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Prefacio

Ter sido convidada para prefaciar um livro sobre imuno-hematologia
voltado para técnicos de laboratério foi muito gratificante, ndo s6 pelo
tema, mas também pelo elevado nivel técnico-cientifico da equipe de
autores, integrantes do quadro de profissionais da Fundagdo Oswaldo
Cruz, institui¢ao reconhecida internacionalmente pela exceléncia de seu
desempenho na pesquisa.

A imuno-hematologia constitui uma especialidade dentro da imu-
nologia. Sua inclusdo de forma mais especifica na formagao de técni-
cos de laboratorio ¢ de grande relevancia para os laboratorios clinicos
e para a medicina transfusional, um segmento da hemoterapia.

A imuno-hematologia é o estudo dos antigenos presentes nas he-
macias (eritrocitos), dos anticorpos a eles correspondentes e de seu
significado clinico. A descoberta dos primeiros grupos sanguineos A,
B e O, em 1901, pelo médico austriaco Karl Landsteiner, foi o marco
entre a era empirica e a era cientifica na histéria da hemoterapia. O
inicio da era cientifica possibilitou a descoberta de outros antigenos de
grupos sanguineos, utilizando-se o método soroldgico para detectar
aglutinagdo direta decorrente da rea¢ao antigeno-anticorpo. Em 1945,
foi descrito por Coombs, Mourant e Race o teste de Coombs, preferen-
cialmente chamado de teste de antiglobulina humana, uma das técnicas
mais importantes usadas no estudo dos grupos sanguineos humanos. O
soro antiglobulina humana é utilizado para detectar anticorpos que nao
causam aglutinagao direta das hemacias, o que revolucionou a sorologia
dos grupos sanguineos, possibilitando a descoberta de anticorpos produ-
zidos por aloimunizagdes decorrentes de transfusao ou gestagao.

Na ultima década, a biologia molecular foi responsavel por mais
um avango, com especial foco no estudo da estrutura e fungao do
material genético e seus produtos de expressao, as proteinas membra-
nares, que geram os antigenos de grupos sanguineos.



A compreensao da imuno-hematologia eritrocitaria depende do
conhecimento multidisciplinar em genética, imunologia e bioquimi-
ca, para apoio basico indispensavel aos laboratdrios de diagndstico e,
principalmente, aos servi¢os de hemoterapia.

A qualidade da imuno-hematologia na execugdo dos exames
imuno-hematoldégicos - como tipagem sanguinea, prova de com-
patibilidade, pesquisa e identificagdo de anticorpos irregulares,
teste direto de antiglobulina humana e fenotipagens — e na correta
utilizagdo do soro antiglobulina humana é fundamental para o
diagndstico da doenca hemolitica perinatal, da anemia hemolitica
autoimune e da conduta transfusional nos transplantes ABO e/ou
Rh incompativeis, contribuindo para a seguranca transfusional.

A importincia da imuno-hematologia para a formacdo de técnicos
de laboratério fez os autores escreverem este livro. E a inclusdo de um
capitulo sobre biosseguranga complementa e contribui para a adogado de
boas praticas de laboratério.

Por causa da minha experiéncia na area de hemoterapia, com én-
fase em imuno-hematologia, e também como docente, contribuindo
na formacio e na capacitacao de profissionais da saude, tenho a sa-
tisfacdo de cumprimentar os autores, que, oportunamente, decidi-
ram preencher esta lacuna, de forma simples e clara, possibilitando o
avanco no conhecimento da imuno-hematologia para a formagao de
técnicos de laboratoério.

Dra. Margarida de Oliveira Pinho

Responsavel pelo Laboratério de Imuno-hematologia
do Servico de Hemoterapia
do Instituto Nacional do Cancer (Inca)



Apresentacao

Este livro é fruto do trabalho coletivo de profissionais de diferentes
unidades da Fiocruz com um mesmo objetivo: o do ensino de quali-
dade para técnicos de laboratorio. Professores da Escola Politécnica de
Saude Joaquim Venéncio (EPSJV), da Escola Nacional de Saude Publi-
ca Sergio Arouca (Ensp), do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), do Institu-
to Fernandes Figueira (IFF) e do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (Ipec) se uniram para elaborar o livro Conceitos bdsicos e apli-
cados em imuno-hematologia, que pretende atender a demanda nacio-
nal dos cursos técnicos na area. Além disso, a presenca no Curso de
Imuno-Hematologia da EPSJV de estudantes provenientes de paises
africanos de lingua portuguesa fortalece a necessidade de uma pro-
dugdo didatica para esses alunos, refor¢cando a cooperagao técnica in-
ternacional firmada entre a Fiocruz e esses paises.

A drea de imuno-hematologia é complexa. Abarca a origem e as
fungdes das células sanguineas e a interacao molecular entre antige-
nos e anticorpos que sao a base para o entendimento de questoes fun-
damentais na pratica do servigo de saude e para a decisdo de trans-
fundir considerando a necessidade do paciente, o risco e o beneficio.
Nessa perspectiva, o livro introduz aos técnicos de laboratorio, por
meio de uma linguagem clara, objetiva e acessivel, conteudos teéricos
para a compreensao das bases da imuno-hematologia basica e aplicada.

Os capitulos 1 e 2 resgatam conceitos basicos de bioquimica, imu-
nologia e hematologia, tais como biossintese dos grupos sanguineos,
caracteristicas das células sanguineas e bases dos testes laboratoriais
em imuno-hematologia eritrocitdria. O capitulo 3 da continuidade a
analise das aplicagdes praticas dos principais antigenos de grupos
sanguineos eritrocitarios — sistemas ABO, Rh e outros -, importan-
tes na hemoterapia, dos principios e fundamentos técnicos da rotina
imuno-hematologica e bases para a sua aplica¢ao aos processos imuno-
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hematolégicos. O capitulo 4 aborda a biosseguranca, apresentando um
panorama geral das normas internacionais, publicadas periodicamente
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), e das normas nacionais,
recomendadas pelo Ministério da Satde, para profissionais da area da
saude, enfocando principalmente agentes e riscos a que estdo expostos
esses trabalhadores.

Este livro pretende preencher uma lacuna na area da producao de li-
vros técnicos, ao atender a demanda do técnico de laboratério especia-
lista na drea de imuno-hematologia por um material direcionado para
o seu trabalho, mas com contetido abrangente e com bastante funda-
mentacao tedrica.

Pela realizagao de mais um sonho, agradecemos a Fiocruz, ins-
tituicdo a qual nos orgulhamos de pertencer, a dire¢cdo da Escola
Politécnica de Saude Joaquim Venancio, que incentivou e apoiou
a produtiva parceria que culminou na produgao deste livro, aos que-
ridos colegas, autores e revisores dos capitulos, responsaveis dire-
tos pela idealizacdo e realizagdo desta obra, a doutora Margarida
Pinho, que gentilmente aceitou o convite para prefaciar esta edi-
¢do, e um agradecimento especial a Josane Ferreira Filho, que secre-
tariou este livro com carinho e eficiéncia.

Maria Beatriz Siqueira Campos de Oliveira
Flavia Coelho Ribeiro
Alexandre Gomes Vizzoni
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Bioquimica eritrocitaria

Elmo Eduardo de Almeida Amaral
Valter Viana de Andrade Neto

Introducao

A membrana plasmatica é importante para a vida da célula, pois,
além de englobar e definir seus limites, ela mantém as diferencas es-
senciais entre os meios intra e extracelular. Podemos definir a mem-
brana plasmatica como um filme muito fino, composto de lipideos
e proteinas que permanecem unidos por interagdes ndo covalentes.

A composi¢do da membrana plasmatica do eritrécito contém
39,5% de proteinas, 35,1% de lipideos e 5,8% de carboidratos — esses
ultimos presentes no lado extracelular da bicamada lipidica.

Os lipideos da membrana plasmatica se arranjam numa camada du-
pla continua, com espessura de aproximadamente 5 nm. Essa bicamada
lipidica é responsavel pela estrutura fluida da membrana e serve como
uma barreira relativamente impermeavel a passagem da maioria das
moléculas hidrossoltveis. As proteinas presentes na bicamada lipidica
atuam como mediadoras para praticamente todas as outras fun¢oes
da membrana, entre elas o transporte de moléculas especificas através da
bicamada lipidica. Também atuam como ligantes estruturais que conec-
tam o citoesqueleto, por meio da bicamada lipidica, tanto a matriz celular
quanto as células adjacentes, servindo como receptores para a detecgdo
e a transdugéo de sinal, fazendo a célula interagir com o ambiente que a
envolve. Quando comparamos a camada interna (camada citosélica) e
a camada externa (camada extracelular) da bicamada lipidica, encontra-
mos diferencas na composi¢ao dos lipideos. Essas diferencas refletem as
varias fun¢des das duas monocamadas da membrana plasmatica.

11



Elmo Eduardo de Almeida Amaral ¢ Valter Viana de Andrade Neto

Todos os lipideos que formam a membrana plasmatica sdo anfipati-
cos (ou anfifilicos), isto é, apresentam uma parte hidrofébica (apolar) e
uma parte hidrofilica (polar). Essa caracteristica anfipdtica dos lipideos
¢ responsavel pela formacdo espontanea da bicamada lipidica em am-
biente aquoso. Isso faz que a por¢ao hidrofilica esteja voltada para a agua,
enquanto a por¢ao hidrofébica esta voltada para o interior.

Existem trés principais classes de lipideos de membrana: os fos-
folipideos, o colesterol e os glicolipideos. Os fosfolipideos sdo os lipi-
deos mais abundantes - representam 60% dos lipideos de membrana.
Eles apresentam uma extremidade polar (cabega polar) e duas caudas
apolares, compostas de hidrocarbonetos. As caudas apolares normal-
mente sdo acidos graxos, que podem apresentar diferentes niimeros
de atomos de carbono, variando assim o seu comprimento. Uma cauda
pode ser insaturada e a outra, saturada. Essas diferencas na saturagio e
no comprimento dos acidos graxos presentes nos fosfolipideos influen-

ciam na fluidez da membrana plasmatica (fig. 1).
Cab/ega polar

(]

Figura 1. Fosfolipideos que compdem a bicamada lipidica.

A membrana plasmatica contém 30% de colesterol. A finalidade
do colesterol na membrana plasmatica é diminuir a permeabilidade da
membrana a pequenas moléculas. Isso acontece porque o colesterol in-
terage com os fosfolipideos presentes na bicamada lipidica: com o seu
anel esteroide rigido e em forma de placa, o colesterol posiciona-se na
bicamada lipidica, interagindo com a cadeia de acido graxo do fosfoli-
pideo e ocasionando a redugdo da sua mobilidade.

Os glicolipideos, que representam 10% dos lipideos da membrana
plasmatica, sao lipideos que contém acucar. Essas moléculas sdo en-
contradas exclusivamente na camada extracelular (camada externa)
da membrana plasmatica. Eles tém como fungao permitir que a célula
interaja com o ambiente extracelular.
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Bioquimica eritrocitaria

Os aminoacidos sao moléculas que tém na sua estrutura um gru-
pamento carboxilico, um grupamento amino e um grupamento R
diferenciado substituinte, todos ligados ao carbono a. A substitui-
¢do do grupamento R faz que existam vinte tipos de aminoacidos.

As proteinas sdo macromoléculas biologicas presentes em todas
as células. Elas possuem grande variedade de fungdes bioldgicas.
Todas as proteinas sdo formadas a partir do mesmo conjunto de vinte
aminoacidos, ligados covalentemente e linearmente, sendo a linea-
ridade da ligagao dos aminodacidos caracteristica de cada proteina.

A maijor parte das proteinas da membrana plasmatica do eritrdcito
pode ser dividida em proteinas periféricas e proteinas integrais. As pro-
teinas periféricas sao proteinas presentes no lado citosolico da bicamada
lipidica que ndo atravessam a membrana plasmatica do eritrécito. Como
exemplo de proteinas periféricas, podemos citar as espectrinas. As pro-
teinas integrais estao inteiramente embebidas na bicamada lipidica. Elas
atravessam a membrana plasmatica e sdo encontradas tanto na por¢ao
extracelular quanto na por¢ao intracelular (camada citosdlica). As pro-
teinas integrais podem atravessar a membrana uma unica vez ou varias
vezes. Chamamos dominio transmembranar cada uma das passagens da
proteina através da membrana. Como exemplo de proteinas integrais,
temos as glicoforinas (fig. 2).

(S

Figura 2. Tipos de proteinas encontradas na membrana plasmatica dos
eritrocitos: em azul, as proteinas periféricas, ligadas a membrana plasmatica
dos eritrocitos apenas em um dos lados da membrana; em verde, as proteinas
integrais, que atravessam toda a bicamada lipidica e podem ser encontradas
nos dois lados da membrana.

De acordo com a sua fungao, as proteinas também podem ser dividi-
das em trés grupos: proteinas estruturais integrais de membrana (ban-
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Elmo Eduardo de Almeida Amaral ¢ Valter Viana de Andrade Neto

da 3 - glicoforina); proteinas do citoesqueleto (banda 4.1 — espectrina,
actina); proteinas de ancoragem (anquirina).

Banda 3 é uma proteina majoritaria integral de membrana presente na
membrana celular dos eritrdcitos. E composta de 911 aminoacidos e apre-
senta de 12 a 14 dominios transmembranares. A regido da proteina vol-
tada para o citosol — chamada dominio citoplasmatico — esta associada a
diversas proteinas. Esse dominio é responsavel pela ancoragem de varias
proteinas, como a anquirina, a proteina 4.2 e proteinas do citoesqueleto.

A banda 3 existe na forma de dimero — duas formas idénticas das
mesmas proteinas unidas — ou na forma de tetramero - quatro ban-
das 3 unidas, formando uma unica proteina.

As glicoforinas A sdo proteinas integrais de membrana que con-
tém um residuo de acido sialico. Os residuos de acido sidlico (fig. 3)
sdo abundantes na membrana plasmatica do eritrécito: 60% da carga
negativa presente na membrana do eritrdcito sio provenientes da pre-
senca do acido sialico. A manutengdo da carga negativa nos eritrdcitos
¢ importante nas interagdes eritrocito—eritrdcito e eritrocito—células
sanguineas, como veremos mais adiante.

HO OH

Figura 3. Estrutura quimica do acido sialico.

A glicoforina A ou sialoglicoproteina é formada por 131 aminoaci-
dos e apresenta apenas um dominio transmembranar. A glicoforina A
esta intimamente ligada a proteina banda 3, que ¢ importante para a
sintese e a estabilidade da glicoforina A.

Apesar de o acido silico presente na glicoforina A ser responsavel
pela carga negativa da membrana plasmatica dos eritrocitos, células
deficientes em glicoforina A nao apresentaram mudangas na carga da
superficie da membrana plasmatica.
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Bioquimica eritrocitaria

O citoesqueleto da membrana plasmatica do eritrécito é formado
por trés proteinas principais: a espectrina, a proteina 4.1 e a actina.
Essas proteinas, presentes no lado citosdlico da bicamada lipidica,
formam uma rede horizontal, essencial na manuten¢do da forma ca-
racteristica da hemacia.

A espectrina é constituida por duas cadeias — as cadeias a e f — que
se unem para formar uma estrutura heterodimérica. Os heterodimeros
ligam-se cabega com cabeca, formando uma estrutura tetramérica. As
extremidades caudais de quatro ou cinco tetrameros estao agrupadas
pela ligacdo com filamentos curtos de actina e com a proteina 4.1. Essa
uniao forma o que chamamos de complexo de jun¢ao. O resultado final
do complexo de jungdo é uma estrutura maleavel, em forma de rede,
que recobre toda a superficie citosdlica da membrana plasmética do eri-
trécito. E essa estrutura que permite as hemdcias suportarem a pressio
quando passam através de capilares muito finos (fig. 4).

O citoesqueleto esta ligado a membrana plasmatica mediante a inte-
ragdo entre proteinas. A anquirina e a proteina 4.2 sdo as responsaveis
por essa interagdo. Essas proteinas ligam a banda 3 ao complexo de
jungdo. Especificamente, a anquirina é uma proteina de ancoragem que
promove a ligagdo da banda 3 com a espectrina. A ligagdo da banda 3
com a espectrina por meio da anquirina também reduz a difusao da
banda 3 pela bicamada lipidica (fig. 4).

# Residuos de carboidratos

3.:;.'/
>
.:' 4 : _ Glicoforina A

Proteina 4.1 Actina Espectrina cadeias ae 3 Actina Proteina 4.1

Figura 4. Estrutura da membrana plasmatica do eritrécito.

Algumas anomalias na forma da membrana plasmatica do eritré-
cito — por exemplo, a esferocitose e a eliptocitose — podem ser decor-
rentes de defeitos nas proteinas que compdem a bicamada lipidica.
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Quadro 1. Anomalias nas formas da membrana plasmatica
do eritrécito ocasionadas por defeito nas proteinas.

Proteina afetada Anormalidade
Anquirina esferocitose

Banda-3 esferocitose

Espectrina esferocitose, eliptocitose
Proteina 4.1 esferocitose, eliptocitose

Outra anomalia da membrana plasmatica observada ¢ a alteracdo na
composicao lipidica causada por anomalias congénitas ou pela mudanga
nos quantitativos de colesterol e fosfolipideos. Por exemplo, o grande au-
mento seletivo do colesterol pode causar a formagao de acantocitos.

1. Caracteristicas bioquimicas da reacao antigeno-anticorpo:
ligagcdes de hidrogénio, forcas eletrostaticas, forcas de van
der Waals e ligacoes hidrofdébicas

Os linfécitos do sistema imune atuam identificando e combatendo
uma ampla quantidade de patogenos; eles se desenvolveram para reco-
nhecer grande numero de diferentes antigenos — ou seja, toda particula
ou molécula capaz de iniciar uma resposta imune -, provenientes de
bactérias, virus e outros organismos causadores de doenga. A resposta
imune especifica é realizada de forma coletiva e coordenada por molé-
culas e células, cada uma das quais realiza uma fungéo. Os linfécitos
B reconhecem os antigenos por intermédio de moléculas de reconhe-
cimento chamadas imunoglobulinas (Ig). Essas proteinas atuam de
forma especifica a uma ampla variedade de antigenos: cada Ig produ-
zida possui especificidade unica. As imunoglobulinas que possuem a
mesma especificidade de antigeno sdo secretadas como anticorpos por
linfocitos B diferenciados ou plasmocitos (linfocitos B ativados). Esses
anticorpos ligam-se ao seu antigeno especifico e representam a princi-
pal func¢ao efetora dos linfocitos B na resposta imune. Os linfocitos B
sdo as unicas células capazes de produzir anticorpos.

A secrecao de anticorpos ¢ ativada pelo contato com algum anti-
geno. As fungoes efetoras dos anticorpos sao desencadeadas quando
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Bioquimica eritrocitaria

ocorre a sua ligagdo com o antigeno especifico. Varios efeitos biologi-
cos dos anticorpos sao conhecidos: neutralizagao do antigeno, opsoniza-
¢do, ativacdo de fatores do complemento, entre outros. A qualidade e a
quantidade de anticorpos produzidos que circulam no nosso sangue ao
final de uma resposta contra determinado antigeno estao reguladas por
um sistema de controle muito elaborado e complexo.

Para entender como ocorre a ligagao antigeno—anticorpo, antes é pre-
ciso analisar a estrutura tipica de uma molécula de anticorpo. Os anticor-
pos sdo moléculas soluveis, secretadas em grande quantidade pelos lin-
fécitos B; tém a forma de um Y (fig. 5). A estrutura do anticorpo permite
que ele exerca duas fungoes: de ligagdo a uma variedade de antigenos e
de ligagdo a um nimero limitado de células e moléculas efetoras. Cada
fungao é exercida por diferentes porgoes da molécula. As extremidades
dos dois bragos do Y variam dependendo da molécula de anticorpo, e
sao designadas regides V - regido amino (N) terminal variavel. Essas ex-
tremidades estdo envolvidas na ligagao ao antigeno, ao passo que a base
do'Y, ou regiao C - regido carboxi (C)-terminal constante —, é conservada
e interage com outras moléculas e células efetoras do sistema imune.
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Figura 5. Estrutura da molécula de anticorpo: CP - cadeia pesada constante;
CL - cadeia leve constante; VP - cadeia pesada variavel;
VL - cadeia leve variavel; S-S - ligagdes dissulfidricas.

17
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A estrutura basica da molécula de imunoglobulina consiste em
quatro cadeias polipeptidicas — no caso da IgG, com cerca de qui-
nhentos aminoacidos — sendo duas cadeias leves (L) e duas cadeias
pesadas (H), unidas por ligacdo covalente - as pontes dissulfidicas -,
formando uma proteina globular. Em cada molécula de imunoglobu-
lina, as duas cadeias pesadas e as duas cadeias leves sdo idénticas, de
modo que uma molécula de anticorpo possui dois sitios de ligacao ao
antigeno. A haste do Y é denominada fragmento Fc (do inglés frag-
ment crystallizable); definida pela estrutura de sua cadeia pesada, ela
é responsavel pela atividade bioldgica (fungao efetora) dos anticorpos.

Diferencas estruturais na regido Fc definem os cinco subtipos
principais, ou classes, de imunoglobulinas: IgM, IgD, IgG, IgE e
IgA. Esses subtipos diferem entre si em tamanho, carga elétrica,
composi¢do de aminoacidos e contetido de carboidratos. Os bragos
das moléculas de imunoglobulina sio denominados fragmentos Fab
(do inglés fragment antigen binding) e constituem a regido de liga-
¢do com o antigeno. As moléculas de imunoglobulina, ou anticorpos,
apresentam diferengas na sequéncia de aminoacidos nas porgoes Fab,
em regides denominadas regides determinantes de complementaridade
(CDRs, do inglés complementary determinig region).

Essas regidoes formam uma superficie complementar para o epito-
po - o sitio ou local de ligagdo do antigeno com o anticorpo. No anti-
geno, o epitopo determina a especificidade do anticorpo, conferindo
atividade especifica nos dominios de ligagao. A diversidade nesses
sitios de ligacdo ao antigeno garante que haja um repertério quase
ilimitado de especificidades de anticorpos. As CDRs determinam a
conformagao dos sitios de ligagdo antigeno—anticorpo.

Os antigenos podem se unir ao anticorpo de diferentes maneiras. A
varia¢do nas sequéncias dos dominios de cadeia variavel do anticorpo
determina a especificidade em relagdo ao antigeno. As regides de cadeia
variavel de um anticorpo sio diferentes para cada molécula de anticorpo,
e essa variacao é concentrada em alguns locais. As regioes localizadas
na sequéncia hipervariavel formam o sitio de ligagao com o antigeno. A
ligacao antigeno-anticorpo é feita de forma reversivel e pode ser entendi-
da como uma intera¢do de macromoléculas com seus ligantes em geral.
O complexo antigeno-anticorpo exibe alto grau de complementaridade
quimica e estrutural, com interagdo das suas superficies.
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O principio béasico da termodindmica na intera¢do antigeno-
anticorpo é o mesmo daquele de uma reagdo de ligantes reversiveis.
A reagdo antigeno-anticorpo obedece ao principio da lei de agdo das
massas. A constante de equilibrio (Keq) mede a afinidade intrinseca
do anticorpo pelo antigeno. A Keq é definida como a concentragao de
ligacao [ac-ag] sobre a concentragao de [ag] e [ac]. Esta é a formula
da constante de equilibrio:

k [ac-ag]

1

K = - = -
e k, [ac] - [ag]

Os anticorpos ligam-se aos antigenos pelo contato, nas CDRs, com
os aminodacidos, porém os detalhes da ligagdo dependem do tamanho
e da forma do antigeno. As cadeias leves e pesadas das CDRs criam um
sitio de ligagdo com o antigeno. As sequéncias das CDRs diferem entre
os anticorpos, assim como as formas criadas por essas CDRs. Como
ideia geral, os anticorpos se unem a ligantes cujas superficies lhes
sejam complementares.

As forgas de ligagdo envolvidas nas interagdes especificas entre anti-
genos e anticorpos nao apresentam ligacao covalente de natureza fisico-
quimica. Essas intera¢des especificas envolvem uma variedade de forcas
e podem ser desfeitas por altas concentracoes de sal, pH extremo, tempe-
ratura, detergente e, algumas vezes, competi¢do com altas concentragdes
do proprio epitopo puro. As for¢as envolvidas nessas condigdes interfe-
rem na interagao antigeno—anticorpo, ocasionando o seu rompimento.

Na figura 6, estao exemplificadas as diferentes forcas envolvidas na
ligagdo antigeno—anticorpo. As forgas eletrostaticas — ligagdo ionica —
podem ser repulsivas ou atrativas, dependendo de sua agao sobre cargas
iguais ou sobre cargas de sinais opostos. Interagoes eletrostaticas entre
antigeno e anticorpo sao resultado da presenga de um ou mais sitios io-
nizados do epitopo. Esses sitios sdo tipicamente formados por grupos
COO~ e NH," ou NH," de aminoécidos de moléculas de antigeno ou an-
ticorpo (nos quais o antigeno é uma proteina ou peptideo), ou similar-
mente, alterando estruturas de carboidratos ou outros antigenos
nao proteicos. Um atomo de hidrogénio compartilhado entre ato-
mos eletronegativos (F, N, O) leva a formagao dasligagdes de hidrogénio.
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Na pratica, o encaixe de ligacoes de H entre epitopo e anticorpo possui
pequena relevancia, porque nem todas as ligacdes de hidrogénio sao
realmente feitas.
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Figura 6. Forcas de interacdo antigeno-anticorpo.

As forcas de van der Waals, ou for¢as eletrodinamicas, sao flutu-
acoes nas nuvens de elétrons em torno de moléculas polarizando de
maneira oposta os atomos vizinhos. Ha uma atragao geral entre todos
os atomos e moléculas que ficam suficientemente perto para que ocorra
a ligagdo. Em solugao aquosa, essas for¢as sao frequentemente atrativas
e representam menos de 10% da interagao total.

As forcas hidrofébicas, ou interagdes atrativas dcido-base, sdo
grupos hidrofébicos interagindo desfavoravelmente com a agua que
tendem a se agrupar para a exclusao de moléculas de agua. A atra-
¢do também envolve forcas de van der Waals.

As forgas de interagdo mencionadas acima contribuem para a liga-
¢do antigeno—anticorpo; a distancia entre as moléculas de antigeno e
as do anticorpo podem alterar as for¢as envolvidas na ligacdo especi-
fica e é importante ferramenta no estudo dessas interagoes.
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As interagdes eletrostaticas ocorrem entre cadeias laterais de aminoa-
cidos carregados. Nas ligacoes de hidrogénio e nas forcas de van der
Waals de menor alcance, também podem ocorrer interagdes entre di-
polos elétricos. Altas concentragdes de sal e pH extremos enfraquecem
as interagdes eletrostaticas e/ou as ligagdes de hidrogénio, rompendo a
ligacao antigeno—anticorpo. Essas duas interagoes, a interagdo eletrosta-
tica entre cadeias laterais com carga e as ligagdes de hidrogénio, possuem
caracteristicas especificas, fortalecendo completamente a interagao.

Para alguns antigenos, as intera¢des hidrofébicas certamente sao as
responsaveis pela maior parte da energia de ligacao. Moléculas de agua
que sdo captadas na interface do antigeno e do anticorpo podem contri-
buir para a ligacdo, especialmente entre residuos de aminoacidos polares.

Interagdes de van der Waals e interagdes hidrofébicas agem sobre
distancias muito pequenas e servem para unir superficies de forma-
tos complementares. A interagao entre essas for¢as depende muito do
anticorpo especifico e do antigeno envolvido. Os anticorpos possuem
muitos aminodcidos aromdticos em seus sitios de ligagdo com o anti-
geno; esses aminoacidos participam principalmente na formagao das
forcas de van der Waals e nas ligagdes hidrofébicas, mas podem tam-
bém formar ligagdes de hidrogénio.

A complementaridade total da superficie tem um papel importante
nas interagdes antigeno—anticorpo, mas ligacdes hidrofébicas e inte-
ragOes eletrostaticas especificas parecem determinar a especificidade
ou a afinidade do anticorpo. As ligagdes antigeno-anticorpo consis-
tem principalmente de forgas eletrostéticas e forcas polares, em todas
as proporgdes possiveis.

As interagdes antigeno—anticorpo, como mencionado anteriormen-
te, dependem de alguns fatores, como especificidade (determinada
pela combinagdo das estruturas reativas do antigeno e do anticorpo),
reversibilidade (determinada pela dissociagdo do complexo antigeno-
anticorpo), equilibrio (determinado pela constante de associagao K do
complexo antigeno-anticorpo), exotermia (liberagdo de calor pelas rea-
¢Oes antigeno-anticorpo), afinidade (forga de atragdo entre o antigeno
e o anticorpo), avidez (for¢a de unido entre o antigeno e o anticorpo).

A membrana dos eritrocitos é formada por proteinas, que sdo sub-
divididas por grupos funcionais e estruturais, e carboidratos, que
podem funcionar como antigenos, estimulando o sistema imune.
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Os anticorpos produzidos se ligam aos componentes da membrana
da hemacia reconhecidos como antigenos. A interagdo antigeno-
anticorpo observada é realizada pelas forcas descritas acima.

As proteinas presentes na membrana eritrocitaria desempenham
diversos papéis, como os de receptoras do complemento 1 (proteina
regulatoria), receptoras de quimiocina e aquaporinas (proteinas que
formam canais para o transporte da dgua), receptoras de adesio,
de banda 3 (proteina que forma canais para anions) e de glicoporina
A e transportadoras de ureia, dentre outros. Algumas proteinas da
membrana eritrocitaria, reconhecidas como antigenos, estido envol-
vidas na formagdo de complexos imunes e na regulacdo do comple-
mento, causando destrui¢do das hemacias — por exemplo, a proteina
receptora de complemento 1 (CR1), importante na aderéncia imune.

Como ja mencionado, banda 3 e glicoporina A (GPA) sdo as duas
proteinas integrais mais abundantes na membrana dos eritrécitos.
Observa-se a producao de anticorpos contra essa proteina das hema-
cias em condicdes fisioldgicas e patologicas.

A produgdo de anticorpos contra os componentes da membrana eri-
trocitaria pode causar anemias hemoliticas. Essa condi¢do, que pode ser
hereditaria ou adquirida, resulta do aumento no ritmo de destrui¢do dos
eritrocitos. Dentre as anemias hemoliticas adquiridas, podemos citar as
autoimunes, aloimunes (reagdes hemoliticas em transfusoes de sangue)
e aquelas associadas ao uso de drogas.

As anemias hemoliticas autoimunes sdo causadas pela produgao
de anticorpos contra proteinas da membrana dos eritrécitos do pro-
prio organismo. Essas proteinas sdo reconhecidas pelos anticorpos
como antigenos, como um corpo estranho, e isso leva, entdo, a des-
trui¢do das hemacias. O autoanticorpo liga-se a estruturas da mem-
brana dos eritrocitos, principalmente da circulagdo periférica. Esses
anticorpos sao principalmente IgM bastante eficientes na fixagdo de
complemento, ocorrendo hemolise extra e intravascular.

As anemias hemoliticas aloimunes sio observadas em reagdes a
transfusdes de sangue, quando os anticorpos produzidos pelo doador
reagem com os eritrocitos do receptor da transfusao. Os anticorpos do
doador reconhecem as estruturas da membrana da hemadcia - protei-
nas, carboidratos etc. — como um antigeno, e isso ocasiona a destruigdo
das hemacias.
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Anemias hemoliticas também podem ser induzidas por alguns
farmacos. A penicilina, por exemplo, pode ligar-se @ membrana dos
eritrdcitos, e dessa forma induzir a produc¢io de anticorpos contra o
complexo penicilina + eritrocito, levando a um quadro de hemolise.

Podemos compreender, entdo, a relevancia do estudo dos antigenos
das hemacias, que fornecem ferramentas importantes para a investiga-
¢do da superficie dos globulos vermelhos e sdo muito uteis como mar-
cadores genéticos na familia e em estudos populacionais e forenses.

2. Potencial zeta

A superficie da célula possui carga elétrica que é principalmente
conferida por sitios terminais das glicoproteinas e dos glicolipideos.
Essa carga é geralmente negativa, e seu grau de negatividade pode va-
riar de acordo com o numero e a carga de ions expressos na superficie.
A membrana plasmatica possui gangliosideos (cerca de 6% ou menos),
os quais sdo glicoesfingolipideos que contém cabegas oligossacaridicas
polares. Essas cabegas carregam uma carga negativa através de seus re-
siduos de dcido sialico. As glicoproteinas de membrana sdo as princi-
pais responsaveis pela carga negativa da superficie celular.

A carga negativa da superficie celular varia nao so6 entre diferentes
tipos de célula, mas também nas diferentes fases do ciclo de desenvol-
vimento de um mesmo tipo de célula. Existe uma correlagdo entre o
estado de maturagdo da célula e a intensidade de liga¢ao de particulas
de ferritina cationizada (FC) a superficie de células hematopoiéticas.
Essa intensidade de ligagdo a FC varia de acordo com a carga de su-
perficie de cada célula. Quanto maior a quantidade de carga negativa
maior sera a ligagdo da FC.

