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RESUMO

O Sistema ABO é o sistema sanguineo mais importante na préatica transfusional,
sendo constituido pelos antigenos A e B presentes na membrana eritrocitaria e pelos
anticorpos anti-A e anti-B presentes no soro dos individuos. Quando estes
anticorpos se apresentam em altos titulos e ocasionando hemodlise intravascular, sdo
denominados hemolisinas. O trabalho teve como objetivo determinar a frequéncia de
doadores perigosos (com hemolisinas) e os nao perigosos em doadores da
Fundacdo Hemopa (sede), descrever a frequéncia anti-A e anti-B e correlacionar os
titulos desses anticorpos com o grau de hemolise detectado. Foram analisadas 1002
amostras de soro de doadores de sangue do grupo “O” no periodo de junho de 2017
a marco de 2018, utilizando o teste de hemolise a 37°C e a titulacdo dos anticorpos.
O teste de hemdlise revelou 84% de doadores perigosos (com hemolise em qualquer
grau) e 16% ndo perigosos (sem hemdlise). No grupo de doadores perigosos,
verificou-se que 54,3% estavam associados a hemodlise total em ambos os
anticorpos e 49,3 % estavam associados a hemolise parcial também em ambos os
anticorpos. Foi observado ainda, que 68% apresentaram hemdélise em anti-A e anti-
B, 24% apresentaram hemolise no anti-A e 8% no anti-B. Na titulacdo dos
anticorpos, os dados mais significativos observados foram titulos menores que 1/64
apresentando hemolise total em ambos os anticorpos (anti-A e anti-B). Das 1002
amostras do estudo, em 123 foram realizados oS mesmos testes nos seus
respectivos hemocomponentes para uma comparacdo de resultados. Sendo 20
aféreses de plaquetas, 24 plaquetas randémicas (CP5) e 16 concentrados de
plaguetas de pools de buffycoat — CPBC (15 unidades contendo amostras de cinco
doadores e uma unidade contendo quatro). Os resultados revelaram que a
frequéncia de hemdlise parcial/total diminuem consideravelmente quando analisados
0os hemocomponentes (aférese plaquetaria e CP5) em relacéo aos testes realizados
nas respectivas amostras de soro. Nos CPBC, foi observada uma diluicdo dos
anticorpos no resultado do hemocomponente. Concluiu-se que ndo ha uma
correlacdo entre os resultados do teste qualitativo de hemolise com a titulacdo dos
anticorpos, O anticorpo anti-A demonstrou ser mais hemolitico que o anti-B e
sugere-se realizar a pesquisa de hemolisinas no soro devido a possibilidade da
atividade hemolitica ser mascarada pelo hemocomponente plasmatico.

Palavras-chave: Hemolisinas, anticorpos anti-A e anti-B, doadores de sangue.



Anti-A and anti-B hemolysins frequency among “O” blood

donors of the blood center coordinator of the HEMOPA Foundation

ABSTRACT

The ABO System is the most important blood system in transfusion practice,
consisting of antigens A and B present in the erythrocyte membrane and anti-A and
anti-B antibodies present in the serum of individuals. When these antibodies are
present in high titers and causing intravascular hemolysis, they are called hemolysins.
The objective of this study was to determine the frequency of dangerous donors (with
hemolysins) and non-haemorrhagic donors from the Hemopa Foundation
(headquarters), to describe the anti-A and anti-B frequency and to correlate the titers
of these antibodies with the degree of hemolysis detected. 1002 serum samples from
group "O" blood donors were analyzed from June 2017 to March 2018, using the
hemolysis test at 37° C and titration of the antibodies. The hemolysis test revealed
84% of dangerous donors (with hemolysis to any degree) and 16% nonhazardous
(without hemolysis). In the group of dangerous donors, it was found that 54.3% were
associated with total hemolysis in both antibodies and 49.3% were associated with
partial hemolysis also in both antibodies. It was also observed that 68% presented
hemolysis in anti-A and anti-B, 24% presented hemolysis in anti-A and 8% in anti-B. In
the titration of the antibodies, the most significant data observed were titres less than
1/64, with total hemolysis in both antibodies (anti-A and anti-B). Of the 1002 study
samples, in 123 the same tests were performed on their respective blood components
for a comparison of results. Twenty - four platelet apheresis, 24 random platelets
(CP5) and 16 buffycoat pool platelets - CPBC (15 units containing five donor samples
and one unit containing four) were included. The results showed that the frequency of
partial / total hemolysis decreased considerably when the blood components (platelet
apheresis and CP5) were analyzed in relation to the tests performed on the respective
serum samples. In the CPBC, a dilution of the antibodies in the hemocomponent result
was observed. It was concluded that there is no correlation between the results of the
gualitative hemolysis test and the titre of the antibodies. The anti-A antibody has been
shown to be more hemolytic than anti-B and it is suggested to carry out the
investigation of hemolysins in the serum due to the possibility of hemolytic activity
being masked by the plasma hemocomponent.

