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Resumo

Introducéo: A transfusédo de plaquetas incompativel com ABO-menor tem sido uma
pratica comum quando plaquetas idénticas a ABO né&o estdo disponiveis, mas pode
causar hemdlise aguda e eficacia reduzida. Uma das estratégias usadas para reduzir o
risco de hemdlise devido a transfusdes de plaquetas com incompatibilidade ABO menor
€ realizar um teste de triagem para identificar doadores do grupo O com altos titulos de
anti-A e anti-B. No entanto, os titulos criticos de IgM e IgG e outros fatores de risco
para eliminar o risco de hemdlise ainda ndo estdo claros. Objetivos: Avaliar e
comparar o teste de titulacdo de anticorpos IgM e IgG ABO e o teste da hemolisina em
soro de doadores do grupo O e em seus hemocomponentes de plaquetas como
possiveis indicadores de hemolise in vivo. Pretendemos também identificar a subclasse
de anti-A e anti-B IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 ou IgG4) desses doadores para caracterizar
0s anticorpos envolvidos nas reacdes hemoliticas. Métodos: Foram analisadas 151
amostras de doadores de plaquetas por aférese do grupo O provenientes do Banco de
Sangue do Hospital Israelita Albert Einstein. A titulagéo de anticorpos IgM anti-A e Anti-
B foram realizados por técnica automatizada em gel a temperatura ambiente na
amostra soro do doador e no plasma do hemocomponente. Nos testes de titulacdo de
anticorpos IgG anti-A e anti-B, o soro foi tratado com Ditiotreitol 0,01M (DTT) em
técnica por aglutinacdo automatica em gel a 37°C. Foi considerada uma diluicdo de
1:64 como ponto de corte para IgM e IgG. O teste qualitativo de hemolisina foi realizado
em tubo, adicionando soro AB fresco como fonte de complemento, com incubacéo a
37°C por 60 minutos. Os anticorpos monoclonais IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 foram
utilizados para determinar as subclasses de IgG por aglutinacdo em gel. Resultados:
Foi demonstrada associacdo entre titulos de IgM anti-A e anti-B (p<0,001). As
subclasses de IgG1 e IgG3 foram associadas a hemdlise total e titulos acima de 64,
enquanto 1gG2 e IgG4 foram associadas a auséncia de hemdlise e titulos abaixo de 64
(p<0,001). Conclusdes: Nossos dados sugerem que, se considerarmos 64 como titulo
critico, poderiamos usar um unico método de IgM anti-A e anti-B como um teste de
triagem para evitar reacOes transfusionais. Essa pode ser uma abordagem segura e

econdmica para gerenciar transfusdes de plaguetas incompativeis com ABO.

Descritores: Plaguetas;  Soro;  Proteinas  hemolisinas;  Imunoglobulinas;

Hemocomponentes
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1 INTRODUCAO

A busca pela seguranga transfusional tem sido reforgada, nos
altimos anos, especialmente com relacdo a compatibilidade transfusional entre
doadores e receptores de sangue. Como plasma contém anticorpos anti-A e anti-B de
ocorréncia natural dirigidos a antigenos A e B, ndo somente transfusfes de hemacias
ABO incompativeis tém sido evitadas, mas também as transfusdes de plasma com
incompatibilidade menor (anticorpos anti-A e anti-B presente no plasma dos
hemocomponentes contra os antigenos A e B do receptor) devido aos sérios e graves
problemas decorrentes da hemodlise.) Além disso, sabe-se que plaguetas expressam
antigenos ABO na sua superficie e, portanto o procedimento ideal é que os pacientes
recebam plaquetas ABO isogrupo pois a transfusdo de plaguetas com
incompatibilidade maior (antigenos A e B presente no plasma dos hemocomponentes
contra os anticorpos anti-A e anti-B do receptor) pode diminuir o incremento apés
transfusGes ABO incompativeis.® No entanto, devido ao estoque limitado de plaquetas
(o tempo de validade da plaqueta no estoque é de 5 dias), alguns pacientes adultos
ainda sao transfundidos com plaguetas ABO n&o isogrupo. A literatura apresenta uma
grande diversidade na abordagem das transfusdes de plaguetas ABO incompativeis: 0s
servicos que transfundem plaquetaférese, 54% indicam selecionariam componentes
com incompatibilidade ABO menor, enquanto 29,9% selecionariam qualquer plaqueta
disponivel. Se plagquetas com incompatibilidade ABO menor fossem selecionadas,
48,1% dos entrevistados tomariam nenhuma acao adicional, enquanto 37,7%
selecionariam plaquetas com isohemaglutininas de baixo titulo.® Na rotina
transfusional do Banco de Sangue do Hospital Israelita Albert Einstein, sdo realizadas
em media 8,20% de transfusbes de plaquetas com incompatibilidade ABO menor,
sendo doador do grupo O e paciente A,B ou AB.

Estratégias para reduzir o risco de reacdes transfusionais
hemoliticas, associadas a transfusdo de plaquetas ABO incompativeis, incluem
reducdo no volume do plasma em concentrado de plaquetas e pesquisa de altos titulos
de isohemaglutininas ABO em doadores de sangue. No entanto, nenhum destes
métodos parece eliminar o risco de hemdlise passiva.®

A reducao do risco de reacOes hemoliticas devido a transfusdes de

plasma ABO incompativel tem sido uma area de interesse crescente. As normas da



Associacdo Americana de Bancos de Sangue (AABB)® preconizam que "o servico de
transfusdo deve ter uma politica para transfusdo de componentes que contém
quantidades de anticorpos eritrocitarios inesperados”. Alguns paises europeus ja
possuem politicas definidas para prevenir reacdes hemoliticas de transfusGes de
plasma ABO incompativel. A legislacdo brasileira, através da portaria n. 158 (4 de
fevereiro de 2016)® exige uma analise de isohemaglutinina anti-A e anti-B do doador
para liberacdo de hemocomponentes de plaquetas, se incompativel. Recomenda-se
que a analise das isohemaglutininas possa ser realizada através do teste qualitativo
(teste de hemolisina).

A titulacdo de isohemaglutinina ABO no soro de doadores do grupo
O tem sido utilizada como uma estratégia para identificar potenciais doadores de risco,
mas ainda ndo existe um método padrdo para sua realizacdo. Alguns laboratorios
utilizam a técnica em tubo, outros utilizam gel centrifugacao, fase solida ou até mesmo
citometria de fluxo. Esta padronizacdo depende muito dos métodos utilizados ou
mesmo da automacédo de cada laboratorio. Além disto, a determinacgéo do titulo critico
de isohemaglutininas que permite selecionar o hemocomponente a ser transfundido e
evitar o risco de hemdlise ainda nao esta bem estabelecida.(”

Outro teste recomendado, e que tem sido utilizado para identificar
doadores “O perigosos”, é o teste da hemolisina que utiliza soro fresco e avalia a
capacidade hemolitica do anticorpo “in vitro”. Este teste apresenta uma interpretacéao
funcional do anticorpo e seu resultado pode ser: hemdlise negativa, hemdlise parcial e
hemolise total. O teste € mais dificil de ser implementado na rotina por depender da
disponibilidade de soro fresco ou de uma fonte de complemento adicional.

A correlacdo entre os titulos de anticorpos ABO com os resultados
do teste de hemolisina parece nao estar bem clara (ndo necessariamente o maior titulo
de isohemaglutinina representa teste de hemolisina com hemdlise total).®9 A intencdo
de entender essa correlacdo € valiosa para que se possa estabelecer um programa
universal de screening de plaquetas do grupo O e entdo reduzir as variacoes
interlaboratoriais. Nao é de conhecimento dos pesquisadores desse estudo a descricéo
na literatura de dados referentes a analise de subclasses de IgG das
isohemaglutininas. Sendo assim, aventamos a hipétese de que essa correlagdo entre
os titulos de anticorpos ABO e hemolisina ndo ocorre associado somente ao aspecto
guantitativo do titulo, mas também associado a subclasse de IgG presente no soro do

doador (IgG1 e IgG3 estariam mais associados ao risco de hemalise passiva).



