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RESUMO

A transfusdo de sangue e seus componentes é uma terapia eficaz, mas nao esta
isenta de riscos. O termo “Doador Universal Perigoso” refere-se ao potencial de
aglutinacdo das hemacias dos receptores “ndo-O” frente ao plasma dos doadores do
grupo “O”. A obtencédo de plaquetas por aférese tornou-se rotineira nos bancos de
sangue e, sabendo que o concentrado de plaquetas carreia um volume consideravel
de plasma, surgiu a preocupacéo com o titulo de aglutininas anti-A e anti-B do doador
universal “O”. Dessa forma, a titulagdo prévia de aglutininas tem sido incentivada
visando a prevencao de reacdes transfusionais. O objetivo deste estudo foi estimar a
frequéncia de doador “O” perigoso no Hemocentro Belo Horizonte, por meio da
determinacdo dos titulos de aglutininas anti-A e anti-B em doadores do grupo
sanguineo “O”. Foram analisadas 400 amostras de doadores do grupo “O” pela
técnica de titulacdo em tubo e os titulos de aglutininas anti-A e anti-B das classes IgM
e IgG foram obtidos. Foram considerados doadores perigosos aqueles que
apresentaram titulo de aglutinina anti-A e/ou anti-B da classe IgM=128 e/ou titulo de
aglutinina anti-A e/ou anti-B da classe 1gG=256.0s doadores foram caracterizados
quanto ao sexo, faixa etaria e etnia. As aglutininas foram caracterizadas quanto a
especificidade (anti-A e anti-B) e classe do anticorpo (IgG e IgM). A analise estatistica
dos dados foi feita pelo teste qui-quadrado e teste exato de Fisher. A razdo de
chances (RC) foi determinada para as variaveis que apresentaram correlacdo
significativa. Das 400 amostras avaliadas, 209 eram de homens (52,3%) e 191 de
mulheres (47,7%). Quanto a faixa etaria, 169 doadores tinham de 18 a 29 anos
(42,2%), 116 de 29 a 39 anos (29,0%), 69 de 39 a 49 anos (17,3%), 36 de 49 a 59
anos (9,0%) e 10 de 59 a 69 anos (2,5%). Com relacdo a etnia, 208 se
autoclassificaram como pardos (52%), 136 como brancos (34%), 54 como negros
(13,5%) e 2 como amarelos (0,5%). A analise dos resultados revelou que 30,5% dos
doadores do grupo “O” sao “O” perigosos (56,6% do sexo feminino e 43,4%, do
masculino). Entre os doadores classificados como “O” perigosos, a frequéncia das
mulheres foi superior a dos homens (p=0,019; RC=1,66; IC%%=1,08-2,56) e a
frequéncia entre os doadores jovens de 18 a 29 anos foi superior a dos adultos de 49
a 59 anos (p=0,015; RC=3,05; IC%%=1,22-7,69). A andlise dos titulos das aglutininas
nas 1600 analises revelou que, em 88 e 84 delas, as aglutininas anti-A e anti-B
caracterizaram o doador como perigoso, respectivamente. A analise dos titulos das
aglutininas nas 1600 analises revelou que, em 76 e 68 delas, as classes de
anticorpos IgM e IgG caracterizaram o doador como perigoso, respectivamente. Para
as variaveis etnia, especificidade da aglutinina e classe do anticorpo ndo houve
correlacdo significativa entre os grupos. O grande mérito do presente estudo foi
despertar o interesse da Fundacdo Hemominas para a questdo do doador “O”
perigoso. Isso determinou o inicio da validagdo da titulagdo automatizada na Central
de Imuno-Hematologia, um passo fundamental para tornar a terapia transfusional
mais segura para 0s pacientes que se beneficiam dos hemocomponentes de
doadores do grupo “O”.

PALAVRAS-CHAVE: Anti-A; Anti-B; IgM; IgG; Doador Universal Perigoso; Reacao
Transfusional Hemolitica.



ABSTRACT

Blood transfusion is an effective therapy, although it is associated with risks. The
term "Dangerous Universal Donor" refers to the potential of receptors’ erythrocytes
agglutination due the serum of group "O" donors. Obtaining platelet apheresis has
become routine in blood banks. Knowing that the platelet concentrate carries a
significant volume of plasma, there was a concern with the titer of anti-A and anti-B
agglutinins. Therefore, the prior titration of agglutinins has been encouraged for the
prevention of transfusion reactions. The aim of this study was to estimate the "O"
dangerous donor frequency from the Blood Center in Belo Horizonte/MG, through the
determination of the anti-A and anti-B agglutinins titers in "O" blood group donors.
Four hundred "O" blood group samples were analyzed by tube titration technique and
the titers of anti-A and anti-B agglutinins IgM and I1gG classes were obtained.
Dangerous donors were those who had titers of anti-A and/or anti-B IgM=128 and/or
titer of anti-A and/or anti-B 1gG=256. Donors were characterized by gender, age and
ethnicity. The agglutinins were characterized as specificity (anti-A and anti-B) and
antibody class (IgG and IgM). The statistical analysis was done by chi-square test
and Fisher's exact test. The odds ratio (OR) was determined for the variables that
were significantly correlated. Of the 400 samples evaluated, 209 were from men
(52.3%) and 191 from women (47.7%). Concerning to the age, 169 donors werel8-
29 years old (42.2%); 116, 29-39 years old (29.0%); 69, 39-49 years old (17.3%); 36,
49-59 years (9.0%), and 10, 59-69 (2.5%). Regarding to ethnicity, 208 classified
themselves as brown (52%); 136 as caucasian (34%), 54 as black (13.5%) and 2
(0.5%) as asiatic. The results revealed that 30.5% of the "O" blood group donors are
"O" dangerous (56.6%, female and 43.4%, male). Among donors classified as "O"
dangerous, the frequency of women was higher than men (P=0.019; OR=1.66,
RC=1,66; CI9%=1,08-2,56). The frequency among young donors (18 to 29 years old)
was greater than in adults (49-59 years old) (P=0.015; OR=3.05, CI®**%=1,22-7,69).
The analysis of 1600 titrations showed that in 88 and 84 of them, the anti-A and anti-
B agglutinins characterized donors as hazardous, respectively. The analysis of 1600
titrations analyzes revealed that in 76 and 68 of them, IgM and IgG antibody classes
characterized donors as hazardous, respectively. For ethnicity, agglutinin specificity
and antibody class there were no significant correlations between groups. The great
merit of this study was to arouse the interest of Fundacdo Hemominas for the issue
of "Dangerous Universal Donor". This determined the beginning of the
standardization of automated titration in the Central de Imuno-Hematologia, an
important step toward making transfusion a safer therapy for patients who benefit
from the "O" blood group products.

KEYWORDS: Anti-A; Anti-B; IgM; 1gG; Dangerous Universal Donor; Hemolytic
Transfusion Reaction.
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1 INTRODUCAO E
RELEVANCIA DO TEMA
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O conhecimento do sistema ABO, a partir dos primeiros experimentos de Karl

Landsteiner, marcou o inicio da Medicina Transfusional.

Os anticorpos ABO séo potentes IgM ou IgG que se ligam aos antigenos A e B na
superficie das hemacias. Podem ativar a cascata do complemento e causar hemolise

aguda intravascular.

Indubitavelmente, o sistema ABO é 0 mais importante sistema de grupos sanguineos
na pratica transfusional, uma vez que o0s anticorpos relacionados podem

desencadear reacdo hemolitica grave.

A doacao voluntaria de sangue propicia a obtencdo de hemocomponentes, como
concentrados de heméacias e plaquetas, que serao transfundidos em pacientes que

carecem desses elementos para sua recuperagao clinica.

O termo “Doador Universal Perigoso” foi primeiramente descrito em 1923, quando foi
demonstrado o potencial de aglutinacdo do soro de doadores do grupo “O”, em
diferentes diluicdes, frente a hemacias “ndo-O”. Dessa forma, foram caracterizados
os doadores do grupo “O” com concentra¢gfes plasméticas elevadas de aglutininas

anti-A e anti-B, também chamados de doadores do grupo “O” perigoso.

Diversos relatos de reacdes hemoliticas por transfusdo de hemocomponentes
oriundos de doadores do grupo sanguineo “O” perigoso sdo encontrados na
literatura. O risco associa-se diretamente ao volume residual de plasma presente
nesses hemocomponentes, com destaque ao concentrado de plaquetas obtido por

aférese.

O uso crescente do concentrado de plaquetas obtido por aférese despertou a
preocupacdo com a concentracdo de aglutininas anti-A e anti-B, provenientes de

doadores do grupo “O”, que serdo transmitidos a receptores “ndo-0O”. Dessa forma, o
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uso indiscriminado de hemocomponentes do grupo sanguineo “O” para pacientes

nao isogrupo é desaconselhado.

Diante disso, a titulacdo das aglutininas anti-A e anti-B tem sido usada para detectar

os doadores classificados como “O” perigosos.

No Brasil, a investigacdo das aglutininas nos bancos de sangue néo € obrigatéria.
No entanto, a literatura apresenta claras evidéncias com base em diversas
recomendacdes, tendo como finalidade a seguranca transfusional dos receptores.
Dentre essas recomendagfes, destaca-se a avaliacdo da presenca de aglutininas
anti-A e anti-B em titulos elevados, na decisdo de se transfundir concentrado de

plaquetas heterogrupo, visando a seguranca transfusional do receptor.

Considerando a importancia do grupo “O” perigoso na pratica transfusional, a
escassez de estudos sobre as complicacbes associadas no nosso meio, bem como o
desconhecimento dos titulos de aglutininas anti-A e anti-B dos doadores do grupo “O”
cadastrados no Hemocentro de Belo Horizonte (HBH), este estudo reveste-se de
extrema importancia. Cumpre ressaltar que o presente projeto constitui um estudo

observacional, transversal descritivo, prospectivo e inédito na Fundagcdo Hemominas.

Certamente, a estimativa da frequéncia de doadores do grupo “O” perigoso
constituird o ponto de partida para a implantacdo da pesquisa de aglutininas anti-A e
anti-B, como parte da rotina da Central de Imuno-Hematologia da Fundacao
Hemominas. Esta medida indubitavelmente contribuira para tornar a pratica

transfusional mais segura para os receptores.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Sistema ABO

Em novembro de 1901, um artigo publicado no Viennese Weekly Journal of
Medicine, intitulado Agglutination phenomena of normal human blood, de Karl
Landsteiner, marcou a descoberta dos grupos sanguineos. Esse estudo continua
representando a base da terapia transfusional. Em 1930, Landsteiner foi premiado
com o Prémio Nobel por tamanha contribuicdo no campo da medicina (FIGL &
PELINKA, 2004).

Inicialmente, Landsteiner discriminou 0s grupos sanguineos em A, B e C
(posteriormente denominado O). Ele demonstrou que o soro de uma pessoa possuia
anticorpos voltados contra os antigenos ausentes em suas hemacias. O quarto
grupo sanguineo, AB, foi descrito um ano mais tarde por Decastello & Sturli
(STORRY & OLSSON, 20009).

Jansky e Moss propuseram, em 1907 e 1910, respectivamente, nomenclatura
numérica romana para a denominacdo dos fendtipos A, B, AB e O. Porém, os
mesmos numeros referiam-se a diferentes fendtipos. Somente em 1927, com o
objetivo de universalizar a denominacao, Landsteiner sugeriu a nomenclatura A, B,
AB e O. O sistema ABO é considerado, do ponto de vista transfusional, o de maior
importancia. Os mais graves acidentes transfusionais sdo decorrentes de
transfusées ABO incompativeis e podem, inclusive, evoluir para obito (COZAC,
2007).

A teoria para a heranca dos grupos sanguineos ABO foi proposta, inicialmente, por
Bernstein, em 1924. Ele demonstrou que cada individuo herda um gene ABO de
cada um dos progenitores e que esses dois genes determinam quais antigenos ABO
estardo presentes na membrana das hemécias. Uma posicdo, ou locus, em cada
cromossomo 9 é ocupada por um gene A, B ou O. O gene O é considerado amorfo,
ja que nenhum antigeno detectavel é produzido. A heranca dos antigenos ABO,
portanto, segue a genética mendeliana simples. Como a maioria dos outros sistemas
de grupos sanguineos, a expressao do sistema ABO é codominante, sendo que 0s
alelos I* e IB sdo dominantes sobre o alelo i (HARMENING & FIRESTONE, 2006).
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Para expressao dos antigenos A e B, é necessaria a expressao do antigeno H. O
antigeno H pertence ao sistema Hh e os antigenos A e B ao sistema ABO. Os
antigenos A, B e H ndo séo produtos priméarios dos genes ABO e H, mas resultado
da transferéncia de uma molécula de acUcar de um substrato doador a uma
substéancia precursora. O gene H (locus FUT-1) codifica a enzima fucosiltransferase,
responsavel pela transferéncia de uma L-fucose, preferencialmente, a estrutura
precursora do tipo 2, formando assim o antigeno H. Individuos que apresentam o
alelo h ndo expressam o antigeno H e sdo denominados Bombay. Individuos com
esse fenotipo, apesar de apresentarem fendtipo semelhante ao tipo “O”, possuem
anticorpo anti-H reativo a 37°C. Dessa forma, se esses individuos receberem
transfusdo com hemacias do tipo “O” apresentardo grave reacdo pos-transfusional
(COZAC, 2007).

A expressao dos alelos ABO*A ou ABO*B resulta na producdo de transferases
responsaveis pela adicdo de acucares a estrutura H. O alelo ABO*A codifica uma N-
acetil-galactosamina transferase, que determina a transferéncia da N-acetil D-
galactosamina ao antigeno H e o alelo ABO*B codifica uma N-galactosil transferase,
responsavel pela adicdo da D-galactose ao mesmo antigeno. A funcdo dos
antigenos do sistema ABO ainda € desconhecida. Os antigenos H, A e B podem ser
expressos na forma soluvel (na saliva e em todas as secrecdes teciduais, exceto no
liquor) sempre que o0 gene Se (secretor) estiver presente, seja em homozigose ou
heterozigose. Esses individuos sdo chamados secretores e correspondem a 80% da
populacdo em geral. Os antigenos H, A e B podem ser expressos apenas nos
tecidos (em hemacias, linfécitos, plaguetas e na maioria das células epiteliais e
endoteliais) quando o gene Se estiver ausente (gene se em homozigose). Nesse

caso, sao denominados néo secretores (COZAC, 2007).

Os antigenos do sistema ABO estdo expressos nos precursores eritroides desde a
quinta ou sexta semana de vida intrauterina. A expressao maxima desses antigenos
€ alcancada entre dois e quatro anos de idade (KLEIN & ANSTEE et al., 2005).
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A frequéncia dos fenoétipos do sistema ABO e dos alelos comuns varia de acordo com
a etnia e a populacdo estudada, o que se justifica pela migracdo populacional e
miscigenacdo, além da selecdo natural decorrente da associacdo de determinados
fendtipos com doencas, o0 que pode ter resultado em vantagem seletiva para
individuos do grupo sanguineo “O”. (ANSTEE, 2010; GIRELLO & KUHN, 2011;).

O fendtipo “O” do sistema ABO é 0 mais prevalente entre a populacao indigena sul-
americana (90 a 100%) (GIRELLO & KUHN, 2011).

O fendtipo “O” € também o mais frequente entre a populacéo africana, como descrito
em estudos oriundos de diferentes regibes da Africa (HAMED et al., 2012;
ENOSOLEASE & BAZUAYE, 2008; NDOULA et al., 2014).

Os dados das frequéncias de grupos sanguineos entre populacdes sdo escassos. A
seguinte distribuicdo € estimada entre doadores de sangue de diferentes grupos

étnicos nos Estados Unidos:

Tabela 1 — Distribuigéo (%) dos fenttipos ABO por etnia entre doadores de sangue nos

Estados Unidos

Fenotipos

Etnia 0] A B AB
Brancos nao

. 45,2 39,7 10,9 4,1
hispanicos

L 56,5 31,1 9,9 2,5
Hispanicos*
Negros nao

. 50,2 25,8 19,7 4,3
hispanicos

L 39,8 27,8 25,4 7,1
Asiaticos®
indios norte-

, 54,6 35,0 7,9 2,5
americanos

*Hispanicos incluem mexicanos (68,6%), porto-riquenh  os (5,0%), cubanos (1,6%) e outros
doadores hispéanicos (24,6%).
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SAsiaticos incluem chineses (29,8%), filipinos (24,1 %), indianos (13,8%), japoneses (12,7%),
coreanos (12,5%) e vietnamitas (7,1%)

Fonte: GARRATY et al., 2004.

Um estudo em um grande hemocentro brasileiro da regido sudeste apresentou a
frequéncia fenotipica do sistema ABO em doadores de sangue caucasoides, mulatos
e negros. O grupo sanguineo “O” foi 0 mais prevalente nesses doadores, 0 que
estava em concordancia com dados ja publicados anteriormente, no Brasil e na
Europa (NOVARETTI et. al., 2000).

A frequéncia relativa atual dos fend6tipos ABO entre os doadores de sangue do HBH

da Fundacdo Hemominas esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2 — Frequéncia relativa atual dos fenttipos ABO entre 0 s doadores de sangue do HBH

Fendtipo ABO Frequéncia de doadores
@) 47,8%
A 36,3%
B 12,1%
AB 3,8%

Fonte: Sistema de Informacdo do HBH da Fundagdo Hem ominas, 2015.

Cabe ressaltar a possivel super-representacdo do grupo “O” devido as campanhas
publicas e estratégias de captacdo desses doadores junto a comunidade de Belo

Horizonte.

