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RESUMO
A anemia hemolitica autoimune (AHAI) é caracterizada pela presenca de
autoanticorpos ou fracdes de complemento que se ligam a superficie dos eritrécitos,
ocasionando sua destruicdo e consiste em uma condigéo clinica incomum. Diante
disso, essa revisao bibliografica abordou aspectos gerais e classificacdo das AHAIs
e, com mais énfase, os principais testes Uteis para o diagndstico e como as alteragdes
laboratoriais e a morfologia eritrocitaria podem auxiliar na elucidacédo diagndstica
dessa doenca. No periodo de setembro de 2023 a outubro de 2024 foram
selecionados artigos cientificos em bases de dados como PubMed e Periddicos
CAPES, por meio de palavras chave especificas, como anemia hemolitica autoimune,
alteracdes laboratoriais, fisiopatologia, dentre outras, com o objetivo de compilar
informacgdes sobre o tema, possibilitando expor um atual panorama pouco explorado
e de grande potencial no auxilio ao diagnostico dessa enfermidade. As AHAIs podem
ser de tipo quente, frio ou mista, a depender da classe de anticorpo envolvida, e assim
como em outras anemias hemoliticas, apresentam baixo nivel de hemoglobina e
niveis séricos elevados de lactato desidrogenase, bilirrubina ndo conjugada e baixos
niveis de haptoglobina, além da contagem de reticulocitos indicar reticulocitose
frequentemente. O diagndstico da AHAI tem como principal exame o teste da
antiglobulina direta que ira revelar anticorpos ou complemento nos eritrécitos do
paciente. A analise da distensdo sanguinea pode evidenciar alteragcdes comuns a
todos os tipos de AHAI, como policromasia, e em casos mais graves, eritroblastos e
esquistécitos podem ser observados. De forma especifica, microesferdcitos podem
ser vistos na AHAI quente enquanto que aglutinacdo de hemacias esta presente na
AHAI fria e tornam-se ferramentas Uteis na elucidacao diagnéstica, principalmente em
situacdes onde o padrdo ouro ndo é capaz de concluir a real condicdo clinica do
paciente. Entre os achados laboratoriais e morfolégicos observados ao longo do
trabalho, conclui-se que essas podem auxiliar o diagnostico dessa patologia, e cabe
ao profissional biomédico estar atento aos resultados, sendo de extrema importancia

sua presencga no ambiente laboratorial nessas circunstancias.

Palavras-chave: Anemia hemolitica autoimune; autoanticorpos; diagnostico.



ABSTRACT

Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) is characterized by the presence of
autoantibodies or complement fractions that bind to the surface of erythrocytes,
causing their destruction and is an uncommon clinical condition. Therefore, this
literature review addressed general aspects and classification of AHAIs and, with more
emphasis, the main tests useful for diagnosis and how laboratory changes and
erythrocyte morphology can help in the diagnostic elucidation of this disease. From
September 2023 to October 2024, scientific articles were selected from databases
such as PubMed and CAPES Periodicals, using specific keywords, such as
autoimmune hemolytic anemia, laboratory changes, pathophysiology, among others,
with the aim of compiling information on the topic, making it possible to expose a
current panorama that is little explored and has great potential in helping to diagnose
this disease. AIHAs can be hot, cold or mixed, depending on the class of antibody
involved, and, as in other hemolytic anemias, they present a low level of hemoglobin
and high serum levels of lactate dehydrogenase, unconjugated bilirubin and low levels
of haptoglobin, In addition, the reticulocyte count frequently indicates reticulocytosis.
The main examination of AIHA diagnosis is the direct antiglobulin test, which will reveal
antibodies or complement in the patient's erythrocytes. Blood distension analysis can
highlight changes common to all types of AIHA, such as polychromasia, and in more
severe cases, erythroblasts and schistocytes can be observed. Specifically,
microspherocytes can be seen in hot AIHA while red blood cell agglutination is present
in cold AIHA and become useful tools in diagnostic elucidation, especially in situations
where the gold standard is not capable of concluding the patient's real clinical
condition. Among the laboratory and morphological findings observed throughout the
work, it is concluded that these can assist in the diagnosis of this pathology, and it is
up to the biomedical professional to be attentive to the results, with their presence in

the laboratory environment being extremely important in these circumstances.

Keywords: Autoimmune hemolytic anemia; autoantibodies; diagnosis.
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1 INTRODUCAO

O sistema imune é um importantissimo mecanismo de defesa para o organismo
humano, consistindo num conjunto de 6rgéos, tecidos, células e moléculas responsaveis
pela protecdo. Dentre essas moléculas, destacam-se as imunoglobulinas (Ig), principais
agentes no que tange a defesa contra organismos estranhos. Entretanto, em condi¢des
anormais, essas imunoglobulinas podem atuar contra as células e componentes do
préprio individuo, denominando-se assim de autoanticorpos (BRODIN, DAVIS, 2017).

Dentre essas condi¢cdes anormais, destaca-se a quebra da tolerancia imunoldégica.
A tolerancia imunoldgica consiste na auséncia de reatividade imunoldgica (linfécitos e
anticorpos) especifica a um antigeno, sendo sua forma mais importante frente a antigenos
préprios. Entretanto, quando ha um distlrbio nesse mecanismo, ha a inducdo de uma
resposta auto-imune (ALl et al, 2023).

