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Resumo

Introducdo: A deteccédo e a identificacdo de anticorpos plaquetarios tem um papel
importante na escolha terapéutica do paciente. Objetivos: Comparar a eficacia das 3
técnicas sorolégicas utilizadas na deteccdo e identificagcdo de anticorpos antiplaquetas
em 100 amostras de pacientes com suspeita diagndéstica de anticorpos antiplaquetas.
Métodos: Soro de 100 pacientes com suspeita de anticorpos contra plaquetas foram
testados contra os antigenos da Glicoproteina la/lla, Ib/IX, lIb/llla, cluster of
differentiation -109 e antigenos leucocitario humano classe | pelas técnicas do
monoclonal antibody immobilization of platelet antigen, platelet immunofluorescence test
e ensaio de esferas Luminex. Resultados: As comparacdes entre as metodologias
mostraram (monoclonal antibody immobilization of platelet antigen versus platelet
immunofluorescence test sensibilidade: 97,73%, especificidade: 78,57%), (monoclonal
antibody immobilization of platelet antigen versus ensaio de esferas Luminex,
sensibilidade 90,91%, especificidade: 96,43%) e Ensaio de esferas Luminex versus
platelet immunofluorescence test sensibilidade 76,37%, especificidade: 100%.
Conclusdes: Neste estudo comparativo de metodologias para deteccdo de anticorpos
contra antigenos leucocitarios humanos e antigenos plaquetarios humanos, a
imobilizacdo de anticorpos monoclonais contra antigenos plaquetarios revelou
resultados similares aos obtidos no ensaio de esferas Luminex e no teste de
imunofluorescéncia plaquetaria. Entretanto, observou-se uma sensibilidade limitada para
anticorpos dirigidos aos antigenos leucocitarios humanos, tanto no ensaio de esferas
Luminex quanto na imobilizagdo de anticorpos monoclonais contra antigenos

plaquetérios.

Descritores: Ensaio de imunoadsor¢cdo enzimatica; Técnica indireta de fluorescéncia

para anticorpo; Antigenos de plaquetas humanas; Antigenos HLA

Xii



1 INTRODUCAO

As transfusbes de plaguetas sao procedimentos terapéuticos
realizados para prevencdo e tratamento de hemorragias graves em pacientes
trombocitopénicos. A recomendacdo basica para transfusdo € uma contagem de
plaguetas abaixo de 10.000 células/uL ou abaixo de 20.000 células/uL em pacientes
com hemorragia.O grupo com maior probabilidade de necessitar de transfusdes séo os
pacientes onco-hematolégicos, oncoldgicos.®

Entre os riscos associados as transfusdes, destaca-se a preocupacao
global com a transmissdo de doencas infecciosas, reunindo esforgcos para o
desenvolvimento de métodos de triagem mais eficazes e seguros. Alguns paises
alcancaram taxas de incidéncia tdo baixas quanto 1 em 1.000.000 para transmisséao de
HIV e 1 em 100.000 para hepatite C. Contudo, outras complicacfes ainda persistentes
nas praticas dos bancos de sangue incluem reacfes febris ndo hemoliticas e a
ocorréncia de refratariedade plaquetaria (RP) em pacientes submetidos a transfusfes de
plaguetas.®

Entre 30-70% dos pacientes se tornam refratarios a transfusdo de
plaguetas de doadores aleatérios. Essa refratariedade pode ser causada por uma
variedade de fatores clinicos como infec¢cbes, coagulacdo intravascular disseminada
(CIVD), esplenomegalia, anticorpos antidrogas entre outros fatores. Entretanto,
aproximadamente 20% desses pacientes refratarios sao afetados por um mecanismo
imuno mediado, no qual, a principal razao é devido a presenca de aloanticorpos gerados
pelo paciente contra antigenos leucocitario humano de classe | (HLA | — human leukocyte
antigens class |) e antigenos plaquetarios humanos (HPA — human platelet antigens)
expressos pelas plaquetas do doador, levando a depuragdo plaguetaria apos a
transfus&o.®

Os riscos associados a transfusao estéo relacionados principalmente
a erros de administracdo, com uma frequéncia presumida de 1:1000. Além disso,
complicagbes pulmonares, como sobrecarga circulatoria e lesdo pulmonar relacionada a
transfusdo, também podem ocorrer.®) De acordo com o relatério de 2017 do Serious
Hazards of Transfusion (SHOT), Foram registradas 90 reagfes ap0s transfusfes de
plaguetas, de um total de 284 reacdes relatadas para todos os produtos sanguineos.
Dessas 90 reacbes, 33 foram alérgicas, 22 do tipo anafilaxia, 21 febris, 12 mistas



alérgicas/febris e 2 hipotensivas. E muito provavel que muitas reacfes ainda sejam
subnotificadas.®

O avanco na sensibilidade dos testes de amplificacdo de &cidos
nucleicos (NAT) desempenhou um papel fundamental na reducgéo significativa do
"periodo de janela" entre a infeccdo do doador e a deteccédo do agente infeccioso pelos
testes de rastreamento. Isso foi particularmente evidente em infeccfes transmitidas por
transfusdo (ITT), como HIV-1 e HCV, reduzindo assim o risco residual de ITT para
valores extremamente baixos, abaixo de 1:10° para HIV-1 e de 1:10° - 1:107 para HCV

por ano.®

1.1 Plaquetas

Plaquetas sdo pequenos fragmentos discoides (2-3um), anucleadas
gue originalmente deriva-se da linhagem hematopoiética através do megacariécito. Sua
producdo a partir do megacariécito € um processo sistematico que ocorre na medula
Ossea. A vida util da plaqueta esta limitada entre 5 a 7 dias ap0s sua formacdo e
separagdo do megacariocito.:)

Elas sdo encontradas no sangue, com uma concentracdo normal
entre 150 e 400.000 por microlitro em individuos saudaveis, e tém um papel fundamental
na regulacdo da hemostasia. Recentemente, também foram relatados papéis na
inflamacédo, resposta imune inata e adaptativa, em doencas cardiacas, doencas
autoimunes e em alguns tipos de cancer.®

As plaquetas desempenham suas fung¢bes por meio da interacao

ligante-receptor, envolvendo varias glicoproteinas (GP) presentes em sua membrana.®

1.2 Antigenos plaquetéarios

Os HPA podem ser categorizados de acordocom suas naturezas
bioguimicas e expressas de acordo com a tabela 1 em:(9)

e Antigenos carboidratos em glicolipidios e GP:

oA, B,O;

oPele.



anticorpos abaixo:

Tabela 1. Expresséo antigénica em células de sangue periférico

e Antigenos proteicos:

o Antigeno leucocitario humano classe |;
o GP lIb/llla, GPla/lla, GPIb/IX/V, etc.
e Antigeno droga dependente:

o Quinina, quinidina;

o Antibiéticos como exemplo, penicilina, cefalosporina,\ancomicina;

o Heparina.

Estes antigenos podem ser alvos por

e Autoanticorpos;

e Aloanticorpos;

e Isoanticorpos;

e Anticorpos droga-dependentes.

um ou todos os tipos de

Antigeno  Eritrocito  Plaqueta Neutrdfilo Linfécito-B  Linfécito-T  Monocitos
A /B, H +++ +H+++* - - - -
| +++ ++ ++ - - -
R +++ - - - - -
K +++ - - - - -
HLA -I(+) +++ ++ +++ +++ +++
Classe |
HLA - - -[+++8 +++ -[+++8 +++
Classe Il
GPlIb/1la - +++ (+) - - -
GPla/lla - ++ - - ++ -
GPIb/IX/V - +++ - - - -
CD109 - (+)/+ - - -[++ (+)
CTL-2 - +) ++ ++ +++ ?/-
CD36 -[+ +++ - - - +++
(GPIV)

+++, ++, +: nivel de expressdo de antigenos em ordem decrescente. (-): sem expressao. (+):
fraca expressdo. ?: desconhecido.* Plaquetas de 4-6% dos individuos tem uma “alta
expressao dos antigenos A e/ou B. 8§: em células ativadas nivel de expressao de antigenos
em ordem decrescente.
Fonte: Curtis BR, McFarland JG. Human platelet antigens - 2013. Vox Sang. 2014;106(2):93—

102.®

Atualmente, 35 HPAs sao expressos em 6 diferentes GPs, GPIIb,

GPllla, GPlba, GPIbp, GPIa e cluster of differentiation -109 (Tabela 2). A maioria dos

HPAs tem se mostrado bi alélicos. A nomenclatura para os HPAs envolve numeracao



consecutiva (HPA-1, -2, -3 entre outros) (Tabelas 3 a 6), de acordo com a data da
descoberta, sendo o alelo de maior prevaléncia em cada sistema nomeado de “a” eo de
menor prevaléncia nomeado de “b”).19 Para os antigenos plaquetarios humanos (HPAS)
nos quais os anticorpos detectados sdo especificos para apenas um dos antigenos
presentes no sistema correspondente, adota-se a nomenclatura com acréscimo do sufixo
‘W' a identificacdo do antigeno, indicando a referéncia ao workshop. Por exemplo, HPA-

8w.©®



Tabela 2. Antigeno plaquetério humano

Frequéncia
Antigenos Caucasiano Africano Asiatico GP/aminoécido Gene/nucleotideo Transtorno
(%) (%) (%)

HPA-l1a (72) ala (90) (100) GPllla/ L33P ITGB3/ T196C FNAIT, PPT, RP
HPA-1b (26) a/b (20) (0)

(2) b/b
HPA-2a (85) a/a (71) (95) GPlbJO T145M GPIBA/ C524T FNAIT, PPT, RP
HPA-2b (14) a/b (29) (5)

(2) b/b
HPA-3a (37) a/a (68) (59,5) GPllb/ 1843S ITGA2B/ T2621G FNAIT, PPT, RP
HPA-3b (48) a/b (32) (40,5)

(15) b/b
HPA-4a (>99,9) a/a (100) (99,5) GPllla/ R143Q ITGB3/ G526A FNAIT, PPT, RP
HPA-4b (<0,1) a/b 0) (0,5)

(<0,1) b/b

HPA-5a (88) a/a (82) (98,6) GPla/ E505K ITGA2/ G1648A FNAIT, PPT, RP
HPA-5b (20) a/b (18) (0,4)

(1) b/b
HPA-15a (35) a/a (65) (53) CD109/ Y703S CD109/ A2108C FNAIT, PPT, RP
HPA-15b (42) a/b (35) (47)

(23) b/b

GP: glicoproteina. CD: cluster of differentiation. FNAIT: trombocitopenia aloimune neonatal. PPT: purpura pés-transfusao. RP: refratariedade plaquetaria.
Fonte: Curtis BR, McFarland JG. Human platelet antigens - 2013. Vox Sang. 2014;106(2):93-102.