Key-words: Hemolysins, anti-A and anti-B antibodies, blood donors.



INTRODUCAO

O sistema ABO € o mais importante para uma transfusdo devido a presenca
dos anticorpos naturais ani-A e anti-B no soro dos individuos, portanto uma
transfusdo de concentrado de hemacias de grupos sanguineos ABO incompativel
podera ocasionar uma reacdo transfusional aguda do tipo hemolitica intravascular
grave, podendo levar a morte do receptor. *

A maioria dos anticorpos dos individuos do grupo A e B sao de classe IgM,
ativam o sistema complemento a 4°C e ndo atravessam a barreira placentéria. Os
anticorpos da classe IgG apresentam-se em menor quantidade nestes grupos.
Entretanto, nos individuos do grupo O, esses sdo na sua maioria de classe IgG,
atravessam a barreira placentaria, sao capazes de ativar o sistema
complemento, e sdo reativos a 37°C podendo apresentar-se em titulos altos,
portanto, sdo capazes de causar hemolise, sendo entdo denominadas hemolisinas.?
3

A reacdao transfusional ocasionada por hemolisinas ocorre por
ocasido de uma transfuséo de plaquetas ndo isogrupo e é considerada uma reacao
hemolitica aguda e geralmente ocorre quando ndo ha concentrado de plaquetas do
mesmo grupo sanguineo do receptor disponivel no banco de sangue e este é
transfundido com uma plaqueta do grupo O em receptor ndo O contendo altos titulos
de anticorpos anti-A e/ou anti-B, ocasionando hemdlise intravascular pela acdo do
sistema complemento.?4>

Em uma transfusdo de concentrado de hemacias a quantidade de anticorpo
anti-A e anti-B transfundido de doadores de sangue do grupo sanguineo O é
minima, pois com a automacao do processamento do sangue total uma quantidade
muito pequena desses anticorpos € retida e diluida no volume total da bolsa e por
este motivo ndo ha importancia clinica.® Contudo, transfusdes de concentrado de
plaquetas de doadores do grupo sanguineo O com altos titulos de hemolisinas tém
ocasionado as reacOes transfusionais mais relatadas na literatura, devido a
guantidade de plasma existente na bolsa. ’

Na utilizacdo de plaquetas obtidas através de plaguetaférese (no qual é
retirado apenas plaquetas e plasma do doador) o risco é maior quando o doador
apresenta altos titulos de hemolisinas especialmente em pacientes pediatricos, pois
pacientes adultos sdo capazes de tolerar uma transfusdo com quantidade moderada

de plasma incompativel.2 Em um concentrado de plaquetas derivado do sangue,



estas células estdo suspensas em 50mL a 60mL de plasma, porém, na
plaquetaférese é retirado de 250mL a 400mL de plasma a partir de um unico doador
e isso pode ampliar o efeito de um alto titulo de hemolisina no plasma.®

Diversos relatos de casos clinicos da literatura demonstram a importancia do
teste de hemolisinas na prética transfusional para diminuicdo de reacdes
transfusionais em especial em casos de transfusdo de plaquetas néo
isogrupo.?:10:11.4

Harris et al. (2007)° relataram o caso de uma crianca de 8 anos de idade do
grupo sanguineo A com diagndstico leucemia mieldide aguda, que recebeu uma
transfusdo de uma unidade de plaquetas do grupo “O” e 20 horas apds apresentou
hemoglobina de 4,5g/dL, soro e urina de cor castanha. Antes da transfuséao
apresentava hemoglobina 7,3g/dL. Apds investigacdo aprofundada, os testes
laboratoriais revelaram que no plasma da paciente havia anticorpos anti-A de classe
IgG evidenciando uma hemolise ocasionada pela transferéncia passiva de
anticorpos anti-A da bolsa de plaguetas do grupo O.