2.2 Anticorpos do sistema ABO

Ottenberg também contribuiu de forma valiosa para o inicio da pratica transfusional,
utilizando-se do conhecimento prévio dos grupos sanguineos, descritos por
Landsteiner, para estabelecer a compatibilidade entre doador e receptor. Ele
apontou que a ocorréncia de reacdes transfusionais depende, dentre outros fatores,

da concentracéo da aglutinina no soro do doador (OTTENBERG, 1911).
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Duas correntes buscam explicar o desenvolvimento de anticorpos do sistema ABO.
A primeira descreve que esses sao desenvolvidos em decorréncia de mecanismos
genéticos, envolvidos na producdo de moléculas de imunoglobulinas com
especificidade de anticorpo. A segunda descreve que 0s anticorpos anti-A e anti-B
sdo produzidos apos estimulo antigénico, desencadeado por substancias presentes
em microrganismos, como bactérias, que sejam muito similares quimicamente aos
antigenos A e B. Recém-nascidos ndo produzem IgG anti- A e anti-B, sendo
produzidas apenas pequenas quantidades de IgM. Portanto, o inicio da deteccédo de
anticorpos da classe IgG ocorre somente entre 3 e 6 meses de vida e 0 pico maximo
de producédo é dos 5 aos 10 anos (COZAC, 2007).

O sistema ABO € o unico em que a fenotipagem consiste, além da pesquisa direta
do antigenos na superficie da hemacia, da prova reversa, isto é, da pesquisa do
anticorpo no soro ou plasma. Essa particularidade refere-se ao fato de que,
necessariamente, deve haver aglutinina quando ha auséncia do antigeno
correspondente. Ambas as provas sao obrigatorias e devem ser concordantes para

a correta interpretacao do fenétipo, como mostra a Tabela 3 (COZAC, 2007).

Tabela 3 - Resultados esperados na fenotipagem ABO

Prova Direta Prova Reversa
Anti-A Anti-B | Anti-A,B  Hemécia Heméacia Fendtipo
Al B ABO
0 0 0 + + O
+ 0 + 0 +
0 + + + 0 B
+ + + 0 0 AB

0= auséncia de aglutinacdo; += presenca de aglutina  c¢do
Fonte: COZAC, 2007

Na pratica, discordancias entre a prova direta e a reversa podem ocorrer devido a
fatores fisiologicos, como idade do paciente ou subgrupos, ou condi¢cdes patoldgicas,
como no quadro de imunossupressao. Tais casos podem ser resolvidos com 0 uso

de técnicas complementares especificas para cada caso.
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2.3 Reacao imunoldgica por anticorpos do sistema AB O

As imunoglobulinas sdo moléculas proteicas produzidas em resposta a um
imundgeno ou antigeno e tém atividade especifica para o agente que inicialmente
desencadeou seu desenvolvimento. Essas moléculas possuem como principais
funcBes biolégicas a opsonizacdo de agentes para facilitar a fagocitose, a
neutralizacdo de substancias toxicas e a fixacdo do complemento. As
imunoglobulinas foram classificadas como IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, de acordo com a
estrutura quimica da cadeia pesada da molécula. Além das diferengas na estrutura
da cadeia pesada, as classes de imunoglobulinas variam também em outras
caracteristicas, como concentracdo no soro, peso molecular, atividade bioldgica,
porcentagem de conteudo de carboidratos e meia-vida plasmatica. A imunoglobulina
encontrada em maior concentracdo no soro é a IgG, que compde aproximadamente
80% do total de imunoglobulinas séricas; 13% sao IgA (mais abundante em
secrecdes do corpo, como a saliva); 6% corresponde a IgM; 1% corresponde a IgD e

IgE estéa presente apenas em pequenas quantidades (LEWIS & MARTIN, 2006).

O sistema do complemento denota um grupo de aproximadamente 25 proteinas
séricas e de membrana celular que tém uma variedade de funcbes dentro da
resposta imune. Um papel importante do sistema do complemento é a lise direta de
células, bactérias e virus encapsulados. Outra capacidade desse sistema € a
mediacdo da opsonizagdo, por meio da qual substancias estranhas sao cobertas
com complemento para facilitar a fagocitose. Uma terceira fungdo é a producédo de
produtos fendidos, que sdo fragmentos de peptidios capazes de dirigir certas
operacbes de respostas inflamatoria e imune como permeabilidade vascular
aumentada, contracdo de musculo liso, quimiotaxia fagocitaria, migracdo e
aderéncia (LEWIS & MARTIN, 2006).

A maior parte dos componentes do complemento circula na forma inativa e séo
ativados sequencialmente por meio de duas vias principais, as vias classica e
alternativa. A via classica é ativada pela ligacdo do antigeno com o anticorpo da
classe IgM ou IgG subclasses IgGi, 1gG2 ou IgGs. Componentes do complemento

sdo numerados sequencialmente de Ci a Co em ordem de descoberta, ndo
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7

necessariamente na sequéncia de ativagdo. A via alternativa é ativada por
polissacarideos e lipopolissacarideos que podem ser encontrados nas superficies de
certas células-alvo, como bactérias, fungos, parasitas e células tumorais. Ambas as
vias resultam na formac&o de um complexo de ataque a membrana, com a formacgao
de um pequeno canal transmembrana, destruindo a integridade da membrana
celular. A lise osmatica por fim causa destruigdo total da célula (LEWIS & MARTIN,
2006).

A presenca natural dos anticorpos ABO cria uma situacao de alerta sempre que for
necessaria uma transfusdo de sangue ou um transplante de 6rgdo. Se hemacias do
grupo B forem transfundidas a um individuo do grupo A, cujo soro contém anti-B, as
hemacias do doador serdo destruidas quase que imediatamente, sendo lisadas a
uma velocidade de aproximadamente 1mL por minuto. Isso resulta em uma reacao
transfusional muito grave, podendo, inclusive, ser fatal. Em algumas situacdes,
quando sao transplantados orgdos com incompatibilidade ABO, pode haver um
fendmeno de rejeicdo imediata (HARMENING & FIRESTONE, 2006).

A reacdo imune é determinada pela resposta do hospedeiro, assim como por
caracteristicas da substancia estranha. Fatores como tamanho, complexidade,
conformacao, carga, acessibilidade e composi¢cao quimica do antigeno influenciam a
quantidade e tipo da resposta imune. Antigenos de grupo sanguineo podem ser
proteinas, glicolipidios ou glicoproteinas. Nem todas as substancias de grupo

sanguineo sao igualmente imunogénicas in vivo (LEWIS & MARTIN, 2006).

As reacdes transfusionais imunes hemoliticas podem ser classificadas em imediatas,
que ocorrem em até 24 horas ap0s o inicio da transfusdo (intra ou extravascular) e
tardias (extravascular). Na reacdo hemolitica imediata intravascular, ha ativagdo do
sistema do complemento com formacéo do complexo de ataque a membrana, o que
leva a destruicdo das hemacias em cerca de 10 minutos apoés o inicio da transfuséao.
Na reacdo hemolitica imediata extravascular, o sistema do complemento é ativado
somente até C3 e marcam as hemacias para fagocitose pelos macrofagos do bago e

figado. Finalmente, a reacdo hemolitica tardia € caracterizada pela hemolise
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extravascular e pode ocorrer em até 20 dias ap6s a transfusdo (BRASIL, 2013;
GIRELLO & KUHN, 2011).

2.4 Caracteristicas dos anticorpos do sistema ABO

Os anticorpos ABO geralmente pertencem a classe IgM. Caracteristicamente, os
anticorpos IgM séo anticorpos de reacdo a frio e ndo atravessam a placenta. A
maioria dos anticorpos anti-A de um individuo do grupo B e de anticorpos anti-B de
um individuo do grupo A sédo, predominantemente, da classe IgM, com pequenas
guantidades de IgG e IgA, ou mesmo nao detectaveis. O soro dos individuos do
grupo O contém, além de anti-A e anti-B, também anti-A,B. A atividade do anticorpo
anti-A,B, originalmente considerada uma mistura de anti-A e anti-B, ndo pode ser
separada por especificidade pura quando adsorvida com outras células A ou B. Por
exemplo, o anti-A,B adsorvido com células A e depois eluido ainda reagira com as
células A e B. O anti-A,B de individuos O consiste em uma mistura de IgG e IgM, ou
IgG, IgM e IgA. O anti-A,B atravessa a placenta com mais frequéncia que anti-A e
anti-B, confirmando a presenca de IgG. Os anticorpos IgG anti-A e anti-B se
desenvolvem de modo mais frequente em individuos do grupo O do que em
individuos do grupo A ou B (HARMENING & FIRESTONE, 2006).

Existe uma ampla variagdo nos titulos das aglutininas ABO em uma populacéo
aleatoria. Geralmente, anti-A de um individuo do grupo O apresenta um titulo mais
elevado do que anti-A de um individuo do grupo B; anti-A de um individuo do grupo
B geralmente apresenta um titulo mais elevado do que anti-B de individuos do grupo
A; anti-A,B de individuos do grupo O apresenta maior titulo de anti-A e anti-B do que
o encontrado em individuos do grupo B e A, respectivamente. Isso faz o anti-soro
A,.B um reagente de uso conveniente na deteccdo de antigenos ABO fracos
(HARMENING & FIRESTONE, 2006).

2.5 Terapia transfusional e hemocomponentes

A transfusdo de sangue e seus componentes, quando criteriosamente avaliada e

corretamente indicada, € uma terapia eficaz, mas nédo esta isenta de riscos, sejam
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imediatos ou tardios. Os efeitos desfavoraveis podem ser classificados em nao
imunoldgicos, como transmissdo de doencgas, sobrecarga circulatoria e reacgfes
alérgicas, e riscos imunoldgicos, representados principalmente pela hemdlise devido

a formacéo de complexo antigeno-anticorpo (DE MELO, 2007).

Durante a Segunda Guerra Mundial, as vitimas recebiam, em sua maioria, sangue
total e plasma do grupo O, obrigando os pacientes dos grupos A, B e AB a
receberem aglutininas incompativeis no decorrer da transfusdo (EBERT &
EMERSON, 1946).

O sangue e 0s componentes sanguineos sao considerados medicamentos devido ao
seu uso no tratamento de doencas e de traumas. Sendo assim, efeitos adversos
podem ocorrer, o que implica na consideracao cuidadosa da terapia a ser indicada.
A transfusao de células do sangue é também considerada um transplante, tendo em
vista que as células precisam sobreviver e serem funcionais apos a transfuséo, para
que possam exercer o efeito terapéutico. A transfusdo de heméacias € a forma
melhor tolerada, mas pode causar rejeicdo, como ocorre na reacdo hemolitica
transfusional. A rejeicdo de plaquetas, demonstrada por pacientes refratarios a
transfusdo de plaquetas, € relativamente comum em pacientes politransfundidos
(KENNEDY & EHSAN, 2006).

A terapia transfusional é utilizada principalmente no tratamento da capacidade
inadequada de transporte de oxigénio devido a anemia (ou perda de sangue) e da
insuficiéncia das proteinas da coagulacdo para proporcionar hemostasia adequada.
Cada paciente deve ter seu proprio plano individualizado, que refletirhd o seu estado
clinico dinamico, a perda de sangue antecipada, a capacidade de estabelecer
mecanismos de compensagao e os resultados de exames laboratoriais. Alguns
pacientes ndo necessitam de transfusdo, mesmo em casos de anemia ou
trombocitopenia, porque seus estados clinicos sao estaveis e tém pouco ou nenhum
risco de resultados adversos na auséncia da transfusdo. A terapia de componentes
sanguineos é a transfusdo do componente especifico necessitado pelo paciente. E
possivel tratar varios pacientes com o sangue de um mesmo doador (KENNEDY &
EHSAN, 2006).
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O concentrado de heméacias € preparado mediante a retirada de aproximadamente
80% do plasma de uma unidade de sangue total. Os regulamentos vigentes exigem
que o hematdcrito final de uma unidade de hemacias ndo ultrapasse 80%. O
hematdcrito médio situa-se entre 65-80% e teor de hemoglobina acima de 45g por
unidade (250-300 mL). Todos o0s componentes eritrocitarios devem ser
armazenados a temperatura de 2 a 6°C (exceto hemacias congeladas) e possuem
validade de 21 dias em Acido-Citrato-Dextrose (ACD), Citrato-Fosfato-Dextrose
(CPD) e Citrato-Fosfato-Dextrose-Dextrose (CP2D), de 35 dias em Citrato-Fosfato-
Dextrose-Adenina (CPDA-1) e de 42 dias em solucao aditiva. O volume de plasma
presente varia de 20 a 35% (WRIGHT & HUGHES, 2006; BRASIL, 2013).

A transfusdo de plaquetas para pacientes com hematopoiese prejudicada, com
aplasia de medula Ossea induzida por quimioterapia e com uma variedade de
desordens relacionadas ao numero e funcdo das plaguetas representa uma terapia
de suporte a vida (KLEIN, 2005).

O concentrado de plaquetas é um dos principais produtos obtidos durante a
conversao rotineira de sangue total em concentrado de hemacias. Concentrados de
plaquetas preparados a partir de sangue total sédo geralmente referidos como
plaguetas de “doador aleatorio” ou randémicas, para diferencia-las das plaquetas de
doador unico obtidas pela separacdo do componente por aférese. Concentrados de
plaquetas de doador aleatério contém pelo menos 5,5 x 10%° plaguetas, que sdo
estocados a temperatura ambiente de 20 a 24°C, com agitagcdo continua e tém prazo
de validade de trés a cinco dias. As plaguetas devem estar suspensas em volume
suficiente de plasma (40 a 70 mL), de tal maneira que o pH seja maior ou igual a 6,4
no ultimo dia de validade do produto. (WRIGHT & HUGHES, 2006; BRASIL, 2013).

Os concentrados de plaquetas de doador unico podem ser obtidos por aférese. O
termo aférese ou hemaférese deriva da lingua grega e significa separar ou remover.
Em um procedimento de aférese, o sangue € retirado de um doador ou paciente e
separado em seus componentes. Retém-se um ou mais dos componentes e 0S

constituintes remanescentes sdo recombinados e devolvidos ao individuo. E
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possivel remover qualguer componente do sangue, havendo procedimentos
especificos para o componente selecionado. O processo de remocao de plaquetas é
chamado de plaquetoférese ou trombocitaférese. Em um procedimento de
plaquetoférese, parte das plaquetas e do plasma do doador € removida e heméacias,
leucdcitos e o restante do plasma sé@o devolvidos. As plaquetas sdo seletivamente
separadas do sangue total e retidas numa bolsa de coleta manufaturada
especialmente para estocagem. S8o armazenadas a temperatura de 22 a 24°C, com
agitacdo suave e constante. Contém, no minimo, 200mL de plasma ou solucéo
aditiva (40mL por 5,5 x 1010 plaquetas). Segundo as normas da AABB (Associacdo
Americana de Bancos de Sangue), 75% dos produtos obtidos por plaguetoférese
testados devem conter um minimo de 3,0 x 10! plaquetas, um valor de
aproximadamente seis vezes o de um concentrado plaquetario randémico. Se a
contaminacdo por hemacias no produto for desprezivel (menos de 5mL), ndo havera
necessidade de testes de compatibilidade, mas recomenda-se que o plasma do
doador seja compativel com o do receptor para o sistema ABO, sobretudo no caso
de neonatos (WRIGHT & HUGHES, 2006; BRASIL, 2013; RODWIG, 2006).

Segundo a Portaria N° 2.712, de 12 de novembro de 2013 (Regulamento Técnico de
Procedimentos Hemoterapicos), em relacdo a selecdo de sangue e componentes

para transfuséo, devem ser observados 0s seguintes critérios, dentre outros:
» O sangue total e os concentrados de hemacias devem ser ABO compativeis.

« Os receptores "RhD-positivo" podem receber sangue total ou concentrado de

hemacias "RhD-positivo" ou "RhD-negativo".

» Os receptores "RhD-negativo" devem receber sangue total ou hemacias
"RhD-negativo”, exceto em circunstancias justificadas e desde que nao

apresentem sensibilizagdo prévia.

* As transfusbes de plasma nédo necessitam de provas de compatibilidade e

devem ser ABO compativeis com as hemacias do receptor;

 As transfusbes de crioprecipitado ndo necessitam de provas de
compatibilidade e, em criancas até 10 anos ou 35Kg, devem ser isogrupo ou

ABO compativeis;
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* O plasma contido nos concentrados de plaquetas deve ser ABO compativel
com as hemacias do receptor. Se isso nao for possivel, recomenda-se avaliar
o volume de plasma do componente sanguineo e a presenca de anti-A e anti-
B de relevancia clinica na decisdo de transfundir concentrado de plaquetas

nao isogrupo;

* As hemacias presentes nos concentrados de granuldcitos devem ser ABO

compativeis com o plasma do receptor;

» Para as transfusfes de concentrados de granuldcitos colhidos em doadores
estimulados pelo fator estimulador de colénias granulociticas (G-CSF), deve
ser feita uma prova de compatibilidade maior com o soro do receptor e as

hemécias do doador antes de se iniciar a administracdo do G-CSF ao doador.

Caso a prova de compatibilidade resulte incompativel, a doacdo nao deve ser
efetuada (BRASIL, 2013).

Em quase todos os casos, deve ser selecionado para transfusdo o componente
sanguineo com tipagens ABO e RhD idénticas as do paciente. Em ocasifes nas
quais nao haja disponibilidade do sangue ou hemocomponente do tipo do paciente,
ou haja alguma outra razao que nao permita seu uso, as unidades selecionadas néo
devem conter nenhum antigeno contra o qual o paciente tenha anticorpo significativo.
Por outro lado, € completamente aceitavel usar hemocomponentes que nhao
contenham todos os antigenos existentes nas proprias hemacias do paciente, isto €,
concentrado de heméacias dos grupos A ou B podem ser administrados com
seguranca a receptores do grupo AB (NIX, 2006).