As subclasses também tém variacbes eletroforética e em

propriedades biolégicas como a capacidade de fixar complemento (Tabela 1).(0

Tabela 1. Propriedades biologicas de subclasses de IgG

Caracteristica lgG1 IgG2 IgG3 IgG4
Proporcao de IgG sérica total (%) 65-70 23-28 4-7 3-4r
Fixagédo do complemento Moderada Leve Forte Ausente
Ligacao a receptores de macréfagos Fc Forte Moderada Forte Fraca
Habilidade de cruzar a placenta Leve Fraca Leve Leve

Fc: ligacdo a receptores de macréfagos fragmento cristalizavel.

As reacoes transfusionais hemoliticas agudas (RTHA) ocorrem com
mais frequéncia com doadores de plaquetas do grupo O em pacientes do grupo A.
Anticorpos passivos ABO podem também ocorrer na transfusdo de sangue total que
geralmente resulta em teste direto da antiglobulina positivo. Os hemocomponentes
plaguetarios que ndo pertencem ao grupo O raramente estdo associados a RTHA.®) No
Reino Unido, todas as doacfes de sangue sdo submetidas a testes de titulagdo IgM de
anti-A e aquelas com titulos >100 s&o transfundias em pacientes do grupo O. A maioria
dos servicos de hemoterapia nos EUA ndo realiza o teste de titulos de iso-
hemaglutinina (IgM ou IgG) antes da transfusédo de plaquetas ou plasma incompativeis
ABO, embora essa préatica esteja se tornando mais utilizada. E amplamente utilizado
uma “nota de corte” de 100 para anti-A/B IgM reativos em temperatura ambiente. Foi
demonstrada a correlacdo direta entre queda de hemoglobulina e aumento dos titulos
anti-A/B: maior diminuicdo no valor de hemoglobulina foi observado quando os titulos
aumentaram de indetectavel ou estavam acima de 512.19 Assim, produtos com alto
titulos devem ser transfundidos em pacientes ABO compativeis. A probabilidade de
hemdlise depende da classe e subclasse do anticorpo, a temperatura em que esse
anticorpo pode fixar o complemento, o numero de heméacias transfundidas (ou volume
de plasma incompativel transfundido), densidade do antigeno correspondente nas
hemacias e eficiéncia do sistema complemento. Na maioria das RTHA estao envolvidos
anticorpos com uma mistura de IgM e IgG. A IgM pode ligar-se a Clqg e iniciar a
cascada do complemento, levando a formacdo do complexo de ataque a membrana e a
lise eritrocitaria. Alguns anticorpos IgG também podem fixar complemento com
eficiéncia e geralmente sdo das subclasses IgG1 e IgG3, podendo causar RTHA leves
a fatais. A hemodlise intravascular resulta na liberacdo de hemoglobina livre. A

hemoglobina livre liga-se ao éxido nitrico (NO) a uma taxa 1000 vezes maior que a dos



glébulos vermelhos. A eliminagcdo da hemoglobina leva a diminuicdo da
biodisponibilidade do NO e, portanto, a vasoconstricdo e alteracdes na resposta capilar
a hipoxia.tb

Hemodlise clinicamente significante € uma complicacdo rara, mas
potencialmente grave nestas situacfes. O risco de uma reacgdo transfusional hemolitica
devido a transfusdo passiva de anticorpos anti-A e/ou anti-B varia amplamente de
1:2.000 a 1:46.176. Além disso, enquanto altos titulos de anti-A e anti-B devem
logicamente estar mais fortemente associados ao desenvolvimento de sintomas do que
titulos mais baixos, ha relatos de casos de adultos que desenvolvem hemdlise devido a
transfusdo de plaquetas por aférese incompativel com plasma com titulos menores do
que 128.612 Plaquetas do grupo O sdo as mais implicadas nestas reaces que
ocorrem devido a presenca de altos titulos de anti-A e anti-B no soro de alguns
doadores. Alguns estudos demonstraram que entre 10% e 40% dos doadores de
sangue do grupo O tem altos titulos de anti-A e anti-B IgM e IgG e também hemolisinas
anti-A e anti-B com grande capacidade hemolitica.>'® No entanto, o risco de uma
reacdo transfusional hemolitica por transfusdo passiva de anticorpos anti-A e/ou anti-B
varia muito. Essas reacdes sdo provavelmente raras devido a capacidade que o
organismo tem para diluir os anticorpos ABO serem incompativeis, pois 0s antigenos A
e B sdo encontrados em secrecdes, varios tecidos epiteliais e em outras proteinas do
plasma®7” Apesar de anticorpos ABO da classe IgM estarem mais envolvidos nestas
reacoes transfusionais, anticorpos da classe IgG também foram relatados associados a

hemodlise grave.(415)

1.1 Objetivos

1. Avaliar e comparar o teste de titulacdo de anticorpos ABO em
soro de doadores do grupo O e em seus hemocomponentes de plaquetas como
indicadores de hemdlise;

2. Avaliar e comparar o teste da hemolisina em soro de doadores do
grupo O como indicadores de hemodlise;

3. Comparar os resultados obtidos do teste de titulacdo de
anticorpos ABO da classe IgM e IgG com o teste qualitativo de hemolisina, em soro e

hemocomponentes de plaquetas de doadores do grupo O e comparar os resultados do



titulo de anticorpos ABO da classe IgM e IgG identificados nas amostras de soro dos
doadores com os resultados obtidos nos hemocomponentes de plaquetas produzidos
das suas respectivas doacoes;

4. Classificar as subclasses das imunoglobulinas 1gG (IgG1, 19G2,

IgG3 e 1gG4) nas amostras de soro tratadas com Dithiothreitol 0,01M para os doadores

avaliados.



2 METODOS

2.1 Sujeitos

2.1.1 Amostras de soro e plasma de doadores de sangue

Foram utilizadas amostras de plasma e soro de 151 doadores
(género feminino e masculino) de plaquetas colhidas por aférese do grupo O ja
coletadas para rotina imunohematolégica. Além desse procedimento, foram utilizadas
também amostras de plasmas dos hemocomponentes de plaquetas produzidas pelo
Servico de Hemoterapia e Terapia Celular do HIAE provenientes desses doadores e

disponiveis no estoque a serem transfundidos.

2.1.2 Aspectos éticos da pesquisa

Doadores de plaquetas foram selecionados para o estudo. Os
doadores foram informados sobre o0s objetivos e metodologia da pesquisa,
assegurando-lhes o direito de participarem ou ndo da mesma, sem constrangimento ou
modificacdo de sua assisténcia.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein (CAAE:
78853917.1.0000.0071).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi apresentado pelo
pesquisador responsavel ou individuo indicado para que o possivel voluntario leia (ou
lhe sera lido), e, ap6s concordar em participar, foi assinado e recebeu uma copia do
mesmo. Todo este procedimento foi realizado no primeiro contato do doador com o
pesquisador. Os voluntarios tiveram, assim, uma total liberdade de abandonar a
pesquisa a qualquer momento.

Durante todo o processo de analise dos dados, a identificacado
nominal das pacientes foi substituida pelo numero do caso correspondente,
assegurando o direito do sigilo pré-estabelecido na Declaracéo de Helsinki, 1986 e nas

determinacdes do Conselho Nacional de Saude (Resolugcdo 466/12 e suas



complementares). Os responsaveis pela pesquisa garantiram a nao utilizacdo do
material e dos dados obtidos nesta pesquisa em qualquer outro projeto de pesquisa,
bem como o descarte de todo material biologico ao final deste estudo.

O pesquisador responsavel aceita as responsabilidades pela

conducao cientifica do projeto.

2.1.3 Forma de andalise e estatistica dos resultados

O tamanho amostral de 151 doadores foi calculado de acordo com o
calculo de tamanho de amostra considerando uma prevaléncia de 25% de doadores
com hemolisina (teste de referéncia) positiva (total ou parcial), considerando uma
margem de erro de 6%.

