FIGURA 4) (FLEGEL, 2015).

De acordo com a literatura, existem alguns métodos descritos para melhor prever a sobrevida

in vivo das hemacias transfundidas, como os ensaios descritos abaixo (FLEGEL, 2015;

GARRATY, 2008; TONG et al., 2019; ZUPANSKA, 1993):

a)

b)

d)

Ensaio de marcagdo de hemacias incompativeis com o isdtopo radioativo cromo-51
(°*'Cr): consiste na avaliagdo, in vivo, da sobrevida de hemacias incompativeis marcadas
com °!Cr, por meio da medi¢io da radioatividade liberada no plasma a partir da lise
dessas células. Em geral, esse ensaio ndo ¢ empregado na pratica transfusional,
principalmente por expor o paciente a radioatividade e por demandar, do servigo, a
marcagdo prévia das hemacias a serem transfundidas com o is6topo radioativo;

Ensaio de citotoxicidade celular dependente de anticorpos (do inglés, antibody-
dependent cellular cytotoxicity - ADCC): consiste em um ensaio in vitro que avalia a
destruigdo de hemdcias incompativeis marcadas com o isétopo radioativo >'Cr, por meio
da citotoxicidade mediada pela secrecdo de substancias toxicas liticas por células como
macrofagos e células dendriticas. Esse ensaio também nao ¢ amplamente empregado na
pratica transfusional e deve ser melhor avaliado como um método que prevé o
significado clinico de alo e autoanticorpos antieritrocitarios;

Ensaio de quimioluminescéncia: consiste na avaliagdo da resposta dos macréfagos
durante a fagocitose de hemacias sensibilizadas, por meio da produgdo de radicais de
oxigenio, que podem reagir com luminol e gerar a emissao de luz. A necessidade de um
lumindmetro para a captagdo da luz torna esse ensaio mais caro e mais dificil de ser
introduzido na pratica clinica.

MMA: consiste em um ensaio celular in vitro que avalia a fagocitose, pelos macrofagos,
de hemadcias incompativeis marcadas por anticorpos/ complemento, sendo o método
mais aplicavel a pratica laboratorial e clinica na investigagdo da importancia

transfusional de alo e autoanticorpos antieritrocitarios.
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Figura 4 — Destrui¢o ou altera¢io da hemacia mediada por anticorpos

| [

|
PHAGOCYTOSIS CYTOTOXICITY

FRAGMENTATION —
=*SPHEROCYTES

Uma célula efetora reconhece a hemacia por meio de anticorpos que estio ligados a sua membrana.
Trés mecanismos podem levar a destruiciio ou alteraciao da hemacia: (i) A hemacia é fagocitada pelo
macréfago (M®) e lisada intracelularmente. (ii) A hemacia é parcialmente fagocitada (fragmentada), mas
escapa do ataque imunolégico do macréfago (M®), permanecendo na circulacio. (iii) A hemacia é atacada
por um macro6fago (M®) e lisada extracelularmente por meio da citotoxicidade mediada por células
dependentes de anticorpos. Legenda: phagocytosis=fagocitose; fragmentation= fragmentacio;
spherocytes= esferdcitos; cytotoxicity= citotoxicidade.

Fonte: modificado de GARRATY (2008) em FLEGEL (2015).

3.6 Testes pré-transfusionais obrigatorios

Diante da prescri¢do médica de CHM para um paciente, uma amostra de sangue total coletada
em anticoagulante (4cido etilenodiamino tetra-acético — EDTA) devera ser obtida para a
realizagdo dos testes pré-transfusionais obrigatorios, de acordo com a legislagdo brasileira atual.
Os testes pré-transfusionais incluirdo tipagem ABO (provas direta e reversa) e RhD, a pesquisa
de anticorpos irregulares (PAI) no sangue do receptor, a retipagem ABO (prova direta) e RhD
do componente sanguineo a ser transfundido e a realizagdo de uma PC entre as hemadcias do
doador e o soro ou plasma do receptor (BRASIL, 2017). A Figura 5 apresenta a interpretacao
das intensidades de aglutinagdo (de 4+ a 0), das reagdes antigeno-anticorpo, pelo método gel-
teste.

Figura S — Intensidades de aglutinagio das reagdes antigeno-anticorpo pela método gel-teste

C a be L aff JC =]

4+ 3+ 2+ 1+ 0

Fonte: Adaptado de HUR ez al. (2011)
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Desse modo, serd realizado o teste de compatibilidade entre o sangue do receptor e amostras
das bolsas a serem utilizadas no ato transfusional. Quando a PAI com a amostra do receptor
mostrar resultado positivo, ¢ recomendada a identificacdo da especificidade do(s) anticorpo(s)
detectado(s) para sele¢dao segura do CHF a ser transfundido. Quando os resultados dos testes
pré-transfusionais demonstrarem que ndo ha a disponibilidade de CHM compativel para o
receptor, o servico de hemoterapia comunicara este fato ao médico solicitante e, em conjunto
com este, realizard a avaliagdo clinica do paciente. A decisao de transfundir CHM incompativel
serd justificada por escrito, em termo assinado pelo hemoterapeuta e/ou pelo médico assistente

do paciente e, quando possivel, pelo paciente ou seu responsavel legal (BRASIL, 2017).

3.7 Ensaio da Monocamada de Mondcitos

A avaliagdo do significado clinico de anticorpos antieritrocitarios para a selecdo adequada de
CHM para pacientes que necessitam de transfusdo tem sido historicamente baseada na
especificidade do anticorpo, utilizando-se métodos sorologicos. Diante de casos transfusionais
complexos, o0 método in vitro mais amplamente testado e com elevado valor preditivo para o

significado clinico de anticorpos in vivo ¢ 0 MMA (BOLIGAN et al., 2022).

Trata-se do método in vitro mais extensivamente avaliado para prever o significado clinico de
anticorpos antieritrocitarios. Por ser um método ndo invasivo, o MMA também pode ser
aplicavel na investigagdo da DHPN, tendo em vista que anticorpos maternos da classe IgG
podem atravessar a placenta e se ligar as hemdcias fetais, causando a sua destrui¢do. Outras
aplicagdes do método sdo na investigagdo da anemia hemolitica induzida por drogas e na
investigacdo do mecanismo de hemolise associada a administracdo intravenosa de

imunoglobulina IgG (TONG et al., 2019).

O MMA avalia a fagocitose de hemacias do doador experimentalmente opsonizadas por
anticorpos da classe IgG presentes no soro do receptor. Esse método utiliza monocitos isolados
do sangue periférico de individuos saudaveis, que expressam FcyR, envolvidos em respostas
imunoloégicas. O MMA explora a interagdo entre esse tipo de receptor nos mondcitos e hemacias
opsonizadas por anticorpos da classe IgG, sendo o produto dessa interagdo observado por meio

da adesao da hemdcia ao mondcito ou sua completa fagocitose (TONG & BRANCH, 2017).

Em aspectos praticos, o MMA ¢ uma técnica laboriosa que requer experiéncia da equipe

executante, tanto em cultura de células quanto em microscopia. Existem varias etapas criticas
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que devem ser rigorosamente executadas, com destaque para a geracdo da monocamada de
monocitos, a opsonizagdo das hemadcias testadas e a quantificagdo manual. A equipe envolvida
deve ser tecnicamente bem treinada em todos os aspectos do ensaio, como pipetagens, lavagens
e leitura das laminas. A padronizacgao de controles também deve ser cuidadosamente definida.
E recomendado que profissionais que desejam implementar esse ensaio busquem treinamento

especifico em centros de referéncia na area (TONG & BRANCH, 2017).

Para a execu¢do do MMA, seria desejavel que fossem utilizados monocitos autdlogos do
paciente, para refletir melhor o seu sistema imunoldgico, considerando o seu estado
inflamatorio, terapias imunossupressoras e potenciais polimorfismos genéticos de FcyR. E
sabido que mondcitos alogénicos podem ndo fornecer interpretacdo fidedigna do significado
clinico de um alo ou autoanticorpo utilizando-se o MMA. Apesar disso, a maioria dos
laboratérios de referéncia que realizam esse ensaio para avalia¢des clinicas utilizam amostras
frescas de sangue total de doadores voluntarios saudaveis em detrimento do uso de monocitos
autdlogos de pacientes. Uma justificativa para essa conduta se baseia no fato de que o MMA ¢,
em geral, empregado buscando-se atendimento imediato para o paciente. Assim, a execucao do
MMA com monocitos autdlogos comprometeria a agilidade do processo, uma vez que a amostra
de sangue total necessaria a técnica precisaria ser fresca e muitos pacientes sao provenientes de
regides geograficamente distantes dos servigos que executam o exame. Todavia, ainda faltam

estudos que correlacionem melhor o uso de monocitos autélogos com os resultados obtidos para

0 MMA (TONG et al., 2016).

Profissionais que trabalham com o0 MMA em uma rotina laboratorial devem se atentar que, ao
se transfundir unidades de sangue antigeno positivo para um receptor aloimunizado, existe a
possibilidade de ocorréncia de uma eventual alteragdo poOs-transfusional na apresentagdo do
anticorpo e na sua reatividade. Esse ensaio ¢ considerado um bom preditor do desfecho de
transfusdes, mas pode nao prever resultados transfusionais subsequentes. Estudos mostram
exemplos de aloanticorpos que sofreram essa alteracdo de ndo clinicamente significativo para
clinicamente significativo, apds a administragdo de unidades positivas para antigenos nao
compatibilizados. Portanto, ap6s a transfusdo nessas condi¢des, ¢ recomendado que os estudos
de sobrevivéncia das hemacias in vitro sejam repetidos, como o MMA, para todas as unidades
adicionais a serem transfundidas, utilizando a mesma técnica, especialmente se o titulo do
aloanticorpo aumentar. Sabe-se que a sensibilizagdo in vivo das hemdacias do doador pelos

anticorpos presentes no receptor pode preparar o paciente no futuro para uma RTH tardia, ou
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até mesmo aguda, pois a exposi¢cdo adicional ao antigeno pode alterar as propriedades do

aloanticorpo envolvido (BRANCH et al., 2021; NOUMSI et al., 2015).

A interpretagio do MMA é obtida por meio da determinacio do Indice de Mondcitos (Monocyte
Index - MI). Esse indice € obtido ap0s a leitura microscopica das laminas produzidas a partir da
execucao técnica do ensaio e corresponde ao numero de mondcitos com hemacias aderidas ou
fagocitadas, dividindo-se pelo numero total de monocitos quantificados nos mesmos campos,
multiplicado por 100. Em geral, um cut-off de 5% ¢ adotado para determinar a significancia

clinica dos anticorpos, conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1 - Interpretacio dos resultados do Monocyte Index

MI (%) INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
MI<5,0 Anticorpo clinicamente ndo significante. Baixo risco de hemolise.
MI=5,1-20,0 Associa-se a 33% o risco do paciente apresentar hemolise pos transfusional.
MI > 20,0 Associa-se a 64% o risco do paciente apresentar hemolise pos transfusional.

Fonte: Adaptado de ARNDT & GARRATY (2004).

Varios sdo os estudos que mostram como o0 MMA auxilia na defini¢do do significado clinico
de aloanticorpos antieritrocitarios, em especial para anticorpos direcionados a antigenos de alta
frequéncia populacional, conforme mostrados adiante. Sdo frequentes os casos clinicos
descritos na literatura que abordam como o MMA colaborou na conduta transfusional a ser
adotada diante de situagdes desafiadoras e no acompanhamento materno-fetal, como nos casos

citados a seguir.

ARNDT & GARRATY (2004) avaliaram a utilizagdo do MMA na investigacdo do significado
clinico de diversos aloanticorpos. Dentre eles, foram testados aloanticorpos direcionados a
antigenos de alta frequéncia, como Anti-Ge (Gerbich). De acordo com a literatura, a
importancia clinica desse aloanticorpo ¢ varidvel, podendo ou ndo estar envolvido em RTH
tardia. Nesse estudo em questdo, dos 27 anticorpos Anti-Ge testados, 16 (59%) apresentaram
teste positivo pelo MMA, ou seja, eram clinicamente significativos. Ressalta-se que nem

sempre ¢ possivel disponibilizar CHM antigeno-negativo quando ¢ evidenciada a presenca de
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Anti-Ge na amostra de um paciente que necessita de transfusdo. Dessa forma, 0o MMA pode

auxiliar na conduta de transfundir ou ndo o hemocomponente disponivel.

Um relato de caso clinico de grande relevancia abordou a utilizagdo do MMA na elucidacao do
significado clinico do aloanticorpo Anti-Di®, um anticorpo direcionado ao antigeno Di® do
sistema Diego, amplamente expresso na populacdo. Um jovem paciente necessitava de reserva
de CHM para ser submetido a uma cirurgia eletiva. Seu estudo imuno-hematologico revelou a
presenca de trés aloanticorpos (Anti-E + Anti-S + Anti-DiP). Tendo em vista que a chance da
disponibilizagdo de um CHM compativel seria rarissima, os autores optaram por realizar o
MMA para determinados CHM disponiveis no servigo. Os resultados mostraram que o
anticorpo Anti-Di® avaliado era clinicamente significativo. Dessa forma, a doagdo de sangue

autologa foi incentivada para prosseguir a cirurgia (BRANCH et. al., 2021).

Outro importante relato de caso clinico descrito na literatura que empregou o MMA para
auxiliar na conduta transfusional envolveu uma gestante no 3° trimestre de gestacdo. Na sua
amostra foi identificada a presenca do aloanticorpo Anti-In®, que ¢ um anticorpo direcionado
ao antigeno In® amplamente expresso na populacdo e pertencente ao sistema Indian. A
identificacao desse aloanticorpo levantou duas grandes preocupagdes para a equipe assistente,
como a possibilidade do feto desenvolver DHPN e a possibilidade da mulher necessitar de
transfusdo no periodo pos-parto. O MMA foi realizado com a amostra materna e foi constatada
que o aloanticorpo em questdo seria capaz de causar RTH. Nao havia CHM compativel
disponivel localmente e nem mesmo nacionalmente. Dessa forma, a doagao de sangue autdlogo
foi incentivada, além do preparo de toda a equipe multidisciplinar para atuar em prol de medidas
mais conservadoras no momento do parto, incluindo cuidados voltados para o recém-nascido e
para a possibilidade de evento hemorragico materno. O desfecho do caso foi favoravel e nao

houve evidéncia de DHPN no recém-nascido (SHREE et al., 2018).

Um outro estudo de elevada relevancia no campo da obstetricia empregou o MMA na
elucidacao acerca do mecanismo de agao envolvendo o aloanticorpo Anti-Jr* € a ocorréncia de
anemia fetal severa. Os resultados apresentados reforgaram a hipdtese de que Anti-Jra pode
prejudicar a eritropoiese, levando a sintomas clinicamente significativos da anemia
fetal/neonatal e enfraquecendo a hipdtese do potencial hemolitico desse aloanticorpo,
considerando que os resultados do MI ndo sugeriram a ocorréncia de hemolise como

mecanismo principal da anemia fetal. Dessa forma, os autores sugeriram que gestantes que
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apresentem esse aloanticorpo sejam encaminhadas a centros de referéncia no acompanhamento
materno-fetal para monitoramento, independentemente do titulo do anticorpo (TRAN et al.,

2023).

O MMA pode também ser aplicavel na elucidacdo de eventos hemoliticos mediados por
autoanticorpos da classe IgG, como no caso de uma gestante que exibiu autoanticorpo quente,
sem sinais de hemolise, e cujo feto apresentou anemia grave, a ponto de ser submetido a
transfusdo intrauterina. O MMA foi realizado utilizando-se a amostra materna e as hemacias
fetais e o resultado foi positivo. Esse resultado indicou que a hemolise fetal foi causada por
autoanticorpo materno. A gestante foi tratada com prednisona e foi observada melhora clinica
fetal (CONRADO et al., 2018).

De forma semelhante, ha relato na literatura do emprego do MMA como segunda PC para
paciente com DF que apresentava sindrome de hiperemdlise, que pode ser potencialmente fatal
nesse grupo de pacientes. A identificacdo de anticorpos ¢ frequentemente desafiadora no
contexto da DF, principalmente porque, em geral, multiplos anticorpos estdo envolvidos e os
pacientes sdo politransfundidos, o que dificulta a aplicagdo de algumas técnicas soroldgicas. A
avalia¢do imuno-hematologica da paciente revelou a presenca de multiplos anticorpos. O MMA
foi empregado para avaliar a importancia clinica dos anticorpos irregulares e foi adotado como
segunda PC, ou seja, a transfusdo foi realizada apenas quando o MMA se mostrou negativo
para as unidades de CHF selecionadas e com cuidadoso monitorando de perto o periodo pds-

transfusional (CRUZ et al., 2023)

Outra aplicacdo do MMA na rotina laboratorial refere-se a investigagdo do significado clinico
de anticorpos de especificidade ndo determinada pelos servigos de imuno-hematologia. Esses
anticorpos sao detectados nos testes pré-transfusionais, associados ou ndo a outros
aloanticorpos. Podem ser clinicamente insignificantes ou potencialmente capazes de causar
RTH. Um estudo nacional avaliou a relevancia clinica desses anticorpos oriundos de 32
pacientes utilizando o MMA, no periodo de 2015 a 2017. Mais de um terco dos anticorpos
avaliados apresentavam o potencial de ser clinicamente relevantes, o que refor¢a a importancia
que deve ser dispensada a esse grupo de anticorpos no processo pré-transfusional (CONRADO

etal. 2019).