Tabela 3. Antigeno plaguetério humano de baixa frequéncia — glicoproteina llb

Antigenos Frequéncia GP/aminoécido Gene/nucleotideo Transtorno
HPA-9bw <1 b/b GPIIb/V837M ITGA2B/A2603G FNAIT
HPA-20bw <1 b/b GPIIb/T619M ITGA2B/C1949T FNAIT
HPA-22bw <1lb/b GPIIb/K164T ITGA2B/A585C FNAIT
HPA-24bw <1lb/b GPIIb/S472N ITGA2B/G1508A FNAIT
HPA-27bw <1b/b GPIIb/L841M ITGA2B/C2614A FNAIT

GP: glicoproteina; FNAIT: trombocitopenia aloimune neonatal.
Fonte: Curtis BR, McFarland JG. Human platelet antigens - 2013. Vox Sang. 2014;106(2):93-102.

Tabela 4. Antigeno plaquetério humano de baixa frequéncia — glicoproteina llla

Antigenos Frequéncia GP/aminoécido Gene/nucleotideo Transtorno
HPA-6bw <1 b/b GPIlla/R489Q ITGB3/A1564G FNAIT
HPA-7bw <1 b/b GPllla/P407A ITGB3/G1317C FNAIT
HPA-8bw <1 b/b GPIlla/R636Q ITGB3/T2004C FNAIT
HPA-10bw <1 b/b GPllla/R62Q ITGB3/A281G FNAIT
HPA-11bw <1 b/b GPIlla/R633H ITGB3/A1996G FNAIT
HPA-14bw <1 b/b GPllla/K611del ITGB3/A1929G FNAIT
HPA-16bw <1 b/b GPIllla/T140l ITGB3/C517T FNAIT
HPA-17bw <1 b/b GPIlla/T195M ITGB3/C622T FNAIT
HPA-19bw <1 b/b GPIlla/K137Q ITGB3/A487C FNAIT
HPA-21bw <1 b/b GPllla/E628K ITGB3/G1960A FNAIT
HPA-23bw <1 b/b GPllla/R622W ITGB3/C1942T FNAIT
HPA-26bw <1 b/b GPllla/K580N ITGB3/G1818T FNAIT

GP: glicoproteina; FNAIT: trombocitopenia aloimune neonatal.

Fonte: Curtis BR, McFarland JG. Human platelet antigens - 2013. Vox Sang. 2014;106(2):93-102.¢



Tabela 5. Antigeno plaquetéario humano — glicoproteina Ib

Antigenos Frequéncia GP/aminoécido Gene/nucleotideo Transtorno
HPA-12bw <1 b/b GPIbOOGI5E GPIBB/A141G FNAIT

GP: glicoproteina. FNAIT: trombocitopenia aloimune neonatal.

Fonte: Curtis BR, McFarland JG. Human platelet antigens - 2013. Vox Sang. 2014;106(2):93-102.

Tabela 6. Antigeno plaguetario humano de baixa frequéncia — glicoproteina la

HPA-13bw <1 b/b GPIa/M799T ITGA2/T2531C FNAIT
HPA-18bw <1 b/b GPIa/T187M ITGA2/G2235T FNAIT
HPA-25bw <1 b/b GPIa/T187M ITGA2/C3347T FNAIT

GP: glicoproteina. FNAIT: trombocitopenia aloimune neonatal.
Fonte: Curtis BR, McFarland JG. Human platelet antigens - 2013. Vox Sang. 2014;106(2):93—
102.©

Os sistemas de antigenos plaquetarios humanos estéo associados as
principais glicoproteinas (GPs) plaquetarias e séo expressos como resultado de
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs — single nucleotide polymorphisms) nos
genes que as codificam. A alteracdo de aminoacidos resultante desses SNPs altera a
conformacdo das GPs, formando antigenos que podem desencadear a producédo de
aloanticorpos em pacientes expostos por meio de transplante, gestacao ou transfusao.
No entanto, é importante ressaltar que esses polimorfismos ndo resultam em perda

funcional ou em manifestacdes hemorragicas (Figura 1).(1%

GPlia
GPla A GPlib GPlla
a2 L~‘ GPVI aliB ‘-3 CD109 GPlba GPV

" HA2
HPA250m 2 S HPA 1 T 1458

Kied1
y ."-. [/
{ - \\‘( -
-+

Fonte: Thon JN, ltaliano JE. Platelets: production, morphology and ultrastructure. Handb
Exp Pharmacol. 2012; 210:3-22.(")
Figura 1. Representacdo das membranas plaquetaria e as glicoproteinas



1.3 Antigenos leucocitario humano

Moléculas do antigeno leucocitario humano classe |, exceto HLA
classe Il,sd0 expressos nas plaguetas. Antigenos classe | A, B e em um grau menor C,
sd0 expressos na membrana plaquetaria. As plaquetas s@o a principal fonte de HLA
classe | presente no sangue. Elas expressam, em média, 100.000 moléculas de HLA
classe | (variando de 50.000 a 180.000 moléculas por plaquetas).® A imunizacéo contra
HLA classe | € a principal causa da refratariedade plaquetéria (RP). Em alguns casos de
trombocitopenia aloimune do feto recém-nascido s@o provavelmente causadas por
anticorpos HLA materno, que reagem contra as plaguetas do feto e recém-nascido.
Contudo, afirmar que a presenca de anticorpos HLA é o responsavel pela doenca é dificil,
pois cerca de 30% das mulheres multiparas sao aloimunizadas contra HLA classe | e a
grande maioria ddo a luz a recém-nascido ndo trombocitopénico.®

Os genes codificantes do HLA estdo localizados no braco curto do
cromossomo 6. Os genes do HLA classe | estdo definidos de acordo com suas
estruturas, expressdes e funcdes. Os genes codificam uma cadeia pesada (o) de
aproximadamente 43kd que esta ligada a uma cadeia ndo polimorfica de 12kd conhecida
como B2-microglobulina, o qual é codificada por um gene nocromossomo 15. A
porcdo extracelular possui 3 dominios de cadeia pesada (al, a2 e a3) de
aproximadamente 90 aminoéacidos (Figura 2). As cadeias al e a2 sdo as cadeias mais
polimorficas do dominio e elas formam um sulco de ligacdo aos peptideos. Podendo

acomodar um peptideo antigénico de aproximadamente oito a nove aminoacidos.
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Fonte: Fontdo-Wendel R, Silva LC, Saviolo CB, Primavera B, Wendel S.
Incidence of transfusion-induced platelet-reactive antibodies evaluated by
specific assays for the detection of human leucocyte antigen and human
platelet antigen antibodies. Vox Sang. 2007;93(3):241-9.?)

Figura 2. Molécula de antigenos leucocitario humano de classe |

1.4 Refratariedade plaquetéria

As causas da RP apos transfusdo incluem uma variedade de fatores
clinicos como febre, sepses e esplenomegalia ou outros relacionados ao servico de
hemoterapia. O desenvolvimento de anticorpos especificos também pode induzir RP
apos a transfusdo, especialmente em pacientes que recebem multiplas transfusfes de
plaguetas. Os fatores imunes podem estar presentes em aproximadamente 20% dos
pacientes refratarios a transfusdo. O desenvolvimento de anticorpos dirigidos aos
antigenos HLA é particularmente comum, tendo uma frequéncia de 7 a 55% de
desenvolvimento ap6s uma transfusdo de plagueta, esta variavel depende do tipo de
estudo, populacéo de paciente estudado e ao nimero e o tipo de transfusédo.®?

Anticorpos dirigidos aos antigenos HPAs também podem gerar uma
resposta a transfuséo de plaquetas. Estes antigenos parecem ser menos imunogénicos
do que os antigenos HLA, resultando em uma frequéncia menor de aloimunizacgéo, tendo
uma frequéncia de 0 a 2%, dependendo da populacao estudada. Os indices sdo maiores
na presenca de anticorpos HLA. Nestes casos, representa um aumento de 9 a 25% dos

pacientes.(?
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1.4.1 Definicéo

A RP é definida como uma resposta deficitaria no incremento
plaquetario pos transfusional apdés duas ou mais transfusBes consecutivas com
plaguetas recentes (<48 horas) e grupo sanguineo compativel. A RP é causada pela
diminuicdo da sobrevida das plaquetas transfundidas na circulacao do receptor e estas
causas podem ser agrupadas em causas imunes e ndo imunes.®314)

O percentual de plaquetas recuperadas (PPR) apos transfuséo é a
percentagem de plaquetas transfundidas na circulagdo no momento em que a contagem

€ determinada e calculada pela seguinte formula (Figura 3):

(Incremento Plaquetario em ul)

M (Peso em Kg)'

X (Volmme de sangue de Fhinl)”
PPR= K 100“':-

{Contagem de plaqueta do
produto por ul)
X (Volume do prodito em ml)

PPR: percentual de plaquetas recuperadas.
Fonte: Delaflor-Weiss E, Mintz PD. The
evaluation and management of platelet
refractoriness and alloimmunization.
Transfus Med Rev. 2000;14(2):180-96.(4
Figura 3. Calculo de plaquetas recuperadas

A contagem das plaquetas pos-transfusdo dependera da contagem
plaquetaria pré-transfusdo, dose da plaqueta transfundida e outros fatores como
técnicos e clinicos. Os valores 60 minutos pds-transfusédo deverao ser superiores a >20%
pré-transfus&o.®¥

A contagem corrigida de incremento (CCI) é o calculo mais utilizado
na investigacéo de RP. Esse calculo é realizado utilizando-se a contagem de plaquetas
pré-transfusdo e a contagem de 1 ou 24 horas pos-transfuséo, o numero de plaquetas
infundidas e a superficie corporal do paciente como fator de correcdo, segundo a féormula

descrita na figura 4.
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CCl=1P xSC x 10"

n
CCI: contagem corrigida do incremento; IP: incremento
na contagem de plaquetas; SC: superficie corpérea; N:
nimero de plaquetas transfundidas.