Em outro estudo, Preece et al. (2011)'° verificaram uma paciente de 67 anos,
de grupo sanguineo AB que realizou um transplante de medula e apos 6 dias
recebeu uma unidade de plaquetas por aférese do grupo sanguineo B e um
concentrado de plaquetas de pools de buffycoat (CPBC) do grupo A. Onze dias
depois, o nivel de hemoglobina estava em 8,2g/dL. O relato ndo fornece informacéo
da taxa de hemoglobina antes da transfusdo. Entao a paciente recebeu uma unidade
de concentrado de hemécias do grupo A e vinte e cinco minutos apés, apresentou
dor na costa, dispneia, calafrios. ApoOs revisdo dos testes pré-transfusionais, foi
observado que a paciente apresentava anti- A reativo a 37°C que n&do havia sido
interpretado no banco de sangue, pois rotineiramente a tipagem sanguinea é
realizada a temperatura ambiente. Foi revelado entdo, que o anti-A foi adquirido
passivamente atraves da transfusao de plaqueta por aférese do grupo B.

Larson et al. (2000)!! relataram um caso de uma paciente de 44 anos de
idade, grupo sanguineo A, com diagnéstico de leucemia mieléide aguda em
quimioterapia, que recebeu uma transfuséo de plaquetas por aférese de um doador
do grupo O e logo apos apresentou dor na costa, hemoglobinuria e hemoglobinemia.
A hemoglobina diminuiu para 2,3g/dL apesar da transfusdo de duas unidades de

globulos vermelhos. A investigacdo laboratorial revelou hemdlise intravascular



aguda ocasionada por anticorpos anti-A presentes em suas hemacias. O titulo de
anti-A do doador era superior a 1:16.000.

Jain et al. (2011)* relataram um caso fatal de hemdlise intravascular aguda
em paciente de 49 anos do grupo sanguineo B com histéria de febre ha sete dias,
com trombocitopenia, que recebeu em dois dias, oito unidades de plasma rico em
plaguetas de grupo sanguineo diferente da paciente e imediatamente apds a ultima
bolsa, apresentou febre, dor na costa, urina de cor vermelha e apos algumas horas
ictericia e erupcdes cutaneas. Testes laboratoriais revelaram lesdo renal aguda
(uréia e creatinina com altos valores) e hemdlise intravascular. Posteriormente,
apresentou taquipneia. A taxa de hemoglobina que antes era de 10g/dL diminuiu
para 5 g/dL. Paciente comecou a apresentar acidose metabolica refrataria, hemolise
intravascular aguda e evoluiu a 6bito. N&o foram realizados testes para confirmar a
presenca de hemolisinas nas unidades de plasma, porém, o autor sugeriu que a
reagdo transfusional ocorreu devido a transfusdo n&o isogrupo de plasma rico em
plaguetas.

Apesar do risco de reacdo hemolitica proveniente da transfusdo de
concentrado de plaguetas ndo isogrupo a pesquisa de hemolisinas anti-A e anti-B
ndo é obrigatéria nos hemocentros. Entretanto, a Portaria de Consolidagdo n°
5/2017 do Ministério da Saude, em seu artigo 122, recomenda a realizacdo do
referido teste para transfusfes de plaquetas ndo isogrupo utilizando um método
qualitativo com incubacdo a 37°C (trinta e sete graus Celsius). E que componentes
sanguineos com resultados de hemdlise total ou parcial devem ser evitados em
transfusdes ndo isogrupo.!?

Por ndo haver obrigatoriedade, apesar de sua importancia clinica, a
frequéncia de hemolisinas ainda ndo € descrita no Estado do Para. Assim, este
estudo se propds a descrever a frequéncia de hemolisinas anti-A e anti-B entre
doadores de sangue do grupo sanguineo “O” no Hemocentro Coordenador do
Estado do Parad — Fundacdo HEMOPA

METODOLOGIA

CASUISTICA
Estudo descritivo e transversal realizado no periodo de junho de 2017 a
marco de 2018, onde foram selecionadas aleatoriamente 1002 amostras de soro do

grupo sanguineo “O” a partir de amostras de doadores que s&o rotineiramente
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encaminhadas para o laboratério de sorologia do Hemocentro Coordenador da
Fundacdo HEMOPA. Os doadores com grupos sanguineos A, B e AB foram
excluidos da pesquisa bem como o0s que apresentaram pesquisa de anticorpos
antieritrocitarios irregular positivo. Das 1002 amostras testadas, em 123 amostras
(12%) foram realizados 0s mesmos testes (qualitativo e quantitativo) nos
hemocomponentes plaquetarios correspondentes para uma comparagdo dos
resultados. Sendo estes, 20 aféreses de plaquetas, 24 plaquetas randémicas (CP5)
e 16 CPBC (15 unidades contendo amostras de cinco doadores e uma unidade
contendo quatro).