Em sintese, os resultados do MMA sdo assertivos na previsdo de riscos de reacgdes

transfusionais hemoliticas tardias associadas a aloanticorpos da classe IgG ou quando CHM
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compativel ndo estiver disponivel para transfusdo. Ademais, ao longo de anos esse ensaio tem
sido empregado também na avaliacao do significado clinico de autoanticorpos da classe IgG,
correlacionando-os ao risco de desencadearem hemolise extravascular, além da sua aplicagao
no acompanhamento materno-fetal (ARNDT & GARRATY, 2004; CONRADO et al., 2018;
NOUMSI et al., 2015).

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o Ensaio da Monocamada de Mondcitos na rotina da CIH da Fundagdo Hemominas
para a definicdo do significado clinico de alo e autoanticorpos antieritrocitarios em pacientes

atendidos pela rede Hemominas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Padronizar o MMA na CIH da Fundagao Hemominas.

b) Validar o MMA na CIH da Funda¢do Hemominas, de acordo com critérios aplicaveis ao
método e estabelecidos na Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC N° 166, de 24 de julho
de 2017, incluindo também uma etapa de avaliagdo casos reais para acompanhamento de
desfechos in vivo.

¢) Avaliar, empregando-se 0 MMA, o significado clinico de:

e aloanticorpos da classe IgG, de especificidade ndo determinada, em mulheres
politransfundidas com DF (Grupo 1), correlacionando os resultados com histdrico
gestacional, intensidade de aglutinagdo da rea¢do na PC e do Teste da Aglutinacdo Direta
(TAD) ap0os a adsorcao do aloanticorpo estudado.

e aloanticorpos direcionados a antigenos de alta frequéncia na populacdo (Grupo 2),
correlacionando os resultados com sexo, associagdo com outros aloanticorpos, historico
gestacional e transfusional, intensidade de aglutinacdo da reacao na PC e do TAD apos a
adsor¢ao do aloanticorpo estudado.

e autoanticorpos da classe IgG (Grupo 3), correlacionando os resultados com condi¢ao
clinica, sexo, associagdo com aloanticorpos, associacdo com autoanticorpos da classe
IgM, historico gestacional e transfusional, intensidade de aglutinagcdo da reacdo na PC e

do TAD ap6s a adsor¢ao do autoanticorpo estudado.
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d) Propor estratégias de acdes a serem apresentadas a Fundacdo Hemominas como forma de
concretizar a implementacao rotineira do MMA no quadro de exames oferecidos pela CIH,
de modo a otimizar o acompanhamento hemoterdapico de pacientes que apresentem
alo/autoanticorpos antieritrocitarios e que necessitem de transfusdes sem bolsas

compativeis.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos

Este estudo foi elaborado buscando-se atender aos fundamentos éticos e cientificos descritos na
Resolugdo CNS N° 466/12 e na Resolugdo CNS N° 441/11. O projeto de pesquisa foi
previamente aprovado pelos seguintes Comités de Etica em Pesquisa:
e da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG), como institui¢do proponente
(CAAE: 30000920.0.0000.5149);

e da Fundacdo Hemominas (CEP-Hemominas), como instituicdo coparticipante (CAAE:

30000920.0.3001.5118) (ANEXO A).

Aos Comités de Etica em Pesquisa foi solicitada a dispensa do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) para os participantes da pesquisa (pacientes e doadores). A solicitagao
de dispensa foi inteiramente fundamentada na norma vigente para casos especificos em que

essa dispensa pode ser concedida e foi acatada por todos os Comités por onde o projeto tramitou.

5.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional e transversal que foi realizado entre os anos de 2020 a

2023 na CIH da Fundagdao Hemominas, no Hemocentro de Belo Horizonte — Minas Gerais.

5.3 Critérios de inclusio e exclusio dos participantes da pesquisa

a) Critérios de inclusao dos pacientes

Foram incluidas amostras de pacientes de todas as faixas etarias (considerando que a presenca

de alo e autoanticorpos antieritrocitarios pode ser detectada inclusive em criangas), desde que
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o volume de amostra fosse suficiente para os testes e cujo estudo imuno-hematologico

apresentasse elevada complexidade. Os critérios de inclusdo para os grupos foram:

e Grupo 1 (n=8): mulheres com DF, aloimunizadas, com risco elevado para sindrome de
hiperemolise, que apresentaram aloanticorpos antieritrocitarios da classe IgG cuja
especificidade nao pode ser determinada pelos testes sorolégicos convencionais;

e Grupo 2 (n=15): pacientes de ambos os sexos, que apresentaram aloanticorpos
antieritrocitarios da classe IgG direcionados a antigenos amplamente expressos na
popula¢do, independentemente da doenga de base;

e Grupo 3 (n=40): pacientes de ambos os sexos, que apresentaram autoanticorpos

antieritrocitarios da classe IgG, independentemente da doenca de base.

b) Critérios de exclusdo dos pacientes
Foram excluidos do estudo:

e pacientes que se enquadravam nos critérios descritos anteriormente, mas que nao
possuiam volume minimo de amostra para a realizagao do ensaio;

e pacientes que apresentavam autoanticorpos antieritrocitarios exclusivamente das
classes IgA e/ou IgM;

e pacientes que apresentavam aloanticorpos antieritrocitarios da classe IgM.

5.4 Protocolo experimental

As etapas a seguir descrevem o protocolo que foi executado e foram fundamentadas em estudos
de referéncia na area (CONRADO et al., 2018; NOUMSI et al., 2015; TONG et al., 2019;
TONG & BRANCH, 2017).

a) Isolamento e adesdo dos monocitos

Os mondcitos necessarios a execu¢do da técnica foram obtidos a partir de bolsa ST recém-
coletada, ou seja, coletada na manha do dia do experimento, de um doador do grupo “O” (ou
“ABO” compativel com o paciente a ser avaliado), de ambos os sexos, com idade igual ou
inferior a 45 anos, que compareceram ao hemocentro para realizar doacdo voluntéria de sangue

e cuja bolsa de ST tenha resultado em um volume insuficiente para ser fracionada.
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O volume de ST necessario para a obten¢cdo dos monocitos foi de 60mL, sendo que o volume
residual da bolsa era encaminhado a outros projetos de pesquisa. As células mononucleares
foram separadas por densidade de gradiente de centrifugacgao utilizando o reagente Ficoll-Paque
Plus (GE Healthcare), conforme procedimentos descritos no Quadro 2 e esquematizados na

Figura 6 para melhor compreensdo das etapas.

Quadro 2 - Isolamento e adesiio dos mondcitos

ETAPAS PROCEDIMENTOS
Foram aliquotados 60mL de ST em 4 tubos de Falcon (15mL cada). Os tubos foram
I centrifugados sob refrigeragdo (18 a 20°C), por 10 minutos a 1500 rpm, sendo o freio da

centrifuga desativado para ndo causar impacto mecanico as células.

O plasma rico em plaquetas foi desprezado e as células presentes na camada leucocitaria
foram delicadamente ressuspendidas com solucdo tampao (PBS) pH=7,4. Em uma grade,
foram disponibilizados 10 tubos de Falcon (capacidade de 15mL) contendo SmL do reagente
II Ficoll-Paque Plus em cada tubo. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, as células
ressuspendidas em PBS foram delicada e lentamente adicionadas a cada tubo, até alcancar a
sua capacidade maxima. Os 10 tubos de Falcon foram centrifugados sob refrigeracdo (18 a
20°C), por 45 minutos a 1500rpm, com o freio da centrifuga desativado para ndo causar
impacto mecénico as células.

Com o auxilio de pipetas de Pasteur, foram coletadas as camadas de células em formato de
anel esbranqui¢ado de cada tubo. As células mononucleares foram transferidas para 03 tubos
I de Falcon (15ml cada) e foram lavadas 03 vezes com PBS, sob refrigeragdo (18 a 20°C), por
10 minutos a 1500rpm, com o freio da centrifuga desativado para ndo causar impacto
mecanico as células. Antes da ultima lavagem, todas as células foram transferidas para um
unico tubo de Falcon.

O ultimo sobrenadante foi totalmente desprezado e as células mononucleares foram
v ressuspendidas em 1mL de meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich) por teste a ser realizado
(méximo de 4 testes).

As laminulas arredondadas a serem utilizadas no ensaio foram limpas com alcool 70°GL e
foram depositadas nas cavidades de uma placa estéril para cultura de células (12 cavidades),
sendo uma laminula por cavidade (total de 4 laminulas). Foi pipetado 1mL de células em
A" meio de cultura por cavidade da placa, que foi incubada por 1 hora a 37°C. Ao final da
incubagdo, as cavidades da placa foram lavadas 3X com PBS, com o auxilio de pipetas de
Pasteur, para remocdo das células ndo aderidas. Apos as lavagens, as cavidades foram
mantidas com PBS para ndo ressecarem e a placa foi mantida tampada.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Fonte: Elaborada pela autora.

b) Opsonizagdo das hemdacias com o anticorpo
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Primeiramente, foi realizado uma PC entre o soro testado e a hemacia do CHF selecionado

como possivel alternativa transfusional para o paciente. O resultado esperado foi sempre

positivo, ou seja, incompativel. Esse resultado reflete a presenga de um anticorpo no soro do

paciente que se ligou ao antigeno correspondente a sua especificidade na hemécia da bolsa.

Em seguida, foi promovida a opsonizagdo ou adsor¢do do anticorpo presente no soro as

hemacias pré-selecionadas, conforme procedimentos descritos no Quadro 3 e esquematizados

na Figura 7 para melhor compreensao das etapas.

Quadro 3 - Opsonizacdo das hemacias pré-selecionadas

ETAPAS

PROCEDIMENTOS

VI

Foi realizada uma PC entre o soro do paciente ¢ as hemacias do CHF pré-selecionado.
Foram lavados 500uL de hemacias do mesmo CHF com solugéo fisiologica por 3 vezes.
Em um tubo de Kahn, foram pipetados 150pL das heméacias lavadas. Foram adicionados
300uL do soro do paciente e o tubo foi incubado a 37°C por 1 hora em banho-maria umido.

VIl

Ao final da incubagdo, as hemacias sensibilizadas foram lavadas com solugdo fisioldgica
aquecida a 37°C (técnica adaptada pelas pesquisadoras) por 3 vezes, retirando-se bem o
ultimo sobrenadante. Foi realizado o TAD de cada hemacia testada, em gel-teste
(BIORAD), para avaliar o sucesso da opsonizagdo, ou seja, um resultado positivo revela
uma ligagdo bem-sucedida do anticorpo do paciente a hemacia candidata a transfusao.

VIII

Foram adicionados 500uL do meio de cultura RPMI as hemadcias lavadas.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 7 — Representaciio esquematica da etapa da opsoniza¢io do anticorpo 2 hemacia

Protocolo de Analise — MMA
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Fonte: Elaborada pela autora.

¢) Ensaio da Monocamada de Mondcitos

O ensaio propriamente dito foi realizado conforme procedimentos descritos no Quadro 4 e

esquematizados na Figura 8 para melhor compreensao das etapas.

Quadro 4 - Ensaio da monocamada de monécitos

ENSAIO DA MONOCAMADA DE MONOCITOS

ETAPAS

PROCEDIMENTOS

IX

As cavidades da placa de cultura de células foram secas com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur e, em seguida, foram adicionados 500uL de hemdacias opsonizadas suspensas em meio
RPMI por cavidade que continha os mondcitos aderidos e a placa foi novamente incubada
durante 1 hora a 37°C.

Ao final da incubagdo, as cavidades da placa foram lavadas com PBS por 3 vezes, com o
auxilio de pipetas de Pasteur, para remog¢ao das hemadcias livres. As cavidades da placa foram
secadas com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.

XI

Foram adicionados 500uL de corante de Leishmann (Merck) por cavidade e a placa foi
incubada por 5 minutos, ao abrigo da luz. Apds esse periodo, o volume da cavidade foi
dobrado utilizando-se agua de torneira e foram aplicados sopros de ar sobre as cavidades
contendo o corante até que a superficie desenvolvesse um tom perolado. A placa foi incubada
por mais 20 minutos, ao abrigo da luz, sendo em seguida lavada com agua de torneira por 3
vezes, secando-se bem a dgua da ultima lavagem com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.

XII

Por fim, as laminulas foram cuidadosamente retiradas com o auxilio do bisel de uma agulha
e, com o auxilio de uma pinga, foram depositadas de forma invertida sobre uma lamina para
microscopia previamente limpa com alcool 70°GL.

XI1I

A leitura de cada teste foi realizada utilizando-se um microscépio Optico binocular (Opton) e
aumento de 40X. Uma gota de agua de torneira foi cuidadosamente depositada por baixo da
laminula caso houvesse ressecamento durante a leitura. Foram obtidas imagens com camera
fotografica de aparelho celular de todas as laminulas lidas ao longo do estudo. As imagens
foram salvas para consulta posterior, caso fosse necessario. O tempo médio para realizagdo
do ensaio é de 8 horas.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 8 — Representa¢iio esquematica da etapa de realizagio do ensaio até a leitura da lAmina

Protocolo de Analise — MMA
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Fonte: Elaborada pela autora.

d) Leitura e interpretagao

A leitura foi realizada pela avalia¢do global das laminulas, observando se as células estavam
homogeneamente distribuidas (média de 80 células por campo), sem a presenca de grumos e
com coloragdo satisfatoria. O indice de mondcitos (Monocyte Index - MI) foi determinado
contando-se, pelo menos, 200 mondcitos, com o auxilio de um contador manual de células
sanguineas (Kacil — modelo CCS-01). O MI corresponde ao ntimero de mondcitos com
hemaécias aderidas ou fagocitadas, dividindo-se pelo nimero total de mondcitos quantificados
nos mesmos campos, multiplicado por 100. Um cut-off de 5% foi adotado para determinar a
significancia clinica dos anticorpos. Os resultados obtidos foram interpretados de acordo com

0 Quadro 1, anteriormente apresentado.

e) Controles do ensaio

Um controle positivo e um controle negativo do processo de opsonizagao foram realizados para
cada ensaio executado. O controle positivo (CP) foi realizado com hemacias comerciais
sensibilizadas com anticorpos Anti-D da classe IgG (BIORAD) previamente lavadas com
solucdo fisiologica por 3 vezes, para remog¢ao dos componentes do produto. Foi realizado um
TAD das hemdcias comerciais lavadas e o resultado foi de 4+ em todos os experimentos
realizados. A intensidade de reacdo do TAD pelo método gel-teste pode variar de negativa a
4+, refletindo a quantidade de anticorpos que se encontram aderidos a membrana da hemacia.

Essas hemacias foram suspensas com 500uL do meio de cultura RPMI e foram transferidas
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para a cavidade da placa, reservada para o CP, que j& continha a laminula com os mondcitos

aderidos. O resultado esperado foi um MI >20,0%.

O controle negativo (CN) foi realizado com as hemaécias da propria bolsa de ST utilizada na
obtencao dos mondcitos, previamente lavadas com solucao fisioldgica por 3 vezes. Parte-se do
principio que doadores de sangue sdo individuos saudaveis que raramente apresentam
anticorpos aderidos as suas hemadcias, ou seja, sdo na sua grande maioria individuos que
apresentam TAD negativo. Foi realizado um TAD das hemacias lavadas e o resultado foi
negativo em todos os experimentos realizados. Essas hemécias foram suspensas com 500uL do
meio de cultura RPMI e foram pipetadas na cavidade da placa reservada para o CN, que ja
continha a laminula com os mondcitos aderidos. O resultado esperado foi um MI=0, ou seja,
auséncia de adesdo de hemadcias aos monocitos e auséncia de fagocitose de hemécias pelos

monacitos.
f) Numero amostral e analise estatistica dos dados

Para a investigac¢do relativa a aloanticorpos antieritrocitarios, considerou-se o interesse no

estudo de dois grupos especificos de pacientes:

e Grupo 1: Foi proposto o estudo de todos os casos que fossem detectados no periodo de
analise das amostras (entre os anos de 2022 e 2023).

e Grupo 2: Foi proposto o estudo de todos os casos que fossem detectados no periodo de
analise das amostras (entre os anos de 2022 e 2023).

e QGrupo 3: Para a investigacao relativa a autoanticorpos antieritrocitarios, foi proposto o
estudo de 40 amostras a serem incluidas no periodo de andlise das amostras (entre os

anos de 2022 e 2023).