Fonte: Delaflor-Weiss E, Mintz PD. The evaluation and
management  of  platelet  refractoriness  and
alloimmunization. Transfus Med Rev. 2000;14(2):180—
96.14)

Figura 4. Calculo contagem corrigida do incremento

O diagnostico de refratariedade pode ser definido por (CCI-1h) menor
que plaquetas por uL ou (CCI-24h) menor do que 2.500 plaquetas por uL. A necessidade
de dois resultados consecutivos é fundamentada na diversidade de fatores clinicos,

técnicos ou farmacolégicos que podem afetar o aumento das plaguetas. (214

1.4.2 Refratariedade plaguetéria por causas ndo imune

As causas nao imunes sao as mais frequentes. Em estudos
observacionais realizados antes da introducdo dos métodos de leucorreducéo,
mostraram que 44% das transfusdes de plaquetas ndo produziram resposta adequada
e em 88% destes casos, a influéncia de fatores ndo imunes foi observada.® As
caracteristicas dasunidades plaquetarias a serem transfundidas, como a dose, a fonte
(aférese ou pool), compatibilidade de grupo sanguineo entre doador-receptor e
armazenamento, séo fatores que podem afetar ou aumentar a sobrevida das plaquetas
transfundidas.®®

As causas mais comuns de refratariedade plaquetaria ndo imune
geralmente estdo relacionadas ao consumo excessivo das plaquetas transfundidas,
como observado em condi¢cdes com sangramentos graves, perdas de plaquetas devido
a sequestro (por exemplo, esplenomegalia e/ou hepatomegalia) e consumo plaquetario
secundario a infec¢des. Outra causa clinica também relatada € o consumo acelerado de
plaguetas transfundidas em situagcdes como febre e o uso de certos medicamentos,
como a anfotericina B. O tratamento da RP causada por motivos ndo imunes envolve
abordar diretamente a causa subjacente. Uma vez que a causa € tratada, a eficacia das

transfusGes de plagquetas é restaurada.(1214.16)
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1.4.3 Refratariedade plaquetaria por causas imunes

Aloanticorpos para HLA e HPA podem causar um estado refratario
em que as plaquetas transfundidas s&o rapidamente eliminadas da circulagdo do
receptor devido a ligacdo antigeno anticorpo. A leucorreducdo das plaquetas
transfundidas diminui consideravelmente a taxa de aloimunizacdo, contudo, orisco de
ocorrer a aloimunizacao leucorreduzidas é de aproximadamente 18%.1718)

A causa imune mais comum na ocorréncia de RP é a producéo de
anticorpos dirigidos a antigenos HLA. A presenca de destes anticorpos podem ser devido
a sensibilizacbes anteriores ou por gestacoes, transfusdes, ou transplantes de 6rgaos
e tecidos. Anticorpos dirigidos a antigenos HPA também podem ser gerados em resposta
a transfusdo de plaguetas incompativeis. Esses antigenos parecem ser menos
imunogénicos que os antigenos HLA, com uma frequéncia muito menor de
aloimunizacéao (0-2%). Em individuos com anti-HLA, a frequéncia de anti-HPA aumenta
entre 9 e 25%.19

O mecanismo imunolégico que leva a aloimunizacdo para 0s
componentes sanguineos ainda ndo esta completamente esclarecido, mas sabe-se que
esta relacionado a composicao celular transfundida e ao estado imunolégico do paciente.
Em esséncia, dois mecanismos principais foram identificados como desencadeadores
da resposta imunoldgica. (1819

e Reconhecimento direto, no qual os linfécitos T auxiliadores do
paciente interagem diretamente com moléculas HLA Classe Il presentes nas células
apresentadoras de antigenos (APC — antigen presenting cells) do doador. As células
T auxiliadoras do paciente, apos interacdo com as APCs estimulam os linfécitos B do
paciente a produzir anticorpos contra estes antigenos. Portanto, para que ocorra este
mecanismo, um dos critérios mais relevantes € a presenca de células (ou seja,
leucdcitos) com moléculas HLA classe Il no componente transfundido.(?18:19)

e Reconhecimento indireto, no qual células transfundidas séo
fagocitadas e processadas pelas APCs do paciente, que por sua vez, irdo apresentar
estes antigenos para as suas préprias células T auxiliadoras, para entdo induzir a
producdo de anticorpos. Este mecanismo necessita da colaboracdo das APCs do
receptor, diferentemente do reconhecimento direto, quando a apresentagdo é feita

diretamente pelas células do doador.(18.19)



13

1.5 Investigacéo laboratorial

A avaliacdo laboratorial da refratariedade plaquetaria pode ser feita
por meio de testes soroldgicos e genotipagem. A maioria dos testes para detectar
anticorpos antiplaquetarios é demorada, exigente e ndo esta amplamente disponivel em
laboratérios de rotina.(120.21)

O teste ideal para anticorpos plaquetarios requer uso de varios
métodos. O teste de imunofluorescéncia plaquetaria (PIFT — platelet
immunofluorescence test) por citometria de fluxo (FC — flow cytometry) € altamente
sensivel, mas é incapaz de distinguir entre anticorpos HPA e HLA classe |. Apesar dessa
limitacdo, continua sendo amplamente utilizado como um ensaio de células integras,
capazes de detectar uma ampla especificidade de anticorpos e é especialmente util na
deteccdo de autoanticorpos e aloanticorpos.

Ensaios que usam GPs purificados ou capturados, como o
Imobilizacdo de antigenos plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais (MAIPA —
monoclonal antibody immobilization of platelet antigen), foram desenvolvidos para a
deteccdo e identificacdo de anticorpos HPA e HLA. O teste MAIPA, amplamente
utilizado, captura GPs especificas utilizando anticorpos monoclonais (MoAbs) e pode ser
usado para analisar misturas complexas de anticorpos plaquetarios em soros de
pacientes. O teste MAIPA requer conhecimento do operador para garantir a maxima
sensibilidade e especificidade e uma selecao de células conhecidas € fundamental para
a realizacdo do ensaio. O uso de MoAbs que competem com a ligacdo dos anticorpos
HPA do paciente,plaguetas heterozigotas para os antigenos HPA ou de doadores que
tém uma baixa expressao de antigenos especificos, por exemplo HPA-15, pode resultar
em falha na deteccdo de aloanticorpos clinicamente significativos. Além disso,
evidéncias recentes sugerem gque a conformacao da integrina é um fator importante na
sensibilidade do ensaio. Recentemente, foram desenvolvidos ensaios de capturade
antigeno monoclonal semelhantes ao MAIPA, que utilizam esferas individuais revestidas
com MoAbs especificos para GP utilizando o equipamento Luminex. Esses ensaios sé&o
altamente sensiveis e permitem a deteccdo simultdnea de anticorpos contra multiplos
antigenos HPAs e HLA.(10.20.21)
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1.5.1 Imunofluorescéncia Indireta plaquetaria

O PIFT foi inicialmente descrito por von dem Borne et al.?? Trata-se
de um teste que pode ser realizado para trés finalidades:

e Detectar anticorpos plaquetarios ligados a superficie das plaquetas
(teste direto);

e Detectar anticorpos plaquetarios presentes no soro dos pacientes
(teste indireto);

e Identificacdo de doadores de plaquetas compativeis (prova de
compatibilidade plaquetéria).

Nesta técnica, o anticorpo ligado é detectado utilizando um anticorpo
contra imunoglobulina humana com um marcador fluorescente, como isotiocianato de
fluoresceina (FITC — fluorescein isothiocyanate) ou R-ficoeritrina (PE — R-phycoerythrin)
(Figura 5).

No final do periodo de incubacao, as células séo transcorridas através
do feixe de laser do citbmetro de fluxo para identificar as diferentes populacdes de células
com base em sua morfologia/ granularidade e fluorescéncia. Normalmente, soros de
teste com valores medianos de fluorescéncia maiores que a média de +3 desvios padréo

(DP) dos controles negativos sé@o considerados positivos.(10:13.21)
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Fonte: Bub CB, Gongalez AC, Barjas-Castro
ML, Sousa LC, Monte SJ, Castro V. The use
of a potential novel tool in virtual
crossmatching for platelet transfusion in
platelet refractoriness. Vox Sang.
2016;110(1):70-8.41)

Figura 5. Esquema da técnica do teste de
imunofluorescéncia plaquetaria
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1.5.2 Imobilizacdo de antigenos plaquetéarios utilizando anticorpos monoclonais

O método MAIPA foi inicialmente descrito em 1987 por Kiefel.(?® Este
baseia-se na identificacdo de anticorpos plaquetarios através da fixacdo das GP
plaquetarias na microplaca de ensaio de imunoabsorgéo enzimética (ELISA) com MoAbs
especificos.*Y) O MAIPA provou ser uma ferramenta confiavel e Gtil na imunologia
plaguetaria. Apds a utilizacdo de antigenos plaquetarios mais importantes das GPs
plaquetéarias 1lb/llla, la/lla, Ib/1X, os anticorpos correspondentes podem ser facilmente
detectados com esta técnica.®

O teste “gold standard” para detectar e diferenciar anticorpos
plaguetéarios € o MAIPA. O ensaio foi a primeira técnica a permitir a ligacéo do anticorpo
ao antigeno em sua conformac¢do nativa e mostrou ser mais sensivel e com menos
resultados falso-positivos em compara¢do com a maioria das outras técnicas.