No caso de transfusbes de um hemocomponente do grupo ABO diferente do
receptor, deve-se utilizar concentrado de hemacias em vez de sangue total, que
contém anticorpos plasmaticos que sdo incompativeis com as hemacias do paciente.
Concentrado de hemacias do grupo O pode ser usado com seguranga para todos 0s
pacientes, contudo, a conservac¢édo de um suprimento limitado de sangue do grupo O
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deve fazer com que seu uso em pacientes de outro tipo ABO ocorra apenas em
circunstancias especiais. Se nao houver disponibilidade de sangue ABO-especifico,
ou se o volume disponivel for inferior ao necessario, devem ser escolhidos grupos

sanguineos alternativos, como apresentado resumidamente na Tabela 4 (NIX, 2006).

Tabela 4 — Selecéo de grupos sanguineos alternativos quando in existem doadores ABO

idénticos
Grupo sanguineo alternativo
Grupo sanguineo do
paciente (administracdo na forma de concentrado de
hemacias)
O Nenhum
A O
B O
AB A, B, O*

*S&0 aceitaveis concentrados de hemacias de qualque r grupo, mas apenas um dos trés deve
ser utilizado, se possivel. O grupo A é mais facilm  ente obtido e, portanto, é preferivel seu
fornecimento, em lugar do grupo B.

FONTE: NIX, 2006

Sob circunstancias ideais, 0s pacientes deveriam receber plaquetas ABO
compativeis. Entretanto, na pratica transfusional, muitas vezes é necessaria
transfusdo de concentrado de plaquetas do grupo sanguineo “O” para receptores
“ndo-0”, especialmente no suporte transfusional de urgéncia e emergéncia, bem
como nas situacbes em que ha estoques limitados desse hemocomponente
(NOVARETTI, 2008; FUNG et al., 2007).

As plaquetas, assim como as hemécias e outros tecidos, expressam em sua
superficie antigenos ABH. Esses antigenos sdo determinados de duas maneiras:
agueles adsorvidos do plasma, que esta sob o controle do gene Se (Secretor) e Le
(Lewis) e aqueles determinantes intrinsecos representados por glicoproteinas e
glicolipideos (MOLLICONE et al., 1988).



33

A chamada incompatibilidade ABO maior refere-se a exposicao do receptor a um
antigeno ABH que nado estd presente na sua hemécia (por exemplo, doador de
plaquetas do grupo “A” para um receptor do grupo “O”). A incompatibilidade ABO
menor refere-se a infusdo, no receptor, de um anticorpo, juntamente com o
hemocomponente (por exemplo, plaquetas de um doador do grupo “O” para um
paciente do grupo “A”) (LOZANO & CID, 2003).

Geralmente, a grande discusséo acerca de transfusdo de plaquetas incompativeis
com relacdo ao grupo sanguineo € o risco de reacoes transfusionais hemoliticas
agudas com incompatibilidade ABO menor (COOLING, 2007)

2.6 Grupo “O” perigoso

O termo “Doador Universal Perigoso” foi primeiramente descrito em 1923, por Levine
& Mabee. Nesse estudo, os autores demonstraram o potencial de aglutinacdo do
soro de doadores do grupo “O” (diluigcbes de 1:2, 1:5 e 1:10) frente a hemacias “néo-
O” (LEVINE & MABEE, 1923).

A primeira experiéncia sistematica para investigar o efeito da transfusdo de
hemocomponente contendo plasma incompativel foi realizada em 1942. Esse
importante estudo determinou o titulo de aglutininas anti-A e anti-B em um grupo de
250 doadores do grupo “O”. A transfusédo de plasma do grupo “O”, contendo titulos
elevados de aglutinina anti-A (512 ou mais), para 12 pacientes pertencentes ao
grupo “A”, ndo resultou em reagbes hemoliticas graves ou fatais, mas houve
algumas evidéncias de destruicdo de hemécias no receptor, com manifestacdo de
sintomas em alguns casos. Nesse estudo foram observados graus variados de
hemoglobinemia, aglutinacdo intravascular e hiperbilirrubinemia, seguidas por uma

reducado progressiva da contagem de hemacias (AUBERT et al., 1942).

Nas ultimas décadas, o uso crescente de transfusdo de plaquetas obtidas por
aférese trouxe a preocupacdo com a concentracdo de anti-A e anti-B nesse
hemocomponente. Diante disso, a titulagdo de anti-A e anti-B tem sido usada com o

intuito de detectar os doadores do grupo “O” com concentracdes plasmaticas
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elevadas desses anticorpos, também chamados de doadores de grupo “O” perigoso
(NOVARETTI, 2008).

Nos ultimos anos, houve muitos relatos de reacdes hemoliticas agudas graves
decorrentes de transfusdo de plaguetas com incompatibilidade ABO menor,
conforme mostrado na Tabela 5. Além disso, é reconhecido que o indice de
desconhecimento e/ou subnotificacdo dessa complicacdo € provavelmente muito
significante (LOZANO & CID, 2003).

Tabela 5 — Reagdo hemolitica aguda apds uma transfusdo de plag  uetas

Titulo das
Receptor Plaquetas aglutininas Desfecho/
Autor, Ano 1Hb(%)
Idade ABO Tipo ABO Salina AGH
Zoes, 1977 Anti-A: 256
44 AB Pool O | "antip-64 | NR NR
Mcleod, 1982 45 A | Aférese | O 1280 10240 NR
Conway, 1984 15 A Aférese o) 8192 NR NR
Pierce, 1985 2,5 A Aférese o 512 32000 *50,4%
58 B Pool 512 16384 42,6%
Ferguson, 1988 66 A Pool o) 256 > 4000 | 2,6 g/dL
ReIS, 1989 56 B Aférese (@) NR 4096 53,9%
Murphy, 1990 30 A Aférese o 256 1024 | 47,3%
Mair, 1998 28 A | Aférese | O 128 NR | 309%
MacManigal, 1999 72 AB Aférese o) NR NR NR
Larsson, 2000 44 A Aférese 0 16384 NR §29,8%
Valbonesi, 2000 51 A . 37,.2%
o A Aférese 0 >800 NR *39,7%
Anonymous, 2002 36 A Aférese o NR 2048 22,5%
45 A NR 4096 15,3%

NR: ndo reportado; AGH: antiglobulina humana

*Levou o receptor a morte

§ Declinio medido depois de receber 2 unidades de co  ncentrados de hemacias
Fonte: LOZANO & CID, 2003.

O concentrado de plaquetas deve ser compativel com relagdo ao grupo sanguineo
ABO, sempre que possivel, particularmente para aqueles pacientes que requerem
suporte transfusional a longo prazo. O uso crescente de concentrado de plaquetas

obtidas por aférese, no qual todo o plasma é de um unico doador, tem levantado
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preocupacdo com relacdo a transfusdo de plaguetas incompativeis pelo sistema
ABO. Muitas estratégias tém sido implementadas no sentido de minimizar o risco de

reacao transfusional, tais como (COOLING, 2007):

* |ldentificacdo dos doadores perigosos: Essa pratica é relativamente comum na
Europa. Com raras excecdes, doadores identificados como contendo titulos
elevados de aglutininas ainda podem doar. Entretanto, seus produtos devem ser
segregados e identificados com um aviso para ser transfundido somente a

pacientes do grupo “O” (isogrupo).

* Reducado de plasma e uso de solugbes aditivas: Constitui um método comum
para reduzir o risco de reacdo transfusional por incompatibilidade plasmatica.
Combina reducédo do plasma com ressuspensao em solu¢des aditivas ou plasma
do grupo AB. Tal procedimento pode reduzir o risco, mas ndo eliminara
completamente a chance de reacdo hemolitica aguda no caso de doadores com

titulos elevados de aglutininas.

* Limitacdo da infusdo de plasma: Alguns servicos monitoram e limitam o volume
de plasma incompativel que um paciente pode receber. As quantidades diferem
entre as Instituicdes, variando de 300 a 500 mL de plasma por dia a 1000 mL de
plasma por semana. Nos Estados Unidos, aproximadamente 10% de um total de
255 instituicbes pesquisadas limitam a quantidade de plasma incompativel

transfundido em pacientes adultos.

* |ldentificacdo de doadores do grupo “A2” como “Doadores Universais de
Plaquetas”: Os doadores do grupo Az possuem pouco ou nenhum antigeno A
nas membranas de suas plaquetas. Por essa razédo, as plaquetas séo ideais
para serem transfundidas em pacientes criticos, como os que foram submetidos

a transfusao de medula 6ssea com incompatibilidade ABO maior.

Com relacéo a identificacdo de doadores perigosos, ndo ha consenso sobre qual
titulo pode ser considerado critico. Uma visdo geral da pratica corrente mostra um
cut-off no titulo de 32 a 200 para testes salinicos e de 250 a 512 para testes AGH,

conforme mostrado na Tabela 6. N&o ha, ainda, uniformizagdo do método ideal para
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a titulacdo de anti-A e anti-B. Diversos métodos podem ser utilizados para a
deteccdo de anticorpos anti-A e anti-B, dos quais se destacam a hemaglutinacéo
pelas técnicas em tubo, microplaca ou gel-teste, 0 método ELISA e a citometria de
fluxo. Quando da escolha do método para a titulacdo de aglutininas, deve-se levar
em conta a rapidez, a facilidade, a reprodutibilidade, a sensibilidade e, obviamente, o
custo (NOVARETTI, 2008; COOLING, 2007).

Tabela 6 — Estratégias para screening de doadores do grupo “O” perigoso, na doagéo de
plaquetas por aférese

Pais Método Titulo critico % de doadores
Estados Unidos Tubo, Gel 1:50 — 1:200 3-28%
Automatizado 1:100
Inglaterra 3-10%
Tubo 1:128
Escocia -- 1:50 --
. Gel 1:64 --
ltalia
IAT 1:256 --
Alemanha Tubo, salina 1:64 5%
Rep. Tcheca Tubo, salina 1:64 -
Noruega IAT 1:250 --
. Tubo, salina 1:100 --
Suécia
IAT 1:400 --
Suica Hemolise 1:16 -
Finlandia Tubo, salina 1:32 5,7%
Japéao IAT 1:512 --

IAT: teste indireto da antiglobulina
Fonte: COOLING, 2007

A literatura sobre a frequéncia de doadores do grupo “O” perigoso € relativamente
escassa e muitos estudos sdo oriundos de populagbes africanas ou melanésias
(ROSA et al., 2004). No Brasil, poucas pesquisas foram feitas até 0 momento e nao
€ conhecida a frequéncia de complicacdes relativas as transfusfes envolvendo
doadores do grupo “O” perigoso (NOVARETTI, 2008).
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Nesse contexto, considerando a importancia que esses anticorpos apresentam na
pratica transfusional e a necessidade de se utilizar concentrados de hemacias ou
plaquetas de doadores do grupo “O” para pacientes de outros grupos sanguineos,
faz-se necessario conhecer o perfil desses doadores quanto aos titulos de aglutininas

anti-A e anti-B com o objetivo de garantir a seguranca da terapia transfusional.

A legislacdo brasileira atual recomenda a realizacdo do teste de hemolisina para
transfusdo de plaquetas nao isogrupo utilizando-se um método qualitativo com
incubacédo a 37°C. Os componentes sanguineos com resultados de hemolise total ou
parcial devem ser evitados em transfusdes nédo isogrupo (BRASIL, 2013). O
presente estudo ndo avaliou a atividade hemolitica dos anticorpos do sistema ABO
(hemolisinas), mas focou na avaliagcdo das aglutininas anti-A e anti-B em titulos

elevados.

2.7 Métodos para titulacdo de aglutininas

A titulacdo € um método semi-quantitativo utilizado para determinar a concentracédo
de anticorpos em uma amostra de soro ou para comparar a forca de expressao de
um antigeno em diferentes amostras de hemécias. O titulo € dado como a maior

diluicdo que produz uma aglutinagdo macroscopica de 1+ (ROBACK et al., 2011).

O método de escolha de alguns estudos brasileiros para a titulagdo de aglutininas
anti-A e anti-B é o método de hemaglutinacéo utilizando microplacas (GAMBERO et
al., 2004; ROSA et al., 2004; FERNANDES et al., 2008; COSECHEN et al., 2009).

As técnicas em microplaca podem ser usadas para pesquisa de antigenos em
hemacias e anticorpos no soro. A microplaca € a uma matriz de 96 pequenas
cavidades, conforme demonstrado na Figura 1. Os principios que se aplicam ao
meétodo de hemaglutinagcdo em tubo também se aplicam aos testes em microplacas
(ROBACK et al., 2011). No entanto, a padronizacao de leituras das intensidades das

reacOes nessa matriz é complexa.
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Figura 1 - Microplaca com fundo em “U” (96 cavidades).
Adaptada de GAMBERO et al., 2004

Diferentes técnicas tém sido empregadas para titulacdo de anticorpos, dentre as
quais a técnica convencional em tubo e a técnica em gel-teste sdo as mais
frequentemente utilizadas (CHENG & HAO, 2011)

A técnica em gel-teste emprega um cartdo de gel, que mede aproximadamente 5 X 7
cm, constituido por seis microtubos especiais preenchidos com uma mistura de gel
de dextrana-acrilamida, tampao e reagente (se aplicavel), conforme demonstrado na

Figura 2 .
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Figura 2 - Exemplo de cart&o utilizado para
fenotipagem ABO, RhD e CDE
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Dependendo do teste a ser executado, € possivel utilizar gel neutro ou gel especifico
gue contém reagente, como anti-lgG, anti-A, anti-B, anti-D, entre outros. Uma
suspensao de heméacias ou uma mistura de hemacias e soro € centrifugada atravées
do gel, sob condi¢cGes precisas. Em reacdes negativas, as hemacias atravessam o
gel e se depositam no fundo do microtubo. Em reagfes positivas, as hemacias ficam
presas ao gel e a reacdo pode ser lida apds horas. A técnica em gel-teste apresenta
inmeras vantagens. E de facil execucdo, sensivel, reprodutivo, fornece reacdes
claras e estaveis, 0 que melhora a interpretacdo dos resultados. (HARMENING &
WALKER, 2006; LAPIERRE et al., 1990). Uma importante desvantagem é o custo

elevado.

As reacdes de aglutinacdo no teste em gel sdo graduadas de modo semelhante ao
utiizado na hemaglutinacdo em tubo de ensaio. A interpretacdo € realizada
conforme segue abaixo (HARMENING & WALKER, 2006):

» Reacdo 4+: caracterizada por uma banda sélida de hemacias aglutinadas na
parte superior ou no topo da coluna de gel. Habitualmente, ndo ha hemécias
visiveis no fundo do microtubo;

* Reagdo 3+: caracterizada por uma quantidade predominantemente de
hemécias aglutinadas mais na dire¢cdo do topo da coluna de gel, com poucos
aglutinados oscilando por baixo da banda mais espessa. A maior parte dos
aglutinados é observada na metade superior da coluna de gel,

* Reacdo 2+: caracterizada por aglutinados de hemacias dispersos por toda a
coluna de gel, com poucos aglutinados no fundo do microtubo. Os aglutinados
devem estar distribuidos pelas metades superior e inferior do gel;

* Reacdo 1+: caracterizada por aglutinados de heméacias predominantemente
observados na metade inferior da coluna do gel, com hemacias também no
fundo. Essas reacdes podem ser fracas, em que alguns aglutinados
permanecem na area do gel imediatamente acima do botdo hematico no fundo
do microtubo;

» Reacdo negativa: caracterizada por hemacias que formam um botdo bem
delineado no fundo do microtubo. O gel acima do botdo esta transparente e

isento de aglutinados.
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2.8 Considerac0Oes sobre a definicdo do doador “O” p erigoso

Existe uma deficiéncia de concordancia na literatura sobre qual titulo é clinicamente
importante e qual tipo de anticorpo IgM ou IgG é mais significativo. Além disso, ndo
ha estratégia de padronizacdo nos Estados Unidos para evitar reacdo hemolitica in
vivo. Em outros paises, entretanto, as praticas variam. Alguns decidiram aplicar
principios de precaucdo que determinam que, quando ha suspeita razoavel de
possivel injuria, a falta de um consenso cientifico ndo deve justificar a falta de acéo
preventiva. Por exemplo, o Reino Unido utiliza um titulo de 100 como valor de cut-off
para a aglutinina anti-A classe IgM em doadores do grupo “O” (JOSEPHSON et
al.,2004; SAUNDERS, 2000).

JOSEPHSON et al. (2004) instituiram uma diretriz para o titulo de anti-A/A,B em
todos os doadores de plaquetas por aférese pertencentes ao grupo “O”: se titulo
maior que 64 para IgM ou maior que 256 para IgG utilizando-se a técnica em gel, o
concentrado de plaquetas ndo é transfundido para pacientes “ndo-O”. Essa diretriz
foi determinada arbitrariamente, mas representou um primeiro passo na prevencgao

danos ao paciente advindos da transfusao.

COOLING et al. (2007) investigaram os titulos de anti-A e anti-B em concentrados
de plaguetas randémicas ou obtidas por pool. Os pesquisadores encontraram uma
meédia de titulos de anti-A e anti-B nesses hemocomponentes do grupo “O” de 16 e 8
com a técnica em tubo, enquanto que utilizando a técnica em gel, os titulos
aumentam para 64 e 32, respectivamente (p<0,0001). Os pesquisadores discutiram,
ainda, que um titulo de 64 é muito conservador e resultaria em um alto numero de
unidades de plaquetas do grupo “O” rotuladas como “perigosas”, reduzindo ainda
mais a sua disponibilidade. O estudo recomenda um titulo de 128 — 200 a ser

considerado critico para a técnica em gel.

Os resultados das duas investigacfes acima citadas mostram as dificuldades
encontradas na padronizacdo de um titulo para rotular os hemocomponentes de

plaquetas de doadores pertencentes ao grupo “O” perigoso.
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A padronizacdo de praticas e de politicas envolvendo a transfusdo de plaquetas
incompativeis € um desafio em muitos niveis. No topo dessa discussao esta a falta
de um método padronizado para a titulacéo e da determinacéo de titulos criticos que
servirdo para proteger os receptores “ndo-O”. Simultaneamente, essas praticas néo
podem colocar em risco a disponibilidade de plaguetas por meio da identificacao
falsa dessas unidades como potencialmente capazes de causar reagdes hemoliticas
transfusionais agudas nos receptores (JOSEPHSON et al., 2010).