Para a anélise estatistica dos dados, foi utilizado o software estatistico R (versdo 4.3.2) e foram
utilizadas abordagens estatisticas com andlises univariadas e bivariadas, regressdo linear
simples (com transformag¢do logaritmica, quando necessario), teste de Mann-Whitney, teste t-
student, teste F e correlacdo de Spearman. Todas as andlises utilizaram o nivel de significancia

de 5%. Além disso, foi empregada, ainda, estatistica descritiva de dados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Padronizacao do ensaio

Um treinamento prévio da execucao pratica do ensaio MMA e leitura dos resultados foi feito
pela doutoranda na Fundagdo Pro-Sangue da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo, com carga horaria total de 40 horas.

Na CIH da Fundagdo Hemominas, foi definido o espago fisico do laboratério destinado aos
testes e a estagdo de trabalho (Figura 9) e o Procedimento Operacional Padrao (POP) foi
elaborado, bem como foram definidos todos os equipamentos, reagentes € insumos necessarios
para a execucdo da pesquisa. O suporte financeiro para o projeto foi concedido, na sua maior
parte, pela propria Fundacdo Hemominas. O Servico de Pesquisa da Fundacao e a UFMG (por
meio de recursos advindos do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico/CNPQ) contribuiram na compra dos insumos que faltavam.

Figura 9 — Estacdo de trabalho para a realizagio do ensaio na Central de Imuno-Hematologia
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Fonte: Acervo pessoal (2020)

No protocolo proposto, alguns pontos tiveram que ser adaptados com relagcdo ao protocolo

original, conforme descrito no Quadro 5.
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Quadro 5 — Alteragdes propostas no protocolo experimental com relagio ao protocolo original

Etapa do Protocolo Protocolo Evidéncia observada
ensaio original proposto
Apés uma série de testes com o corante de
Leishmann, foi observado que a diminui¢ao no tempo
Fixacao: Fixacdo: de fixagdo das células promoveu melhor coloragéo
Tempo para 10 minutos 05 minutos tanto dos mononucleares quanto das hemacias,
fixagdo e otimizando assim a leitura das laminas, ou seja:
coloragdo das | Coloragdo: 20 Coloragao: citoplasma dos mononucleares ligeiramente
células minutos 20 minutos basofilicos, com eventuais granulagdes azurofilas e
nucleo basofilico e hemacias com tonalidade rosea a
microscopia Optica.
Utilizagao Nio foi obtida autorizago da institui¢do para utilizar
Critérios para | Utilizagdo de somente de bolsas viaveis para transfusdo, ainda mais em um
utilizacdo de bolsas ST bolsas ST com | periodo de pandemia e de queda no niimero das
bolsas de viaveis para volume doagdes. O uso de bolsas ST com volume insuficiente
sangue transfusao insuficiente foi satisfatorio, considerando que sdo necessérios
usadas para o somente de para serem somente 60mL para cada ensaio. Foram realizados
isolamento doadores do fracionadas e | testes para isolamento de monocitos tanto com bolsas
dos sexo inclusdo de oriundas de doadores homens quanto de mulheres, e
monocitos masculino doadores de os resultados foram satisfatorios com relagdo ao

ambos 0s sexos

nimero médio de monodcitos obtidos
monocitos/campo), sem comprometer 0 ensaio.

(80

Lavagem das
hemacias
opsonizadas
apos a
adsor¢do do
anticorpo

Utilizagdo de
salina mantida
a temperatura
ambiente (18
a24°C)

Utilizagdo de
salina pré-
aquecida a

37°C

Considerando que a opsonizagdo in vitro das
hemaécias é uma etapa critica para o sucesso do ensaio
e pela experiéncia das pesquisadoras, foi padronizado
o uso de salina pré-aquecida na lavagem dessas
hemacias para melhor preservar a ligagdo antigeno-
anticorpo ocorrida a 37°C.

Fonte: Elaborado pela autora.

Foram obtidas imagens das laminulas lidas ao microscopio optico (aumento de 40X), tanto para

os controles positivos quanto para os controles negativos (Figura 10). Observa-se na imagem

aesquerda a presenca de hem4cias aderidas e fagocitadas pelos monocitos (CP). J& na fotografia

a direita, observa-se a auséncia de hemacias aderidas e/ou fagocitadas pelos mondcitos (CN).
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Figura 10- Imagens microscopicas dos controles positivo e negativo

Fonte: Acervo pessoal (2020)

6.2 Validacao do ensaio

Na literatura nacional e internacional, pouco se encontra a respeito de processos de validacao
do MMA na rotina laboratorial. No Brasil, foi evidenciado um importante estudo realizado que
objetivou validar esse ensaio na rotina do laboratério e que configurou um estudo pioneiro de

referéncia na area e um ponto de partida para outros profissionais (KAHL, 2021).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, tem como objetivo estabelecer critérios para a validagao de
métodos analiticos e sua abrangéncia ¢ aplicavel a insumos farmacéuticos, medicamentos e
produtos bioldgicos em todas as suas fases de produgcdo. O MMA nido configura um ensaio
puramente quantitativo, se aproximando mais de um método semiquantitativo, com leitura
visual do microscopista para o calculo do MI. Entretando, no paragrafo 3° dessa Resolugdo, ¢
estabelecido que sera admitida a utilizacdo de abordagens alternativas para a validagdao de
métodos analiticos aplicados aos produtos biologicos, como ensaios bioldgicos e imunoldgicos,
que se assemelham mais ao perfil do MMA. Dessa forma, no presente estudo, foram propostas
as analises a seguir para a validagao do ensaio na CIH, a fim de demonstrar que o método gera

resultados confiaveis e ¢ adequado a finalidade a que se destina, atendendo a critérios objetivos.
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6.2.1 Avaliacido da precisio com amostras-controle

A precisao do ensaio foi estabelecida por meio da analise da repetibilidade intraensaio (intradia)
e interensaio (interdia), empregando o mesmo procedimento de medi¢do, a mesma operadora,
as mesmas condi¢des de execucdao ¢ o mesmo local durante um curto periodo. Dessa forma,
foram realizadas cinco replicatas com amostras-controle (controles positivos e negativos),

conforme descrito na Tabela 1 e na Tabela 2.

Tabela 1 — Resultados do Monocyte Index para a repetibilidade intraensaio para amostras-controle

Dia Unico Controle Testado TAD MI (%)
CP 4+ 56,5
Replicata 1
CN 0 0,0
CP 4+ 51,2
Replicata 2 CN 0 0.0
CP 4+ 53,8
Replicata 3 CN 0 0.0
CP 4+ 58,0
Replicata 4 CN 0 0.0
CP 4+ 61,2
Replicata 5
CN 0 0,0

NOTAS: CN= Controle negativo: amostra de doador proveniente de bolsa de ST destinada a obtencio dos
mondcitos. CP= Controle positivo: hemacia comercial sensibilizada com anticorpos Anti-D da classe IgG
(BIORAD) e o resultado esperado para o MI deveria ser >20,0%. Para um MI=0 entende-se auséncia de
hemacias aderidas e/ou fagocitadas pelos monécitos. Fonte: Dados da pesquisa.
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Dia da Analise Controle Testado TAD MI (%)
Dia 1 CP 4+ 49,0
CN 0 0,0
Dia 2 CpP 4+ 52,5
CN 0 0,0
Dia 3 CpP 4+ 57,4
CN 0 0,0
Dia 4 CP 4+ 50,4
CN 0 0,0
Dia 5 CpP 4+ 52,8
CN 0 0,0

NOTAS: CN= Controle negativo: amostra de doador proveniente de bolsa de ST destinada a obtencio dos
mondcitos. CP= Controle positivo: hemacia comercial sensibilizada com anticorpos Anti-D da classe IgG
(BIORAD) e o resultado esperado para o MI deveria ser >20,0%. Para um MI=0 entende-se auséncia de

hemacias aderidas e/ou fagocitadas pelos mondcitos. Fonte: Dados da pesquisa.

A andlise da precisdo ¢ obtida por meio do Coeficiente de Variagao (CV), foi empregada a

equacdo CV=sX.100, sendo “s” o desvio padrdo das replicatas e “X” o valor médio das

replicatas, conforme aplicado na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados da analise estatistica da precisdo do ensaio com amostras-controle

Parametros Ensaios Intradia Ensaios Interdia
CN (M1%) CN (M1%) CP MI%)
Média 0 52,42
Desvio-padrao 0 3,19
Coeficiente de - 6,09

Variagdo (%)

Fonte: Dados da pesquisa.

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos, por meio do CV, que nao deve ser

superior a 15%, de acordo com os critérios estabelecidos na RDC n°® 27 de 17 de maio de 2012

(ANVISA), o que foi atendido no presente estudo.
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6.2.2 Avaliacio da precisdo com amostras biologicas
Foram testadas amostras bioldgicas (soro humano com Anti-D) para avaliar a repetiblidade

intraensaio e interensaio do MMA, conforme mostrado na Tabela 4 ¢ na Tabela 5.

Tabela 4 — Resultados do Monocyte Index para avaliacio da repetibilidade intraensaio para amostra
biolégica humana com Anti-D

Dia Unico PC TAD poés-adsorcao MI (%)
Replicata 1 2+ 2+ 12,1
Replicata 2 2+ 2+ 10,9
Replicata 3 2+ 2+ 11,0
Replicata 4 2+ 2+ 12,9
Replicata 5 2+ 2+ 13,8

NOTA: Foram executados CP e CN para aprovacio dos testes, sendo esperado para a amostra humana um
MI superior a 5,0%. Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 5 — Resultados do Monocyte Index para avaliacido da repetibilidade interensaio para amostra
biolégica humana com Anti-D

Dia da Analise PC TAD pés-adsor¢io MI (%)
Dia 1 2+ 2+ 11,0
Dia 2 2+ 2+ 10,9
Dia 3 2+ 2+ 12,1
Dia 4 2+ 2+ 11,2
Dia 5 2+ 2+ 11,9

NOTA: Foram executados CP e CN para aprovacio dos testes, sendo esperado para a amostra humana um
MI superior a 5,0%. Fonte: Dados da pesquisa.

A andlise da precisdo intradia e interdia empregando-se amostra humana com Anti-D foi

avaliada por meio do célculo do CV, conforme mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados da analise estatistica da precisido do ensaio
empregando-se amostra humana com Anti-D

Ensaio intradia Ensaio interdia
Parametros MI(%) MI (%)
Média 12,14 11,42
Desvio-padrio 1,24 0,54
Coeficiente de
Variacdo (%) 10,23 471

Fonte: Dados da pesquisa.

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos, por meio do CV, que nao deve ser
superior a 15%, de acordo com os critérios estabelecidos na RDC n°® 27 de 17 de maio de 2012

(ANVISA), o que foi atendido no presente estudo.

6.2.3 Avaliacio da seletividade

De acordo com a RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, o parametro seletividade de um método
analitico deve ser demonstrado por meio da sua capacidade de identificar ou quantificar o
analito de interesse, inequivocamente, na presenca de componentes que podem estar presentes
na amostra. No presente estudo, considerou-se componentes da matriz como sendo a presenca
de outros anticorpos no soro humano a ser analisado, além do anticorpo-alvo a ser avaliado

quanto ao seu significado clinico.

Durante essa analise, foi considerado o Anti-D como anticorpo de interesse. Foram propostos
dois grupos de trabalho: o primeiro sem o efeito matriz (amostra humana com Anti-D) e o
segundo com o efeito matriz (amostra humana com Anti-D + Anti-E + Anti-K). Foi proposto,
ainda, trabalhar com trés niveis de concentracao dos soros analisados, conforme mostrado na

Tabela 7.

Tabela 7- Resultados do Monocyte Index na avaliacdo do efeito matriz

Sem efeito matriz Com efeito matriz
—_— Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Teste F Teste t
MI1%) (MI%) MI%) MI%) (MI%) (MI%)  (p-valor) (p-valor)
16 5,1 4,6 54 4,9 5,3 5,0 0.4 0.9
64 13,1 12,9 13,2 12.5 12,1 12,4 0.7 0.01

256 12,4 11,5 11,8 10,9 11,9 12,0 0.7 0.5
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NOTAS: Para a anadlise “sem efeito matriz” foram empregados soros humanos com Anti-D, em trés
concentracoes, acrescidos de parte igual de soro “AB” (PAI negativa). Para a andlise “com efeito matriz”,
foram empregados os mesmos soros humanos com Anti-D, acrescidos de parte igual de soro humano
contendo os anticorpos Anti-E + Anti-K. Legenda: Rep.= replicata. Fonte: Dados da pesquisa.

O teste F demonstrou que nao houve diferenca estatistica entre as variancias dos grupos “sem”
e “com” efeito de matriz, para os trés titulos avaliados (p>0.05). Isso significa que nao foi
evidenciado efeito relacionado a matriz sobre a precisdo dos resultados do MI, para os trés
titulos utilizados. Com relacdo ao efeito da presenca da matriz sobre a média, o Teste t apontou
diferenca estatistica entre as médias apenas no caso do titulo 64 (p<0.05). Na pratica do ensaio,
essa diferenca estatistica apontada para o MI nao impactaria no resultado do ensaio em si, pois
uma variacao do resultado ao redor da média ndo alteraria a interpretagdo do teste, considerando
os valores dos cut-off pré-estabelecidos para 0 MMA (Quadro 1). Para os demais titulos, ndao
foi evidenciado efeito relacionado a matriz sobre as médias dos MI. Dessa forma, foi
considerado que o teste de seletividade realizado foi aprovado por atender ao que € proposto no

MMA.

6.2.4 Avaliacio da linearidade

De acordo com a RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, o pardmetro linearidade de um método
deve ser demonstrado por meio da sua capacidade de obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra. Para isso, foram utilizadas cinco
concentragdes diferentes de anticorpos Anti-D humanos e as anélises do MI foram feitas em

triplicata, conforme descrito na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados do Monocyte Index na avaliacdo da linearidade

Dia da analise Concentraciao Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
(Titulo) (MI1%) (MI%) (MI%)
Dia 1 8 5,2 6,9 4,0
Dia2 16 7,5 9,0 6,9
Dia 3 32 10,0 9,6 11,9
Dia 4 128 16,2 16,8 15,3
Dia 5 512 20,1 22,5 23,0

Fonte: Dados da pesquisa.
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Para a andlise da linearidade, os dados foram ajustados a um modelo de regressdo linear
simples, a fim de explicar o MI observado em funcdo da quantidade do anticorpo (titulo),

conforme demonstrado na Figura 11.

Figura 11 — Grifico de disperséo dos valores do MI versus titulo do anticorpo

Ml

Tituda

Fonte: Dados da pesquisa.

A distribui¢ao dos dados despertou um convite a aplicagdo do logaritmo (de base 2) na variavel

“titulo” antes do ajuste linear, conforme demonstrado na Figura 12.

Figura 12 — Grifico de dispersio dos valores do MI versus logaritmo de base 2 do titulo do anticorpo

Titulo - bog 2

Fonte: Dados da pesquisa.

Assim sendo, o modelo ajustado forneceu informacdes estatisticas, conforme demonstrado na

Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados das estatisticas derivadas da
regressao linear simples

Estatisticas

R quadrado 0.971

R quadrado ajustado 0.9687
Erro padrio 1.106
Observagdes 15

Fonte: Dados da pesquisa.

A regressdo linear simples, apds a aplicagdo logaritmica, mostrou que o titulo dos anticorpos
testados prevé aproximadamente mais de 97% (coeficiente de determinacdo = 0.971) dos

resultados do MI, comprovando a linearidade do ensaio.

Na analise de residuos, a Figura 13 apresenta residuos razoavelmente bem distribuidos em

torno do intercepto de origem, indicando possivel homoscedasticidade.

Figura 13 — Grafico de analise de residuos do modelo linear — residuos versus titulo do anticorpo
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em um QQ-plot para avaliar a aderéncia a distribuicdo normal, observou-se apenas alguns

poucos desvios nas duas caudas, conforme demonstrado na Figura 14.
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Figura 14 — Grafico QQ-plot dos residuos no modelo linear
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para avaliar a homocedasticidade dos erros do modelo via testes, foi realizado o teste de Levene
(Tabela 10), cuja conclusdo, a 5% de significancia, ¢ de que ndo se pode rejeitar a hipotese

nula de que a variancia dos erros ¢ igual para todos os valores do titulo (variavel explicativa).

Tabela 10 - Resultados do teste de Levene para o modelo linear

Graus de liberdade Estatistica F p-valor
4 0.1398 0.9635

Fonte: Dados da pesquisa.

Para testar a normalidade dos erros, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk (Tabela 11), cuja
conclusdo, a 5% de significancia, ¢ de que ndo se pode rejeitar a hipotese nula de que os erros

seguem a distribuicao normal.

Tabela 11 - Resultados do teste de Shapiro-Wilk para a normalidade dos residuos

Estatistica W p-valor
0.9407 0.3912

Fonte: Dados da pesquisa.

Por fim, calculou-se os intervalos de confianca (IC) para o intercepto e o coeficiente de

inclinagdo da regressdo (relativo a variavel “titulo”), conforme demonstrado na Tabela 12.
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Tabela 12 - Intervalos de confianga para o modelo de regressio

Coeficientes Estimativas Inferior a 95% Superior a 95%
pontuais (2.5%) (97.5%)

Intercepto -3.159 -4.8776 -1.4396

Inclinacao 2.765 2.4787 3.0517

Fonte: Dados da pesquisa.