Assim, o MAIPA tem sido amplamente utilizado para o diagnéstico de
destruicdo de plaquetas mediada por imunidade. No entanto, a principal desvantagem
do MAIPA ¢é a exigéncia de MoAbs especificos para detec¢des de anticorpos humanos
e a necessidade de uma grande quantidade de plaquetas fen6tipo conhecido para seu
uso.?4

Em resumo, plaguetas com perfil antigénico conhecido sdo incubadas
com o soro teste e com MoAbs contra as GP a serem estudadas. Apés esta incubacao,
as plaquetas séo lisadas. Estes lisados sdo incubados em uma microplaca previamente
sensibilizada com MoAbs dirigidos ao complexo GP-anticorpo formado na etapa anterior.
Apods lavagem da microplaca, é feita uma nova incubagdo com uma imunoglobulina anti-
humano marcada com uma peroxidase. A revelacdo é feita apdés a adicdo de um
substrato cromogénico, sendo assim formando-se uma coloragdo alaranjada quando
houver a existéncia de anticorpos antiplaquetas (Figura 6). A leitura é realizada por

absorbancia em espectrofotdbmetro de microplaca (Figura 7).



16

A A A
| | /
R IO bAoA
~ B A
g - \J . g
Pagoets
R AATTE
Ao A
J 1 /
Extcoretmive (G A A
¢ 1 ¥ 4 Ao & 34 2
g R g . g
Moo
< ) > - 4
- > - >
=) m = % 4 4
e R - - > . . "
o A b
/~A~\ /'}y \o~

Fonte: Bub CB, Goncalez AC, Barjas-Castro ML, Sousa LC, Monte SJ, Castro V.
The use of a potential novel tool in virtual crossmatching for platelet transfusion in
platelet refractoriness. Vox Sang. 2016;110(1):70-8.(.D

Figura 6. Esquema da técnica da imobilizacdo de antigenos plaquetarios
utilizando anticorpos monoclonais
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Fonte: Bub CB, Gongalez AC, Barjas-Castro ML, Sousa LC, Monte SJ, Castro
V. The use of a potential novel tool in virtual crossmatching for platelet
transfusion in platelet refractoriness. Vox Sang. 2016;110(1):70-8.41

Figura 7. Esquema da técnica de leitura da imobilizacdo de antigenos
plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais
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1.5.3 Plataforma Luminex

A plataforma Luminex trouxe uma nova tecnologia que oferece os
beneficios do ELISA, mas também permite maior produtividade, maior flexibilidade,
volume de amostra reduzido e custo mais baixo e fluxo de trabalho semelhante. A
tecnologia Luminex xXMAP éuma plataforma de matriz de microesferas que permite
ensaios Unicos e miltiplos.?>26) O teste utiliza microesferas que apresentam em sua
superficie os antigenos HLA e HPA manufaturados. Estas microesferas sao incubadas
com osoro teste e apos a incubacdo o complexo é lavado e incubado novamente com
umanti anticorpo anti-humano marcado com uma fluorescéncia. A leitura é feita pelo
equipamento Luminex. Trata-se de uma plataforma de alto desempenho (analisa varias
especificidades de anticorpos ao mesmo tempo), porém, € uma tecnologia de alto custo

e nao tao acessivel para varios centros.11.25.26)

1.6 Objetivos

1. Validar a técnica de imunofluorescéncia plaquetaria;

2. Avaliar a eficiéncia de cada metodologia laboratorial empregada na
pesquisa e identificacdo de anticorpos antiplaguetas em pacientes com refratariedade
plaquetéaria imune;

3. Comparar a eficiéncia das metodologias imobilizacédo de antigenos
plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais, imunofluorescéncia plaquetaria e ensaio
de esferas Luminex entre si;

4. Definir uma estratégia através do uso das metodologias
(imobilizacdo de antigenos plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais,
imunofluorescéncia plaguetaria e ensaio de esferas Luminex para a abordagem dos

pacientes com suspeita clinica de refratariedade transfusional imune.
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2 METODOS

2.1 Casuistica

Neste estudo comparativo de metodologias para detecgéo de anticorpos
contra antigenos leucocitarios humanos (HLA) e antigenos plaquetarios humanos (HPA),

avaliamos uma casuistica de 100 pacientes.

2.1.1 Amostras de sangue de pacientes com refratariedade plaquetaria

Pacientes com suspeita clinica com RP e atendidos no Hospital
Israelita Albert Einstein no periodo de maio de 2014 a dezembro de 2020 e que
possuirem amostras de soro armazenadas na soroteca do Departamento de
Hemoterapia e Terapia Celular, serdo incluidas de forma retrospectiva e continua neste
estudo.

As amostras foram utilizadas para a validacao da técnica PIFT, que é

descrita conforme item 2.2 .4.

2.1.2 Informacg0es clinicas sobre os pacientes com refratariedade plaguetaria

Os dados clinicos dos pacientes cujo soro foi utilizado para a
validacao da técnica de PIFT, serdo consultados no banco de dados do Departamento
de Hemoterapia e Terapia Celular. Esse banco de informac¢des esta registrado no
sistema Progessa do Banco de Sangue. Os dados clinicos a serem utilizados envolvem:
sexo, idade, diagnostico e resultado laboratorial referente a pesquisa de anticorpo
plaquetéario referentes a metodologia de MAIPA. Tais dados, foram extraidos por um
funcionéario do banco de sangue e entregues de forma anonimizada ao pesquisador e
com as informacgdes em “bloco” dos pacientes. Com esses dados obtidos, os pacientes
foram classificados em grupos, de acordo com a etiologia da refratariedade conforme

descrito a sequir.
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2.1.3 Classificacéo etioldgica da refratariedade plaquetaria

O grupo com RP confirmada, considerando as caracteristicas clinicas
e resultados laboratoriais de cada paciente pode ser visualizado de acordo com a figura
8. AplOs essa andlise, cada paciente foi subclassificado quanto a etiologia de
refratariedade plaquetaria:

e Refratariedade plaquetaria imune - presenca de anticorpos HLA
e/lou HPA;

¢ Refratariedade plaquetaria ndo imune — presenga de uma ou mais
caracteristicas clinicas: esplenomegalia, febre, coagulacao intravascular disseminada,
uso de medicamentos;

» Refratariedade plaquetaria ndo imune - apresentando tanto causas

imunes e nao imunes.

Grupo
Refratarios

Subgrupo Nao Imune

Subgrupo Imune
+ Imune

Subgrupo Nao Imune

Y ) ) Y ) ) Y

Fresenca de
AnticorposfCausas Causas Mao Imunes
nao imunes

Presenca de
Anticorpos

I':igura 8. Apresentégéo esquematica da élaésificagéo etiol()gicé
dos pacientes com refratariedade plaquetaria

2.2 Validagéo da técnica de imunofluorescéncia plaquetaria

As amostras de soros foram examinadas para detecc¢éo de anticorpos
plaguetarios utilizando o método de FC - PIFT. Para padronizagdo interna do método,

foram analisados soros provenientes de 20 doadores de sangue do sexo masculino, sem
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historico prévio de transfusdes, estabelecendo-se um padréao de fluorescéncia negativa.
O teste foi conduzido utilizando plaquetas adquiridas de trés doadores do sexo
masculino, tipagem sanguinea do grupo O, sem histérico de transfusional. As plaquetas
foram lavadas, ressuspensas em PBS com acido etilenodiaminotetra-acético 0,1%
(EDTA) na concentracdo de 100.000 por mL. Foram incubadas 50uL da plagueta com
50uL do soro teste/controle por 30 minutos a 37°C. Controles negativos e positivos foram
incluidos em cada ensaio. Apos trés lavagens consecutivas, os testes foram incubados
por 30 minutos com anti-imunoglobulina G humana (AffiniPure Fab’ Fragment Goat Anti-
Human 1gG, Fc Fragment Specific — Jackson Immuno Research, Baltimore, EUA)
marcada com a fluorescéncia FITC diluido 80 vezes. As amostras foram adquiridas e
analisadas apés uma segunda lavagem em um citbmetro de fluxo. Para aquisicdo e
andlise de dados, foram considerados 10.000 eventos. O teste foi considerado positivo
se o gate obtido fosse maior ou igual a dois desvios-padrao acima do controle negativo

e inconclusivo se estivesse entre um e dois desvios-padréo acima do controle negativo.

2.2.1 Comparacdo dos resultados obtidos através da técnica de
imunofluorescéncia plaquetaria com os resultados prévios reportados por ensaio
de esferas Luminex e imobilizac&o de antigenos plaquetarios utilizando anticorpos

monoclonais

Os resultados obtidos com a técnica de pesquisa de anticorpos
plaguetarios do PIFT foram comparados com aqueles obtidos previamente pelos
métodos ensaio de esferas Luminex e MAIPA.

Neste estudo, a técnica do MAIPA foi adotada como a técnica de
referéncia. Com base nessa escolha, foram calculados sensibilidade, especificidade,

valor preditivo positivo, valor preditivo negativo.