Os resultados foram apresentados de forma descritiva em relagcao
aos dados demograficos dos doadores e aos testes de titulacdo e hemolisina
encontrados.

Os testes de titulacdo de anticorpos ABO e hemolisina foram
analisados através de calculos de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo

e negativo, acuracia, a concordancia sera avaliada através do coeficiente kappa.

2.1.4 Riscos e beneficios

2.1.4.1 Riscos

O estudo proposto apresentou riscos minimos, devido a natureza
observacional e nao intervencionista do mesmo. Os riscos inerentes a perda de
confidencialidade dos dados foram assegurados pelos pesquisadores que garantem o

sigilo na andlise destes.



2.1.4.2 Beneficios

Através da analise comparativa dos testes de hemolisina e titulacéo
de isohemaglutininas ao identificarmos o titulo critico ou o melhor teste para detectar
anticorpos ABO “perigosos”, foi possivel estabelecer uma estratégia laboratorial segura
gue possibilitou eliminar o risco de hemalise passiva em transfusdes de plaquetas ABO

incompativeis.

2.1.5 Desenho do estudo

O presente estudo foi realizado no laboratorio de Imunohematologia
do Departamento de Hemoterapia e Terapia Celular do HIAE apds aprovacdo do
comité de ética local.

Os doadores foram selecionados de forma prospectiva continua e
que aceitaram participar do estudo. De acordo com avaliacdo estatistica, onde
apresentou resultados significantes, foi decidido um namero total de 151 doadores.

Na primeira fase, foram realizados testes de rotina
imunohematol6gica e dos hemocomponentes de plaquetas do grupo O para realizacéo
da titulacdo de anticorpos ABO da classe IgM e IgG e para realizacdo do teste
gualitativo de hemolisina.

As amostras foram congeladas para que na segunda fase fossem

classificadas as subclasses de IgG de todos os doadores avaliados.

2.1.6 Titulac&o de anticorpos anti-A e anti-B classe IgM

Os testes de titulacdo de anticorpos anti-A e anti-B da classe IgM
foram realizados no plasma e soro por aglutinacdo a temperatura ambiente (TA).
Foram separadas cerca de 1mL de amostra de soro e 1mL de amostra de plasma dos
respectivos doadores e inseridos no equipamento automatico (Wadiana — Diagnostic
Grifols, Barcelona, Espanha) juntamente com seus reagentes/hemacias. O
equipamento dispensou cerca de 50uL das hemacias em cada microtubo dos cartbes

DG Gel NaCl (Wadiana — Diagnostic Grifols, Barcelona, Espanha) e realizou uma



diluicdo de 1:64 no soro/plasma dos doadores [10uL do soro/plasma + 640uL do DG
Gel Sol (Wadiana - Diagnostic Grifols, Barcelona, Espanha)]. Ocorreu uma
dispensacdo de 50uL dessa diluicdo nos respectivos microtubos do cartdo DG Gel
NaCl onde foram dispensados as hemacias A1 e B. Apds a dispensacdo e
centrifugacéo do cartdo pelo equipamento, 0 mesmo liberou os resultados como maior

que 64 (1+ até 4+) ou menor que 64 [0, weak (+)].

2.1.7 Titulagdo de anticorpos anti-A e anti-B classe IgG

Para os testes de titulacdo de anticorpos anti-A e anti-B da classe
IgG foi realizado um tratamento da amostra de soro com Dithiothreitol (DTT) 0,01M
para destruicdo dos anticorpos da classe IgM rompendo as pontes de dissulfeto. Os
testes de titulacdo de anticorpos anti-A e Ant-B da classe IgG foram realizados por
aglutinacdo a temperatura de 37°C apds tratamento ou ndo do soro com Dithiothreitol
(DTT) 0,01M em equipamento automatico (Wadiana — Grifols) adotando uma nota de
corte de diluicdo de 64. Foram separadas cerca de 1mL de amostra de soro tratada
com DTT 0,01M dos respectivos doadores e inseridos no equipamento automéatico
(Wadiana-Grifols) juntamente com seus reagentes/hemacias. O equipamento
dispensou cerca de 50uL das hemacias em cada microtubo dos cartées DG Gel Liss e
realizou uma diluicdo de 1:64 no soro dos doadores (10uL do soro + 640uL do DG Gel
Sol). Ocorreu uma dispensacao de 50uL dessa diluicdo nos respectivos microtubos do
cartdo DG Gel Liss onde foram dispensados as hemacias A1 e B. ApOs a dispensacao
e centrifugacdo do cartdo pelo equipamento, o mesmo liberou os resultados como

maior que 64 (1+ até 4+) ou menor que 64 [0, weak (+)].

2.1.8 Teste qualitativo de hemolisina

O teste qualitativo de hemolisina foi realizado na metodologia em
tubo realizando um preparo da suspenséo a 3% do pool de hemacias A1 e B. Posterior
a esse processo, ocorreu uma dispensacao de 100uL do anticorpo anti-A e anti-B no
seu respectivo tubo e foi adicionado a amostra soro AB fresco (100uL) como fonte de

complemento e incubados a 37°C por 60 minutos. Os resultados obtidos foram
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classificados em Hemolise Total (Vermelho), Hemdlise Parcial (Rosea) ou Auséncia de
Hemodlise (Limpido). Todos os testes foram acompanhados dos seus devidos controles

positivos e negativos.

2.1.9 Determinacao das subclasses de IgG

Anticorpos anti-A e anti-B da classe IgG detectados foram
classificados de acordo com a subclasse. Utilizamos anticorpos anti-IgG1, anti-IgG2,
anti-lgG3 e anti-lgG4 obtidos da Sigma. Apés padronizacdo da melhor diluicdo dos
anticorpos realizamos a identificacdo das subclasses pela técnica indireta da AGH em
gel utilizando-se cartbes neutros impregnados com os anticorpos especificos de cada
subclasse adicionando em cada microtubo o anti-A e anti-B com sua respectiva
hemacia.

A padronizacdo da técnica foi realizada no setor de Imuno-
Hematologia do Servico de Hemoterapia do Hospital Israelita Albert Einstein seguindo o
seguinte procedimento:

- Identificar um titulo de isohemaglutinina de anti-A e anti-B onde
apresente um resultado positivo na leitura em AGH e negativo a temperatura ambiente
na técnica em tubo pos-tratamento das amostras com DTT;

- Realizar a diluicdo dos monoclonais IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 de
acordo com sua padronizacdo do laboratério e posterior impregnacdo dos mesmos nos
cartdes neutros centrifugando por 10 minutos a uma rotagéo de 3500-rpm;

- Adicionar ao cartdo neutro impregnado com as subclasses 50uL
das respectivas hemacias em suspensao mais 25uL do soro da plagueta diluida e
tratada com DTT;

- Realizar uma incubacé&o por 15 minutos a 37°C, centrifugar o
cartdo por 10 minutos a uma rotacdo de 3500-rpm e realizar a leitura.



11

3 RESULTADOS

Nesse estudo foram realizados testes em 151 amostras de doadores
de plaquetas sendo 9 do sexo feminino e 142 do sexo masculino. As idades variaram
entre 19 e 70 anos com as seguintes etnias: 96 brancas, 12 amarelas, 42 pardas e 1
afrodescendente (Tabela 2). O volume médio de anticoagulante utilizado nesses

hemocompomentes foi de 60mL para plaguetas duplas e 30mL para plaquetas simples.