Em contraste, a Europa respondeu a uma ordem na década de 90, que preconizava
a realizacdo de testes e a instituicdo de uma politica nos laboratorios para evitar a
transfusdo de sangue de doadores com altos titulos de anticorpos anti-A e anti-B
para pacientes “ndo-O”. Especificamente no Reino Unido, a automatizacdo €
utilizada como um facilitador para triagem desses doadores. Titulos de anti-A e anti-
B acima de 100 tém sido amplamente aceitos como equivalente a um titulo de 128
pela técnica manual em tubo (teste de aglutinacdo salinico). Ainda assim, essa
estratégia europeia de instituir um Gnico cut-off para o titulo ndo isenta o risco de
ocorréncia de reacdes (JOSEPHSON et al., 2010; WIN, 2011).

2.9 Consideracg0Oes gerais da doagao de sangue

O procedimento de coleta de sangue é realizado por profissionais de saude
treinados e capacitados, trabalhando sob a supervisdo de enfermeiro ou médico. A
puncdo venosa para a coleta de sangue causa leve dor local, podendo haver
formacéo de hematoma e edema locais e discreto sangramento. E possivel, também,

a ocorréncia de tonturas.

De acordo com a Portaria n°® 2.712, de 12 de novembro de 2012 (Regulamento
Técnico de Procedimentos Hemoterapicos), sdo adotados cuidados com o doador

apos a doacéo, a fim de garantir sua integridade:

« E ofertada hidratacéo oral ao doador depois da doag&o, antes que 0 mesmo se
retire da Instituicao;

 E aconselhavel a oferta de lanche ao doador:;
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 E recomendavel que o doador permaneca, no minimo,15 (quinze) minutos no

Servico de hemoterapia antes de ser liberado.

Os doadores séo instruidos para que:

| - Facam o veiculo parar imediatamente no caso de, apés deixarem o0 Servico de
Hemoterapia, ocorrer mal estar ao serem transportados por motocicletas ou
conduzirem veiculos automotores.

Il - Aguardem, pelo menos, 60 minutos antes de consumir cigarros, cigarrilhas,
charutos, cachimbos ou quaisquer outros produtos fumigenos, derivados ou néo do
tabaco.

[Il - Aguardem aproximadamente 12 horas antes de realizar qualquer esforco fisico,
especialmente com o membro relacionado a doacéo.

IV - Mantenham a compresséao no local da puncdo em caso de sangramento ou
hematomas.

V - Comuniqguem ao Servigo de Hemoterapia caso apresente qualquer sinal ou
sintoma de processo infeccioso, como febre ou diarreia, até sete dias apos a

doacéo.
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3 OBJETIVOS



44

3.1 Objetivo geral

Estimar a frequéncia de doador “O” perigoso no Hemocentro Belo Horizonte, por
meio da determinacdo dos titulos de aglutininas anti-A e anti-B em doadores do

grupo sanguineo “O".

3.2 Objetivos especificos

» Estimar a frequéncia de doadores do grupo “O” perigoso.

e Comparar a frequéncia obtida com a de outros bancos de sangue brasileiros e de
outros paises.

» Correlacionar os titulos observados com as varidveis sexo, etnia, faixa etaria,
especificidade da aglutinina e classe do anticorpo.

» Alertar a Fundacdo Hemominas — Hemocentro de Belo Horizonte a respeito da
importancia do doador do grupo “O” perigoso, visando a adocdo de medidas que
viabilizem sua identificagdo na rotina do Hemocentro, de forma a aumentar a

seguranca transfusional dos receptores.



45

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Casuistica

O presente estudo foi conduzido na Fundacdo Hemominas, Hemocentro de Belo
Horizonte (HBH), na Central de Imuno-Hematologia, onde séo realizados os exames
imuno-hematolégicos para qualificacdo do sangue do doador, a fim de garantir a
eficicia terapéutica e a seguranca da doacdo. Foram avaliados doadores de sangue

do grupo sanguineo “O”, novos ou frequentes no Hemocentro.

4.1.1 Critérios de inclusao

v' Doadores do grupo sanguineo “O”, que apresentaram Pesquisa de Anticorpos
Irregulares (PAI) negativa e Pesquisa de Hemoglobina S (HbS) negativa,

independentemente do fend6tipo RhD, da etnia, da faixa etaria e do sexo.

4.1.2 Critérios de exclusao

v Doadores do grupo sanguineo “O” que apresentaram PAIl positiva e/ou HbS
positiva.

v’ Doadores pertencentes aos grupos sanguineos A, B, AB e subgrupos.

4.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Fundacdo Hemominas e pelo Comité de Etica e Pesquisa
(COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), por meio do cadastro na
base nacional e unificada de registros de pesquisas envolvendo seres humanos

(Plataforma Brasil).

O presente estudo foi executado, também, em acordo com a Resolucdo 466/12, do
Conselho Nacional de Saude, que aprova diretrizes e normas regulamentadoras de

pesquisas envolvendo seres humanos.



47

Uma vez que as amostras biologicas utilizadas no estudo foram coletadas no ato da
doacdo de sangue, previamente consentida e ndo acarretou qualquer incomodo
adicional ou risco ao doador, ndo foi necessaria a assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) especificamente para o presente projeto.

Segundo a Portaria N° 2.712, de 12 de novembro de 2013, que redefine o
regulamento técnico de procedimentos hemoterapicos, o candidato a doacdo de
sangue deve assinar TCLE, no qual declara expressamente consentir com a
realizacdo de todos os testes de laboratorio exigidos pelas leis e normas técnicas

vigentes.

O sigilo das informacdes prestadas pelo doador antes, durante e depois do processo
de doacdo de sangue foi absolutamente preservado, respeitadas outras
determinacdes previstas na legislagao vigente.

A participacdo na pesquisa poderia causar risco de quebra de sigilo de informacdes
pessoais dos doadores, pois se fez necessario consultar dados como sexo, idade e
etnia para cada doador avaliado. Para garantir a confidencialidade das informacoes
cedidas pelos doadores, a pesquisadora e o0 bolsista de iniciacdo cientifica tinham
acesso ao Sistema de Doadores do HBH mediante utilizacdo de usuario e senha

para evitar o acesso nao autorizado a tais informacdes.

Finalmente, a pesquisadora e o bolsista envolvidos na execucéo do presente estudo
assumiram, por meio de assinatura em termo de compromisso, o conhecimento e

cumprimento dos requisitos da Resolucao 466/12 e suas complementares.

4.3 Amostras bioldgicas

No ato da doacédo de sangue foram coletados, além da bolsa, amostras para exames
laboratoriais, sendo um tubo de sangue em anticoagulante EDTA para exames
imuno-hematologicos, um tubo em EDTA para testes de acidos nucléicos (NAT) e

dois tubos sem anticoagulante para testes sorologicos.
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A Central de Imuno-Hematologia recebeu uma amostra em EDTA de cada doador
para realizacdo da fenotipagem ABO/ RhD automatizada no equipamento PK
Olympus 7200, da PAI pela técnica em gel-teste e da pesquisa de HbS pela técnica
de precipitacdo em microplacas, utilizando-se como agente redutor o ditionito de

sadio.

ApoOs a realizacao dos testes descritos, solicitou-se a um dos técnicos do setor que
separasse todos os dias, aleatoriamente, quatro amostras de doadores pertencentes
ao grupo “O”, que apresentassem PAI negativa e HbS negativa, para utilizacado do
plasma em EDTA no processo de titulacdo das aglutininas anti-A e anti-B pela

técnica em tubo.

A PAI deveria ser negativa para que outros anticorpos néo interferissem na titulagéo
das aglutininas de interesse. As amostras que apresentaram HbS positiva ndo foram
incluidas porque tais tubos eram encaminhados para teste confirmatorio por

eletroforese em outro setor.

4.4 Célculo amostral

O calculo do numero de amostras necessario para estimar a frequéncia de doadores
“O” perigosos no HBH considerou o niumero de doadores do grupo sanguineo “O”
atendidos no Hemocentro no ano de 2012 (34.647 doadores), a prevaléncia de
doadores do grupo “O” perigoso em estudos realizados no Brasil (média aproximada
de 10%), e o nivel de significancia de 5%. A seguinte formula foi utilizada, baseada
no erro amostral, no tamanho da populacéo e no nivel de confianca dos resultados
(BARNETT, 1982):
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Onde:

o N=tamanho populacional

o P=proporc¢éo do evento em estudos similares (prevaléncia)
o d= erro amostral da estimativa
o] Z“fzzvalor da tabela normal padréao

0Q=(1-P)

o PQ= variancia da proporc¢ao
Este calculo resultou em um “n” de, no minimo, 131 doadores.

Posteriormente, foi avaliado o nimero de amostras necessario para utilizacdo da
regressdo logistica para andlise multivariada dos dados obtidos. O célculo foi
realizado considerando-se a prevaléncia de doadores do grupo “O” perigoso em
estudos realizados no Brasil (média aproximada de 10%) e o numero de variaveis
avaliadas no estudo (sexo, etnia e faixa etaria). A seguinte férmula foi empregada

para calcular o niumero de casos-desfecho (HAIR et al., 2009):

Casos-desfecho = 10 x (P + 1), sendo: P = nimero de variaveis
Casos-desfecho =10 x (3 + 1) =40

O numero de casos-desfecho correlaciona-se com a prevaléncia de doadores “O”
perigosos em outros estudos brasileiros (média aproximada de 10%):

x =400
Este céalculo resultou em um numero minimo de 400 amostras, que foi o niumero

estabelecido neste estudo.
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4.5 Planejamento experimental

O planejamento experimental do estudo foi executado conforme o fluxograma

apresentado na Figura 3 :

Etapa 1:
- Desenho do estudo
- Céalculo amostral

NS

Etapa 2:
- Aprovacéo do projeto na Fundag&o Hemominas
- Aprovacdo do projeto no COEP / UFMG
- Solicitagd@o de um bolsista de iniciacdo cientifica junto a FAPEMIG

NS

Etapa 3.

- Treinamento dos dois Unicos responsaveis pela titulagdo das aglutininas anti-A e anti-B pela
técnicaem tubo

- Definicdo da logistica para analise das amostras

NS

Etapa 4:

Titulacao das aglutininas anti-A e anti-B dos doadores selecionados para o estudo

NS

Etapa 5:

- Interpretacao dos resultados obtidos
- Redacédo e defesa da dissertacao

Figura 3 — Planejamento experimental do estudo
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4.5.1 Etapa 1

* Desenho do estudo:
v" Estudo observacional, visando a estimar parametros de uma populacao;
v  Estudo transversal, cujos dados foram avaliados em um Unico ponto no
decorrer do tempo;
v Estudo descritivo, cujas caracteristicas da populacdo foram descritas por
meio das variaveis em estudo;
v Estudo prospectivo, visto que as amostras analisadas foram coletadas ao

longo do periodo de execucéo do estudo.

* Calculo amostral: conforme descrito no item 4.4.

4.5.2 Etapa 2

» Aprovacéo prévia do projeto pela Camara do Departamento de Andlises Clinicas
e Toxicolégicas da Faculdade de Farméacia da UFMG (ANEXO A), pela Fundacgéo
Hemominas (ANEXO B) e pelo COEP da UFMG (ANEXO C).

* Solicitacdo e obtencdo de um bolsista de iniciacdo cientifica a FAPEMIG para

auxiliar o desenvolvimento pratico do estudo.

4.5.3 Etapa 3

» Treinamento especializado, feito pela pesquisadora e pelo bolsista de iniciacao
cientifica, da técnica de titulagdo em tubo no Setor de Controle da Qualidade da

Fundacdo Hemominas, visando a padronizacdo das leituras das titulagdes e

minimizacao/eliminacéo do carater subjetivo dessa.

» Padronizacdo da logistica de analise de amostras. Foi definida a titulacdo de
quatro amostras por dia, de forma a alcancar o numero total de 400 amostras

necessarias ao estudo, em cerca de onze meses.
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4.5.4 Etapa 4

» Execucdo da parte pratica do estudo. A titulacdo das aglutininas anti-A e anti-B
das 400 amostras de doadores de sangue do grupo sanguineo “O” foi realizada
no periodo de margo de 2014 a janeiro de 2015.

4.5.5 Etapa 5

» Contabilizacdo dos dados e inclusdo em tabelas de classificacdo cruzada, de

acordo com cada variavel, para posterior analise estatistica.

* Andlise dos dados utilizando-se os programas GraphPad Prism 5.0 e Minitab
versdo 17. Os testes Qui-Quadrado (x?) e Teste Exato de Fisher foram

empregados. Um nivel de significancia de 5% foi adotado.
* Interpretacdo e discussao dos resultados com base em dados da literatura.
4.6 Métodos
A titulacdo das aglutininas anti-A e anti-B foi feita pela técnica em tubo, que é
considerada padrdo (JOSEPHSON et al, 2010) e o que tornou o estudo

economicamente viavel.

A padronizacdo de leitura da aglutinacdo € necessaria para minimizar/eliminar o

carater subjetivo da leitura da intensidade de reacdo (ROBACK et al., 2011).

A Tabela 7 apresenta a interpretacdo das reacdes de aglutinacdo em tubo
(ROBACK et al., 2011).



TABELA 7 — Interpretacéo das reages de aglutinagdo em tubo

Achados macroscoépicos observados Designacao
Um aglutinado sélido 4+
Vérios aglutinados grandes 3+
Aglutinados de médio tamanho — fundo limpo 2+
Aglutinados pequenos — fundo turvo 1+
Aglutinados muito pequenos — fundo turvo 1+W
Aglutinacédo escassamente visivel (fraca) — fundo turvo W+ ou +/-
Auséncia de aglutinacéo 0

W = weak (fraco)
Fonte: ROBACK etal., 2011

4.6.1 Padronizagao das leituras pela técnica em tub
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Inicialmente, foi realizado um treinamento para padronizacdo das leituras das

aglutinacdes pela técnica em tubo no setor de Controle da Qualidade da Fundacédo

Hemominas , quando a pesquisadora e o bolsista de iniciacdo cientifica executaram

a titulacdo de anticorpos conforme orientacdo de uma das experientes técnicas

desse setor, que sanou as duvidas quanto ao uso do negatoscopio e treinou as

leituras dos diversos padrdes de aglutinagéo.

4.6.2 Preparo das suspensdes de hemacias

Para a titulacdo das aglutininas anti-A e anti-B, foram preparadas suspensodes a 5%,

de hemacias A1 e B de doadores, previamente fenotipados, conforme a técnica

descrita no Manual Técnico da Associacdo Americana de Banco de Sangue

(ROBACK et al., 2011) e adaptada para o presente estudo (Figura 4).
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Como solucao preservadora das hemacias, foi utilizada a solugéo de Alsever, que &
um preservador isotdnico do sangue composto de glicose, citrato de sédio, cloreto
de sddio, agua deionizada e antibidticos. O uso desta solugéo faz com que o tempo
de armazenamento das suspensodes seja de 28 dias, conforme validacdo interna da

Central de Imuno-Hematologia.

Foram selecionadas uma amostra de doador do grupo A, @ uma do grupo B. Foi
transferido 1 mL de papa de hemacias de cada amostra para um tubo de 10mL.

NS

As hemacias foram lavadas trés vezes com solu¢ao salina. O sobrenadante final foi
completamente removido por aspiragao.

NS

Em capela de fluxo laminar, foram transferidos 500L das hemacias lavadas para
um frasco de vidro do tipo conta-gotas, previamente autoclavado, contendo 9,5mL
de solugao de Alsever.

AN

Cada frasco foi tampado e homogeneizado suavemente, varias vezes, por
inversao.

NS

Cada suspensao preparada foi encaminhada ao setor de Controle da Qualidade
para aprovagao.

NS

Um laudo de aprovacao foi obtido para cada lote produzido.

Figura 4 — Descri¢do do processo de preparo das suspensoées de hemacias

Cada suspensao de hemacias preparada (Figura 5) foi enviada para o setor de
Controle da Qualidade da Fundacdo Hemominas, onde foi submetida aos testes de
especificidade, reatividade e analise visual. Cada suspenséao foi aprovada mediante
a emissao de um laudo (ANEXO D).
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Figura 5 — Suspensoes de hemécias A ; e B utilizadas na titulagio das aglutininas

4.6.3 Titulagéo de aglutininas da classe IgM

A técnica descrita no Manual Técnico da Associacdo Americana de Banco de
Sangue (ROBACK et al., 2011) foi adaptada para o presente estudo (Figura 6).



Para titulacdo da aglutinina anti-A, 12 tubos foram
identificados com o nimero da amostra (exemplo:
amostra 1), com as diluicdes sucessivas a serem
preparadas em salina (primeiro tubo: amostra
sem diluir; ultimo tubo: diluicdo 1:2048) e com a
letra correspondente a suspensdao de heméacia
“Al” a ser adicionada a cada tubo.

Para titulacdo da aglutinina anti-B, 12 tubos foram
identificados com o nimero da amostra (exemplo:
amostra 1), com as diluicdes sucessivas a serem
preparadas em salina (primeiro tubo: amostra
sem diluir; ultimo tubo: diluicdo 1:2048) e com a
letra correspondente a suspensao de heméacia “B”
a ser adicionada a cada tubo.