2.2.2 Deteccao de anticorpos plaquetarios por imobilizacdo de antigenos

plaquetérios utilizando anticorpos monoclonais

O teste MAIPA foi realizado de acordo com os procedimentos

descritos por previamente por Kiefel et al.?”) Resumidamente, 30uL da suspenséo da
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plagueta (1.000.000 por pL) foi incubado com 40puL do soro do paciente e com 10uL do
anticorpo monoclonal contra a GP. Apés 3 lavagens com Dulbecco’s phosphate buffered
saline (D-PBS) (Life Technologies, Suica) foi incubado adicionado um tampé&o para a
solubilizagdo do imuno complexo formado e incubado a 4°C overnight. Apds a incubacéo
o imuno complexo foi colocado em uma microplaca contendo Goat Anti-Mouse IgG.
Anticorpos humanos ligada as Gp séo detectadas através de uma reacao de ELISA pela
atividade da horseradish peroxidase (HRP) e O-Phenylenediamine (OPD). Todos os
testes possuiam controles positivos e negativos. O cutoff dos valores positivos foi
definido pela média de 10 amostras controles negativos + 3DP (>0.2).

Os MoAbs contra CD41 (GPIIb, Clone P2, Beckman Coulter, Indiana,
United States), CD42a (GPIX, clone SZ1, Beckman Coulter, Atlanta, USA), CD49b
(GPlla, Clone Gi9, Beckman Coulter, Atlanta, USA), CD109 (Clone TEA 2/16, Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA), Beta2 microglobulina (MHC-I,
clone B1G6, Beckman Coulter, Atlanta, USA) foram utilizados para captura dos
antigenos. Anticorpos Goat Anti-Mouse IgG, Fcy (Jackson ImmunoResearch®, West
Grove, PA, USA) e Peroxidase AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Human IgG (H+L)
(Jackson ImmunoResearch®, West Grove, PA, USA) foram utilizados para fixacdo e
revelacao, apéndice 1.

Plaquetas de doadores de plaguetas por aférese com fendtipo
conhecido para HPA e HLA foram isoladas por diferentes centrifugacdes e armazenadas

a 4°C por até 4 meses.

2.2.3 Deteccao de anticorpos por imunofluorescéncia plaquetaria

O teste PIFT foi realizado de acordo com o procedimento descrito por
von dem Borne.??2 Resumidamente, uma suspenséo de plaguetas (100.000 por pL) foi
incubada com o soro do paciente a 37°C por 30 minutos. Apos trés lavagens contendo
PBS-0,1%EDTA-0,22%BSA, anti-lgG Humano marcado com FITC, foi incubada na
reacdo em temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo da luz. Apos 2 lavagens com
PBS/0,15%EDTA/0,22%BSA, as plaguetas foram ressuspensas e analisadas no
citometro de fluxo (Navios EX, Beckman Coulter, Indianapolis, United States). Para
aquisicao e analise, 10.000 eventos foram adquiridos de acordo com as caracteristicas

de forward and sideways light. Para a analise, um gréafico de intensidade de fluorescéncia
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foi plotado conforme figura 9.

Anticorpo monoclonal contra IgG humano [F(ab’)2-Goat anti-Human
IgG Fc Secondary Antibody, FITC (Life Technologies, Suica)] apéndice 1. O cutoff dos
valores positivos foi definido pela média de fluorescéncia de 10 amostras controles
negativos +3DP (6,98%).

Plaquetas de doadores de plaguetas por aférese com fendtipo
conhecido para HPA e HLA foram isoladas por diferentes centrifugacdes e armazenadas
a 4°C por até 3 dias.

S5 INT LOG

[Pageet] FLINT LOG

Figura 9. Deteccdo de aloanticorpos por teste de
imunofluorescéncia plaquetéria

2.2.4 Deteccdao de anticorpos por ensaio de esferas Luminex

O teste de deteccdao e identificacéo para anticorpos anti-HLA classe |
e anti-HPA (HPA-l1a, HPA-1b, HPA-2a, HPA-2b, HPA-3a, HPA-3b, HPA-4a, HPA-4b,
HPA-5a, HPA-5b e GPIV) foram realizados pelo kit Pak-Lx Assay (Immucor, Norcross,
GA, United States). O teste foi realizado de acordo com o procedimento informado pelo

fabricante. Ap0s a reacdo, a intensidade meédia de fluorescéncia (MFI — average
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fluorescence intensity) de cada bead presente no teste foi mensurada em um
equipamento Luminex 200 (Luminex, Austin, Texas, United States) apéndice 1. Para
aquisicdo e andlise, 60 eventos de cada bead utilizada na reacdo foi analisada e
interpretado pelo programa MATCH IT! Platelet Antibody Software (Immucor, Norcross,
GA, United States).

2.2.5 Deteccdao de anticorpos antigeno leucocitario humano classe-l

O teste de deteccao de anticorpo anti-HLA classe | foram realizados
pelo kit Lifecodes LifeScreen Deluxe (DLX) (Immucor, Norcross, GA, United States). O
teste foi realizado de acordo com o procedimento informado pelo fabricante. Apés a
reacao, a MFI de cada bead presente no teste foi mensurada num equipamento Luminex
200 (Luminex, Austin, Texas, United States). Para aquisicdo e analise 60 eventos de
cada bead utilizada na reagéo foi analisada e interpretada pelo programa MATCH IT!

Antibody Software (Immucor, Norcross, GA, United States).

2.3 Aspectos éticos

O estudo nédo realizou qualquer intervencdo (coleta, entrevista,
tratamento).

O banco de dados foi fornecido pelo funcionario do banco de sangue
(n&o participante dessa pesquisa), que entregou de forma anonimizada ao pesquisador.

Durante todo o transcorrer do estudo, incluindo sua divulgacéo, a
preservacao da privacidade e identidade dos sujeitos de pesquisa foi uma prioridade.

Dessa forma, a isencédo da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Israelita Albert Einstein (CAAE: 50997721.0.0000.0071, SGPP: 4623-21), anexo 1.

2.4 Andlise estatistica

A avaliagcdo dos métodos com relacdo aos padrdes foi feita por

medidas diagnosticas de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
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preditivo negativo, prevaléncia e proporcao de concordancia. As medidas foram todas
acompanhadas em intervalos de 95% de confianca. As metodologias foram comparadas
quanto a concordancia em relacdo ao método padrao por meio do teste para proporcao

pareada de McNemar.
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3 RESULTADOS

Ao todo foram analisados 100 soros de pacientes com suspeita de
aloimunizagédo plaquetaria, sendo utilizadas as metodologias de ensaio de esferas

Luminex, LifeScreen Deluxe, PIFT e MAIPA em todas as amostras do estudo.

3.1 Caracteristicas gerais da populacao

As caracteristicas gerais da populacdo de estudo estdo descritas na
tabela 7.

Tabela 7. Caracteristicas gerais da populagdo de estudo

Caracteristicas N
Género, n (%)
Masculino 71(71)
Feminino 29 (29)
Idade
Média 51 anos
Mediana 47 (1 -91) anos
Classificacéo, n (%)
Refratariedade 82
Trombocitopenia 17
Purpura 1
Diagnéstico, n (%)
Hematoldgica 63
N&o hematologica 37

Na populagéo estudada, o género masculino foi 29 amostras e no
género feminino 71 amostras. A média de idade foi 51 anos com variacéo entre 1 — 91
anos (mediana de 47 anos). Foram observadas 82 amostras para refratariedade
plaquetéaria, 17 amostras em trombocitopenia aloimune neonatal e 1 caso para purpura
pos-transfusional. Em relagcdo ao diagnoéstico, 63 amostras eram de pacientes
hematoldgicos e 37 amostras para pacientes ndo hematoldgicos.

Nas 100 amostras estudas, foram encontradas 0s seguintes
anticorpos: anti-HLA (28 — 24,78%), anti-HPAla (13 — 11,5%), anti-HPA1b (2 — 1,77%),
anti-HPA2b (3 — 2,65%), anti-HPA3a (1 — 0,88%), anti-HPA3b (1 — 0,88%), anti-HPA5a
(1 — 0,88%), anti-HPA5b (5 — 4,42%), anti-lIbllla (1 — 0,88%), anti-lalla (1 — 0,88%) e
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negativo para anticorpos antiplaquetas (55 — 48,67%). N&o foram encontradas
especificidades dirigidas aos antigenos HPA-2a, HPA-4a, HPA-4b, HPA-15a, HPA-15b

e glicoproteina IV.

3.2 Andlises considerando imobilizacdo de antigenos plaquetéarios utilizando

anticorpos monoclonais como referéncia para antigenos Plaquetario Humano

Considerando Ensaio de esferas Luminex (Pak-Lx) em relacdo a MAIPA
como padrédo (Tabela 8), observou-se uma sensibilidade estimada de 91%,
especificidade estimada em 96%, valor preditivo positivo de 95% e preditivo negativo de

93%. A concordancia estimada foi 94%.

Tabela 8. Comparacdo dos resultados obtidos pelas metodologias de ensaio de esferas Luminex em
relacdo a imobilizacdo de antigenos plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais

MAIPA
Ensaio Positivo Negativo Total
n (%) n (%)
Pak-Lx
Positivo 40 (40) 2(2) 42
Negativo 4 (4) 54 (54) 58
Total 44 56 100

MAIPA: imobilizacdo de antigenos plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais; Pak-Lx: ensaio de
esferas Luminex.

Considerando PIFT em relacdo a MAIPA como padrdo (Tabela 9),
observou-se uma sensibilidade estimada de 95%, especificidade estimada em 82%,
valor preditivo positivo de 81% e preditivo negativo de 96%. A concordancia estimada foi
88%.