Todas as células da medula 6ssea apresentam ligagdo para a ferri-
tina cationizada na sua superficie. A extensao de ligacdo a particulas
de FC difere de célula para célula e esta relacionada ao estagio de
maturagdo das células de uma dada linhagem. As séries neutrofilica
e mieloblastica possuem moderada ligacdo com a FC, ao passo que pro-
mielocitos e mieldcitos ligam-se apenas minimamente. A ligacao de FC
¢ aumentada sequencialmente em metamielocitos, neutrofilos segmenta-
dos e bastoes. Eosinofilos e mieldcitos eosinofilicos apresentam padrdes
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similares de diferenciacdo de membrana, mostrando afinidade de liga-
cdo semelhante; ja os basofilos apresentam ligacdo mais forte a FC do
que outras células precursoras de granuldcitos. Os linfocitos ligam-se
fortemente a FC, ao passo que os monocitos € seus precursores, apenas
moderadamente. A intensidade de ligacao de células nucleadas eritro-
citarias ¢ semelhante a dos linfocitos. A intensidade de ligagcdo dos
pro-eritroblastos e normoblastos a FC ¢ idéntica no inicio, mas vai au-
mentando na fase final dos normoblastos e diminuindo em seguida nos
reticulocitos e eritrocitos maduros.

Essa propriedade de superficie, de ligagao e afinidade pela ferriti-
na cationizada, que esta diretamente relacionada com a interagao célula-
célula ou célula-substrato, é também conhecida como tensdo super-
ficial. Ela resulta, principalmente, da exposi¢ao superficial de segmentos
moleculares hidrofébicos (aminoacidos hidrofébicos) de glicoproteinas.
As hemacias comportam-se como particulas eletronegativas, e os grupos
carboxilicos (COOH") das sialoglicoproteinas integrantes da membrana
eritrocitaria sdo os maiores responsaveis pela eletronegatividade.

Como cargas iguais se repelem, os eritrécitos em suspensao per-
manecem separados uns dos outros em meio salino. Os eletrolitos
contidos no meio envolvem cada hemacia como uma nuvem de ions
positivos que se torna menos densa a medida que se distancia do glo-
bulo. Na figura 7, observamos a representacdo esquematica do eritro-
cito em solugao fisioldgica.

cr

€r

€r
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Hs"
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Figura 7. Eritrocito em solucéo fisiologica (NaCl 0,85%).
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A diferenca de potencial entre a nuvem de cations atraidos pelas
cargas elétricas negativas da membrana eritrocitaria e o meio é cha-
mada de potencial zeta. O potencial zeta é a medida da interacdo das
forcas de atragdo de van der Waals e as forgas eletrostaticas, ou seja,
¢ a medida do potencial elétrico que circunda as particulas em sus-
pensao de um coloide. Quanto maior é o potencial zeta mais estavel é
um coloide, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras,
e essa forga supera a tendéncia natural a agregacao, o que significa
menor agrega¢do e menor coagulagao.

O potencial zeta se reduz a partir da superficie da particula e se torna
zero onde a concentragdo de cargas elétricas € igual. O potencial zeta au-
menta a medida que diminui a distancia em relacdo a superficie da par-
ticula, e a sua reducao se consegue pelo ajuste do pH proximo do ponto
isoelétrico. O ponto isoelétrico é o valor de pH em que uma molécula -
por exemplo, um aminoacido ou uma proteina - apresenta carga elétrica
igual a 0, ou seja, um pH no qual ha equilibrio entre as cargas negativas
e positivas dos grupamentos ionicos. O potencial zeta pode ser reduzi-
do pela adi¢éo de ions ou coloides com carga oposta ao sistema coloidal.
Quanto o potencial zeta se aproxima de zero (perto do ponto isoelétrico),
o sistema esta menos estavel, podendo ocorrer a coagulagdo; quanto maior
a diferenca de potencial, mais estavel é o sistema.

O sangue é um exemplo de coloide biologico sujeito ao potencial
zeta. Se o potencial zeta estiver baixo, pode haver agregacdo eritro-
citaria, alteragdo no fluxo nos vasos sanguineos e até trombose. Os
sistemas coloidais (como o sangue) sdo mantidos estaveis por meio
de uma pequena carga elétrica que conserva as particulas afastadas
umas das outras. Essa carga elétrica gera uma diferenca de potencial
na superficie das particulas coloidais.

Por terem grande quantidade de dcido N-acetilneuraminico e
outros grupos carregados negativamente ancorados na superficie de
outras glicoproteinas de membrana, os eritrdcitos possuem carga ne-
gativa elevada, ou seja, um potencial zeta elevado.

O potencial zeta pode ser determinado experimentalmente e, como
reflete a carga efetiva nas particulas, correlaciona-se com a repulsao ele-
trostatica entre as cargas e com a estabilidade da suspensao. Determi-
nando-se o potencial zeta, é possivel estimar a carga de superficie de
particulas como as hemacias. Algumas técnicas utilizadas atualmen-
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te para medir o potencial zeta sdo eletroforese, eletro-osmose, poten-
cial de esgotamento e potencial de sedimentagao.

A eletroforese ¢ a técnica mais utilizada para medir o potencial
zeta. Ela consiste da medigdo da mobilidade eletroforética das par-
ticulas carregadas em uma suspensdo aquosa (as particulas eletrica-
mente carregadas movimentam-se sob a agdo de um campo elétri-
co aplicado). Quando um campo elétrico ¢ aplicado através de um
eletrdlito, particulas carregadas em suspensao sdo atraidas para o
campo de carga oposta. A velocidade da particula no campo ¢ de-
finida como mobilidade eletroforética, que ¢ a relacdo entre a velo-
cidade da particula e o campo elétrico aplicado, e é convertida em
potencial zeta, a partir da equacdo de Helmholtz-Smoluchowski.
Quanto maior a carga superficial, maior serd a velocidade com que as
particulas se deslocam em diregao aos eletrodos de carga. O poten-
cial zeta, que esta relacionado com a forca de repulsdo entre as he-
macias, pode ser calculado através da seguinte formula, desenvolvida
por Pollack:

4
7=—"'__
Dyu,

Z = potencial zeta

y = eletronegatividade da hemdcia
D = constante dielétrica do meio
p = forca idnica do meio.

onde:

O potencial zeta de um sistema pode ser modificado de duas maneiras:

1) Redugao da carga elétrica das hemacias (y), que pode ser obtida:
por fixa¢ao de anticorpos — como os epitopos dos anticorpos
sao carregados positivamente, quando se fixam a membrana
eritrocitaria neutralizam as cargas dos antigenos especificos,
reduzindo o potencial zeta; ou por tratamento enzimatico — a
adigdo de enzimas proteoliticas, como a tripsina, remove frag-
mentos de proteinas da membrana, clivando glicoproteinas
da superficie celular e diminuindo a carga negativa da mem-
brana plasmatica dos eritrocitos.
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2) Variagdo da composi¢cdo do meio: pela adicdo de substancias
macromoleculares — como albumina bovina, polietilenoglicol
(PEG), polibreno - que alteram a constante dielétrica do meio
(D) (quanto maior a constante dielétrica do meio, menor sera
o potencial zeta e, consequentemente, maior sera a sensibiliza-
¢do/aglutinagao das hemacias);

3) Modificagao da for¢a idnica (), utilizando-se, por exemplo,
solucdo de baixa forca ionica.

Outros fatores podem modificar o valor do potencial zeta: pH -
modifica a constante de equilibrio; temperatura; exposicdo aguda ao
frio — alteragdes no potencial zeta na membrana dos eritrdcitos sao ob-
servadas durante a exposi¢io ao frio, podendo ocorrer a prevengio da
agregacao eritrocitaria; concentragao de sais; concentragao de fons; efeito
do palmitato, modificando o potencial de membrana do eritrocito, dentre
outros. Medicamentos, como a vancomicina, um antibidtico policati6-
nico que pode causar agregacao espontanea nos eritrocitos por causa da
diminuicdo do potencial zeta, também podem influenciar na agrega-
¢a0 das hemacias.

Grande parte das doengas, como a hipertensao arterial, a doenga
obstrutiva coronariana, a diabetes e algumas infec¢des, apresenta au-
mento de agregacdo eritrocitaria, portanto potencial zeta diminuido.

Evidéncias quantitativas e qualitativas mostram alteracao de
proteinas da membrana dos eritrdcitos em pacientes com diabe-
tes. A diabetes mellitus tipo 2 é uma sindrome responsavel pelo
desenvolvimento de aterosclerose e doencgas cardiacas. Evidéncias
mostram que a diabetes ¢ uma desordem de estresse oxidativo que
produz espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxy-
gen species), contribuindo para o inicio e a progressao de ateros-
clerose e outras complicagdes. A hiperglicemia observada nesses
pacientes induz um estresse oxidativo que provoca alteracdo nas
propriedades dinamicas e eletrocinéticas das hemacias. O poten-
cial zeta pode ser utilizado para o diagnéstico de doengas hemoliticas
e para estudos de permeabilidade da membrana e de alteragdes que
levam a destruigdo de eritrocitos. Por causa da alteracdo no com-
portamento dinamico e eletrocinético da bicamada lipidica dos
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eritrocitos, levando a alteragao no potencial zeta, e que resulta da
hiperglicemia dos pacientes com diabetes, o potencial zeta pode ser
usado como marcador para o diagndstico de doenca cardiovascular
em pacientes diabéticos.

Pacientes que sao homozigotos para hemoglobina CC, ou seja, por-
tadores de hemoglobinopatia C, causada pela substitui¢do de acido
glutamico por lisina da cadeia p da hemoglobina, e que apresentam
cristais nos eritrdcitos e uma leve anemia hemolitica tém alteracdo
na estrutura da membrana e na carga de superficie dos eritrocitos.
Para avaliar essas alteragdes, foi utilizado um ensaio de mobilidade
eletroforética para determinar o potencial zeta de eritrdcitos normais
(AA) e de eritrdcitos portadores da hemogloblina CC. Foram obser-
vadas diferengas nas suas estruturas de membrana associadas a altera-
¢oes da fisiologia de células inteiras. Nos eritrocitos com hemoglobina
CC, existe uma mudanca na for¢a repulsiva das hemacias como re-
sultado da reducao no potencial zeta. Essa diferenga no potencial zeta
pode ser reflexo da associagdo de proteinas do plasma nas membranas
desses eritrdcitos.

Enzimas proteoliticas sdo utilizadas com frequéncia na sorologia
para identificacdo de grupos sanguineos. O tratamento com essas enzi-
mas permite que o eritrdcito se torne aglutinavel por anticorpo que nao
consegue efetuar a aglutinagdo em eritrdcitos normais. Muitos estudos
tém sido realizados para explicar esse mecanismo pela interferéncia do
potencial zeta. O fenomeno da nao aglutinagao dos eritrécitos com deter-
minados anticorpos é causado pela reducao do potencial zeta das células
vermelhas do sangue.

A neuraminidase, enzima que remove o acido N-acetilneuraminico
ou o acido sialico, causa a redugdo da carga de superficie da membrana
dos eritrdcitos. Essa remogao do dcido sidlico permite que os eritrdci-
tos possam ser aglutinados por algumas substancias — como o dextran,
um polissacarideo natural. Em eritrocitos nao tratados com a enzima
neuraminidase, o dextran promove o aumento do potencial zeta, pro-
vavelmente por causa da diminui¢ao da forga idnica, provocando a
desagregacao desses eritrocitos. Esse resultado demonstraaimportancia
do acido sialico e do potencial zeta para a manutengdo da homeostasia
das células sanguineas e como as alteragdes nos eritrocitos podem afetar
a aglutinagao.
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O potencial zeta é um fendmeno fundamental, com importante
implicagdo na estabilidade dos coloides existentes na natureza. Quan-
to maior o valor absoluto de potencial zeta, maior a probabilidades de
que a suspensdo seja estavel, pois as particulas carregadas se repelem e
essa forca supera a tendéncia natural de agregacao. O potencial zeta esta
presente no sangue, mantendo o equilibrio do meio e controlando a
agregacdo e a coagulagio sanguineas.
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Este capitulo objetiva dar subsidios aos estudantes para o enten-
dimento de algumas associagdes da imuno-hematologia com outras
areas, como a imunologia e a hematologia. Para isso, é necessario des-
crever determinados mecanismos imunoldgicos e, também, conceitos
hematolégicos, mostrando os aspectos mais importantes dessas areas.
Este capitulo permite que o aluno compreenda os conceitos basicos
da imuno-hematologia sem o auxilio de bibliografia suplementar.

A hematologia ¢ uma drea da ciéncia que estuda as células san-
guineas (hemacias, leucécitos e plaquetas), assim como a hemostasia.
Essas células encontram-se imersas no plasma, liquido constituido
basicamente de agua, sais minerais, lipideos, glicideos e proteinas
que formam o sangue. Apos sofrer coagulacdo, o plasma passa a ser
representado pelo soro e pelo coagulo. O soro apresenta composigao
menos rica que a do plasma, pois, ao ser formado, o codgulo incorpo-
ra e consome algumas substancias. O enfoque da hematologia neste
capitulo sera o estudo dos eritrdcitos, incluindo a eritropoese, a estru-
tura, a funcéo e as alteragdes morfoldgicas dessas células.

A imunologia ¢ a drea da ciéncia que estuda os mecanismos imu-
nolégicos relacionados as células e as moléculas do sistema imune. O
enfoque neste capitulo sera o de introduzir as reagdes imunoldgicas
(hipersensibilidade, autoimunidade e agdo do sistema complemento)
aos antigenos eritrocitarios.

35



Paulo Roberto S. Stephens ¢ Flavia C. Ribeiro ¢ Valmir L. da Silva * Marcos Antonio P. Marques

1. Hematologia

1.1 A eritropoese

A eritropoese ¢ o processo pelo qual os eritrdcitos se formam, ama-
durecem e passam a fazer parte do sangue circulante. Esse processo
ocorre, no individuo adulto, na medula éssea vermelha dos ossos longos
e chatos por intermédio da linhagem eritroblastica. Nos fetos e em ane-
mias graves, esse processo pode ocorrer no figado e no bago. A formagéo
dessas células é um processo continuo, por causa da necessidade dia-
ria de reposi¢do das hemdcias que compensa a destruicéo fisiologica e
ndo fisioldgica delas. A regulagao da eritropoese se da pelo hormonio
eritropoetina, produzido principalmente pelas células renais peritu-
bulares. A sintese desse hormonio é determinada pela quantidade de
oxigénio nos tecidos, e também pode ser estimulada por outros hormo-
nios, como o hormonio estimulante da tireoide (TSH, do inglés thyroid-
stimulating hormone). Em regides onde existe baixa tensdo de oxigénio,
como em altitudes elevadas, ocorre um estimulo para que a produgio
de hemacias seja aumentada que ocasiona um maior transporte de oxi-
génio para os tecidos. Na figura 1, é possivel observar a relagdo entre a
produgio de hemdcias, o transporte de O, e a produgdo de eritropoetina.

Nivel de oxigénio Estimulo: hipoxia devido a diminuigao da
do sangue normal contagem de glébulos vermelhos, diminuicao

dadisponibilidade de O, para o sangue, ou
aumento das demandas de tecido para O,

Aumento da capacidade
de transporte
de O, no sangue
Reduz os niveis
de oxigénio no sangue

Eritropoetina estimula
a medula 6ssea

Rins (e em menor
, quantidade o figado)
liberam eritropoetina

Figura 1. Correlagado entre a producdo de hemdcias, o transporte
de O, e a produgao de eritropoetina.
FonTe: Reproduzido de Teva, Fernandez e Silva, 2009.
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Os diferentes estagios de desenvolvimento da linhagem eritroci-
taria sdo caracterizados por alteragdes nucleares e citoplasmaticas.
A medula 6ssea vermelha esta envolvida nas seguintes atividades:
produc¢ao, maturag¢ao, reserva, amadurecimento, estoque e libera-
¢do de células. Essas atividades nos permitem compreender melhor
o processo de formacgéo celular para sua reposi¢ao no sangue peri-
férico, podendo também ser aplicada a linhagem mieloide. Desse
modo, é possivel observar na medula éssea nitidamente as trés eta-
pas fundamentais no desenvolvimento da eritropoese: diminuigdo
do tamanho celular, perda da basofilia citoplasmatica e picnose
nuclear, e sua posterior expulsdo, ainda na fase de eritroblasto orto-
cromético. A medida que a célula se desenvolve, ela passa por todas
essas etapas até ser liberada na circulagao.

O reticuldcito, célula precursora dos eritrécitos, amadurece ainda
na medula dssea. Essas células sao encontradas no sangue periféri-
co na proporgao de até 1,5%, sendo de extrema importincia para a
avaliagao terapéutica da anemia, pois sinalizam o comportamento da
medula 6ssea do paciente ante a terapéutica utilizada. Abaixo sao des-
critas as principais células que representam as fases de diferenciagdo
do eritrocito, com as suas respectivas caracteristicas basicas.

a) Hemocitoblasto

Apresenta um didmetro superior a 140 y, com citoplasma basofilico.
O nucleo celular, que tem cromatina fina e delicada, encontra-se bem
no centro da célula; o nicleo pode apresentar de dois a trés nucléolos
bem visiveis. Os hemocitoblastos apresentam ribossomos em sua estrutu-
ra citoplasmatica; estao presentes na medula na porcentagem de 0,5 a 1%.

b) Pro-eritroblasto

Apresenta contorno irregular com proeminéncias, citoplasma ba-
sofilico e nicleo com membrana fina e delicada, contendo geralmente
dois nucléolos, que podem estar muito ou pouco visiveis.

¢) Eritroblasto baséfilo

Essas células tém citoplasma basoéfilo e com cromatina mais con-
densada, sem a presenca de nucléolos visiveis. Apresentam uma area
esbranquicada, perinuclear, como resultado do inicio da condensa¢ao
da cromatina nuclear.
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d) Eritroblasto policromatéfilo

Célula menor que a sua precursora, possui cromatina mais conden-
sada. O citoplasma apresenta cor acinzentada caracteristica, em decor-
réncia do inicio do processo de hemoglobinizacgao da célula.

e) Eritroblasto ortocromatico

Apresenta cromatina condensada, sendo que, nessa fase, o nucleo
se desloca em direcao a membrana citoplasmatica. As contragdes e
ondulagdes do citoplasma levam a extrusdo do nucleo. O citoplasma
¢ aciddfilo, por causa da presenca da hemoglobina.

f) Reticuldcito

Nesse estagio, a célula ainda permanece de um a dois dias na me-
dula dssea antes de migrar para o sangue. A identificagdo dessa célula
requer o emprego do corante azul de cresil brilhante, que a torna azula-
da, como resultado da presenca dos fragmentos de RNA que se coram,
exibindo o aspecto de reticulo filamentoso. Nessa fase, algumas células
ja circulam no sangue periférico, recebendo o nome de eritrocitos poli-
cromatofilos, que sdo maiores que os eritrocitos maduros.

g) Eritrdcito ou hemacia

A perda dos residuos nucleares e a redu¢do do tamanho dos reticulé-
citos caracterizam os eritrocitos. Em mamiferos, apresentam forma de
discos biconcavos anucleados. A coloragao vermelha é conferida pela he-
moglobina, que ocupa um ter¢o do volume da célula. A principal carac-
teristica fisioldgica dos eritrécitos ¢ a maleabilidade, ou deformabilidade,
que facilita a sua passagem pelos capilares. Na circulagdo, essas células
sdo vidveis por um periodo médio de 120 dias. Apds a perda da malea-
bilidade, os eritrdcitos sdo retirados da circulagao e levados para o bago,
onde ocorre a hemocateresel.!

E importante ressaltar que os eritrécitos podem sofrer alteracoes
fisiologicas e morfolégicas durante a sua producdo. As alteragdes
morfologicas podem ser agrupadas em trés grandes grupos:

« anisocitose: altera¢do no tamanho da hemacia, que pode ser mi-
crocitica, normocitica ou macrocitica;

! Destruigdo das hemadcias por células fagociticas.
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 anisocromasia: alteragdo na cor da hemacia, de acordo com a
carga de hemoglobina, podendo ser hipocrémica, normocro-
mica ou hipercrémica;

« poiquilocitose: altera¢ao na forma da hemacia, que pode apre-
sentar forma de foice, na anemia falciforme, dacridcitos, esto-
matdcitos etc.

1.2 Estrutura do eritrocito

Os eritrdcitos sdo células biconcavas, com diametro médio de 7,2 p
e com vida média de 120 dias. Essas células encontram-se no sangue de
um individuo adulto normal na quantidade de 4,5 a 6,5 x 105/mm?; essa
quantidade varia segundo o género: a mulher apresenta quantidade me-
nor de eritrocitos.

Os eritrocitos sdo responsaveis pelo transporte de gases respirato-
rios, como o oxigénio (O,) e o gds carbonico (CO,). Para o transporte
desses gases, o eritrdcito carreia O, dos alvéolos pulmonares para os
tecidos. Nesse local, o CO, ¢ captado e levado aos alvéolos, a fim de
que ocorra a troca gasosa.

O principal componente do eritrdcito é a hemoglobina (Hb), que
¢ responsavel pela cor vermelha do sangue por causa da presenga
do ferro (Fe) e tem peso molecular aproximado de 64.500 Da. A
produgdo de hemoglobina ¢ iniciada na medula dssea, na fase de
eritroblasto policromatico. Nesse processo, ¢ utilizado o ferro cap-
tado da circula¢do, obtido por meio da alimentagdo. A molécula de
hemoglobina é composta de globina — uma proteina com dois pares
de cadeia de aminoacidos, chamadas a e B, e quatro grupos heme,
os quais apresentam um atomo de ferro cada um. O grupo heme, uma
porfirina,? contém um atomo de ferro no estado ferroso (Fe 2+), locali-
zado no centro da molécula, e é sintetizado em todas as células do orga-
nismo. A maior porcentagem de Hb de um individuo adulto normal
¢ a Hb-A, que apresenta as caracteristicas ja mencionadas. Apenas
aproximadamente 2% das hemoglobinas sdo do tipo A,. Essa hemo-

* Classe de moléculas organicas formadas por quatro anéis pirrolicos, que geralmente
albergam no centro um fon metalico, como o ferro.
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globina tem quatro pares de cadeias polipeptidicas, sendo duas do
tipo alfa e duas do tipo delta. Outro tipo de hemoglobina ¢ a do tipo
F, presente durante a vida fetal até aproximadamente um ano de vida e
que também possui quatro pares de cadeias polipeptidicas, sendo duas
do tipo alfa e duas do tipo gama. Essa hemoglobina possui maior afi-
nidade pelo O, do que os outros tipos de hemoglobina, e permite mais
captagdo do O, pelo feto.

Estudos cientificos acerca das hemoglobinas descreveram dezenas
de moléculas com estrutura alterada, sendo que em aproximadamente
10% desses casos foram observadas, como resultado, altera¢des funcio-
nais e clinicas no individuo. As alteragdes genéticas no cromossomo 11
ocorrem devido a presenca das Hb-SS ou Hb-AS, que acarretam, res-
pectivamente, a anemia falciforme ou tragos dessa doenga, por causa
das alteracoes dos eritrdcitos.

As alteracoes na molécula de globina também podem levar a anemias,
como ¢ o caso das talassemias (anemia de Cooley). A doenga, que ocorre
predominantemente em popula¢des do Mediterraneo, Africa e Asia,
¢ decorrente das modificagdes nas cadeias alfa e beta que constituem a
globina. Como resultado, observa-se o surgimento de globina com pig-
mentagdo e fungoes alteradas.

A associa¢do do CO, com a hemoglobina forma um complexo cha-
mado carboxi-hemoglobina, que impede a ligagao do ferro com o oxi-
génio. No entanto, desde que haja disponibilidade adequada de oxigénio
para o individuo respirar, essa reagdo é reversivel. Nesse caso, cada molé-
cula de O, se liga a um dtomo de ferro presente em cada grupo heme da
hemoglobina, formando o complexo chamado oxi-hemoglobina.

Para a liberagao do oxigénio, é necessario o cofator 2-3 difosfogli-
cerato (2,3-DPQ), encontrado no interior dos eritrocitos, que altera a
hemoglobina geometricamente, tornando-a deoxi-hemoglobina. Esse
cofator tem potencial de reduzir a forca de ligagdo entre o oxigénio e a
hemoglobina, permitindo a liberagdao desse gas para os tecidos.

Um importante fator que influencia a captagdo do oxigénio é a pres-
sdo atmosférica, pois, a medida que ela diminui, ocorre menor libera-
¢do de oxigénio para os tecidos. Dessa forma, o organismo produz mais
2,3-DPG a fim de compensar a baixa pressdo de O, (hipdxia).

40



Hematologia e imunologia aplicadas em imuno-hematologia

1.3 Antigenos da membrana eritrocitéria

Os aglutinogénios eritrocitarios sio estruturas macromoleculares
que podem ser de natureza proteica, glicidica ou glicoproteica. Loca-
lizados na superficie da membrana, possuem fungdes fisioldgicas es-
pecificas, podendo atuar na estrutura celular e no transporte — como
as moléculas de adesdo com a¢io enzimatica.

Na fungao estrutural, podemos citar as glicoforinas, que sdo protei-
nas altamente glicosiladas, importantes na manutengdo da carga ne-
gativa do glicocalix. A interac¢do da glicoforina com a fosfoproteina
da membrana eritrocitaria, juntamente com o complexo espectrina-
actina (proteinas estruturais), desempenha papel importante na ma-
nutenc¢ao da forma celular e na estabilidade da membrana.

Uma alteragao quantitativa dessas proteinas resulta na caracteris-
tica diminui¢do da estabilidade da membrana, o que leva a alteragao
na forma discoide das hemacias, formando-se eliptécitos (fig. 2) em
graus variados na poiquilocitose.

Outra proteina de importéncia é a banda 3, que funciona como
ponto de ancoragem para o citoesqueleto da membrana, median-
te a interagdo com a anquirina. Determinados residuos da banda
3 sdo cofacilitadores dos eritrdcitos na retirada de gas carbdnico
dos tecidos, subsequentemente liberando oxigénio nos pulmoes
por meio da anidrase carbonica. Apresenta também trés intera-
¢Oes com a glicoforina as quais sugerem que sua presenga ou au-
séncia pode alterar a eficicia do transporte de 4nions. Uma das
fun¢des mais importantes esta associada a atividade hemocateré-
tica, quando a proteina banda 3 liga-se a residuos desnaturados de
hemoglobina, formando agregados que geram epitopos na super-
ficie eritrocitaria e podem ser reconhecidos por autoanticorpos da
classe IgG, que promovem a sua remogao da circula¢do sanguinea.

Dentre as alteragdes mais conhecidas da forma (poiquilocitose),
estdo a esferocitose e a estomatocitose (fig. 3), que sdo alteragdes cau-
sadas pela interagdo da anquirina e da banda 3 com o complexo pro-
teico Rh; por causa dessa interagao, individuos com fenétipo nulo
podem ter uma sindrome caracterizada por anemia hemolitica croni-
ca, de intensidade variavel, cujo resultado é o aumento da fragilidade
osmotica e anormalidades na morfologia dos eritrocitos.
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Na acantocitose, a auséncia da proteina Xk, chamada de fenoti-
po McLeod, é caracterizada pela associagdo de acantocitose, distrofia
muscular e cardiopatia. Nos eritrocitos, a proteina Xk estd ligada a gli-
coproteina Kell por uma ponte de dissulfeto, formando um complexo
que afeta suas expressoes reciprocamente.

2. Imunologia

2.1 Antigenos

Convencionou-se denominar antigeno a qualquer substincia so-
lavel, celular ou particulada, que pode ser especificamente ligada aos
anticorpos ou receptores de células T (TCR, do inglés T cell receptor)
previamente sensibilizados. Existem dois tipos de antigenos: a) o an-
tigeno completo, que retine propriedades imunogénicas e antigéni-
cas, ou seja, a capacidade de induzir resposta imune especifica (fala-se
entdo de imunogeno e imunogenicidade), bem como a competéncia
para interagir com anticorpos e receptores de linfocitos sensibiliza-
dos (antigenicidade); b) o antigeno incompleto, ou hapteno, dotado
apenas de antigenicidade, que é a capacidade de interagir com os an-
ticorpos e TCRs que lhe correspondem, mas ndo é capaz de estimular
uma resposta imunoldgica.

Os sitios de ligagdo dos anticorpos e dos receptores de antigeno
de células T interagem com o determinante antigénico ou epitopo,
a menor area da molécula de antigeno, responsavel pela ligacao ao
TCR ou ao anticorpo. A presen¢a de varios determinantes iguais
¢ chamada de polivaléncia ou multivaléncia, e cada um pode inte-
ragir com a regido variavel das moléculas de TCR. As superficies
celulares, incluindo os eritrdcitos, geralmente possuem grande
quantidade de antigenos que reinem varios determinantes antigé-
nicos. Os determinantes antigénicos de proteinas, glicoproteinas ou
lipoproteinas tanto podem ser formados pela sequéncia de aminoaci-
dos (determinantes sequenciais) quanto por aminodacidos adjacentes
(determinantes ndo sequenciais), ndo ligados por ligagdes peptidicas,
que se encontram proximos por causa da preservagdo da estrutura
da molécula.
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A estimulagdo de linfdcitos de uma espécie animal com proteina
de outro animal da mesma espécie resulta em uma resposta imune
muito baixa, frequentemente indetectavel. Por sua vez, se essas pro-
teinas forem inoculadas em animal de outra espécie, tendem a de-
sencadear reagdes imunitarias bastante elevadas. Isso acontece por-
que quanto mais proxima for a relagdo filogenética, menor sera o
estimulo e vice-versa. Embora esse atributo da relagdo filogenética
reflita boa parte das aplicagdes imunoldgicas, ndo pode ser tomado
como regra. A rejeicdo de transplantes e a reagdo por incompati-
bilidade em transfusdes de sangue sdo causadas por uma resposta
imune potente aos antigenos que compdem o complexo principal
de histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatilibi-
ly complex) e as células do tecido transplantado, bem como pelas
diferengas nos antigenos do grupo sanguineo do doador. Essas di-
ferengas sao ditas alogénicas, e a resposta imune que esses antige-
nos induzem é chamada alorrea¢do. Antigenos como as moléculas
correspondentes ao MHC e ao grupo sanguineo, que variam entre
membros de uma mesma espécie, sdo denominados aloantigenos.

Para a maioria dos antigenos proteicos, quanto maior for a molécu-
la, maior sera o numero de epitopos e quanto maior a complexidade,
maior serd a imunogenicidade. Um antigeno complexo contém varios
determinantes antigénicos; os determinantes mais eficientes na indu-
¢ao da resposta imune sao chamados imunodominantes.

A imunogenicidade e a antigenicidade de uma proteina nao de-
pendem apenas de sua estrutura primdria (isto é, da sequéncia
de aminodacido), mas também das estruturas secunddrias, tercia-
rias e até quaternarias. A configuragao espacial e a acessibilidade
de diversos epitopos em uma unica molécula de proteina permi-
tem a ligacdo do anticorpo de varias formas, desde que esse sitio de
ligacdo esteja acessivel na superficie da molécula-alvo da respos-
ta imunitdria.

As reagdes dos anticorpos sdo mais intensas ao interagirem com
antigenos homologos (antigenos especificos que induziram a forma-
¢do desses anticorpos), quando comparadas as reagdes ante os antige-
nos heterologos (reagdes cruzadas), em virtude da similaridade entre
os determinantes antigénicos de antigenos diferentes.
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2.1.1 Antigenos eritrocitarios

Os antigenos presentes nos eritrdcitos e nas plaquetas desempenham
papel preponderante na pratica transfusional, pela sua capacidade de in-
duzir resposta imunitaria. A utilizacdo de sangue seja com a intencao de
salvar vidas, seja com prop0sito vitalizante e rejuvenescedor, como prati-
cado por antigas civilizagdes — egipcia, grega, romana —, invariavelmente
era malsucedida, pois ndo se conhecia o sistema da circulagdo sanguinea,
o0 sangue nem sempre era administrado por via endovenosa e frequente-
mente se utilizava sangue de outras espécies animais.

A demonstragao por William Harvey (1578-1657) da circulagao con-
tinua do sangue através do sistema vascular contribuiu para a admi-
nistracdo intravenosa de medicamentos e possibilitou a realizacao das
primeiras transfusdes sanguineas entre animais, de modo que ja no
século XVII se injetavam substincias no interior da corrente sangui-
nea com alguns éxitos e muitos fracassos. Assim, era de uso corrente in-
jetar vinho nos cdes de caga para o tratamento de algumas enfermidades.

Johann Daniel Major (1634-1693) administrava medicagdo intrave-
nosa mediante o uso de finos cilindros de prata. Sugeriu, como haviam
feito outros autores, que era possivel injetar sangue nas veias, mas nao ha
provas de que o tenha feito em homens. No século XVII, Richard Lower
(1631-1691) foi, talvez, o primeiro a realizar uma transfusiao de um animal
para outro — segundo Samuel Pepys (1633-1703), administrou sangue de
ovelha num jovem com a inten¢ao de mudar seu carater. Desconhecem-
se os resultados de tal experimento.