E possivel observar que tanto o coeficiente de intercepto quanto o de inclinagdo sdo
estatisticamente diferentes de zero (ou seja, ndo-nulos), pois nenhum dos intervalos contém o
valor zero. Dessa forma, ao nivel de confianca de 95%, o IC para a inclinagdo ¢ (2.48, 3.05).
Como esse IC de 95% ndo inclui o valor zero, € possivel concluir que uma variagdo no titulo

tem efeito no valor do MI, o que reforga a relagdo linear entre as variaveis.

6.2.5 Avaliacao de desfechos de pacientes

Essa etapa da validagdo consistiu em executar o MMA como forma de acompanhar alguns
pacientes selecionados que receberam CHF incompativel (devido a falta de CHF compativel e
ap6s consentimento meédico), de maneira a associar o valor do MI evidenciado para o
hemocomponente transfundido com a recuperagdo clinica do paciente ¢ a ndo ocorréncia de
hemolise pos-transfusional. Todos os médicos responsaveis pelos pacientes incluidos nessa
etapa tomaram ciéncia de que as amostras desses pacientes seriam submetidas ao MMA com
os CHF selecionados como forma de contribuir para a valida¢do do ensaio na CIH. Controles
positivos e negativos foram realizados para todos os ensaios executados. Os resultados

encontrados estdo descritos nas Tabelas 13 e 14.
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Paciente Motivo da transfusdo  Anticorpo(s) presente(s) no soro Prova TAD MI (%) Relato clinico pds-transfusdo
testado do paciente/ Cruzada (soro do pos-adsorgdo °
Controles do ensaio paciente + CHF)
Anti-Ge 2+ 1+ 0
. (1°CHF) .
Necesmdgdeoge CN NR NR 0 . (3 pacwn:e’ r.eceli)ezu COI}I FCHF no
reserva de intraoperatorio e no pos-
Paciente 1 unidades de CHF cP NR NR >20,0 operatorio, apds apresentar
(JBR) para cirurgia Anti-Ge 2+ 0* 0 sangramento. (Hb pré-
(correcao de (2°CHF) transfusional=5,7g/dL; Hb pos-
aneurisma de aorta) CN NR NR 0 transfusional=7,9g/dL)
CP NR NR >20,0 Alta hospitalar relatada no 8° dia
- apos o procedimento e recuperagdo
Anti-Ge 2+ 0% 0 satisfatoria, sem relato de hemolise
(3°CHF) pos-transfusional.

CN NR NR 0
CP NR NR >20,0

Anti-D + A1'1t1-G + Antl'-E + Anti- o " 4.0 (<5.0)

M + Anti-S + anticorpo de 1°CHF)

especificidade ndo determinada (

Gestante com doenga .

' falciforme o CN NR NR 0 De acordo com o hospital, os CHF
Paciente 2 . CP NR NR >20.0 nao foram transfundidos e as bolsas
(CSM) necessidade de - foram devolvidas para a Fundagéo
transfusdo antes do  Anti-D + Anti-G + Anti-E + Anti- Hemominas

parto. M + Anti-S + anticorpo de 1+ 1+ 2,0 (<5,0) '
especificidade ndo determinada (2°CHF)
CN NR NR 0
CP NR NR >20,0

Fonte: Dados da pesquisa.



Tabela 13 — Resultados dos Monocyte Index obtidos para os Concentrados de Hemacias testados para pacientes (conclusdo)

Paciente ~ Motivo da transfusio  Anticorpo(s) presente(s) no soro Prova TAD MI (%) Relato clinico pos-transfusio
testado do paciente/ Crugada (soro do pos-adsorcio
Controles do ensaio paciente + CHF)
Anti-C + Anti-Fy* + Anti-Jk* + 2+ 2+ 0 . .
anticorpo das classes IgG + IgM (1°CHF) A pac1;1111::sr§geb;t100(113{rém2r_0 CHF
de especificidade ndo determinada . E ] p .
Gestante com doenca transfu.s1ona1—6,7g/dL, Hb pos-
faloiforme e CN NR NR 0 transfu51.onal=8,3 g/.dL. 0] segEme
. necessidade de CHF foi transfundido no periodo
transfusdo antes do =20, o o
Paciente 3 CP NR NR 20.0 pos-parto (Hb pré
(LSG) parto. PC transfusional=5,7g/dL; Hb pos-
incompativeis com  Anti-C + Anti-Fy* + Anti-Jk* + transfu510nal~=7,0g/dL). Nao houve
. 2+ alteracdo de marcadores
CHF. anticorpo das classes IgG + IgM o 0* 0 - 1
o . (2°CHF) laboratoriais para hemolise
de especificidade ndo determinada o LT
0 (bilirrubina indireta, lactato
CN NR NR desidrogenase e reticuldcitos), com
relagdo aos valores basais da
Cp NR NR >20,0 paciente, apos as duas transfusdes
realizadas.
. . hoa . "
Paciente 4 Necesmdadc? de . Anti K N .Antl Fy~ * antlconO de 0 I+ 0 De acordo com o hospital, o CHF
preparo para cirurgia especificidade ndo determinada .o . .
(SMS) de revascularizacio CN NR NR ndo foi transfundido e a bolsa foi
de membro in fercior 0 devolvida para a Fundagdo
esquerdo (FIb=6,0) CP NR NR >20,0 Hemominas.

CN: Controle Negativo - amostras de doadores provenientes de bolsas de ST destinadas a obtencdo dos mondcitos. CP: Controle positivo - hemacias comerciais
sensibilizadas com anticorpos Anti-D da classe IgG. NR: Nao realizado. Hb: hemoglobina. Os testes PC e TAD pés-adsorc¢io foram realizados pela metodologia gel-
teste, sendo que para uma intensidade de reacdo de “tracos” entende-se uma reacio positiva inferior a 1+ e para a intensidade de reagao de 0* (“poeira”) entende-se
a reacgao positiva mais fraca possivel de ser detectada a olho nu. Para um MI=0 entende-se auséncia de hemacias aderidas e/ou fagocitadas pelos monocitos. O relato
clinico pos-transfusio foi fornecido pelo servico de origem onde o paciente foi assistido. Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 14 — Resultados dos Monocyte Index obtidos para amostra de gestante aloimunizada cujo feto apresentou Doenca Hemolitica Perinatal

Paciente (AGIF) Motivo da testagem Anticorpo presente no soro da Prova TAD pos- MI (%) Desfecho clinico
paciente/ Controles do ensaio Cruzada adsor¢do
4+
(Teste 1: soro da paciente
. . + aci i +
Anti-M reativo a 37°C hemécia fio gen‘}toido 4 42,0 . .
feto (antigeno “M Paciente submetida a
Gestante e ~
. . positiva) transfusdes
aloimunizada . . Sy
intrauterinas devido a
acompanhada em  Feto apresentou quadro necessidade de prover
centro de grave de hemolise CN NR NR 0 oxicenacio fr a0
referéncia em intrauterina CP NR NR >20,0 genagao pa
.. feto. Parto previsto ao
medicina fetal 4+ a
dade . completar a 32
¢ (l. ’ (Teste 2: soro da paciente semana de gestacdo,
ges aﬁloga i(l))or Anti-M reativo a 37°C + hemacia de CHF 4+ 23,5 porém, o feto ndo
volta de antigeno “M” positiva resistiu e foi
semanas)
constatada morte
CN NR NR 0 intrauterina.
CP NR NR >20,0

CN: Controle Negativo - amostras de doadores provenientes de bolsas de ST destinadas a obtencio dos mondcitos. CP: Controle positivo - hemacias comerciais
sensibilizadas com anticorpos Anti-D da classe IgG. NR: Nao realizado. Os testes PC e TAD pés-adsorc¢io foram realizados pela metodologia gel-teste. Para um MI=0

entende-se auséncia de hemacias aderidas e/ou fagocitadas pelos mondcitos. O desfecho clinico foi fornecido pelo servico de origem onde a paciente foi assistida.
Fonte: Dados da pesquisa.
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No caso do paciente 1 (JBR) havia a necessidade de reserva de CHM para que o paciente fosse
submetido a cirurgia de corre¢ao de aneurisma de aorta abdominal. Foi evidenciada a presenca
de Anti-Ge no soro do paciente. A prescricdo médica solicitava, no minimo, 03 CHM para a
realizagao do procedimento. A situacao clinica do paciente era muito delicada, pois o atraso na
sua cirurgia poderia culminar em um desfecho desfavoravel. Como ndo havia CHM compativel,
0 MMA foi proposto como teste auxiliar na avaliacdo da importancia clinica do aloanticorpo.
Foram liberadas trés CHF, que foram transfundidos. Nao houve evidéncia clinica de reagao

hemolitica pds-transfusional e o paciente recebeu alta melhorada dias depois.

J& a paciente 2 (CSM) apresentava DF e necessitava de transfusdo para preparo pré-parto. Na
sua amostra de soro, além da evidéncia de multiplos aloanticorpos, havia ainda a presenca de
um anticorpo cuja especificidade ndo pode ser determinada pelos testes sorologicos
convencionais. Todas as PC com os CHF disponiveis eram incompativeis. O MMA foi proposto
como teste auxiliar, sendo os resultados do MI de 4,0% ¢ 2,0%, ou seja, inferiores a 5,1%.
Como se tratava de paciente gestante e com doenga falciforme, que enfrentava inimeros
desafios imunolégicos, as transfusdes de CHF com MI diferente de zero ndo sdo recomendadas.

Dessa forma, as transfusdes ndo aconteceram e outras abordagens foram adotadas.

Com relagdo a paciente 3 (LSG), semelhante a paciente 2, também havia a necessidade de
preparo transfusional no pré-parto para gestante com DF. Além de multiplos aloanticorpos,
havia ainda a presenc¢a de anticorpos das classes IgG e IgM cuja especificidade ndo pode ser
determinada pelos testes sorologicos convencionais, com PC incompativeis com os CHF
disponiveis. O MMA foi proposto como teste auxiliar € os MI das bolsas testadas foram igual

a zero. A paciente recebeu 02 CHM em momentos distintos e apresentou boa recuperacao.

A respeito do paciente 4 (SMS), havia a necessidade de preparo para cirurgia de
revascularizacdo de membro inferior esquerdo, pois o paciente apresentava uma importante
anemia de causa nao especificada. Ele apresentava a presenga de Anti-K + Anti-Fya + anticorpo
de especificidade ndo determinada pelos testes soroldgicos convencionais, sem CHF
compativel. O MMA foi proposto como teste auxiliar e resultou em MI igual a zero. A bolsa
foi enviada para o hospital. Entretanto, durante o procedimento, ndo houve a necessidade de

transfundir o paciente.
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Com relacdo a paciente AGIF, tratava-se de gestante aloimunizada cujo feto sofreu
consequéncias drasticas pela agdo do aloanticorpo Anti-M. Esse caso raro foi alvo da redagao
e submissdo de um artigo cientifico (Case Study) na revista Transfusion Medicine, intitulado
“Alloanti-M-induced intrauterine fetal death: the role of the Monocyte Monolayer Assay in elucidating

Haemolytic Disease of the Fetus and Newborn”conforme sera mostrado mais adiante.

Todos os resultados obtidos nessa etapa da validagao foram essenciais para considerar que o
ensaio in vitro proposto ¢ capaz de refletir os desfechos in vivo no que se refere a avaliacdo da
ocorréncia ou ndo de hemolise, seja apds transfusdo de hemadcias, seja no acompanhamento

materno-fetal.

6.3 Grupo 1: avaliagao do significado clinico de anticorpos inespecificos

a) Resultados

Foi estudado um grupo de oito mulheres com DF, politransfundidas, aloimunizadas, com idade
inferior a 30 anos e que apresentavam anticorpo cuja especificidade ndo foi determinada pelos
testes sorologicos de rotina. Esse grupo foi eleito na pesquisa por representar uma amostra de
pacientes do sexo feminino com DF, com histérico de hiperemolise e que frequentemente

necessitam de transfusdo de hemdcias sem que haja a disponibilidade de CHF compativel.
O MMA foi executado conforme padronizado. Os resultados do MI foram calculados e
relacionados as seguintes variaveis: historico gestacional, intensidade de aglutinagdo da reagado

na PC e do TAD ap6s a adsor¢ao do aloanticorpo. Os resultados estao descritos na Tabela 15.

Tabela 15 — Grupo 1: resultados do Monocyte Index e associacio com outras variaveis

Anticorpo
Amostra  Oostasio oo TADPOs- o Conelusio _apresenta
(atual) adsorcao importancia
clinica?

1 Nao 2+ 2+ 1,0 Positivo Sim
2 Nao 2+ 2+ 2,0 Positivo Sim
3 Sim 1+ 2+ 5,1 Positivo Sim
4 Sim 2+ 2+ 4,0 Positivo Sim
5 Sim 1+ 1+ 2,0 Positivo Sim
6 Sim 2+ 2+ 0,0 Negativo Nao
7 Sim 2+ W 0,0 Negativo Nao
8 Sim 2+ 2+ 0,0 Negativo Niao

NOTA: As leituras das intensidades de reacio da PC e do TAD podem variar da seguinte forma:
0 (negativo), W (positivo fraco), 1+, 2+, 3+ e 4+. Fonte: Dados da pesquisa.
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Uma outra forma de sumarizar dados foi em termos dos quartis ou percentis. Essas medidas sdo

particularmente uteis para dados ndo simétricos, conforme mostrado na Tabela 16.

Tabela 16 — Grupo 1: comparagio da distribui¢iio dos valores do Monocyte Index (%) segundo outras
variaveis

Variavel Minimo Primeiro Mediana Terceiro Maximo P-
Quartil Quartil valor*

Gestacio

Sim (n= 6) 0 0 1 35 5.1 0.9
Nio (n=2) 1 1.2 1.5 1.8 2

PC

1+ (n=2) 2 2.8 3.5 43 5.1 *ok
2+ (n= 6) 0 0 0.5 1.8 4

W (m=1) 0 0 0 0 0 *ok
1+ (n=1) 2 2 2 2 2

2+ (n= 6) 0 0.25 1.5 3.5 5.1

* Valor-p do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. ** Resultados da correlacio de Spearman para a relaciao
entre MI versus PC e TAD serdo mostrados a frente. ***TAD: realizado apds a adsorcio do anticorpo.
W=positivo fraco. Fonte: Dados da pesquisa.

b) Discussao

No presente estudo, ¢ possivel observar que, das 8 pacientes incluidas, 6 (75%) estavam
gravidas e necessitavam de transfusdo de hemacias, enquanto 2 (25%) nao estavam, mas
também necessitavam de transfusdo para tratar agravos relacionados a doenga. Dentre as
gestantes, 3 (50%) apresentaram um MI positivo e 3 (50%) um MI negativo. Ja entre as 2 ndo
gestantes, todas apresentaram um MI positivo. Apesar da maioria dos resultados positivos
encontrados para o MI ser inferior a 5,0%, considera-se que o anticorpo inespecifico
investigado apresenta importancia clinica significativa, por se tratar de pacientes com DF.
Assim, desejava-se conhecer se a gestacdo estaria ou ndo estatisticamente associada a um
resultado positivo para o MI, quando se investigou a relevancia clinica do anticorpo
inespecifico. No entanto, essa associagdo nao foi comprovada (p=0,9). O nimero reduzido de

participantes nesse grupo pode ter impactado no resultado encontrado.

E sabido que pacientes com DF apresentam taxas muito mais altas de aloimunizacdo como
resultado da exposicdo a hemécias de doadores em comparacdo com individuos transfundidos
sem DF. Aproximadamente 30% dos individuos com DF desenvolvem aloanticorpos

antieritrocitarios durante toda a sua vida, em comparacdo com 2—-5% de todos os outros
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individuos transfundidos. Dessa forma, a aloimunizagdo pode levar a importantes limitagdes no

tratamento transfusional desses individuos (CAMPBELL-LEE & KITTLES, 2014).

Na rotina laboratorial, quando um resultado positivo ¢ obtido na triagem de anticorpos, porém
a especificidade do anticorpo ndo pode ser determinada, o anticorpo ¢ denominado “anticorpo
de especificidade indeterminada” e a sua ocorréncia ¢ relativamente comum entre pacientes
politransfundidos. A presenga desses anticorpos que pode sugerir um anticorpo em processo de
desenvolvimento ou pode indicar, ainda, um anticorpo cujo titulo diminuiu para um nivel
minimo com relagdo ao limite de detec¢do do método, ou seja, os chamados anticorpos

evanescentes (TORMEY & HENDRICKSON, 2013).

De acordo com a literatura, mulheres gravidas com DF apresentam risco aumentado de
recorréncia de episodios de dor aguda, particularmente durante e apds o segundo trimestre de
gestagdo. Evidéncias cientificas mostram que a estratégia de transfusdo profildtica proporciona
uma reducdao na mortalidade materna, de episoddios de dor vaso-oclusiva, de complicagdes
pulmonares (incluindo embolia pulmonar), de pielonefrite, de mortalidade perinatal e de morte

neonatal e prematuridade (SHARMA et al., 2020).