Este projeto foi submetido e aprovado pelo CEP do NMT sob o n® 2004029
em obediéncia a resolucdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. As
amostras dos doadores selecionados para pesquisa foram submetidos a uma
técnica ja recomendada pela norma regulamentadora dos servigcos de hemoterapia,
Portaria de Consolidacéo n° 5/2017 do Ministério da Saude, Anexo IV em seu artigo
122 e todos os dados obtidos foram mantidos em sigilo. Por este motivo foi
solicitado dispensa da aplicacdo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), bem como, formalizacdo do comprometimento e responsabilidade pela

confidencialidade dos dados.

DESCRICAO DAS TECNICAS

Os testes foram realizados no laboratério de Imunohematologia da Fundacéao
Hemopa. Foram realizadas duas técnicas: Pesquisa de hemodlise em microplaca

para deteccdo de hemolisinas e deteccao de titulos de anticorpos anti-A e anti-B.

Pesquisa de hemolise em microplaca para deteccédo de hemolisinas.

As amostras de soro dos doadores selecionados foram submetidas a
pesquisa de hemolisinas pela técnica qualitativa de verificacdo de hemdlise a 37° C
(Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 do Ministério da Saude, anexo V), utilizando-se
microplacas de 96 pocos com fundo em U, numeradas na posi¢céo horizontal de 1 a
12.

Dois pogos (A e B) foram utilizados para a mesma amostra aos quais foi
adicionado em cada um 100 pl do soro do doador e 50 pl de hemacias de grupo

sanguineo Al e B preparadas em uma suspensao de 2 a 5% em soluc¢do fisioldgica
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estéril. Em seguida a microplaca foi homogeneizada por 30 segundos e incubada a
37° C em banho-maria a seco por 40 minutos. Por fim, foi centrifugada por um
minuto com uma rotacdo de 1000 rpm, em seguida foi realizada a leitura,
observando a ocorréncia de hemolise total, parcial ou auséncia de hemdlise. A
interpretacdo dos resultados foi macroscopica (conforme figura 1) diretamente na

microplaca.
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Figura 1 — Teste de hemdlise em microplaca. 13

Legenda:

. " Auséncia de hemdélise @ Hemélise parcial e Hemélise total

HA: Hemolisina A; HB: Hemolisina B

Deteccdo de titulos de anticorpos anti-A e anti-B

Foram realizadas deteccdes dos titulos de anticorpos anti-A e anti-B nas
amostras dos doadores selecionados através da titulacdo dos mesmos baseadas na

técnica de hemaglutinacdo em microplaca.’
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Foram utilizadas microplacas de 96 pocos com fundo em U, numeradas na
posicao horizontal de 1 a 12. Na parte superior da microplaca foram identificados os
titulos 1/1 até 1/1024 (1 a 12). Para cada amostra foram utilizadas 2 fileiras
horizontais uma para a titulagdo do anti-A e a outra para a titulagdo do anti-B.

No pogo numero 1 da primeira fileira (anti-A) foi adicionado 100 pl do soro do
doador, e nos de numeros 2 a 12 primeiramente adicionados 100 pl de solugéo
fisiologica estéril. Em seguida foi adicionado 100 pl do soro do doador ao pocgo 2,
homogeneizado juntamente com a solugao salina, e posteriormente transferido o
volume de 100 ul desta mistura ao po¢o numero 3, e sucessivamente até o poco
ndamero 12. A mesma titulagéo foi realizada para a segunda fileira (anti-B). Por fim,
foi acrescentado a todos os pocos da primeira fileira, com exce¢do do numero 12, 50
ul da suspensdo de hemacias Al e na segunda fileira, 50 ul da suspensédo de
hemécias B, exceto o po¢o 12 também. Caso ocorresse aglutinacdo até o niumero
11, o pogo 12 seria utilizado para continuar a diluigdo. A microplaca foi centrifugada
por um minuto com uma rotacdo de 1000 rpm e depois homogeneizada em agitador
de microplaca automatico por 30 segundos.

A leitura foi realizada macroscopicamente observando até que titulo ocorreu
aglutinacdo. Os titulos obtidos foram relacionados com a presencga ou auséncia de

hemodlise.

Andlise comparativa dos testes qualitativo e quantitativo entre amostras e

hemocomponentes plaquetéarios

Para realizar analise comparativa foram selecionadas 20 amostras de
aféreses de plaquetas, que foram coletadas a partir da mini bolsa de desvio de fluxo
de coleta inicial encaminhada ao laboratério de controle de qualidade; 24 plaquetas
randémicas (CP5) e 16 CPBC (15 unidades contendo hemocomponentes de cinco
doadores e uma unidade contendo quatro), as quais foram coletadas do seguimento
do tubo coletor destes hemocomponentes, bem como também foram realizados os

mesmos testes nas amostras de soro dos doadores correspondentes.