Os autoanticorpos sdo responsaveis por inumeras doencas, entre elas as
denominadas anemias hemoliticas autoimunes (AHAIs), condicdo clinica incomum,
caracterizada pela formacéo de autoanticorpos que se ligam a superficie dos eritrocitos,
ocasionando sua destruicdo (hemdlise) via sistema complemento ou sistema
reticuloendotelial (BASS, TUSCANO, TUSCANO, 2014). Essa anemia possui huances
guanto a sua origem e aspectos clinicos e laboratoriais, podendo ser classificada em AHAI
guente - caracterizada por evidéncia de hemdélise de glébulos vermelhos e um teste
antiglobulina direto positivo para IgG e algumas vezes complemento (KUTER, 2022) ou
AHAI fria, condicdo rara entre as anemias hemoliticas, com producao de autoanticorpos
IgM contra os préprios eritrocitos, resultando na ativacdo do complemento e
predominantemente hemalise intravascular (DESPOTOVIC; KIM, 2022).

Este grupo de doencas é relativamente raro, afetando aproximadamente 1-3
individuos para cada 100.000 anualmente. A AHAI é limitada principalmente a adultos,
embora criangcas com doenca de imunodeficiéncia primaria ou sindrome linfoproliferativa
autoimune (ALPS) sejam comumente afetadas. As criangcas muitas vezes desenvolvem
uma condi¢cdo mais autolimitada no curso da doenca, sendo frequentemente precedida
por doenca viral. Os adultos tendem a desenvolver um processo de doenga mais grave e
implacavel que frequentemente requer tratamento e pode, ocasionalmente, ser fatal
(BASS; TUSCANO; TUSCANO, 2014).
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Apesar de pouco frequentes, quando comparadas a outras anemias vivenciadas
na rotina laboratorial, as AHAIs podem estar relacionadas de forma secundaria a
infecgdes, particularmente ao Parvovirus B19, em até 20% dos casos, infec¢des por virus
hepatotropicos, incluindo HCV, HBV e HAV e, mais raramente, HIV. Além disso, a AHAI
pode se desenvolver em até 3% dos pacientes com mononucleose infecciosa, dentro de
1-2 semanas apos o inicio. Em relagdo as bactérias, a sindrome da aglutinina fria pode
seguir a infeccao por Mycoplasma pneumoniae, bem como tuberculose (Mycobacterium
tuberculosis), e geralmente se recupera apds tratamento antituberculose (FATTIZZO,;
BARCELLINI, 2022).

Diante disso, essa revisao pretende abordar aspectos gerais da AHAI, com énfase
nas suas formas principais (AHAI quente, fria e mista) e evidenciar a importancia do
profissional biomédico na realizacdo dos exames laboratoriais que podem ser Gteis no

diagndstico e acompanhamento dos pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Elaborar uma reviséo da literatura por meio de bases de dados cientificas acerca

da anemia hemolitica autoimune.

2.2. Objetivos especificos

1.
2.
3.
4.

Conceituar e classificar anemia hemolitica autoimune;
Apresentar os aspectos da fisiopatologia da AHAI,
Principais exames utilizados para o diagndstico da AHAI.

Abranger as principais alteragdes morfologicas em lamina e alteragfes laboratoriais

gue auxiliem o profissional no diagndstico da AHAI e distin¢do entre AHAI quente e fria.
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3. METODOLOGIA
3.1. Tipo de estudo

Esse estudo consistiu numa reviséo de literatura acerca das anemias hemoliticas
autoimunes, com énfase nas alteracGes laboratoriais e morfologicas identificadas nos
pacientes, com o objetivo de reunir o maximo de informacdes sobre o tema, possibilitando,
assim, expor um atual panorama pouco explorado e de grande potencial no auxilio ao

diagnoéstico dessa enfermidade.

3.2. Obtencao dos dados

Os artigos selecionados foram majoritariamente obtidos nas bases de dados
PubMed e Portal de Peridédicos da CAPES, por meio do uso de uma combinacdo de
palavras chave, dentre as quais destacaram-se: anemia hemolitica autoimune, alteractes
laboratoriais, fisiopatologia, classificacdo, estratégias.

A realizacdo dessa busca e coleta de dados teve inicio em setembro de 2023,
com duracao de 1 ano desde entdo, com a compilagdo das informagdes sendo dividida
em: introducdo, classificacdo e fisiopatologia da AHAI, diagnésticos e alteracbes
laboratoriais e morfolégicas observadas.

Dentre os critérios de inclusédo e exclusdo, foram compilados artigos dos ultimos
15 anos, sendo excluidos projetos mais antigos. A inclusdo se baseava no conteudo
abordado, onde artigos com foco e trechos consideraveis abordando a fisiopatologia,
classificacdo ou alteracfes laboratoriais e morfoldgicas importantes foram adicionados a
base para a montagem dessa revisdo. Artigos com foco em faixas etarias especificas,
AHAIs secundarias a neoplasias ou doencas infecciosas ou formas de tratamento e que
ndo abordaram de forma proveitosa nenhum dos critérios de inclusao, foram excluidos da

base de estudos para a escrita deste trabalho.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As hemacias séo células caracterizadas por discos anucleados que contém em
seu interior a proteina denominada hemoglobina, sendo desenvolvidas num processo
denominado eritropoese que ocorre na medula 6ssea dos individuos e realiza sua funcao
de transportar o oxigénio (O2) proveniente dos pulmdes aos tecidos periféricos, por
aproximadamente 100 a 120 dias até serem retiradas da circulagdo pelos macrofagos
(Figura 1) (JELKMANN, 2012).