Além do risco de ocorréncia de RTH tardia em pacientes politransfundidos com DF, em que ha
a depuracdo prematura das hemadcias transfundidas como resultado de uma resposta
anamnéstica rapida pelo individuo previamente aloimunizado, € sabido que, em algumas
situagoes, essas reacoes levam nao apenas a destruicao das hemacias do doador, mas também
das hemaécias do proprio receptor, quadro conhecido como sindrome de hiperemolise. Os fatores
associados a ocorréncia de hiperemolise sdo pouco compreendidos, embora uma historia
pregressa de reacao hiperemolitica possa ser o principal fator de risco para outra reacao futura

(BALBUENA-MERLE & HENDRICKSON, 2019).

O quadro de hiperemolise nem sempre estd associado a detec¢do, no receptor, de novos
aloanticorpos. Alguns pacientes podem apresentar TAD positivos por autoanticorpos
associados ou por anticorpos inespecificos, o que dificulta ainda mais a andlise critica diante
dos resultados dos testes pré-transfusionais desses pacientes. Também € conhecido que alguns
pacientes podem apresentar testes de triagem de anticorpos completamente negativos, sem
nenhuma evidéncia de novos alo ou autoanticorpos e ainda assim cursarem com RTH tardias

com hiperemolise, o que pode ser explicado pela presenca de aloanticorpos direcionados a
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antigenos de baixa incidéncia na populag@o ou antigenos ndo presentes nas hemacias-reagentes

utilizadas nos testes de triagem (BALBUENA-MERLE & HENDRICKSON, 2019).

De acordo com uma revisao sistematica recente, parece haver uma prevaléncia mais elevada da
sindrome de hiperemolise em mulheres, juntamente com a maioria dos casos associados a DF.
Entretanto, os autores destacaram que, infelizmente, hd muito poucas publicagdes sobre

mulheres gravidas que possam ser usadas como orientagdo (RIHSLING et al., 2023).

Considerando que a presenga desses anticorpos inespecificos pode provocar PC incompativel e
que o seu significado clinico ¢ frequentemente desconhecido, faz-se necessario adotar
estratégias para atender adequadamente a demanda transfusional dos pacientes que apresentam

tais anticorpos (CONRADO et. al., 2019).

A aplicagdo do MMA ¢ recomendada como exame complementar em pacientes aloimunizados
que apresentam anticorpos inespecificos € com predisposi¢ao para evoluir para RTH e
hiperemdlise, especialmente pacientes com DF. Ao implementar o MMA como uma segunda
prova cruzada, aumenta-se a seguranca transfusional desses receptores com possibilidade ou
historico de hiperemolise, transfundindo apenas quando o MMA for negativo e monitorando de
perto o periodo pds-transfusional (CRUZ et al., 2023). Dessa forma, considerando o perfil das
pacientes incluidas no Grupo 1, apesar dos resultados positivos para o MMA ndo terem
ultrapassado um valor de 5,1% para o MI, ainda assim a transfusdo das bolsas testadas ndo ¢
recomendada. Desse modo, resultados negativos para 0 MMA dado maior suporte para o médico

no momento de autorizar a transfusdo de hemacias.

Sao raros os estudos que investigaram a importancia clinica desses anticorpos inespecificos em
pacientes com DF. Dentre esses poucos estudos, um se destacou por ter avaliado o significado
clinico de anticorpos inespecificos em uma amostra de 32 pacientes que apresentavam
condig¢des clinicas variadas, empregando-se também o MMA. Desse grupo de pacientes, 12
(37,5%) apresentaram anticorpo inespecifico com significado clinico relevante, enquanto 20
(62,5%) nado apresentaram. Dentre os pacientes avaliados, 7 apresentavam DF e, em 5 desses,
foram observados anticorpos inespecificos clinicamente importantes. No entanto, a presenca da
doenca ndo foi estatisticamente associada a relevancia clinica do anticorpo investigado
(p=0.208). Os autores também apontam que o baixo nimero de participantes de pesquisa pode

ter relagdo com o resultado estatistico observado (CONRADO et. al., 2019).
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No Grupo 1, buscou-se conhecer, ainda, uma possivel associacdo estatisticamente valida entre
as intensidades de reagdo da PC e do TAD poés-adsor¢do com o MI observado para cada

paciente. A analise relativa a esse objetivo serd mostrada mais adiante (item 6.6).

6.4 Grupo 2: avaliacdo do significado clinico de anticorpos direcionados a antigenos de

alta frequéncia populacional
a) Resultados

Foi estudado um grupo de 15 pacientes, de ambos os sexos, que apresentavam aloanticorpos da
classe IgG direcionados a antigenos de alta frequéncia na populagdo. Esse grupo foi eleito na
pesquisa por representar uma amostra de pacientes candidatos a receber sangue raro ou

mulheres aloimunizadas em contexto gestacional.

O MMA foi executado e os resultados do MI foram calculados e relacionados as seguintes
variaveis: associacdo com outros aloanticorpos, sexo, historico gestacional, historico
transfusional, intensidade de aglutinacdo da reagdo na PC e do TAD apds a adsor¢do do

aloanticorpo. Os resultados estdo descritos na Tabela 17.
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Tabela 17 - Grupo 2: resultados do Monocyte Index e associagio com outras variaveis

Associacao

Amostras com outros Sexo Gest,a?ﬁo Tranffl-lsﬁo PC TAD ”‘fs' MI Conclusiao Clinicamente
aloanticorpos prévia Prévia adsorcao (%) relevante?

Aloac ind. Sim M NA Sim W 1+ 0,0 Negativo Nao
Aloac ind. Sim M NA Sim w w 0,0 Negativo Nao
Anti-U Nio M NA Sim 2+ 1+ 0,0 Negativo Nao
Anti-Ge Nao M NA Sim 2+ w 0,0 Negativo Nao
Anti-Ge Nio M NA Sim 2+ W 0,0 Negativo Nao
Anti-Ge Nio M NA Sim 2+ W 0,0 Negativo Nao
Anti-U Sim F Sim Nao 2+ w 0,0 Negativo Nao
Anti-Rh29 Nao F Sim Nao 3+ 4+ 0,0 Negativo Nao
Anti-Lu® Nao M NA Nao 2+ 3+ 0,0 Negativo Nao
Anti-Ge Nao M NA Nao 2+ 3+ 0,0 Negativo Nao
Anti-Lub* Nao F Nao Sim 2+ 1+ 0,0 Negativo Nao
Anti-hr® Sim M NA Sim 2+ 3+ 0,0 Negativo Nao
Anti-hrB Nio F Sim Nio w w 1,0 Positivo Nio
Anti-PP1Pk Nao M NA Sim 3+ 3+ 31,5 Positivo Sim
Anti-M** Sim F Sim Nao 4+ 4+ 48,2 Positivo Sim

*Anti-Lub identificado em gestante durante o pré-natal; **Anti-M reativo a 37°C envolvido em DHPN. NOTAS: Aloac ind.= aloanticorpo de
especificidade indeterminada; NA= néo se aplica; W= weak (reac¢io fraca); M= masculino; F= feminino. Fonte: Dados da pesquisa.
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Uma outra forma de sumarizar dados ¢ em termos dos quartis ou percentis. Essas medidas sao

particularmente uteis para dados ndo simétricos, conforme mostrado na Tabela 18.

Tabela 18 — Grupo 2: comparacio da distribui¢io dos valores da varidvel Monocyte Index (%) segundo
outras variaveis

Variavel Minimo Primeiro Mediana Terceiro Maximo P-
Quartil Quartil valor*

Associacao com
outros aloanticorpos

Sim (n=15) 0 0 0 0 48 0.9
Nio (n=10) 0 0 0 0 32
Sexo
Masculino (n=10) 0 0 0 0 32 0.2
Feminino (n=5) 0 0 0 0 48
Gestacao prévia
Sim (n=4) 0 0 0.5 13 48 0.4
Nao (n=1) 0 0 0 0 0
Transfusao prévia
Sim (n=9) 0 0 0 0 32 0.3
Nio (n=6) 0 0 0 0.75 48
Prova de
compatibilidade
W (n=3) 0 0 0 0.5 1 *E
2+ (n=9) 0 0 0 0
3+ (n=2) 0 7.9 16 23.6 32
4+ (n=1) 48 48 48 48 48
TAD poés-adsorc¢ao
W (n= 6) 0 0 0 0 1 ok
1+ (n=3) 0 0 0 0 0
3+ (n=4) 0 0 0 7.9 32
4+ (n=2) 0 12 24 36 48

* Valor-p do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. ** Resultados da correlacdo de Spearman para a relaciao
entre MI versus PC e TAD serao mostrados a frente. Fonte: Dados da pesquisa.

b) Discussao

No Grupo 2, foi avaliado o significado clinico de 15 aloanticorpos direcionados a antigeno de
elevada frequéncia, oriundos de pacientes que, por motivos diversos, necessitavam de

transfusdo ou mulheres gestantes que apresentaram PAI positiva durante o pré-natal.

Um tipo sanguineo considerado raro ¢ definido, de acordo com a ISBT, quando a frequéncia do
fendtipo na populagao ¢ inferior a um para cada mil individuos (<1:1000), em uma determinada
regido ou pais, ou ainda um tipo sanguineo que apresenta uma combinagdo da auséncia de

expressao de antigenos especificos (BRASIL, 2022).
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Existem diferentes estratégias de busca por sangue raro. Na maioria das vezes, a identificagao
de fenotipos raros de grupos sanguineos ocorre durante a avaliagdo imuno-hematolédgica pré-
transfusional. Em algumas situacdes, como cirurgias eletivas, dependendo do quadro clinico do
paciente, a doacao autdloga pode ser incentivada. Em casos nos quais somente ¢ possivel
considerar doagdes do tipo alogénicas para a transfusdo de um paciente que apresenta sangue
raro, a busca familiar passa a ser a principal estratégia, visto que a probabilidade de irmaos
apresentarem o fendtipo negativo para o antigeno correspondente ¢ de, no minimo, 25%.
Entretanto, em casos de combinagao de anticorpos de diferentes especificidades, a chance de
se encontrar um fenotipo estendido compativel passa a ser menor. Ainda assim, a busca familiar
normalmente apresenta mais sucesso do que a procura aleatoria na populagdo de doadores

(BRASIL, 2022).

No Grupo 2, dos 15 aloanticorpos investigados, 13 (87%) ndo apresentaram importancia clinica
significativa, enquanto apenas 2 (/3%) foram clinicamente relevantes. Esses resultados
mostraram que, na sua grande maioria, os aloanticorpos avaliados ndo apresentavam relevancia
clinica significativa. Isso aponta para o fato de que 0o MMA pode mudar a perspectiva diante de

casos desafiadores na medicina transfusional e também na obstetricia.

Para o Grupo 2, ndo foi possivel observar associacdo estatisticamente valida entre o MI
observado para os aloanticorpos estudados e as outras variaveis, ou seja, associacdo com outros
aloanticorpos, sexo, histdrico gestacional e historico transfusional (P>0.05). O baixo numero
de participantes de pesquisa nesse grupo pode ter impactado no resultado encontrado, apesar de

serem anticorpos considerados raros de serem evidenciados em uma rotina laboratorial.

Na literatura, muitas publicacdes envolvendo o tema sdo advindas de relatos de casos, ou seja,
sdo exploradas situagdes especificas causadas por determinados aloanticorpos direcionados a
antigenos de alta frequéncia, conforme ja discutido anteriormente. Outros estudos investigaram
a relevancia clinica de um conjunto de anticorpos e, dentre esses, alguns aloanticorpos
semelhantes aos que foram aqui abordados, porém, com foco apenas no resultado no MMA.
Dessa forma, a investigagdo conduzida neste estudo, associando outras variaveis, se torna

inédita.

No Grupo 2, buscou-se conhecer, ainda, uma possivel associacdo estatisticamente valida entre
as intensidades de reagdo da PC e do TAD pos-adsor¢do com o MI observado para cada

paciente. A analise relativa a esse objetivo serda mostrada mais adiante (item 6.6).
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O suporte transfusional para pacientes que apresentam aloanticorpos direcionados a antigenos
de alta prevaléncia ¢ frequentemente desafiador, por ser uma assisténcia de custo elevado e
demorada, e nem sempre bem-sucedida, o que coloca a vida do paciente em risco. Quando
unidades antigeno-negativas nao estao prontamente disponiveis para pacientes aloimunizados,
torna-se importante estabelecer o significado clinico do aloanticorpo para conhecer o risco de

uma reacao hemolitica pos-transfusdo (NOUMSI et al., 2015; ARNDT & GARRATY, 2004).

Um estudo norte-americano semelhante ao presente estudo investigou o significado clinico de
61 aloanticorpos, ao longo de sete anos, empregando o MMA e adotando um cut-off de 5%
acima do qual o anticorpo seria definido como clinicamente relevante. Um total de 19
anticorpos (31,1%) apresentaram um MI > 5%, enquanto 42 (68,9%) forneceram um MI inferior
a 5% ou negativo. Os autores destacaram evidéncias de que anticorpos de mesma especificidade,
porém de amostras distintas, forneceram resultados varidveis do MI, o que pode estar associado
a quantidade de anticorpos opsonizando a hemécia testada e a sua subclasse. Os autores
relataram transfusdes de 103 unidades de sangue antigeno-positivo para 31 pacientes
aloimunizados, empregando o MMA como uma segunda prova cruzada. Com base em
relatorios de centros médicos, nenhum desses pacientes apresentou sinais clinicos de hemolise

pos-transfusional (NOUMSI et al., 2015).

Dos 15 aloanticorpos investigados no presente estudo, o Anti-Ge (Gerbich) foi o mais
frequentemente testado. Das quatro amostras incluidas, nenhuma delas demonstrou um
MI>5,0%. Em geral, a producao desse aloanticorpo advém de transfusdo prévia ou gestacao,
mas também pode ocorrer naturalmente. JASKIEWICZ et al. (2018) mostraram que anticorpos
Gerbich foram clinicamente significativos, podendo estar relacionados a RTH que, em geral,
foi leve. A investigagdo de anticorpos direcionados a antigenos de alta prevaléncia do sistema
Gerbich ¢ uma das principais indicacdes para a emprego do MMA, como forma de prever o
significado clinico desses aloanticorpos e, dessa forma, evitar a necessidade de recorrer a bolsas

raras (JASKIEWICZ et al., 2018).

Vale mencionar que os resultados do MMA podem mudar a medida em que transfusdes de
unidades antigeno-positivas vao acontecendo. Além disso, a sobrevida da hemadcia
incompativel transfundida também pode diminuir, comparando a uma hemadcia compativel.

Essa observagdo ainda carece de ser mais bem investigada por mais estudos de
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acompanhamento pds-transfusional desses pacientes (NOUMSI et al., 2015; TONG et al.,
2019).

Diante dos resultados observados nesse grupo, cabe destacar o aloanticorpo Anti-PP1Pk
(antigamente denominado de Anti-Tj?*). Esse anticorpo foi identificado em paciente do sexo
masculino, com necessidade de reserva de sangue para a realizagdo de prostatectomia. O
resultado do MMA foi positivo (MI=31,5%), ou seja, o aloanticorpo foi avaliado como
clinicamente significativo. O paciente em questdo apresentava o fendtipo extremamente raro
“p”, além de ser RhD negativo, ou seja, a busca por um CHF se tornaria ainda mais desafiadora.
A frequéncia desse fenotipo raro na populagdo europeia € de 5-8/milhdo de pessoas, o que
mostra o quao dificil ¢ identificar um doador raro. Anticorpos Anti-PP1Pk podem se formar
espontaneamente ja na infancia e sdo uma mistura de anticorpos IgG e IgM. Sdo hemolisinas
potentes associadas a graves RTH e DHPN (DI CIACCIO et al., 2021; POOLE & DANIELS,
2007).

6.5 Grupo 3: avaliacdo do significado clinico de autoanticorpos da classe IgG
a) Resultados

Foi estudado um grupo de 40 pacientes, de ambos os sexos, que apresentavam autoanticorpos
da classe IgG. Esse grupo foi eleito na pesquisa por representar uma amostra de pacientes que
frequentemente nao dispdem de CHM compativel, justamente porque o autoanticorpo apresenta
a caracteristica de se ligar a antigenos proprios do individuo e que sdo amplamente expressos

na populacdo, resultando em PC incompativeis.