Jean-Baptiste Denis (1643-1704) é considerado o primeiro a re-
alizar uma transfusio humana. Em 1667, administrou trés frascos
de sangue de carneiro a um rapaz de vida agitada, com a finalidade
de suavizar seu carater violento (torna-lo “manso como um cordei-
rinho”). Isso produziu no jovem grave reagdo que culminou na sua
morte. No julgamento que se seguiu, Denis foi exonerado de toda a
culpa, mas a Faculdade de Paris proibiu futuras transfusées. Dez anos
mais tarde, o Parlamento as declarou ilegais. O governo italiano tam-
bém proibiu as transfusdes de pessoa a pessoa, mas a Real Sociedade
de Londres nao colocou obje¢do a elas.

Durante os séculos XVIII e XIX, ficou demonstrado, mediante trans-
fusdes experimentais em animais e também em homens, que o sangue
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retirado de animais podia ser restituido a eles; que o sangue transpor-
tava o oxigénio; e que o sangue nao coagulava se houvesse extragdo de
seu conteudo de fibrina, podendo ser administrado, assim, a animais.
Finalmente, ficou demonstrado que as transfusdes de animais para o ho-
mem eram perigosas, mas durante muitos anos as transfusoes de sangue
e as injecdes intravenosas de diversas solugdes eram as vezes acompa-
nhadas de reagdes febris, interpretadas como algo inerente a natureza
do processo. Assim, pouco a pouco, foram iniciadas as transfusoes de
homem a homem. Cientistas como Blundell, Ponfick, Landis, Arthur e
Pager demonstraram os efeitos fisiologicos e quimicos das transfusoes,
mas foram os trabalhos imunolégicos de Ehrlich, Bordet e Gengou, en-
tre outros, que permitiram a Karl Landsteiner (1868-1943) descrever a
existéncia dos grupos sanguineos, classificando-os, e isso possibilitou
a incorporagdo da transfusao sanguinea na pratica médica.

Em 1901, Landsteiner descreveu os tipos A, B e O das hemacias;
posteriormente, Decastello e Sturli descreveram o tipo AB. Assim,
uma pessoa com o antigeno A em suas células sanguineas tem an-
ticorpos contra o antigeno B no soro ou plasma, e o individuo com
antigeno B tem anticorpos contra o antigeno A. O “doador univer-
sal”, termo inventado por Ruben Ottenberg em 1911, ndo tem antige-
nos em suas células, mas tem anticorpos circulantes contra A e B no
plasma ou no soro. As transfusdes de sangue incompativel causam
reagdes gravissimas, acarretando lesdes renais e, por vezes, levando a
morte. Porém, isso ndo era conhecido até 1908, quando Ottenberg co-
megou a testar o sangue do doador e do receptor antes de cada trans-
fusao. No entanto, ainda que ndo se proceda a determinacgdo prévia
de incompatibilidade como resultado da distribui¢ao matematica dos
grupos sanguineos, as reagdes de incompatibilidade ndo ocorrem
com frequéncia, e cerca de um ter¢o das transfusdes casuais nao apre-
sentava incompatibilidades ABO. Contudo, e apesar da preocupagido
de estabelecer a tipagem dos grupos sanguineos e sua equiparacao, até
que métodos de comprovacao dos diferentes tipos de hemacias fossem
descobertos, ocasionalmente havia graves reagdes nao explicaveis.

Hoje em dia, mais de 600 antigenos eritrocitarios foram descritos,
antigenos esses que, em suas diferentes combinagdes, obedecendo a
um padrao de heran¢a mendeliana, geram mais de 300 mil combina-
¢oes fenotipicas.
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2.2 Anticorpos

Os anticorpos, sintetizados por linfocitos B e plasmocitos, sdo
glicoproteinas com fun¢do imunitdria. Ao interagirem com an-
tigenos especificos, promovem a ativa¢do de varios mecanismos
efetores: ativacdo da via classica do sistema complemento, opso-
niza¢do dos antigenos para fagocitose e citotoxicidade celular de-
pendente de anticorpo (ADCC, do inglés antibody-dependent cell
mediated cytotoxicity). Essas a¢cdes que resultam em prote¢do sao
as mesmas que resultam em reagdes adversas na hemoterapia, em
doencas hemoliticas autoimunes, na doenca hemolitica do recém-
nascido (DHRN) e em reagdes a tecidos transplantados.

As funcgdes dos anticorpos sdo exercidas em sitios estrutural-
mente separados na molécula. A regido que se liga ao antigeno varia
amplamente, sendo conhecida como regido varidvel, ou regido V.
A regido que participa da fungdo efetora é conhecida como regiao
constante, ou regido C, e ela se mantém preservada, embora tenha
cinco formas principais especializadas na ativacdo de diferentes
mecanismos efetores.

As moléculas de anticorpos apresentam notavel diversidade por
causa de um mecanismo que faz os genes expressos nas moléculas
serem reunidos por rearranjos de DNA que juntam dois ou trés dife-
rentes segmentos para formar um gene de regiao variavel. Rearran-
jos nucleicos subsequentes podem reunir o gene da regido variavel a
qualquer gene da regido constante, formando os diferentes isotipos:
IgG, IgA, IgM, IgD e IgE (ver fig. 4).

A imunoglobulina ¢ formada estruturalmente por duas cadeias
leves (L, do inglés light) idénticas e por duas cadeias pesadas (H, do
inglés heavy) também idénticas (fig. 2). As cadeias leves estdo liga-
das as cadeias pesadas por pontes dissulfidicas. Cada uma das duas
cadeias, leve e pesada, possui uma regido varidvel e outra constante.
Logo, uma imunoglobulina apresenta uma regido constante (C) e
uma regiao variavel (V) na cadeia leve; as mesmas caracteristicas es-
tdo presentes na cadeia pesada, que tem uma regido constante (C,) e
uma regiao variavel (V).
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VL = varidvel da cadeia leve
VH = varidvel da cadeia pesada
CL = constante da cadeia leve

Cy1 = primeiro dominio constante
da cadeia pesada da IgG

Cy2 = segundo dominio constante
da cadeia pesada da IgG

Cy3 = terceiro dominio constante
da cadeia pesada da IgG

Figura 2. Estrutura basica de uma molécula de IgG.
FonTe: Reproduzido de Teva, Fernandez e Silva, 2009.

A molécula de imunoglobulina pode ser digerida por enzimas pro-
teoliticas (fig. 3), como a papaina e a pepsina. A papaina cliva a molécu-
la em trés fragmentos: dois chamados Fab (do inglés fragment antingen
binding), que se ligam ao antigeno especifico, e um fragmento Fc (do
inglés fragment crystallizable), chamado fragmento cristalizavel por
formar cristais quando armazenado em locais frios. Ja a pepsina cliva
na mesma regiao, mas na por¢ao carboxiterminal das pontes dissul-
fidicas, produzindo o (Fab),, no qual os dois bragos do anticorpo se
encontram unidos.

& Flab),
L 1
c CY Fab Fab

P

Sy

ch pap;ina
CY! III:.I B
IgG

Figura 3. Fragmentos enzimaticos da molécula de
imunoglobulina, apés ativacao enzimatica.
FonTe: Reproduzido de Teva, Fernandez e Silva, 2009.
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2.2.1 Geracao da diversidade na resposta imune humoral e maturacao
da afinidade?

Para produzir uma molécula de Ig, ocorrem combinagdes ao aca-
so dos diferentes componentes génicos, levando a enorme diversidade,
com muitas moléculas de Igs, cada uma com afinidade tinica e especi-
ficidade acurada em resposta a um antigeno.

A imunoglobulina IgM é produzida como receptor de membrana du-
rante as fases iniciais do linfécito B e ha mudanga de isotipo nessa célula
quando estimulada pelo antigeno. Isso permite a manuten¢ao da re-
gido variavel especifica para o antigeno correspondente, garantindo a
especificidade ao antigeno correspondente, nos diferentes isotipos, e
orientando as suas distintas func¢des efetoras.

A afinidade do anticorpo ao antigeno na resposta primaria é menor
do que na resposta secunddria. Na resposta primaria, o anticorpo da
classe IgM tende a ser de afinidade relativamente baixa e pode contar
com avidez adicional, decorrente da sua estrutura pentamérica. Na res-
posta secunddria, IgG e outras classes de imunoglobulinas tendem a ter
afinidade maior.

2.2.2 Distribuicao e propriedades dos isotipos

Os agentes infectoparasitarios se alojam em sitios do organismo
que lhes proporcionem as melhores condi¢des de sobrevivéncia. Des-
se modo, os anticorpos também devem alcangar as varias partes do
organismo a fim de controlar ou inativar tais agentes.

Os anticorpos apresentam variagoes denominadas isotipicas que
lhes permitem, entre outras caracteristicas, melhor adequagao aos di-
ferentes sitios do organismo.

Os primeiros anticorpos a serem produzidos numa resposta imu-
ne humoral sdo sempre da classe IgM. Eles sdo produzidos antes que a
célula B tenha sofrido hipermuta¢do somatica; portanto, tendem a ser
de baixa afinidade, como visto anteriormente. A IgM forma pentdme-
ros nos quais os dez sitios de ligagdo com o antigeno podem se unir
simultaneamente a antigenos multivalentes, como os polissacarideos
de parede celular bacteriana. Essa estrutura pentamérica também

* Parte do texto deste item foi reproduzida de Teva, Fernandez e Silva, 2009.
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torna a IgM capaz de ativar o complemento de maneira mais eficaz, e
isso contribui para o controle mais eficiente de uma infec¢do. Quanto
aIgD, nao se conhece muito bem a sua fun¢ao, mas ela parece exercer
um papel na diferencia¢do dos linfécitos B induzida pelo antigeno.

O principal isotipo de imunoglobulina no sangue e nos fluidos extra-
celulares é a IgG, com todas as suas subclasses (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4).
A IgG tem propriedades diversas, dentre elas, confere protecao ao feto,
pois é a unica classe de imunoglobulina humana que pode ser transporta-
da através da placenta diretamente para a corrente circulatdria do feto. A
IgG também atua na neutralizagdo de toxinas, na imobiliza¢do de bacté-
rias, na sensibilizacao para células NK, na ativacdo do complemento e na
opsonizagdo. A IgA é a principal imunoglobulina presente em secregoes
externas, como saliva, muco, suor, suco gastrico e lagrimas. Além disso,
¢ a principal imunoglobulina contida no colostro e no leite, e constitui a
principal fonte de proteao contra patdgenos no intestino do neonato.

A IgE esta difundida de maneira moderada nos espagos extravas-
culares e sua principal propriedade é a sensibilizagdo de mastocitos
e basoéfilos que promove a reagdo inflamatéria mediante a liberagao
de mediadores quimicos, como a histamina - que provoca vasodila-
tacdo -, e permite a passagem de anticorpos através dos vasos sanguine-
os em dire¢do a drea lesada e fatores quimioatraentes que recrutam fago-
citos para o local de infecgdo. Além disso, podem participar em proces-
sos alérgicos e na eliminagdo de helmintos.

v =2

IgE * y = fy
| VAN /AN

Figura 4. Isotipos de imunoglobulinas humanas.
FonTe: Reproduzido de Teva, Fernandez e Silva, 2009.
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2.2.3 Anticorpos monoclonais

Em 1975, Georges Kohler e César Milstein planejaram um método para
a preparagao do anticorpo monoclonal (Ac Mo), por meio da fusdo da cé-
lula B ativada normal produtora de anticorpo com uma célula de mieloma
(uma célula plasmatica cancerosa). Nesse evento, produziram uma célula
hibrida (hibridoma) que possuia as propriedades de crescimento imortal
da célula do mieloma de secre¢do de anticorpo produzido pela célula B.

Apds a obtencao dos hibridomas, eles devem ser diluidos e distri-
buidos em placas de cultura apropriada, na concentracdo de 0,5 célula
por pogo. Tal procedimento nos dara a certeza de que o anticorpo pro-
duzido é oriundo de um tnico clone e, como nao existe meia célula, teo-
ricamente teremos um pogo vazio e outro com apenas uma célula. Feito
isso, cada hibridoma, ap6s multiplicacio e produgdo de anticorpo, sera
examinado por teste soroldgico tendo em vista a identificagao dos hibri-
domas desejados, ou seja, aqueles que sintetizam o anticorpo monoclo-
nal que reage com o antigeno correspondente. Uma vez identificados os
hibridomas, sdo induzidos a proliferagao, e se tornam, assim, uma fonte
inesgotavel de anticorpos altamente especificos.

Os Ac Mo sao muito uteis como reagentes para testes de diagnosti-
co, exames de imagem e procedimentos terapéuticos na pratica médica.
No diagndstico, podem ser utilizados para deteccdo de gravidez, diag-
nostico de diversos microrganismos patogénicos, medidas de niveis
sanguineos de varias drogas, tipagem sanguinea, tipagem de antigenos
de histocompatibilidade, caracterizagio fenotipica de diversos tipos ce-
lulares e detecgao de antigenos produzidos por determinados tumores.
Por exemplo, para esse ultimo propdsito, Ac Mo radiomarcados podem
ser utilizados in vivo na detecgdo ou localizagdo de antigenos tumo-
rais. Isso permite diagnostico precoce de alguns tumores primarios ou
metastaticos em pacientes sob investigacdo. Na imunoterapia, o Ac Mo
especifico para determinado antigeno tumoral de superficie acoplado a
um quimioterapico ou radioterapico pode ser potente agente terapéutico.

2.2.4 Anticorpos antieritrocitarios

a) Aloanticorpos

A presenca de anticorpos antieritrocitarios secundarios a gravi-
dez, transfusdo sanguinea ou transplante de 6érgaos pode comprome-
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ter transfusdes subsequentes e, em algumas situagdes, até uma futura
gravidez. Esses anticorpos sao chamados de aloanticorpos.

Aloanticorpo ¢ o nome dado a qualquer anticorpo surgido em um
membro de uma espécie contra um antigeno alotipico de outro mem-
bro da mesma espécie. Os aloanticorpos correspondentes aos anti-
genos de grupo sanguineo podem ser divididos em duas categorias:
naturais e imunes. Os anticorpos chamados de naturais existem em
baixos titulos no plasma de uma pessoa normal e sdo o resultado de
estimula¢ao espontinea das bactérias que compdem a microbiota in-
testinal e que expressam moléculas com elevada homologia aos an-
tigenos de grupo sanguineo. Quando a crianga nasce, suas hemacias
contém as moléculas grupo-especificas as quais seu sistema imune
¢ tolerante por lhe serem préprias. No entanto, o soro do recém-
nascido nao contém as aglutininas, de sintese propria, para o sistema
ABO. A partir do 3° ao 6° més de idade, geralmente, podem-se detec-
tar os aloanticorpos anti-A (em criancas B), anti-B (em criangas A) ou
ambos os aloanticorpos (em criangas O), em decorréncia principal-
mente da crescente microbiota intestinal. Nos individuos A e B, esses
anticorpos naturais sdo predominantemente IgM.

Os individuos de grupo sanguineo O possuem ainda outro tipo de
anticorpo natural, designado anti-A,B. Anti-A,B é geralmente IgG e pos-
sui atividade soroldgica ndo encontrada em misturas de anti-A e anti-B
(de pessoas B e A, respectivamente). Assim, fazendo-se reagir o soro de
individuos O com hemacias A e, em seguida, eluindo-se esse anticorpo
das hemacias, verifica-se que o eluato reage nao apenas com hemacias A,
mas também com hemdcias B, embora mais fracamente.

Os anticorpos anti-Lewis podem ser encontrados em individuos Le
(a-b-), sdo da classe IgM geralmente e fixam complemento. Individuos
nao secretores de Lewis podem apresentar anticorpos naturais anti-
Leb, enquanto os secretores podem apresentar anti-Lea.

Os anticorpos dirigidos contra as substancias de grupo que se desen-
volvem por transfusdo de sangue incompativel ou por gravidez heteroes-
pecifica (por exemplo, feto B em mée A ou O, feto Rh+ em mae Rh-) sdo
designados anticorpos imunes e sao predominantemente da classe IgG.

Além dos anticorpos naturais e imunes encontrados em indivi-
duos A, B ou O, outros soros e reagentes podem ser utilizados nas
tipagens dos diferentes grupos sanguineos.
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Assim, a especificidade H pode ser reconhecida por certas lectinas
(extraidas de Ulex europeus e Lotus tetragonolobus) que aglutinam he-
macias contendo H e ndo aglutinam células de individuos com fenétipo
de Bombaim. O soro de enguias e certos soros bovinos também podem
reagir com a substancia H. Lectina extraida de Bandeiraea simplicijolia
aglutina predominantemente hemacias B e, em menor escala, AB;
ja alectina de Dolichos biflorus aglutina hemacias A.

Os aloanticorpos do sistema Rh, ao contrario do que ocorre com
os do sistema ABO, ndo existem de forma natural no soro. Sao pre-
dominantemente IgG e ndo fixam complemento. Esses anticorpos sao
encontrados em casos de imunizag¢ao com antigenos do sistema Rh
(em casos de transfusdes incompativeis e em multiparas cujos fetos
apresentem especificidade Rh diferente da mae).

Hemacias podem ser fenotipadas quanto ao sistema Rh utilizando-se
antissoros especificos. Assim, o soro anti-D reage somente com hemacias
Rh+. O soro anti-C reage com hemacias Rh+ e Rh-, desde que apresente
o antigeno C, e o soro anti-E também reage com hemacias Rh+ e Rh-.

Dois tipos de anticorpos anti-Rh podem ser obtidos por imuniza-
¢do: a) anticorpos que em solucao salina aglutinam hemdcias; e b) an-
ticorpos designados “incompletos” e que somente aglutinam hemacias
caso elas estejam diluidas em altas concentracdes de albumina ou caso
as hemacias tenham recebido tratamento prévio com certas enzimas
proteoliticas. Os anticorpos, equivocadamente designados “incomple-
tos”, podem ainda ser usados nas tipagens do sistema Rh, utilizando-se
o teste de Coombs indireto.

Quanto aos anticorpos dirigidos para os antigenos do sistema
Dufty, anti-Fya e anti-Fyb, sabe-se que o primeiro ¢ relativamente raro
e a maioria é imune ao isotipo IgG, podendo ser encontrado alguns na-
turais do isotipo IgM. Tanto anti-Fya quanto anti-Fyb sdo passiveis de
causar reacao transfusional e DHRN.

Os anticorpos dirigidos contra antigenos Kidd sao clinicamente
significantes, resultando de transfusdes ou gestagoes; além de serem
capazes de fixar complemento, constituem causa frequente de rea¢do
transfusional hemolitica tardia com hemolise intravascular e insufi-
ciéncia renal aguda. Além disso, sdo capazes de provocar DHRN.

Os anticorpos que reagem aos antigenos do sistema MNSs (anti-M,
anti-N, anti-S, anti-s e anti U) podem ser naturais ou imunes. Os natu-
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rais ndo sio encontrados em todos os individuos nos quais falta o anti-
geno correspondente, como ocorre com o sistema ABO. Os anticorpos
desse sistema sdo encontrados raramente. O anti-M ¢ o mais comum.
A transfusao incompativel para esses anticorpos causa reagdes trans-
fusionais, algumas vezes graves. Os anti-S, anti-s e anti-U sdo os que
mais se relacionam a DHRN quando comparados aos anti-M e anti-N.

b) Autoanticorpos

A doenga hemolitica nos adultos e nos recém-nascidos pode ser cau-
sada pela presenga de autoanticorpos antieritrocitarios. Tais anticorpos,
ligados @ membrana eritrocitdria in vivo, podem ser detectados no tes-
te direto de antiglobulina. Esses anticorpos podem ser IgM ou IgG. No
que se refere a IgG, ¢ importante determinar a sua subclasse, porque a
sequestragdo dos eritrdcitos sensibilizados depende da subclasse do an-
ticorpo. Isto decorre das diferengas existentes na capacidade de ativar o
complemento e de se ligar aos receptores Fc dos fagdcitos. De modo ge-
ral, a acdo hemolitica das subclasses da IgG abrange um espectro de ele-
vado a reduzido, na seguinte ordem: IgG3>IgG1>IgG2>IgG4.

Uma das caracteristicas dos autoanticorpos antieritrocitarios con-
siste na sua natureza fisico-quimica: em sua maioria (80 a 90%), eles
reagem mais favoravelmente com seus alvos em temperaturas que
giram em torno de 37°C, sendo esses anticorpos denominados auto-
anticorpos quentes. Os demais, chamados de autoanticorpos frios,
sao autoaglutininas frias, ou crioglobulinas, que reagem com seus
alvos em temperaturas abaixo de 37°C, apresentando reatividade
otima entre 0°C e 5°C (quadro 1).

As anemias hemoliticas mediadas por anticorpos quentes resul-
tam da presenca de IgG que revestem os eritrdcitos circulantes, em
geral dirigidos contra os antigenos Rhesus. Esses eritrdcitos opsoni-
zados sdo sequestrados no bago e, em certos casos, no figado por ma-
crofagos residentes nesses 6rgaos.

As autoaglutininas frias sdo anticorpos da classe IgM, dirigidos
contra a membrana das hemadcias. Ocorrem na populagido normal,
porém nunca em titulos superiores a 1/32. Interferem na tipagem san-
guinea, na prova cruzada, em andlises hematoldgicas e em reagdes
imunoldgicas. A anemia hemolitica por anticorpos frios pode ser cro-
nica, caso em que ocorre com mais frequéncia como doen¢a prima-
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ria. Pode manifestar-se também como uma complicagdo transitdria
e autolimitada de infec¢ao por determinados agentes. Altos titulos
surgem em infecgoes pelo Mycoplasma pneumoniae, influenza, virus
Epstein-Barr, bem como em doengas do coldgeno, linfomas e, ocasio-
nalmente, na cirrose.

Quadro 1. Principais causas das anemias hemoliticas autoimunes.

Tipo “quente” Tipo “frio”
Primaria ou idiopatica Primaria ou idiopatica
Secundaria: Secundaria:

. lGpus eritematoso sistémico
e outros disturbios do tecido
conjuntivo

. pneumonia por Mycoplasma
pneumoniae

.outras doencas autoimunes, por

X X mononucl infecci
exemplo, hepatite autoimune ononucieose Intecciosa

. leucemia linfocitica cronica . leucemia linfocitica cronica
. linfoma ndo Hodgkin linfoma maligno
. teratoma de ovario . colite ulcerativa

. hemoglobinuria paroxistica ao frio:
. farmacos (metildopa, fludarabina) doenca rara que pode ser primaria
ou estar associada a infeccdes

2.3 Complexo principal de histocompatibilidade

Todo organismo multicelular possui algum sistema de defesa
que identifica os agentes infecciosos e parasitarios e elimina-os do
hospedeiro. Os grandes vertebrados tém um sistema imune mais
evoluido que lhes permite discriminar o que é estranho do que nao
¢ estranho e ter uma resposta seletiva. A vantagem de tal imuni-
dade especifica é a rapida adaptagdo do sistema imune aos agentes
patogénicos mais frequentemente encontrados no meio ambiente
local. Essa capacidade resulta do complexo principal de histocom-
patibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility complex),
cujos produtos desempenham um papel no reconhecimento in-
tercelular e na discriminagdo entre o préprio e o ndo préprio. A
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identificagdo das moléculas do MHC ocorreu apds investigagao
da sua fungdo na resposta imunoldgica aos tumores, na rejei¢ao de
transplantes de pele e no controle da resposta imune.

2.3.1 Estrutura das moléculas do MHC

Os genes que codificam as moléculas do MHC estao localizados no
cromossomo 6 humano e no cromossoma 17 em camundongos, e sdo
denominados, respectivamente, antigenos leucocitarios humanos (HLA,
do inglés human leukocyte antigens) e de histocompatibilidade (H-2).
O MHC pode ser dividido em quatro subconjuntos de genes ou clas-
ses: classes I, I, III e IV, sendo que os de classe I e II estao ligados ao
processamento e a apresentacao de antigenos, enquanto os genes que
compdem as classes III e IV codificam para outras proteinas, algumas
delas relacionadas com a resposta imune, tais como componentes do
sistema complemento, algumas citocinas etc. Em humanos, existem
trés loci génicos que codificam as moléculas de classe I, denominados
HLA-A, HLA-B e HLA-C, e trés loci génicos do MHC de classe II,
denominados HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR. Normalmente, um
individuo herda duas copias de cada locus génico (uma de cada proge-
nitor). Assim, em humanos, temos seis loci de classe I e seis loci de clas-
se II. Todos esses loci apresentam alto grau de polimorfismo, ou seja,
tém multiplos alelos na populagdao. As moléculas do MHC de classe I,
que estao presentes na maioria das células nucleadas, sdo reconhecidas
principalmente pelo TCR de linfécitos T CD8, ao passo que as molé-
culas de classe II, presentes principalmente na superficie das células
apresentadoras de antigenos profissionais, sdo reconhecidas pelo TCR
dos linfécitos T CD4.

a) MHC de classe I

As moléculas do MHC de classe I sdo expressas na membrana
celular da maioria das células nucleadas dos vertebrados. Sua estru-
tura é constituida por uma cadeia a de aproximadamente 45 kDa,
que atravessa a membrana plasmatica. A outra ¢ a f2-microglobulina
de 12 kDa, que se encontra fracamente ligada a membrana. Os ge-
nes que codificam a cadeia a (variavel) estao localizados dentro da
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regidao gendmica do MHC, enquanto os genes que codificam a [(2-
microglobulina (invariavel) estdo localizados fora da regido do MHC
no cromossomo 15 humano. A cadeia a ¢ formada por trés segmen-
tos: al, a2 e a3. A regido em que o peptideo se liga corresponde a
regido amino-terminal e é composta pelos segmentos al e a2, que
formam uma fenda ou bolsa onde ele se encaixa. O tamanho dessa
fenda permite ligar peptideos de 8 a 11 aminoacidos e corresponde a
regido do MHC de classe I que interage com o TCR do linfdcito T.
Por essa razdo, os antigenos proteicos precisam ser processados a fim de
gerar peptideos suficientemente pequenos para se ligarem a molécula
do MHC. A regido invaridvel, que corresponde ao segmento a3, se liga ao
correceptor CD8 do linfécito T. Essa ligacdo confere a especificidade da
molécula de classe I com a célula T CD8. O dominio a3 também se liga
de forma nao covalente a molécula f2-microglobulina, sendo esse com-
plexo estabilizado pelo peptideo processado que se liga aos dominios al
e a2. A molécula de MHC de classe I é expressa na superficie das células
somente nessa forma estavel.

b) MHC de classe 11

As moléculas do MHC de classe II também sdo expressas na mem-
brana celular, mas na superficie de células apresentadoras de antigenos
profissionais. Essas células incluem as células dendriticas, os macrofa-
gos e os linfécitos B. A molécula de classe II é formada por uma cadeia
aeuma P. A cadeia a tem 32-34 kDa; a cadeia  tem 29-32 kDa. As duas
cadeias do MHC de classe II sdo codificadas dentro da regido gendmica
do MHC e ambas sdo polimorficas, ou seja, sdo variaveis. As cadeias a e
B na por¢ao extracelular possuem dominios al e a2 e Bl e f2; a por¢ao
variavel das duas cadeias sdo os segmentos al e 1. Os dominios al e 1
interagem para formar a fenda de ligagdo ao peptideo, que estrutural-
mente é bastante similar a molécula do MHC de classe I. Nessa fenda
ou bolsa, encaixa-se o peptideo a ser apresentado a célula T. Assim,
como seria de se esperar, essa também ¢ a regido da molécula do MHC
de classe IT que apresenta maior variabilidade. Na molécula de classe II,
as extremidades da fenda de ligagdo do peptideo sao abertas; isso per-
mite a ligacdo de peptideos com 10 a 30 aminodcidos, mas pode ocorrer
ligagao de peptideos maiores, o que nao acontece com a molécula de
classe I, que tem as extremidades fechadas.
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2.3.2 Complicagées hemotransfusionais relacionadas ao HLA

Varias complicagdes decorrentes das transfusdes de produtos he-
moterapicos estdo associadas a incompatibilidade entre o HLA do
doador e o do receptor. Multiplas transfusdes podem levar a sensibi-
lizacdo dos pacientes, que passam a desenvolver aloanticorpos contra
antigenos de superficie das células alogénicas, principalmente con-
tra antigenos correspondentes ao HLA. Desse processo podem advir
graves complicagdes com importante significado clinico, como refra-
tariedade plaquetaria em pacientes trombocitopénicos, reacao febril
nao hemolitica, insuficiéncia pulmonar aguda relacionada a transfusao
(TRALL do inglés transfusion related acute lung injury) e o potencial
para desenvolvimento da doenga do enxerto versus hospedeiro, asso-
ciada a transfusdo (DEVH-AT), em pacientes imunodeprimidos.

A aloimunizacdo pode ocorrer tanto pelos antigenos HLA classe
I, presentes na superficie das plaquetas e leucdcitos, quanto pelos an-
tigenos HLA classe II, presentes na superficie de alguns leucdcitos.

Uma das grandes preocupagdes da hemoterapia ¢ minimizar ou
evitar essa sensibiliza¢ao. Alguns dos procedimentos indicados pela
medicina transfusional foram apresentados com o propdsito de dimi-
nuir a alossensibiliza¢ao e garantir maior seguranca para os pacientes
politransfundidos. Dentre esses procedimentos, a aférese realizada
em grandes centros hemoterapicos é, quando possivel, a mais indica-
da, porém os métodos mais acessiveis incluem a filtrac¢ao e a radiagao.

2.4 Aspectos gerais do sistema complemento

O sistema complemento compreende um grupo de mais de qua-
renta proteinas presentes no plasma e encontradas na forma de pré-
enzimas (zimogénios) as quais, ao reagirem sequencialmente, for-
mam enzimas que, por sua vez, clivam outras pré-enzimas. Essas
outras pré-enzimas se combinam e formam novas enzimas, em uma
reagdo em cascata que culmina na lise celular.

Existem trés mecanismos de ativagdo do sistema complemento: pe-
las vias classica, alternativa e das lectinas. Em cada uma dessas vias,
observamos uma sequéncia peculiar de proteinas, ou seja, apesar dos ob-
jetivos das trés vias serem os mesmos (os de promover a lise), o inicio da
formagao das cascatas é constituido por uma sequéncia diferente de pro-
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teinas. Além disso, para a ativagdo do sistema complemento pela via clas-
sica, € necessaria a presenca do anticorpo ligado a um antigeno espe-
cifico. Ja nas outras duas vias, a ativagdo se da apenas com a presenca
do antigeno. Por isso, as vias alternativa e das lectinas sdo mecanismos
imunol6gicos mais simples e inerentes a imunidade inata.

As proteinas do sistema complemento sao designadas pela letra C
seguida de numeros - por exemplo, C3 - ou de letras e nimeros, no
caso de a proteina ter sofrido clivagem, por exemplo, C3b. O C3, que
é clivado em condigdes fisioldgicas gerando o subproduto C3b ou
uma molécula similar - o C3i -, é o componente mais abundante do
sistema complemento. As reagdes enzimaticas que ocorrem durante
o processo de ativagdo desse sistema requerem a presenca de alguns
ions, como os de magnésio. A intera¢do desses ions com determi-
nadas proteinas do sistema propicia a formagdo de outras moléculas
que apresentam atividade enzimatica sobre algum substrato. Como
exemplo dessa situagdo, temos a interacdo do componente C3 com
o fator B, uma proteina presente no plasma. Essa interacdo é me-
diada pelo magnésio, e a formagdo desse complexo favorece a ex-
posi¢do, na proteina B, de um sitio que é reconhecido e clivado por
outra proteina presente no sangue, o fator D. O produto final de toda
essa reacdo é o complexo C3bBb, que ¢é a enzima C3 convertase. A
representagao desse complexo com um trago em cima caracteriza
a sua atividade enzimatica especifica sobre o componente C3. Ja as
letras minusculas, como o b, representam o subproduto, resultado
da clivagem dos componentes C3 e B.

O excesso de enzimas C3 convertases aderidas aos carboidratos
presentes na superficie dos microrganismos favorece a clivagem de
moléculas C3, gerando os subprodutos C3b necessarios a formagao
da enzima C3 convertase. Além disso, a deposi¢ao de C3b a C3 conver-
tase gera outra enzima, chamada C5 convertase, cuja fun¢ao é clivar o
componente C5, gerando dois fragmentos: C5a e C5b. Esse tiltimo frag-
mento mantém-se ligado ao C3b de forma fraca. Subsequentemente,
ocorre a ligacdo de C6 e C7 ao C5b. Finalmente, a ligagdo do C8 a mem-
brana do microrganismo leva o C9 a sofrer alteragdo conformacional,
transformando-se em uma molécula anfipatica capaz de se inserir na
bicamada lipidica e promover a polimerizagdo em um complexo de
ataque a membrana denominado MAC (do inglés membrane attack
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complex). O canal transmembranar formado é permeavel a agua e a
eletrolitos e, por causa da grande pressao osmdtica coloidal no interior
da célula, ocorre um influxo de Na+ e dgua, acarretando a lise celular.

A via classica do sistema complemento, como mencionado, re-
quer a presenca do anticorpo ligado ao antigeno a fim de que a for-
mag¢ao da cascata ocorra. Nessa fase inicial, o primeiro componente,
chamado Clq, assemelha-se ao coldgeno e consiste de seis cadeias
polipeptidicas cada uma das quais possui uma subunidade de li-
gacdo ao anticorpo. Essa ligacao de Clq a imunoglobulina ocorre
no dominio constante 2 da cadeia pesada (C2), localizado na por-
¢ao Fc da molécula. A regido C,2 da molécula é rica em prolina, e
essa composi¢do de aminoacidos faz que a molécula tenha flexibili-
dade naquele local, permitindo a exposi¢ao do sitio de ligagdo com
o componente Clq. Porém, a mudan¢a conformacional da molécula
na regido C, 2, que permite a ligagdo de Clg, s6 ¢ possivel pelo fato
de a imunoglobulina estar ligada ao antigeno por intermédio de sua
porgao Fab.