Em condi¢des anormais, em que a concentracdo de hemoglobina ou de eritrocitos
estiverem debilitadas, o organismo apresenta um quadro patolégico denominado de
anemia. Esse quadro pode ser desencadeado por inUmeros motivos, desde uma
disfuncdo medular que implique na diminuicdo de producédo das heméacias, ou até por um
excesso de destruicdo dessas células, que recebe o nome de anemia hemolitica
(JELKMANN, 2012).

Antes de confirmar a presenca de anemia hemolitica e estabelecer a sua causa,
€ necessario ter em mente uma sequéncia de testes que comprovem a hemolise, ja que
nesse caso, além dos glébulos vermelhos apresentarem menor tempo de circulagcéo (<100

dias), outros exames laboratoriais poderédo apresentar alteracdes em seus resultados.

Figura 1: Produgéo e catabolismo normal de globulos vermelhos (A) e estado acelerado (B).

A Processo de 1 dia

FONTE: Adaptada de KUTER, 2022.
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Entre os exames laboratoriais e correlagdes Uteis para investigacdo de hemolise,
destacam-se o aumento na contagem de reticulécitos, aumento na concentracdo da
enzima lactato desidrogenase (LDH) e presenca de hemoglobina, essa por sua vez pode
ser detectada na urina e soro, aléem de ser filtrada pelo figado e posteriormente
catabolizada pelas células do tubulo renal, que retém o ferro e implica em uma urina
positiva no teste de hemossiderina. Além disso, nota-se também um aumento na
concentrag&o de bilirrubina e reducdo na concentracdo de haptoglobina, especialmente
nos casos de hemodlises intravasculares. Ao avaliar esses exames, percebem-se as
alteracbes que as anemias hemoliticas podem causar no organismo e possiveis
interferéncias em testes laboratoriais (KUTER, 2022).

Confirmada a hemdlise, existe uma série de doencas que se enquadram no
conjunto das anemias hemoliticas, tanto no ambito hereditario quanto adquirido e que
precisam ser investigadas, com exames mais especificos para um correto diagnéstico.
Dentre estas, quando ha uma sensibilizacdo do organismo resultando na producdo de
anticorpos contra os antigenos dos proprios eritrocitos, gerando assim sua destruicao,
tem-se um tipo de anemia hemolitica denominada de anemia hemolitica autoimune (AHALI).
Esta, por sua vez, possui subdivisbes com relacdo ao tipo de anticorpo envolvido na
hemolise do paciente (HILL; HILL, 2018).

Os diferentes tipos de AHAI também diferem quanto ao modo com que ocorre a
hemolise, podendo esta ser intra ou extravascular. A hemolise intravascular consiste na
destruicdo dos eritrocitos diretamente nos vasos sanguineos, sendo comum na AHAI fria,
onde os anticorpos IgM de superficie formam complexos imunes, ativando a cascata do
complemento. Na hemolise extravascular, por sua vez, a destruicdo ocorre fora dos vasos
sanguineos, no interior de macrofagos, especialmente em 6rgdos do sistema reticulo-
endotelial. Esse tipo de hemdlise é predominante nas AHAIs quentes e mistas, em que 0s
anticorpos IgG se ligam a superficie das hemacias e promovem sua destruicdo dentro dos
macréfagos do figado e baco, principalmente (BERENTSEN; RANDEN; TIGNNFJORD,
2015).
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4.1 Classificacéao e fisiopatologia da anemia hemolitica autoimune

A AHAI é sorologicamente definida como quente ou fria com base na classe de
imunoglobina, seja IgG ou IgM, causadora de hemdlise. Os autoanticorpos quentes sdo
IgG e detectados principalmente in vitro a 37°C e no teste da antiglobulina indireta (TAI),
enquanto os autoanticorpos frios sdo IgM e se ligam preferencialmente aos globulos
vermelhos em temperaturas mais frias em testes clinicos (Tabela 1) (JOHNSON; PUCA,
2022).

Tabela 1: Resumo dos achados soroldgicos classicos nas AHAISs.

Tipo de | Classe do | Especificidade do | Fase de teste ideal | Resultado do | Resultado da
AHAI anticorpo | anticorpo dareatividade do TAD Eluicdo
anticorpo
Quente | IgG Amplamente reativo | TAI 2-4+ Positivo/Reativo
IgG e C3,0u | com todos ou
apenas IgG maioria dos
paineis de
hemécias
Fria IgM /i TA, 37°C? 2-3+ Geralmente nao
Apenas C3 realizado
Mista IgG e IgM | Amplamente reativo | TA, 37°C, TAI 3-4+ Positivo/Reativo
lgG e C3 com todos ou
maioria dos
paineis de
hemécias

aResultados ap6s 15-30 minutos de incubacao a 37°C.

2-4+, forca da aglutinagdo; TAD, Teste da antiglobulina direta; TA, Temperatura ambiente; TAI, teste da
antiglobulina indireta

FONTE: Adaptado de JOHNSON; PUCA, 2022.