Anélise estatistica

Os resultados obtidos nas duas técnicas foram transcritos para uma planilha e
avaliados pelo programa SPSS 20/2011 (Statistical Package for the Social
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Sciences/versao 20). Os resultados dos testes qualitativos e quantitativos realizados
nas amostras de soro foram submetidos a andlise descritiva, assim como o0s
resultados obtidos do CPBC. A andlise comparativa dos testes realizados nos
hemocomponentes de aférese e CP5 foi realizada através do Teste-G .

RESULTADOS

No teste de hemolise, os resultados foram classificados como hemdlise total,
hemolise parcial e negativo (sem hemdlise). Sendo que os doadores que
apresentaram hemodlise total e/ou parcial foram considerados perigosos e 0s que nao
apresentaram hemdlise, considerados como nao perigosos.

Das 1002 amostras testadas, 16% (161/1002) ndo apresentaram hemolise e
84% (841/1002) apresentaram hemolise por anticorpos anti-A e/ou anti-B em
qualquer grau (parcial ou total).

Foi observado ainda que dos 841 doadores com hemolise em qualquer grau,
68% (574/841) apresentaram hemolise mediada pelos dois anticorpos anti-A e anti-
B, 24% (201/841) desencadearam hemdlise mediada pelo anticorpo anti-A e 8%

(66/841) desencadearam hemolise por anticorpo anti-B conforme o gréafico 1.

Gréfico 1 — Frequéncia de hemolise em qualquer grau por anticorpos anti-A

e/ou anti-B nas amostras dos doadores de grupo sanguineo O da Fundacao

Hemopa.
Frequéncia de Hemodlise
100%
90%
80% 68%
70%
60%
50%
40%
30% 24%
20% . 8%
10%
0% | |
Anti-A e Anti-B Anti-A Anti-B
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Na titulacdo dos anticorpos anti-A os dados mais significativos observados
foram para titulos menores que 1/64, com observagdo de hemdlise total em 14% no
titulo 1/8, 22,7% no titulo 1/16 e 23% em 1/32 (Grafico 2).

Gréafico 2 — Frequéncia da relacdo do teste de hemdlise com a titulacdo dos

anticorpos anti-A nos doadores de sangue de grupo sanguineo O da Fundagéo
Hemopa.

Relacao hemodlise x titulagcao anti-A
40,0%
35,0% mHT =HP N
30,0%
25,0% 23% 23%
20,0% 18%
15,0% 14%
10,0% 8.1%
5,0% 03% 05% 0% I I 4’8% 2,8% 2.3%
0.0% [ | [ |
171 172 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024
Em relacdo a titulagdo dos anticorpos anti-B os dados mais significativos

também foram para titulos menores que 1/64 apresentando hemdlise total em 17%
no titulo 1/8, 20% no titulo 1/16 e 23% em 1/32, conforme gréafico 3.

Gréfico 3 — Frequéncia da titulacdo dos anticorpos anti-B nos doadores de

sangue do grupo sanguineo O da Fundacdo Hemopa.

Relagao hemolise e titulagao anti-B
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Das 1002 amostras do estudo, em 123 (12%) foram realizados os mesmos
testes nos seus respectivos hemocomponentes para uma comparacao de resultados.
Sendo 20 aféreses de plaquetas, 24 plaquetas randémicas (CP5) e 16 CPBC (15
unidades contendo amostras de cinco doadores e uma unidade contendo quatro). A
andlise comparativa da frequéncia do tipo de hemolise entre os hemocomponentes
das aféreses de plaquetas e amostras de soro dos doadores correspondentes,
revelou uma menor frequéncia de hemolise total nos hemocomponentes, quando
comparado as amostras de soro, sendo esta diferenca estatisticamente significativa
tanto para o anti-A quanto para o anti-B (Teste-G (Williams), p < 0,05), conforme

apresentado na tabela 1.

Tabela 1 — Comparacdo de teste de hemolise entre aférese de plaguetas e

amostra de soro do doador correspondente

Tipo de Aféreses de plagquetas Amostra de soro Teste G
hemélise Anti-A Anti-B Anti-A Anti-B Williams
Hemolise parcial g (3005 3 (15%) 8 (40%) 6 (30%) Anti-A
Hemolise total 1 (5%) 1(5%) 7 (35%) 6 (30%) p < 0,05
Negativo 13 (65%) 16 (80%) 5 (25%) 8 (40%)
Total Anti-B
20 (100%) 20 (100%) 20 (100%) 20 (100%) D < 0,05

Da mesma forma foi observado uma reducdo de hemdlise nas amostras
plasmaticas de CP5 quando comparado as amostras de soro, com diferenca
estatistica significativa tanto para o anti-A quanto para o anti-B (Teste-G (Williams), p
< 0,05), conforme apresentado na tabela 2.