Apos a ligagao de Clq a imunoglobulina, as outras duas subuni-
dades do componente C1, Clr e Cls, assumem o sitio enzimatico da
enzima formada, a qual age em dois substratos: C4 e C2. Ambos os
componentes sdo clivados em uma regido, originando dois fragmentos:
aeb. Apds C4b ligar-se de forma covalente as hidroxilas e aminas exis-
tentes nas membranas dos microrganismos, o C2b liga-se ao C4b, de
forma fraca, ligagdo essa dependente do calcio. O produto dessa reagao
¢ a molécula C4b2a, enzima responsavel por clivar o componente C3,
gerando C3a e C3b. Esse ultimo, por conter o radical tioéster, liga-se aos
radicais amina e hidroxila da membrana. Diferentemente da via alter-
nativa, nessa via a enzima C5 convertase é formada pelo C4bC2bC3b.
A partir do MAC, ou seja C5bC6C7C8C9, a cascata apresenta a mesma
sequéncia nas duas vias.

2.5 Aspectos gerais das reacoes de hipersensibilidade

As reagoes de hipersensibilidade foram descritas a partir da obser-
vagao de que alguns individuos, apds terem contato repetido com o
mesmo antigeno, desencadeavam respostas imunoldgicas exacerbadas,
contrariamente ao que se sabia acerca da memdria imunolo’gica, ou
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seja, de que o individuo, ao entrar em contato pela segunda vez com
0 mesmo antigeno, em geral ndo apresenta nenhum sinal ou sintoma.
De acordo com Coombs e Gell (1968), foram definidos quatro tipos
de reacdo de hipersensibilidade: tipos I, II, III e IV. Exceto a reagao de
tipo IV, que é uma reagdo mediada por células e considerada tardia,
as outras trés reagdes sao mediadas por anticorpos. No caso do tipo I,
também conhecida como anafilatica ou imediata, os anticorpos sao da
classe IgE; ja as reagoes dos tipos II e III sao mediadas por IgG e IgM.
A ocorréncia da reagdo de hipersensibilidade tipo I esta associada a
participacao de mastdcitos e baséfilos, assim como de seus mediadores
quimicos, entre eles a histamina.

A diferenca basica entre as reagdes de hipersensibilidade tipos II e III
¢ a localizacao do antigeno. Na reagao tipo II, o antigeno, que se localiza
na superficie da célula, induz a formagdo de anticorpos naquele local,
inclusive com a subsequente ativacao do sistema complemento pela via
classica, levando a lise de toda a estrutura inserida naquele contexto. Ja
na reacao tipo III, conhecida também como reagao por imunocomplexo,
o antigeno se encontra ligado a um anticorpo, formando um imunocom-
plexo livre e circulante. A deposi¢ao desses imunocomplexos em super-
ticies celulares, como as regides das articulagoes e vasculares, pode levar,
respectivamente, a artrite e a vasculite. Por causa da presenga do imuno-
complexo ligado aos tecidos, ocorre a ativa¢ao do sistema complemento
pela via classica, com consequente lise de toda aquela estrutura.

2.5.1 Reagdes transfusionais e hipersensibilidade tipo Il

As hemacias dos seres humanos apresentam varias moléculas di-
ferentes em sua superficie, muitas das quais estao envolvidas na ca-
racterizagdo dos grupos sanguineos, como o grupo ABO e o fator Rh,
dentre outros. A presenca de um ou outro antigeno na superficie das
hemacias — por exemplo, do grupo A - leva a formagdo, no organis-
mo, de anticorpos, principalmente da classe IgM. Esses anticorpos
sao gerados como resultado de contatos prévios com antigenos de
microrganismos presentes na flora intestinal, que apresentam simila-
ridade estrutural com os carboidratos dos grupos sanguineos e, por-
tanto, ocasionam reatividade imunolégica cruzada, que sdo os graves
problemas decorrentes das transfusdes sanguineas incompativeis.
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2.5.2 Anemia hemolitica e hipersensibilidade tipo Il

Nas rea¢oes de hipersensibilidade tipo II, evidenciamos o direcio-
namento de anticorpos a antigenos ligados as células ou tecidos do
proprio individuo. Tais antigenos tornaram-se moléculas estranhas ao
sistema imune pelo fato de terem sido alteradas de alguma forma - por
exemplo, pela ligacdo com alguma droga ou antigenos microbianos.
Caso a reagdo imunologica mencionada ocorra na hemacia, chamamos
essa reacao de anemia hemolitica. A agregacdo dos anticorpos aos an-
tigenos eritrocitarios reduz muito a vida média da célula, pois facilita o
reconhecimento pelos fagdcitos e, consequentemente, o seu transporte
para o bago. Além da agao de células fagociticas, pode ocorrer a agao do
sistema complemento pela via classica, levando a lise celular e, portan-
to, a anemia hemolitica, em se tratando de hemacias.

2.6 Aspectos gerais das reacoes autoimunes

As reagoes autoimunes sdo decorrentes da agdo do sistema imuno-
légico sobre estruturas préprias, ou seja, antigenos autélogos, causando
danos teciduais. De modo geral, as reagdes autoimunes ocorrem pela
participacao de linfdcitos autorreativos, células que escaparam da sele-
¢do negativa nos orgaos linfoides primarios e secundarios e que sdo ca-
pazes de reconhecer os antigenos enddgenos, tornando efetiva a resposta
imunoldgica. A selecdo negativa que ocorre nos 6rgaos linfoides impede
a maturagdo de linfocitos especificos aos autoantigenos, mecanismo co-
nhecido como autotolerancia imunolégica. Por meio de mecanismos de
anergia clonal, apoptose e supressao, é possivel manter a autotolerancia
imunoldgica e, portanto, evitar processos autoimunes mediados pelos
linfécitos autorreativos.

Os processos autoimunes sao multifatoriais. Eles incluem aspectos
genéticos — hormonio sexual feminino, HLA, repertdrio de linfdcitos - e
externos — processos infecciosos e inflamatorios. No caso dos processos
infecciosos, pode-se observar o mimetismo molecular, que consiste na
reatividade cruzada da célula imunoldgica com os epitopos dos antige-
nos, presente tanto no agente infeccioso (exdégeno) quanto nos antigenos
proprios (enddgenos). Ja nos processos inflamatérios decorrentes de alte-
ragdes anatdmicas, ocorre a exposi¢ao de sitios localizados em estruturas
proprias que ndo haviam sido expostas antes ao sistema imunolégico -
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sendo passiveis, portanto, de resposta imune.

Os processos autoimunes podem ser classificados como fisioldgi-
cos e patolodgicos, e o potencial para a ocorréncia desses processos é
onipresente, pois reflete a diversidade dos receptores das células T e B.
Em algumas situagdes esses processos sao fisioldgicos — por exemplo,
a destrui¢do de hemacias velhas (hemocaterese) que perderam a sua
maleabilidade e, consequentemente, a fungao de transporte de gases
respiratdrios. Nesse caso, a retirada dessas células da circulagdo é um
processo benéfico para o organismo, pois permite a renovagao celular
na circulagdo sanguinea.

A autoimunidade patologica é rara (em torno de 5%) e ¢ resultante de
complexas interacdes genéticas e de fatores do meio ambiente. O espec-
tro das doengas autoimunes vai desde doencas érgao especificas — caso
da anemia hemolitica autoimune -, 6rgao inespecificas e as que incluem
esses dois grupos.

2.6.1 Aspectos imunolégicos da anemia autoimune

A anemia hemolitica autoimune (AHA) é uma doenga pouco fre-
quente, que ocorre na sua forma mais branda como anemia normocro-
mica compensada, mas pode se apresentar como doenga hemolitica de
grande gravidade, inclusive potencialmente fatal. Essa doenca pode ser
uma condi¢do primaria ou mesmo secundaria a varias doencas infla-
matorias, autoimunes ou infecciosas.

O processo de destruicao dos eritrocitos, conhecido como hemoli-
se, é caracterizado por uma rea¢ao imunoldgica direcionada a antige-
nos presentes na superficie dessas células. Nessa rea¢do, predominam
os autoanticorpos eritrocitarios quentes, os quais sao eficazes em tem-
peraturas em torno de 37°C. Contudo, nao se pode descartar a ocor-
réncia da reacdo mediada pelos anticorpos conhecidos como frios, por
agirem melhor em temperaturas abaixo de 37°C.

Em geral, os autoanticorpos quentes, as IgG, sao direcionados para
os antigenos do fator Rh presentes na superficie dos eritrécitos. Em
decorréncia desse processo, a ativagdo da via classica do sistema com-
plemento ¢ deflagrada. Como resultado dessa reagao, sao evidencia-
dos varios achados clinicos e laboratoriais — maior produgéo celular
e diminuigao de sua vida média, dentre outros.
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Introducao

A imuno-hematologia eritrocitdria ¢ uma ciéncia que estuda os gru-
pos sanguineos mediante a analise dos mais diversos antigenos eritroci-
tarios e de seus correspondentes anticorpos séricos, estando diretamente
relacionada a trés disciplinas:

 Imunologia: que identifica os antigenos eritrocitarios e os distribui
em sistemas, e que estuda, também, as imunizag¢des provocadas por
esses antigenos e os problemas imunoldgicos resultantes das rea-
¢Oes antigeno—anticorpo;

» Genética: que estuda a transmissdo hereditdria dos grupos san-
guineos de acordo com as leis de Mendel;

« Bioquimica: que estuda os antigenos inseridos na membrana eri-
trocitaria como estruturas reativas (lipideos, proteinas, glicidios).

As bases cientificas da transfusdo de sangue foram adquiridas so-
mente no inicio do século XX. Os grupos sanguineos A, B e O foram
descritos, em 1901, por Landsteiner o grupo AB, por Decastello e Sturli
em 1902.

As técnicas de hemaglutinagao direta ou indireta permitiram o
conhecimento dos grupos sanguineos, sendo hoje relatados mais de
280 antigenos agrupados em 30 sistemas — notadamente o ABO, o Rh
e 0 MNS, além de outros mais complexos.
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1. Sistema ABO

E 0 mais importante e mais conhecido sistema de grupos sangui-
neos. Em decorréncia da presenca de antigenos ABO na maioria dos
tecidos do organismo, trata-se mais de um sistema de histocompati-
bilidade, do que simplesmente de um sistema de grupos sanguineos.

Os genes ABO estao localizados no brago longo do cromossoma
9 (posi¢do 9q34.1-q34.2 ), contando com quatro genes: A, A, B e O.

Os genes responsaveis pela sintese dos antigenos A e B das he-
madcias codificam a produgdo de enzimas denominadas glicosil-
transferases, que sdo responsaveis por catalisar as reagdes entre o
substrato e o agucar receptor (transglicolizac¢do). A atividade das
glicosiltransferases dos antigenos A e B varia em diversos subgru-
pos do sistema ABO.

As glicosiltransferases adicionam carboidratos terminais a subs-
tancia H, que serve como estrutura basica para esses dois antigenos
(fig. 1). O gene A, por meio da enzima alfa(1,3)N-acetilgalactosa-
miniltransferase, é responsavel pela adicao de N-acetil-D-galac-
tosamina, formando o antigeno A; o gene B, por intermédio da
enzima alfa 3-galactosiltransferase, adiciona D-galactose, forman-
do o antigeno B. A substancia H é formada pela agdo da enzima
alfa-2-L-fucosiltransferase, que adiciona L-fucose a galactose ter-
minal. Essa enzima é codificada no locus FUT1 do cromossomo
19, na posi¢ao q13.3, sendo, portanto, geneticamente independente
do locus ABO.

-mm= = N-acetilgalactosamina
@ =frutose
£ = N-acetilglicosamina

B - alactose

[:] =glicose

A B C
Figura 1. A) Antigeno H; B) antigeno A; C) antigeno B.
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Quadro 1. Biossintese dos antigenos ABO.

Locus | Transferase Acucar Alelo
aIfa—_3—N- o N—acetiI-D-. A
acetilgalactosaminiltransferase galactosamina

ABO alfa-3-galactosiltransferase D-galactose B
nenhuma nenhum

Os antigenos do sistema ABO nao estao restritos a membrana eri-
trocitaria, sendo encontrados na saliva e nos liquidos bioldgicos de
individuos que apresentem o gene secretor. Sao encontrados também
na maioria das células epiteliais e endoteliais. Sua presenga nos linfo-
citos e nas plaquetas parece estar relacionada a absor¢ao do plasma.

Os antigenos ABO estdo expressos desde a 5%-6* semanas de vida
intrauterina, porém é somente ao redor dos 2 a 4 anos de vida que o
namero de sitios antigénicos apresenta expressao plena.

Os anticorpos ABO sao dirigidos contra os antigenos ausentes
nas hemadcias do préprio individuo. Sdo de classe IgM e IgG, ativos a
37°C e capazes de fixar e ativar o complemento, provocando hemo-
lises intravasculares severas em casos de incompatibilidades trans-
fusionais. Também estdo relacionados com a doenga hemolitica do
recém-nascido (DHRN), geralmente de intensidade leve.

Os anticorpos do sistema ABO aparecem espontaneamente
depois dos 3-6 meses de idade, com pico de produgdo dos 5 aos
10 anos de idade e com diminui¢ao progressiva na velhice. Uma
das explica¢des para o seu aparecimento é a ampla distribuicao
de estruturas semelhantes a esses antigenos na natureza, princi-
palmente nas bactérias. Por isso, esses anticorpos sdo chamados
de ocorréncia natural. As bactérias presentes no trato intestinal,
na poeira e em alimentos promovem uma exposi¢do constante de
todos os individuos a essas estruturas, semelhantes aos agucares A
e B presentes nas hemacias.

A identifica¢do dos fenotipos ABO (quadro 2) esta relacionada a
presencga ou a auséncia dos antigenos A e/ou B na membrana das he-
macias (prova direta) e a detec¢ao ou a auséncia de anticorpos contra
os antigenos eritrocitarios que nao estdo presentes na superficie das
hemacias (prova reversa).
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Quadro 2. Principais fenétipos ABO.

Grupo ABO | Antigenos | Anticorpos Genotipos possiveis
A, A, Anti-B A'A"; A'AZ ATO
B B Anti-A BB; BO
AB A eB Nenhum A'B
Nenhum | Anti-A, Anti-B e Anti-A,B 00
A, A, Anti-B e eventual Anti-A, A2AZ% A0
AB A eB E;}Eh&jm e eventual AR

Diferentes expressdes dos antigenos A ou B (variagdes quantitati-
vas) podem ser encontradas na fenotipagem direta ABO. Essas diferen-
¢as podem revelar discrepancias entre a prova direta e a prova reversa.
Por exemplo, a prova direta, indicando o grupo sanguineo A, além da
presenga de anticorpos no soro e/ou plasma do individuo a ser testado que
aglutinam as hemacias fenotipadas da tipagem reversa do grupo A e B.

Embora sejam formados pelo mesmo agticar, os subgrupos do gru-
po A apresentam diferengas quantitativas e qualitativas. Sabe-se que o
gene A' difere do gene A? por uma delegdo de base na regido C-terminal,
além de apresentar uma muta¢do que determina uma substitui¢ao de
aminoacidos (prolina para leucina) na glicosiltransferase resultante.

O fendtipo A%, comum em caucasianos, é detectado, sorologi-
camente, por meio da capacidade desses eritrocitos aglutinarem
com o soro anti-A e de ndo aglutinarem com o soro lectina anti-A'
(Dolichos biflorus), ao contrario do fendtipo A', cujas hemacias sao
aglutinadas na presenga desse reagente. A elucidagdo de subgrupos
sanguineos pode ser realizada mediante fenotipagem das amostras com
lectinas anti-A' e anti-H (Ulex europaeus), além de técnicas de fixagdo e
elui¢ao e pesquisa de antigenos na saliva de individuos secretores.

A auséncia do gene H - e, consequentemente, do antigeno H -, deno-
minada fen6tipo Bombaim ou O,, foi descrita em 1952. Esse fendtipo
distingue-se pela perda total da atividade das transferases ABH nos
eritrocitos e nas secregdes corpdreas e pelas grandes quantidades de
anticorpos anti-H. Por causa da presenca do antigeno H na superficie
dos seus eritrdcitos, individuos com fenétipos Bombaim sdo incom-
pativeis com os eritrocitos de doadores do tipo O.
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Quadro 3. Identificagcdo dos principais subgrupos ABO.

Reaggﬁ::é Sl;z:r(\)éscias Reacdes com hemadcias-teste
Fenétipos Soro Soro Sqro Lect.ina Lect.ina Hem | Hem [ Hem [ Hem | Salivado
Anti-A | Anti-B | Anti-AB | Anti-A | Anti-H A A, B 0 secretor
A 4+ 0 4+ 4+ 0 0 0 |4+] O AeH
A 4+ 0 4+ 2+ 3+ 0 0 4 0 AeH
A, 4+ 0 4+ 0 2+ * 0 |4+] O AeH
A, 2+CM 0 2+CM 0 3+ * 0 4+ |1 0 AeH
A, o/W 0 o/W 0 4+ 0 0 4 0 AeH
A, 0/W 0 1+/2+ 0 4+ | 24/0 [O/1+ | 4+ | O H
A, 0 0 0 0 4+ (240 0 |4+ | 0 H
B 0 4+ 4+ 0 - 4+ 4+ 0 0 BeH
B, o |wem| 2% | - | 4+ | 4+ [ 4+ | 0| 0| BeH
B, 0 0 o/W - 4+ 4+ 4+ 0 0 BeH
B, 0 O/W [ 0/2+ - 4+ 4 [ 4+ | O [ O H

* a ocorréncia de anticorpos anti-Al nesses fenétipos é variavel.
W = intensidade fraca (do inglés weak) de aglutinacao.
CM = campo misto (presenca de hemdcias aglutinadas e hemdcias livres).
FonTe: Adaptado de American Association of Blood Banks, 1996.

Outro variante deficiente do gene H ¢é caracterizado como fenétipo
para-Bombaim (Ah, Bh e ABh). Os eritrdcitos de individuos portado-
res desse fenotipo apresentam quantidades minimas dos antigenos A
e B e pouco ou nenhum antigeno H. Esse fenétipo difere do fenétipo
Bombaim classico por apresentar uma transferase H com atividade
muito fraca, o que leva as poucas quantidades de substdncia H pro-
duzidas a serem convertidas aos antigenos A e B pelas suas respecti-
vas transferases.

Por causa da presenca regular de anticorpos naturais hemoliticos
no sistema ABO, é uma regra basica ndo transfundir hemacias porta-
doras de antigenos que possam ser reconhecidos pelos anticorpos do
receptor. Assim, de acordo com essa norma, podemos estabelecer as
seguintes regras de compatibilizagdo no sistema ABO:
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1) transfusdes de isogrupos sempre que possivel;

2) transfusodes de heterogrupos apenas excepcionalmente, respei-
tando-se o seguinte esquema:

Grupo A

Grupo AB

/
Grupo O
\A

\4/

Grupo B

2. Sistema Rh

O sistema Rh ¢ o mais complexo sistema de grupos sanguineos,
e, depois do sistema ABO, é o de maior importancia clinica. Desco-
berto em 1939, tornou-se o sistema de grupo sanguineo com mais alto
polimorfismo entre os marcadores conhecidos da membrana eritro-
citaria. Até o presente momento, 49 antigenos foram identificados no
sistema Rh, e os estudos genéticos e bioquimicos tém sido caracteri-
zados pelas controvérsias.

O periodo de descoberta dos primeiros antigenos do sistema Rh
(D, G, E, ¢, e) pode ser descrito pelo breve histérico a seguir:

o 1939: Levine e Stetson atribuem a causa da eritroblastose fetal
de um recém-nascido a atividade de anticorpos maternos contra
suas hemaicias;

o 1940: Landsteiner e Wiener produzem, por imunizagao de coe-
lhos com hemacias de macaco rhesus, soros anticorpos capazes
de aglutinar 85% das hemacias humanas;

o 1941: Wiener e Levine publicam um trabalho preciso sobre doen-
¢a hemolitica do recém-nascido provocada pelo anti-Rh, demons-
trando como os individuos nao portadores do antigeno Rh podem
se imunizar e as consequéncias dessa imunizagao;
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o 1941-1943: foram observados em individuos politransfundidos e
em multiparas outros anticorpos capazes de aglutinar hemacias
humanas cuja frequéncia variava em individuos Rh positivos e
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Rh negativos.

As complexidades sorologica e fenotipica associadas a esse sis-
tema levaram a elaboracdo de nomenclaturas diferentes: o sistema
Rh-Hr (Wiener), a terminologia CDE (Fischer e Race) e o siste-
ma numérico (Rosenfield), que se basearam em diferentes teorias

quanto a genética desse sistema de grupo sanguineo (quadro 4).

Quadro 4. Nomenclaturas propostas para antigenos do sistema Rh.

Genoétipos
Wiener Fisher-Race Rosenfield
R'r DCe/dce Rh:1,2,-3,4,5
R'R! DCe/DCe Rh:1,2,-3,-4,5
Oggg\ir:;ia rr dce/dce Rh:-1,-2,-3,4,5
R'R? DCe/DcE Rh:1,2,3,4,5
Rr DcE/dce Rh:1,-2,3,4,5
R°R? DcE/DcE Rh:1,-2,3,4,-5
r'r dCe/dce Rh:-1,2,-3,4,5
rr dCe/dCe Rh:-1,2,-3,-4,5
r'r dcE/dce Rh:-1,-2,3,4,5
Ocorrénciarara | r'r dcE/dcE Rh:-1,-2,3,4,-5
Ror Dce/dce Rh:1,-2,-3,4,5
ROR® Dce/Dce Rh:1,-2,-3,4,5
rr dCE/dce Rh:-1,2,3,4,5

A localizagdo cromossomica dos genes pode ser definida por
1p36-34. Mediante a analise do DNA gendmico de diferentes fenoti-
pos Rh, individuos RhD positivos possuem os genes RHD e RHCE,
enquanto individuos RhD negativos apresentam somente o gene
RHCE. Na maioria dos individuos RhD negativo o gene RHD esta

Fonte: Adaptado de Harmening, 2006.
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deletado, portanto néo existe o alelo d. O gene RHD codifica o po-
lipeptideo D, e o gene RHCE (alelos RHCe, RHcE, RHce e RHCE)
codifica os polipeptideos C/c e E/e.

Os genes RHD e RHCE apresentam um elevado grau de homo-
logia, com uma variagao de 36 aminodcidos em 416 posi¢des. O po-
limorfismo E/e resulta da substitui¢do de um tnico aminoacido no
éxon 5, na quarta alca extracelular, quando da substituicdo de uma
prolina (E) na posi¢do 226 para uma alanina (e). No polipeptideo Rh,
que carreia os antigenos C e ¢, ocorre uma substituicao de quatro
aminoacidos em uma cadeia de 416 aminoacidos, embora apenas
uma substitui¢do pareca ser critica para o polimorfismo C/c: a subs-
tituicdo de uma serina (C) na posi¢do 103 por uma prolina (c). Por
outra parte, o polipeptideo codificado pelo gene RHD difere daquele
codificado pelo RHCE em 36 aminoacidos.

Essas diferengas talvez possam explicar em parte a imunogenicidade
do antigeno RhD, pois quando um individuo RhD negativo é exposto a
hemacias RhD positivo, o seu sistema imune é estimulado por uma pro-
teina que difere em 36 aminoacidos daquela que ele possui.

Na pratica transfusional, o sistema Rh é o sistema mais importante
depois do sistema ABO, tendo sido responsavel por casos de doencga
hemolitica do recém-nascido de intensidade variavel, chegando mes-
mo a ser grave e levar até a obito fetal, além de ter sido responsabi-
lizado por reagdes transfusionais hemoliticas que podem ser graves.
Ainda que 49 antigenos estejam relacionados ao sistema Rh, apenas
5 (D, C, ¢, E, e) sdo responsaveis pela grande maioria dos problemas
clinicos associados a esse sistema.

2.1 D fraco e D parcial

Os antigenos D fraco apresentam-se como uma expressio en-
fraquecida do antigeno D, reagindo de maneira variavel com os
antissoros anti-D comerciais. Normalmente esse antigeno nao ¢
detectado por técnicas de aglutinagao direta, e sim por técnicas com-
plementares, como tratamento enzimatico das hemacias e técnica de
Coombs indireto.

Esse fenotipo ocorre por uma variagdo qualitativa do antigeno
RhD que produz uma alteragdo quantitativa de sitios antigénicos ex-
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pressos na membrana eritrocitaria. As hemacias contendo D fraco
devem ser consideradas Rh positivas, podendo provocar, dessa forma,
aloimunizag¢ao transfusional ou feto-materna.

A incidéncia de D fraco tem sido descrita como presente em
0,2 a 0,5% da populagdo da Europa e em 3% da populacdo dos
Estados Unidos. Aloanticorpos anti-D ndo ocorrem na maioria
dos pacientes portadores de D fraco, mas alguns pacientes com
fenétipo D fraco, incluindo aqueles com tipo 21, podem produzir
anticorpos contra epitopos nao proprios do antigeno D (McGann
e Wenk, 2010).

Figura 2. Pontos de substituicdo de aminodcidos na porcao intracelular
da membrana eritrocitaria nos fenétipos D fraco.
Fonte: Adaptado de Flegel, 2007.

Antigenos D parciais apresentam alteragdes qualitativas e quanti-
tativas quando comparados com o antigeno D normal. Essas altera-
¢Oes podem ser caracterizadas pela auséncia de um ou mais epitopos
do antigeno D que foram substituidos por epitopos da proteina
CcEe e podem ocorrer por mutagdes de ponto missenses no gene
RHD que levam a substituicoes de aminoacidos predominantemen-
te nas alcas extracelulares, mas também dispersas na proteina, por
isso possuem epitopos alterados, com aminoacidos diferentes, que
os reagentes monoclonais ndo reconhecem.

As mutagdes de ponto missenses podem ser unicas (uma unica
mutag¢do num determinado éxon do gene RHD) ou dispersas (mais de
uma mutagdo de ponto em mais de um éxon do gene RHD). As mu-
tagdes podem ocorrer também por rearranjos génicos entre os genes
RHD e RHCE (alelos hibridos).

A diferenciagdo entre D fraco e D parcial por métodos sorolégicos
em nossa populagdo é de dificil resolucdo, pois é possivel encontrar
mais de um tipo de D fraco numa mesma amostra, resultado de uma
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grande miscigenagdo. Portadores do antigeno D parcial e alguns D
fracos estao propensos a imunizagdes de anti-D. Consequentemente,
uma correta classificagdo do antigeno pode evitar desperdicio de uni-
dades RhD negativas e/ou imunizagdo decorrente de transfusdo de
hemacias RhD positivas. Os métodos moleculares podem confirmar ou
excluir a presenca desses antigenos; entretanto, nao devem ser analisados
de forma isolada, ou seja, sem a realiza¢ao de testes sorologicos, pois nem
sempre a presenga do gene resulta na expressdao da proteina. No siste-
ma Rh ocorre essa excecdo e ha pessoas que possuem o gene RhD mas
ndo expressam a proteina: sdo os famosos pseudogenes. Dessa forma, ao
utilizarmos os métodos moleculares em imuno-hematologia, devemos
confrontar os resultados dos testes (gendtipos) com os fenétipos, que sao
evidenciados por testes de sorologia de grupos sanguineos.

2.2 Anticorpos Rh

Os anticorpos anti-Rh resultam, praticamente, de uma aloimuni-
zagao por transfusdo sanguinea ou por gravidez, pertencendo quase
sempre a classe IgG (IgG 1 ou IgG 3). Alguns anticorpos da classe IgM
podem ocorrer transitoriamente no inicio da aloimunizagio. Raros
anti-E e anti-C" podem ser observados sem um estimulo antigénico
conhecido, sendo considerados naturais.

A transfusao ¢ a via mais frequente de imunizagao contra antigenos
Rh. No caso especifico do antigeno D, estima-se em 80% a probabilida-
de de imunizagdo ap6s uma transfusdo incompativel. Ja a imunizagdo
por gravidez representa a maioria dos casos de doen¢a hemolitica do
recém-nascido, sendo devida ao anti-D. Entretanto, com a profilaxia
por imunoglobulinas anti-RhD, o niimero de aloimunizagdes mater-
nas contra o antigeno D diminuiu, mas o mesmo nao ocorreu com 0s
antigenos E, ¢, e C.

Os anticorpos Rh sdo clinicamente significativos, reativos a 37°C
e na fase de antiglobulina humana (AGH). Em geral, esses anticorpos
ndo fixam complemento, e a hemdlise resultante de uma transfusio
incompativel sera extravascular, caracterizando uma reagao transfu-
sional hemolitica retardada.

O receptor da transfusao contendo antigeno Rh correspondente ao
anticorpo previamente formado pode apresentar febre inexplicavel, com
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elevagdo da bilirrubina e redu¢ao da hemoglobina e haptoglobina. De
modo usual, a técnica da antiglobulina direta (Coombs direto) apresenta
resultado positivo principalmente por IgG, tendo os estudos de eluigao
importante papel na elucidacao da especificidade do anticorpo.

3. Outros sistemas de grupos sanguineos

3.1 Sistema P

O grupo sanguineo P foi descrito em 1927 por Landsteiner e
Levine. Em sua busca por novos antigenos, injetaram eritrocitos hu-
manos em coelhos e produziram um anticorpo inicialmente chama-
do anti-P, que dividia os eritrdcitos humanos em dois grupos: P+ e P-.
Em 1959, Levine et al. (1951) descreveram o anticorpo anti-Tj* (atual-
mente conhecido como anti—PPlPk).

A expressdo de P, no desenvolvimento fetal é varidvel. O antige-
no é encontrado em eritrocitos fetais desde a 122 semana, mas sua
expressdo diminui com a idade gestacional (Ikin et al., 1961). O anti-
geno ¢ fracamente expresso ao nascimento, e sua expressao completa
acontece perto dos 7 anos.

O antigeno P, deteriora rapidamente quando estocado. Se células
antigas sdo tipadas, ou utilizadas como controles para reagentes de
tipagem ou na detecgdo de anti-P, no soro, podem ocorrer reagdes
falso-negativas.

Anti-P, é um anticorpo da classe IgM comum, de ocorréncia na-
tural no soro dos individuos P, e ndo determina reagdo transfusio-
nal ou doenga hemolitica perinatal. Apenas em raros casos trata-se
de uma potente IgG ativa a 37°C com importancia transfusional.
Esse anticorpo reage mediante a aglutinagdo direta em baixas tem-
peraturas com hemdcias P, positivas. Cerca de 20% dos doadores de
sangue sdo P, negativos.

Habitualmente é uma aglutinina com fraca reagdo a frio em salina,
nao observada nos testes de rotina. A atividade do anticorpo pode ser
contornada pelo uso de métodos de teste de pré-aquecimento.

Como a expressao do antigeno P, nos eritrdcitos varia e se deterio-
ra durante o armazenamento, anticorpos podem reagir apenas com as
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células com expressao mais intensa ou com a adigdo de enzimas para
intensificar as reagoes. O fornecimento de bolsas compativeis a 37°C e
na fase de AGH é uma abordagem aceitavel para a transfusao.

Raros exemplares de anticorpos P, que reagem a 37°C podem cau-
sar destruicao de eritrocitos in vivo; entretanto, ha relatos de reagao
hemolitica transfusional imediata e tardia. A DHRN nao esta associa-
da a anti-P , presumivelmente porque o anticorpo habitualmente é de
natureza IgM.

3.2 Sistema MNSs

Apos a descoberta do sistema ABO, a busca por novas especi-
ficidades de anticorpos por meio da imuniza¢do de coelhos com
eritrocitos humanos foi iniciada por Landsteiner e Levine. Den-
tre os anticorpos recuperados dos soros desses coelhos, foram de-
tectados anti-M e anti-N, ambos divulgados num artigo em 1927
(Landsteiner e Levine, 1927).

Com a implantagao da técnica da antiglobulina em 1947, Walsh
e Montgomery descobriram o antigeno S, que, embora distinto, era
geneticamente ligado ao MN. Seu alelo “s” foi descoberto em 1951, e 0
sistema MN passou a ser conhecido como MNSs, um sistema de dois
loci. Em 1953, Wiener comunicou a descoberta de um anticorpo para
um antigeno de alta frequéncia, que foi denominado U. Esse antige-
no encontra-se em uma glicoproteina bem caracterizada chamada
MN-sialogligoproteinas (MN-SGP) ou glicoforina A (GPA).

3.2.1 Antigenos MNSs

Os antigenos MN podem ser detectados na 92 semana de gestagao
e estao bem desenvolvidos ao nascimento. Uma vez que os antige-
nos MN estdo na extremidade externa da GPA, podem ser facilmente
destruidos ou removidos por enzimas proteoliticas. M e N sao basica-
mente eritrocitdrios e estdo localizados no cromossomo 4.