O MMA foi executado e os resultados do MI foram calculados e relacionados as seguintes
variaveis: condi¢ao clinica, sexo, associagdo com aloanticorpos, associagcdo com autoanticorpos
da classe IgM, historico gestacional e transfusional, intensidade de aglutinacdo da reagdo na PC
e do TAD ap6s a adsor¢ao do autoanticorpo estudado. Os resultados estdo descritos na Tabela

19.
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Amostra D’aflos Associagdo - Associacdo com Sexo Gestacio Transfusio PC . TAD ~ 1},/11 Conclusao SUISETEIE
clinicos com aloac autoac IgM prévia pos-adsorc¢io (%) relevante?
1 DF Sim Nao F Nao Sim 2+ 2+ 0,0 Negativo Niao
2 SMD Sim Nio F Sim Sim 2+ W 0,0 Negativo Niao
3 Beta Talassemia Sim Sim M NA Sim 2+ 2+ 0,0 Negativo Niao
4 Beta Talassemia Sim Sim M NA Sim 2+ W 0,0 Negativo Niao
5 LH + S. Evans Nao Nao F Nao Sim 2+ 4+ 0,0 Negativo Niao
6 AHAI Nao Nao F Nao Nao 2+ 2+ 0,0 Negativo Niao
7 DF Nao Sim M NA Sim 1+ w 0,0 Negativo Niao
8 DF+DRC Sim Sim M NA Sim 2+ 2+ 0,0 Negativo Nio
9 Linfoma+AHAI Nao Sim M NA Nao 4+ 4+ 62,1 Positivo Sim
10 IRC Nio Nio F Sim Sim 2+ 4+ 2,0 Positivo Nio
11 IRC+pneumonia Nao Sim M NA Sim 2+ 4+ 26,4 Positivo Sim
12 Anemia a Nio Nio F Sim Nio 2+ 3+ 0,0 Negativo Nio
esclarecer
13 LLC + HDA Nao Sim F Sim Néo 2+ 2+ 0,0 Negativo Niao
Gestacdo com
14 elevado risco de Nao Nao F Sim Nao 2+ 2+ 0,0 Negativo Niao
sangramento
15 Fibrose hepatica Nio Sim F Sim Sim 2+ 3+ 2,0 Positivo Nio
16 Doenga de Crohn Nao Sim F Sim Néo 1+ 0 0,0 Negativo Niao
17 Bicitopenia a Sim Sim F Néo Nio 3+ 3+ 0,0 Negativo Nio
esclarecer
18 Anemia grave Nao Nao M NA Nao 2+ 4+ 0,0 Negativo Niao
19 Cirrose Hepatica Nao Nao M NA Nao 3+ 4+ 0,0 Negativo Nao
20 Anemia + Nio Sim F Néo Nio 2+ 1+ 0,0 Negativo Nio
Plaquetopenia
21 AHAI Sim Sim F Sim Nao 2+ 1+ 0,0 Negativo Nao
22 [P+ anemia Nio Sim M Nio Nio w w 0,0 Negativo Nio

sintomatica
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Amostra

23

24

25
26

27
28
29

30

31

32

33
34
35
36
37

38
39
40

Dados
clinicos

HDA + anemia
aguda
Anemia grave +
Diabetes mellitus
+ HAS
LNH
COVID-19 +
Diabetes + HAS
DF
IAM
LMA
Anemia com
repercussao
clinica
Pneumonia grave
+ disfungao renal
Miomatose
uterina
DRC + Infec¢do
Trato Urinario
Mielodisplasia
Sindrome
HELLP
IAM
Cirurgia de
revascularizagao
Angina instavel
IAM
1AM

Associacdo Associacdo com

com aloac autoac IgM

Sim
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao

Nao

Sexo

M

m L ™ o

-

S £ £ 3 9 A

Gestacao
prévia

NA
Sim
Sim
Sim
NA

NA
Nao

Sim
NA
Nao
Sim
Nao
Sim
NA

NA

NA
NA
NA

Transfusao
prévia

Sim
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Sim

Sim

Nao
Nao
Nao
Nao

PC

W

3+

W
2+

3+
2+
2+

W

2+

1+

W
2+
2+
2+
2+

2+
2+
2+

TAD
pos-adsorcao

W
3+

W
4+
3+

2+

MI
(%0)

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0
0,0
0,0

0,0

0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
2,0
4,0

2,0
1,0
4,0

Conclusao

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo

Positivo
Positivo
Positivo

Clinicamente
relevante?

Nao
Nao
Nao

NOTAS: SMD= Sindrome Mielodisplasica; LH=Linfoma de Hodgkin; AHAI=Anemia Hemolitica Autoimune; IRC= Insuficiéncia Renal Crénica; DRC=Doenca
Renal Cronica; LLC=Leucemia Linfocitica Cronica; IP=imunodeficiéncia primaria, HDA=Hemorragia Digestiva Alta; HAS=Hipertensio Arterial Sistémica;
LNH=Linfoma nfo- Hodgkin ; IAM=Infarto Agudo do Miocardio; LMA= Leucemia Mieloide Aguda.; aloac=aloanticorpo; autoac=autoanticorpo; M= masculino;
F=feminino. Fonte: Dados da pesquisa.
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Uma outra forma de sumarizar os dados ¢ em termos dos quartis ou percentis. Essas medidas
sdo particularmente uteis para dados ndo simétricos, conforme mostrado na Tabela 20. Como
a variavel “Dados Clinicos” se mostrou bastante diversificada, esses dados foram agrupados
em duas categorias: “Doencas Hematologicas” (benignas ou malignas) e “Doengas nado-

Hematoldgicas” (demais doengas).

Tabela 20 — Grupo 3: comparagio da distribui¢iio dos valores do Monocyte Index (%) segundo outras
variaveis

Variavel Minimo  Primeiro Mediana Terceiro Maximo P-
Quartil Quartil valor*
Doenc¢as hematoldgicas
Sim (n= 15) 0 0 0 0 62 0.1
Nio (n= 25) 0 0 0 2 26
Associacao com aloac
Sim (n= 13) 0 0 0 0 0 0.02
Nio (n=27) 0 0 0 2 62
Associacio com autoac
da classe IgM
Sim (n=18) 0 0 0 0 62 0.6
Nio (n=22) 0 0 0 0.75 4
Género
Masculino (n= 18) 0 0 0 2 62 0.02
Feminino (n=22) 0 0 0 0 2
Gestacao prévia
Sim (n= 14) 0 0 0 0 2 0.2
Nio (n=8) 0 0 0 0 0
Transfusao prévia
Sim (n= 16) 0 0 0 0 26 0.6
Nio (n=24) 0 0 0 0.25 62
PC
W (n=5) 0 0 0 0 0
1+ (n=3) 0 0 0 0 0 ok
2+ (n=27) 0 0 0 1.5 26
3+ (n=4) 0 0 0 0 0
4+ (n=1) 62 62 62 62 62
TAD pés-adsorcio
0 (n=1) 0 0 0 0 0
W (n=12) 0 0 0 0 4
1+ (n=2) 0 0 0 0 0 ok
2+ (n=13) 0 0 0 0 4
3+ (n=5) 0 0 0 0 2
4+ (n="7) 0 0 0 14 62

* P-valor do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (hipétese nula: as amostras vém de distribuicdes com a
mesma medida de tendéncia central). ** Resultados da correlacio de Spearman para a relacio entre MI
versus PC e TAD serido mostrados a frente. NOTAS: aloac= aloanticorpo; autoac= autoanticorpo. Fonte:
Dados da pesquisa.
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b) Discussao

No Grupo 3, observa-se que, das 40 amostras contendo autoanticorpos da classe IgG
investigadas, 9 (22,5%) apresentaram resultado positivo para 0 MMA (MI variando de 1,0 a
62,1%), enquanto 31 (77,5%) apresentaram resultado negativo (MI=0). Entretanto, das
amostras com o MMA positivo, apenas dois apresentaram um MI>5,0%, ou seja, os
autoanticorpos avaliados possuiam importancia clinica. E possivel notar que, na grande maioria

dos casos avaliados, os autoanticorpos ndo apresentaram importancia clinica significativa.

Um estudo alemdo bastante relevante investigou a conduta transfusional em um grupo de 36
pacientes com AHALI ativa por autoanticorpos quentes € em terapia imunossupressora, com o
intuito de minimizar ou mesmo questionar o receio historicamente cultivado em torno da
transfusdo de hemacias em pacientes com esse quadro. Em apenas trés dos 36 pacientes foram
detectados aloanticorpos clinicamente significativos. A transfusdo de hemacias foi
administrada em 32 dos 36 pacientes, sem evidéncias de RTH significativas devido ao
autoanticorpo ou aloanticorpo. Quatro dos 36 pacientes faleceram por ndo receberem transfusao
ou por serem transfundidos com atraso. Os autores concluiram que a incidéncia da
aloimuniza¢do, bem como a ocorréncia de efeitos adversos advindos de RTH sao
desnecessariamente superestimados na AIHA, o que foi apoiado pelo resultados do estudo

(YUREK, et. al., 2015).

Embora o MMA tenha sido classicamente descrito como uma simulacdo in vitro do
comportamento de aloanticorpos antieritrocitarios, esse teste pode ser Util para avaliar a
capacidade dos autoanticorpos antieritrocitarios em mediar a fagocitose extravascular. Dessa
forma, o MMA pode ser empregado na elucidacao de casos tanto para fins diagnosticos quanto

para propositos terapéuticos (CONRADO et. al., 2018).

Das amostras testadas, 15 (37,5%) eram oriundas de pacientes com alguma doenca
hematoldgica (benigna ou maligna), enquanto 25 (62,5%) delas eram de pacientes com outras
condig¢des clinicas diversas. Foi testada a hipotese de que resultados positivos para 0 MMA
estariam associados a amostras de pacientes com doencas hematologicas, por serem quadros
em que o individuo ¢ imunologicamente mais desafiado, seja pela propria doenca, que
proporciona uma quebra da tolerdncia do sistema imunoldgico aos antigenos proprios do

individuo, seja por constituirem um grupo de pacientes com uma maior € mais frequente
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necessidade transfusional. Entretanto, essa associagdo ndo foi estatisticamente comprovada,

para o grupo estudado (p=0.1).

O que vem sendo amplamente discutido por autores da area ¢ que a AHAI ¢ um quadro
considerado raro, podendo estar associada ndo somente a presenca do autoanticorpo, mas a
outras condi¢des como quadros infecciosos, medicamentos, doengas linfoproliferativas, dentre
outras. Entretanto, observa-se elevada frequéncia de deteccdo de autoanticorpos
antieritrocitarios em pacientes nas mais diversas condigdes clinicas, conforme pode ser
observado no grupo estudado, sem necessariamente estarem relacionados a “verdadeira” AHAI
(QUIST & KOEPSELL, 2015; YUREK, et. al., 2015). Dessa forma, fica bastante evidente que
servicos de referéncia necessitam, cada vez mais, de implementarem técnicas que auxiliem na
defini¢do da relevancia clinica desses autoanticorpos, com o proposito de proporcionar

atendimento agil e adequado aos pacientes.

Das amostras testadas, 13 (32,5%) eram provenientes de pacientes que apresentavam
autoanticorpo IgG associados a aloanticorpos, enquanto 27 (67,5%) apresentavam somente o
autoanticorpo. Foi testada a hipdtese de que resultados positivos para o MMA estariam mais
associados a amostras de pacientes com autoanticorpos IgG juntamente a aloanticorpos,
comparando com amostras de pacientes apenas com autoanticorpo. No entanto, foi evidenciada
uma associagdo estatisticamente valida (p=0.02) entre apresentar resultado positivo para o
MMA e amostras com autoanticorpo de pacientes ndo-aloimunizados. Uma possivel
justificativa seria a de que quando o individuo apresenta aloanticorpos associados em sua
amostra, as exigéncias de compatibilizacdo passam a ser ampliadas, inclusive para outros
sistemas de grupos sanguineos, com o intuito profilatico. Dessa forma, as unidades de hemacias
testadas apresentam mais antigenos negativos comparando com o paciente ndo-aloimunizado.

Cabe mencionar que terapias imunossupressoras ndo foram consideradas nessa analise.

DINARDO (2018) teceu um relevante comentario acerca da alta frequéncia de autoanticorpos
entre pacientes aloimunizados, o que langou luz sobre uma questdo importante, mas ainda nao
esclarecida, sobre quao clinicamente relevantes esses autoanticorpos sao apos uma transfusao.
Embora alguns estudos sugiram que esses autoanticorpos sejam benignos, ha relatos de casos
da ocorréncia de hemolise autoimune pds-transfusional grave. Dessa forma, mais estudos sao

necessarios com o intuito de ampliar esse entendimento.
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Das amostras testadas, 18 (45%) apresentaram autoanticorpos IgG juntamente com a presenga
de autoanticorpos da classe IgM, enquanto 22 (55 %) apresentaram somente autoanticorpos IgG.
Foi testada a hipdtese de que resultados positivos para 0 MMA estariam mais associados a
amostras de pacientes com autoanticorpos IgG coexistindo com autoanticorpos da classe IgM,
por uma maior ativagdo das proteinas do complemento pela IgM, o que ampliaria ainda mais a
opsonizagdo das hemdcias por essas proteinas e, consequentemente, aumentaria a fagocitose
das hemacias pelos macrofagos. Entretanto, essa associagdo ndo foi estatisticamente

comprovada (p=0.6), para o grupo estudado.

Das amostras testadas, 18 (45%) eram de pacientes do sexo masculino e 22 (55%) do sexo
feminino. Apesar da maioria dos participantes serem mulheres, foi evidenciada associacao
estatisticamente valida entre resultados positivos para o MMA e ser do sexo masculino
(p=0.02). Uma possivel justificativa pode estar relacionada ao fato de protocolos transfusionais
ampliarem a compatibilizacdo de antigenos negativos em se tratando de mulheres em idade
fértil, no sentido de protegé-las profilaticamente para que ndo produzam aloanticorpos que
possam estar associados a DHPN. Assim, elas estariam imunologicamente mais protegidas

comparando aos homens.

Dentre as mulheres avaliadas no Grupo 3 (n=22), 14 delas (64%) possuiam historico de
gestacdo prévia, enquanto oito (36%) ndo. Nao foi evidenciada associacdo estatisticamente
valida entre resultados positivos para o MMA e gestagdo prévia, para o grupo estudado (P=0.6).

A justificativa do item anterior pode estar também relacionada ao que foi observado nessa etapa.

Ainda com rela¢do ao Grupo 3, dos pacientes avaliados, 16 (40%) deles ja haviam recebido
transfusdo prévia, enquanto 24 (60%) nao. Nao foi evidenciada associagdo estatisticamente
valida entre resultados positivos para 0 MMA e ter recebido transfusdo previamente, para o
grupo estudado (p=0.6). O fato do paciente ja ter recebido transfusdao previamente nao foi um

fator associado a um MMA positivo.

No Grupo 3, buscou-se conhecer, ainda, uma possivel associacdo estatisticamente valida entre
as intensidades de reagdo da PC e do TAD pos-adsor¢do com o MI observado para cada

paciente. A analise relativa a esse objetivo sera mostrada abaixo (item 6.6).
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6.6 Correlacio de Spearman para a relacio entre MI versus TAD e PC

a) Resultados

Sabe-se que a correlagdo de Spearman avalia a relacdo monotdnica entre duas variaveis
continuas ou ordinais. Em uma relagdo monotonica, as varidveis tendem a mudar juntas, mas
ndo necessariamente a uma taxa constante. O coeficiente de correlagdo de Spearman baseia-se
nos valores classificados de cada varidvel, em vez de os dados brutos. No presente estudo a
aplicagdo dessa correlagdo foi particularmente 1til em se tratando das variaveis “PC” e “TAD

pos-adsor¢do”, por serem expressas em intensidade de aglutinagdo (0, W, 1+, 2+, 3+, 4+).

Graficos de dispersao mostram bem a relagdo entre varidveis. Dessa forma, as Figuras 15 ¢ 16
mostram como as variaveis “PC” e “TAD poés-adsor¢ao” se relacionam com a variavel “MI”,
para os trés grupos de pacientes estudados. As Tabelas 21 e 22 mostram a correlacdo de

Spearman entre essas variaveis citadas para os trés grupos.

Figura 15 - Distribuigio da varidvel Prova de Compatibilidade pelo
Monocyte Index, para os trés grupos
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 21 - Correlaciio de Spearman entre Prova de Compatibilidade e
Monocyte Index para os trés grupos

Grupo Coeficiente P-valor
Gl -0.5846128 0.1279986
G2 0.3682555 0.1951377
G3 0.2171228 0.1783736

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 16- Distribuiciio da variavel Teste Direto da Antiglobulina pés-adsorg¢io
pelo Monocyte Index para os trés grupos
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 22 - Correlaciao de Spearman entre Teste Direto da Antiglobulina pés-adsorcio
e Monocyte Index para os trés grupos

Grupo Coeficiente P-valor
Gl 0.2491266 0.5518550
G2 0.3121166 0.2773090
G3 0.2187598 0.1750423

Fonte: Dados da pesquisa.

b) Discussao

No presente estudo, desejava-se investigar se havia associagcdo estatisticamente valida entre
resultados positivos para 0 MMA e a intensidade da PC, para os trés grupos avaliados. A
hipotese testada foi a de que, quanto maior a intensidade de reagdo da PC, maior seria o
resultado do MI para determinada amostra. Entretanto, essa associagdo ndo foi estatisticamente
comprovada, para os trés grupos, conforme mostrado na Tabela 21 (p>0.05). Dessa forma,
conclui-se que ndo ha uma correlagcdo com valor estatistico consistente que comprove a hipotese

levantada. Poucos estudos na literatura exploraram a correlagcdo entre essas variaveis.