Tabela 2. Dados demograficos

Variavel D(el\fflrggla;o
Sexo, n (%)
Feminino 9 (6)
Masculino 142 (94)
Etnia, n (%)
Caucasiana 96 (63,6)
Parda 42 (27,8)
Afrodescendente 1(0,7)
Asiatica 12 (7,9)
Idade (anos)
Média + DP 416+114
Mediana (min.; méax.) 41 (19; 70)
Volume do Hemocomponente (mL)
Média + DP 345,3 £ 115,3
Mediana (min.; max.) 250 (135; 579)

Na tabela 3, associamos os titulos de anti-A do hemocomponente
com os titulos de anti-A da amostra. Obtivemos 48,3% de titulos menores que 64 nos
hemocomponentes e nas amostras de soro/plasma e 24,5% de titulos maiores que 64
nos hemocomponentes e nas amostras. Na tabela 4 associamos o titulo de anti-B do
hemocomponente com o titulo de anti-B da amostra. Obtivemos 57% de titulos
menores que 64 nos hemocomponentes e nas amostras e 20,5% de titulos maiores
gue 64 nos hemocomponentes e nas amostras. De acordo com o0s resultados
encontrados foi identificada uma associacdo entre titulo de anti-A e anti-B dos

hemocomponentes com titulo de anti-A e anti-B das amostras de sor/plasma (p<0,001).



Tabela 3. Associacdo entre titulo de anti-A do hemocomponente com titulo de anti-A da

amostra

Titulo de anti-A da amostra

Titulo de anti-A do < Total Valor-

hemocomponente <64 >64 n (%) P
n (%) n (%)

<64 73 (48,3) 41 (27,2) 114 (75,5) <0,001

>64 0 (0) 37 (24,5) 37 (24,5)

Total 73 (48,3) 78 (51,7) 151 (100)

Teste McNemar.

Tabela 4. Associagao entre titulo de anti-B do hemocomponente com titulo de anti-B da

amostra

Titulo de anti-B da amostra

Titulo de anti-B do < Total valor-

hemocomponente =64 >64 n (%) P
n (%) n (%)

<64 86 (57) 34 (22,5) 120 (79,5) <0,001

>64 0 (0) 31 (20,5) 31 (20,5)

Total 86 (57) 65 (43) 151 (100)

Teste McNematr.
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Na tabela 5, associamos o titulo de anti-A IgM/IgG com teste de

hemolisina anti-A, obtivemos 66,7% titulos maiores que 64 de anticorpos IgM e

hemolisina total e 45,7% titulos maiores que 64 de IgG e hemolisina total. Na tabela 6,

associamos o titulo de anti-B IgM/IgG com teste de hemolisina anti-B, obtivemos 38,5%

titulos maiores que 64 de anticorpos IgM e hemolisina total e 25,0% titulos maiores que

64 de IgG e hemolisina total. A associa¢do dos titulos de IgM de anti-A e anti-B com

teste de hemolisina (p<0,001).

Tabela 5. Associacdo entre titulo de anti-A IgM/IgG com teste de anti-A de hemolisina

Hemolisina anti-A

Anticorpo Negativo Parcial Total Total Valor-p
n (%) n (%) n (%)

Titulo IgM <0,001
<64 29 (39,7) 28 (38,4) 16 (21,9) 73
>64 13 (16,7) 13 (16,7) 52 (66,7) 78

Titulo IgG 0,805
<64 8 (32,3) 6 (25,0) 10 (41,7) 24
>64 34 (26,8) 35 (27,6) 58 (45,7) 127

Total 42 (27,8) 41 (27,2) 68 (45) 151

Teste qui-quadrado. #Teste da razdo de verossimilhancas.
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Tabela 6. Associacdo entre titulo de anti-B IgM/IgG com teste de anti-B de hemolisina
Hemolisina anti-B

Anticorpo Negativo Parcial Total Total Valor-p
n (%) n (%) n (%)

TA* <0,001
<64 62 (72,1) 13 (15,1) 11 (12,8) 86
>64 20 (30,8) 20 (30,8) 25 (38,5) 65

DTT** 0,728
<64 30 (58,8) 10 (19,6) 11 (21,6) 51
>64 52 (52,0) 23 (23,0) 25 (25,0) 100

Total 82 (54,3) 33(21,9) 36 151

Teste qui-quadrado. #Teste da razdo de verossimilhancas. *Temperatura ambiente.

**Ditheiothreitol.

Na tabela 7 associamos o titulo de anti-A IgG com o titulo de anti-A
IgM, onde foi observado n=73 (57,5%) titulos maiores que 64 para IgG e IgM. Na tabela
8 associamos o titulo de anti-B IgG com o titulo de anti-B IgM, onde foi observado n=53
(53,5%) titulos maiores que 64 para IgG e IgM. A associacdo entre o titulo de IgM de
anti-A e anti-B com o titulo de IgG de anti-A e anti-B o foi significante (p=0,001).

Tabela 7. Associacdo entre titulo anti-A 1gG com titulo de anti-A em temperatura ambiente
Titulo de anti-A da amostra em
temperatura ambiente

Variavel Negativo Positivo Total Valor-p
n (%) n (%)
Titulo de anti-A IgG 0,001
Negativo 19 (79,2) 5(20,8) 24
Positivo 54 (42,5) 73 (57,5) 127
Total 73 (48,3) 78 (51,7) 151

Teste qui-quadrado.

Tabela 8. Associacdo entre titulo anti-B IgG com titulo de anti-B em temperatura ambiente
Titulo de anti-B da amostra em
temperatura ambiente

Variavel Negativo Positivo Total Valor-p
n (%) n (%)
Titulo de anti-B 1gG 0,001
Negativo 39 (76,5) 12 (23,5) 51
Positivo 47 (47) 53 (53) 100
Total 86 (57) 65 (43) 151

Teste qui-quadrado.

O teste de titulacdo de anti-A IgM quando associado a hemolisina
anti-A (Negativo/Parcial e Total) apresentou uma sensibilidade de 76,5% (VPP=66,7),
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uma especificidade de 68,7% (VPN=78,1) e acuracia de 72,2%. O teste de titulacdo de
anti-A 1gG quando associado a hemolisina anti-A (Negativo/Parcial e Total) apresentou
uma sensibilidade de 85,3% (VPP=45,7), uma especificidade de 16,9% (VPN=58,3) e
acuracia de 47,7% (Tabela 9).

Tabela 9. Associacdo entre titulo de anti-A IgM/IgG com teste de anti-A de hemolisina
(Negativo/Parcial - Total)
Hemolisina anti-A

Anticorpo Nggat!v;)/ Total -rl;czf;;; Sens. Espec. VPP VPN Acuracia
e

Titulo anti-A TA 76,5 68,7 67 78,1 72,2
<64 57 (37,7) 16 (10,6) 73 (48,3)
>64 26 (17,2) 52 (34.4) 78 (51,7)

Total 83(55) 68 (45) 151 (100)

Titulo anti-A IgG 85,3 16,9 46 58,3 47,7
<64 14(9,3) 10(6,6) 24 (159)
>64 69 (45,7) 58(38,4) 127 (84,1)

Total 83(55) 68 (45) 151 (100)

Sens.: sensibilidade; Espec.: especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo
negativo.

O teste de titulacdo de anti-B IgM, quando associado a Hemolisina
anti-B (Negativo/Parcial e Total), apresentou uma sensibilidade de 69,4% (VPP=38,5),
especificidade de 65,2% (VPN=87,2) e acuracia de 66,2%. O teste de titulacdo de anti-
B 1gG, quando associado a hemolisina anti-A (Negativo/Parcial e Total), apresentou
uma sensibilidade 69,4% (VPP=25,0), especificidade de 34,8% (VPN=78,4) e acuracia
de 43% (Tabela 10).