Embora dados mais antigos tenham sugerido a presenca do anti-
geno M em linfécitos, M e N ndo foram detectados em linfécitos, mo-
ndcitos ou granuldcitos por citometria de fluxo e imunofluorescéncia.
Antigenos MN foram detectados no epitélio e endotélio de capilares
renais (Hawkins, 1985).
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Os antigenos Ss, muito parecidos com os antigenos MN, estdo loca-
lizados em uma glicoproteina menor chamada Ss-sialoglicoproteina
(Ss-SGP) ou glicoforina B (GPB). Existem cerca de 2x10° copias de
GPB por eritrdcito, entretanto nem todas estao disponiveis para a li-
gacao do anticorpo.

Os antigenos Ss encontram-se bem desenvolvidos ao nascimento e
estdo presentes nos eritrocitos a partir da 12* semana de idade gesta-
cional. Sao menos degradados por enzimas porque os antigenos estao
localizados em um local mais remoto da glicoproteina e os locais sen-
siveis a enzima sdo menos acessiveis. A atividade de Ss pode ser des-
truida por papaina, ficina e bromelina, embora o grau de degradagao
dependa da concentragdo da solugdo enzimatica, da sua duragdo e da
proporcao utilizada.

Ss sdo considerados antigenos eritrocitarios, ndo sendo encontra-
dos em plaquetas, linfdcitos, mondcitos ou granuldcitos. Assim como
MN, estdo localizados no cromossomo 4.

3.2.2 Anticorpos anti-M

Os anticorpos anti-M sdo, em sua maioria, crioaglutininas reativas
em salina, de ocorréncia natural e sem importéncia transfusional.

A maijoria dos exemplos de anti-M sao IgG reativos a baixa tem-
peratura (TA/4°C), entretanto foram descritos casos raros reativos a
37°C capazes de promover reagao transfusional importante. Devido
ao efeito de dose, anticorpos anti-M podem reagir melhor com hema-
cias M+N- (genétipo MM).

Anti-M muito fraco pode ndo reagir com hemacias M+N+, tor-
nando dificil sua deteccdo no painel de identificagdo. A reatividade
do anticorpo pode ser acentuada ao se aumentar a relacao entre as
células do painel e o volume de soro e/ou o tempo de incubagao. Pode-
se adicionar um meio potencializador como a albumina ou um meio de
baixa for¢a i6nica (LISS, do inglés low ionic strenght solution).

Esse anticorpo pode ser detectado no plasma, que ¢ ligeiramente
mais dcido em decorréncia do anticoagulante. Anti-M ¢ raramen-
te responsavel por reagdes hemoliticas transfusionais, diminuigao
da sobrevida das células ou doenca hemolitica do recém-nascido. E
suficiente fornecer unidades compativeis na prova cruzada a 37°C
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e na fase de antiglobulina sem ser necessaria a fenotipagem para o
antigeno M.

3.2.3 Anticorpos anti-N

Esse anticorpo é uma aglutinina fria reativa em salina, de classe
IgG ou IgM, que nao liga complemento e nem reage com hemdcias
tratadas previamente com enzimas. Anti-N demonstra efeito de dose,
reagindo melhor com hemadcias com fenétipo M-N+. Nao ¢ clinica-
mente significativo, a menos que reaja a 37°C.

Anti-N é mais raro que anti-M. Numa série de 86 mil pacientes, fo-
ram detectados apenas dois exemplares de anti-N (Mollison, Engelfriet e
Contreras, 1997). Também foi observado em pacientes renais, dialisados
em equipamento esterilizado com formaldeido, independentemente do
tipo MN.

3.2.4 Anticorpos anti-S e anti-s

Quase todos os exemplares de anti-S e anti-s sdo IgG; eles sdo rea-
tivos a 37°C e na fase de antiglobulina. Alguns exemplares expressam
reatividade 6tima em temperaturas mais baixas (4°C). Os anticorpos
podem ou ndo reagir com hemadcias previamente tratadas.

Embora detectados menos frequentemente que anti-M, anticorpos
anti-S ou anti-s tém maior probabilidade de ser clinicamente significati-
vos. Podem ativar o sistema complemento, tendo sido implicados em re-
agdo hemolitica grave causada por transfusao. Também causam DHRN.

Unidades de sangue selecionadas para transfusido devem ser ne-
gativas para o antigeno correspondente a esses anticorpos e com-
pativeis nas provas cruzadas. Tendo em vista que apenas 11% dos
brancos e 3% dos negros sao “s-”, pode ser dificil obter sangue para
um paciente com anti-s.

3.2.5 Anti-U

Anti-U é um anticorpo raro, encontrado na raga negra. Cerca de
1% dos negros americanos (e de 1 a 35% dos negros africanos) nao
apresenta o antigeno U, o que torna muito dificil encontrar sangue
compativel. Pode determinar rea¢do transfusional e DHRN. Habi-
tualmente, os pacientes apresentam fenotipo S-s-U-.
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3.3 Sistema Lutheran

Esse sistema foi descoberto em 1945, por causa da presenga de anti-
Lu?, um antigeno de baixa frequéncia, no soro de um paciente apos
transfusdo. Seu par antitético, um antigeno de alta frequéncia, também
foi descoberto no mesmo ano, tendo recebido a denominagéo de anti-
Lu". O sistema de grupo sanguineo parecia completo até o inicio da
década de 1960, quando Crawford et al. (1961) descreveram o primeiro
fendtipo Lu(a-b-).

3.3.1 Antigenos Lu?® e Lu®

Antigenos Lu® e Lu® sdo antigenos produzidos por genes codomi-
nantes alélicos. Nao foi detectada a presenca de antigenos Lutheran
em plaquetas, linfocitos e mondcitos, mas ha presenga no cérebro,
pulmao, pancreas, placenta (Reid e Lomas-Francis, 1997). Embora
tenham sido detectados em eritrocitos fetais com apenas 10-12 sema-
nas de gesta¢ao, estdo fracamente desenvolvidos ao nascimento e ndo
atingem niveis adultos até os 15 anos de idade.

Os antigenos demonstram efeito de dose, sendo notadas diferen-
¢as nitidas entre membros homozigotos e heterozigotos em uma mes-
ma familia.

3.3.2 Anticorpos anti-Lu?

A maijoria dos exemplares é de aglutininas de “ocorréncia natural”,
com reagao em salina e que reagem melhor em temperatura ambiente
que a 37°C. Alguns exemplares reagem a 37°C e no teste de antiglo-
bulina humana (AGH).

Frequentemente, o anti-Lu® passa despercebido nos testes de rotina
porque a maioria das células de triagem para anticorpos irregulares
sao Lu® negativo.

A reatividade do anticorpo nao é profundamente alterada pe-
las enzimas de rotina do banco de sangue. Em sua maioria, os
anticorpos Lu® nao sdo clinicamente significativos em transfusao,
e tendem a desaparecer alguns meses depois de terem sido detec-
tados. Podem ocasionar DHRN, embora, na maioria dos casos, de
forma branda.
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3.3.3 Anticorpos anti-Lu®

A maioria pertence a classe IgG, sendo reativos a 37°C e na fase de
AGH. Sao produzidos em resposta a gravidez ou a transfusao.

Anti-Lu® reage com todas as células testadas exceto o autocontrole,
sendo mais fracas as reagdes com células do corddo e com fenétipo
em heterozigose Lu(a+b+).

Anti-Lu® tem sido implicado na diminui¢do da sobrevida de cé-
lulas transfundidas e na ictericia pds-transfusional, mas nao foi des-
crita a ocorréncia de hemolise grave ou aguda. Pode ser considerado
clinicamente significativo, mas nao se deve deixar de administrar o
sangue em situagdes de emergéncia apenas porque ndo puderam ser
encontradas unidades compativeis.

3.4 Sistema Kell

O sistema Kell é um sistema eritrocitario descoberto em 1946, apds
a implantacdo da técnica de Coombs, no soro de uma paciente, a sra.
Kellacher, que reagiu com as hemacias de seu filho recém-nascido, de seu
marido e de sua filha mais velha. E o terceiro mais importante e imu-
nogénico sistema de grupos sanguineos. Seu correspondente antitético
foi descrito por Levine et al. (1949) e denominado k (cellano), sendo um
antigeno de alta frequéncia.

3.4.1 Antigenos Kell

Sao codificados pelo gene KEL, que esta localizado no brago lon-
go do cromossoma 7. A expressdo desses antigenos também ¢é con-
trolada por um gene regulador XK, localizado no brago curto do
cromossoma X.

Os antigenos do sistema Kell ndo estdo presentes em plaquetas,
linfdcitos, granuldcitos ou mondcitos. Podem ser detectados nas
células fetais a partir da 10* semana de gestagao, estando bem de-
senvolvidos ao nascimento.

Sao antigenos extremamente imunogénicos, sendo o antigeno K
o segundo mais imunogénico de todos os antigenos de grupos san-
guineos (o antigeno D ¢ o mais imunogénico deles). Um paciente
com fenétipo K(-) que receba uma unica transfusao com a presenga

80



Imuno-hematologia eritrocitaria

do antigeno tem uma probabilidade de até 10% para a formagao do
anticorpo correspondente (Hughes-Jones e Gardner, 1971).

O antigeno K ¢ de baixa frequéncia, ao passo que o antigeno k é de
alta frequéncia e pode ser encontrado em aproximadamente 99,8%
da populacao.

Os antigenos Kell nao sao desnaturados por enzimas como bro-
melina, ficina e papaina; entretanto, sao inativados por tripsina,
quimiotripsina, solu¢des de ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol
(2-ME), 2-aminoetilisotiouronio (AET) e ZZAP (que contém DTT
e enzima proteolitica papaina ativada com cisteina).

3.4.2 Anticorpos Kell

Dentre os anticorpos irregulares mais detectados pelos servigos de
hemoterapia, com exce¢ao do anti-D, o anti-K é o anticorpo mais co-
mumente encontrado. De forma geral, apresenta-se como um anticor-
po de classe IgG reativo na fase de antiglobulina; no entanto, alguns
poucos anticorpos aglutinam células suspensas em solucao fisiologica.

Aproximadamente 20% dos anticorpos do sistema Kell fixam com-
plemento até C3, mas ndo possuem capacidade hemolitica. Porém os
anticorpos anti-K e anti-k tém sido implicados em casos de DHRN e
envolvidos em reac¢des transfusionais hemoliticas.

Alguns exemplares de anti-K reagem fracamente com hemacias
suspensas em meios de baixa for¢a idnica, como o LISS, e em al-
guns sistemas automatizados (Schultz, 1990).

O anti-K pode apresentar efeito de dose, embora a percepgao des-
se efeito nem sempre seja evidente. Quase todos os autoanticorpos
Kell estdao associados aos antigenos de alta frequéncia do sistema Kell;
no entanto, a identificagao desses autoanticorpos revelou especifici-
dades anti-K, anti-Kp® e anti-K13 (Marsh, Dinapoli e Oyen, 1979).

3.5 Sistema Lewis

O sistema de grupo sanguineo Lewis apresenta a caracteristica de nao
ser produzido pelos eritrocitos e ndo estar integrado na estrutura mem-
branar, o que o torna um sistema diferente dos demais. Os antigenos des-
se sistema sdo elaborados por células teciduais e secretados nos fluidos
corporais, principalmente nas secre¢des e no plasma (Harmening, 2006).
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O gene Lewis (Le) produz uma L-glicosiltransferase que acrescenta
uma L-fucose a uma substancia precursora basica para a produgdo dos
antigenos do sistema Lewis. O gene Le encontra-se localizado no brago
curto do cromossomo 19 p13.3, estando ligado ao locus do complemen-
to C3 (Oriol, Le Pendu e Mollicone, 1986).

Uma vez que os antigenos do sistema Lewis sdo produzidos por
células teciduais, a producao dos antigenos ¢ dependente tanto da he-
ran¢a dos genes Lewis quanto da heranca do gene secretor (Sese) de
substancias ABH. Ha uma interagdo génica entre os genes Lewis e os
genes ABO, uma vez que a quantidade de antigeno Lewis detectada
no eritrdcito é influenciada pelos genes ABO herdados.

3.5.1 Antigenos Lewis

A substancia Le* é secretada por todos os individuos, independen-
temente da presenga do gene secretor, de modo que individuos nao
secretores (sese) de antigenos ABH podem conter antigenos Le* nos
fluidos corporais que serdo posteriormente adsorvidos a membrana
dos eritrocitos, produzindo o fenétipo Le(a+b-). Dessa forma, os indi-
viduos Le(a+b-) sao ndo secretores de substancias ABH (Henry, Oriol
e Samuelson, 1995). A enzima Lewis esta presente na saliva, no leite,
nas glandulas submaxilares, na mucosa gastrica e em fluidos de cistos
(Salmon, Cartron e Rouger, 1984).

A formagcédo do antigeno Le® estd associada a interacdo dos genes
Sese, ABO, Hh e Lewis. Cabe destacar que os antigenos Le® e Le® ndo
sao alelos. O resultado da interagdo génica entre os genes Lele e Sese é
a producao do fenétipo Le(a-b+).

O fenétipo Le(a-b-) ndo é decorrente da auséncia do gene i (FUT 3),
mas de mutagdes pontuais especificas no gene Le que vao originar uma
transferase Lewis ndo funcional ou parcialmente ativa, determinando
assim a expressdo negativa nos eritrocitos (Henry, Oriol e Samuelson,
1995; Elmgren et al., 1996).

A diminui¢do dos antigenos Lewis tem sido demonstrada em
mulheres gravidas, resultando no fenétipo Le(a-b-) no decorrer da
gestagdo (Churchill e Kutz, 1988; Harmening, 2006). Pacientes com
cancer, cirrose alcodlica, infecgdes virais e parasitarias podem nao
expressar os antigenos Lewis nos eritrocitos. Essa modificagao do fe-
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nétipo positivo para fendtipo negativo é decorrente de metabolismo
lipidico anormal, por alteracdes de triglicerideos e de proteinas de
alta densidade (Henry, Oriol e Samuelson, 1995) e/ou outras altera-
¢des neoplasicas que ocorrem em pacientes com cancer (Langkilde,
Wolf e Orntoft, 1990; Idikio e Manickavel, 1991).

Nao sao encontrados nos eritrdcitos do sangue do cordao ou em
recém-nascidos, de forma que, se forem testadas, essas células apre-
sentarao o fendtipo Le(a-b-). Nao demonstram efeito de dose nas rea-
¢oes sorologicas.

3.5.2 Anticorpos Lewis

Sao produzidos geralmente por individuos Le(a-b-) sem qualquer
exposicdo prévia ao antigeno; frequentemente sdo de natureza IgM e
nao atravessam a placenta, nao sendo, assim, responsaveis por DHRN.

Sao capazes de ativar o complemento, podendo provocar hemolise
in vitro e in vivo. Apresentam reatividade exacerbada quando as célu-
las sao tratadas por enzimas proteoliticas.

3.5.3 Anticorpo anti-Le?

E o anticorpo mais frequente do sistema Lewis, sendo produzido
por aproximadamente 20% dos individuos que apresentam fenotipo
Le(a-b-). Embora na maioria das vezes o anticorpo seja uma IgM, fo-
ram relatados casos de anticorpos IgG apos transfusdes macigas con-
tendo o antigeno Le* (Cowles, Spitalnik e Blumberg, 1989).

O comportamento sorolégico do anticorpo revela melhor afinida-
de por células suspensas em salina em temperatura ambiente, embora
algumas vezes reaja a 37°C e na fase da antiglobulina humana (AGH),
podendo ocasionar rea¢des transfusionais hemoliticas.

Anti-Le® pode ser facilmente neutralizado por plasma ou saliva
que contenha a substincia Le?. Individuos portadores do fenétipo
Le(a-b+) nao produzem anti-Le* pelo fato de a estrutura do anti-
geno Le?® estar contida dentro do epitopo de Le® e por apresenta-
rem a substancia Le® no seu plasma e na sua saliva (Henry, Oriol e
Samuelson, 1995; Petz et al., 1995).
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3.5.4 Anticorpo anti-Le®

Nio é encontrado rotineiramente nos testes pré-transfusionais,
sendo habitualmente uma IgM que ndo se fixa ao complemento tdo
facilmente quanto o anti-Le®.

E produzido por individuos apresentando o fendtipo Le(a+b-) e
ocasionalmente por individuos Le(a-b-). Pode ser neutralizado facil-
mente por plasma ou saliva contendo a substéncia Le®.

3.5.5 Anticorpo anti-Le*

Apresenta aglutinagdo com todos os eritrdcitos Le(a-b+) e Le(a+b-),
sendo formado em individuos de fenétipo Le(a-b-). Apresenta agluti-
nagdo de aproximadamente 90% dos sangues de cordao inicialmente
fenotipados como Le(a-b-). Anti-Le* ndo pode ser separado por técni-
cas de adsor¢do utilizando-se células Le(a+b-) ou de cordao.

3.6 Sistema Duffy

Foi identificado em 1950 em um paciente hemofilico chamado
Duffy, que fora submetido a multiplas transfusdes, o primeiro exem-
plar de anti-Fy* (Cutbush, Mollinson e Parkin, 1950). No ano pos-
terior, Ikin et al. (1951) descreveram o anticorpo que definiu o seu
par antitético, denominado anti-Fy®, no soro de uma mulher multi-
para. Os principais antigenos do sistema Duffy na rotina imuno-
hematoldgica sdao Fy® e Fy*. O gene Duffy estd localizado perto do
centrémero, no brago longo do cromossomo 1q22-23.

3.6.1 Antigenos Fy® e Fy®

Os antigenos Fy* e Fy® sdo produtos de alelos codominantes que
residem em uma glicoproteina acida (gp-Fy) que transpassa a mem-
brana sete vezes e tem um N-terminal no dominio extracelular e um
C-terminal no dominio intracelular.

Estdo expressos em eritrdcitos fetais a partir da 6* semana de ida-
de gestacional, estando bem desenvolvidos ao nascimento. Esses anti-
genos nao foram detectados em plaquetas, linfdcitos, granuldcitos ou
mondcitos; entretanto, puderam ser detectados no cérebro, endotélio,
bago, tireoide, timo e rins (Cartron e Rouger, 1995). Sao destruidos por
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enzimas proteoliticas, como a papaina, bromelina, ficina e quimio-
tripsina, além do ZZAP, que tem a capacidade de clivar a IgG. Também
sdo desnaturados por formaldeido ou pelo aquecimento a 56°C du-
rante 30 minutos (Harmening, 2006).

Antigenos Duffy se degradam com a estocagem, mesmo quando
congelados. Possuem a capacidade de eluir dos eritrécitos estoca-
dos em meio com baixa concentragdo ionica ou pH baixo (Mollison,
Engelfriet e Contreras, 1997).

Ha associagdo entre os antigenos Dufty e a infec¢ao pelo parasito
causador da malaria, estando resistentes a infec¢ao por P. vivax os
individuos negros americanos e africanos com fenétipo Fy(a-b-).

3.6.2 Anticorpos anti-Fy? e anti-Fy®

Geralmente pertencem a classe IgG e reagem melhor a fase da an-
tiglobulina humana, sendo rara a ligagdo ao complemento. Alguns
anticorpos podem apresentar reatividade na fase salina, principal-
mente apos estimulo secundario.

Os anticorpos podem apresentar efeito de dose e ndo reagem com he-
macias tratadas por enzimas, sendo essa uma caracteristica atil na anali-
se da identificagao de multiplos anticorpos no soro que contenha anti-Fy*
ou anti-Fy".

Estdo associados a reagdes transfusionais hemoliticas com grau mo-
derado de hemolise. Na presenga de anticorpos anti-Fy* ou anti-Fy® no
soro do paciente, o mesmo deve obrigatoriamente receber sangue com
auséncia do antigeno correspondente.

Anticorpos Dufty estdo implicados em reagdes transfusionais tar-
dias, principalmente em pacientes com anemia falciforme e multiplos
anticorpos apresentando o fenétipo Fy(a-b-) (Harmening, 2006).

Anti-Fy* é um anticorpo encontrado com certa frequéncia e que
pode causar reagao transfusional hemolitica (RTH) e algumas ve-
zes DHRN.

Anti-Fy® é um anticorpo pouco frequente, porém imune. Em raras
ocasides foi relacionado com RTH de leve a severa e ocasionalmente
pode causar DHRN de intensidade leve.

85



Alexandre Gomes Vizzoni * Paulo Marcelo T. Cotias

3.6.3 Anticorpo anti-Fy?

E produzido por individuos com fenétipo Fy(a-b-) que ndo expres-
sam nenhuma glicoproteina Duffy. Reagem com fendtipos Fy(a+b-) e
Fy(a-b+) e, como os antigenos Fy® nao sdo destruidos por tratamento
enzimatico, esses anticorpos mantém a sua reatividade mesmo quan-
do as células Fy’ sdo tratadas por enzimas proteoliticas.

3.7 Sistema Kidd

O sistema Kidd foi descoberto em 1951, apds a implantagao da téc-
nica de Coombs em uma paciente (sra. Kidd) que gerou um feto com
DHRN, em decorréncia de um anticorpo entdo denominado anti-Jk*
(Allen, Diamond e Niedziela, 1951). Posteriormente foi revelado o
anti-Jk®.

3.7.1 Antigenos Jk® e Jk®

Os antigenos Jk* sao detectados em eritrécitos fetais a partir da
11* semana de idade gestacional; para o antigeno Jk®, essa detecgo é
possivel a partir da 7* semana.

Antigenos Jk* e Jk® estdo bem desenvolvidos ao nascimento e ndo
sao alterados por enzimas proteoliticas, ZZAP, DTT, AET e difosfa-
to de cloroquina. Os antigenos Jk* tém maior expressdo na membrana
eritrocitaria quando presentes em individuos homozigéticos (Jk*Jk?)
quando comparados com individuos que apresentam os antigenos em
heterozigose (Jk*Jk®) (Masouredis et al., 1980).

Os antigenos ndo sao encontrados em plaquetas, linfocitos, mondci-
tos ou granuldcitos usando-se técnicas sensiveis de radioimunoensaio
ou de imunofluorescéncia (Mollison, Engelfriet e Contreras, 1997).

3.7.2 Anticorpos anti-Jk® e anti-Jk®

4

O anticorpo anti-Jk* é um perigoso anticorpo encontrado no
soro humano que pode determinar severa reagao hemolitica trans-
fusional imediata ou tardia. E uma IgG e reage melhor com AGH
poliespecifica; em geral, fixa complemento e, em alguns casos, de-
termina ligeira hemolise ou aglutinagdo direta com hemacias trata-
das com enzimas.
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Anticorpos anti-Jk® podem determinar reagdo hemolitica trans-
fusional imediata ou tardia e raramente estdo relacionados a DHRN.
Geralmente sao uma IgG detectada pela técnica de Coombs indireto.

A reatividade desses anticorpos pode ser acentuada pelo uso de
solugdes de baixa forga idnica (LISS) ou polietilenoglicol (PEG), me-
diante o aumento do volume de soro a ser acrescentado no teste — ou
seja, utilizam-se 4 gotas em vez de 2, procurando aumentar a relagao
entre o anticorpo e o antigeno.

Apresentam a propriedade de demonstrar efeito de dose, o que di-
ficulta a identificagdo desses anticorpos para imuno-hematologistas
iniciantes. Observa-se, ainda, a necessidade de utilizar uma amostra
recente para identificagao desses anticorpos.

Anticorpos Kidd podem causar reagdes hemoliticas transfusionais
especialmente do tipo tardio. Observa-se, em alguns casos, a ocorrén-
cia de hemolise intravascular em reagdes graves, embora a remogao
desses anticorpos possa ocorrer no nivel extravascular pelo figado.

Os titulos de anti-Jk® e anti-Jk® declinam rapidamente in vivo. Isso
significa que um anticorpo identificado num primeiro momento pode
ndo ser perceptivel posteriormente, o que torna a verificagdo dos re-
gistros dos pacientes com esses anticorpos previamente formados uma
necessidade que nao deve ser negligenciada.

Anti-Jk? é um anticorpo pertencente a classe IgG que reage com a
antiglobulina. Individuos portadores desse anticorpo apresentam o fe-
n6tipo nulo (Jk*-Jk®-). O anti-Jk® estd associado 8 DHRN leve e a reagoes
hemoliticas transfusionais tardias.

3.8 Colecéo de grupo sanguineo |

A existéncia de crioaglutininas no soro de pessoas com anemia
hemolitica adquirida é conhecida ha muito tempo. Wiener, Unger e
Feldman (1956) nomearam essas crioaglutininas como antigeno I,
de “individualidade”.

O anticorpo reagiu com apenas 5 de 22 mil amostras de sangue
testadas — ou seja, a maioria das amostras era I+. Acredita-se que as
amostras I ndo reativas possuiam um raro gene homozigoto, produ-

tor do antigeno “i”. Verificou-se que muitas crioaglutininas tinham
especificidade para I.
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Tendo em vista que I e i ndo sdo antigenos antitéticos distintos
produzidos por genes alelos, eles ndo sdo classificados como um siste-
ma, e sim como uma colegao.

3.8.1 Antigenos li

Tanto os antigenos I quanto os antigenos i sdo encontrados em
alta frequéncia na popula¢ao. Ao nascimento, os eritrocitos do recém-
nato sdo ricos em i; ja I praticamente nao é detectavel. Durante os
primeiros 18 meses de vida, a quantidade de i decresce lentamente, ao
passo que I vai aumentando até serem atingidas as propor¢des nor-
mais de um adulto.

Algumas pessoas parecem nao mudar sua situagdo com relagao aide-
pois do nascimento. Esses individuos constituem o raro fenétipo i adulto
ou fenotipo I negativo (Harmening, 2006).

3.8.2 Anticorpos anti-|

O anti-I é um autoanticorpo que pode ser benigno ou patoldgico
(Beck, 1991; Issitt, 1998). Ele apresenta reagdes fortes com células de
adultos e reagdes fracas com células de cordao. A utilizacao de méto-
dos enzimaticos e albumina na identifica¢ido dos anticorpos podem
acentuar a reatividade de anti-I.

De forma habitual, é uma aglutinina fraca da classe IgM, reativa
em salina e de ocorréncia natural, que ndo é detectada em testes de
rotina, pois geralmente reage apenas a 4°C e, em alguns casos, a tem-
peratura ambiente.

Anticorpos patologicos sao aglutininas da classe IgM mais poten-
tes, com titulos mais altos e com uma faixa térmica mais ampla de
reatividade (até 32°C).

A produgdo de autoanti-I pode ser estimulada por microrganis-
mos que contém o antigeno similar a I em sua superficie. Pacientes
com Mycoplasma pneumoniae formam, frequentemente, fortes crioa-
glutininas com especificidade para I.

3.8.3 Anticorpos anti-i

Na maioria, o anticorpo anti-i ¢ um autoanticorpo IgM que reage
melhor com células suspensas em salina a 4°C. Exemplares potentes
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estdo associados a mononucleose infecciosa, leucemias mieldides, re-
ticuloses e cirrose alcodlica.

Titulos altos e ampla faixa térmica podem contribuir para a hemdoli-
se, mas, tendo em vista que a expressao de i é fraca, raramente causam
hemodlise significativa. Também foi descrito anti-i de classe IgG, que foi
associado a DHRN.

4. Teste da antiglobulina humana

A técnica de antiglobulina para a detecgdo de anticorpos do sis-
tema Rh ndo aglutinantes que se apresentavam de forma fraca foi
descrita primeiramente por Coombs, Mourant e Race (1945). No
ano seguinte, os mesmos pesquisadores descreveram o uso de anti-
globulina humana na detec¢ao da sensibiliza¢do in vivo das hema-
cias de bebés com DHRN (Coombs, Mourant e Race, 1946).

A técnica de antiglobulina pode ser utilizada na detecgdo de he-
macias sensibilizadas por aloanticorpos, autoanticorpos e/ou com-
ponentes do complemento. A sensibilizagdo pode ocorrer in vivo ou
in vitro. A deteccao da sensibilizacao das hemadcias in vitro é deter-
minada pela técnica de antiglobulina indireta ou Coombs indireto,
e pode ser aplicada para os testes de compatibilidade, triagem de
anticorpos, identificagdo de anticorpos, fenotipagem de hemacias
e estudos de titulacdo de anticorpos, ao passo que a sensibilizacdo
in vivo é realizada pela técnica de antiglobulina direta (TAD) ou
Coombs direto.

4.1 Caracteristicas importantes da técnica de antiglobulina
direta (TAD)

o Meétodo de pesquisa de hemacias sensibilizadas in vivo por IgG
e/ou fragdes de complemento;

« Importante no auxilio ao diagndstico de anemia hemolitica au-
toimune, DHRN, hemdlise induzida por drogas e reagdes hemo-
liticas pds-transfusionais;
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o Lavar as hemdcias ¢ importante, pois globulinas e substancias como
lipideos, proteinas presentes no plasma, podem neutralizar o soro
antiglobulina humana, provocando resultados falso-negativos; além
disso, as cargas elétricas das substancias bioquimicas do plasma
formam o potencial zeta, um potencial que interfere no processo
de sensibiliza¢ao e aglutinagdo. Outro composto responsavel por
interferéncias nesse teste é a geleia de Wharton, um tecido con-
juntivo mucoso presente no sangue coletado de cordao umbilical
que gera resultados falso-positivos;

o A demora na realizagdo do teste pode ocasionar falsos resultados,
pois as amostras estocadas ha muito tempo e em condigdes diferen-
tes das ideais tendem a eluigdo natural dos anticorpos que inicial-
mente estavam ligados a hemacia;

o A centrifugacdo inadequada pode promover falsos resultados.

A interpretacao de TAD positivo exige conhecimento do diagnosti-
co do paciente e da historia gestacional e transfusional, e avaliagdo das
medicagdes em uso, assim como a informagdo de presenga de anemia
hemolitica autoimune. O resultado sorolégico do teste apenas nao é
diagnoéstico. Ele deve ser avaliado em conjunto com os dados clinicos
e demais dados laboratoriais: hematocrito, bilirrubina, haptoglobina e
contagem de reticuldcitos.

Testes pré-transfusionais em pacientes com autoanticorpos podem
apresentar os seguintes problemas:

1) autoanticorpos reativos a frio podem apresentar autoaglutina-
¢do, causando tipagens ABO e Rh erroneas;

2) eritrdcitos fortemente cobertos por globulinas podem sofrer
aglutinagdo espontanea, com reagentes usados para tipagens;

3) a presenca de autoanticorpos livres no soro pode dificultar a
identifica¢do de anticorpos irregulares e a realizagao de pro-
vas cruzadas.

Embora a resposta a esses problemas soroldgicos seja importante,
o adiamento da transfusdo na esperanca de encontrar sangue sorolo-
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gicamente compativel pode, em alguns casos, causar maior dano ao
paciente. Avaliar bem cada caso na clinica transfusional ¢ importante
para o bom aproveitamento da transfusio sem o agravamento do es-
tado clinico do paciente.

5. Pesquisa e identificacdao de anticorpos irregulares

A detecgdo e a identificagdo dos anticorpos sdo as duas areas mais
interessantes em toda a imuno-hematologia, em especial para os inician-
tes. Elas representam grande desafio para o estudante que esta apren-
dendo os principios e procedimentos do banco de sangue. Na maioria
das amostras de sangue testadas em um laboratério de imuno-
hematologia ¢ feita uma triagem de anticorpos no soro desses pa-
cientes. Em geral, essa detec¢ao de anticorpo compreende a triagem
do soro do paciente testado contra duas ou trés hemacias fenoti-
padas do grupo O de um reagente de avaliagdo. As hemacias rea-
gentes também sao referidas como painel de triagem ou selecao. Elas
sao sempre do grupo O (para que possiveis anticorpos anti-A e anti-B
dos individuos a serem testados ndo interfiram na detec¢ao dos anti-
corpos) e contém os antigenos mais comumente encontrados e cli-
nicamente importantes. Essas células sdo encontradas por meio de
teste de fabricacdo comercial. Um diagrama relacionando a consti-
tuigdo antigénica de cada célula de avaliagao ¢ fornecido com cada
exemplar pelo fabricante (quadro 5).

Quadro 5. Perfil antigénico das hemacias de triagem:
diagrama para triagem de anticorpos.

Sistemas Rh Kell MNS Kidd Duffy Lewis | P | Lutheran
Células | D [C [E|cfe |K[k Je [ Jke

Ler | Le® | P, | Lu® | Lu®

Il |+ [+[+]++]0 [+ + |0 + [0 |+]0 |+

+ |+ 0 |+ [+]0 |+

Il + | +0 0|+ ]|+]|+

[ Antigenos destruidos pelo tratamento com enzimas proteoliticas.

Anticorpos irregulares podem ocorrer em 0,3% a 2% da populagao
em geral (Giblett; 1977; Boral e Henry, 1977), embora essa prevaléncia
possa estar aumentada em determinados grupos de pacientes, principal-
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mente os politransfundidos e os portadores de anemia falciforme (Orlina,
Sosler e Koshy, 1991).

Os testes de deteccdo de anticorpos usando métodos em tubo de
ensaio podem ser realizados por diferentes técnicas. Entretanto, qual-
quer que seja a metodologia empregada, ela deve ser capaz de detectar
anticorpos clinicamente significantes através da fase de temperatura
ambiente, incubagdo a 37°C e utilizagdo da antiglobulina humana.
Dependendo do tipo de potencializador utilizado na reagdo, determi-
nadas fases podem ser suprimidas, como a supressdo da leitura a 37°C
quando utilizamos o PEG.