Um estudo semelhante que investigou a importancia clinica de aloanticorpos incluiu também
uma etapa que explorou a intensidade de reagcdo dos anticorpos na fase da antiglobulina humana
como uma representagao empirica da quantidade de imunoglobulinas ligadas as hemacias. Os
autores evidenciaram que alguns anticorpos que reagem apenas fracamente (1+) permaneceram

capazes de causar fagocitose maciga de hemécias antigeno-positivas, enquanto outros que
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mostraram uma forte reagdo (3+/4+) nao induziram destruicdo significativa de hemacias. Os
resultados apresentados corroboram os resultados evidenciados no presente estudo, deixando
clara a correlagao fraca entre a intensidade de reacao do anticorpo avaliado sorologicamente e
o seu significado clinico. Assim, a pratica de liberar transfusdo com base no CHM “menos
incompativel” como alternativa a indisponibilidade do CHM compativel deve ser

desencorajada (NOUMSI et. al., 2015).

De forma, semelhante, desejava-se investigar se havia associacdo estatisticamente valida entre
resultados positivos para 0 MMA e a intensidade do TAD pos-adsor¢ao do anticorpo testado,
para os trés grupos avaliados. A hipotese testada foi a de que, quanto maior a intensidade de
reacdo do TAD, maior seria o resultado do MI para determinada amostra. Entretanto, essa
associacdo nao foi estatisticamente comprovada, para os trés grupos, conforme mostrado na
Tabela 22 (p>0.05). Dessa forma, conclui-se que ndo hd uma correlagdo com valor estatistico
consistente que comprove a hipotese levantada. A busca por estudos semelhantes que tenham
explorado essa correlagcao ndo retornou resultados passiveis de comparacao, o que demonstra o

ineditismo da presente investigacao.

6.7 Propostas para integrar o MMA na rotina laboratorial da CIH

Foram elaboradas algumas ag¢des a serem apresentadas a institui¢do como forma de concretizar
a implementacao rotineira do MMA no rol de exames oferecidos pela CIH, de modo a otimizar
o acompanhamento hemoterdpico de pacientes que apresentem alo/autoanticorpos

antieritrocitarios e que necessitem de transfusdes, sem que haja bolsas compativeis:

a) Incluir o POP para a execug¢dao do MMA, que foi elaborado no ambito da pesquisa, no rol dos
documentos institucionais da Diretoria Técnica — Geréncia de Laboratorios - CIH, o que farad

com que o ensaio seja considerado oficialmente integrado aos exames que o laboratorio realiza;

b) Promover o treinamento de mais profissionais (analistas e técnicos) na execucao do MMA,

de forma a ampliar o nimero de pessoas capacitadas para atender a demanda de exames;

c¢) Elaborar uma méscara de laudo para relatar os resultados do MMA (ANEXO B), tendo como

referéncia o laudo que € hoje emitido pela Fundagao Pro-Sangue (SP);
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d) Propor um fluxo de trabalho para os casos indicados a0 MMA. Esse exame, pelas suas
caracteristicas, constitui um teste que devera ser realizado apenas apos a discussao, pela equipe

de trabalho, de critérios como:

o Identificar os casos complexos de pacientes sem CHM compativel;

e Avaliar a urgéncia do caso junto ao servi¢o de origem,;

e Discutir alternativas para obtencao de CHM compativel/ doagdo autdloga, se houver essa
possibilidade;

e Avaliar o historico do paciente com relagdo ao seu quadro clinico/ doenca de base/
transfusdes prévias / exames laboratoriais complementares/ estudo imuno-hematolégico
recentemente executado;

o Identificar o CHF mais indicado para transfusdo: uma aliquota dessa bolsa devera ser testada
pelo MMA, sendo que a mesma bolsa devera permanecer reservada no servigo para o
paciente avaliado;

e Emitir laudo com o resultado do ensaio, orientando o servico de origem quanto ao seu
significado e limitacdes;

e Acompanhar o periodo pds-transfusional dos pacientes que foram transfundidos a partir dos
resultados do MMA, por meio de preenchimento de formulario de acompanhamento pelo
servico de origem (ANEXO C), que devera retornar essas respostas para serem avaliadas

pela equipe de trabalho da CIH.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a complexidade dos casos atendidos pela CIH da Funda¢do Hemominas, bem
como o alcance dessa instituicdo publica de satde, torna-se evidente a necessidade da
implementagao de testes que contribuam ainda mais para o aumento da seguranca transfusional

dos pacientes de Minas Gerais, como foi o caso do MMA.

A parceria entre instituicdes publicas de ensino e de assisténcia a satde permite o
desenvolvimento de projetos de pesquisa e a consequente concretizagdo de melhorias para a

populagdo, como foi o caso do presente estudo.

Além das investigagdes conduzidas em prol do conhecimento acerca da relevancia clinica

transfusional de alo e autoanticorpos antieritrocitarios, este estudo abriu caminho, ainda, para a
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aplicagdo do MMA no contexto obstétrico, explorando o significado clinico de anticorpos na

relacdo feto-materna.

Certamente, os campos de aplicagdo do MMA em servicos de referéncia em imuno-hematologia
sdo ainda mais amplos do que os aqui explorados, o que abre perspectivas para que novas

pesquisas sejam conduzidas, de forma a ampliar ainda mais o conhecimento na area.

8 LIMITACOES DO ESTUDO

As principais limitagdes do presente estudo foram:

a) O niimero reduzido de participantes nos Grupo 1 e 2, o que certamente contribuiu para
diminuir o poder amostral nas andlises estatisticas realizadas;

b) A participacdo das proteinas do complemento (C3b/ C3d) na opsonizagdo das hemacias ndo
foi avaliada e ¢ sabido que a presenga dessas proteinas pode levar a resultados positivos para o
MMA, em especial para um MI até 5,0%;

¢) O uso de terapias imunossupressoras ¢ a defini¢do das subclasses de IgG dos anticorpos
estudados ndo foram explorados neste estudo;

d) Na etapa de validacio do MMA na CIH, ndo foram realizados testes de exatiddo e de
comparagdo entre pares na leitura das ldminas. O primeiro nao foi executado por depender do
suporte de laboratorio externo e de uma logistica de envio de amostras para fora de Minas
Gerais, o que precisara ser melhor definido. J4 o segundo teste nao foi executado porque apenas
a aluna de doutorado e sua Coorientadora possuiam o conhecimento do método. Porém, ainda
ndo foi possivel executar esse comparativo entre as duas profissionais, o que se pretende fazer

em breve.

9 CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que ja foi possivel prestar suporte
transfusional a tempo de contribuir para a realizagcdo de cirurgias criticas em dois pacientes que
apresentavam, respectivamente, um aloanticorpo raro e autoanticorpos, sem a disponibilidade

de CH compativeis.
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O ensaio permitiu, ainda, atendimento hemoterdpico seguro no preparo, para o parto, de
gestante com Doenca Falciforme (DF), polialoimunizada e que apresentava anticorpo cuja
especificidade ndo pode ser determinada nos testes sorologicos de rotina. Soma-se a isso, a
realizagdo de acompanhamento de gestante aloimunizada, empregando-se 0 MMA, no sentido
de contribuir para a elucidagdo do envolvimento de aloanticorpo frequentemente nio associado

a ocorréncia de DHPN.

Por fim, o desenvolvimento do presente estudo na Fundacdo Hemominas permitiu a
implementagdo de um importante teste no ambito institucional, de modo a tornar a CIH
independente de outros servigos e marcando o inicio de novas perspectivas relacionadas ao

acompanhamento hemoterapico e obstétrico de pacientes.

10 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

Avaliacdo da importancia clinica de alo e autoanticorpos em mulheres gestantes,
empregando-se 0 MMA como método auxiliar no campo da obstetricia;

Avaliacdo da estabilidade dos monocitos e da sua capacidade fagocitica, por exemplo, por
métodos de criopreservacao, de modo a otimizar a obtencao dessas células na execucao do
MMA;

Reavaliacdo do volume de sangue total (60mL) utilizado na etapa de isolamento dos
monocitos, de modo a considerar uma possivel reducao desse volume e, dessa forma, propor
até mesmo a obtencdo de monocitos autdlogos de pacientes a serem testados pelo ensaio;
Avaliagao de mais desfechos de pacientes atendidos por meio do MMA, para contribuir na
validagdo local dos valores de referéncia atualmente adotados para o MI;

Avaliagao do papel das proteinas do complemento, associadas ou ndo a anticorpos, na

opsonizagao de hemacias e o impacto sobre os resultados do MMA.

11 RELACAO DA PRODUCAO CIENTIFICA

a) A equipe de pesquisa submeteu resumo no Congresso Virtual HEMOPLAY 2021,
promovido pela Associagdo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular,
intitulado “Validacao do Ensaio da Monocamada de Monocitos na Fundacao Hemominas”
(ANEXO D). O resumo foi apresentado na modalidade de e-pdster durante o evento, que

ocorreu de 27 a 30 de outubro de 2021, além de constar nos anais do congresso.
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b) A equipe de pesquisa submeteu resumo no Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular — HEMO 2022, intitulado “Significado clinico do
aloanticorpo Anti-Ge avaliado pelo Ensaio da Monocamada de Mondécitos em paciente
atendido pela Fundagao Hemominas: relato de caso” (ANEXO E). O resumo foi apresentado
na categoria painel durante o evento, que ocorreu de 26 a 29 de outubro de 2022, além de

constar nos anais do congresso.

¢) A aluna participou como coautora de resumo no Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO 2022, intitulado “Aplicagdo de testes moleculares
para analise de casos complexos em imuno-hematologia na Fundagdo Hemominas”
(ANEXO F). O resumo foi apresentado na categoria painel durante o evento, que ocorreu

de 26 a 29 de outubro de 2022.

d) A equipe submeteu artigo cientifico, na revista britanica Transfusion Medicine, no formato
de Estudo de Caso (Case Study), intitulado “Alloanti-M-induced intrauterine fetal death: the
role of the Monocyte Monolayer Assay in elucidating Haemolytic Disease of the Fetus and
Newborn”. O artigo foi submetido em 25/10/2023 e encontra-se sob revisdo até o presente

momento. (ANEXOS G e H)
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ANEXO B - Proposta de mascara do laudo para emissio de resultado do MMA

FU:ENDAcEng Laudo do Ensaio de Monocamada de Mondcitos (MMA)

HEMOMINAS

Paciente:
IH:

Data de Nascimento:
Mae:
Solicitante:

Servico Solicitante:

Método utilizado: Ensaio de Monocamada de Mondcitos Modificado (MMA)

Material utilizado: Soro ou Plasma.

Resultado obtido:

|:| Presenga de 5% ou mais de mondcitos contendo hemacias fagocitadas ou
aderidas a superficie celular (MI> 5%)

|:| Presenca de menos do que 5% de mondcitos contendo hemacias fagocitadas
ou aderidas a superficie celular (MI<5%)

|:| Auséncia de hemacias no interior dos mondcitos avaliados.

Observacdo: MMA realizado com as hemadcias da bolsa com
prova cruzada positiva em gel Liss/Coombs.

Conclusao:

|:| O anticorpo avaliado apresenta significado clinico.

|:| O anticorpo avaliado ndo apresenta significado clinico.

LUCIANA CAYRES SCHMIDT
CRF-MG: 9196
Responsdvel Laboratdrio de Imuno-
Hematologia

RESPONSAVEL PELA LIBERACAO
Registro no Conselho -
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ANEXO C - Proposta de formulario de acompanhamento de transfusido apés o MMA

T :g: ﬁ ‘%ﬂ Acompanhamento de Pacientes apos liberacao de

FUNDACAO CHM pelo Ensaio da Monocamada de Mondcitos
HEMOMINAS

Por gentileza, preencher os campos abaixo para efeito de acompanhamento dos casos:

Paciente:

Data de nascimento: / /

Atendido por: Hospital

Indicacdo clinica da transfusdo:

CHM testado(s) pelo MMA:

O(a) paciente recebeu o CHM testado pelo MMA? Data da transfusdo:  /  /

Com relagdo ao incremento no valor da hemoglobina apés a transfusdo de CHM, por favor, responder abaixo:
Valor da hemoglobina antes do CHM:
Valor da hemoglobina apés o CHM:

Ha resultados dos seguintes exames antes € ap0Os a transfusdo?

1) Reticulocitos (sim/ ndo):
Se sim, qual o valor dos reticulocitos antes e apoés a transfusdo?

2) LDH e Bilirrubina total/ indireta (sim/ ndo):
Se sim, qual os valores da LDH/ bilirrubinas antes e apds a transfusdo?

3) Hemoglobinuria (sim/ ndo):
Se sim, qual o resultado da pesquisa de hemoglobina na urina antes e apos a transfusdo?

4) Qual o tltimo valor de hemoglobina antes da alta hospitalar?
5) O (a) paciente retornou para nova avaliacdo da hemoglobina apés a alta hospitalar? Se sim, informar
0 valor da hemoglobina e a data da ultima
dosagem.

6) Outras informagdes que julgar necessarias:
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Alloanti-M-induced intrauterine fetal death: the role of the Monocyte Monolayer Assay in elucidating
Haemolytic Disease of the Fetus and Newborn

Mariana Martins Godin'2; Luciana Cayres Schmidt'; Maria Clara Femandes da Silva Malta’;
Luci Maria SantAna Dusse?

' Fundagéo Hemominas, Belo Horizonte, Brazil
# Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil

Running title: The role of MMA in elucidating HDFN induced by Anti-M
This work was supported by Fundagéo Hemominas and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - CNPQ.

Introduction: Haemolytic Disease of the Fetus and Newborn (HDFN) is associated with the
induction of fetal anemia by the action of matemal IgG alloantibodies that cross the placenta
and target fetal red blood cell (RBC) antigens. Usually, the occurrence of this disease is
associated with alloantibodies directed to Rh and K antigens, while severe or fatal cases
involving alloanti-M are being rare. The Monocyte Monolayer Assay (MMA) is a cellular assay
that has been shown to be useful in defining the clinical importance of antibodies.

Case description: A 32-year-old woman experienced the death of her fetus around the 28th
week of pregnancy, due to severe anemia induced by alloanti-M, even after episodes of
intrauterine RBC transfusions. The immunohematological investigation revealed the
presence of two other alloantibodies in the maternal serum. The use of the MMA contributed
to elucidate the case, associating only alloanti-M with the evidenced fatal outcome.

Discussion: The presence of alloanti-M in pregnant women, in principle, is not a concern, as
it is commonly identified as an IgM antibody of natural origin. However, it can also be present
in its IgG isoform of immune origin, being associated with both the destruction of fetal RBC
and the suppression of erythropoiesis. There is still no consensus among professionals for
the monitoring of pregnant women through the fitration of alloanti-M. In this context, MMA
emerges as a useful and promising tool to clarify the unfavorable outcomes observed in

Conclusion: There is a need to broaden the view on the clinical importance of IgG
alloantibodies in pregnant women, directed not only to Rh and K antigens, as well as to
application and improvement of MMA in the understanding of the action of alloantibodies and

Keywords: alloimmunization; anti-M; intrauterine fetal death; monocyte monolayer assay;

Abstract

pregnancies of alloimmunized women.

matemnal-fetal follow-up.

MMA; Haemolytic Disease of the Fetus and Newborn; HDFN.
Introduction

Haemolytic Disease of the Fetus and Newborn (HDFN) is one of
the main consequences of maternal alloimmunization. HDFN
results in the destruction of red blood cells (RBC) or fetal erythroid
precursors by maternal IgG antibodies. IgG cross the placenta and
target paternal antigens genetically inherited by the fetus.' Some
cases can result in severe anemia in the fetus and neonate and
trigger intrauterine fetal death. Anti-D is the alloantibody most
frequently associated with unfavorable clinical conditions, although
the anti-C and anti-K are also associated with significant RBC
destruction and the occurrence of severe anemia in the fetus and
neonate ?

Case reports of severe HDFN associated with alloantibodies
directed to antigens of the MNS system are rare, especially when
it comes to Anti-M alloantibody, usually detected as an IgM
naturally occurring and clinically insignificant. However, there are

Corresponding author: Mariana Martins Godin

Address: Fundagdo Hemominas - Central de Imuno-hematologia
Alameda Ezequiel Dias, 321, Bairro Santa Efigénia, MG, Brazil. Zip Code:
30130-110. Fone: +55 31 37684563/4563 E-mail: marigdn @yahoo.com.br

reports of unusual severe anemia in the fetus and newbom associated
with IgG Anti-M, not only related to fetal hemolysis, but mainly due to
the suppression of erythropoiesis immunologically induced by this
alloantibody.*#

It is estimated that about 9 to 10% of pregnant women with positive
screening for irregular antibodies have the IgM Anti-M alloantibody.**
The coexistence of the 1gG component is not frequent, but when
present, it can be related to the morbidity and mortality observed in
fetuses and newboms. Furthermore, there is still no well-established
consensus in the literature about the critical titer to be considered by
the clinic during the follow-up of pregnant women with IgG Anti-M 346

The Monocyte Monolayer Assay (MMA) is a cellular assay that has
been shown to be useful in helping to understand the involvement of
maternal antibodies in the clinical manifestation of fetal hemolysis.”#

Thus, the present report describes a rare case of intrauterine death
associated with the presence of matemal IgG Anti-M and how MMA
aided to elucidate the case.
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Case description

A 32-year-old Brazilian woman, with no history of transfusion or previous
pregnancy, had a blood sample sent to the immunochematology
reference laboratory of Fundagdo Hemominas — (Central de Imuno-
Hematologia - CIH/ Belo Horizonte/ Minas Gerais/ Brazil), to clarify the
discrepancy between the forward and reverse typing of the ABO
grouping. As interference from alloantibody was suspected in the reverse
test, the Antibody Screening (AS) was performed and the result was
positive. The Antibody Identification (Al) revealed the presence of Anti-
M alloantibody reactive at 37°C and 4°C. AS and Al were carried out by
the column agglutination method, according to the manufacturer's
instructions (BIORAD). Reverse blood grouping was repeated using M-
negative reagent RBC and the patient's ABO/RhD grouping was clarified
as “A/positive”.