Tabela 10. Associacdo entre titulo de anti-B IgM/IgG com teste de anti-B de hemolisina
(Negativo/Parcial - Total)
Hemolisina anti-B

Anticorpo Nggatqv:)/ Total :]—cztt)/i; Sens. Espec. VPP VPN Acuracia
o N0

Titulo anti-B TA 69,4 65,2 39 87,2 66,2
<64 75)(49, 11 (7,3) 86 (57)
>64 40 (26,5) 25(16,6) 65 (43)

Total 115 (76,2) 36 (23,8) 151 (100)

Titulo anti-B IgG 69,4 34,8 25 78,4 43
<64 40 (26,5) 11(7,3) 51(33,8)
>64 75 (49,7) 25(16,6) 100 (66,2)

Total 115 (76,2) 36 (23,8) 151 (100)

Sens.: sensibilidade; Espec.: especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.
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Na tabela 11 associamos as subclasses das imunoglobulinas (IgG1,
19gG2, IgG3 e IgG4) com o teste de anti-A hemolisina, onde o resultado mostra um n=62
(88,6%) para IgG1 e hemolisina total, n=36 (54,5%) para IgG2 e hemolisina negativa,
n=21 (77,8%) para IgG3 e hemolisina total e n=33 (24,8%) para IgG4 e hemolisina
negativa. Na tabela 12 associamos as subclasses das imunoglobulinas (IgG1, IgG2,
IgG3 e 1gG4) com o teste de anti-B hemolisina, onde o resultado mostra um n=25
(83,3%) para IgG1 e hemolisina total, n=56 (75,7%) para IgG2 e hemolisina negativa,
n=16 (69,6%) para IgG3 e hemolisina total e n=51 (47,2%) para 1gG4 e hemolisina

negativa.

Tabela 11. Associacdo entre subclasses das imunoglobulinas (IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4) com teste de
anti-A de hemolisina

Hemolisina anti-A

Anticorpo Negativo Parcial Total Total Valor-p
n (%) n (%) n (%)

IgG1 <0,001
Negativo 39 (48,1) 36 (44,4) 6 (7,4) 81
Positivo 3(4,3) 5(7,1) 62 (88,6) 70

IgG2 <0,001
Negativo 6(7,1) 13 (15,3) 66 (77,6) 85
Positivo 36 (54,5) 28 (42,4) 2 (3,0) 66

IgG3 <0,001
Negativo 41 (33,1) 36 (29,0) 47 (37,9) 124
Positivo 13,7) 5(18,5) 21 (77,8) 27

lgG4 <0,001#
Negativo 33 (24,8) 33 (24,8) 67 (50,4) 133
Positivo 9 (50,0) 8 (44,4) 1(5,6) 18

Total 42 (27,8) 41 (27,2) 68 (45,0) 151

Teste qui-quadrado; # Teste da raz&o de verossimilhancas.

Tabela 12. Associagdo entre subclasses das imunoglobulinas (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4) com teste
de anti-B de hemolisina

Hemolisina anti-B

Anticorpo Negativo Parcial Total Total Valor-p
n (%) n (%) n (%)

lgG1 <0,001
Negativo 81 (66,9) 29 (24,0) 11 (9,1) 121
Positivo 1(3,3) 4 (13,3) 25 (83,3) 30

lgG2 <0,001
Negativo 26 (33,8) 16 (20,8) 35 (45,5) 77
Positivo 56 (75,7) 17 (23,0) 1(1,4) 74

lgG3 <0,001

continua...
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...continuacao

Negativo 80 (62,5) 28 (21,9) 20 (15,6) 128
Positivo 2(8,7) 5(21,7) 16 (69,6) 23
9G4 <0,001
Negativo 51 (47,2) 21 (19,4) 36 (33,3) 108
Positivo 31 (72,1) 12 (27,9) 0 (0,0) 43
Total 82 (54,3) 33 (21,9) 36 (23,8) 151

Teste qui-quadrado; # Teste da raz&o de verossimilhangas.

Na tabela 13 associamos as subclasses das imunoglobulinas (1gG1,
19gG2, IgG3 e 1gG4) com o teste de titulacdo de anti-A IgM, onde o resultado obstido foi
um n=48 (68,6%) para IgG1 e titulos maiores que 64, n=44 (66,7%) para IgG2 e titulos
menores que 64, n=19 (70,4%) para IgG3 e titulos maiores 64 e n=10 (55,6%) para
lgG4 e titulos menores que 64. Na tabela 14 associamos as subclasses das
imunoglobulinas (IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4) com o teste de titulacdo de anti-B IgM, onde
o resultado obtido foi um n=19 (63,3%) para IgGl e titulos maiores que 64, n=54
(73,0%) para IgG2 e titulos menores que 64, n=19 (82,6%) para IgG3 e titulos maiores
64 e n=24 (55,8%) para IgG4 e titulos menores que 64. Foi encontrado uma
associacdo entre os resultados obtidos com teste da pesquisa das subclasses (IgG1,
19gG2, IgG3 e IgG4) com os resultados obtidos do teste de hemolisina para anti-A e anti-
B p<0,001(Tabela 11 e Tabela 12). Houve associagdo dos resultados do teste da
pesquisa das subclasses (IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4) com o resultado do teste de
titulacdo IgM (p<0,001) para IgG1, 1gG2, IgG3 de anti-A e anti-B. A mesma significancia
nao foi encontrado quando associado a imunoglobulina 1gG4 p=0,514 (anti-A) e
p=0,858 (anti-B) (Tabelas 13 e 14).

Tabela 13. Associagdo entre subclasses das imunoglobulinas (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4)
com titulo de anti-A IgM

Titulo de anti-A

Variavel <64 >64 Total Valor-p
n (%) n (%)

IgG1 <0,001
Negativo 51 (63,0) 30 (37,0) 81
Positivo 22 (31,4) 48 (68,6) 70

IgG2 <0,001
Negativo 29 (34,1) 56 (65,9) 85
Positivo 44 (66,7) 22 (33,3) 66

IgG3 0,032
Negativo 65 (52,4) 59 (47,6) 124

continua...
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...continuacao

Positivo 8 (29,6) 19 (70,4) 27

IgG4 0,514
Negativo 63 (47,4) 70 (52,6) 133
Positivo 10 (55,6) 8 (44,4) 18

Total 73 (48,3) 78 (51,7) 151

Teste qui-quadrado.

Tabela 14. Associagdo entre subclasses das imunoglobulinas (IgG1, 1gG2 19gG3, 1gG4) com
titulo de anti-B IgM

Titulo de anti-B

Variavel <64 >64 Total Valor-p
n (%) n (%)

IgG1 0,012
Negativo 75 (62,0) 46 (38,0) 121
Positivo 11 (36,7) 19 (63,3) 30

19G2 <0,001
Negativo 32 (41,6) 45 (58,4) 77
Positivo 54 (73,0) 20 (27,0) 74

1gG3 <0,001
Negativo 82 (64,1) 46 (35,9) 128
Positivo 4(17,4) 19 (82,6) 23

IgG4 0,858
Negativo 62 (57,4) 46 (42,6) 108
Positivo 24 (55,8) 19 (44,2) 43

Total 86 (57,0) 65 151

Teste qui-quadrado.

Na tabelas 15 associamos as subclasses das imunoglobulinas
[Negativos, Protetor (IgG2 ou IgG4), Risco (IgG1l ou IgG3), Protetor/Risco (IgG2 ou
IgG4) e (IgG1 ou IgG3)] com o teste de hemolisina de anti-A, onde o resultado obtido
foi um n=1 (100%) negativo para IgG e negativo para teste de hemolisina, n=38
(53,5%) protetor para IgG e negativo para teste de hemolisina, n=66 (86,8%) risco para
IgG e total para teste de hemolisina e n=2 (66,7%) protetor/risco e negativo para teste
de hemolisina. Na tabela 16 associamos as subclasses das imunoglobulinas
[Negativos, Protetor (IgG2 ou IgG4), Risco (IgG1l ou IgG3), Protetor/Risco (IgG2 ou
IgG4) e (IgG1 ou IgG3)] com o teste de hemolisina de anti-B, onde o resultado obtido
foi um n=3 (75%) negativo para IgG e negativo para teste de hemolisina, n=76 (73,8%)
protetor para IgG e negativo para teste de hemolisina, n=34 (79,1%) risco para IgG e
total para teste de hemolisina e n=1 (100%) protetor/risco e negativo para teste de

hemolisina.
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Tabela 15. Associacdo categorias IgG de anti-A e teste de hemolisina 1gG3, IgG4) com titulo de anti-A
IgM

Hemolisina anti-A

Categorias IgG anti A Negativo Parcial Total Total Valor-p
n (%) n (%) n (%)

Negativos 1(100,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1 <0,001

Protetor (2 ou 4) 38 (53,5) 32 (45,1) 1(1,4) 71

Risco (1 ou 3) 1(1,3) 9(11,8) 66 (86,8) 76

Protetor/Risco [(2 ou 4) e (1 ou 3)] 2 (66,7) 0 (0,0) 1(33,3) 3

Total 42 (27,8) 41 (27,2) 68 (45,0) 151

Teste da razdo de verossimilhancas.