Toda pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) positiva deve ter a
especificidade do anticorpo investigada. Esse procedimento é realiza-
do pela identificagdo de anticorpos irregulares (IAI) por meio de um
painel de hemacias industrializadas, contendo de 10 a 30 frascos de he-
macias do grupo O de diferentes individuos, previamente fenotipados
para os principais sistemas sanguineos. Esse painel geralmente é deno-
minado painel de identificacdo de anticorpos (quadro 6).

Quadro 6. Perfil antigénico das hemacias de identificacdo de anticorpos:
diagrama para identificacdo de anticorpos irregulares.

Sistemas Rh Lewis Lutheran
Células E Le* | Leb Lu | Lub
1 0 0| + 0| +
2 0 0| + 0| +
3 + 0| + 0| +
4 0 0]+ 0| +
5 + 0| + 0| +
6 0 00 0| +
7 0 +10 0| +
8 0 +10 0| +
9 0 0]+ 0|+
10 + 0| + 0| +
n + +10 + | +

[ Antigenos destruidos pelo tratamento com enzimas proteoliticas.

A avaliagdo e a interpretacao dos resultados do painel devem ser reali-
zadas utilizando-se diagrama elaborado da forma acima, procurando-se
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assegurar a identificacdo apropriada sem que as especificidades passem
despercebidas ou possam estar encobertas por outros anticorpos. E im-
portante avaliar a presenca de autoanticorpos quando o resultado nega-
tivo do autocontrole e o painel apresentando reagdes positivas indiquem
a presenca de aloanticorpos.

Outra abordagem deve dizer respeito as fases e a intensidade das rea-
¢Oes encontradas, pois reacdes de mesma intensidade sugerem a presenca
de apenas um anticorpo — embora possam ocorrer excegdes —, € as rea-
tividades em determinadas fases revelam o comportamento sorologico
dos anticorpos. Dessa forma, anticorpos direcionados contra antigenos
destruidos por tratamento enzimatico podem apresentar reatividade nas
fases de temperatura ambiente, térmica e de antiglobulina, mas nao rea-
girdo quando se faga um painel enzimatico.

Os anticorpos sao excluidos quando ha auséncia de reatividade do
soro do paciente com uma célula portadora do antigeno correspondente.
Atengao especial deve ser dada as células heterozigotas, pois determina-
dos anticorpos podem apresentar efeito de dose e nao reagir com as he-
maécias teste.

Sempre que possivel, deve ser feita a fenotipagem do paciente; a
auséncia no paciente do antigeno correspondente ao anticorpo iden-
tificado demonstra que os resultados de identificagdo estdo corretos
(quando se considera um autocontrole negativo).

E possivel que seja necessdrio testar o soro do paciente contendo
determinado anticorpo com um numero suficiente de amostras (trés,
no minimo) com o antigeno correspondente e com outras em que o
antigeno esteja ausente a fim de se comprovar a especificidade suspeita.

Deve-se considerar que a presenga de multiplos aloanticorpos
pode ocorrer quando o padrdo de reatividade ndo se encaixe na
reatividade de um unico anticorpo suspeito, ou quando ocorrem
variagOes nas intensidades das reagdes que ndo podem ser explica-
das com base na dose (homozigose ou heterozigose) do antigeno.
Assim, outras técnicas adicionais ou o encaminhamento da amos-
tra para um centro de referéncia podem ser necessarios.
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Biosseguranca em laboratérios
de saude

Maria Beatriz Siqueira Campos de Oliveira
Joseli Maria da Rocha Nogueira

A biosseguranca em laboratdrios de saude ¢ um tema complexo e
abrangente que inclui conceitos relacionados a biosseguranga, bioé-
tica, contencao e infraestrutura laboratorial, boas praticas laborato-
riais etc. (Borba et al., 2009).

No Brasil, a normatizagdo de seguranga em laboratérios de sau-
de segue parametros internacionais, entre outros, da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), dos Centros de Controle e Prevencao de
Doengas (CDC, do inglés Centers for Disease Control and Preven-
tion) e dos Institutos Nacionais de Satde (NIH, do inglés National
Institutes of Health), os dois tltimos 6rgaos do governo americano,
e normas brasileiras que podem ser gerais, como as definidas pelo
Ministério da Satde por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) eas normas regulamentadoras (NR) do Ministério
do Trabalho e Emprego (MTE). Além desses parametros, existem
normas especificas, geralmente fixadas pela prépria instituigao de
saude, com o objetivo de atender as recomendacdes nacionais e in-
ternacionais e as peculiaridades de cada setor.

Tanto a OMS quanto o Ministério da Saude publicam, periodica-
mente, manuais sobre seguranca em laboratérios de satde. E impor-
tante que os laboratérios conhecam essas normas e as mantenham
atualizadas. Segundo a Anvisa, as boas praticas de laboratdrio (BPL)
sao principios aplicaveis a laboratdrios de servicos, de controle de
qualidade e de pesquisas, relacionados a saide humana, vegetal e ani-
mal e ao meio ambiente (Borba et al., 2009).
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A biosseguranga e suas aplicagdes evoluiram muito com o passar
dos anos. No Brasil, ela esta atrelada legalmente aos organismos gene-
ticamente modificados (OGMs) e as células-tronco embrionarias pela
lei n° 11.105/2005, que estabelece

[...] normas de seguranga e mecanismos de fiscalizagao so-
bre a construcdo, o cultivo, a produgdo, a manipulagdo, o
transporte, a transferéncia, a importacao, a exportacio, o ar-
mazenamento, a pesquisa, a comercializagéo, 0 consumo, a
liberagdo no meio ambiente e o descarte de organismos gene-
ticamente modificados - OGM e seus derivados, tendo como
diretrizes o estimulo ao avanco cientifico na drea de biosse-
guranga e biotecnologia, a prote¢do a vida e a saude humana,
animal e vegetal, e a observéancia do principio da precaugao
para a prote¢do do meio ambiente. (Brasil, 2005)

Estabelece também normas de uso, apenas para fins de pesquisa e
terapia, de “células-tronco embrionarias obtidas de embrides humanos
produzidos por fertilizagdo in vitro e nao utilizados no respectivo pro-
cedimento” (Brasil, 2005).

Na drea da saude, a biosseguranca esta contextualizada na preven-
¢do de acidentes e agravos gerados por agentes de riscos bioldgicos,
quimicos, fisicos, ergondmicos e psicossociais, no &mbito ocupacio-
nal, comunitario e ambiental (Borba et al., 2009).

Nesse sentido, podemos definir a biosseguranca como sendo “a con-
dicdo de seguranga alcangada por um conjunto de agdes destinadas a
prevenir, controlar, minimizar ou eliminar riscos inerentes as ativida-
des que possam comprometer a saide humana, animal, vegetal e 0 am-
biente, bem como afetar um trabalho a ser realizado” (Brasil, 2010b).

O decreto n° 3.029, de 6 de abril de 1999, aprovou o regulamento da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, visando a necessidade de preve-
nir e reduzir os riscos a saude e a0 meio ambiente. A partir dai, a direto-
ria colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso de suas
atribuicdes, aprovou varias resolucdes da diretoria colegiada (RDCs) com
o intuito de estabelecer normas e padrdes sobre limites de contaminantes,
residuos toxicos, desinfetantes, metais pesados e outros materiais que en-
volvam risco a satde.
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A RDC n° 57, de 16 de dezembro de 2010, estabelece o regulamen-
to sanitario para servigos que desenvolvam atividades relacionadas ao
ciclo produtivo do sangue humano e seus componentes, e para proce-
dimentos transfusionais. Segundo essa resoluc¢ao, o servico deve dispo-
nibilizar os equipamentos de protecao individual e coletiva necessarios
para a seguranga dos seus funcionarios e deve haver treinamento pe-
riddico de toda a equipe acerca dos procedimentos de biosseguranca.

As normas legais sdo instrumentos de a¢ao sanitaria que regula-
mentam as caracteristicas de instalacoes fisicas e infraestrutura para
estabelecimentos de saide. Essas normas, em conjunto com as nor-
mas regulamentadoras do Ministério do Trabalho e Emprego' e com
as normas de biosseguranca, “devem nortear o funcionamento de labo-
ratdrios especializados para que a qualidade e o desempenho humano
materializem a efetivacao dos objetivos na evolucdo da pesquisa e na
melhoria da saude das populagdes” (Bahia, 2001, p. 61).

Com base nessa complexidade tematica, entendemos que a biossegu-
ranca deve considerar as varias dimensdes que norteiam a questao, se-
jam elas referentes a procedimentos (boas praticas) ou a infraestrutura
(instalacoes fisicas e equipamentos de protecao), ou, ainda, associadas
a informacao/educagdo (qualificagdo das equipes), reconhecendo-se
que o gerenciamento e a organizagao do trabalho também devem ser
analisados como possiveis objetos geradores de acidentes, doencas
e sofrimentos ou como integrantes fundamentais de um programa de
biosseguranca nas institui¢oes.

Quando pensamos em escrever um capitulo sobre seguranca labo-
ratorial dentro do segmento da hemoterapia, e mais especificamente da
imuno-hematologia, tivemos a certeza que ndo poderiamos falar ape-
nas das patologias ocupacionais, mas principalmente dos acidentes de
trabalho associados a esse segmento e suas consequéncias, que muitas

! Em relagdo as normas regulamentadores que podem estar relacionadas com o tema da biosse-
guranga, destacamos: NR1: Informagao sobre riscos e cumprimento de recomendagdes; NR5:
comissdo interna de prevengao de acidentes (Cipa); NR6: Equipamentos de protec¢do individual;
NR?7: Programa de Controle Médico e Satide Ocupacional (PCMSO); NR8: Edificagdes; NR9:
Programa de Prevengdo de Riscos Ambientais (PPRA); NR10: Instalagdes e servigos em ele-
tricidade; NR15: Atividades e operagdes insalubres; NR16: Atividades e operagdes perigosas;
NR17: Ergonomia; NR19: Explosivos; NR20: Liquidos combustiveis e inflamaveis; NR23: Pro-
te¢do contra incéndios; NR24: Condic¢des sanitdrias e de conforto nos locais de trabalho; NR25:
Residuos industriais; NR26: Sinalizagao de seguranga; e NR32: Seguranga e satde no trabalho
em estabelecimentos de assisténcia a saude.
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vezes podem ser graves. A prevengdo é um item de absoluta importan-
cia ao se trabalhar com essas metodologias e com qualquer material de
origem humana, principalmente sangue e hemoderivados.

Podemos conceituar a seguranga do trabalho, de modo geral, como
um conjunto de medidas adotadas visando prevenir, minimizar e/ou
controlar acidentes de trabalho e doencas ocupacionais, bem como pro-
teger a integridade e a capacidade produtiva do trabalhador.

Inicialmente, é necessario definir adequadamente os conceitos de
doenca ocupacional e de acidente de trabalho, pois, apesar de distintos,
podem ocasionar alguma confusao. As doengas ou patologias ocupa-
cionais sdo aquelas que se originam do exercicio de determinadas pro-
fissdes por uma agdo lenta e continua, sendo comprovadas pela relagao
causa—efeito. Em outras palavras, sdo enfermidades especificamente
ocasionadas por determinado trabalho ou pelas condi¢oes insalubres
em que ele se realiza (Brasil, 1999b).

Na atualidade, para evitar enganos dentro dos conceitos, alguns au-
tores optaram por considerar os problemas relacionados ao trabalho
dentro da mesma categoria; todavia preferimos manter essa divisao, de
forma a que o leitor perceba bem essa diferenca e possa se prevenir
de forma mais adequada.

1. Doencas ocupacionais

Quando falamos de doengas ocupacionais, estamos nos referindo
tanto aquelas ocasionadas por agentes bioldgicos quanto as decorrentes
de fatores fisicos e quimicos associados ao risco do trabalho (Brasil,
2001a). Como nem sempre ¢ facil definir uma patologia como ocupa-
cional, o conhecimento dos fatores desencadeantes em cada uma das
atividades de trabalho, seus meios de prevencao e o diagnostico preco-
ce sao uma excelente associagdo para prevenir essas doengas.

Entre as patologias ocupacionais mais conhecidas, podemos citar
as pneumoconioses, que sdo doencas do trato respiratério associa-
das a acumulagdo de determinadas particulas nos pulmoes ou as
reagdes dos tecidos na sua presenca. Sua preven¢ao depende da na-
tureza do agente nocivo. Assim, além da ventilagdo adequada para o
trabalho em lugares insalubres, os trabalhadores devem ter a sua dis-
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posicao equipamentos de protecdo individual (EPIs) e equipamentos
de protegao coletiva (EPCs), educagao e medicina preventiva.

1.1 Doencas ocupacionais causadas por agentes fisicos

Além das pneumoconioses, outras patologias ocupacionais es-
tdo associadas a agentes fisicos, como calor, frio, radiagoes, ruidos
e trepidagodes.

1.1.1 Temperatura

Nos laboratérios, os trabalhadores podem estar submetidos a altas
temperaturas — os profissionais que trabalham com esteriliza¢io, por
exemplo. Esse tipo de atividade exige um local especifico para a insta-
lacdo de fornos e autoclaves, que nao devem ficar na mesma area fisi-
ca dos laboratdrios que realizam técnicas de imuno-hematologia e dos
bancos de sangue. Nesses ambientes, o mais comum ¢ a necessidade
de se trabalhar em baixas temperaturas, tanto pela propria refrigera-
¢do do local quanto pelas atividades desenvolvidas em cAmaras frias ou
manipulando produtos criopreservados. Dois exemplos de doengas que
podem estar relacionadas a esse tipo de atividade sdo a urticaria fisica,
ocasionada pelo calor ou pelo frio (CID-L50.2), e a geladura (frostbite)
superficial (CID-T33) ou com necrose de tecidos (CID-T34), que sdo
lesdes localizadas resultantes da agdo direta da exposicao ao frio, por
periodo curto ou longo, a temperaturas abaixo dos 0°C (Brasil, 1999¢).

1.1.2 Radiacoes

Chamamos atenc¢do, também, para o risco das radiagcdes, muitas ve-
zes usadas com fim de esterilizagao ou diagndstico. Tanto as radiagdes
ionizantes — como os raios-X — quanto as nao ionizantes — como 0s
raios ultravioleta (UV) — podem ser perigosas para os trabalhadores.
No segmento laboratorial, a exposi¢do a radiagdo UV, bastante utiliza-
da como germicida em laboratdrios, ¢ um risco para os profissionais e
pode gerar ndo sé problemas dermatoldgicos, mas até mesmo o cancer.

1.1.3 Ruidos e trepidacoes

No que diz respeito ao ruido, as normas do Ministério do Trabalho
NRI15 (Brasil, 2008a) e NR9 (Brasil, 1994) estabelecem que o limite acei-
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tavel no banco de sangue é de 50 decibéis, com o limite de conforto si-
tuado na faixa dos 40 decibéis. Logo, esse fator, apesar de nao ser dos mais
graves, pode ter consequéncias na saude do trabalhador a longo prazo. As
atividades desenvolvidas nos bancos de sangue nao oferecem, no entan-
to, risco de perda auditiva, uma vez que em geral os ruidos ficam abaixo
do permitido por lei. E, em comparagao com outros tipos de laboratério
principalmente da area de producao, ruidos e trepidagdes — como os causa-
das por centrifugas, exaustores e cabines de seguranca — nao representam
um risco tdo grande de aquisicdo de doengas ocupacionais. Todavia o
profissional deve ficar atento e informar qualquer possivel desconforto a
sua geréncia.

1.1.4 Ergonometria

A ergonomia objetiva modificar os sistemas de trabalho para adequar
a atividade neles existentes as caracteristicas, habilidades e limitacoes das
pessoas, com vistas aos seus desempenhos eficientes, confortaveis e segu-
ros (Hermosilla, 2006). O sentido do termo ergonometria vai além da de-
finigdo de ergonomia, pois inclui também a ideia de prevencao e cuidado.
Podemos dizer que a ergonometria ¢ um ramo da ergonomia que visa
principalmente ajustar o ambiente ao individuo. Em locais de trabalho,
as maquinas e mobilidrios devem estar de acordo com o biotipo de cada
trabalhador para que ele ndo venha a ter problemas 6sseos, musculares
ou até mesmo de constituicao.

Como todo trabalhador, o técnico de laboratério também esta
exposto a problemas ergonodmicos que podem, ao longo do tempo,
causar danos graves. Para que isso ndo aconteca, os bancos utili-
zados ao se trabalhar em bancadas devem ser altos e com possibi-
lidade de ajuste de acordo com as necessidades de cada trabalhador
(estatura, peso etc.). O mobilidrio deve seguir as normas basicas
de ergonometria.

A lesdo por esforco repetitivo (LER) que acomete profissionais da
area, ou, na terminologia mais atual, o disturbio osteomuscular rela-
cionado ao trabalho (Dort), doenca ocupacional com maiores indices de
notificagdo na previdéncia social, podem ser evitados com medidas pre-
ventivas, como imposi¢ao de limites de horas didrias na mesma posi¢ao
e instrugdo quanto a correta postura. Sugere-se como medida preventiva
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para profissionais que trabalham em bancadas a preocupagao de manter
eventualmente intervalos alternados, com alongamento e relaxamento
dos bragos, punhos, maos e, principalmente, da coluna.

2. Acidentes de trabalho

Os acidentes de trabalho, diferentemente das doencas ocupacio-
nais, ocorrem nao por uma exposi¢ao prolongada, mas por um agra-
vo imprevisto no exercicio da atividade e que pode ser extremamente
desastroso, principalmente para profissionais que lidam com fluidos
biologicos como o sangue. Sabemos que, em laboratérios de imuno-
hematologia, o sangue ¢ testado amplamente, ndo s6 quanto aos sis-
temas antigénicos (ABO, Rh etc.) e anticorpos, mas também quanto a
possiveis doengas transmissiveis por meio dele, como hepatite e Aids,
entre outras. A exposi¢do acidental do profissional a sangue contami-
nado pode acarretar sérios prejuizos a sua saude, de acordo com os
agentes que venham a ser transmitidos.

Em todos os casos, o uso adequado de equipamentos de protecdo, a
imunizagdo e o conhecimento dos riscos sio fundamentais, em qual-
quer area, para o desempenho seguro das atividades especificas; entre-
tanto, lembramos que, na drea de laboratério, um pequeno descuido
pode trazer consequéncias muito graves para a saude do trabalhador.
Nesse contexto, destacamos os técnicos de laboratério de analises clini-
cas, principalmente os que coletam, analisam e processam sangue e seus
derivados, inclusive os profissionais de bancos de sangue, porque estao
especialmente expostos a doengas de cunho ocupacional e a acidentes
de trabalho.

Esses profissionais devem possuir uma carteira de vacina¢ao que
contemple os principais agentes imunopreveniveis. No Brasil, o pro-
grama de vacinagdo do Ministério da Satde (Toscano e Kosim, 2003)
comega no primeiro més de vida do bebé e segue ao longo de toda a
vida do individuo. Os profissionais de saude, além do esquema nor-
mal de vacinagdo, devem estar imunizados contra aqueles agentes
que representem risco em sua atividade. Destacamos, assim, a ne-
cessidade da vacina antitetanica, que deve ser administrada a cada
dez anos, e da vacina contra o virus da hepatite B (HBV), que deve
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ser administrada em trés doses (0, 1 e 6 meses), com a realiza¢do do
esquema vacinal completo necessaria para a imunizagao (Garcia e
Facchini, 2008).

O laboratdrio, por si s0, ja possui caracteristicas criticas, tais como
o manejo de materiais perfurocortantes, de vidrarias diversas e de pro-
dutos quimicos prejudiciais a satide. Somando-se a isso, ainda temos
a rotina e, muitas vezes, uma carga excessiva de trabalho, que acabam
gerando um ambiente propicio a acidentes. Esses riscos sao ampliados
quando as dependéncias do laboratério estdo no interior de um hos-
pital, pois pacientes com doengas infectoparasitarias funcionam como
constantes fontes de contaminagdo de pessoas, materiais e ambientes.
Além disso, como ja foi dito, os trabalhadores dessa area, independen-
temente do layout do laboratorio, lidam com materiais potencialmente
infectados, e a exposigdo a possiveis agentes etioldgicos pode ocasionar
sérios agravos.

Os profissionais da area de saude que trabalham em bancos de
sangue e laboratdrios de hematologia, como ja comentamos, estdo
também expostos, direta e/ou indiretamente, a riscos quimicos di-
versos. Em muitos casos, cilindros de gas comprimido, assim como
botijoes de nitrogénio liquido e de reagentes quimicos utilizados na
rotina de diferentes andlises, estdo localizados, de forma inadequada,
na area comum dos laboratérios de biodiagndstico. Dessa forma, o
conhecimento dos riscos inerentes aos produtos quimicos é funda-
mental para o profissional de satde de maneira geral.

2.1 Riscos quimicos

Os produtos quimicos podem ser classificados de diferentes for-
mas, e isso causa muitas divergéncias e problemas normativos. A
variacao nas informagoes sobre o risco dos diversos produtos qui-
micos existentes traduz-se ndo apenas em problemas de seguranca
(paises que nao tém exigéncias especificas podem possuir rétulos
ou fichas que trazem diferentes informag¢des para o mesmo produ-
to quimico), mas também em questdes de natureza comercial (subs-
tancias restritas apenas em alguns paises). Além disso, o nimero de
produtos quimicos existentes e a velocidade com que novos produtos
sao criados dificultam a regulamentagdo de todos os produtos qui-
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micos perigosos. Acredita-se que a maioria das substancias quimicas
atualmente em utiliza¢do nao tenha sido submetida a ensaios de toxi-
cidade (Di Vitta, 2005).

Segundo o Manual de biosseguranga do Nucleo de Biossegu-
ran¢a da Fundagdo Oswaldo Cruz (s.d.), risco quimico ¢é o perigo
a que determinado individuo esta exposto ao manusear produtos
quimicos que podem prejudicar sua satde ou causar danos fisicos.
Os danos fisicos relacionados a exposi¢do quimica incluem desde
irritagdo dos olhos e da pele e queimaduras, até outros de maior
severidade, causados por incéndio ou explosdo. Os danos a satde
podem ocorrer por exposi¢ao de curta ou longa duragdo a produtos
toxicos; as vias de penetra¢do no organismo podem ser a inalagao, a
absor¢ao e a ingestdo, resultando em doengas respiratdrias cronicas,
doengas do sistema nervoso, doencas nos rins e figado, e até mesmo
alguns tipos de cancer. Em outras palavras, o risco ¢ igual ao peri-
go associado a exposi¢do (risco = perigo x exposi¢do). Portanto, a
boa comunica¢do quanto aos perigos alerta o profissional para que
ele possa reduzir ao minimo a sua exposi¢do, diminuindo, assim, o
risco inerente a atividade.

2.1.1 Simbolos de risco

Representados geralmente no interior de figuras geométricas, os
simbolos de risco sao pictogramas (simbolos que representam um ob-
jeto ou um conceito) que devem ser utilizados para informar sobre uma
propriedade importante de um produto, ou mesmo para simbolizar
o risco inerente a determinado local. No caso de produtos quimicos,
muitas vezes os simbolos comunicam o principal risco que a substancia
representa quando entramos em contato com ela (por exemplo, explo-
sdo, queimadura e intoxica¢ao).

No Brasil, os simbolos de risco correspondem a norma NBR-7500,
da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), mas exis-
tem normativas internacionais, como as sugeridas pela Organizagao
Mundial de Saide (OMS), pela Organizagdo Internacional do Tra-
balho (OIT) e pelo Programa Internacional de Seguranga Quimica
(PISQ) (World Health Organization, International Programme on
Chemical Safety e International Labour Organization, 2003). Segun-
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do esses organismos, os simbolos e indicagdes de perigo que devem
ser utilizados sao:

o corrosivo (c6digo C): um simbolo de um acido ativo;
« explosivo (cédigo E): uma bomba detonante;

» comburente ou oxidante (cddigo O): uma chama acima de um
circulo;

« inflamavel (ndo possui c6digo), facilmente ou altamente infla-
mavel (codigo F) e extremamente inflamavel (cédigo F+): uma
chama;

o tdxico (cddigo T) e muito toxico (codigo T+): representagdo de
uma caveira sobre tibias cruzadas;

o irritante (codigo Xi) ou nocivo (cddigo Xn): uma cruz de Santo
André;

o perigoso para o ambiente (codigo N): representacao de agravos
a um peixe e a uma arvore.

Quadro 1. Simbolos internacionais de risco quimico:
definicao, precaucao e exemplos.

Simbolo e nome Defini¢ao / precaucao Exemplos
Classificacdo: nesse grupo estao Acido
incluidos, principalmente, acidos, cloridrico

anidridos e élcalis. Podem causar
destruicao de tecidos vivos e/ou
materiais inertes, ocasionar danos aos
. recipientes e contaminar as areas
Corrosivo de armazenagem.

Acido
fluoridrico

Precaucao: deve-se evitar o contato
com olhos, pele e roupa, e também
impedir a inalacdo, mediante medidas
de protecao especiais, como mascara
com filtros especificos.
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Explosivo

Classificagao: sao compostos quimicos
extremamente instaveis e sensiveis

a choques ou fricgdes, e que podem
explodir sob o efeito de calor excessivo.

Precaucao: frascos com esse tipo de
material devem ser mantidos longe de
fontes de calor e armazenados em local
ventilado e isolado da acdo do fogo, do
calor e de faiscas. Em caso de cilindros
de gases comprimidos, deve-se também
evitar pancadas. Esse composto pode
facilitar a combustao, dificultando a
extingao de algum provavel incéndio. Em
geral os peréxidos também sdo irritantes
do aparelho respiratério, pele e olhos.

Nitroglicerina

Trinitrotolueno
(TNT)

Comburente
ou oxidante

Classificacao: produto quimico que
alimenta a combustéo (ato de
queimar - processo de combinacéo
de uma substancia com o oxigénio).
O material pode iniciar ou facilitar a
combustao quando em contato com
substancias inflamaveis, dificultando
o combate ao fogo.

Precaucgado: evitar contato com
substancias combustiveis que possam
desencadear um incéndio. A longo
prazo, o uso de produtos oxidantes
pode danificar metais e outras
superficies (Oliveira e Nogueira, 2009).
A utilizacdo de EPIs é fundamental
para a seguranca do trabalhador.

Oxigénio
Nitrato de
potassio

Peroxido de
hidrogénio

Inflamavel

Classificagao: materiais inflamdaveis;
para rotular as substancias e
formulagdes com a notacao de
“inflamavel”, seu ponto de fulgor deve
estar entre + 21°C e + 55°C.

Precaucao: evitar contato dos produtos
com materiais ignitivos. Manipular longe
de chamas ou calor. Manipular com
protecao adequada e em capela de ar
forcado ou exaustdo.

Oleo de
terebentina
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Altamente
inflamavel

Classificagcao: materiais altamente
inflamdaveis, gases inflamdaveis,
combustiveis liquidos; substancias e
preparacdes que podem se aquecer e,
finalmente, inflamar-se em contato com
0 ar a uma temperatura normal, sem
fornecimento de energia; substancias
sélidas que podem inflamar-se
facilmente por breve acao de uma fonte
incandescente e que continuam a arder
ou a se consumir apds o afastamento
da fonte; substancias em estado liquido
cujo ponto de fulgor seja inferior a 21°C;
ou substancias gasosas inflamdveis em
contato com o ar a pressao normal, ou
que, em contato com a dgua ou o ar
umido, desenvolvam gases facilmente
inflamaveis em quantidades perigosas.

Precaucao: evitar contato dos produtos
com materiais ignitivos. Essas substancias
devem ser manipuladas longe de chamas
ou de emissores de calor. Quando
volateis, manipular com protecao
adequada e em capela de ar forcado ou
exaustao. Todas essas substancias devem
ser adequadamente identificadas.

Benzeno
Etanol
Acetona

Extremamente
inflamavel

Classificacdo: substancias e formulacoes
liquidas cujo ponto de fulgor se situa
abaixo de 0°C, possuindo também baixa
temperatura de ebulicao (abaixo de
350(). Gases extremamente inflamaveis
formam facilmente com o ar uma mistura
explosiva em condi¢des normais.

Precaucao: igual ao anterior.

Hidrogénio
Propano
Eter dietilico

Toxico

Classificacao: substancias e
preparacdes que, por inalacdo, ingestao
ou penetragdo cutanea, podem implicar
riscos graves (agudos ou croénicos) ou
mesmo morte.

Precaucao: todo o contato com o corpo
humano deve ser evitado, observando-
se também cuidados especiais com
produtos cancerigenos, teratogénicos
ou mutagénicos.

Cloreto de
bario
Monodxido de
carbono

Metanol
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Classificagdo: substancias e Cianureto
preparagdes que, por inalacao, ingestao Trioxi
< x A rioxi
ou penetra¢ao cutanea, podem implicar ars(v)én?oo de
riscos graves (agudos ou cronicos) ou
mesmo morte. Nicotina
Muito toxico Precaucao: todo o contato com o corpo
humano deve ser evitado, observando-
se também cuidados especiais com
produtos cancerigenos, teratogénicos
ou mutagénicos.
Classificagao: substancias e Cloreto
preparagdes nao corrosivas que, por de calcio
contato imediato, prolongado ou Carbonato
repetido com a pele ou as mucosas, de sédio
podem provocar reacao inflamatoria.
Irritante Precaucdo: os gases ndo devem ser
inalados, e o contato com a pele e os
olhos deve ser evitado.
Classificagdo: substancias e Etanol

preparagdes que, por inalacao, ingestao
ou penetragdo cutanea, podem implicar

Diclorometano

riscos de gravidade limitada; Cloreto de
Precaucao: deve ser evitado o contato potassio
Nocivo com o corpo humano, assim como a

inalacdo dessa substancia.

Definicao: a liberacao da substancia Hicrocarbonetos

no ambiente pode provocar dano ao de petréleo

ccomstema acurto aulongo o, | anuree
P gua, de potassio

Perigoso para
0 ambiente

animais.

Precaucao: por causo do seu risco
potencial, ndo deve ser liberada em
encanamentos, solo ou ambiente. Esse
tipo de composto deve ser tratado antes
de ser descartado, ou entdo guardado

e entregue a local onde receberd
tratamento adequado.

Tetracloreto
de carbono

FonTe: Konig, 2009.
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Quadro 2. Esquema simplificado de incompatibilidades
dos produtos quimicos e que deve ser adotado
em areas de estocagem de substancias quimicas.

‘ Proibido

Precaugbes

A A

Fonte: Carvalho, 1999.

.‘. Autorizado

Além dos simbolos quimicos de periculosidade descritos acima, ou-
tros pictogramas de perigo, como presenca de material radioativo ioni-
zante ou material infectante/risco biolégico, sio de uso obrigatdrio ja a
partir da porta do laboratdrio em que o risco exista.

Y -
a NS/

Simbolo internacional da Simbolo internacional de perigo
presenca de radiagao ionizante bioldgico (biohazard)

2.2 Riscos biolégicos

Os técnicos de satde que coletam e manipulam sangue e seus deri-
vados estdo expostos a varios tipos de acidentes. Um deles é o contato
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acidental com materiais bioldgicos. Para isso, é importante a vaci-
nagao contra os agentes imunopreveniveis, o conhecimento do ciclo
biolégico dos microrganismos possivelmente infectantes e de suas
vias de contamina¢ao e o uso correto dos EPIs.

Podemos definir materiais bioldgicos como qualquer material que
contenha informacdo genética e seja capaz de autorreprodugdo ou
de ser reproduzido em um sistema bioldgico (Brasil, 2010a). Essa in-
formacao genética pode ser proveniente de microrganismos (agentes
bioldgicos), entre eles bactérias, fungos, virus, prions e protozoarios.

A melhor prevengao contra os riscos biologicos é nao se aciden-
tar. Para isso, além dos cuidados mencionados, o profissional de
saude deve estar concentrado no seu trabalho e ter conhecimento
das normas de biosseguranca. Nessa area, o uso de luvas ¢ indispen-
savel, além de 6culos de seguranca ou protetor facial, para protecao
dos olhos e rosto. A caixa de descarte de material perfurocortante,
com dispositivo para encaixe de agulha, deve conter no seu inte-
rior solu¢do de hipoclorito de s6dio a 2% para descontaminag¢do do
material. Lembramos que o recapeamento de agulhas é terminan-
temente proibido pelas normas de biosseguranga. Além do sangue,
ainda podemos ter amostras bioldgicas provenientes de fluidos cor-
porais, pecas cirurgicas e bidpsias.

2.2.1 Avaliacao derisco

Para uma avaliagao de risco mais precisa, principalmente no que
se refere aos agentes biologicos, alguns critérios devem ser conside-
rados. O primeiro ponto que destacamos ¢ a viruléncia do agente
bioldgico, por ser um parametro importante na classificagdo do ris-
co bioldgico, como descreveremos mais abaixo. Outros critérios que
também devem ser considerados na avalia¢do de risco sio o modo
de transmissdo do microrganismo, sua capacidade de sobrevivéncia
no ambiente, o volume do material manipulado, a dose infectante,
a origem do agente bioldgico, a disponibilidade de medidas profi-
laticas e a existéncia ou nao de tratamento eficaz.