About three months later, new samples from this patient were sent to the
same service after a post-spontaneous abortion bleeding around the fith
week of pregnancy, requiring curettage and reporting a positive AS.
Again, the presence of the Anti-M alloantibody in the patient's serum was
confirmed. The fetal loss was not considered to be clinically related to
the presence of that alloantibody in the maternal sample, as it occurred
very early.

Nine months after the abortion, new samples from this patient - now in
the third trimester of her second pregnancy - and from her husband, were
sent to the CIH by a Fetal Medicine Center specialized in monitoring
high-risk pregnant women. Considering the indication for intrauterine
RBC ftransfusion at the 24th week of pregnancy due to signs of severe
fetal anemia, a new Al was requested (results presented below). The
second infrauterine transfusion occurred in the 28th week of pregnancy
and the third in the following week. During the last transfusion, the fetus
presented with bradycardia, not resisting the procedure and evolving to
death.

Maternal and paternal samples were initially submitted to investigation
of the ABO/RhD grouping and extended phenotyping (Table 1).
Maternal sample was submitted to direct antiglobulin test (DAT), which
result was negative, and AS, which result was positive. The Al revealed
the presence of Anti-M in maternal serum, which showed a strong
reaction with M+N- (4+) and M+N+ (3+) RBC. The Al included tests with
selected RCB to exclude the presence of antibodies against antigens
absent in the mother's cells, but present in the father's: °S”, “K", “Jk®" and
"Fy?". The presence of the alloantibodies against these antigens was
excluded with at least 3 RBC M- and positive for these antigens. Paternal
sample was submitted to DAT and AS and both results were negative. It
was not possible fo obtain a fetal sample for investigation. All tests were
performed using the column agglutination method, according to the
manufacturer's instructions (BIORAD). Low-prevalence antigens were
also evaluated in paternal RBC. The phenotypig was performed by using
the column agglutination method (BIORAD) and rare polyspecific sera
(part of the laboratory's human sera collection), since commercial
antisera are not available.

At this stage, Al after the maternal serum treatment with dithiothreitol
reagent (DTT/INLAB®) was performed. Serum treatment with DTT
consisted of incubating equal parts of serum and 0.01M DTT for 1 hour
at 37°C, with homogenization every 10 minutes. Maternal serum
treatment with the DTT reagent confirmed the concomitant presence of
the 1gG and IgM components of the anti-M antibody.

Subsequently, Anti-M in matemnal serum was tifrated using the tube
method as recommended by the American Association of Blood Banks
(AABB, 2020). This test consisted of a saline-indirect antiglobulin test
(Sal-IAT) using the RBC from paternal origin (M+N-), considering that it
was not possible to obtain a sample from the fetus. Serial dilutions of
maternal serum were prepared in saline solution, as well as a 5%
suspension of patemal RBC. The fitration was carried out in two stages:
the first, with matemal serum without treatment with the 0.01M DTT
reagent (semiquantitative evaluation of the antibody titer in relation to the

1gG + IgM components); the second, with maternal serum treated with
the 0.01M DTT (o assess the titer of the IgG component alone). A fiter
of 512 was evidenced for the IgG + IgM components and 256 for the IgG
component of the Anti-M alloantibody.

Additionally, alloantibody IgG subclass analysis was performed. The
patient's serum was previously treated with the DTT reagent fo destroy
the IgM components. Then, the ID-Card “ID-DAT IgG1/1gG3” was used,
according to the manufacturers instructions (BIORAD). The result
revealed that component did not belong to the IgG1 or IgG3 subclasses
(lgG1-/1gG3-).

Aiming to investigate the presence of other alloantibody(s) in the
matemal serum, the process of aloadsorption of the serum tested with
M+N- allogeneic RBC was carried out, for complete removal of the Anti-
M present in the sample. Then, maternal allosorbed serum, free of Anti-
M, was tested against patemal RBC and the result was positive,
suggesting the presence of additional alloantibody. After further
investigation, the presence of Anti-Wr2 (probably from natural origin) was
confirmed in addition to another alloantibody directed fo a low population
prevalence antigen expressed in paternal RBC. However, it was not
possible to conclude the specificity of the last evidenced alloantibody.

For a better understanding of the case, patemal RBC genotyping was
carried out to infer the expression of low incidence antigens (Bloodchip
IDCore*T, PCR-RFLP and PCR-SSP). Furthermore, the paternal RBC
were evaluated for the presence of low-frequency erythrocyte antigens
using serological methods (phenotyping using human serum). Altogether
the results indicated that the father's RBC did not express the Wr?
antigen, nor other low-frequency antigens evaluated (Table 2).

Aiming to clarify the clinical significance of maternal alloantibodies as
possible causative agents of fetal anemia, maternal serum and paternal
RBC were submitted to MMA. The test was performed as already
described in previous studies.”®

Mononuclear cells were isolated and obtained by centrifugation gradient
(Ficoll Paque®), from an aliquot of whole blood in CPDA-1 from a group
‘0" blood donor. After washing the cells 3 times with phosphate-buffered
saline (PBS; pH=T7 4), the mononuclear cells were suspended in RPMI
1640 medium (Merck) and 1mL aliquots were incubated in a cell culture
plate wells (Biofilm®), containing a specific coverslip, for 1 hour at 37°C.
Sensitized RBC were prepared by incubating 300uL of the patient's
serum with 150uL of the tested RBC for 1 hour at 37°C. After incubation,
the RBC were washed 3 times with pre-warmed saline solution at 37°C
and resuspended in RPMI 1640 medium (Merck), and then added to the
monocyte monolayer present on the coverslip, inside the well of the
culture plate, which was incubated for another 1 hour at 37°C. Finally,
coverslips were washed with PBS, fixed and stained with Leishman dye
(Interlab). O/RhD positive RBC, sensitized with Anti-D (lgG), were used
as a positive control (Coombs Control BIORAD) and non-sensitized RBC
from a negative DAT donor as a negative control. The assay was read
using optical microscopy to obtain the Monocyte Index (MI), defined as
the ratio between the number of monocytes with adhered/phagocytosed
RBC and the total number of monocytes counted (200 cells). The
evaluated antibody was considered clinically relevant if the MI was
greater than 5%.7 As a test validation criterion, the positive control
should result in a MI greater than 20% and the negative one in a MI=0.

Considering the complexity of the case and aiming to elucidate the
relationship of the Anti-M alloantibody especially with the second fetal
loss, five different tests were performed using MMA (Table 3).

The first test was performed using matemal serum and allogeneic M-N+
RBC, with the aim of demonstrating an MI equal to zero in the absence
of the “M" antigen, which was observed. Regarding the second test,
MMA was performed with matemal serum and paternal M+N- RBC, in
order to correlate a positive and clinically relevant MI result (MI=48%) to
the expression of the M antigen in the paternal RBC (Figure 1). The third
test consisted of performing MMA with matemal serum and allogeneic
RBC from an M+N- donor, to prove that a positive MI (MI=33%) was
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related to the expression of the M antigen, even when using non-paternal
RBC.

To assess the clinical importance of unidentified alloantibody detected in
maternal plasma, tests 4 and 5 were proposed using MMA. Initially,
aloadsorption of matemal serum with M+N- allogeneic RBC was
performed to completely remove the Anti-M alloantibody from the
sample. Subsequently, an IAT was performed using the aloadsorbed
serum with the paternal RBC and the result was positive. It demonstrated
that there was stil the presence of another alloantibody in the
aloadsorbed serum directed to some paternal antigen.

In MMA test 4, the maternal serum aloadsorbed and the paternal RBC
were used. The Ml obtained was equal to zero, thus ruling out the clinical
relevance of this unidentified alloantibody. Finally, test 5 was performed,
using the same aloadsorbed maternal serum and M+N- allogeneic RBC.
However, these RBC did not express the antigen observed in the
paternal RBC, since the IAT between the aloadsorbed serum and the
allogeneic RBC was negative. MI equal to zero was observed in the
MMA test 5, which demonstrated the total removal of the Anti-M
alloantibody from the maternal sample.

Discussion

In general, the abstetric follow-up of Brazilian pregnant women or those
who intend to become pregnant does not routinely include screening for
imegular antibodies in RhD-positive patients. On the other hand, when
the presence of Anti-D is detected in RhD negative pregnant women, the
follow-up of these patients will include periodic alloantibody fitration,
considering that there are specific prolocols that correlate the detected
titer with the severity of HDFN.' However, for non-D alloantibodies, the
antibody fitration is still insufficient to detect cases that represent a high
risk for HDFN. For these alloantibodies there is no clear evidence of
correlation between titer and the severity of the disease.

At first, the presence of Anti-M alloantibody in pregnant women is not a
concern, as it is commonly identified as an IgM class antibody of natural
origin. However, this alloantibody can also be present in its IgG
component of immune origin. The present case report described how
maternal alloimmunization resulted in severe fetal anemia caused by the
action of Anti-M alloantibody, with fatal outcome in the third trimester of
pregnancy, even with episodes of intrauterine RBC transfusion. It should
be noted that there are few cases involving Anti-M alloantibody reported
in the literature, especially when it results in fetal death

It is known that fetal-maternal hemorrhages can occur spontaneously
from the first trimester of pregnancy, inlensifying during the third
trimester.*'? In the case reported, the patient stated that she had never
been given a blood transfusion. However, she had a previous abortion,
which probably resulted in alloimmunization and, consequently, in the
production of the IgG component of the Anti-M alloantibody.

Maternal Anti-M alloantibody can cause the destruction of mature fetal
RBC that express the M antigen, resulting in HDOFN occurrence.* Above
all, it is well established that the Anti-M alloantibody is mainly related to
the inhibition of the growth of precursor cells of the erythroid lineage.
This can be justified by the fact that glycophorin A (GPA) transmembrane
protein carries the antigenic determinants MN, abundantly expressed in
immature RBC precursors.®

The titration of the matemal Anti-M alloantibody in the evaluated patient
revealed an expressive titer of 256 for its IgG component. The literature
reveals that there is still no consensus about pregnant women monitoring
through the Anti-M titration. It is noteworthy that the data are quite
heterogeneous, since the clinical manifestation of HDFN can be
observed in women with fiters ranging from 1 to 4096, with varied
outcomes4 Even so, some strategies have been proposed for
monitoring pregnant women who have Anti-M (IgG), associating the

titration/variation of the alloantibody titer throughout the pregnancy with
the patient's history and with the performance of specific medical exams
that monitor the HDFN occurrence.®

With regard to the subclass of the IgG component of alloanti-M, it was
expected that such immunoglobulin belonged to the IgG1 or IgG3
subclass, since they are most frequently associated with the hemolytic
action of the antibody * However, the presence of IgG1 and/or IgG3 was
not confirmed, which makes the present case report even more unusual
compared to previously published studies **

Inthe present case, the Al also revealed the presence of anti-Wra (Diego
system) in the matemnal serum. MMA was not performed to evaluate the
clinical importance of this antibody since the paternal RBCs were
phenotyped as Wr(a-), making its involvement in HDFN unlikely. Anti-
Wra is a naturally occurring antibody, whose presence was previously
reported in 3.24% of Brazilian blood donors'".

The application of non-invasive complementary tests aiming to correlate
the action of a specific IgG class antibody with the fetal hemolysis
occurrence in alloimmunized pregnant women is highly desirable. In this
context, MMA appears as an interesting option, as it makes it possible to
determine the clinical importance of anti-erythrocyte antibodies observed
in pregnant women.3,8

In the present Case Study, it was possible to correlate the presence of
the Anti-M alloantibody in the maternal serum to a positive MI (MI>20%)
when tested with positive “M” RBC, especially when the used RBC were
the paternal ones (MI=48%). Through MMA, it was also possible to rule
out the hemolytic role of the second unidentified alloantibody detected in
the mother's sample (MI=0).

An important pioneering North American study investigated the
applicability of MMA as a possible useful and non-invasive test modality
to predict the severity of fetus hemolytic disease, especially when
alloantibodies whose titration does not still correlate well with the HDFN
severity. Larson et al. (1995) proposed a cutoff of 20% for the MI below
which the occurrence of episodes of moderate or severe HDFN was not
observed. These authors point out that new studies are needed in
different populations to consolidate the MMA with this objective. '

The literature review revealed that few studies address the application of
MMA in the maternal-fetal context and that this assay may help in
clarifying the role of IgG class antibodies in HDFN occurrence.
Therefore, the present case constitutes a valuable opportunity to
evaluate in practice the applicability of MMA for resolving cases of HDFN
involving erythrocyte alloantibodies that are generally not associated
with this type of disease, as is the case with anti-M.

The data presented allow us to propose that MMA is a useful and
promising tool to clarify the unfavorable outcomes observed in
pregnancies of alloimmunized women. The routine use of this assay may
contribute to the understanding of cases of HDFN, especially in
fetuses/neonates from couples compatible with respect to ABO and RhD
system, which is extremely desirable for obstefrics, considering that
other alloantibodies may be clinically important

Conclusion

From the evidence presented here, it is clear the need to expand the
view on the dlinical importance of IgG class alloantibodies in pregnant
women, directed not only to the Rh and Kell antigens. Furthermore, the
data presented indicates that MMA is a useful fool in elucidating the
reasons for fetal loss in women alloimmunized with non-anti-D
antibodies. Since it is an assay that can be performed in a laboratory
routine, MMA can reduce the need for invasive and expensive medical
exams for patients and specialized services in fetal medicine. Future
studies will certainly be necessary to further consolidate the insertion of
MMA as an auxiliary test in obstetric care
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Consent

For the publication of this Case Study, both parents consented to
all investigations and subsequent reporting. The Free and
Informed Consent Form was prepared in accordance with
Brazilian legislation that govemns research ethics. The study was
approved by the Fundagdo Hemominas Ethics Committee

Hemominas. The authors would like to thank the entire CIH team for
their commitment during the investigation of this case, also including
the Customer Support Laboratory (BIORAD) and the
Immunohematology Laboratory of Hospital Israelita Albert Einstein
for complementary tests. Also, the authors would like to thank Maria
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Table 1 -Maternal and paternal red blood cell phenotyping
Sample ABO Rh Kell MNS Duffy Kidd P Lutheran
Maternal A CcDEe K- M-N+ Fy(a-b+) Jk(a-b+) NT NT
S-s+
Paternal A CcDee K+k+ M+N- Fy(a+b+) Jk(a+b+) Pi- Lu(a-b+)
Kp(a-b+) S+s+
Note: NT=not tested.
Table 2 -Serological and molecular evaluation of low prevalence antigens in paternal red blood cells
Low prevalence antigens in paternal red blood cells
Dantu- Ny(a-) Hut- Wr(a-) Vw- V-
Di(a-) Yt(b-) Lu(a-) Rb(a-) Bp(a-) VS-
Lw(b-) Sc-2 In(b-) LU-19 Mi(a-) Telc)
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Table 3 - Monocyte Monolayer Assays performed to assist in case elucidation

Test Tested antibody Tested RBC IAT* DAT* MI*** (%)
1 Maternal Anti-M (serum) Allogenic: M-N+ 0 0 0
2 Maternal Anti-M (serum) Paternal: M+N- 4+ 4+ 48
3 Maternal Anti-M (serum) Allogenic: M+N- 4+ 4+ 33
4 Unidentified maternal alloantibody (aloadsorbed serum) Paternal: M+N- 3+ 2+ 0
5 Unidentified maternal alloantibody (aloadsorbed serum) Allogenic: M+N- 0 0 0

Notes: *IAT= Indirect Antiglobulin Test between maternal serum and tested RBC (column agglutination method); **DAT= Direct Antiglobulin Test of the tested RBC
after the adsorption of the evaluated antibody (column agglutination method); ***MI= Monocyte Index expressed in percentage (%).

FIGURE 1 - MMA results. (A) MMA result performed with maternal serum and allogeneic M-N+ RBC: there was no adhered or phagocytosed RBC by

monocytes (MI=0). (B) MMA result performed with maternal serum and paternal M+N- RBC: adhered and phagocytosed RBC by menocytes was observed
(MI=48%)