Todos os 3 tipos de AHAIs podem levar a um quadro sintomatolégico e de
alteracdes laboratoriais caracteristico, a variar em intensidade de caso para caso, que
incluem anemia normo/macrocitica, aumento na contagem de reticul6citos, aumento da
bilirrubina n&o conjugada, reducdo da haptoglobina e distensdo sanguinea com
policromasia ou caracteristicas mais especificas, como esferécitos ou aglutinacéo (Figura
2). Infelizmente, esses testes ndo sao especificos de uma hemolise proveniente de uma
AHAI (HILL; HILL 2018), necessitando de exames laboratoriais mais especificos para

confirmacgéo.
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Figura 2: Distensdes sanguineas em pacientes com AHAI (ambos usando coloracéo de May

Grunwald Giemsa).

A B
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FONTE: HILL, A.; HILL, Q. A., 2018.
(A) Esferocito em paciente com AHAI quente (ampliagcdo original, x100). (B) Aglutinagao de

hemécias em paciente com doencga de aglutinina fria (x40).

4.1.1 AHAI quente

Estima-se que 1 em cada 80.000 pessoas sejam afetadas pela AHAI quente,
constituindo cerca de 75% de todos os casos de AHAI, sendo o subtipo que mais afeta
criancas de 2 a 12 anos. Sua forma idiopatica consiste na maior incidéncia, enquanto que
sua forma secundaria est4d associada a varias condi¢fes incluindo mononucleose
infecciosa, lUpus eritematoso sistémico (LES), hepatite autoimune, virus da
imunodeficiéncia humana e outras doencas linfoproliferativas ou autoimunes (BASS;
TUSCANO; TUSCANO, 2014).

Mais de 95% dos pacientes com AHAI quente possuem um anticorpo IgG que se
liga a antigenos de hemacias independentemente da temperatura (reatividade maxima
com eritrécitos a 37 °C). Raramente, os anticorpos podem ser IgA e ainda menos
comumente, IgM (KUTER, 2022). Esses anticorpos sdo policlonais mesmo em disturbios
clonais, como leucemia linfocitica crénica (LLC). Sobre a eficacia da fixacdo do sistema

complemento, IgG1 e IgG3 fixam de forma mais eficiente que os demais. A AHAI quente
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exibe uma toler&ncia imunoldgica esgotada das hemacias, comumente devido a ligacao
de anticorpos aos antigenos do grupo Rh, fazendo com que os receptores Fc-gama
medeiem a remocao de hemécias extravascularmente dentro do bago (BASS; TUSCANO;
TUSCANO, 2014).

4.1.2 AHAI fria

A AHAI fria € causada por autoanticorpos IgM, cujas cadeias leves k se ligam aos
antigenos eritrocitarios | (ou i) em temperaturas abaixo de 37 °C. Glébulos vermelhos
ligados ao IgM aglutinam e ativam o sistema complemento e o C3b em sua superficie
desencadeia a fagocitose através do sistema reticuloendotelial hepético, enquanto que o
complemento terminal é ativado na vasculatura, levando a hemodlise intravascular
(DESPOTOVIC; KIM, 2022).

AIHA fria € comumente primaria, mas pode ser secundaria a outro transtorno. Em
adultos, a doenca da aglutinina fria primaria (CAD) € uma doenca clonal causada por
proliferacdo de células B de baixo grau na auséncia de uma malignidade evidente. As
células B em proliferagdo produzem IgM, o que leva a hemdlise através da ativacao do
complemento. CAD é mais comum do que a sindrome de aglutinina fria (CAS), que é
definida como anemia hemolitica fria decorrente de outro distirbio como doenca
autoimune, infeccdo ou malignidade (DESPOTOVIC; KIM, 2022; BERENTSEN, 2018).

A CAS é menos prevalente que a AHAI fria, compreendendo cerca de 15% de
todos os casos de AHAI, ocorrendo principalmente em pessoas de meia-idade ou idosos.
A CAS ocorre de maneira dependente de complemento onde a lise proveniente dos
autoanticorpos € mediada principalmente por proteinas C3, levando a hemodlise
intravascular apos o desprendimento de anticorpos a 37°C. A fagocitose das heméacias
direcionada é mediada principalmente pelas células de Kupffer presentes no figado,
engquanto que o complexo de ataque a membrana (MAC) € um mecanismo alternativo se
o titulo de IgM for relativamente baixo. A presenca de estresse pelo frio aumenta a
atividade de autoanticorpos, facilitando a lise de hemacias, particularmente nas
extremidades. Uma caracteristica notavel da CAS é uma alta variabilidade na hemdlise,
dependendo principalmente da concentragdo de autoanticorpos ativos, e ndo da
concentracdo mais abundante de proteina C3 ligada a membrana (BASS; TUSCANO;
TUSCANO, 2014).
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A AHAI fria € rara em criangas em comparacao com adultos. A maioria dos casos
se desenvolvem secundarios a infec¢ao, sendo o Mycoplasma pneumoniae a causa mais
comum. Virus de Epstein Barr, influenza, citomegalovirus e varicela também estédo
implicados. A situacdo em que a causa consiste por linfoproliferacdo clonal de células B
de baixo grau néo € relatada em criancas (DESPOTOVIC; KIM, 2022).