Tabela 9. Comparacao dos resultados obtidos pelas metodologias de imunofluorescéncia plaquetaria em
relacdo a imobilizacdo de antigenos plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais

MAIPA
Ensaio Positivo Negativo Total
n (%) n (%)
PIFT
Positivo 42 (42) 10 (10) 52
Negativo 2(2) 46 (46) 48
Total 44 56 100

MAIPA: imobilizacdo de antigenos plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais; PIFT:
imunofluorescéncia plaquetaria.



27

A comparacdo dos métodos Pak-Lx e PIFT quanto a concordancia em
relacdo a MAIPA foi feita por teste de McNemar (Tabela 10), sendo o valor-p obtido de
0,114, ou seja, ndo ha evidéncias de diferencas entre os métodos quanto a concordancia
com MAIPA.

Tabela 10. Medidas diagndsticas calculadas para imunofluorescéncia plaquetaria e
Ensaio de esferas Luminex em relacdo a imobilizacdo de antigenos plaquetarios
utilizando anticorpos monoclonais

Medida %P/Ezll((:) %P/I ZI:)

Prevaléncia 44 (34; 54) 44 (34; 54)
Sensibilidade 91 (78; 97) 95 (85; 99)
Especificidade 96 (88; 1.00) 82 (70; 91)
Valor preditivo positivo 95 (84; 99) 81 (67; 90)
Valor preditivo negativo 93 (83; 98) 96 (86; 99)
Proporgao de concordancia® 94 (87; 98) 88 (80; 94)

Dados descritos em: estimativa (intervalo de confianca — IC de 95%). 8Concordancia
entre Pak-Lx versus PIFT com valor-p=0,114. Pak-Lx: ensaio de esferas Luminex.
PIFT: imunofluorescéncia plaquetaria.

3.3 Andlise considerando LifeScreen Deluxe como referéncia para antigenos

leucocitario humano

Considerando Pak-Lx em relacdo a DLX como padrdo (Tabela 11),
observou-se uma sensibilidade estimada de 72%, especificidade estimada em 77%,
valor preditivo positivo de 67% e preditivo negativo de 81%. A concordancia estimada foi
75%.

Tabela 11. Comparacdo entre metodologias ensaio de esferas
Luminex em relacéo a LifeScreen Deluxe

DLX
— - Total
Positivo Negativo
Pak-Lx
Positivo 28 14 42
Negativo 11 47 58
Total 39 61 100

Pak-Lx: ensaio de esferas Luminex; DLX: LifeScreen Deluxe.

Considerando PIFT em relacdo a DLX como padrdo (Tabela 12),
observou-se uma sensibilidade estimada de 92%, especificidade estimada em 74%,
valor preditivo positivo de 69% e preditivo negativo de 94%. A concordancia estimada foi
81%.
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Tabela 12. Comparacdo entre metodologias imunofluorescéncia
plaguetaria em relacdo a LifeScreen Deluxe

DLX
— : Total
Positivo Negativo
PIFT
Positivo 36 16 52
Negativo 3 45 48
Total 39 61 100

PIFT: imunofluorescéncia plaquetaria. DLX: LifeScreen Deluxe.

A sensibilidade e especificidade de MAIPA em relacdo a DLX (Tabela
13), foram de 77%, valor preditivo positivo de 68% e valor preditivo negativo de 84%. A

concordancia estimada foi de 77%.

Tabela 13. Comparacdo entre metodologias Imobilizacdo de
antigenos plaquetarios utilizando anticorpos monoclonais em
relacdo a LifeScreen Deluxe

DLX
" - Total
Positivo Negativo
MAIPA
Positivo 30 14 44
Negativo 9 a7 56
Total 39 61 100

MAIPA: imobilizagdo de antigenos plaquetarios utilizando
anticorpos monoclonais; DLX: LifeScreen Deluxe.

A comparacdo dos métodos Pak-Lx, PIFT e MAIPA (Tabela 14)
guanto a concordancia em relacéo a DLX foi feita por testes de McNemar, para os quais
observou-se valores p 0,114 (Pak x PIFT), 0,683 (Pak x MAIPA) e 0,387 (PIFT x MAIPA),
ou seja, ndo ha evidéncias de diferencas entre os métodos quanto a concordancia com
DLX.

Tabela 14. Medidas diagnosticas calculadas para imunofluorescéncia plaquetaria em relagdo ao
LifeScreen Deluxe

Medidas Pak PIFT MAIPA
%/ (I1C) %/ (1C) % /(IC)
Prevaléncia 39 (29; 49) 39 (29; 49) 39 (29; 49)
Sensibilidade 72 (55; 85) 92 (79; 98) 77 (61; 89)
Especificidade 77 (65; 87) 74 (61; 84) 77 (65; 87)
Valor preditivo positivo 67 (50; 80) 69 (55; 81) 68 (52; 81)
Valor preditivo negativo 81 (69; 90) 94 (83; 99) 84 (72; 92)
Taxa de concordancias® 75 (65; 83) 81 (72; 88) 77 (68; 85)

88Concordancia entre Pak-Lx versus PIFT valor-p=0,114; Pak-Lx versus MAIPA valor-p=0,683, e PIFT
versus MAIPA valor-p=0,387. Dados descritos: estimativa (IC 95%). Pak-Lx: ensaio de esferas Luminex.
PIFT: imunofluorescéncia plaquetaria. MAIPA: imobilizacdo de antigenos plaquetérios utilizando
anticorpos monoclonais.
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4 DISCUSSAO

A anadlise comparativa das metodologias Pak-Lx, PIFT e MAIPA em
relacdo ao padrao-ouro, seja ele MAIPA ou LifeScreen Deluxe, mostra esclarecimentos
importantes sobre o desempenho dessas técnicas na deteccdo de anticorpos contra
antigenos leucocitarios humanos e antigenos plaquetarios humanos envolvidos em
refratariedade plaquetaria, purpura pds transfusional e trombocitopenia aloimune
neonatal.

Avancos ocorreram nas ultimas décadas na detecgcédo de anticorpos
plaguetarios. Com o surgimento de anticorpos anti-lgG Humano marcados, MoAb
direcionadas a GPs especificas e GPs recombinantes contribuiram para na pesquisa
sorologia plaquetéaria.(@®

Atualmente, laboratérios de referéncia plaquetaria ao redor do mundo
utilizam um ou mais métodos para a identificacdo de anticorpos plaquetarios. A maioria
utiliza o MAIPA combinado com ELISA modificado ou em conjunto com ensaios
comerciais baseado no Luminex. Comparagcdo entre 0S ensaios comerciais versus
MAIPA apontam 6% de resultados falso-negativo no Pak-Lx e 4,1% de resultados falso-
positivo.(28-30)

O MAIPA é considerado “padrao ouro” para a detecgcéo de anticorpos
HPA.GD O MAIPA é uma técnica trabalhosa e a maioria dos reagentes sdo produzidos
in-house.®? Para a realizacdo do MAIPA, o laboratério necessita utilizar plaquetas com
antigenos HPAs conhecidos. Contudo, nem todos os laboratérios possuem infraestrutura
para determinar através de genotipagem ou fenotipagem, alelos HPA para compor um
painel. A escolha dos MoAbs utilizados nas sensibilizacbes das GPs é de extrema
importancia, pois existem iniUmeros clones conhecidos para as GP analisadas. A escolha
de clones inadequados pode interferir na sensibilidade e especificidade da técnica.
Assim, tanto a padronizacado correta da técnica e a frequéncia da realizagéo dos testes,
influenciam no resultado final do ensaio.®3)

Ao avaliar o ensaio Pak-Lx em comparacdo com o padrdo-ouro
MAIPA, foi observada uma sensibilidade estimada de 91%, especificidade de 96%, valor
preditivo positivo de 95% e valor preditivo negativo de 93%. Esses resultados indicam
uma concordancia estimada de 94%, sugerindo uma boa correlacdo entre as duas

técnicas.
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Por outro lado, a comparacdo entre PIFT e MAIPA revelou uma
sensibilidade estimada de 95%, especificidade de 82%, valor preditivo positivo de 81%
e valor preditivo negativo de 96%, resultando em uma concordancia estimada de 88%.
Essa andlise destaca uma tendéncia de maior sensibilidade, mas menor especificidade
em comparacao com o Pak-Lx.

Os ensaios baseados em microesferas foram validados e
demonstraram excelente desempenho na detecgdo de anticorpos e identificacdo das
especificidades relacionadas ao sistema HPA.G03334 (O estudo revelou que a
metodologia com microesferas alcancou uma concordancia de 94% em comparacao com
a metodologia MAIPA, com sensibilidade de 91% e especificidade de 96%. Importante
notar que todos os casos discordantes foram atribuidos a anticorpos anti-HLA.

Quanto ao ensaio PIFT na deteccdo de anticorpos plaquetarios,
comumente encontrado na refratariedade transfusional, obteve uma concordancia de
88% para anticorpos anti-HPA, com sensibilidade de 95% e especificidade de 82%. Para
a deteccéo de anticorpos anti-HLA, a concordancia foi de 81%, com sensibilidade de
92% e especificidade de 74%.

A analise estatistica revela que ndo ha evidéncias significativas de
diferencas entre os métodos Pak-Lx e PIFT quanto a concordancia com a MAIPA. Esses
resultados ressaltam a importancia de escolher a técnica mais apropriada com base nas
caracteristicas especificas da populacao.

Trés amostras apresentaram resultados discrepantes entre as
metodologias utilizadas. Um dos pacientes foi diagnosticado com leucemia mieloide
aguda, outro com leucemia linfoide cronica, e ambos receberam imunoglobulina dias
antes da realizacdo do teste. Enquanto isso, a terceira amostra foi diagnosticada com
infeccdo por COVID-19. Esses diferentes contextos clinicos podem ter influenciado nos
resultados obtidos.