Para o preparo das diluicbes, 50uL de salina
foram pipetados e dispensados a partir do
segundo tubo (diluicdo 1:2) e até o ultimo tubo
(diluicdo 1:2048), que foi considerado o tubo de
reserva, caso fosse necessario continuar as
diluicbes; Foram pipetados 50uL do plasma puro
nos tubos “A-1", “A-2", “B-1" e “B-2". Foram
transferidos 50pL da diluicdo 1:2 (tubos “A-2"/B-
2") para o préximo tubo (tubos “A-4" [“B"-4),
homogeneizando-se e desprezando-se a ponteira
em seguida. Esse procedimento foi repetido até
0s tubos “A-2048” e “B-2048".

Foram acrescentados 50uL (1 gota) da
suspensdo de hemécias Al a 5% a todos os
tubos contendo a letra “A” e 50uL (1 gota) da
suspensdo de hemécias B a 5% a todos os tubos
contendo a letra “B”, exceto aos dois ultimos
tubos de reserva. Todos o0s tubos foram
homogeneizados suavemente e incubados por 15
minutos a temperatura ambiente.

Todos os tubos foram centrifugados a 1000rpm
por 1 minuto. O botdo de hemécias de cada tubo
foi ressuspendido suavemente e a aglutinagao foi
avaliada visualmente de acordo com a
padronizacdo para técnica em tubo. O titulo
obtido para anti-A IgM e o titulo obtido para anti-B
IgM foram registrados para cada amostra testada,
sendo esse definido como o inverso da ultima
diluicdo que apresentou uma reacao de 1+.

Figura 6 — Metodologia para titulagio de aglutininas anti-A e anti-B da classe IgM
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4.6.4 Titulagao de aglutininas da classe IgG

a. Tratamento prévio do plasma

O plasma foi previamente tratado com o reagente DTT (Dithiothreitol - C4H1002S2 —
Fabricante: Sigma-Aldrich) 0,01M, conforme técnica descrita no Manual Técnico da
Associacdo Americana de Banco de Sangue (ROBACK et al., 2011), para anular a
atividade das imunoglobulinas da classe IgM, permitindo a deteccdo de
imunoglobulinas da classe IgG coexistentes. O DTT é um forte agente redutor que
age rompendo as ligagdes dissulfeto presentes na estrutura das imunoglobulinas da

classe IgM.

Para o preparo do DTT 0,01 M, 0,154g de DTT foram dissolvidos em 100mL de
solucdo tampao PBS (pH=7,3). Aliquotas de 1mL foram armazenadas a temperatura
de -20°C. Para o controle da qualidade desse reagente, uma amostra de soro
comercial que continha anticorpos da classe IgM (soro Anti-Jka — Fabricante
Fresenius) foi tratada, conforme técnica a seguir e foi constatada a destruicdo
desses anticorpos ap0s serem confrontados com o painel de hemacias empregado
na Central de Imuno-Hematologia.

Para o tratamento da amostra com o DTT 0,01M, um tubo de plastico foi identificado
com o numero da amostra e a sigla “DTT” e 200uL do plasma a ser tratado foram
dispensados. Em seguida, 200 puL de DTT 0,01M foram adicionados. O tubo foi
tampado, homogeneizado e incubado a 37°C por 30 minutos. Apds os primeiros 15
minutos de incubacéo, o tubo foi novamente homogeneizado e foi investigada se

havia a presenca de gelatinizacdo da amostra, o que invalidaria a analise da mesma.

b. Obtencéo do titulo

Essa técnica esta descrita no Manual Técnico da Associacdo Americana de Banco
de Sangue (ROBACK et al., 2011) e foi adaptada para o presente estudo (Figura 7 ):
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Para o tratamento prévio do plasma com DTT 0,01M,
um tubo de plastico foi identificado com o niamero da
amostra e a sigla “DTT” e 200uL de plasma foram
dispensados. Foram adicionados 200uL de DTT
0,01M, ap6s seu completo descongelamento. O tubo
foi tampado , homogeneizado e incubado a 37°C, por
30 minutos. Apés o0s primeiros 15 minutos de
incubacao, oS tubos foram novamente
homogeneizados e a presenca de gelatinizagcdo da
amostra foi avaliada, o que invalidaria a sua analise.

Para titulacdo da aglutinina anti-A, 10 tubos foram
identificados com o numero da amostra (exemplo:
amostra 1) e com as diluicbes sucessivas a serem
preparadas (primeiro tubo: diluigdo 1:2; ultimo tubo:
diluicdo 1:1024). Para o primeiro tubo (diluicdo 1:2),
nao foi utilizada salina como diluente, mas o proprio
DTT que foi usado no tratamento do plasma. Cada
tubo recebeu a identificacgdo com a letra “A”,
correspondente a suspensdo de hemacia “Al” a ser
adicionada.

Para titulacdo da aglutinina anti-B, 10 tubos foram
identificados com o numero da amostra (exemplo:
amostra 1) e com as diluicdes sucessivas a serem
preparadas (primeiro tubo: diluigdo 1:2; ultimo tubo:
diluicdo 1:1024). Para o primeiro tubo (diluicdo 1:2),
ndo foi utilizada salina como diluente, mas o proprio
DTT que foi usado no tratamento do plasma. Cada
tubo recebeu a identificacdo com a letra “B’,
correspondente a suspensdo de heméacia “B” a ser
adicionada.

Para o preparo das diluicbes, 100uL da amostra
tratada com o DTT 0,01M foram pipetados nos tubos
“A-2" e B-2" (diluicdo 1:2). Foram pipetados 50uL de
salina em todos os outros tubos, até o Ultimo tubo
(1:1024), que foi considerado o tubo de reserva, caso
fosse necesséario continuar as diluicdes. Foram
transferidos 50uL da diluicdo 1:2 (tubos “A-2"/B-2")para
0 proximo tubo (tubos “A-4” /“B”-4), homogeneizando-
se e desprezando-se a ponteira em seguida. Esse
procedimento foi repetido até os tubos “A-1024" e “B-
1024".

Figura 7 — Metodologia para titulagdo de aglutininas anti-Ae  anti-B da classe IgG

- Continua
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Foram acrescentados 50uL (1 gota) da suspensao de
hemacias Al a 5% a todos os tubos contendo a letra
“A” e 50uL (1 gota) da suspensao de hemécias B a 5%
a todos os tubos contendo a letra “B”, exceto aos dois
Gltimos tubos de reserva. Cada tubo foi
homogeneizado suavemente e incubado por 15
minutos em banho-maria a 37°C.

As suspensfes de hemécias de todos os tubos foram
lavadas trés vezes com salina, decantando-se bem o
Ultimo sobrenadante com o auxilio de gaze ou papel
toalha.

Foram adicionados 100pL (duas gotas) de soro anti-
lgG (soro de Coombs monoespecifico — Fabricante:
Lorne®) a todos os tubos que foram, em seguida,
homogeneizados suavemente e centrifugados a
1000rpm por 1 minuto.

O botdo de hemacias de cada tubo foi ressuspendido
suavemente e a aglutinacdo foi avaliada visualmente,
de acordo com a padronizacao para técnica em tubo. O
titulo obtido para anti-A 1gG e o titulo obtido para anti-B
IgG foi registrado para cada amostra testada, sendo
esse definido como o inverso da ultima diluicgdo que
apresentou uma reagdo de 1+.

Figura 7 — Metodologia para titulagdo de aglutininas anti-Ae  anti-B da classe IgG

(concluséo)
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4.6.5 Controle da qualidade das titulacbes

Visando a um melhor controle da qualidade das titulacdes executadas ao longo de
11 meses, foi padronizado um controle negativo e um controle positivo a serem

realizados em todas as execug¢des da pesquisa de aglutininas.

O controle negativo foi realizado utilizando-se plasma “AB” de doador previamente
fenotipado, sendo submetido a tratamento idéntico as amostras de doadores. Esta
amostra foi selecionada semanalmente e era mantida sob refrigeracéo (2 a 8°C) ao
longo dos 5 dias em que foi utilizada. O objetivo deste processo foi avaliar a
especificidade das reacdes, uma vez que o resultado esperado era sempre o0
negativo, devido a auséncia das aglutininas anti-A e anti-B. Ao longo de todo o
periodo de andlise das amostras, os resultados dos controles negativos adotados se
mostraram de acordo com o0 esperado, ou seja, negativos para a presenca de

aglutininas anti-A e anti-B.

O controle positivo foi realizado utilizando-se uma amostra ja titulada para as
aglutininas anti-A e anti-B. O objetivo desde processo foi avaliar a reprodutibilidade
das reacdes de titulagbes. Optou-se por implementar este controle, pois hdo ha um
controle de exatiddo disponivel para ser utilizado. Todos os dias em que houve a
titulacdo de amostras, uma delas foi separada para ser repetida no experimento
seguinte, preferencialmente uma amostra de doador classificado como perigoso,
para avaliar a reprodutibilidade da titulacdo. Esta amostra selecionada era mantida
sob refrigeracdo (2 a 8°C) até que fosse titulada novamente e, em seguida, era
substituida por outra do ultimo experimento. Ao longo de todo o periodo de analise
das amostras, os resultados dos controles positivos adotados se mostraram de
acordo com o esperado, tolerando-se uma variacdo de mais ou menos uma dilui¢ao,

desde que nao alterasse a classificacdo prévia da amostra do doador.

Dessa forma, a partir da aprovacdo dos controles positivo e negativo, os resultados
das titulacdes das aglutininas nas amostras dos doadores foram validados.
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Destaca-se, ainda, que as leituras das titulagbes foram realizadas apenas pela
pesquisadora e pelo bolsista de iniciacdo cientifica envolvidos na execuc¢do do
estudo, que receberam 0 mesmo treinamento inicial, o que permitiu melhor

padronizacdo na interpretacao das leituras.

4.6.6 Classificacao dos doadores “O” perigosos

N&o ha um consenso internacional padronizado para os titulos a partir dos quais um
doador seria classificado como perigoso. A maioria das autoridades nesse assunto
aceita titulos de anti-A e anti-B menores que 100 para anticorpos da classe IgM e
400 para anticorpos da classe IgG. Esses niveis também coincidem com os
utilizados no Reino Unido, na maioria dos paises europeus e nos Estados Unidos
(STRANDENES et al., 2014)

Foram considerados como doadores O perigosos aqueles que tiverem titulo de anti-
A ou anti-B da classe IgM maior que 128, de acordo com a recomendacéo do estudo
de Cooling et al. (2007) e/ou anti-A ou Anti-B da classe IgG maior que 256, segundo
prop6s o estudo de JOSEPHSON et al. (2004). Para a proposta de automatizacao,
foi considerado um cut-off de 100 para os titulos de anti-A e anti-B, conforme
adotado no Reino Unido e por ter sido considerado comprovadamente comparavel
ao titulo salinico de 128 (WIN, 2011).

4.7 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se os programas GraphPad
Prism versdo 5.0 e Minitab versdo 17. O calculo da frequéncia percentual das
amostras analisadas foi realizado, sendo o0 resultado obtido expresso em
porcentagem de doadores do grupo “O”, classificados como perigosos. A analise da
associacdo entre os titulos de aglutininas encontrados e as variaveis sexo, etnia e
faixa etaria, foi realizada utilizando-se o teste Qui-Quadrado (x?). Quando os valores
esperados foram menores do que 5, foi empregado o Teste Exato de Fisher para
verificar as associacdes. As analises estatisticas foram realizadas considerando um

nivel de significancia de 5%.
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Para as variaveis que apresentaram associacdo com os titulos de aglutininas, foi
calculada a Razdo de Chances (RC) ou Odds Ratio, cujo objetivo é determinar a
razdo entre a chance de um doador ser classificado como perigoso em dois grupos
distintos. Foram calculados, também, os intervalos de confianca de 95% (IC%%) para

cada razdo de chances encontrada.
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5 RESULTADOS
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5.1 Frequéncia global de doador “O” perigoso

Para classificacdo do doador como perigoso, foi empregado o cut-off com base nos
titulos de anticorpos anti-A/ anti-B da classe IgM maior ou igual a 128 e/ou anti-A/
anti-B da classe IgG maior ou igual a 256. Esses titulos permitem classificar o doador

COMO perigoso.

Das 400 amostras de doadores do grupo sanguineo “O” analisadas, 122 (30,5%)
apresentaram titulo de aglutininas anti-A e/ou anti-B superior ou igual ao cut-off
estabelecido, independentemente da classe do anticorpo. Em 278 amostras (69,5%)
o titulo das aglutininas anti-A e/ou anti-B foi inferior ao cut-off (Figura 8).

NAO PERIGOSOS
69,5%

PERIGOSOS
30,5%

Figura 8 — Frequéncia relativa de doadores do grupo “O” cla  ssificados como perigosos e n&o-
perigosos nas 400 amostras analisadas

5.2 Frequéncia de doador “O” perigoso de acordo com 0 Sexo

Das 400 amostras avaliadas, 209 eram de homens (52,3%) e 191 de mulheres
(47,7%). Dentre os homens, 53 (25,3%), foram classificados como doadores
perigosos e 156 (74,7%), ndo-perigosos. Dentre as mulheres, 69 (36,1%), foram
classificadas como doadoras perigosas e 122 (63,9%), ndo-perigosas.

Das 122 amostras de doadores perigosos, 53 (43,4%) eram de homens e 69

(56,6%) eram de mulheres (Figura 9).
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FEMININO
56,6%

MASCULINO
43,4%

Figura 9 - Frequéncia relativa de doadores do grupo “O” per igoso, de acordo com 0 sexo,
nas 400 amostras analisadas

A analise estatistica, pelo teste qui-quadrado, revelou que o percentual de doador

“O” perigoso foi significativamente superior entre as mulheres (p=0,019) (Figura 10).
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Figura 10 — Frequéncia absoluta de doadores do grupo “O”, perig 0S0S e ndo-perigosos,
segundo o sexo, nas 400 amostras analisadas

5.3 Frequéncia de doador “O” perigoso de acordo com a etnia

Com relacdo a etnia, dos 400 doadores incluidos na pesquisa, 136 se auto
classificaram como brancos (34%), 208 como pardos (52%), 54 como negros

(13,5%) e 2 como amarelos (0,5%) (Figura 11).
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Figura 11 - Frequéncia relativa de doadores avaliados de aco  rdo com a etnia

Dos 122 doadores classificados como perigosos, 43 (35,2%) se autoclassificaram
como brancos, 59 (48,4%) como pardos, 20 (16,4%) como negros e nenhum doador

amarelo foi incluido nessa classificacédo (Figura 12)
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Figura 12 — Frequéncia absoluta de doadores do grupo “O”, perig 0S0S e ndo-perigosos,
segundo a etnia, nas 400 amostras analisadas

A analise estatistica, pelo teste qui-quadrado e pelo teste exato de Fisher, revelou

gue néo houve diferenca significativa entre os grupos.

5.4 Frequéncia de doador “O” perigoso de acordo com a faixa etaria

Com relacdo a faixa etaria, dos 400 doadores incluidos na pesquisa, 169 (42,2%)
doadores pertenciam a faixa etaria de 18 a 29 anos, 116 (29,0%) de 29 a 39 anos,
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69 (17,3%) de 39 a 49 anos, 36 (9,0%) de 49 a 59 anos e 10 (2,5%) de 59 a 69 anos
(Figura 13).
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Figura 13 - Frequéncia relativa de doadores avaliados de aco  rdo com a faixa etaria

Dos 122 doadores classificados como perigosos, 64 (52,4%) pertenciam a faixa
etaria de 18 a 29 anos, 32 (26,2%) de 29 a 39 anos, 18 (14,8%) de 39 a 49 anos, 6
(5,0%) de 49 a 59 anos e 2 (1,6%) de 59 a 69 anos (Figura 14).
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Figura 14 — Frequéncia absoluta de doadores do grupo “O”, perig 0S0S e ndo-perigosos,
segundo a faixa etaria, nas 400 amostras analisadas

A andlise estatistica, pelo teste qui-quadrado, revelou que, dentre os doadores
considerados perigosos, nas diferentes faixas etarias, houve diferenca significativa
somente na comparacédo dos integrantes dos grupos de 18 a 29 anos e 49 a 59 anos
(p= 0,015).
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Para o grupo de 59 a 69 anos, a analise estatistica foi feita pelo teste exato de

Fisher e ndo houve diferenca significativa comparando-o aos demais grupos.

5.5 Frequéncia de doador “O” perigoso de acordo com a especificidade da

aglutinina

No presente estudo considerou-se que, para cada amostra, foram realizadas quatro
titulacdes: anti-A IgM, anti-B IgM, anti-A 1gG e anti-B 1gG. Dessa forma, foram
realizadas 800 titulacdes para a aglutinina anti-A (IgM e 1gG) e 800 para a aglutinina
anti-B (IgM e IgG), totalizando 1600 titulagbes para as 400 amostras analisadas.

Para a aglutinina anti-A, considerou-se o cut-off de 128 quando esta pertencia a
classe IgM e 256 quando pertencia a classe IgG. O mesmo critério foi aplicado com
relacdo a aglutinina anti-B.

Considerando a aglutinina anti-A, foi observado que em 88 testes os resultados
foram superiores ao cut-off, ou seja, esta aglutinina caracterizou o doador como
perigoso, e em 712 testes os resultados foram inferiores. Para a aglutinina anti-B,
em 84 testes os resultados foram superiores ao cut-off , ou seja, esta aglutinina
caracterizou o doador como perigoso, e em 716 testes os resultados foram inferiores
(Tabela 8).
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Tabela 8 — Distribuigéo das aglutininas anti-A e anti-B entre doadores perigosos e ndo

perigosos, nas 1600 titulacbes realizadas.

Doador Perigoso?
Especificidade Total de
da Aglutinina ) Titulagdes Weliorg
SIM NAO
Anti-A 88 12 800 0,7468
Anti-B 84 716 800
Total de
TitulacBes 172 1428 1600

A analise univariada revelou que ndo houve associacdo significativa entre as

variaveis “especificidade da aglutinina” e “ser classificado como perigoso”.