Tabela 2 — Comparacéo de teste de hemolise entre plaguetas randémicas (CP5)

e amostra de soro de doador correspondente.

Tipo de hemdlise Plaquetas (CP5) Amostra de soro Teste G
Anti-A Anti-B Anti-A Anti-B Williams
Hemdlise parcial 4 (17%) 2 (8%) 11 (46%) 10 (42%) Anti-A
Hemolise total 2 (8%) 1 (4%) 3 (13%) 3 (13%) p<0,05
Negativo 18 (75%) 21 (88%) 10 (42%) 11 (46%)
Total Anti-B
24 (100%) 24 (100%) 24 (100%) 24 (100%)

p <0,05
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Nos testes dos CPBC foi observado que em 43,75% e 62,5% deles, pelo
menos uma amostra obteve resultado de hemdlise total mediada por anti-A e anti-B
respectivamente, porém em todos estes o teste de hemolise qualitativo realizado no
hemocomponente apresentou resultado negativo ou parcial (Quadro 1), sugerindo que
tenha ocorrido uma diluicdo dos anticorpos no teste final do hemocomponente, haja
vista que na analise da titulagdo dos anticorpos, foi observado que os titulos

diminuiram no hemocomponente final (dados ndo mostrados).

Quadro 1 — Comparacéao de teste de hemodlise entre CPBC e amostras de soro

dos doadores correspondentes.

ANTI-A ANTI-B
0 AMOSTRAS* AMOSTRAS*
NTERBE N [HP| HT |CPBCI N [HP[HT|CPBC
1 1 [ 3] 1 ]| H [ 2 [2][21] N
2 1 4]0 N 1 [ 4]0 HP
3 0 |2 3| HP | 0 |32 HP
4 1 |13 | H [ 2 [2]21] N
5 0 [3]| 2| H | 2 |0O[3] N
6 2 [3] 0 N 1 [2]2] N
7 2 3]0 N 3 [1[1] N
8 2 2] 1 N 2 [3][0] N
9 3 |2] o0 N 2 [3]0]| N
10 2 [3] 0 N 1 [1]3] N
11 2 3]0 N 2 [2[1] HpP
12 4 1] o0 N 4 |1]0] N
13 1 4]0 N 2 03] N
14 2 2] 1 N 1 [ 2]2] N
15 3 |20 N 0 4|1 N
16 (4 1 |21 N 1 12| N
amostras)

Legenda: N — negativo, HP — Hemdlise parcial, HT -Hemdlise total,
(*) - N°de amostras e resultado de hemolise correspondentes

Discussao

A denominacdo hemolisina, refere-se a capacidade de um anticorpo causar
hemdlise nas hemacias pela acdo do sistema complemento.®16. Duas técnicas séo
descritas na literatura para avaliar esta frequéncia: o teste de hemolise a 37°C e a
titulagdo dos anticorpos do sistema ABO informando o titulo de corte entre 1/64 e

1/100. Entretanto, ndo existe um consenso sobre qual destes métodos € o mais
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especifico para definir um doador como perigoso.*® Porém, a maioria dos trabalhos
observados na literatura descrevem esta frequéncia baseados na titulagdo dos
anticorpos anti-A e anti-B.26.7.814.15

A frequéncia de hemolisinas descrita neste estudo foi baseada no teste de
hemdlise qualitativo a 37°C recomendado pela Portaria de Consolidagdo n°® 5/2017
do Ministério da Saude, anexo IV em seu artigo 122, quando houver necessidade de
transfusdo de concentrado de plaquetas ndo isogrupo. A titulacdo dos anticorpos foi
realizada para verificar a relag@o entre os titulos e o grau de hemolise detectado nas
amostras.