4.1.3 AHAI mista

A AHAI mista ou AHAI combinada fria e quente € caracterizada pela simultanea
presenca de um autoanticorpo IgG quente e um anticorpo IgM reativo ao frio com titulo
baixo, mas uma ampla faixa de temperatura na circulagdo sanguinea, reagindo até 37-C.
A sindrome é marcada por hemolise significativa, resultante de lesfes intravasculares e
hemolise extravascular (Figura 3), podendo ser grave, mas mostra uma resposta favoravel
a terapia com esteroides. No entanto, a AHAI mista segue frequentemente uma trajetéria
cronica com periodos intermitentes de deterioracéo. A condicao € responsavel por 5-8%
de todas as AHAIs; destes, 50% dos casos sao idiopaticos, enquanto 25-42% dos casos
estdo associados a doengas sistémicas, como por exemplo LES (LORIAMINI; CSERTI-
GAZDEWICH; BRANCH, 2024).

Figura 3: Patogénese da anemia hemolitica autoimune mediada por anticorpos quentes e por

anticorpos frios.

FONTE: Adaptado de BERENTSEN; BARCELLINI, 2021
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4.2 Suspeita clinica e principais exames diagnésticos da AHAI

As manifestacdes clinicas das AHAIs variam dependendo do tipo. Os sintomas
podem incluir dispneia, fadiga, cefaleia, fraqueza muscular, palidez e/ou ictericia
(LORIAMINI; CSERTI-GAZDEWICH; BRANCH, 2024), ndo havendo assim um sintoma
particular para essa condicdo, requerendo exames especificos que auxiliem o diagnadstico.

O primeiro e mais importante critério para o diagnéstico de AHAI é o
reconhecimento de hemdlise e anemia. O aparecimento de ictericia e a urina
anormalmente escura geralmente séo sugestivos de hemdélise, mas esta presente apenas
em aproximadamente 60% dos pacientes. Ao diagnosticar AHAI é importante primeiro
descartar outras causas de hemdlise como microangiopatia e condi¢cdes hereditarias,
como esferocitose ou deficiéncia de G6PD ou anemia falciforme (BASS; TUSCANO;
TUSCANO, 2014).

Assim como em outras anemias hemoliticas, a AHAI é diagnosticada com base
na baixa concentracdo de hemoglobina e niveis séricos elevados de LDH, bilirrubina néo
conjugada e baixos niveis de haptoglobina, além da importante evidéncia, em se tratando
de uma anemia imune, do teste da antiglobulina direta (TAD) positivo. Este revela a
presenca de anticorpos ou fracdo de complemento recobrindo a superficie eritrocitaria
(BERENTSEN; BARCELLINI, 2021; BASS; TUSCANO; TUSCANO, 2014).

Além desses, a contagem de reticuldcitos, um importante exame laboratorial para
investigacdo diagndstica de quadros hemoliticos, frequentemente se encontra elevada,
revelando uma reticulocitose absoluta, porém, a contagem de reticuldcitos pode ser
normal ou baixa, provavelmente devido a atividade de autoanticorpos contra 0s
precursores dos eritrocitos ou a coexisténcia com algum outro disturbio de medula 6ssea
(BERENTSEN; BARCELLINI, 2021).

4.2.1 Teste da antiglobulina direta

O TAD, também conhecido como teste de Coombs direto, &€ uma ferramenta
diagnaostica extremamente importante para AHAIs e é inicialmente realizado testando a
suspensao de heméacias lavadas do paciente com globulina anti-humana poliespecifica
(AHG), que contém anti-lgG e anti-C3d, também conhecido como soro de Coombs (Figura
4) (BINSFELD; DEVEY; GOTHQOT, 2024).
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Figura 4: Esquema representativo do teste da antiglobulina direta

FONTE: Adaptada de BINSFELD; DEVEY; GOTHOT, 2024.
Legenda: O TAD revela a sensibilizacdo in vivo dos globulos vermelhos do paciente pelos
autoanticorpos e/ou proteinas do complemento (C3c/d).

O uso de um tubo de ensaio convencional continua sendo o método principal para
o TAD, exigindo observacdo manual para aglutinacdo das hemacias do paciente apés a
adicdo de AHG, sendo confiavel e frequentemente usado como teste de confirmacéo (para
detectar C3d, um método de tubo de ensaio usando anti-C3d € ideal) (Figura 5). Com o
papel crescente da automacédo em laboratorios hospitalares, o TAD pode também ser
realizado utilizando aglutinacdo em testes de coluna (conhecidos como gel ou esferas) ou
métodos de fase soélida (JOHNSON; PUCA, 2022).

Quando o TAD é positivo com AHG poliespecifico, testes com reagentes
monoespecificos sao necessarios para diferenciar se IgG, C3d ou ambos estao revestindo
as hemécias do paciente e para ajudar a classificar o tipo de anemia hemolitica
(JOHNSON; PUCA, 2022)., conforme evidenciado anteriormente na Tabela 1.

Em pacientes com AHAI quente, € mais comum tanto IgG quanto C3d revestirem
as células do paciente. Embora o TAD por si s6 ndo seja diagndstico de anemia hemolitica,
reacdes mais fortes (2-4+) denotam niveis mais elevados de concentracdo de anticorpos
na superficie dos globulos vermelhos e estdo mais provavelmente associados com
hemodlise. Por outro lado, um TAD negativo ndo descarta a AHAI e pode ser observada
em 5% a 10% dos pacientes com anemia hemolitica imune (JOHNSON; PUCA, 2022).

Figura 5: Reagdes negativas e positivas no teste direto de antiglobulina utilizando diferentes

métodos
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FONTE: ZANTEK, N. D. et al, 2012.