A Figura 15 mostra as frequéncias absolutas dos titulos de aglutininas anti-A e Anti-B

obtidos nas 800 titulagdes para anti-A (IgM e IgG) e 800 para anti-B (IgM e IgG).
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Figura 15 — Frequéncia absoluta dos titulos das aglutininas ant  i-A e anti-B,
nas 1600 titulagcBes realizadas
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5.6 Frequéncia de doador “O” perigoso de acordo com a classe do anticorpo

No presente estudo considerou-se que, para cada amostra, foram realizadas quatro
titulacdes: anti-A IgM, anti-B IgM, anti-A 1gG e anti-B IgG. Dessa forma, foram
realizadas 800 titulagbes para aglutininas da classe IgM (anti-A e anti-B) e 800 para
aglutininas da classe IgG (Anti-A e Anti-B), totalizando 1600 titulacdes para as 400
amostras analisadas. Considerou-se o cut-off de 128 para as aglutininas da classe

IgM e 256 para as aglutininas da classe I1gG.

Considerando o numero total de 800 titulagcdes para aglutininas IgM, foi observado
gue em 76 testes os resultados foram superiores ao cut-off (128), ou seja, esta
classe de anticorpos caracterizou o doador como perigoso, e em 724 testes foram
inferiores. Para a aglutinina 1gG, em 68 testes os resultados foram superiores ao cut-
off (256), ou seja, esta classe de anticorpos caracterizou o doador como perigoso, e

em 732 testes foram inferiores (Tabela 9).

Tabela 9 — Distribuicéio da classe dos anticorpos IgM e IgG ent  re doadores perigosos e ndo
perigosos, nas 1600 titulagBes realizadas

Doador Perigoso?
Classe Total de

dos ) TitulagGes velieip
Anticorpos SIM NAO

IgM 76 724 800 0.4846

I9G 68 732 800

Izl el 144 1456 1600

Titulacbes

A andlise univariada revelou que ndo houve associagdo significativa entre as

variaveis “classe do anticorpo” e “ser classificado como perigoso”.
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A Figura 16 mostra as frequéncias absolutas dos titulos encontrados para as
aglutininas das classes IgM e IgG nas 800 titulacdes para IgM (anti-A e anti-B) e 800
para IgG (anti-A e anti-B).
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Figura 16 — Frequéncia absoluta dos titulos das aglutininas das classes IgM e IgG, nas 1600
titulacBes realizadas
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6 DISCUSSAO
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6.1 Consideracdes iniciais

Desde o século 19, a transfusdo de sangue alogénico tem sido cada vez mais
utilizada em todo o mundo. No entanto, 0 sangue € um recurso terapéutico esgotavel
e evidéncias mostram que atualmente ha uma reducdo nas doacdes de sangue em
todo o mundo, o que tem resultado na escassez dos estoques de sangue nos bancos
de sangue (SOJKA & SOJKA, 2008).

Esta situacdo tende a piorar, especialmente nos paises desenvolvidos, uma vez que
0 numero de doacdes de sangue ndo tem sido proporcional a necessidade de
transfusdo, o que indica a possibilidade futura de escassez deste recurso terapéutico

essencial em diversas condi¢des clinicas (NOVARETTI, 2007).

E crescente a preocupacdo dos profissionais de saltde, especialmente a partir de
2008, com o paciente que estda sangrando e ndo ha sangue disponivel para
transfusdo. Embora esfor¢os venham sendo envidados para a obtengédo do sangue
artificial, a realidade desse é certamente muito remota e inUmeros obstaculos terdo
de ser vencidos para obté-lo (MACKENZIE & SHANDER, 2008; HIROYAMA et al.,
2011)

A partir do surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), uma
intensa reflexdo acerca da indicacdo de transfusdo do sangue vem sendo feita e a
transfusdo de sangue total ndo é recomendada. No entanto, a transfusdo de
componentes do sangue, de acordo com a necessidade do paciente, tem ampla
indicagdo clinica, incluindo o tratamento de anemia com comprometimento
hemodinamico, a prevencao e tratamento de sangramentos devido a trombocitopenia,
portadores de doencas hematolégicas que estdo em tratamento quimioterapico,
pacientes que necessitam de procedimentos cirlrgicos de grande porte e vitimas de
traumatismos. O sucesso da transfusdo de sangue e a recuperacao clinica do
paciente dependem, fundamentalmente, da escolha do hemocomponente compativel
com relagdo ao sistema ABO (HEAL & BLUMBERG, 2004; UKO et al., 2013).

Embora a legislacao brasileira vigente preconize a transfusdo de hemocomponentes
de doadores para receptores que apresentem o mesmo grupo sanguineo, ou seja,
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transfusdo isogrupo, isto nem sempre é possivel. Como o estoque de sangue
disponivel é frequentemente limitado e, em geral, ha maior disponibilidade de
hemocomponentes oriundos de doadores do grupo “O”, certamente o consumo

desses na pratica transfusional € maior, comparando aos demais grupos sanguineos.

Cumpre destacar que, para pacientes politransfundidos, o sistema ABO néo € o Unico
a ser compatibilizado. Além disso, em situacdes de emergéncias e para
procedimentos de exsanguineotransfusdo em recém-nascidos portadores de Doenca
Hemolitica Perinatal (DHPN) é preconizada a utilizacdo de hemacias “O”, fator Rh
negativo (BRASIL, 2013).

De modo geral, o niumero de publicacbes acerca das reacOes transfusionais
hemoliticas devido a presenca de plasma incompativel é reduzido, provavelmente,
pela subnotificacdo dos eventos adversos ou a falta de associacdo entre a
manifestacdo clinica e a presenca de aglutininas em titulos elevados nos

hemocomponentes transfundidos (FUNG et al., 2007).

O conhecimento da frequéncia de doadores do grupo sanguineo “O” perigoso nos
bancos de sangue é essencial para o desenvolvimento e a implanta¢do de protocolos
transfusionais especificos e voltados para a realidade local, de maneira a proteger o

receptor de possiveis reacdes adversas.

6.2 Aspectos imunes das reacoes transfusionais

A transfusdo de sangue constitui um procedimento terapéutico que acarreta tanto
beneficios quanto riscos ao receptor. Entre o0s riscos, destaca-se a reacao
transfusional, definida como qualquer intercorréncia resultante da transfusdo
sanguinea, durante ou apds a sua administragdo. O efeito imune indesejavel mais
grave diretamente associado as transfusbes é aquele que resulta em hemdlise
(GIRELLO & KUHN, 2011).

Em se tratando da transfusdo de plasma ABO incompativel, a reacdo hemolitica
imediata contribui significativamente para morbidade e mortalidade em situacdes de

emergéncia transfusional, sendo que a gravidade esta relacionada ao titulo do
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anticorpo transfundido. Para minimizar os riscos das reacoes transfusionais causadas
por incompatibilidade ABO, todos os hemocomponentes que contém plasma
deveriam ser provenientes de doadores com titulo baixo de aglutininas anti-A e anti-B
(STRANDENES et al., 2014).

No entanto, € oportuno ressaltar as dificuldades associadas a definicado do titulo para
rotular o doador do grupo “O” como perigoso, considerando a inexisténcia de uma
concordancia com relacéo a técnica para a titulacdo de aglutininas anti-A e anti-B e

determinacao de titulos criticos para os receptores “ndao-O”.

6.3 Aspectos demograficos e epidemioldgicos da popu lacdo estudada

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Censo
demografico de 2010 revelou que o municipio de Belo Horizonte apresenta, uma
populacdo residente de 2.375.151 pessoas, sendo 1.113.513 homens e 1.261.638

mulheres. A populacdo estimada em 2014 foi de 2.491.109 pessoas.

Instituida em 26 de dezembro de 1989, por meio da Lei n° 10.057, a Fundagéo
Centro de Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais, com personalidade juridica
propria, de direito publico, vincula-se a Secretaria de Estado de Saude de Minas
Gerais e tem por finalidade assegurar unidade de comando e direcdo as politicas
estaduais relativas & hematologia e hemoterapia, garantindo a populacéo a oferta de
sangue e hemoderivados de qualidade.

A Fundacdo Hemominas desenvolve atividades nas areas de prestacdo de servico,
assisténcia médica, ensino, pesquisa, desenvolvimento tecnolégico, producdo,
controle de qualidade e educacdo sanitdria, atuando nas &reas de hematologia,

hemoterapia, células e tecidos com exceléncia e responsabilidade social.

O HBH foi criado em 02/06/1999 e tem o papel de fornecer hemocomponentes e
hemoderivados aos estabelecimentos de saude (hospitais, clinicas, ambulatérios) de
Belo Horizonte e regido para atendimento a pacientes com necessidade de

transfusao.
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Para cumprir esta fungcéo, o HBH recebe doadores voluntérios e possui, atualmente,
um total de 729.561 doadores cadastrados, sendo 38,9% mulheres e 61,1% homens.

A Central de Imuno-Hematologia da Fundacdo Hemominas localiza-se no HBH e
recebe amostras provenientes de diversas unidades do estado de Minas Gerais.
Neste setor sdo realizados todos os testes imuno-hematoldgicos que qualificam as
amostras dos doadores (fenotipagem ABO/RhD, pesquisa de variantes do antigeno D,
pesquisa e identificacdo de anticorpos irregulares, triagem para deteccdo de
hemoglobina S, teste de Coombs direto em concentrados de hemacias, pesquisa de
subgrupos do sistema ABO). A centralizacdo dos exames nas amostras dos
doadores permite uma melhor padronizacdo dos testes e otimizacdo dos custos, 0
que torna a implementacdo de novas tecnologias viavel na pratica laboratorial,
contribuindo, assim, para andlise de um maior nimero de amostras de doadores em

Minas Gerais.

6.4 Analise da frequéncia global de doador “O” peri goso

No presente estudo, foram avaliadas 400 amostras de doadores do grupo sanguineo
“O” e 30,5% desses apresentaram titulos superiores ao cut-off estabelecido para
aglutininas da classe IgM (128) e/ou classe 1gG (256) sendo, portanto, classificados
como doadores do grupo “O” perigoso (Figura 8). No Brasil, poucos estudos
investigaram a frequéncia de doadores do grupo “O” perigoso em bancos de sangue.
Comparando com o presente estudo, as frequéncias descritas em outros estudos

encontradas na literatura foram inferiores a obtida no HBH.

Em Botucatu, S&do Paulo, a avaliagcdo de 600 amostras do banco de sangue local
revelou uma frequéncia de 12,8% de doadores classificados como “O” perigosos,
sendo 58,4% dos doadores perigosos devido a aglutinina IgM anti-A em titulos

elevados, 14,2% devido a aglutinina IgM anti-B e 27,2% devido a ambas. Os

pesquisadores ndo avaliaram aglutininas da classe 1IgG (GAMBERO et al., 2004).

Em S&o José dos Campos, Sdo Paulo, um estudo que incluiu 6.210 amostras de

doadores da cidade revelou uma frequéncia de 13,6% de doadores classificados
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como “O” perigosos para aglutininas IgM anti-A e anti-B. No entanto, nao foi feita a
distincdo da influéncia de cada aglutinina e ndo foram avaliadas aglutininas da
classe IgG (ROSA et al., 2004).

Nas cidades de Itapeva e Ourinhos, S&o Paulo, um estudo incluindo 4447 amostras
de doadores encontrou uma frequéncia de 1,2% de doadores classificados como
perigosos em Itapeva e 5,3% em Ourinhos, por apresentarem em titulos elevados de
aglutinina IgM anti-A e anti-B, sem distinguir a influéncia de cada aglutinina e sem
avaliar aglutininas da classe IgG (FERNANDES et al., 2008).

Na cidade de Guarapuava, Parana, a frequéncia encontrada de doadores
classificados como “O” perigosos foi de 7,3% sendo que, desses, 44,4% possuiam
titulos elevados de aglutinina IgM anti-A, 35,6% de aglutinina IgM anti-B e 20%
ambas. Esses pesquisadores também ndo avaliaram aglutininas da classe IgG
(COSECHEN et al., 2009).

Todos esses estudos apresentam caracteristicas comuns, principalmente no que
tange a técnica utilizada. Empregaram a titulagdo em microplaca, apos diluicdo das
amostras em salina e adotaram um titulo acima de 100 para classificar os doadores
como perigosos. Dessa forma, avaliaram somente as aglutininas da classe IgM, o
que pode explicar a frequéncia reduzida de doadores classificados como perigosos,
comparando a frequéncia de 30,5% encontrada no presente estudo. Além disso,
diferencas nas caracteristicas inerentes as populagfes estudadas, considerando a
dimensao territorial e populacional do Brasil, poderiam justificar essa diferenca. No
entanto, vale ressaltar a dificuldade metodoldgica para se graduar as intensidades
de reagbes de hemaglutinagdo em microplaca, o que poderia ser melhor
padronizado com o emprego da metodologia em tubo.

Dois estudos recentes empregaram a técnica da titulacdo em tubo em meio salinico
como forma de caracterizar doadores do grupo “O” quanto ao titulo de aglutininas. O
primeiro, realizado na cidade de Sao Paulo, envolveu 603 doadores frequentes do
grupo “O”, que faziam aférese ou cujos hemocomponentes seriam destinados a

recém-nascidos. A frequéncia reportada foi de 13% de doadores com titulos
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elevados de aglutininas. Os pesquisadores consideraram titulos superiores a 64
como elevados e, nesses casos, 0s hemocomponentes eram sinalizados no rétulo e
no sistema informatizado (FRANCA et al., 2011). Aglutininas da classe IgG nao
foram avaliadas, o que pode explicar a diferenca entre a frequéncia de doadores
perigosos nesse hemocentro e a frequéncia encontrada no presente estudo, além de

diferencas nas caracteristicas inerentes a populacao estudada.

O segundo estudo, realizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, incluiu
610 doadores do grupo “O” que faziam doacdo de plaquetas por aférese e revelou
uma frequéncia de 50,7% de doadores com titulos elevados de aglutinina anti-A e
41,5% de aglutinina anti-B. A metodologia empregada nesse estudo foi a leitura da
aglutinacéo do soro desses doadores, diluidos 1:100 em salina, frente a hemacias A1
e B, pela técnica em tubo (VARGAS et al., 2012). Esses resultados estdo mais
préximos da frequéncia encontrada no presente estudo, o que pode estar
relacionado ao emprego da mesma técnica de hemaglutinacdo em tubo, apesar dos

pesquisadores também nédo terem avaliado aglutininas da classe IgG.

Em comparagcdo com dados de estudos internacionais, € possivel observar que a
frequéncia de doadores perigosos do presente estudo é préxima aquela obtida em
um estudo italiano, realizado em 1977 e que incluiu 504 amostras de doadores de
um centro transfusional. Neste estudo, o0s pesquisadores encontraram uma
frequéncia de 27,7% de doadores “O” perigosos, empregando também a técnica de
titulacdo em tubo apos diluicbes sucessivas das amostras em salina. Cumpre
ressaltar que este estudo foi elaborado de forma a incluir a avaliacdo ndo somente
do titulo das aglutininas anti-A e anti-B, mas também da atividade hemolitica desses

anticorpos por meio da pesquisa de hemolisinas a 37°C (DE BARTOLLO, 1977).

Outro estudo de grande importancia nesse contexto foi realizado com doadores do
grupo “O” da Tailandia. Os pesquisadores avaliaram os titulos de aglutininas anti-A e
anti-B das classes IgM e IgG e adotaram um titulo minimo de 64 para classificarem
os doadores como perigosos. A frequéncia de doadores perigosos para anti-A IgM foi
de 75,7% e para anti-B IgM, 80,0%, enquanto a frequéncia de doadores perigosos

para anti-A 1gG foi de 93,0% e anti-B IgG, 95,3%. Os pesquisadores associaram a
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frequéncia elevada de doadores perigosos a fatores ambientais, diferencas na
composicdo da microbiota intestinal, presenca de parasitas intestinais, ampla
vacinacdo e exposicdo a outros antigenos. Destacaram, ainda, que o numero de
doadores do sexo feminino havia crescido nos ultimos anos, o que pode ter refletido
na proporcéo elevada de doadores perigosos, visto que a gestacdo € um fator que
contribui para a elevacéo do titulo das aglutininas (KHAMPANON et al., 2012). Cabe
ressaltar que o cut-off adotado nesse estudo foi inferior ao adotado na maioria dos
demais, o que pode ter refletido no niumero elevado de doadores perigosos nesse

hemocentro.

Estudos envolvendo populacfes africanas foram feitos visando a determinar a
atividade hemolitica dos anticorpos anti-A e anti-B, por meio da pesquisa de
hemolisinas reativas a 37°C. Alguns desses correlacionaram a atividade hemolitica
com o titulo das hemolisinas. Um estudo com 250 doadores do grupo “O” na Nigéria
encontrou uma frequéncia de hemolisinas em 23,2%. Outro estudo realizado no
Zimbabue relatou que mais de 60% das amostras avaliadas apresentavam atividade
hemolitica e possuiam titulos elevados de anticorpos da classe IgG (maior ou igual a
64). Os pesquisadores correlacionaram esses achados com caracteristicas da
populacdo estudada, como a alta incidéncia da DHPN e histérico de transfuséo
prévia (OLAWUMI & OLATUNJI, 2001; ADEWUYI et al., 1994).

Certamente, diferencas metodoldgicas especialmente associadas a execucdo de
diluicOes seriadas das amostras ou apenas uma diluicdo a 1:100 em salina, o tempo
de incubacao das reacdes antes da leitura, os aspectos relacionados a calibracdo de
equipamentos como centrifugas e pipetas e a subjetividade nas leituras das
aglutinacdes para definicdo do titulo de cada amostra analisada justificam as
diferencas encontradas no presente estudo e nos demais publicados na literatura.