Das 1002 amostras testadas, o teste de hemdlise qualitativo revelou que 16%
ndo apresentaram hemolise e 84% apresentaram hemdlise em qualquer grau nos
anticorpos anti-A e anti-B, sendo caracterizados como doadores perigosos.16

Os resultados observados neste estudo sao diferentes de alguns dos estudos
ja descritos, onde a frequéncia observada foi menor, porém a metodologia utilizada
foi o teste quantitativo. Como os estudos no Hemocentro de Guarapuava, onde a
frequéncia em 564 amostras doadores considerados perigosos foi de 7,3%7, no
Hemocentro de Botucatu, que descreveu um percentual de 12,8% dos 600
doadores?. Nas cidades de Itapeva (2497 amostras analisadas) e Ourinhos (6291
amostras analisadas), verificou-se um percentual de 1,2% e 5,3% respectivamente*
e S&o José dos Campos, o percentual de 13,6% em 6210 doadores estudados.® Em
Cruz Alta, foram analisadas 150 amostras de doadores onde 35% destes
apresentaram titulacdo dos anticorpos igual ou acima de 1/100.%° Qutra pesquisa
realizada no Hemocentro de Belo Horizonte, revelou 30,5% de doadores do grupo O,
considerados perigosos de um total de 400 doadores estudados. Foi utilizado a
titulacdo em tubo com titulo de corte 1/128.%7

Nestes estudos, todas as amostras eram do grupo O e a frequéncia de
hemolisinas foi descrita através da titulagdo seriada de anticorpos anti-A e anti- B
com titulo de corte 1/100 ou 1/128 para considerar um doador perigoso.
Possivelmente, por este motivo, a frequéncia observada nos doadores da Fundacgao
Hemopa foi superior a descrita nestes trabalhos, pois se considerou o teste de
hemdlise como padréo, que é o teste recomendado pelo Ministério da Satde.*?

Landim et al (2015)*® infere que o teste de hemolisinas qualitativo aumenta a
guantidade de doadores perigosos, 0 que nesta pesquisa, essa realidade também foi

demonstrada. Se a frequéncia fosse descrita pela metodologia da titulacédo
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igualmente a destes estudos, o resultado ficaria em 28% doadores considerados
perigosos com titulo de corte 1/64 e 13% com titulo de corte 1/128 o que revela que
o teste de hemdlise ndo se correlaciona com a titulacdo dos anticorpos. E que ainda
assim, a frequéncia encontra-se maior do que muitos dos estudos ja descritos e
semelhante a frequéncia observada em Cruz Alta'® (35%) e Belo Horizontel’
(30,5%).

Outro dado relevante observado neste estudo foi que o anticorpo anti-A
apresentou maior percentual em graus de hemolise total e parcial (24%) em relacao
ao anti-B que obteve menor valor (8%). Estes resultados estdo de acordo com os
estudos realizados no Brasil onde os resultados descritos na pesquisa de
hemolisinas demonstraram um percentual mais elevado no anticorpo anti-A.26:7.14.19

Nesta pesquisa, todas as amostras foram tituladas (teste de titulagdo dos
anticorpos do sistema ABO). As amostras com hemdlise total revelaram que para o
anticorpo anti-A e anti-B, os titulos <1/64 obtiveram percentuais relevantes.

Outro dado interessante observado, foi um percentual de 17,8% resultando
em hemodlise total mediado pelo anticorpo anti-A, que apresentaram titulos baixos
<1/8, e no anticorpo anti-B, foi revelado que 22,9% dos doadores também
apresentaram hemolise total com titulacdo <1/8. Estes resultados sdo semelhantes a
pesquisa realizada na Nigéria, onde também foi revelado amostras causando
hemodlise total in vitro, apresentando titulos baixos.?° Sugere-se que estes resultados
tenham ocorrido devido as classes de imunoglobulinas predominantes nos
anticorpos do sistema ABO, onde os anticorpos dos individuos do grupo O sdo em
sua maioria de classe IgG,' portanto, pode ser possivel que as amostras que
hemolisaram totalmente com titulos baixos, possam ser de classe IgM que fixam
melhor o complemento, causando hemdlise mais rapidamente sem necessitar de
altos titulos. Entretanto, estudos posteriores com tratamento prévio do soro
eliminando moléculas IgM necessitam ser realizados com o propoésito de esclarecer
melhor esta questéao.