Legenda: A aglutinacé@o é detectada visualmente como aglomerados de glébulos vermelhos pelo
método convencional de tubo de ensaio (A), pela falha na filtragem através de uma matriz de gel
no método de microcoluna de gel (B), ou pela aderéncia de glébulos vermelhos na superficie de

um poco em métodos de fase sélida (C).

4.2.2 Teste do Eluato

Para identificacdo dos anticorpos aderidos as heméacias, o teste do eluato é
bastante util e consiste na eluicdo do anticorpo ligado aos eritrdcitos, seguido pela analise
da interacdo do anticorpo presente no eluato contra reagentes contendo eritrocitos
fenotipados para grupos sanguineos conhecidos (Figura 6) (ROSSUM, H. H. van et al,
2015).
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Figura 6: Representacdo esquematica do teste do eluato realizado na AHAI
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FONTE: Adaptada de BINSFELD; DEVEY; GOTHOT, 2024.

A eluicdo dos anticorpos de eritrcitos sensibilizados pode ser realizada utilizando
diferentes abordagens, incluindo éter ou acido, ou por congelamento. Além da
identificacdo da especificidade do anticorpo, as técnicas de eluicdo também podem ser
utilizadas para triagem de eritrocitos sensibilizados. Em geral, as técnicas de eluigdo sédo
mais sensiveis na detec¢éo de anticorpos anti-eritrécitos em comparacédo com o TAD, no
entanto, estas técnicas muitas vezes so estao disponiveis em laboratérios especializados,
requerem maiores volumes de sangue e sao trabalhosas (ROSSUM, H. H. van et al, 2015).

A falsa positividade do teste de Coombs acrescenta para a lista de dificuldade nos
diagndsticos, juntamente com a ocorréncia de sindrome dos linfécitos passageiros apés
transplantes de 6rgaos solidos. Diagnéstico de AHAI TAD-negativos e avaliacao de fatores
de risco relacionados a doenca para possivel recaida e mortalidade, apesar da melhora
na abordagem diagndéstica, ainda sdo uma necessidade ndo atendida (BARCELLINI,
2020).

A Tabela 2 destaca um compilado dos principais exames laboratoriais Uteis no
diagndstico das AHAIs (BERENTSEN; BARCELLINI, 2021).



Tabela 2: Testes Uteis para o diagnéstico das AHAIS.
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Ensaio ou andlise
Hemoglobina

LDH, néo conjugado
bilirrubina,
haptoglobina

Reticulocitos absolutos

Contagem

Hemoglobina livre

Poliespecifico (simples)

TAD

Monoespecifico (alargado)

)

Titulo de aglutinina a frio

Classe das imunoglobulinas
quantificagao

Ensaio de Donath-Landsteiner

Espécime
Sangue

Soro ou plasma

Sangue

Urina, soro ou

plasma

Sangue

Sangue

Soro ou plasma

Sangue

Soro ou plasma

Objetivo
Detectar anemia

Detectar hemolise

Verificar 0 aumento dos eritrocitos volume

de negdcios

Detectar hemoglobindria ou livre

hemoglobina no sangue

Detectar imunoglobulina,
complemento, ou ambos no

superficie eritrocitaria

Identificar a classe das imunoglobulinas
ou tipo dc.complf}nmmo
proteina no eritrocito

superficie

Avaliagao semiquantitativa de
aglutininas frias

Detectar autoanticorpos bifasicos
no frio paroxistico
hemoglobinuria

Ocorrem niveis anormais
em variavel comum
imunodeficiéncia e, muitas
vezes, em monocional
gamopatias

FONTE: Adaptado de BERENTSEN; BARCELLINI, 2021

Observacoes

Niveis elevados de LDH e bilirrubina,
haptoglobina baixa ou indetectavel
niveis, ou ambos indicam hemolise

Contagens acima do suporte normal
hemdlise, mas a contagem pode ser

normal ou baixo

Mostra hemolise Intravascular

Teste positivo suporta autoimune
patogenese, teste negativo
(TAD -AlHA negativo) em 3-10% dos
doentes afectados

Necessarno para a classificacdo e para
diagnéstico de media¢des puramente
IGA AIHA; teste positivo para
C3d indica envolvimento da IgM

O especime deve ser mantido a 37-38
da amoslraglc-n{ até a'sopma(_;ém dos

soro ou plasma de coagulo ou células

Indicado principalmente para hemolitico agudo
anemia em crnancas

Se houver aglutinina fria, amostra
deve ser mantido em 37-38
amostragem até a separagido
de soro ou pl.isrna c-a‘coagulo ou células

Em situacdes mais especificas, testes como a eletroforese de proteinas séricas,

imunofixacdo, biopsia de medula 6ssea e citometria de fluxo também se enquadram entre
os testes possivelmente utilizados (BERENTSEN; BARCELLINI, 2021).

4.3 Achados morfolégicos e demais alteracfGes Uteis na distingdo entre as formas

de AHAI.

A distensao sanguinea dos pacientes pode apresentar caracteristicas comuns a

todos os tipos de AHAI, como por exemplo a policromasia, refletindo um aumento da

producédo e saida de reticulcitos da medula 6ssea, além da presenca de esferdcitos que

também podem ser vistos, sendo esse um achado que pode sugerir a presenca de um
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processo hemolitico imune ou de esferocitose hereditaria, a depender da sua quantidade
vista em lamina (situacbes de esferocitose hereditaria possuem uma quantidade
consideravelmente maior de esferdcitos vistos em lamina), necessitando assim de um
diagnostico diferencial. Em casos mais graves, eritroblastos, esquistocitos e
eritrofagocitose por mondcitos incluem o conjunto de alteracbes morfoldgicas
possivelmente observadas (PACKMAN, 2015).