A comparagdo entre Pak-Lx e DLX mostra uma sensibilidade
estimada de 72%, especificidade de 77%, valor preditivo positivo de 67% e valor preditivo
negativo de 81%, resultando em uma concordancia estimada de 75%. No caso de PIFT
em relacdo a DLX, os resultados indicam uma sensibilidade estimada de 92%,
especificidade de 74%, valor preditivo positivo de 69% e valor preditivo negativo de 94%,
com uma concordancia estimada de 81%.

Devido a alta variabilidade genética presente no sistema HLA, a

tecnologia Luminex é extensivamente empregada na pesquisa de anticorpos anti-HLA
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nos laboratérios de histocompatibilidade.®> Apesar de ser considerada uma referéncia
no sistema HLA, a tecnologia Luminex tem um custo elevado, o que nem sempre a torna
acessivel a todos os laboratorios. Buscar alternativas mais econémicas, acessiveis,
automatizadas, e de execucao simplificada oferece vantagens no tratamento do
paciente.6)

O estudo indica que ndo ha evidéncias de diferenca entre as
concordancias dos ensaios Pak-Lx e PIFT, ao comparar as metodologias com MAIPA e
DLX para a detecgdo de anticorpos anti-HPA e HLA, respectivamente. Os ensaios
baseados em microesferas mostraram-se menos trabalhosos que o MAIPA, destacando-
se pela capacidade de analisar simultaneamente os antigenos HPA e HLA. No entanto,
sua limitagc&o inclui a auséncia de andlise do HPA-15. Todavia, ndo ha um Unico método
capaz de detectar todos os anticorpos relevantes, sendo essencial que cada laboratério
realize padronizacBes adequadas e utilize métodos complementares, dependendo da

situacdo clinica do paciente.
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5 CONCLUSOES

1. A estratégia proposta foi validada como uma técnica rapida e
sensivel para a deteccdo de anticorpos plaquetarios em pacientes com suspeitas dessa
condicdo, sem evidenciar diferencas significativas entre as técnicas utilizadas. Isso
sugere que a abordagem proposta pode ser uma alternativa viavel, oferecendo eficacia
comparavel a técnica estabelecida, mas potencialmente com vantagens em termos de
rapidez e sensibilidade;

2. Os resultados sugerem que as metodologias avaliadas sao
robustas e oferecem opcdes vidveis para a deteccdo de anticorpos plaquetarios, com
implicacBes préaticas na escolha da técnica mais apropriada para as necessidades
clinicas e laboratoriais especificas;

3. A escolha da melhor estratégia para a detec¢cdo de anticorpos
contra antigenos leucocitarios humanos e antigenos plaguetarios humanos depende de
varios fatores como sensibilidade, especificidade, custo e complexidade da técnica.
Decidimos utilizar a imunofluorescéncia plaquetéria para o diagndstico. No caso de um
resultado inconclusivo utilizaremos a imobilizagdo de antigenos plaquetérios utilizando

anticorpos monoclonais para confirmacao.
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6 ANEXO

Anexo 1. Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

@ ALBERT EINSTEIN
ciine criaiia HOSPITAL ISRAELITA ALBERT o PlataPorma
EINSTEIN-SP %M

Contruacko do Parecer: 5052.453

O uso repetido de plaguetas alogénicas resulta frequentemente, no aparecimento de anticorpos
direcionados aos antigenos presente em plaguetas tanto para HPA efou HLA nos pacientes poli
transfundidos. O manejo de pacientes refratarios a transfusdo ainda & motivo de estudos devidoe a
dificuldade de se compreender e classificar as RP, podendo comprometer a evolugdo e o proprio tratamento
do paciente, além do aumento dos custos hospitalares. A comparago entre as metodologias empregadas
na identificacdo de anticorpos antiplaguetas nos pacientes com suspeita de RP, permite identificar qual
metodologia serd a mais adequada na identificagSo da RP. Uma vez identificada as causas da RP, sera
possivel selecionar unidades genotipo-compativeis para os pacientes com RP. Permitindo assim reduzir os
custos hospitalares e os indices de morbidades relacionada a transfusdo

Metodologia Proposta:

4.1 Casuistica 4.1.1 Amostras de sangue de pacientes com Refratariedade plaguetaria Pacientes com
suspeita clinica com RP e atendidos no Hospital lsraglita Albert Einstein no periodo de maio de 2014 a
dezembro de 2020 e que possuirem amostras de soro armazenadas na soroteca do Departamento de
Hemoterapia & Terapia Celular, serdo incluidas de forma retrospectiva & continua neste estudo. As amostras
serdo utiizadas para a validagdo técnica PIFT, gue & descrita conforme item 4.2.1. 4.1.2 Informagdes
clinicas sobre os pacientes com Refratariedade plaquetaria Os dados clinicos dos pacientes, cujo soro for
utilizado para a validagio da técnica de PIFT serdo consultades no banco de dados do Departamento de
Hemoterapia e Terapia Celular. Esse banco de informag&es esta registrado no sistema Progesa do Banco
de Sangue. Os dados dinicos a serem utilizados envalvemn: Sexo, idade, Diagnostico e resultado laboratorial
referente a pesquisa de anticorpo plaguetario (resultados referentes a metodologia de MAIPA & PaklLx). Tais
dados, serdo extraidos por um funcionario do banco de sangue e entregues de forma anonimizada ac
pesguisador e cm informagdes em “bloco” dos pacientes. Com esses dados obtidos, os pacientes sero
classificados em grupos, de acordo com a eticlogia da refratariedade conforme descrito a seguir. 4.1.3
Clazsificag@o etiologica da Refratariedade plaquetaria O grupo com RP confirmada sera analisado,
considerando as caracteristicas clinicas e resultades laboratoriais de cada paciente. Apos essa andlise,
cada pacients sera subclassificado quanto a eficlogia de RP: » RP imune - RPI (com presencga de anticorpos
HLA efou HPA), = RP ndo imune — RPNI (presenga de uma ou mais caracteristicas clinicas: esplenomegalia,
febre, CIVD, uso de medicamentos) » RF apresentando

Enderego: Av. Albert Einsteln 627 - 285

Balrmo: Morwmbl CEP: [p5.552-000
UF: 5P Municiple: SAC PALULD
Telefona: [11)2151-3723 Fax: {112151-0273 E-mall: cepi@ensiein.br

Pigirs & da 08



@ ALRERT IIIF."IE-TFIH
fimo el HOSPITAL ISRAELITA ALBERT % Plobaforme
EINSTEIN-SP %‘-’“"

Contruagio do Parecer: 5.052.453

tanto causas imunes e ndo imunes — RPI + NI (presenga anticorpos HLA/HPA e causas ndo imunes de RP).
4.2 Métodos 4.2.1 Validago da técnica de PIFT As amostras de soros serdo analisadas para a presenga de
anficorpos plaguetarios utilizando o método de citometria de fluxo (FC-PIFT). Esse método sera submetido a
uma padronizacio interna: soros obtidos a partir de 20 doadores de sangue do género masculino & sem
hiztoria anterior de transfusdes. Serfo analisados & um padrio de fluorescéncia curva negativa sera
definido. O teste sera realizado com plaguetas obtidas de 3 doadores do género masculino e do grupo
sanguineo O, sem histdria de sensibilizagio prévia, lavadas, resuspensas em solugio salina tamponada
com acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) a 0,1% {concentragdo final de 100.000 plaguetas/mL) e, em
seqguida, incubadas com soro de paciente (S50 ul) durante 30 minutos a 37°C. Os controles negativos e
positivos serdo adicionados a cada teste. Apos trés lavagens consecutivas, soro e plaguetas serdo
incubadas durante 30 minutes com anti-imunoglobuling G humana (AffiniPure F ab® Fragment Goat Anti-
Human I1gG, Foc Fragment Specific - Jackson Immuno Research — Baltimore, USA) marcada com o
fluorocroma FITC diluido 80 vezes. As amostras serfo analisadas depois de uma segunda lavagem com
tamp&o em citdmetro de fluxe. Para a aquisicio e andlise de dados, serdo obtidos 10.000 eventos. O teste
sera considerado positivo s2 o gate obtido for maior ou igual & dois desvios padrao (DP) acima do controle
negativo e inconclusivo se gate estiver entre um e dois OF acima do controle gate negative. 4.2.2
Comparagio dos resultados obtidos através da ténica de PIFT com os resultados prévios reportados por
Pak-Lx & MAaIPA. Os resultados obtidos com a téenica de pesquizsa de anticorpos plaguetérios do PIFT srdo
comparades com agueles obtidos previamente pelos métodos Pak-Lx & MAIPA. Iremos considerar a téncia
do MAIPA como técnica de referéncia. Considereando isso, serdo calculados sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo, valor preditivo negativo. Par fim, baseado nos resultados obtidos sera proposto um
proptocolo laboratorial de investigacdo para RP.

Objetivo da Pesquisa:
Cibjetivo Primario:

O objetivo geral deste estudo & avaliar a técnica de PIFT e avaliar metodologias MAIPA, PIFT e Pak-Lx
utilizadas na detecgio de anficorpos antiplaguetas.

Chjetivo Secundario:
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Caracterizar clinicamente os pacientes com RP imune (Sexo, idade, HD, n® de fransfusac). Validar a tecnica
de PIFT. Avaliar a eficiéncia de cada metodologia empregada na pesguisa e identificagdo de anticorpos
antiplaguetas em pacientes com RP imune. Comparar a eficiéncia das metodologias MAIPA, PIFT e Pak-Lx
entre si. Definir uma estratégia atraves do uso das metodologias (MAIPA, PIFT e Pak-Lx) para a abordagem
dos pacientes com suspeita clinica de refratariedade transfusional inmune.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

0 estudo proposto apresenta fscos minimos, devido a natureza observacional & ndo intervencionista do
mesmo. Os rizcos inerentes a perda de confidencialidade dos dados s8o0 assegurados pelos pesquisadores
que garants o sigilo na analise destes,

Beneficios:
M&o havera beneficio direto aos participantes de pesquisa, porém através da analise comparativa dos testes

de pesguisa de anficorpos plaguetarios havera a possibilidade de delinear uma estratégia laboratorial mais
eficiente ao diagnéstico e conducio dos pacientes com refratariedade plaguetaria.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Desenho:

Facientes com suspeita clinica com RP e atendidos no Hospital lsraelita Albert Einstein no periodo de maio
de 2014 a dezembro de 2020 e gue possuirem amostras de soro armazenadas na soroteca do
Departamento de Hemoterapia e Terapia Celular, ser@o incluidas de forma retrospectiva e continua neste
estudo.