Tabela 16. Associacdo categorias IgG de anti-B e teste de hemolisina 1gG3, 1gG4) com titulo de anti-B
IgM

Hemolisina anti-B

Categorias IgG anti B Negativo Parcial Total Total Valor-p
n (%) n (%) n (%)

Negativos 3 (75,0) 0 (0,0) 1(25,0) 4 <0,001

Protetor (2 ou 4) 76 (73,8) 26 (25,2) 1(1,0) 103

Risco (1 ou 3) 2(4,7) 7 (16,3) 34 (79,1) 43

Protetor/Risco [(2 ou 4) e (1 ou 3)] 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 1

Total 82 (54,3) 33(21,9) 36 (23,8) 151

Teste da razdo de verossimilhancgas.

A correlacao entre titulos maiores que 64 de anti-A e anti-B IgG com
o teste de hemolisina total ndo ficou estabelecida. Na tentativa de identificar o melhor
titulo que pudesse correlacionar com teste de hemolisina foi contruido uma curva ROC
com a titulacdo seriada de IgG para anti-A e anti-B. O ponto de corte de 24 para o titulo
IgG anti-A apresentou sensibilidade 73,5%, especificidade 47,0% e acuracia 58,9%. O
ponto de corte de 12 para o titulo IgG anti-B apresentou sensibilidade 61,1%,
especificidade 53,9% e acuracia 55,7% (Tabela 17).

Tabela 17. Titulo de 1gG anti-A e titulo de IgG anti-B (sensibilidade, especificidade e acuréacia)

A IC (95%
Areasob a - (95%) - Ponto de Sensibilidade Especificidade Acuréacia
curva Inferior  Superior corte
Tiwlo lgG 0,561 0469 0,654 24 73,5 47,0 58,9
anti A
Titulo 19G 0,584 0475 0,692 12 61,1 53,9 55,7

anti B
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4 DISCUSSAO

O estudo demonstrou que resultados de titulos de anticorpos ABO
IgM dos hemocomponentes reativos a TA sao iguais ou inferiores quando comparados
a titulos de anticorpos ABO IgM de amostras de soro reativos a TA adotando uma nota
de corte de 64. Apesar da literatura levantada ndo abordar a diferenca entre titulos de
amostra versus hemocomponentes, especulamos que a reducdo de alguns titulos
observados nos hemocomponentes pode ser devido a presenca de anticoagulante na
bolsa de coleta. Tal fato causaria um efeito de diluicdo e, por consequéncia, reduziria
os valores dos titulos encontrados nos hemocomponentes. Na pratica laboratorial
resultados séo liberados com titulos obtidos nas amostras de soro do doador e,
portanto, h4 uma margem conservadora e de seguranca para evitar possiveis reacdes
transfusionais hemoliticas.

Foi demonstrada também uma associacao significativa entre as
variaveis: titulos maiores que 64 de anti-A e anti-B IgM se correlacionaram com teste
de Hemolisina total de anti-A e anti-B. Por outro lado, titulos menores que 64 de anti-A
e anti-B IgM se correlacionaram com teste de Hemolisina negativa de anti-A e anti-B.
Os resultados por nés encontrados diferem dos que foram encontrados em um trabalho
publicado no Brasil.® No entanto, a comparacdo entre o presente estudo e o
anteriormente publicado é dificultada pela diferenca entre as notas de corte adotadas:
em nosso servico (menor 64) e no trabalho de Landim et al.®) a nota de corte foi de
100. Optamos por adotar o corte da pratica assistencial transfusional e reproduzir a
rotina do nosso servigo, com intuito de verificar o quao seguro o titulo menor que 64
significava na pratica clinica. De acordo com nossos resultados esta € uma pratica
transfusional segura.

A correlacéo entre titulos maiores que 64 de anti-A e anti-B IgG com
teste de hemolisina total n&do ficou bem estabelecida. Na tentativa de identificar o
melhor titulo que pudesse correlacionar com teste de hemolisina foi contruido uma
curva ROC com a titulacédo seriada de IgG para anti-A e anti-B. O ponto de corte de 24
para o titulo IgG anti-A e o ponto de corte de 12 para o titulo IgG anti-B foram os que
apresentaram melhor sensibilidade e especificidade. Contudo, para uma rotina
assistencial de banco de sangue, tais niveis de corte tornariam inviaveis a demanda

transfusional devido ao seu baixo valor.
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Os resultados encontrados nas pesquisas das subclasses
corroboram os achados encontrados nos testes de hemolisina e titulagdo. Foi
encontrado uma significancia entre todos os testes apresentados. A presenca de
Imunoglobulinas IgG das classes 1 e 3 foi associado com a hemolisina total e titulos
maiores que 64. Essas imunoglobulinas (IgG1 e IgG3) ativam fisiologicamente a fracédo
do complemento e estdo ligadas as principais causas de reacdes transfusionais
graves.(6)

Mesmo encontrando uma significAncia entre todas as variaveis
descritas no paragrafo anterior, ndo podemos excluir a realizacdo do teste de
hemolisina, pois a acuracia dos titulos de anti-A e anti-B IgM, titulo de anti-A e anti-B
IgG foi de 72,2, 66,2, 47,7 e 43% respectivamente. Foram identificados resultados de
hemdlise parcial ou hemdlise total de doadores de plaguetas por aférese que
apresentaram resultados de titulos inferiores a 64. Esse dado demonstra que o aspecto
guantitativo das isohemaglutininas ndo € exclusivo para a prevencao de reacdes
transfusionais. H& sim, no entanto, o aspecto funcional que necessita ser levado em
consideracao; o teste de hemolisina representa laboratorialmente isso.

Em sintese, o presente estudo apresentou algumas limitaces,
sendo a mais importante o critério de diluicdo que adotou uma nota de corte e ndo um
titulo seriado, porém a logistica para implantacdo de tal teste fica inviavel na pratica
diaria do laboratério. Mas o objetivo principal do trabalho foi alcancado onde
correlacionamos as diversas variaveis (titulo de anti-A IgM, titulo de anti-B IgM, titulo de
anti-A IgG, titulo de anti-B IgG, teste de hemolisina de anti-A e teste de hemolisina de
anti-B).

Doadores de plaguetas do grupo O que apresentam elevados titulos
de isohemaglutinina, também conhecidos como “O perigosos”?17) sdo extremamente
preocupantes quando transfundidos em pacientes incompativeis. Nesse sentido, a
realizacdo de testes laboratoriais que possibilitam a transfusdo segura de plaquetas
com incompatibilidade menor torna-se cada vez mais importante como preconizado
pela Portaria N°. 158, de 4 de fevereiro. Por outro lado, a determinagédo de um titulo
critico para doadores seguros versus perigosos € um motivo de discussao continua e
ainda uma pergunta sem resposta. Embora suas variedades técnicas, como descrito
anteriormente, a titulacao tenha sido o método de escolha para a profilaxia da hemalise
associada a transfusdes de plaquetas incompativeis com plasma na maioria dos

servicos de bancos de sangue. Ainda assim, ha uma falta de concordancia de um titulo
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critico que preveja hemolise in vivo. A literatura sugere que titulos entre 16 e 600 (IgM
e IgG) podem ser clinicamente relevantes.318) Em nosso estudo, algumas limitagcdes
devem ser apontadas como sendo a mais importante o critério de diluicdo e a adocéo
de um grau de corte e ndo um titulo em série, mas a logistica para a implementacao
desses testes é impraticavel na pratica diaria do laboratério.