Além das alteracBes eritrocitarias acima mencionadas, discreta leucocitose e
neutrofilia sdo tipicas, além de auto aglutinagcdo de hemacias que podem ser vistas na
distensdo sanguinea e no sangue anticoagulado resfriado de pacientes com AHAI de
anticorpos frios (Figura 7) (PACKMAN, 2015).

Figura 7: Distens@o sanguinea de pacientes com AHAI. (A) Doenca por aglutinina fria de baixa
poténcia, lamina confeccionada em temperatura ambiente. Observe a aglutinagdo de hemacias.
(B) AHAI quente. Observe frequentemente eritrécitos pequenos e redondos sem palidez central
(esferdcitos), eritrocitos grandes e azulados (policromasia), corpo de Howell-Jolly e eritrocitos
nucleados (eritroblastos).
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FONTE: PACKMAN, 2015.

4.3.1 AHAI quente

Como visto em resumo, até entdo, a AHAI quente é caracterizada pelo seguinte
conjunto de alteracdes laboratoriais: evidéncias de hemdlise e um anticorpo 1gG que se
liga a antigenos proteicos na superficie das hemacias em temperatura corporal (anticorpo
guente), demonstrada por um teste de Coombs positivo para IgG em 95% dos casos.
Entretanto existe um importante achado morfolégico que impacta nos achados
laboratoriais, sendo esse a presenca de microesferdcitos (KUTER, 2022).
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Uma vez ligado a um anticorpo, o eritrocito pode sofrer maltiplos destinos. A
maioria estara ligada aos macrofagos esplénicos, resultando na fagocitose de todo o
eritrécito ou, mais provavelmente, remocdo de uma porcédo significativa dos esferocitos
presentes (também chamados de microesferocitos) (Figura 8). Ao contrario dos eritrocitos
normais, os esferocitos ndo sao deformaveis e, ao entrarem no baco, sofrem destruicao.
Isto pode explicar parte do aumento de LDH e diminuicdo de haptoglobina observada na
hemdlise extravascular (KUTER, 2022).

Figura 8: Distensdo de sangue periférico em paciente com AHAI quente. Aumento do nimero de
esferdcitos (setas vermelhas) e eritrocitos policromatoéfilos (setas pretas), bem como um eritrécito

com corpo Howell-Jolly (seta verde) € indicado.

FONTE: KUTER, 2022.

Ocasionalmente, pacientes com AHAI quente apresentam anemia hemolitica
esferocitica, mas um TAD negativo. Existem 3 principais causas do TAD negativo:
sensibilizagdo por 1gG ou complemento abaixo do limiar de deteccdo de reagentes
antiglobulinas; IgG de baixa afinidade causando perda de anticorpo ligado a célula durante
a etapa de lavagem antes da reacao direta de antiglobulina; sensibilizagdo com anticorpos
IgA ou IgM que muitos reagentes TAD comerciais ndo podem detectar porque contém
apenas anti-lgG e anti-C3. Apenas métodos mais sensiveis para quantificar IgG ligada a
hemacias permitem a identificacdo de pacientes com a chamada AHAI ‘Coombs negativa
(PACKMAN, 2015).

Alguns pacientes com AHAI quente apresentam anemia leve e aumento do

volume corpuscular médio (VCM) e sdo encaminhados a hematologia para avaliacao de
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possivel sindrome mielodisplasica. O aumento do VCM esta relacionado ao aumento no
numero de reticuldcitos (que geralmente sdo maiores do que os eritrocitos maduros) e ndo
€ devido a um disturbio primério da medula 6ssea (KUTER, 2022).

Esferdcitos duplos foram raramente relatados na anemia hemolitica autoimune. A
causa para a formacéao de duplets ndo é clara, mas pode-se postular que esta relacionado
a uma mudanca nas propriedades reologicas do globulo vermelho apds a ligacdo do
anticorpo e/ ou uma alteracdo na concentracao de proteinas plasmaticas (por exemplo,
aumento do fibrinogénio). Em distensdes sanguineas normais, esferécitos duplos
compreendem <1% dos eritrocitos, e em situacdes ocasionais, os esferdcitos duplos
podem ser a caracteristica proeminente na AHAI quente (Figura 9) (RADHAKRISHNAN;
DOWNIE, 2024; MANTRIPRAGADA; QUESENBERRY, 2014).

Figura 9: Esferécitos duplos vistos em sangue periférico de paciente com AHAI quente
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FONTE: MANTRIPRAGADA; QUESENBERRY, 2014

4.3.2 AHAI fria

Pacientes com CAD e CAS geralmente apresentam anemia hemolitica crénica e
leve, produzindo palidez e fadiga. A doenca de base é frequentemente estavel, sendo
qualquer progresséo insidiosa, no entanto, um ambiente frio pode agravar a condicéo.
Como o sangue é mais suscetivel aos efeitos da temperatura ambiente nas extremidades,
0s pacientes também apresentam acrocianose durante as exacerbacdes. Alguns
pacientes apresentam o fendbmeno de Raynaud e raramente a aglutinagdo de hemacias
torna-se significativa o suficiente para produzir oclusbes vasculares com necrose
resultante. Essas complicacdes adicionais podem ser potencializadas pela crioglobinemia
concomitante (BERENTSEN, 2018).