Metodologia de Andlise de Dados: Andlise estatistica comparativa

Desfecho Primério: Comparacdo entre as metodologias MAIFA, PIFT & Pak-Lx
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Tamanho da Amostra no Brasil: 100

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
vide: Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes.

Recomendagies:
vide: Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:
Resposta a0 parecer 4 960,738 de 09 de Setembro de 2021

1) PEMDEMCIA: Considerande a Lei Geral de Protegfio de Dados Pessoais (Lei n® 13.709/2018), que
regula as atividades de tratamento de dados pessoais, e o direito & privacidade, sigilo & confidencialidade do
participante de pesguisa ( Resclugio CHS n® 466 de 2012, itens 1112, & IV.3.e), & considerande que a
consulta ao prontuario trata de acesso a informagdes sensivels dos participantes, assim, solicita-se que seja
incluida a anuéncia destes para acesso a essas informagdes através da aplicagdoe do Termo de
Consentimento Livre e esclarecido, efou justificado a solicitagio de dispensa com as justificativas
pertinentes com base na legislagdo vigente.

RESPOSTA: Os pesquisadores esclareceram de forma melhorada, @ maneira que e dard 0 acesso e uso
das informagses, por se tratarem de dados sensiveis, os pesquisadores garantem o sigilo das informagoes
analizadas. Este estudo tem um desenho cheervacional e utilizara dados contides no banco de dados do
Departamento de Hemoterapia referente somente acs pacientes deste projeto. O estudo ndo realizara
qualquer intervengdo (coleta, entrevista, tratamento).

O banco de dados sera formecido pelo funcionario do banco de sangue (ndo participante dessa pesguisa),
gue entregara de forma anonimizada ao pesquisador.

Durante todo o estudo, incluindo durante sua divulgagdo, a privacidade e identidade dos sujeitos de
pesquisa serdo preservadas. Por estes motivos, solicitamos ao comité de &tica e pesguisa, a dispensa da
aasinatura do TCLE. Os dados laboratoriais serdo registrados em planilhas Excel, em gue a identidade dos
pacientes sard codificada e sua andlise sera realizada em bloco, sem a individualizagdo dos dados.
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AMALISE: PENDENCLA ATEMDIDA

2) PEMDENCIA A Resolugdo CNS N® 486 de 2012, no item 111.1.b, define que “A eticidade da pesquisa
implica em {_..) ponderagdo enfre riscos e beneficios, tanto conhecidos como potenciais, individuais ou
coletives, comprometendo-ge com o maximo de beneficics & o minimo de danos e riscos™. Além do mais, o
item %3 b afirma que “0 Termo de Consentimento Livre e Esdarecido devera conter, obrigatoriamente: {...)
explicitac8o dos possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participacdo na pesquisa, além dos
beneficios esperados dessa participag#o e apresentacio das providéncias e cautelas a serem empregadas
para evitar efou reduzir efeitos e condigdes adversas que possam causar dano, considerando caracteristicas
e contexto do paricipante da pesquisa®. Desta forma, solicita-s2 que sejam revistos os itens Riscos e
Beneficios no projeto & formulario da Plataforma Brasil.

RESPOSTA: Os pesquisadores adequaram, tanto no projeto, quanto na plataforma a cometa desericSo dos
rscos e beneficios desse projeto.

Riscos:

0 estudo proposto apresenta riscos minimos, devido a natureza observacional e ndo intervencionista do
meamo. Os riscos inerentes a perda de confidencialidade dos dados sio assegurados pelos pesquisadores
gue garante o sigilo na andlize destes.

Beneficios:

M&o havera beneficio direto aos parficipantes de pesquisa, porém através da andlise comparativa dos testes
de pesquisa de anticorpos plaguetarios havera a possibilidade de delinear uma estratégia laboratorial mais
eficiente ao diagndstico e condug&o dos pacientes com refratariedade plaquetaria.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

3) PEMDEMCIA: A metodologia do protocolo deve ser apresentada de forma clara, detalhada e
ordenada, em especial oz procedimentos que afetam os participantes da pesquisa. Desta forma, solicita-se
que seja revisado o texto incluido no Formulario da Plataforma Brasil. (Morma Operacional CHS n® 001 de

2013, item 3.4.1.58; Resolugdo CNS n® 466 de 2012, item 1Il.2.e).

RESPOSTA: & metodologia foi reescrita e adequada para a melhor compreens&o tanto no projeto
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quanto na plataforma.  As adequagbes foram sinalizadas ao longo do projeto atraves do grifado em amarelo.

AMALISE: PEMDEMNCIA ATEMDIDA

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein, de acordo com a
Resolugio CHS n® 466 de 2012 & Nomna Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovagio
do projeto de pesquisa proposto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquive Postagem Autor Situagdo
InformagSes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO P 1102021 Aceito
do Projeto ROJETO 1795513 pdf O7-51:00
Outros: Carta.pdf 1102021 | Thiago Henrigque Aceito
075040 Costa

Outros: Carta.docx 1102021 | Thiago Henrigue Aceito
075024 Costa

Projeto Detalhado /| Projeto.docx 1102021 | Thiago Henrigque Aceito

Brochura 074922 Costa

Investigador

Projeto Detalhado ! | Projeto_pdf 1102021 | Thiago Henrigue Aceito

Brochura O7:-49:05 Costa

Investigador

TCLE / Temos de Isencac_TCLE_revisado.docx 1102021 | Thiago Henrigque Aceito

Assentimento f 074420 Costa

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Temos de Isencac_TCLE_revisado pdf 1102021 | Thiago Henrigue Aceito

Assentimento f 074406 Costa

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_pdf 050E2021 | Thiago Henrigue Acsito
15:365:24 Costa

Solicitag 3o Assinada| Responsabilidade. pdf 2000772021 | Thiago Henrigque Aceito

pelo Pesquisador 03111 Costa

Responsavel
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Dedarﬁgﬁo de gestor_pdf 200072021 | Thiago Henrigue Aceito
concordancia 08:21:13 | Costa
Declaracio de compromisso. pdf 2000772021 | Thiago Henrigue Aceito
Manussio Matedal 082057 Costa
Bioldgico §
Biorepositorio
Biobanco
Declaracao de compromisso.doc 2000772021 | Thiago Henrigue Acsito
Manussio Matedal 08:20:40 Costa
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
Declaracio de anuencia. pdf 2000772021 | Thiago Henrigue Apsito
Pesquisadores 08:20:13 Costa
Declaracao de Anuvencia.doc 200072021 | Thiago Henrigue Apeito
Pesguisadores 08:20:00 Costa
Solicitagao RegistroCEP . pdf 2000772021 | Thiago Henrigue Aceito
reqistrada pelo CEP 08:15:40 |Costa
Situacio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
M&o
SAD PAULO, 21 de Outubro de 2021
Assinado por:
Fabio Pires de Souza Santos
(Coordenador{a))
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Abstract

Introduction: The detection and identification of platelet antibodies play a crucial role in
the patient's therapeutic choices. Purposes: To compare the effectiveness of the three
serological techniques used in the detection and identification of platelet antibodies in
100 samples from patients with a suspected diagnosis of platelet antibodies. Methods:
Serum from 100 patients suspected of having antibodies against platelets was tested
against Glycoprotein la/lla, Ib/IX, llb/llla, Cluster of Differentiation -109, and Human
Leukocyte Antigen class | by the monoclonal antibody immobilization of platelet antigen,
platelet immunofluorescence test, and Luminex bead assay techniques. Results:
Comparisons between the methodologies showed (monoclonal antibody immobilization
of platelet antigen vs. platelet immunofluorescence test sensitivity: 97.73%, specificity:
78.57%), (monoclonal antibody immobilization of platelet antigen vs. Luminex bead
assay, sensitivity 90.91%, specificity: 96.43%), and Luminex bead assay vs. platelet
immunofluorescence test sensitivity 76.37%, specificity: 100%. Conclusions: In this
comparative study of methodologies for detecting antibodies against human leukocyte
antigens and human platelet antigens, the immobilization of monoclonal antibodies
against platelet antigens yielded results similar to those obtained in the Luminex bead
assay and platelet immunofluorescence test. However, limited sensitivity was observed
for antibodies directed against human leukocyte antigens, both in the Luminex bead
assay and in the immobilization of monoclonal antibodies against platelet antigens.

Keywords: Enzyme-linked immunosorbent assay; Fluorescent antibody technique,

indirect; Antigens, human platelet; HLA antigens



Apéndice

Apéndice 1. Reagentes e insumos utilizados neste estudo

A Prego unitério Total
Iltem Descricéo Qtde. (R$) (R$)
F(ab")2-Goat Anti-Human IgG Fc Secondary

1 Antibody, FITC 2 1.270,63 2.541,26
2 D-PBS 5 Litros 1 1.603,12 1.603,12
3 Albumina Bovina 30% 1 1,160.00 1.160. 00
4 Pak-Lx Assay 1 15.000,00 15.000,00
5 Lifecodes LifeScreen Deluxe 1 11.000,00 11.00,00

Total 31.304,38