Os profissionais que trabalham diretamente com sangue devem néao
apenas conhecer em profundidade o ciclo bioldgico dos possiveis mi-
crorganismos infectantes, mas também participar constantemente de
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cursos de desenvolvimento profissional e de congressos na drea, para
estarem sempre atualizados, uma vez que novas descobertas sao feitas
a cada dia, modificando paradigmas historicamente conhecidos.

Um exemplo desse fato é a transmissao do Trypanosoma cruzi
por via oral. Segundo Dias (2006), em alimentos como o leite ou
caldo de cana, a temperatura ambiente, o parasita pode manter-se
viavel por 24 horas ou mais. Em acidentes de laboratério, a conta-
minacao oral foi comprovada em técnicos que se infectaram pela
ingestdo de formas de cultura ou de sangue contaminado (Dias,
2000). Assim, confirma-se que os fluidos biolégicos podem fun-
cionar como veiculo de contaminagdo por diversas vias de pene-
tragdo — aérea, cutdnea, ocular, oral -, apresentando a capacidade
de conter organismos de diferentes classes de risco, como protozo-
arios, virus e bactérias.

Alguns virus sao responsaveis por graves doengas, tanto pelo ele-
vado indice de mortalidade quanto por ndo existirem tratamentos
eficazes até o momento. Isso representa um alto risco para os traba-
lhadores da 4rea da saude.

Estudos comprovam que o virus Ebola, que causa quadros gravissi-
mos nos seres humanos, parasita animais selvagens no continente afri-
cano, com os quais mantém relagao pouco agressiva. Ao explorar as
florestas, o ser humano destréi o ambiente natural do virus, causando
um desequilibrio ecolégico, a0 mesmo tempo em que proporciona a
ele a possibilidade de adaptagdo a novos reservatdrios, podendo gerar
novas patologias. Dai o termo “virus emergente”.

Outro virus de classe 4 que causa quadro semelhante ao Ebola é
o Marburg, bastante conhecido pelos profissionais de saude. Ele se
manifestou pela primeira vez na cidade alema de Marburg, de onde
se originou o seu nome, por causa do manejo inadequado realizado
pelo técnico responsavel pelos animais de laboratério; ao final des-
se surto, 31 pessoas haviam sido infectadas e 7 morreram - dai a
importancia de se conhecer os riscos inerentes as profissoes ligadas
a area da saude e atender as normativas de biosseguranga (Klenk e
Feldmann, 2004).

Alguns organismos bacterianos também podem representar risco
para quem trabalha em laboratdrios de analises clinicas. Além disso,
o uso indiscriminado de antibidticos pode propiciar a selecao de bac-
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térias cada vez mais resistentes. Em varios hospitais brasileiros ja se
tem noticia da existéncia, atualmente, de diferentes tipos de bactérias
multirresistentes, entre elas o Staphylococcus aureus resistente a me-
ticilina (MRSA), a mesma espécie resistente a vancomicina (VRSA) e
a Klebsiella pneumoniae, que possui a enzima carbapenemase (KPC).
Essa ultima vem sendo chamada pela midia de “superbactéria”, pois
a carbapenemase gera resisténcia da bactéria as penicilinas, cefalos-
porinas, carbapenemas e ao aztreonam, todos eles antimicrobianos
(Hirsch e Tam, 2010).

Na atualidade, essas bactérias sao consideradas muito perigosas
para pacientes com sistema imunolégico debilitado. Além disso,
seu contagio ocorre de forma direta, podendo ser transmitidas por
um simples aperto de mao. Com base nisso, a lavagem cuidadosa
das maos com detergente neutro e a higienizagcao com desinfetante
devem ser a¢des obrigatdrias e rotineiras no ambiente laboratorial.
Profissionais de satide que executam coletas sanguineas em quar-
tos e enfermarias de hospitais também devem seguir rigorosamen-
te as normas de biosseguranga para evitar o agravamento desse
quadro e sua disseminacgao.

Um trabalho publicado na revista Nature (Jones et al., 2008) anali-
sou 335 doengas emergentes no periodo 1940-2004. O estudo reuniu
pesquisadores da Sociedade Zooldgica de Londres, da Escola de Eco-
logia da Universidade da Georgia, do Centro para o Recolhimento de
Informagéo Internacional em Ciéncias da Terra (Ciesin) e do Consor-
cio para uma Medicina Ambiental, do Wildlife Trust, e serviu, princi-
palmente, para elaborar mapas que identificaram os “pontos quentes”
(hotspots) do planeta, aquelas localidades onde futuras doengas infec-
ciosas emergentes podem surgir.

A cartografia das zonas de risco significa um avango na prevengao de
patologias importantes, uma vez que sera possivel prever, de forma cien-
tifica, onde as doengas surgirao. De acordo com esse trabalho, a princi-
pal ameaca para a saude publica vem de zonas onde a populagdo cresce
e avanga para areas de matas e florestas virgens, causando modifica¢des
na geografialocal ou alteragdes na biodiversidade da vida selvagem. Des-
sa forma, a melhor maneira de prevenir a emergéncia de doengas infec-
ciosas é proteger o desenvolvimento das zonas ricas em biodiversidade
(Jones et al., 2008).
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Além disso, os pesquisadores também concluiram nessa pesquisa
que 60% das doengas emergentes sao origindrias de doengas de ani-
mais que podem ser transmissiveis ao homem (zoonoses), a maioria
delas (71%) proveniente de patégenos com uma fonte de vida selvagem.
Segundo Jones et al. (2008), as zonas em que ha mais riscos de zoonoses
sao a totalidade do Sudeste Asiatico, o subcontinente indiano, o delta
da Nigéria e a regiao dos Grandes Lagos africanos.

Outro ponto importante destacado pelos pesquisadores é o aumen-
to das doencas emergentes, cuja origem reside na resisténcia de alguns
agentes aos tratamentos, principalmente em decorréncia da utilizagdo
crescente de antibioticos nos paises ricos. A pesquisa mostra ainda que
a década de 1980 conheceu um aumento de novas patologias, provavel-
mente devido a pandemia de Aids, que tem como caracteristica fun-
damental a diminui¢do da imunidade; ja os anos 1990 foram marcados
por um pico de doengas vetoriais causadas, por exemplo, por mosqui-
tos — o que pode estar relacionado com as alteragoes climaticas.

Os Centros de Controle de Doengas e Prevengao dos Estados
Unidos publicaram, em 1988, a lista dos fluidos corpéreos para
os quais devem ser aplicadas precaugdes: sangue, liquido cérebro-
espinhal, liquido pleural, liquido sinovial, fluido pericardico, flui-
do peritoneal, fluido amniético, sémen e secre¢ao vaginal. Segundo
o CDC, as precaugodes so se aplicam a urina, fezes, leite humano,
saliva, secrecdes nasais, pus, suor, lagrimas ou vomito se esses flui-
dos contiverem sangue. Além dessas amostras bioldgicas, podem
ser fonte de contaminagdo aerossois, poeira, alimentos, agua e ins-
trumentos de laboratorio (Mamizuka et al., 2000).

Por altimo mas ndo menos importante, é preciso levar em conta os
fatores inerentes a cada individuo, tais como susceptibilidade, genética,
condicao imunoldgica, idade, sexo, exposi¢do prévia, gravidez, lacta-
¢do, consumo de dlcool e de medicamentos e higiene pessoal. Somado
a isso, enfatiza-se a experiéncia, a concentragdo e a qualificacao dos
profissionais, principalmente no que concerne a percepg¢ao dos riscos e
aos cuidados em seguir as normas de biosseguranga, incluindo o uso de
equipamento de prote¢do individual e coletiva de forma correta.

Segundo o Ministério da Saude (Brasil, 2007a), os agentes biold-
gicos que afetam os seres vivos e o ambiente sdo classificados da se-
guinte forma:
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Classe de risco 1: risco baixo individual e risco baixo para a co-
letividade - compreende os agentes bioldgicos conhecidos por
ndo originarem doengas de forma natural em pessoas ou animais
adultos sadios. Exemplos: Lactobacillus sp., Escherichia coli K12.

Classe de risco 2: risco moderado individual e risco limitado para
a comunidade — compreende os agentes bioldgicos que causam
infeccdes no homem ou nos animais e que possuem potencial de
propagacdo limitada na comunidade e no meio ambiente. Além
disso, para esses agentes existem medidas terapéuticas e profilaticas
eficazes. Exemplos: Schistosoma mansoni, Entamoeba histolytica.

Classe de risco 3: risco individual alto e risco moderado para a co-
munidade - compreende os agentes bioldgicos potencialmente le-
tais que podem ser transmitidos por via respiratoria para o homem
ou animais, causando patologias para as quais existem usualmente
medidas de tratamento e/ou de prevencdo. Se disseminados na
comunidade e no meio ambiente, representam risco de grau mo-
derado, visto que podem se propagar de pessoa a pessoa. Exemplos:
Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis.

Classe de risco 4: alto risco individual e para a comunidade -
compreende os agentes bioldgicos de transmissdo desconhecida
ou com grande poder de transmissibilidade por via respiratdria.
Nao se conhece até o momento nenhuma medida profilatica ou
terapéutica eficaz contra sua infec¢ao. Causam graves doengas
em humanos e animais, com alta capacidade de disseminagédo
na comunidade e no meio ambiente. Essa classe inclui principal-
mente os virus. Exemplos: virus Ebola, virus Marburg.

Classe de risco especial: alto risco de causar doenca animal
grave e de disseminacdo no meio ambiente — compreende
agentes bioldgicos de doenga animal ndo existentes no pais,
e que, embora ndo sejam obrigatoriamente patdgenos de im-
portancia para o homem, podem gerar graves perdas economi-
cas e/ou na produgdo de alimentos. Exemplos: virus da célera
suina, virus da peste aviaria.
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2.2.2 Observacgoes sobre a classificacao dos agentes biol6gicos

Quando mais de uma espécie de um mesmo género tem potencial
patogénico, serdo apontadas aquelas mais importantes. As demais serdo
representadas pelo nome do género seguido da denominagédo “sp.”, com
a qual se indica que outras espécies do género podem ser patogénicas.

A classificagdo de parasitas e as medidas de contengdo associadas
a eles aplicam-se apenas para os estagios de seus ciclos em que eles
sejam infecciosos para o homem ou os animais.

Os agentes pertencentes a classe especial precisam ser manuseados
obrigatoriamente em laboratdrio com nivel de biosseguranca 4 (NB-4)
antes de circularem no pais, devendo ter sua importacao limitada
e sujeita a prévia licenga das autoridades competentes. Caso sejam
isolados dentro do territério nacional, deverdo ser tratados no labo-
ratério com nivel de biosseguranca determinado pelos critérios que
orientam seu nivel de risco.

Nessas classificagdes, foram considerados somente os possiveis efeitos
dos agentes em individuos sadios. Os possiveis efeitos em casos de por-
tadores de transtornos imunoldgicos, com patologia prévia, em uso de
medicacdo, durante a gravidez ou em fase de lactagdo nao foram avaliados.

O estabelecimento de uma analogia direta entre a classe de risco do
agente bioldgico e o nivel de biosseguranca é uma dificuldade frequente
no momento de definir o nivel de contengao. Por exemplo, estabelecer que,
para os agentes bioldgicos da classe de risco 3, deve-se trabalhar em um la-
boratério NB-3, sem considerar o procedimento diagnostico que serd uti-
lizado, pode culminar em gastos desnecessarios, o que remonta ao que foi
dito no inicio deste capitulo sobre geréncia, conhecimento e organizagao.
Assim, dependendo da técnica utilizada para a realizagao do diagndstico,
um laboratério NB-2 poderia ser suficiente nesse caso. Da mesma forma,
um agente de classe de risco 2 que deva ser cultivado em grandes concen-
tracdes ou volumes provavelmente vai requerer um laboratério NB-3.

2.2.3 Niveis de biosseguranca

Os laboratdrios podem ser classificados de acordo com o nivel de
biosseguranca, que esta relacionado com as normas que eles devem
seguir, os equipamentos de seguranca — como EPIs e EPCs - de que
devem dispor e o projeto arquitetdnico do laboratério.
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E preciso ndo confundir o nivel de seguranca de um laboratério
com o risco biolégico de qualquer microrganismo nele manipulado.
Mesmo que, em geral, se trabalhe com organismos altamente perigo-
sos em laboratdrios de alto nivel de biosseguranca, nao ha qualquer
problema de se trabalhar com microrganismos de risco 1 nesses am-
bientes. O contrario ndo é verdadeiro, dado que microrganismos de
risco 3 ou 4 s6 devem ser manipulados com contengao.

Os laboratdrios podem ser divididos em laboratérios basicos ou de
contengdo, e subdivididos de acordo com os niveis de biosseguranga
em quatro niveis: NB-1 a NB-4. Podemos observar as mesmas catego-
rias definidas com outras siglas, como P (prote¢do) ou BSL (biosafety
level), dependendo do pais em que estd localizado o centro de pes-
quisa e da norma seguida por ele.

Esses niveis crescentes em razao do nivel de prote¢do e comple-
xidade permitem avaliar em que ambiente é mais adequada a ma-
nipulagdo deste ou daquele material de acordo com o risco e/ou o
microrganismo presente na amostra. Quando nao se conhece o po-
tencial patogénico do material a ser manipulado, deve-se proceder
a analise criteriosa de todas as condi¢des experimentais a fim de se
determinar o ambiente adequado (Fundagao Oswaldo Cruz, 1998).

Como ja foi dito, entre as regras basicas para o trabalho em qual-
quer nivel de biosseguranga laboratorial, estdo as de considerar todo
material bioldgico como infeccioso, trabalhar sempre com muita
atengdo, sempre lavar as maos apds os procedimentos, nunca sair do
laboratério com jaleco (ou avental), nunca pipetar com a boca, sem-
pre observar os sinais de aviso de risco e relatar qualquer acidente
imediatamente ao supervisor do laboratorio. Além disso, o treina-
mento quanto as precaugdes e aos procedimentos de biosseguranga é
indispensavel.

Laboratdrios basicos: niveis de biosseguranca 1 e 2

A denominagao laboratério NB-1 se aplica geralmente aos labora-
torios de ensino basico, para os quais nao é exigido nenhum projeto
arquitetonico especial, mas sim um bom planejamento espacial e fun-
cional, com a adogdo de boas praticas laboratoriais. Nesses ambientes,
geralmente sao manipulados somente microrganismos pertencentes a
classe de risco 1.

119



Maria Beatriz Siqueira Campos de Oliveira ¢ Joseli Maria da Rocha Nogueira

A designacao laboratorio NB-2 se aplica comumente aos laboratd-
rios clinicos ou hospitalares de niveis primarios de diagnostico. Além
das boas praticas, é preciso que esse tipo de laboratdrio adote o uso de
barreiras fisicas, como cabine de seguranga bioldgica e equipamen-
tos de protecao individual; o desenho, as instalagdes e a organizagdo
do laboratdrio também possuem regras obrigatérias mais consisten-
tes que as do laboratorio NB-1, como sistema elétrico de emergéncia,
acesso restrito a pessoas autorizadas, portas automaticas e estrutura
fisica de facil higienizacao.

Laboratdrios de contengdo: niveis de biosseguranca 3 e 4

O laboratdrio NB-3 é considerado de contengao. Para esse tipo de la-
boratério, sdo requeridos, além dos itens referidos no nivel de biossegu-
ranca 2, desenho e construgado laboratoriais especiais, como ventilagao
propria com pressao negativa e instalagao de filtros HEPA (do inglés
high-efficiency particulate air) nas entradas e saidas de ar, com preven-
¢ao de refluxo. Deve ser mantido controle rigoroso quanto a operagio,
manutencdo e inspe¢ao das instalagdes e equipamentos. Além disso, o
pessoal técnico ndo pode trabalhar sozinho e deve receber treinamen-
to especifico sobre procedimentos seguros na manipulagdo de grandes
volumes e altas concentragdes de microrganismos da classe de risco 2,
bem como para microrganismos de risco 3, uma vez que laboratdrios
desse nivel de biosseguranga tém autorizagdo para manipular agen-
tes desse grupo de risco. O laboratério também deve contar com areas
separadas para a troca de roupa e deve-se utilizar protetor para os sa-
patos; em alguns casos, é recomendado o uso de dois pares de luvas na
manipula¢do do material (Fundagao Oswaldo Cruz, 1998).

O laboratério NB-4 é o de nivel de conten¢do mais alto. Nesse am-
biente, a fonte de todo o ar provido aos profissionais deve ser externa
ao laboratdrio, e o controle de entrada e saida da ventilacao deve ser
feito com filtro absoluto tipo HEPA. A manipulagdo ocorre em cadma-
ras de seguranca bioldgica de nivel 3. Além disso, o laboratdrio deve
estar posicionado geograficamente em areas que oferegcam menor pro-
babilidade de dispersao de agentes de alto risco e ser funcionalmente
independente de outras areas necessarias as boas praticas, como cen-
trais de preparagcao de material. Esses laboratdrios requerem, além
dos requisitos fisicos e operacionais dos niveis de contengédo 1, 2 e 3,
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barreiras de contengdo (instalagoes, desenho e equipamentos de pro-
tecdo) e procedimentos especiais de seguranca, como autoclaves de
porta dupla e tratamento obrigatdrio do esgoto. Somente nesse tipo
de laboratério podemos trabalhar com microrganismos da classe de
risco 4.

2.2.4 Residuos provenientes do laboratoério e seu descarte correto

Como comentado anteriormente, todo e qualquer material, seja
ele biolégico, quimico ou de outra categoria, deve ser avaliado quan-
to ao risco para a saude do ambiente e para os seres vivos. Todavia,
devemos nos preocupar com essas substiancias nao s6 no ambito do
laboratdrio e de sua manipulagdo, mas também no que diz respeito a
sua disposicao na forma de residuo. A classificagdo inicial dos tipos de
residuos de servigos de satde foi estabelecida pela RDC n° 33/2003, da
qual, apds longa discussdo técnica, originou-se a RDC n° 306/2004.
Essa resolugdo aplica-se a todos os residuos gerados pela area da sau-
de, inclusive em trabalhos de campo e nos servi¢os de acupuntura e
tatuagem. Essa resolu¢do sé nao se aplica aos residuos de fontes ra-
dioativas seladas, que sao da algada da Comissao Nacional de Energia
Nuclear (CNEN).

E importante, nesse caso, a existéncia de um plano gestor (manejo,
segregacdo, acondicionamento, identificagdo, coleta, armazenamento,
transporte, tratamento e disposi¢do final de todos os residuos) por parte
do estabelecimento gerador; esse plano deve ser composto de técnicas,
processos e procedimentos que assegurem a minimizagao de riscos ao
ambiente e a saude publica. A disposicao dos residuos deve considerar a
responsabilidade soliddria entre gerador e poder publico.

Classificagdo dos diferentes tipos de residuo

Grupo A - residuos com a presenca de agentes biolégicos poten-
cialmente infectantes, identificados pelo simbolo da substancia in-
fectante (constante da NBR-7500 da ABNT);

Grupo B - residuos contendo substancias quimicas (residuos qui-
micos), identificados pelo simbolo de risco associado, de acordo
com a NBR-7500 da ABNT, e com a discriminag¢do da substancia
quimica e frases informando o tipo de risco;
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Grupo C - residuos com radionuclideos (rejeitos radioativos) (nor-
ma CNEN-NE-6.02);

Grupo D - residuos comuns;

Grupo E - materiais perfurocortantes, com presenca de agentes
bioldgicos; devem ser acrescidos da inscricdo “PERFUROCOR-
TANTE”.

Classifica¢ao dos residuos solidos

Grupo A - risco potencial a saide publica e a0 meio ambiente de-
corrente de agentes bioldgicos:

sangue, hemoderivados, bolsas de sangue etc.;

« animais de experimentagao, carcagas e visceras, e materiais
contactantes (cama e forragoes);

o excregoes, secrecdes e liquidos organicos (quando coletados);
« meios de cultura e vacinas;

» material descartavel que tenha tido contato com matéria or-
ganica, como esparadrapo, gaze, gesso, luvas etc.;

« membros humanos, produtos de fecundagio e pegas anatdmicas;

o residuos de areas de isolamento: fraldas, papéis sanitarios,
absorventes higiénicos etc.;

o filtros de gases aspirados e de aparelhos de ar condicionado
de areas de isolamento;

« residuos de laboratorios de andlises clinicas ou ambulatérios;
« lodo de tratamento de esgoto de unidades de satde;
o residuos do grupo D (ver abaixo) contaminados por ma-

terial bioldgico.
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Grupo B - risco potencial a saude publica e ao meio ambiente de-
corrente das caracteristicas quimicas do residuo:

 quimioterapicos e materiais descartaveis por eles contaminados;

o perfurocortantes contaminados com quimioterapico ou outro
produto quimico;

o residuos farmacéuticos: droga vencida, contaminada, inter-
ditada ou ndo utilizada;

« antimicrobianos e hormonios sintéticos;

« mercurio de amalgamas e outros residuos de metais pesados;
 saneantes e domissanitarios;

o liquidos reveladores de filmes;

o residuos do grupo D (ver abaixo) contaminados por ma-
terial quimico;

o demais produtos considerados perigosos pela norma da
ABNT NBR-10004, tais como residuos tdxicos, corrosivos,
inflamaveis e reativos.

Grupo C - risco potencial a saude publica e ao meio ambiente de-
corrente das caracteristicas radioativas do residuo:

« rejeitosradioativos, materiaisradioativosoucontaminados
com radionuclideos provenientes de laboratérios de anali-
ses clinicas ou de servicos de medicina nuclear e radiote-
rapia, em conformidade com a norma CNEN-NE-6.05;

 servicos com atividade em medicina nuclear devem obser-
var ainda a norma CNEN-NE-3.05;

 todos os residuos dos grupos A, B e D contaminados por
radionuclideos: seringas, firmacos, compressas, vestimenta,
luvas, sapatilhas etc.
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Grupo D - residuos comuns e todos os que nao se enquadrem nos
grupos anteriores, porém, quando gerados em estabelecimentos de
sadde de areas endémicas definidas pelo Ministério da Satude serdo
considerados como do tipo A:

« sobras de alimento que tenham tido contato com secregoes,
excregoes e outros fluidos corpéreos (excluem-se os alimen-
tos provenientes de dreas de isolamento);

o papéis sanitarios de funciondrios ou pacientes que néo este-
jam em area de isolamento;

« embalagens secundarias de quaisquer medicamentos ou de pro-
duto médico-hospitalar, frascos plasticos de soros, vidros ou plés-
ticos de medicamentos ou outro produto nao incluido no grupo
B (apds o esvaziamento, sdo considerados materiais reciclaveis).

Grupo E - risco potencial a saude publica e a0 meio ambiente em
decorréncia do risco associado a caracteristicas perfurocortantes:

« materiais perfurocortantes, como objetos e instrumentos con-
tendo cantos, bordas, pontos ou protuberéncias rigidas e agu-
das capazes de cortar ou perfurar: lamina de barbear, bisturi,
agulhas, escalpes, ampolas, pipetas, vidro quebrado etc.; podem
ser descartados separadamente, no local de sua geragao, ime-
diatamente apds o uso, em recipientes com tampa, de paredes
rigidas, resistentes ndo s6 a punctura, ruptura e vazamento,
mas também ao processo de esterilizacao, devidamente identi-
ficados com o simbolo internacional de risco biolégico acresci-
do da inscri¢ao “PERFUROCORTANTE” e de informagao sobre os
riscos adicionais, quimico ou radiolégico.

Gerenciamento de residuos

Apos a segregacao, deve-se proceder ao acondicionamento dos re-
siduos seguindo a RDC n° 306:

o agulhas descartaveis (grupo E) devem ser desprezadas junta-
mente com as seringas, quando descartaveis, sendo proibido
reencapa-las ou proceder a sua retirada manualmente
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recipientes coletores para residuos do grupo E devem ser confec-
cionados em material resistente desenvolvido especialmente para a
utilizagao em servicos de satide e possuir desconectador de agulhas;

o volume dos recipientes coletores ou de acondicionamento deve
ser compativel com a geragdo didria desse tipo de residuo;

os recipientes devem ser preenchidos somente até dois tercos de
sua capacidade, ou o nivel de preenchimento deve ficar a 5 cm
de distancia da boca do recipiente;

os recipientes coletores devem estar localizados o mais préximo
possivel da area de uso dos materiais a serem descartados neles;

¢ expressamente proibido o esvaziamento desses recipientes para
0 seu reaproveitamento;

residuos sdlidos dos grupos A, B e C devem ser dispostos em sacos
biodegradaveis de cor branco-leitosa, com rétulos do simbolo de
risco biologico e a expressao RESIDUO BIOLOGICO, RESIDUO TOXICO
ou RESfDUO RADIOATIVO de acordo com as suas caracteristicas;

no caso de residuos classificados no grupo D, eles devem ser
acondicionados em sacos plasticos transparentes de cor clara,
exceto branca;

a identificagdo de residuos do grupo D destinados a reciclagem
ou a reutilizagdo deve ser feita nos recipientes e nos abrigos
de guarda de recipientes, usando-se o codigo de cores, e suas
correspondentes nomeagdes, baseado na resolu¢ao do Conse-
lho Nacional do Meio Ambiente (Conama) n° 275/2001 (Brasil,
2001c¢), e simbolos do tipo de material reciclavel:

I - azul: papéis

IT — amarelo: metais

III - verde: vidros

IV - vermelho: plasticos

V - marrom: residuos organicos

VI - cinza: demais residuos do grupo D.
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No caso das cores das lixeiras utilizadas para segregar o material a
ser reciclado, segue-se a mesma logica de cores e numeragao; apenas
no item VI, lixeiras que contém refugos que devem ser enviados ao

aterro sanitario, a cor cinza é substituida por preto.

Tipo de - -
residuo Descricao Acondicionamento
Grupo Residuos que necessitam Lixeira com tampa e pedal;
QiLIé ico giigactlzr\:waergg;.prewo Identificar, na frente, com
9 Gao); simbolo de risco biolégico;
ﬁ%ﬁ;:sdg;’ aar?;)z'g'(r:;es Tampa: deve trazer etiqueta
h p i com descricao dos residuos;
imunohematolégicos;
Seamentos de Saco branco-leitoso, com
9 simbolo de risco bioldgico;
hemocomponentes
utilizados para provas de Recolhimento quando atingir
compatibilidade; 2/3 de sua capacidade ou ao
. menos uma vez por dia.
Soroteca de pacientes e
plasmateca de doadores.
Grupo NAO necessitam tratamento Lixeira com tampa e pedal;
gi?)lé ico previo: Identificar na frente com
9 « luvas; simbolo de risco biolégico;
. algodao; Tampa: deve trazer etiqueta
com descrigao dos residuos;
. gaze;
. cartdes e microplacas Saco branco-leitoso, com
X simbolo de risco bioldgico;
usadas em exames
imuno-hematolégicos em | Recolhimento quando atingir
doadores e pacientes. 2/3 de sua capacidade ou ao
menos uma vez por dia.
Grupo D | Residuos que ndo apresentam| Lixeira com tampa e pedal;
g'é’rcg bl:?k;?;ij%s ;)(r)ei‘iacmos Identificar na parte da frente
quip com simbolo de lixo comum.
domiciliares:
. papel higiénico: Tampa: deve trazer etiqueta
papelhig ! com descri¢ao dos residuos;
+ papel-toalha utilizado para Saco pléstico;
secar as maos;
. material administrativo: Recolhimento quando atingir
4 2/3 de sua capacidade.
- sobras de alimentos;
« residuos provenientes
da copa.
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Grupo E Residuo perfurocortante Coletor de perfurocortante:
com risco bioldgico: recipientes rigidos, resistentes
. agulhas; a punctura, ruptura e

vazamentos, com simbolo de
. seringas; residuo biolégico e inscricao
i I 2 n H
. lancetas; "RESIDUO BIOLOGICO", acrescida de
PERFUROCORTANTE”.
«+ tubos de vidro; . .
As caixas ou recipientes devem
« frascos de vidro vazio; ser lacrados quando atingirem
2/3 de sua capacidade e

« tubos quebrados
colocados em saco branco-

- todo material com leitoso, com simbolo de risco
risco de acidente bioldgico.
perfurocortante

ou escarificante.

2.2.5 Acidente de trabalho por materiais perfurocortantes

Segundo Shimizu e Ribeiro (2002), a principal causa de contato
acidental com materiais biolégicos em laboratério sao agulhas con-
taminadas. Segundo esses autores, diversos estudos mostram que os
acidentes provocados por agulhas resultam, geralmente, da pratica de
reencape de agulhas antes do descarte, do uso de luvas de procedi-
mentos de tamanho incorreto, da falta de habilidade e concentracédo
do técnico e da agitacdo psicomotora do paciente.

Um alerta dessa pesquisa diz respeito ao baixo registro oficial
de acidentes, aumentando, com isso, a subnotificagdo dos aciden-
tes causados por materiais perfurocortantes e fluidos bioldgicos. Os
autores atribuem esse problema a pouca importancia que os profis-
sionais da equipe de satde dao a esse tipo de acidente, por causa da
percepgdo equivocada de que a lesao é pequena e que, por isso, ndo
ocasionara danos para a sua saude.

Em relagdo aos agentes biologicos, Shimizu e Ribeiro (2002) destacam
estudos que mostram que a cada 1.000 pungdes acidentais ocorrem de 1
a 4 soroconversoes positivas para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). Ja a contaminag¢ao de profissionais de saude por virus da he-
patite B (HBV), por causa do seu grande poder infectante, ¢ bem mais
alta, com um risco médio de infecgao de cerca de 3%. As consequén-
cias da infecgdo pelo HBV sdao muito variaveis, e o individuo infectado
pode vir a se tornar um portador assintomatico (Stephens et al., 2009).
No entanto, esse fato é atenuado pela existéncia de vacina contra a he-
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patite B, que faz parte do calendario obrigatorio para os trabalhadores
da satde. O virus da hepatite C, segundo essa mesma pesquisa, tem um
indice de infecgdo um pouco mais baixo, ficando em torno de 1,8%.
Infelizmente, ainda nao existe vacina para a hepatite C.

No caso de acidente com materiais perfurocortantes que conte-
nham fluidos bioldgicos, o profissional é orientado pelo servico médi-
co a avaliar a necessidade de iniciar o tratamento contra HIV (entre 1
a 2 horas apds o acidente) enquanto a amostra ainda esta sendo ana-
lisada. Caso a mesma seja positiva para HIV, o trabalhador deve dar
continuidade ao tratamento com orientagdo médica. A duracido da
quimioprofilaxia é, em média, de um més (Brasil, 2001a). “A indica-
¢ao do uso de antirretrovirais deve ser baseada em uma avaliacao cri-
teriosa do risco de transmissdo do HIV em funcao do tipo de acidente
ocorrido e da toxicidade dessas medicagdes” (Maia, 2002, p. 21).

O virus da hepatite D é defectivo, pois necessita do virus da hepa-
tite B para se replicar e, por isso, sé pode ser adquirido junto com o
virus da hepatite B (coinfec¢ao) ou por portador cronico desse tipo de
hepatite. As vias de transmissdo sdo semelhantes as do virus da hepa-
tite B, sendo a exposi¢do percutdnea a mais importante. As medidas
de controle sdo as mesmas utilizadas para a hepatite B, inclusive a
vacina (Stephens et al., 2009).

A Sociedade Brasileira de Infectologia e 0 CDC tém demonstrado pre-
ocupagao com os acidentes causados por agulhas, sobretudo no que se re-
fere a notificacdo e a monitoragao dos acidentados, bem como a adogao de
medidas-padrao pelos trabalhadores da saude, visando a prevengao tanto
da transmissdo do virus HIV quanto das hepatites B e C.

Nessa perspectiva, listamos a seguir, sob a forma de itens, as reco-
mendagdes sobre biosseguranga baseadas principalmente em publi-
cagdo da Organizagdo Mundial de Saude (2004).

« O principal ponto para a pratica da seguranca bioldgica é a ava-
liagao dos riscos. Para isso, o responsavel pelo laboratério deve
assegurar-se da realizacdo de avaliagdes de riscos adequadas e
trabalhar em estreita ligacao com a comissao de seguranca e o
pessoal da institui¢do, a fim de assegurar a disponibilidade de
equipamento e instalagdes apropriadas para apoiar as ativida-
des em questao.
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Nunca pipetar com a boca. Existem os mais diversos formatos
de dispositivos que podem ser acoplados a pipeta e, com isso,
proporcionar um procedimento seguro e eficaz.

E obrigatério utilizar cAmaras de seguranca bioldgica sempre
que se manuseie material infeccioso, principalmente se houver
alto potencial de produc¢ao de aerossdis.

E importante que as autoclaves e as cAmaras de seguranca bio-
légica sejam validadas com métodos apropriados antes de serem
utilizadas. A recertificagao deve ser feita, segundo as instrugoes
do fabricante, a intervalos periodicos.

Deve ser feito um cronograma de vacinagao para o pessoal que
trabalha nos laboratérios, constando as vacinas obrigatérias para
a area da saude, tais como vacina contra hepatite B e antitetani-
ca. Além disso, é preconizada a vacina¢ao especial para determi-
nados servicos, tais como vacina antirrabica, para profissionais
que trabalham com experimenta¢do animal, e vacina contra fe-
bre amarela, para profissionais que trabalham na produgao desse
imunobioldgico. Cada peculiaridade do servigo deve ser avaliada
por uma comissao médica.