35

Na CAD, a distensdo de sangue periférico deve sempre ser examinada embora a
especificidade seja limitada. Aglutinacdo de eritrocitos € o achado mais tipico (visto
anteriormente nas Figuras 2 e 7), frequentemente combinado com caracteristicas que
sugerem hematopoiese compensatOria, como anisocitose e policromasia, além de
regularmente apresentar um VCM falsamente elevado e falsa reducdo na contagem de
eritrocitos, tornando os valores estimados de hematdcrito ndo confidveis. Raramente,
pode ocorrer aglutinacdo de granuldcitos e mondcitos, provavelmente também devido a
presenca do antigeno | na superficie dos leucdcitos, podendo levar a resultados néo
genuinos na contagem global e/ou diferencial. Ademais, exames para detectar desordens
linfoproliferativas clonais ndo sao necessarios para diagnéstico, pois isso pode ser uma
guestdo de sensibilidade, mas deve ser feito porque o0s resultados podem ser
confirmatorios e ter implicacfes terapéuticas (BERENTSEN, 2018).

O histérico do paciente e o exame fisico requerem atencdo aos sinais de
malignidade ou etiologia infecciosa, incluindo avaliacdo para linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia. A evidéncia de acrocianose é importante tanto para o diagndstico
guanto para orientar as escolhas de tratamento e os pacientes podem relatar sintomas
piores em periodos mais frios ou exacerbacdes durante doencas. Testes laboratoriais
como LDH, haptoglobina, bilirrubina, uroanalise, assim como exames para identificagdo
de possivel infeccdo, como por exemplo Mycoplasma, HIV, HBV, HCV também sao
recomendados para o auxilio no diagnéstico da AHAI fria (DESPOTOVIC; KIM, 2022).

4.3.3 AHAI mista

A AHAI mista mediada por anticorpos quentes e mediada por anticorpos frios é
definida pela presenca de autoanticorpos IgG quentes combinados com aglutininas frias
de alto titulo. A forma mista de AHAI é frequentemente caracterizada por niveis mais
baixos de hemoglobina e um pior prognéstico do que a AHAI quente, e duas ou mais linhas
de terapia sdo frequentemente necessarias (BERENTSEN; BARCELLINI, 2021).

Os sintomas séo frequentemente consistentes tanto com a AHAI quente como
com a AHAI fria, possuindo autoanticorpos reagentes de maneira ideal tanto a 37 °C
guanto em faixa de 0-10 °C. Comumente, a aglutinacdo de hemacias na distensdo
sanguinea é encontrada junto com um TAD positivo para IgG e C3d (BASS, TUSCANO,
TUSCANO, 2014).
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Alteracbes significativas dos valores laboratoriais podem ser observadas, e
geralmente sdo atribuidas a hemdlise grave causada por mdultiplos autoanticorpos
revestindo os glébulos vermelhos e os autoanticorpos livres de alto titulo reagindo em
ampla amplitude térmica. Dentre essas alteragfes, nota-se uma queda nos niveis de
hemoglobina e hematdcrito e aumento na contagem de reticulécitos, niveis seéricos
bilirrubina e LDH, além de queda nos valores de haptoglobina. Esse conjunto de
alterac6es em ambos os 3 tipos de AHAI demonstra uma correlacao caracteristica com a
hemolise autoimune in vivo (DAS; CHAKRABARTY; ZAMAN, 2018).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A AHAI consiste em uma doenca com diferentes causas, nuances no diagndéstico
e que requer o cuidado e atencao dos profissionais de laboratorio e médicos para o seu
correto esclarecimento. Possui 3 formas de autoanticorpo distintas principais (quente, fria
e mista) e cada uma delas apresenta caracteristicas laboratoriais, morfolégicas e
sorologicas proprias.

O diagnostico diferencial e confirmatorio segue sendo por meio dos testes citados
acima no trabalho, como o teste do eluato ou o teste da antiglobulina direta. Entretanto,
nota-se uma grande importancia nos dados obtidos acerca das alteragdes laboratoriais e
morfoldgicas, que sdo de grande auxilio na clinica para elucidacdo de um diagndstico,
principalmente em situacdes de TAD negativo (5% a 10% da populacdo acometida de
AHAI).

Conclui-se, entdo, que embora as alteracdes laboratoriais e morfolégicas vistas
em lamina ndo sejam suficientes para descartar o padréo ouro de diagndstico das AHAIS,
ainda assim possuem um papel de extrema importancia na identificacdo dessa doenca,
auxiliando no diagnéstico e garantindo informacfes adicionais ao quadro do paciente.
Sendo assim, € importante que os profissionais de saude envolvidos na realizacdo dos
exames e diagndéstico estejam atualizados acerca da interpretacdo dos resultados para
gue nado sejam negligenciadas informacfes que podem ser obtidas por meio da analise
minuciosa e criteriosa da distensdo sanguinea e demais exames realizados.

Cabe entdo ao profissional biomédico, a importancia e capacidade de estar em
ambiente laboratorial, como responséavel pela andlise clinica dessas alteracdes e adota-
las como possiveis ferramentas para o diagnostico das AHAIs, adotando papel de extrema

importancia durante a rotina como responsavel pela interpretacdo desses resultados.
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