6.5 Associacao de doador “O” perigoso e sexo
O presente estudo avaliou 400 doadores de ambos 0s sexos, sendo que 0 numero de

homens avaliados foi discretamente maior que de mulheres (razdo homens:

mulheres=1:1,09). Um percentual significativamente superior de doador “O” perigoso
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foi obtido para as mulheres (56,6%), comparando-se aos homens (43,4%), p=0,019
(Figura 10)

Os titulos mais elevados para aglutininas das classes IgG e IgM foram provenientes
de mulheres em idade fértil, sendo o titulo de IgG anti-A=1024, em duas mulheres de
27 anos e 33 anos e o titulo de IgM anti-A=512 em uma mulher de 19 anos.

Sabe-se que os anticorpos anti-A e anti-B pertencem, predominantemente, a classe
IgM nos individuos dos grupos “A” e “B”. No entanto, em individuos do grupo “O”, os
anticorpos anti-A e anti-B se apresentam também na forma de IgG. A imunoglobulina
IgG € a Unica capaz de atravessar a placenta (KLEIN & ANSTEE, 2005).

Denomina-se incompatibilidade ABO entre mée e feto quando uma mulher do grupo
“O” gera um feto de outro grupo sanguineo (A, B ou AB). Admite-se que, no periodo
gestacional, ocorre a passagem de hemacias do feto para a circulacdo materna.
Quando o feto € ABO incompativel com a méae, ainda que a quantidade de heméacias
fetais detectadas na circulagcdo materna seja pequena, essas Sdo capazes de
estimular o sistema imunoldgico materno no sentido de neutralizar os antigenos A e B
presentes nas hemacias fetais. Dessa forma, é admitida a ocorréncia da DHPN por
incompatibilidade ABO, pela transferéncia de imunoglobulinas maternas anti-A e anti-
B da classe IgG pela placenta. Embora a IgG materna possa promover a lise das
hemécias fetais, a DHPN clinicamente importante € relativamente rara,
principalmente porque os antigenos A e B ndo estdo completamente expressos no
feto. Além disso, esses antigenos ndo sdo exclusivamente eritrocitarios, o que
possibilita que os anticorpos IgG sejam adsorvidos em outros tecidos e fluidos
corporais. A DHPN €, em geral, mais grave em individuos negros comparando-se a
brancos, devido a forte expressdo dos antigenos do sistema ABO em negros e
também ao maior potencial hemolitico dos anticorpos advindo da influéncia de fatores
ambientais, como constituicdo da microbiota intestinal (KLEIN & ANSTEE, 2005).

Sabe-se que a presenca de aglutininas em titulos elevados no plasma de mulheres
do grupo “O” pode ser determinada, dentre outras causas, pela gestacao de filhos

incompativeis com relagédo ao sistema ABO (DE BARTOLLO, 1977), o que poderia
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explicar a maior frequéncia de mulheres classificadas como doadoras perigosas no
presente estudo, em comparagdo aos homens. Além disso, ha evidéncias de que se
a DHPN por incompatibilidade ABO for grave na primeira gestacao, provavelmente o
segundo feto incompativel também sera acometido pela doenca. Isto reforca a teoria
de que os titulos das aglutininas anti-A e anti-B da mulher podem permanecer
elevados ao longo do tempo (KLEIN & ANSTEE, 2005).

Em concordancia com os resultados obtidos no presente estudo, outras publicacdes
no Brasil e em outros paises também revelaram maior frequéncia de aglutininas anti-
A e/ou anti-B entre as mulheres (FERNANDES et al., 2008; FRANCA et al., 2011;
MAZDA et al., 2007; VARGAS et al., 2012).

O calculo da Razéao de Chances (RC) revelou que, no HBH, a chance de uma mulher
ser classificada como doadora “O” perigosa é 1,66 vezes maior que de um homem
(RC=1,66; IC%%=1,08-2,56).

6.6 Associacao de doador “O” perigoso e etnia

Dos 400 doadores incluidos na pesquisa, 52% se autoclassificaram como pardos,

34% como brancos, 13,5% como negros e 0,5% como amarelos (Figura 11).

Considerando os 122 doadores classificados como perigosos 48,4% se
autoclassificaram como pardos, 35,2% como brancos, 16,4% como negros e nenhum

como amarelo (Figura 12)

O elevado percentual de individuos que se autoclassificaram como pardos reflete a
grande heterogeneidade da populacdo brasileira. O Brasil é considerado o pais que
possui uma das mais heterogéneas populagbes do mundo. Isto resulta da
miscigenacdo de diferentes populacdes oriundas de trés continentes, 0s
colonizadores europeus, representados principalmente pelos portugueses, o0s
escravos africanos e os amerindios. Além disso, o amplo territorio e o deslocamento
de diferentes grupos populacionais por diferentes regides do pais propiciou uma

heterogeneidade filogeografica consideravel (PARRA et al., 2003).
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A analise estatistica revelou que nao houve diferenca significativa na frequéncia de
doadores “O” perigosos, em relacdo aos diferentes grupos étnicos. Dados da
literatura revelam que em individuos brancos, o titulo da aglutinina anti-A tende a ser
maior que o da aglutinina anti-B, tanto comparando individuos do grupo “B” com
agueles do grupo “A”, quanto comparando os titulos das aglutininas anti-A e anti-B
em individuos do grupo “O”. Nos individuos negros, os titulos das aglutininas anti-A
e anti-B tendem a ser maiores que nos brancos (KLEIN & ANSTEE, 2005).

No entanto, no presente estudo ndo houve diferenca nos titulos de aglutininas,
comparando-se os diversos grupos étnicos, o que provavelmente reflete a definicao
equivocada da etnia, que € em geral feita com base nas convic¢des psicologicas e

sociais de cada individuo.

Na realidade, no Brasil, tecer consideracfes, fazer interpretacdes, andlises e
reflexdes sobre as caracteristicas étnico-raciais tem sido algo complexo na medida
em que diversas categorias sociais sdo postas em concorréncia e em dialogo
constante, sobretudo porque trazem conceitos, palavras e terminologias
estruturadas pelo imaginario europeu para estabelecer e explicar as diferencas entre
0os povos com a finalidade de exercer e justificar o dominio de alguns grupos sobre
outros. Dessa maneira, a no¢do de raca ainda permeia o conjunto de relacdes
sociais, atravessa praticas e crencas e determina o lugar e o status de individuos e
grupos na sociedade. Nesse sentido, a pessoa pode ser identificada, classificada,
hierarquizada, priorizada ou subalternizada a partir de uma cor/raga/etnia ou origem
a ela atribuida por quem a observa (PETRUCCELLI, 2013).

Um estudo visando determinar a ancestralidade gendmica africana na populacao
brasileira revelou que a cor da pele empregada isoladamente apresenta baixo valor
preditivo para caracterizar a ancestralidade africana dos individuos. A analise do
genoma de individuos provenientes de quatro regides do Brasil, inclusive da regiao
sul do pais, habitada predominantemente por imigrantes europeus, evidenciou a
presenca de ancestralidade africana para habitantes de todas as regifes avaliadas, o
que inviabiliza a classificagdo dos brasileiros como brancos ou negros (PARRA et al.,
2003).
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FRANCA et al. (2011) destacaram a dificuldade de relacionar os titulos de aglutininas
de doadores de um hemocentro em Sdo Paulo com as caracteristicas étnicas de
cada grupo avaliado, justamente por falta de informacgdes relativas aos ancestrais dos

individuos.

Outro estudo realizado com doadores na cidade de Ourinhos, no estado de Sao
Paulo, FERNANDES et al. (2008) encontraram maior frequéncia de doadores
perigosos dentre os individuos que se autodeclararam brancos, o que contradiz os
dados da literatura, que revelam maior prevaléncia de doadores perigosos entre os
negros. Esses pesquisadores destacaram como limitacdo do estudo a dificuldade na
classificacdo do negro, do mestico e do amarelo, o que certamente comprometeu a

analise dos dados.

Cumpre ressaltar que embora alguns estudos tenham demonstrado frequéncia
elevada de hemolisinas anti-A e anti-B em populacdes africanas, € possivel que
diferencas entre a intensidade e caracteristica hemolitica dos anticorpos do sistema
ABO estejam mais fortemente associadas a fatores ambientais do que
necessariamente com fatores étnicos (KLEIN & ANSTEE, 2005).

6.7 Associacao de doador “O” perigoso e faixa etari a

O doador mais jovem no presente estudo tinha 18 anos e o mais velho, 69 anos. A
maioria dos doadores eram jovens ou adultos jovens, sendo 42,2% na faixa etaria de
18 a 29 anos, 29,0% de 29 a 39 anos, 17,3% de 39 a 49 anos, 9,0% de 49 a 59 anos
e 2,5% de 59 a 69 anos (Figura 13).

Considerando os doadores classificados como perigosos, 52,4% pertenciam a faixa
etaria de 18 a 29 anos, 26,2% de 29 a 39 anos, 14,8% de 39 a 49 anos, 5,0% de 49 a
59 anos e 1,6%, de 59 a 69 anos, 0 que mostra que mais da metade desses eram

jovens até 29 anos e mais de 78% até 39 anos.

A comparacdo estatistica, pelo teste do qui-quadrado, entre as quatro primeiras

faixas etarias revelou que houve diferenca significativa entre os grupos (p= 0,035), o
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que confirma a associac¢do entre ser classificado como perigoso e a faixa etéria a
gue pertence o doador. Posteriormente, o teste do qui-quadrado, comparando os
grupos dois a dois revelou associacao significativa somente entre a faixa etaria de
18 a 29 anos e o elevado titulo de aglutininas, comparando-se aos doadores de 49 a
59 anos (p=0,015) (Figura 14 ).

A faixa etaria de 59 a 69 anos nao foi incluida nesta analise porque o valor esperado
para o numero de individuos classificados como perigosos nesta categoria foi menor
do que cinco. Nesse caso, a analise estatistica foi feita pelo teste exato de Fisher e
nao houve diferenca significativa comparando-o aos demais grupos.

Na maioria dos individuos, a producédo das aglutininas anti-A e anti-B se inicia entre
os trés e seis meses de vida. O titulo desses anticorpos alcanca niveis maximos
entre 0 5° e 10° ano de vida. Um declinio progressivo das aglutininas é observado a
medida que o individuo envelhece, sendo comum a presenca de titulos baixos em
pessoas acima de 80 anos. No entanto, estudos mais recentes mostram que nem
sempre ocorre a queda do titulo de aglutininas com o avanco da idade (KLEIN &
ANSTEE, 2005).

S&o raros os estudos na literatura que correlacionam os titulos das aglutininas anti-A
e anti-B e a idade dos individuos. No Brasil, um estudo no hemocentro de S&o Paulo
revelou uma correlagdo entre titulo de aglutininas inferior a 32 e idade do doador
superior a 50 anos (FRANCA et al., 2011).

Na Tailandia, um estudo demonstrou a associacédo entre o decréscimo da aglutinina
anti-B com o avanco da idade, independentemente do sexo (KHAMPANON et al.,
2012).

Na Nigéria, ndo foi obtida correlacéo entre os titulos das hemolisinas anti-A e anti-B e
a idade dos individuos avaliados (UKO et al., 2013).
O calculo da Razdo de Chances (RC) revelou que, no HBH, a chance de um

individuo jovem de 18 a 29 anos ser classificado como doador “O” perigoso € 3,05
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vezes maior que a chance de um individuo adulto de 49 a 59 anos (RC=3,95;
|C95%=1,22-7,69).

6.8 Associacao de doador “O” perigoso e a especific idade da aglutinina

No presente estudo, o titulo mais elevado dentre os doadores avaliados foi 1024 para
classe IgG e 512 para classe IgM, ambas para aglutinina anti-A.

Sabe-se que o titulo da aglutinina anti-A tende a ser maior no plasma de individuos
do grupo “O”, em comparacdo a aglutinina anti-B (AUBERT et al. 1942; KLEIN &
ANSTEE, 2005).

A analise dos titulos da aglutinina anti-A nas 800 titulacbes revelou que, em 88 delas,
esta aglutinina caracterizou o doador como perigoso. Para os titulos da aglutinina
anti-B nas 800 titulacdes, em 84 dessas o doador foi caracterizado como perigoso.
N&o houve associacgao significativa entre as variaveis “especificidade da aglutinina” e

“ser classificado como perigoso” (Figura 15)

Em Guarapuava, Parana, dados de um estudo semelhante realizado com 564
mostraram que, entre os doadores classificados como “O” perigosos, 44,4% foram
perigosos para aglutinina anti-A, 35,6% para aglutinina anti-B e 20% para ambas
(COSECHEN et al., 2009). No entanto, a analise de associacdo entre as variaveis
nao foi realizada, apesar da proporcao de doadores perigosos para aglutinina anti-A

ser superior aquela obtida para outras categorias.

Em Botucatu, S&o Paulo, dados de um estudo realizado com 600 doadores
revelaram que, entre os doadores classificados como perigosos, 58,4% foram
perigosos para aglutinina anti-A, 14,2% para anti-B e 27,2% para ambas
(GAMBERO et al., 2004). No entanto, a analise de associagdo entre as variaveis
também né&o foi realizada, apesar da proporcdo de doadores perigosos para

aglutinina anti-A ser superior a das outras categorias.
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FRANCA et al. (2011) analisaram amostras de 603 doadores do banco de sangue
de S&o Paulo e evidenciaram titulos perigosos para aglutinina anti-B (acima de 128)

em mulheres jovens, comparando a aglutinina anti-A (p=0,002).

Na Tailandia, KHAMPANON et al. (2012) analisaram amostras de 300 doadores de
um hemocentro. A investigacdo da relacdo do titulo das hemolisinas anti-A e anti-B
com o grau de hemodlise in vitro revelou titulos elevados da hemolisina anti-A em

mulheres (p<0,05), em comparacdo aos homens.

A analise da distribuicdo dos titulos assumidos pelas aglutininas anti-A e anti-B
mostrou que no titulo inferior a 32 e iguais a 128, 512 e 1024 a aglutinina anti-A
predominou, enquanto houve predominio da aglutinina anti-B nos titulos de 32, 64 e
256 (Figura 16).

6.9 Associacao de doador “O” perigoso e classe do a nticorpo

A andlise dos titulos das aglutininas da classe IgM nas 800 titulacdes revelou que,
em 76 delas, esta classe de aglutinina caracterizou o doador como perigoso. Na
classe IgG, em 68 dessas o doador foi caracterizado como perigoso. Nao houve uma
associacao significativa entre as variaveis “classe do anticorpo” e “ser classificado

como perigoso” (Figura 17).

A analise automatizada pelo equipamento Olympus PK-7200 permite a titulacdo
apenas das aglutininas da classe IgM, por se tratar de uma reacdo em meio salinico
e que nao necessita da fase de Coombs. A titulacdo das aglutininas da classe IgG é
uma técnica mais complexa, pois exige a etapa de lavagem das hemacias que foram
adicionadas as diluicbes e, também, a adicdo do soro da antiglobulina humana

monoespecifico (anti-lgG).

Em geral, o objetivo da titulagdo automatizada de aglutininas anti-A e anti-B é
pesquisar apenas anticorpos da classe IgM pois, além de ser uma andlise
tecnicamente viavel e rapida, existe respaldo da literatura a favor da associagao

significativa entre titulos elevados de anti-A e anti-B da classe IgM e a presenca de



87

hemolise in vitro (p<0,05), o que nao foi observado para as aglutininas da classe
IgG. Por esse motivo, no caso de transfusdo de plaquetas incompativeis,
especialmente oriundas de doadores do sexo feminino por aférese, a titulagcdo das
aglutininas anti-A e anti-B da classe IgM é recomendada (KHAMPANON et al.,
2012).

No Reino Unido, a titulagdo automatizada de aglutininas anti-A e anti-B da classe
IgM também é recomendada para todos os doadores, independentemente do grupo
sanguineo, como forma de detectar e sinalizar os hemocomponentes que ndo sao

indicados para transfusédo heterogrupo (WIN, 2011).

A andlise estatistica dos dados do presente estudo ndo demonstrou associagao
significativa a favor das aglutininas IgM em se tratando do doador “O” perigoso,
apesar do numero absoluto de titulagcdes que atingiram o cut-off para anticorpos da

classe IgM ter sido maior em comparacao aos anticorpos da classe IgG.

A andlise da distribuicao dos titulos assumidos pelas aglutininas da classe IgM e IgG
mostrou que no titulo inferior a 32 e igual a 32, as aglutininas da classe IgM
predominaram, enquanto que para as aglutininas da classe IgG houve predominio

nos titulos superiores a 64 até 1024 (Figura 18).

6.10 Considerag0es finais

A plaguetaférese é um método seguro que permite coletar até oito unidades de
plaguetas de um Unico doador. Esse tipo de doacdo beneficia, em especial, 0s
pacientes com leucemia ou que estdo sendo submetidos a quimioterapia. O
concentrado de plaguetas por aférese também € indicado para pacientes que
possuam antecedentes de reacédo febril ndo hemolitica ou quando estiver indicada a

profilaxia da aloimunizacdo a antigenos leucocitarios.

A grande vantagem da plaguetaférese é o rendimento, quando uma Unica doacao
pode resultar em um elevado numero de plaguetas por unidade coletada, da ordem

de 101, Além disso, o intervalo minimo entre duas plaquetaféreses em um doador é
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de quarenta e oito horas, podendo um mesmo doador realizar até vinte e quatro
doacdes por ano. Por outro lado, se um doador de plaquetas por aférese doar uma
unidade de sangue total, deverao transcorrer, pelo menos, quatro semanas antes que

um novo procedimento de plaquetaférese seja realizado (BRASIL, 2013).

Essas vantagens justificam o incentivo as campanhas de captacdo de doadores de

plaquetas por aférese.