Nossos dados sugerem que um ponto de corte de titulo de 64
mostrou uma boa correlagcdo entre os aspectos quantitativos da isohemaglutinina, os
aspectos funcionais e as subclasses de anticorpos: os titulos acima de 64 se
correlacionaram com a hemodlise total e as subclasses de IgGl / IgG3. Assim,
poderiamos usar um Unico método de triagem para evitar reacdes transfusionais. De
fato, um acompanhamento de 5 anos de pacientes que receberam componentes
plaquetarios com imcompatibilidade menor de anti-A e anti-B com um titulo de IgM < 64
forneceu evidéncias clinicas de uma pratica segura de transfusdo, pois apds a
implementacdo dessa abordagem ndo observamos quaisquer reacfes transfusionais
hemoliticas associadas a plaquetas em nossa institui¢ao.

Foi relatado que os titulos anti-A e anti-B sdo comparaveis
entre plaguetas por aférese do e pool de plaquetas do grupo O.181°%) Embora niveis
mais baixos de IgM tenham sido encontrados no plasma de produtos plaquetarios
considerando pontos de corte de 1:64, também encontramos uma associagao de titulos
de IgM anti-A e anti-B em amostras de plasma de componentes de plaquetas.

Tomando todos os dados juntos e levando em consideracdo uma
abordagem pratica, poderiamos recomendar titulacdo anti-A e anti-B com um titulo IgM
de 64 em amostras de doadores de soro / plasma como um teste de triagem util de
doadores “O perigosos” usando um método automatizado isso permite uma melhor
padronizacdo e eficacia. Essa estratégia profilatica pode ser facilmente implementada
na rotina dos doadores e pode ser uma abordagem segura e econbmica para o
gerenciamento de transfusdes de plaquetas de incompatibilidade ABO. Fornecemos
aqui evidéncias clinicas e laboratoriais de que Anti-A e anti-B com titulos criticos de
IgM e IgG de 64 se correlacionam com a pratica segura e segura de transfusdo de
plaguetas incompativel com ABO. de 2016, Art 123.% Contudo, a legislacdo brasileira
se apresenta vaga nas definicbes de conduta laboratorial referente a obrigatoriedade
desses testes. Na atualidade, ha somente uma recomendacéo da realizacdo do teste
de hemolisina. Dada a frequéncia incomum de reacdes transfusionais por plaquetas o

custo da efetividade de testes de triagem é discutivel. Outro ponto na triagem € a
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auséncia de um metodo padréo reconhecido. Tentativas de padronizacdo e métodos de
comparacao foram feitas recentemente para fornecer uma referéncia para o0s
laboratérios.(®

O estudo foi financiado pelo Servico de Hemoterapia e Terapia
Celular do Hospital Israelita Albert Einstein e Projeto AMIGOH (Anexo 1), tendo um

custo de R$ 26.839,00 (Anexo 2) e com aprovacéo do Comité e Etica local (Anexo 3).
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5 CONCLUSOES

1. Titulos dos hemocomponentes sdo similares ou menores quando
associamos com o titulo das amostras (41 amostras de 114 para anti-A e 34 amostras
de 120 para anti-B);

2. Titulos maiores do que 64 na sua maioria sdo hemolisinas
positivas (52 amostras de 78 para anti-A e 25 de 64 para anti-B). Titulos menores do
gue 64 nem sempre sao hemolisinas negativas (13 amostras de 78 para anti-A e 20
amostras de 64 para anti-B);

3. Houve uma associacdo nas 151 amostras estudadas entre teste
de titulacdo IgM anti-A e anti-B e teste de hemolisina adotando uma nota de corte de
64,

4. A pesquisa das subclasses das imunoglobulinas (IgG1, 1gG2,
IgG3 e Ig4) apresentou significancia quando associado ao teste de hemolisina. A
associacdo entre as subclasses e ao teste de titulacdo IgM foi encontrada nas
imunoglobulinas IgG1, 1gG2 e 1gG3;

5. Teste recomendado na rotina de doadores de plaqueta é o teste
de titulacdo de isohemaglutinina adotando uma nota de corte de 64;

6. Anti-A e anti-B com titulos criticos de 64 correlacionam com a

pratica segura de transfusé@o de plaquetas com incompatibilidade ABO menor.
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6 ANEXOS

Anexo 1. Projeto com o patrocinio do AMIGOH - Sociedade Beneficente Israelita

Brasileira Albert Einstein

5 £
f ~a v
ALBERT EINSTEIN
HOSPITAL ISRAELITA

AN\!G i ONCOLOGIA E HEMATOLOGIA

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que o projeto intitulado
“TITULACAO DE ANTICORPOS ABO E TESTE DE HEMOLISINA
QUALITATIVO NA REDUGCAO DO RISCO DE HEMOLISE PASSIVA
ASSOCIADA A TRANSFUSAO DE PLAQUETAS”, foi aprovado pelo
Comité Gestor de Projetos da AMIGOH, para que receba o
financiamento para sua execug¢do, no valor de RS 26.839,00 —

vinte e seis mil, oitocentos e trinta e nove cruzeiros.

U Uudue

Claudia Toledo de Andrade

Gerente de projetos e parcerias

4@ Toleq,
Nte de
AMIQQH\chProjero c"’:adrqde
e
ogia




Anexo 2. Reagentes e insumos utilizados nesse estudo no quadro abaixo

Item Descrigao Qtde. Vanr(Igg)ltano 'I('gt;;l
1 Anticorpo Monoclonal Anti-lgG1- SIGMA 5 1.385,00 6.925,00
2 Anticorpo Monoclonal Anti-lgG2- SIGMA 5 1.086,00 5.430,00
3 Anticorpo Monoclonal Anti-IgG3- SIGMA 5 1.086,00 5.430,00
4 Anticorpo Monoclonal Anti-lgG4- SIGMA 5 1.306,00 6.530,00
5 Tubo cristal 205 12X75 PCT1000 1 41,00 41,00
6 Pipetas pasteur cx ¢/500 1 24,50 24,50
7 Referencells (Al e B) - GRIFOLS > 78.00 156,00

10mL/frasco
8 Reagente DG gel neutral GRIFOLS 4 388,00 1.100,50
9 DL-Dithiothreitol, 5G, Marca SIAL 1 658,00 658,00
10 Pacote de folhas sulfite 2 22,00 44,00
11 Cartucho de impressora 3 150,00 450,00
12 Hora do estatistico 1 50,00 50,00
Total 26.839,00




Anexo 3. Parecer Conubstanciado do CEP

@ ALBERT EINSTEIN
S e itaiia HOSPITAL ISRAELITA ALBERT % Ploboforma
EINSTEIN-SP %‘-""

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COMPARﬁ.QﬁD DAS TECNICAS DE TITULA.QE.O DE ANTICORPOS ABO E TESTE
DE HEMOLISINA QUALITATIVO NA REDUCAO DO RISCO DE HEMOLISE PASSIVA
ASSOCIADA A TRANSFUSAC DE PLAQUETAS

Pesquisador: EDUARDO PERES BASTOS

Area Tematica:

Versido: 2

CAAE: 78853917.1.0000.0071

Instituigio Proponente: SOCIEDADE BENEF ISRAELITABRAS HOSPITAL ALBERT EINSTEIN
Patrocinador Principal: SOCIEDADE BEMEF ISRAELITABRAS HOSPITAL ALBERT EINSTEIM

DADOS DO PARECER

Hiamero do Parecer: 2.348.818

Apresentagio do Projeto:

O estoque limitado de plaguetas nos bancos de sangue & um sério problema e dificulta a transfusdo
isogrupo de plaquetas para muitos pacientes. As consequéncias da transfusio de plasma e plaguetas ABO
incompativel podem ser severas ao paciente devido a ocorréncia de hemolise pos tranfusional. Estratégias
para diminuir o rizco de reagdes transfusionais hemoliticas associadas a fransfuséo de plaguetas ABO
incompativeis podem ser uma possivel solugdo: redugdo do volume de plasma no concentrado de
plaquetas, pesquisa de altos titulos de ischemaglutininas ABO e de hemolizinas anti-A & anti-B no plasma
de doadores de sangue s&o metodos que tém sido utilizados. Mo entanto, ainda ndo estd claro na literatura
a esfratégia mais segura para eliminar o risco de hemolise passiva. Nao existe um consenso se anticorpos
da classe IgM sdo0 mais perigosos que anticorpos da classe IgG . Altos titulos de ischemaglutininas parecem
nao se correlacionar com testes de hemelisinas positivas e ainda ndo 2e conhece bem as caracteristicas
dos anticorpos ABO que causam hemolise severa. Assim, o ohjetivo do presente estudo & avaliar e
comparar o teste de titulagdo de anficorpos ABO e o teste da hemolisina em plasma de doadores do grupo
O e em seus produtos de plaguetas como possiveis indicadores de hemdlize in vivo. Pretendemos também
identificar a subclasse de anti-A e anti-B 1gG (1gG1, 1962, 1gG3 ou lgG4) desses doadores para caracterizar
os anticorpos enveolvidos nas reagdes hemoliticas.

Enderego:  Aw. Albert Einstein 627 - 255

Bairra: Marumbi CEP: D5.652-000

UF: 5P Municipio: SAQ PAULD

Telefone: {11)2151-3728 Fax: (11)2151-0273 E-mail: cep@einstein.br
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Contnuapdo 80 Parecan 2 348 816

Hipatese: O estoque limitado de plaguetas nos bancos de sangue & um sério problema e dificulta a
transfusdo isogrupo de plaguetas para muitos pacientes.

As conseguéncias da transfusfo de plasma e plaguetas ABO incompativel podem ser severas ao paciente
devido a ocorréncia de hemalise pos tranfusional.

A correlago entre os titulos de anticorpos ABC com os resultados do teste de hemolising, parece ndo estar
bem clara (ndo necessariamente o maior titulo de isohemaglutinina representa teste de hemolizing com
hemaolize total). Sendo assim, aventamos a hipotese de gue essa correlacdo entre os titulos de anticorpos
ABOQ & hemaolisina ndo ocorre associado soments a0 aspecto quantitative do titulo, mas também associado
a subclazse de IgG presente no soro do doador (lgG1 e IgG3 estariam mais associados a0 risco de
hemalise passiva).

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar & comparar o teste de titulag8o de anticorpos ABO em plasma de doadores do grupo O & em seus

produtos de plaguetas como indicadores de hemalise.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

0 estudo proposto apresenta riscos minimos, devido a natureza observacional e ndo intervencionista do
mesmo. Os riscos inerentes a perda de confidencialidade dos dados 5o assegurados pelos pesquisadores
que garants o sigilo na andlise destes.

Beneficios:

Através da analise comparativa dos testes de hemolisina e titulago de isohemaglutininas Ao identificarmos
o titulo critico ou o melhor teste para detectar anticorpos ABO “perigosos” serd possivel estabelecer uma
estratégia laboratorial segura que possibilitara eliminar o risco de hemalise passiva em transfusdes de

plaguetas ABO incompativeis.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

0 presente estudo serd realizado no laboratario de Imunohematologia do Departamento de Hemoterapia e
Terapia Celular do HIAE.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
TCLE esta redigide em linguagem clara e acessivel, utilizando-se das estratégias mais apropriadas a

cultura, faixa etdria, condic@o socioecondmica e autonomia dos convidados a participar da

Enderego:  Aw. Albert Einstein 627 - 2s=

Bairro:  Morumbi CEP: [D5.&52-000

UF: 5P Municipio: SAQ PAULD

Telefone: [11)2151-3728 Fax: (11}2151-0273 E-mail: cepi@einstein.br
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Coninuagdo do Parecer: 2.348. 818

pesquisa.

Recomendagdes:

HOSPITAL ISRAELITA ALBERT |

G

E atribuigdo do CEP “acompanhar ¢ desenvelvimento dos projetos, por meio de relatdrios semestrais dos

pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente & pesquisa®™ Por

izs0 ola pesqguisador/a responsavel devera encaminhar para o CEP Einstein os Relatorios Parciais a cada

seis mezes e 0 Relatorio Final de seu projeto, até 30 dias apds o seu término.

Segundo a Resolugie CNS 466/2012 o pesguisador responsavel deve prever procedimentos que

assegurem a confidencialidade e a privacidade, a proteg@o da imagem e a ndo estigmatizagdo dos

participantes da pesquisa, garantinde a ndo utilizag8o das informagdes em prejuizo das pessoas elou das

comunidades, inclusive em termos de autoestima, de prestigio efou de aspectos econdmico-financeiros.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:

Apos analize, 0% seguintes itens foram Aprovados:

1-Projeto de Pesquisa - Versao original datada de 04 de Setembro de 2017,
2-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Versdo 02 datada de 25 de Qutubro de 2017.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
DOCUMENTA{;.E\.G APROVADA PELC CEP DO HOSPITAL ISRAELITA ALBERT EINSTEIN EM REGIME

AD-REFERENDUM

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagéo
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25M0/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 1009023 pdf 10:38:22
Qutros Resposta_a_pendencia_pdf 25102017 |EDUARDO PERES Aceito

10:37:52 [BASTOS
TCLE / Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Es=scl| 25102017 |EDUARDO PERES Aceito
Assentimento / arecido_Apos_Informacao_versao_2 pdfl 10:29:02 |[BASTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_Esclar| 13102017 |EDUARDO PERES Aceito
Assentimento / ecido versaoi.pdf 11:58:50 |BASTOS
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UF: 5P
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Municipio: SAD PAULD
[11)2151-2720
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E-mail: cepi@enstein.br
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Abstract

Introduction: The limited inventory of platelets in blood banks is a serious problem and
makes it difficult to transfuse platelet ABO identical for many patients. The
consequences of transfusion of ABO incompatible plasma and platelets may be severe
to the patient due to the occurrence of post-transfusion hemolysis. Strategies to reduce
the risk of hemolytic transfusion reactions associated with transfusion of incompatible
ABO platelets may be a possible solution: reduction of plasma volume in platelet
concentrate, search for high titers of ABO isohemagglutinins and anti-A and anti-B
hemolysin in plasma donors are methods that have been used. However, it is not yet
clear in the literature the safest strategy to eliminate the risk of passive hemolysis.
There is no consensus that antibodies of the IgM class are more dangerous than
antibodies of the IgG class. High isohemagglutinin titers do not appear to correlate with
positive haemolysin tests and the characteristics of ABO antibodies that cause severe
haemolysis are not well understood. Purpose: The objective of the present study is to
evaluate and compare the ABO antibody titration test and the plasma hemolysin assay
of O group donors and their platelet products as possible indicators of in vivo hemolysis.
We also intend to identify the subclass of anti-A and anti-B 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3, or
IgG4) from these donors to characterize the antibodies involved in the hemolytic
reactions. Methods: A total of 151 samples of male and female platelet donors were
analyzed by group O apheresis from the Blood Bank of Hospital Israelita Albert Einstein.
Results: The study demonstrated that blood component titre results at room
temperature are equal or lower when compared to sample titers at RT. An association
was found between titration tests, hemolysin and immunoglobulin subclasses.
Conclusions: There is an association in the 151 samples studied between IgG titration
test, IgM titration test, hemolysin test and immunoglobulin subclass. Platelet transfusion
with minor incompatibility with partial or negative hemolysin test to be performed only in

adult patients.

Keywords: Blood platelets; Serum; Hemolysin proteins; Immunoglobulins; Blood

components
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