E importante que haja vigilancia apropriada da saade do pes-
soal do laboratdrio, de modo a se detectarem precocemente
infec¢des adquiridas no local; além disso, deve haver regras
rigidas visando excluir as pessoas altamente susceptiveis (mu-
lheres gravidas e pessoas imunodeficientes) de trabalhos labo-
ratoriais de alto risco.

E essencial assegurar uma formagio continua in loco sobre medi-
das de seguranca. Um programa eficaz nessa area comega pelos
responsaveis dos laboratérios, que devem assegurar a integracdo de
praticas e procedimentos laboratoriais seguros na formacao basica
do pessoal.

A esterilizagdo pelo calor, em autoclave, é o método preferencial
para todos os processos de descontaminagao.
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+ Deve-se adotar um sistema de identificagdo e separagdo de ma-
teriais e recipientes infecciosos que siga os regulamentos nacio-
nais e internacionais de descarte.

o As agulhas hipodérmicas, uma vez utilizadas, nao devem ser
reintroduzidas nos seus involucros, partidas ou retiradas das
seringas descartaveis. Todo o conjunto deve ser colocado num
recipiente para descartaveis.

o Asseringas descartaveis utilizadas, com ou sem agulhas, devem
ser colocadas em recipientes para descartaveis e incineradas,
apos descontaminagdo em autoclave.

o E preciso preparar e implantar programa especifico sobre prote-
¢do biologica em laboratdrio segundo as exigéncias do servico, o
tipo de trabalho realizado e as condigdes locais.

 Asprecaugoes de seguranga, tal como técnicas de assepsia e pra-
ticas microbiologicas seguras, devem fazer parte do trabalho de
rotina de laboratdrio.

o Deve estar afixada no laboratério uma cépia dos procedimentos
necessarios em caso de derrames; todo o pessoal do laboratorio
deve ler e compreender esses procedimentos.

2.2.6 Checklist recomendado pela Organizacao Mundial de Saude (2004)
para o trabalho em laboratério

1) Para o seu trabalho normal, todos os profissionais dispdoem de
roupa de protecdo, com modelos e tecidos aprovados, tais como
batas, jalecos, aventais, luvas?

2) Para trabalhar com produtos quimicos perigosos, o pessoal dis-
poe de roupa e equipamento de prote¢ao suplementar?

3) Os trabalhadores dispdem de dculos de protecao e protetor facial?
4) Existem locais para lavagem dos olhos?

5) Existem chuveiros de emergéncia?
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6) A protecdo contra radiagoes esta de acordo com as normas nacio-
nais e internacionais, inclusive com o fornecimento de dosimetros?

7) O laboratério dispoe de mascaras respiratdrias que sao regular-
mente limpas, desinfetadas, verificadas e guardadas em condi¢des
de limpeza e higiene?

8) Essas mdscaras sao providas de filtros apropriados — por exemplo,
filtros HEPA para reten¢do de microrganismos e filtros especiais
para gases e particulas?

9) As mascaras se adaptam bem aos seus usuarios (conforto e
utilidade)?

2.2.7 Equipamentos de protecao individual

Com o objetivo de aplicar a norma regulamentadora NR6, o texto
da portaria da Secretaria de Inspe¢ao do Trabalho (SIT) ne 25, de 15 de
outubro de 2001 (Brasil, 2001d), considera equipamento de protecdo
individual todo dispositivo ou produto, de uso individual pelo trabalha-
dor, destinado a protegdo de riscos capazes de ameagcar a seguranga e a
saude no trabalho.

Para a comercializagdo de EPIs, é necessario atender a essa nor-
ma e obter um certificado de aprovacao, que devera ser expedido/
renovado/fiscalizado por 6rgao competente em seguranga e saude no
trabalho do Ministério do Trabalho e Emprego. O mesmo 6rgao deve
definir os prazos de validade desses certificados, cabendo ao fabri-
cante desses itens providenciar instru¢des em portugués, incluindo
orientagdo de utilizagdo e manutengéo e restri¢oes de uso.

Compete ao Servico Especializado em Engenharia de Seguranga e em
Medicina do Trabalho (SESMT) ou a comissao interna de prevencao de
acidentes (Cipa), nas empresas desobrigadas de manter o SESMT, reco-
mendar ao empregador o EPI adequado ao risco existente em determi-
nada atividade.

Criado em 17 de dezembro de 1996, 0 Conselho Deliberativo da ABNT
aprovou, em reuniao ordinaria, a criagio do Comité Brasileiro de Equi-
pamentos de Protecao Individual (ABN'T/CB-32), visando agilizar a ela-
boragio e a revisdo das normas de equipamentos de protecao individual.
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Fazem parte da lista de EPIs de uso em laboratorios jalecos ou rou-
pas de protegdo, mascaras cirurgicas e com filtros, prote¢ao auditiva,
luvas de seguranga, 6culos de seguranca e protetor facial.

a) Avental ou roupas de protecao

Os jalecos devem ser de algodao, com mangas longas e comprimen-
to na altura do joelho; os profissionais de laboratério devem usar calca
comprida e jaleco de manga longa, de tecido resistente e cor clara, es-
pecifico para uso do funciondrio do servigo, de forma a identifica-lo de
acordo com a sua fungao; sugere-se que esses EPIs devem ser descon-
taminados antes da lavagem, e que se a lavagem ocorrer na residén-
cia do trabalhador, o mesmo deve realiza-la de forma individual e nao
juntamente com outras roupas que nao sejam de servigo; os aventais
devem ficar no ambiente do laboratério e nao devem ser utilizados fora
do servigo em espagos comuns, como corredores e refeitorios; aven-
tais descartaveis ndo protegem contra substidncias quimicas, sdo alta-
mente inflamaveis e devem ser usados uma tinica vez.

b) Luvas

Existem quatro parametros para medir a eficacia das luvas:

1) bloqueio: capacidade de impedir o contato;
2) permeagao: velocidade com que um produto passa através da mesma;

3) tempo de resisténcia: tempo decorrido entre o contato inicial com
o lado externo da luva e a detec¢do do produto na parte interna
da luva;

4) degradagao: mudangas em quaisquer propriedades fisicas da luva.
Materiais (nenhuma luva pode proteger de todos os produtos):

o latex: adequadas a protegao bioldgica e para uma ampla variedade
de solventes orgénicos, acidos e bases; todavia, sdo permeaveis
em diferentes graus a produtos quimicos;

o nitrilica: inadequadas para solugdes aquosas; indicadas para uso
prolongado com alguns produtos quimicos, sendo consideradas
de bom uso em solventes aromaticos e halogenados;

132



Biosseguranca em laboratérios de saude

o PVA:bom uso para acidos e bases, ruim para a maioria dos solven-
tes organicos;

o PVC: bom uso para acidos, bases, perdxidos, hidrocarbonetos,
alcodis e fendis, e ruim para solventes aromaticos e halogenados;

« neoprene: bom uso para acidos e bases diluidos, péssimas para
solventes organicos.

¢) Equipamentos de protecdo ocular e facial

Sao utilizados para protegao contra impactos de particulas, lumino-
sidade intensa, radiacdo ultravioleta ou radia¢do infravermelha. A nor-
ma técnica aplicavel é a ANSIL.Z.87.1/1989 (Fundacdo Oswaldo Cruz,
2003a). Os 6culos devem ser usados em todas as atividades de risco,
como manipula¢do de produtos biologicos e de produtos quimicos,
além daquelas que portam risco de radiagdo — nesse caso, sdo recomen-
dados dculos especiais, com indicagdo de prote¢do contra radiagao.

Caracteristicas:

» ndo devem distorcer as imagens ou limitar o campo visual;
 devem ser resistentes aos produtos que serao manuseados;
+ devem ser confortaveis e de facil limpeza e conservagao;

o devem ter lente panoramica incolor, ser de plastico resistente e
atdxico, com armagao flexivel e protecéo lateral.

d) Mascaras e respiradores

Por causa da similaridade visual de certos respiradores descartaveis e
de muitas mascaras cirdrgicas e de procedimento, suas diferencas nem
sempre sdo bem entendidas. Entretanto, eles sdo muito diferentes na ve-
dagdo facial, no tempo de uso e, principalmente, na finalidade de uso.
Os respiradores sdo projetados para auxiliar na reduc¢ao da exposigao
respiratdria do usudrio a contaminantes dispersos no ar, tais como parti-
culas, gases ou vapores. Alguns tipos sdo capazes de reter particulas me-
nores que 100 pm de tamanho. Isso inclui aerossdis que podem conter
material biologico, como fungos Bacillus anthracis e Mycobacterium
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tuberculosis e varios virus. As mascaras cirurgicas e de procedimento
ndo tém propriedades de filtragdo ou vedagdo facial adequadas para
fornecer protegao respiratéria ao usuario. Sao usadas para ajudar a pre-
venir a contamina¢do do ambiente de trabalho ou campo estéril com
particulas grandes geradas pelo usuario — por exemplo, saliva e muco.
Mascaras cirtrgicas também podem ser usadas para ajudar a reduzir o
risco de projecdes ou respingos de sangue, fluidos corpéreos, secregoes e
excre¢des atingirem a boca ou o nariz do usuario.

A utilizagao correta desses EPIs é recomendada, juntamente com
as capelas de exaustao, sempre que no laboratério forem manuseadas
substancias quimicas com alto teor de evaporagdo, ou na presenga de
alta contaminagdo bioldgica. Elas podem ser de protecao total (boca,
nariz e olhos) ou prote¢ao facial (boca e nariz).

Quando necessario, devem estar disponiveis no laboratoério respi-
radores com filtros de acordo com a necessidade de uso, e os filtros
fora da validade ou que estejam saturados devem ser obrigatoriamente
substituidos por novos.

Quadro 4. Particularidades e diferencas entre mascaras e respiradores.

Mascara cirargica Respirador

Composicdo | Em geral tripla camada de | Tripla camada de ndo tecido e
nao tecido. filtro especial com tratamento
eletrostatico.

Tipo de Protege de infec¢des por | Protege de infeccdes por inalagao
protecao inalacao de goticulas. de aerossois contendo agentes
bioldgicos (virus, bactérias, fungos).

Reduz o risco de projecdes| Reduz o risco de projecdes ou
ou respingos de sangue, | respingos de sangue, fluidos
fluidos corpéreos e corpdreos e secregoes atingirem
secrecOes atingirem a a boca e o nariz do usuario.
boca e o nariz do usuario.

Minimiza a contaminacdao | Minimiza a contaminacao
do ambiente com secre¢ées| do ambiente com
respiratérias (por exemplo, | secre¢bes respiratorias.
saliva e muco).

Certificacdes e| Possui registro no Considerado pela Anvisa
registros Ministério da Saude. equipamento de protecdo
respiratoria desde que com o
certificado de aprovacdo emitido
pelo Ministério do Trabalho e com
registro do Ministério da Saude.

Né&o é considerado pela
Anvisa um equipamento
de protecao respiratoria.
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Descarte Imediato, apds Imediato, apds atendimento,
atendimento, sendo sendo importante a lavagem das
importante a lavagem das | maos apds o descarte.

maos apods o descarte.

Recomendacdo| Normalmente Normalmente recomendado
de uso recomendado por por profissionais de seguranca
enfermeiros/médicos do trabalho que detém
do setor de controle de conhecimento de programas de
infeccao. protegao respiratdria e/ou por
enfermeiras do setor de controle
de infeccao.
Diferencas | Composta por um filtro E tecnicamente denominada
de uso comum, chamado de ndo | respirador. E formada por
tecido. Pode ter uma ou filtros especiais com poder de
mais camadas. filtrar particulas extremamente

pequenas, como é o caso de
virus, bactérias e outros agentes
biolégicos. Protecao mais
adequada, porém exige o uso
correto, especialmente quanto
ao ajuste no rosto.

Protecao mais limitada
porque a vedacdo no
rosto é precdria nesse
tipo de mascara

Também sdo considerados
respiradores outros
equipamentos com outros niveis
de protecao, como respiradores
com filtros quimicos, respiradores
motorizados, equipamentos de
ar mandado.

FonTe: 3M do Brasil, 2009.

e) Protetores auditivos

Sao recomendados para uso em locais cujos niveis de pressao sonora
sejam superiores aos estabelecidos pela NR15 (anexo I e II), podendo ser
conjugados com capacete e protetor facial (Fundagdo Oswaldo Cruz,
2003b). Seu uso em laboratérios so estda indicado nos casos em que
existam equipamentos que produzam alto grau de ruido, tais como
centrifugas, exaustores e cabines de seguranca. Nos bancos de san-
gue, esse tipo de risco nao representa um grave problema; no entanto,
os protetores auditivos devem ser fornecidos ao trabalhador caso ele
solicite (norma técnica aplicavel: ANSI.S.12.6/1997).

2.2.8 Equipamentos de protecao coletiva (EPCs)

Esses equipamentos, também destinados a proteger a integridade
tisica dos profissionais ou minimizar os efeitos de um agravo, nao pro-
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tegem necessariamente ao mesmo tempo toda a equipe de trabalho
(como um exaustor); muitas vezes sdo apenas de uso coletivo (como no
caso do chuveiro).

a) Chuveiros e lava-olhos

Chuveiros e lava-olhos de emergéncia ou seguranga sdo equipamentos
especificamente projetados para fornecer um fluxo de 4gua abundante e
de baixa pressao, suficiente para remover qualquer tipo de contaminante
ou calor, sem causar o agravamento de possiveis lesdes.

Os lava-olhos podem estar acoplados ao chuveiro ou ter forma de
bisnagas de pressdo, que sdo recipientes portateis pequenos, feitos
de material flexivel e que projetam fluxos de 4gua quando apertados,
prestando-se ao objetivo de livrar os olhos de particulas e contami-
nantes sem necessidade de instalagdo hidraulica no local de trabalho.

Por serem equipamentos de emergéncia, devem estar preparados
para uso imediato a qualquer instante, estando sempre presentes em
locais de manuseio de produtos quimicos e em situagdes de risco de
contaminagdo ou de queimaduras por calor.

b) Cabines de seguranca biologica (CBSs) e fluxos laminares>

As cabines de seguranca bioldgica e as capelas de fluxo laminar sdo
usadas para manipulacao de agentes biologicos, produgido de diluentes
e imunobioldgicos, meios de cultura e diversos materiais que precisam
ser processados em ambiente estéril. Além disso, algumas capelas de flu-
xo laminar, ndo apenas protegem o operador da exposicao de produtos
biologicos, como também precisam garantir a seguranga do produto e do
ambiente. Existem diferentes modelos de cabines, mas todos possuem
filtros absolutos ou filtros HEPA, que apresentam alta eficiéncia — no
minimo 99,97% de particulas com até 0,3 um coletadas — e devem ser
substituidos periodicamente, de acordo com a sua saturagao.

Os fluxos, chamados de “bancada limpa”, podem ser encontrados
em dois modelos, que ndo sao de cdmaras de biosseguranga, pois ou libe-
ram ar filtrado (HEPA) para a superficie de trabalho ou para o operador:

a) fluxo vertical: protege, principalmente, o operador das substan-
cias que ele esta manuseando;

2 Parte do texto deste item foi reproduzida de Oliveira e Nogueira, 2009.
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b) fluxo horizontal: protege, principalmente, o produto que esta
sendo processado; somente podem ser envasados ou manipula-
dos materiais que ndo apresentem riscos de contaminagdo para
o operador.

As cabines se seguranca bioldgica podem ser divididas em trés
classes, sendo que a classe II tem varias subdivisoes:

Classe I: fornece seguranga pessoal e ambiental, mas nao do pro-
duto, funcionando como uma coifa provida de filtro HEPA para
prote¢do ambiental; sua utilidade no laboratério é muito limitada;
geralmente é usada para acondicionar equipamentos que po-
dem gerar aerossois, como centrifugas.

Classe II: essa classe, que engloba cabines que fornecem protegao
pessoal, ambiental e do produto, pode ser subdividida em varios
tipos (A, Bl, B2 e B3). O ar é captado pela grelha frontal, prote-
gendo o operador, e passa por filtros HEPA, diminuindo a con-
taminagdo na superficie interna de trabalho. Na camara de tipo
A, a mais comum nos laboratérios brasileiros por causa do fator
custo/beneficio, o ar filtrado é recirculado ao laboratério. Nas ca-
maras do tipo B, o ar é eliminado para o exterior do prédio. Dentre
as do tipo B, a B1 é a mais simples, funcionando como a do tipo A,
porém com exaustio externa. Notipo B2,naohanenhumarecircula-
¢d0 de ar dentro da cAmara; o ar é filtrado na entrada, com retencio
bioldgica e quimica, e antes de ser eliminado para o exterior. Na B3,
a camara mais cara dessa categoria, o cuidado para nao haver ne-
nhum tipo de vazamento de residuo quimico ou bioldgico ¢ maior,
protegendo o ambiente com maijor eficacia.

Classe III: fornece protecdo maxima para o ambiente e o operador;
construida para atividades NB4, é fechada hermeticamente e pos-
sui visor fixo e luvas resistentes de borracha acopladas. Seu acesso é
feito por caixa de porta dupla, que podera ser descontaminada apos
a operagdo. Além dos filtros, possui um incinerador de ar.

137



Maria Beatriz Siqueira Campos de Oliveira ¢ Joseli Maria da Rocha Nogueira

¢) Capelas de exaustao’

Equipamento imprescindivel em laboratérios onde se manuseiem
produtos quimicos ou particulados, a capela de exaustdo também pode
ser chamada de capela quimica ou gabinete de exaustdo. E um gabi-
nete que deve ser ventilado e projetado de forma que o sistema leve
para fora do edificio os efluentes indesejaveis provocados por qual-
quer procedimento efetuado no seu interior.

O sistema de exaustao da capela s6 deve ser desligado 10 a 15 mi-
nutos apds o término dos trabalhos, para que todos os gases sejam
exauridos. Ao fazer operacdes nas capelas, deve-se manter as janelas
das mesmas com o minimo de abertura possivel, deixando na capela
apenas o material a ser analisado.

d) Extintor de incéndio

Esse EPC ¢ de extrema importancia em qualquer ambiente de tra-
balho, e ndo s no laboratério (mas nele principalmente). E necessario
identificar bem o tipo de incéndio que se vai combater antes de esco-
lher o agente extintor ou equipamento de combate ao fogo. Um erro
na escolha pode tornar inttil o combate as chamas ou mesmo piorar a
situa¢do, majorando ainda mais o fogo por espalhamento, ou criando
novas causas de incéndio (curtos-circuitos). Os incéndios, em seu ini-
cio, sao relativamente faceis de controlar. Quanto mais rapido o ataque
as chamas, maiores serao as possibilidades de reduzi-las e elimina-las.

O aparelho contém diferentes tipos de produto ou uma mistura de-
les: 4gua, espuma, p6 quimico, diéxido de carbono (CO,) e gases, entre
outros. Esses diferentes tipos de agentes extintores sdo usados de acordo
com o tipo especifico de incéndio.

Classes de incéndio

A: ocorrem em materiais de combustéo facil com a propriedade de
queimarem em sua superficie e em profundidade, deixando residuos.
Exemplo: tecidos, madeira, papel, fibras etc.;

B: ocorrem em inflamaveis e produtos que queimam somente
em sua superficie, sem deixar residuos.
Exemplo: dleos, graxas, vernizes, tintas, gasolina etc.;

* Parte do texto deste item foi reproduzida de Oliveira e Nogueira, 2009.
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C: ocorrem em equipamentos elétricos energizados.
Exemplo: motores, transformadores, quadros de distribuicao,
fios etc.;

D: ocorrem em elementos piroforicos, aqueles que se inflamam
espontaneamente em contato com o ar.
Exemplo: magnésio, zirconio, titanio etc.

Uso e tipos de extintores portateis

« o extintor tipo “espuma” é usado em fogos classes A e B;

o extintor tipo “didxido de carbono” é utilizado, preferencial-
mente, nos fogos classes B e C, embora possa ser usado também
nos fogos classe A em seu inicio;

0 extintor tipo “quimico seco” deve ser empregado nos fogos
classes B e C; as unidades de tipo maior, com 60 a 150 kg, devem
ser montadas sobre rodas;

« nos incéndios classe D, serd usado o extintor tipo “quimico
seco”, porém o p6 quimico sera especial para cada material;

« o extintor tipo “agua pressurizada” ou “agua-gas”, com capacida-
de variavel entre 10 e 18 litros, deve ser usado em fogos classe A.

Em qualquer um desses casos de incéndio, quando em um ambiente
tomado pela fumaga, deve-se usar um lenco molhado para cobrir o na-
riz e a boca e sair rastejando, procurando respirar junto ao piso. Deve-
se também molhar bem as roupas e manter-se vestido para se proteger.
Uma pessoa com as roupas em chamas deve ser obrigada a se jogar no
chao e ser envolvida em um cobertor, cortina etc.

2.3 Cuidados basicos pessoais e de higiene no ambito do laboratério

Cabelos: devem ser mantidos permanentemente presos na sua
totalidade; em areas de trabalho com riscos quimico e bioldgico,
o uso do gorro € obrigatorio.
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Sapatos: devem ser exclusivamente fechados; ndo deve ser per-
mitido o uso de sandélias dentro de areas hospitalares e labora-
toriais. Em alguns casos, ¢ necessario também a utilizagao de
propé (sapatilha descartavel) ou sapato de uso exclusivo.

Joias e bijuterias: deve-se usar o minimo possivel; nao usar anéis
com reentrancias ou incrustagdes, nem pulseiras e colares.

Maquiagem: deve ser proibida, pois a area laboratorial e hospi-
talar é grande fonte de particulas que, na sua maior parte, sao
aderentes, contendo glicerina, mica e titanio, entre outras subs-
tancias. Entre os produtos cosméticos, destacamos o batom, o
laqué e o rimel como fontes de contaminantes bioldgicos.

Perfumes: devem ser evitados, porque sdo poluentes ambientais,
causam intolerancia em pacientes que estdo com a saude debilitada
ou que fazem uso de medicamentos, como aqueles em tratamen-
to de quimioterapia, podem causar enjoo nas mulheres gravidas,
agravar o estado de satde de muitos pacientes alérgicos, impreg-
nar ambientes fechados que contenham filtros e afetar sistemas
de refrigeracao.

Unhas: devem ser aparadas e bem cuidadas; preferencialmente,
nao devem estar pintadas com esmalte, pois ele libera particulas
por microfraturas, principalmente em “areas limpas” e labora-
torios de cultura celular.

2.4 Boas praticas de laboratério

As boas praticas de laboratorio, conhecidas pelas siglas BPL ou GLP

(do inglés good laboratory practices), sao definida pela Anvisa como “um
sistema de qualidade relativo ao processo organizacional e as condi-
¢Oes sob as quais estudos ndo clinicos referentes a satde e a0 meio am-
biente sao planejados, realizados, monitorados, registrados, arquivados e
relatados” (Brasil, 2001b, p. 10). Os principios das boas praticas de labo-
ratdrio sao aplicaveis a praticas que dizem respeito ao uso seguro de pro-
dutos relacionados a saude humana, vegetal, animal e a0 meio ambiente.
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O conceito de boas praticas de laboratorio tem como alicerce qua-
tro pilares, conhecidos como os quatros “M”, por causa das iniciais
dos termos homem, materiais, maquinarios e métodos em inglés:
man, materials, machinery e methods. Esses pilares se referem a pon-
tos estratégicos do laboratdrio, os quais, por isso, merecem atengdo
especial. No entanto, quem trabalha em laboratérios de satde sabe
que eles apresentam grande complexidade, fato que deve ser levado
em conta na hora de abordar as boas praticas de laboratorio. Listare-
mos a seguir os principais pontos (incluindo os quatro “M”):

a) Instalacoes prediais: materiais utilizados para piso, teto e parede
devem ser faceis de limpar, ndo podem ter frestas e devem ser
resistentes ao uso de desinfetantes. Os cantos do teto e do chao
devem ser arredondados, para evitar o acimulo de sujeira e fa-
cilitar a limpeza e o uso de desinfetantes. A iluminagao deve ser
feita por um numero suficiente de lumindrias — de preferéncia lu-
minarias seladas para evitar o acimulo de sujeira —, a fim de que
o ambiente fique bem claro. Em relagdo a esse ponto, é impor-
tante lembrar que o contrario também pode prejudicar o trabalho,
isto €, o excesso de luz pode diminuir a qualidade da visdo, pois
pode causar ofuscamento, principalmente quando a luz se refle-
te em superficies brilhantes, ocasionando fadiga visual. A troca
das lampadas deve ser feita pelo forro e nao pela sala, evitando-se
assim aumento das fontes de contaminagdo. As portas devem ser
de material que facilite a limpeza, sem frestas, com vedagdo e com
abertura para fora. As janelas, fixas, ndo podem ser abertas e nao
devem ser utilizadas cortinas.

b) Eletricidade: o sistema deve prever toda carga elétrica deman-
dada pelos equipamentos utilizados no laboratério. O uso de
benjamins deve ser evitado. Além disso, alguns laboratérios
precisam observar a necessidade de instala¢ao de geradores de
emergéncia, a fim de suprir a falta de energia elétrica para equi-
pamentos e servicos que nao possam ser interrompidos.

¢) Banheiros, vestiarios e airlocks: segundo a NR24 (Brasil, 2008b),
que dispde sobre as condi¢des sanitarias e de conforto nos locais
de trabalho, as instalagdes sanitdrias devem ser separadas por
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sexo e estar submetidas a processo permanente de higienizagao,
de tal forma que sejam mantidas limpas e desprovidas de quais-
quer odores, durante toda a jornada de trabalho. Todos os labora-
torios de saude devem ter vestiarios, também separados por sexo,
e que, por uma questao de funcionalidade, sirvam como entrada
ao local de servico, permitindo ao trabalhador a colocagao de seu
uniforme e, em alguns casos, a troca de sapatos ou a colocagao
de sapatilhas descartaveis. O nivel de contengéo para laboratérios
NB-3 exige a intensificacdo dos programas de boas praticas la-
boratoriais e de seguranca, além da existéncia obrigatdria de
dispositivos eletronicos de seguranga para o fechamento de por-
tas, conhecidos como airlocks, e do uso, igualmente obrigatério,
de cabines de seguranca biologica. Os trabalhadores devem usar
roupas de protecao especificas para a area e equipamentos de pro-
tecdo individual (Fundag¢ao Oswaldo Cruz, s.d.).

d) Instalagbes para equipamentos: cada laboratério deve prever os
equipamentos necessarios as suas analises e as atividades de ro-
tina. Dessa forma, parte elétrica, refrigeragdo, dreno, agua puri-
ficada e sistema de gerador de vapor limpo devem ser analisados
e projetados para cada caso, levando-se em conta o consumo, a
vazao, a produtividade e a eficiéncia de cada equipamento. Al-
guns equipamentos sdo de uso comum para os laboratérios
da area da satude e, por isso, merecem aten¢do especial. Sdo
eles: sistema de purificagdo de agua - bidestilador, desmi-
neralizador, deionizador e purificador por osmose reversa,
entre outros -, autoclave, forno, estufa, sistema de filtracdo
de ar, incubadoras, banho-maria, freezer, camara fria, mi-
croscopio e centrifuga. O monitoramento e a validagao dos
equipamentos reforcam um dos elementos das boas praticas
de laboratério que é a preocupagdo com o maquinario, e de-
vem ser feitos diariamente, com a confec¢ao de uma tabela
de registros com os principais parametros do equipamento.

e) Pessoal: o pessoal é um dos quatro pilares das boas praticas de la-
boratério. Todos os laboratdrios devem ter um organograma com
descrigdo dos cargos, fungdes e responsabilidades técnicas de seus
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trabalhadores. Os profissionais devem possuir qualificagdo técnica
para ocupar e responder pelos cargos, inclusive por cargos geren-
ciais, uma vez que a lideranga vai funcionar como determinante
estratégico na condugdo da equipe. Um dos pontos nevralgicos
nessa area é a moral da equipe. A maioria dos laboratorios tem ne-
cessidade de tarefas coletivas ou sequenciais e, dessa forma, o traba-
lho de um afeta o trabalho do outro, e a capacidade de se trabalhar
em equipe, sem perder o foco individual, faz toda a diferenga. A
formagao de pessoal com qualificagdo para o trabalho é peca fun-
damental para a qualidade da execugao de rotinas e exames labo-
ratoriais. A chefia do laboratdrio deve desenvolver procedimentos
para identificar a necessidade de capacitagao e atualiza¢ao dos pro-
fissionais, além de propor, sempre que necessario, a implantagao de
programas de desenvolvimento profissional.

f) Alarmes: alguns equipamentos, como freezers, geladeiras, liofi-
lizadores e incubadoras, ndo podem parar de funcionar por falta
de energia elétrica ou por falhas no equipamento, pois ha risco
de perda de insumos, reagentes e produtos, ocasionando preju-
izos financeiros, ou mesmo ao trabalho. Por isso, ¢ importante
que esses equipamentos “avisem” sobre a ocorréncia de algu-
ma pane, para que se possa solucionar o problema rapidamente
ou, pelo menos, transferir os produtos para outro equipamento.
Esses alarmes podem ser localizados, isto ¢, acoplados a cada equi-
pamento, ou fazer parte de uma central de alarmes na qual o ope-
rador pode detectar o problema e encaminhar a solugao.

g) Manutengdo: todo laboratério deve prever a manutengdo dos
equipamentos, na qual se incluem o seu controle e monitoramen-
to. A manutenc¢ao pode ser classificada em trés categorias: predi-
tiva, preventiva e corretiva (Paula, 2006). A manutengao preditiva
¢ 0 acompanhamento periddico dos equipamentos, baseado na
analise de dados coletados por meio da monitoragdo ou de ins-
pecdes em campo. A manuten¢ao preditiva tem sido reconheci-
da como uma técnica eficaz de gerenciamento de manutencéo.
A manutengdo preventiva visa aproveitar ao maximo a vida util
de cada equipamento, e manté-lo sempre em perfeito estado pro-
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dutivo, reduzindo, dessa forma, o nimero de paradas nao progra-
madas. A manuten¢do preventiva demanda a confeccdo de um
cronograma com foco na periodicidade de cada manutencéo, como
troca de oleo, ajuste de velocidade etc. As certificagdes ISO, hoje
mais comuns no mercado, exigem uma rotina de manuten¢ao
bem definida, com o registro de controles de processos para fu-
turas auditorias. Por ultimo, a manutenc¢do corretiva refere-se a
manuten¢ao nao periddica que variavelmente podera ser neces-
saria, por falhas e erros, demandando a corre¢do de danos atuais
€ ndo iminentes.

h) Extintores, lava-olhos e chuveiros: sio equipamentos de uso co-

i)

j)

letivo cuja finalidade ¢ proteger os profissionais que trabalham
em laboratdrios. E importante que o trabalhador conheca al-
gumas regras basicas de biosseguranca e identifique adequada-
mente os dispositivos de protecdo, a fim de usa-los apenas para
a finalidade a que se destinam; ele deve responsabilizar-se por
sua guarda e conservagao, comunicar a chefia imediata qual-
quer alteracao que os torne improprios para o uso, solicitando
a sua substituicao, e compreender a importancia da obrigatorie-
dade de seu uso (Universidade Federal de Alfenas, s.d.).

Cronograma de protecdo contra insetos e roedores: existéncia de
protecdo contra insetos e roedores, e um cronograma de dedetiza-
¢do e desratizagdo periodico, observando-se os efeitos dessas me-
didas e as possiveis incompatibilidades com os produtos quimicos
utilizados (Brasil, 2007b).

Controle de qualidade e garantia da qualidade: sdo dois setores
distintos. O controle de qualidade de um laboratério de imuno-
hematologia deve garantir que os resultados produzidos refli-
tam, de forma consistente e fidedigna, os ensaios realizados
dentro das normas técnicas prescritas, assegurando que nao
representem o resultado de alguma interferéncia no processo.
Ja o setor da garantia da qualidade determina os procedimen-
tos e metas para assegurar o controle sobre todas as etapas
do processo, incluindo o controle de insumos e reagentes, o
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plano de amostragem, o controle de temperaturas do ambiente e
do maquinario, a verificagdo de registros, a padronizagao de to-
das as atividades e o uso correto dos equipamentos. No labora-
torio de imuno-hematologia, a garantia da qualidade deve ter
um esquema de processos a serem controlados que vai desde
o atendimento ao paciente até a libera¢do do laudo. Segundo
Chaves (2010), todas essas atividades devem ser documen-
tadas por meio de procedimentos operacionais-padrao (POP)
ou instrugdes de trabalho (IT) que sempre devem estar aces-
siveis aos funcionarios envolvidos nas atividades. Segundo a
mesma autora, com a incessante procura por qualidade nos
processos, foram criados os programas de acreditagao brasi-
leiros, visando atender as necessidades de ampla e melhor ava-
liagdo dos laboratorios clinicos laboratoriais. Fazem parte des-
ses sistemas o Programa de Acreditacao de Laboratdrios Clinicos
(Palc) da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina La-
boratorial (SBPC/ML), e o Departamento de Inspecao e Creden-
ciamento da Qualidade (Dicq) da Sociedade Brasileira de Anali-
ses Clinicas (Sbac). Vale a pena ressaltar que o setor da garantia da
qualidade deve ter autonomia e ser responsavel também pela vali-
dagado de metodologias analiticas e controle de padrdes.
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