Cumpre destacar, no entanto, que o0 concentrado de plagquetas, especialmente
guando obtido por aférese, € acompanhado de um significativo volume de plasma.
Se o0 receptor apresentar incompatibilidade ABO menor com relacdo ao doador, 0s
titulos de aglutininas anti-A e anti-B do doador assumem grande importancia. Dessa
forma, apesar das vantagens da plaquetaférese, a doacdo ndo isogrupo pode
constituir um problema grave. Por outro lado, a decisdo por transfundir plaquetas
somente quando doadores e receptores sdo ABO compativeis é arriscada, visto que
0 estoque de plaguetas nos hemocentros €, frequentemente, limitado, além da maior

frequéncia de doadores do grupo “O”.

Cumpre também ressaltar que a falta de padronizacdo para os titulos criticos de
aglutininas anti-A e anti-B € uma dificuldade enfrentada pelos hemocentros, tanto no
Brasil quanto em outros paises. No entanto, é essencial o estabelecimento de um
cut-off nacional para os titulos de aglutininas anti-A e anti-B, a partir dos quais 0 uso
de hemocomponentes advindos de doadores do grupo “O” seria desaconselhado
para receptores nao isogrupo. Sabe-se que diferencas técnicas no processo de
titulacdo de cada laboratorio também dificultam a comparacdo de dados obtidos em

diferentes regides no Brasil e em outros paises.

O grande mérito do presente estudo foi despertar o interesse da Fundacao
Hemominas para a questdo do doador “O” perigoso. Isso determinou o inicio da
padronizacdo da titulagdo automatizada na Central de Imuno-Hematologia, um passo
fundamental para tornar a terapia transfusional mais segura para os pacientes que se

beneficiam dos hemocomponentes de doadores do grupo “O”.
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7 CONCLUSOES
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Os dados obtidos permitem concluir que:

* A frequéncia de doadores do grupo “O” perigoso em doadores de Belo Horizonte é
de 30,5%.

A frequéncia de 30,5% de doadores do grupo “O” perigoso em Belo Horizonte é
superior as frequéncias descritas na maioria dos estudos semelhantes realizados
em outras cidades brasileiras, sendo comparavel a frequéncias descritas em

alguns estudos internacionais.

* A frequéncia de doadores do grupo “O” perigoso em mulheres € maior do que em
homens, o que possivelmente reflete a imunizagédo prévia por meio da gestacéo de
filhos ndo isogrupo com relagcéo ao sistema “ABO”.

* Nao foi observada uma correlacdo significativa entre ser classificado como doador
do grupo “O” perigoso e pertencer a determinada etnia (negra, parda, branca ou

amarela).

* Foi observada uma correlacéo significativa entre ser classificado como doador do
grupo “O” perigoso e pertencer a faixa etaria mais jovem (18 a 29 anos), quando
comparada a faixa etaria adulta (49 a 59 anos), o que possivelmente reflete o

decréscimo da concentracdo das aglutininas com o avanco da idade.

* Nao foram observadas, na populacédo de doadores de sangue de Belo Horizonte,
diferencas entre os doadores classificados como “O” perigosos quanto a

especificidade (anti-A e anti-B) ou classe (IgG e IgM) das aglutininas.

» Os concentrados de plaquetas, em especial aqueles obtidos por aférese, oriundos
de doadores “O” perigosos, devem ser identificados e prioritariamente
transfundidos em receptores isogrupo, visando prevenir a ocorréncia de reacao

transfusional.
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* Os resultados obtidos corroboram para a necessidade da implantacdo de
protocolo transfusional especifico para transfusdo heterogrupo, bem como a

sinalizacdo de hemocomponentes advindos desses doadores.
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8 PERSPECTIVAS DE ESTUDO
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» Estudo retrospectivo visando a busca ativa de dados clinicos e laboratoriais de
pacientes heterogrupo que receberam os hemocomponentes oriundos dos doadores
classificados como “O” perigosos do presente estudo, para conhecer a repercussao

clinica dessas transfusoes.

 Estudos que correlacionem os titulos das aglutininas anti-A e anti-B com a atividade
hemolitica in vitro desses anticorpos, visando estabelecer o cut-off ideal para

prevenir reacdes hemoliticas em receptores heterogrupo.
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9 LIMITACOES DO ESTUDO
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* A titulacdo manual das aglutininas, pois é sabido que a automatizacdo permite
melhor padronizagéo das leituras.

» A dificuldade da classificacdo étnica da populacdo brasileira, o que pode ter
comprometido as conclusbes acerca da associacdo da “etnia” e “ser doador

perigoso”.
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nalises Clinicas da

UpnG
UG UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS
UG GERAIS ,
U F /V\G FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E
TOXICOLOGICAS

Parecer elaborado pela Comissdo de Pesquisa do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicolégicas, designada através da portaria n° ACT/006/2013, para analise e parecer do
projeto de pesquisa intitulado “Grupo sanguineo “O” perigoso: a realidade da
Funda¢io Hemominas, Hemocentro Belo Horizonte, Minas Gerais”, visando seu
encaminhamento para aprovacio em Camara Departamental do ACT e Comité de Etica em

Pesquisa da UFMG.

Interessado:

Professora Luci Maria Dusse do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
(DACT) da Faculdade de Farmécia da UFMG. Como colaboradores do projeto tém: o Prof
Lauro Mello Vieira, locado também no Departamento de Analises Clinicas e Toxicolbgicas
(DACT) da Faculdade de Farmécia da UFMG, Mestranda Luciana Cayres Schmidt.

Assunto:

Avaliagio e parecer do Projeto de Pesquisa “Grupo sanguineo “0” perigoso: a
realidade da Fundaciio Hemominas, Hemocentro Belo Horizonte, Minas Gerais”.

Relatora:
Profa Ténia Mara Pinto Dabés Guimaries

Histérico:

Recentemente foi encaminhado para a relatora Profa Tania Mara Pinto Dabés
Guimardes, o projeto de pesquisa acima referido para andlise e emissfio de parecer
consubstanciado visando posterior envio a4 Cimara Departamental ¢ Comité de Etica em

Pesquisa da UFMG.

O termo “Doador Universal Perigoso” foi descrito em 1923, por Levine & Mabee.,
que demonstraram o potencial de aglutinagdo do soro de doadores do grupo O (diluigdes de

Y2, 1/5 e 1/10) frente a hemécias ndo-O.

A presenga natural dos anticorpos ABO cria uma situagdo de alerta sempre que for
necessdria uma transfusio sanguinea ou um transplante de 6rgdos, uma vez que, se for feito
um transplante com incompatibilidade ABO, poderd haver um fendmeno de rejeigdo
imediata. E necessario para uma transfusfio sanguinea ou de hemocomponentes, que a

tipagem ABO e RhD sejam idénticas 4s do paciente.

Apesar da frequéncia de doadores do grupo O perigoso ser relativamente escasso no
Brasil torna-se necessario conhecer o perfil de doadores quanto aos titulos de hemolisinas

anti-A e anti-B com o objetivo de garantir a seguranga transfusional.

Porém, ainda é controverso na literatura, qual o titulo e o tipo de anticorpo IgM ou

IgG que é mais significativo.

- Continua
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Considerando a importancia do grupo O perigoso na pratica transfusional, a escassez
de estudos e o desconhecimento dos titulos de hemolisinas anti A e anti B dos doadores do
grupo O cadastrados na Fundagéio Hemominas, este estudo se Justifica. Seu objetivo geral ¢
determinar os titulos de hemolisinas anti A e anti B em doadores do grupo sanguineo O
cadastrados na Fundagfio Hemominas de Belo Horizonte.

E um estudo exequivel pelo grupo de pesquisadores envolvidos. A presente
solicitacdo ird consolidar uma linha de pesquisa que compde a estrutura cientifica do novo
Programa de Pés-Graduagio em Andlises Clinicas e Toxicologicas implantado no
Departamento, além do consequente incremento da produgdo cientifica.

Este projeto em andlise serd submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa da UFMG -
Belo Horizonte, MG, tendo em vista que este orgdo passou a exigir um parecer
consubstanciado pela Camara Departamental, para que possa entdo ser aprovado.

Parecer:

Além do mérito do projeto ressaltado anteriormente, do ponto de vista académico-
cientifico, a presente pesquisa se reveste de grande importancia considerando que o
desenvolvimento da mesma possibilitard a oferta de oportunidades para qualificagdo de
alunos ao nivel de iniciagdo cientifica, mestrado e doutorado, possibilitando a formacao de
recursos humanos, além de ser ferramenta importante para a investigagfio das aglutininas

Quanto a exeqiiibilidade do projeto, ndo foram observadas dificuldades maiores que
ndo possam ser superadas.

Dessa forma, somos favordveis, s.m.j., & aprovagdo do projeto “Grupo sanguineo
“O” perigoso: a realidade da F undagdo Hemominas, Hemocentro Belo Horizonte,
Minas Gerais” pela Camara do Departamento de Anilises Clinicas e Toxicologicas da
Faculdade de Farmécia da UFMG e de seu encaminhamento para aprovagdo em Camara
Departamental do ACT,

Belo Horizonte, 25 de fevereiro de 2014.

(@\A/vwo&&?o;

Profa Ténia Mara Pinto Dabés Guimaries
(Relatora)
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ANEXO B — Aprovacao do projeto de pesquisa pela Fundagdo Hemo  minas

=t Folha: 1/4
# }!& ;-IE;\;OMIN_AS CADASTRO DE PESQUISA

CCD:

1. Titulo:

GRUPO SANGUINEO “O” PERIGOSO: A REALIDADE DA FUNDAGAO HEMOMINAS,
HEMOCENTRO BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS

2. Resumo:

No Brasil, a investigacdo das aglutininas nos bancos de sangue antes das transfusdes nao
€ obrigatdria. No entanto, existe uma clara recomendagéo do Ministério da Saude referente
a avaliagao do volume de plasma do hemocomponente e da presenga de hemolisinas anti-
A e anti-B em altos titulos na decisé@o de transfundir concentrado de plaquetas heterogrupo
visando a seguranga transfusional do receptor.

Diversos relatos de reagbes hemoliticas por transfusdo de hemocomponentes oriundos de
doadores do grupo sanguineo “O” perigoso sdo encontrados na literatura. O risco associa-
se diretamente ao volume residual de plasma presente nesses hemocomponentes, com
destaque ao concentrado de plaquetas obtido por aférese. Além disso, ha também relato:

de reagdes transfusionais relacionadas a transfusdo de concentrados de hemacias e d

plaquetas randémicas provenientes desse grupo de doadores. Dessa forma, o usg
indiscriminado de hemocomponentes do grupo sanguineo “O” para pacientes dos outros
grupos é desaconselhado.

Considerando a importancia do grupo O perigoso na pratica transfusional, a escassez de
estudos sobre as complicagbes associadas no nosso meio, bem como o desconhecimentq

dos titulos de hemolisinas anti-A e anti-B dos doadores do grupo O cadastrados n
Fundagdo Hemominas, este estudo reveste-se de extrema importancia. Cumpre ressait%

que o presente projeto constitui um estudo observacional, transversal descritivo
retrospectivo e inédito na Fundagdo Hemominas.

Certamente, a determinagéo da frequéncia de doadores do grupo O perigoso constituira e
ponto de partida para a implantagdo da pesquisa de hemolisinas anti-A e Anti-B, comg

parte da rotina da Central de Imuno-Hematologia da Fundagdo Hemominas. Esta medidj
indubitavelmente contribuird para tornar a pratica transfusional mais segura para o
pacientes.

3. Palavras chave (5 palavras, no maximo):

Doadores “O” penigosos; hemolisinas; reago hemolitica r‘\D/
o

SRS o AR
HM-T.GDT- 20

- Continua
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ﬁ Folha: 2/4
HEMOMINAS CADASTRO DE PESQUISA
CCD:
4. Pesquisador responséavel: 4.1. Maior titulagdo:
Mariana Martins Godin Graduagéo

4.2. Enderego: Rua Prof° Domicio Murta, 45 — Apt®203, Bloco 1 - Bairro Ouro Preto — Belo Horizonte - MG

4.3. Telefone: ( 31 ) 9264-3171/ (31) 3768-4563 4.4. E-mail: mariana.godin@hemominas.mg.gov.br
4.4. Instituigdo & qual pertence: 4.5. Setor:
Faculdade de Farmacia da UFMG e Fundag&o Hemominas Central de Imuno-Hematologia

5. Lista de todos os membros da equipe /instituigio & qual pertencem:

Prof* Dr* Luci Maria Sant'’Ana Dusse (Orientadora) — Professora e pesquisadora os cursos de Farmécia e
Biomedicina da Faculdade de Farméacia da UFMG.

Prof. Dr. Lauro Mello Vieira (Colaborador) — Professor do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Farmécia da UFMG.

MSc Luciana Cayres Schimdt (Colaboradora) — Chefe da Central de Imuno-Hematologia da Fundag&o
Hemominas.

Mariana Martins Gedin — Mestranda do Programa de Pés-Graduagdo em Anélises Clinicas e Toxicolégicas
da Faculdade de Farméacia da UFMG/ Analista de Hematologia e Hemoterapia da Central de Imuno-
Hematologia da Fundagao Hemominas.

6. Instituigdo Principal: 6.1. Unidade/Org&o:
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS FACULDADE DE FARMACIA

6.2. Enderego (Rua, n.°, bairro, CEP):
AV. PRESIDENTE ANTONIO CARLOS, 6627

6.3. Cidade (UF): BELO HORIZONTE 6.4. Fone: ( 31 ) 3409-6830

7. Outras instituicdes participantes:

NAO HA
8. Participagdo Estrangeira: 9. Multicéntrico: () Sim ( X )Nao
( )Sim ( X ) Néo ( X ) Nacional ( ) Internacional

10. Setor(es) da Fundagao HEMOMINAS envolvido(s) na pesquisa/nome do contato

Central de Imuno-Hematologia/ Luciana Cayres Schimdt (contato: 3768-4593)

™
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==t Folha: 3/4
HEMOMINAS CADASTRO DE PESQUISA
CCD:

11. Produtos finais pretendidos Numero
Artigos em revistas especializadas 01
Publicagses eletronicas indexadas 01
Trabalhos completos em Anais de Congresso 01
Resumos publicados 01
Apresentagao de trabalhos em congressos —_—
Tese de doutorado s
Dissertagéo de mestrado 01
Orientagéo de BIC 01
OQutros (especificar) e
12. Cronograma:

Data de inicio da pesquisa: Marco de 2014

Data prevista para conclus&o: Julho de 2015

Ano 1 (2014)

Atividades meses
12 |34 (56 |7-8 [9-10 |11-12
Elaboragéo do Projeto X
Submissao do projeto a Plataforma Brasil, ao Comité de Etica d X
Pesquisa da UFMG (COEP) e a Fundagdo Hemominas
Desenho estatistico do estudo com determinagéo do numero X
amostral
Padronizagéo do método de titulagdo em gel e da logistica de X
selegéo e analise das amostras pos tipagem ABO/RhD
Execugéo das analises propostas X X X %
Analise estatistica dos resultados obtidos X
Ano 2 (2015)
Atividades meses
1-2 |34 |56 |7-8 |9-10 [11-12
Elaboragéo de manuscrito para publicagéo X X X
Redag&o da dissertag&o e apresentagéo X X X

HM-T.GDT-20
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P
HEMOMINAS

CADASTRO DE PESQUISA

Folha: 4/4

CCD:

13. Financiamento

13.1. ( X ) Solicitado () Nao solicitado

13.2. Nome do patrocinador:

FUNDACAO HEMOMINAS

13.3. Tipo de financiamento:

( X ) Material de Consumo ( ) Material permanente ( ) Bolsa
( ) Estagio Remunerado
( X ) Outros. Especificar: estagiério bolsista para participagao no projeto

Concordéancia da Instituicéo:

Declaro que conhego o projeto apresentado e que esta instituigdo tem condigdes que permitem o desenvolvimento deste
projeto. Autorizo sua execugdo, apés cumprimento de todas as normas para o deser i i
Fundagdo Hemominas.

HM-T.GDT- 20
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UNIVE!{S[DA'DE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 25818814.4.0000.5149

Interessado(a): Profa. Luci Maria Sant Ana Dusse
Departamento de Analises Clinicas e
Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 26 de marco de 2014, o projeto de pesquisa intitulado "Grupo
sanguineo o perigoso no hemocentro Belo Horizonte".

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apods o inicio do projeto.

A

Profa. \?ﬁ%geka%m Lmara|

Coordenadora do COEP-UFMG

{v. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administraiiva 11 - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4392 - e-mail; coepiprpg.ufing.br
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ANEXO D — Laudo de validagdo das suspensdes de hemacias A 1eB

W Laudo de Validagdo N° 83 CCD:

FUNDAGAO Reagentes Imuno-hematoldgicos
HEMOMINAS

Produtos: Hemacias “A” a 5% - Lote: 11HmMAs1425
Hemacias “B” a 5% - Lote: 11HmMBs1425

Validade:
Fabricante: Central de Imuno-Hematologia

25/12/2014
Liberacdo do laudo: 27/11/2014
Parametros analisados: Conforme Nao conforme

1-Especificidade

2- Reatividade

3- Andlise Visual

Observacoes :

Foram realizados os testes de fenotipagem ABO utilizando plasmas conhecidos dos
grupos sanguineos “A”,“B”, “AB” e soro comercial anti-A e anti-B.
Este laudo tem validade até o vencimento dos reagentes, desde que conservados em

temperatura indicada pelo fabricante e transportados adequadamente.

Resultado: Reagente X |Aprovado | |Reprovado
Angela Melgaco Ferreira Flavia Naves Givisiez
Elisangela Eliene de Almeida Gerente T.GCQ

Responsaveis Téchicos
T.GCQ- Laboratério IH

Original assinado e arquivado na Geréncia de Controle de Qualidade
Al. Ezequiel Dias, 321/ sl 332-Sta. Efigénia-B.Horizonte -CEP: 30130-110 - Tel : (31) 3768-4529/4623 - Fax(31) 3768-4600
e-mail: cg.imuno@hemominas.mg.gov.br; cq@hemominas.mg.gov.br
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