Na literatura, diferentemente da metodologia realizada neste estudo, onde
todas as amostras foram tituladas independente do resultado do teste de hemdlise,
alguns autores descreveram esta frequéncia de hemolisinas, realizando primeiro o
teste de hemolise e somente as amostras positivas foram tituladas. Como exemplo,
uma frequéncia de 55,4% foi revelada em estudo realizado na populacéo africana

com 1920 doadores.?® Qutra pesquisa semelhante no mesmo pais com 140
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amostras de doadores revelou que 10% foram considerados perigosos.?t Em ambos
os estudos a frequéncia observada de hemolisinas detectada pelo teste qualitativo
foi inferior a frequéncia observada nas amostras dos doadores analisadas no
presente estudo. Em outra pesquisa realizada em 246 amostras de doadores
utilizando as duas metodologias (teste de hemdlise e titulacdo dos anticorpos), 151
(61,38%) amostras nao apresentaram hemodlise e 95 (38,62%) apresentaram
hemolise em qualquer grau, frequéncia esta bem menor do que a observada no
presente estudo. Contudo, quando os titulos (pontos de corte de 1/64 e 1/128) foram
relacionados com o resultado de hemolise qualitativo, ndo foi observado
correlagdo,'® corroborando aos achados do presente estudo.

Uma pesquisa bibliografica realizada em Marilia/SP (2016), sobre estudos
realizados no Brasil para detec¢édo de hemolisinas (teste qualitativo e quantitativo), 22
revelou que ndo existe um consenso na literatura sobre os testes. E os estudos que
realizaram as duas técnicas, assim como nho presente trabalho, também néo
encontraram relacdo entre os titulos e o teste de hemdlise.'®

A comparacdo dos resultados obtidos de amostra de soro e
hemocomponentes plaquetarios foi realizado no presente estudo, a fim de avaliar a
capacidade hemolitica do hemocomponente plaquetario que de fato sera
transfundido in vivo. A diferenca estatistica observada entre os testes realizados nos
hemocomponentes de aférese e plaguetas randémicas quando comparados as
amostras de soro dos doadores correspondentes pode ser devido ao fato de que nas
amostras de soro a atividade hemolitica é causada pela acdo do sistema
complemento, sendo mascadara nas reacfes realizadas nos componentes
plasmaticos, pois a hemodlise evidenciada no hemocomponente plaguetario foi mais
baixa que nas amostras de soro. Considerando ainda que no hemocomponente esta
presente o anticoagulante que podera interferir no resultado do teste. A analise dos
CPBC por sua vez, sugerem que a diminuicdo da frequéncia de hemolise parcial e
total observado no hemocomponente final, em relacdo as amostras testadas se
deva, aléem do fator explicado acima, a diluicdo dos anticorpos durante a mistura do
pool do hemocomponente.

Ha uma escassez de estudos relacionados ao teste de hemolisinas em
hemocomponentes plaquetarios. Em Atlanta, foi realizado um estudo em 100
amostras de concentrado de plaquetas derivadas de doacé&o por aférese do grupo O,

onde foi definido titulos acima de 1/64 para caracterizar um doador como perigoso,
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descrevendo uma frequéncia de 28% de hemolisinas.® No presente estudo esta
frequéncia, considerando o teste qualitativo foi 45%, contudo considerando titulos
acima de 1/64 o resultado foi de 15%, porém ha de se considerar o valor amostral
menor de aféreses avaliadas (n=20).

A portaria de consolidagdo n® 5, anexo IV MS/2017, recomenda o teste
qualitativo a 37°, porém ndo especifica em que amostra o0 mesmo devera ser
realizado. Talvez, por este motivo, todos os estudos descritos na literatura que foram
pesquisados, descreveram a frequéncia de hemolisinas através de testes realizados
em amostras de doadores e ndo nos hemocomponentes correspondentes.

Os resultados aqui apresentados demonstram que no hemocomponente a
frequéncia de hemolisinas diminui, e que embora seja diminuida ha casos de
hemocomponentes plaquetarios que apresentam hemolisinas que resultam em
hemdlise parcial ou total, que portanto correm o risco de causar hemdlise in vivo se
transfundida em individuos dos grupos A, B ou AB. Contudo sugere-se a realizacao
de estudos com maior nimero amostral, bem como estudos de hemovigilancia e
definicdo de protocolo para investigagcdo de reacdo transfusional mediada por

hemolisina em casos de transfusdo de hemocomponente plaquetério néo isogrupo.

CONCLUSAO

Nesta pesquisa, concluiu-se que dos 1002 doadores de sangue estudados da
Fundacdo HEMOPA, 84% foram considerados perigosos para uma transfusdo de
plaguetas ndo isogrupo, levando em consideracdo o teste qualitativo realizado na
amostra de soro do doador. Destes, o anticorpo anti-A demonstrou ser mais
hemolitico que o anti-B. O teste de hemolise a 37° e a titulagdo dos anticorpos anti-A
e anti-B ndo apresentaram relacao, pois observou-se que as amostras com hemolise
total revelaram que tanto para o anticorpo anti-A quanto para o anti-B, os titulos
<1/64 obtiveram percentuais relevantes ocasionando hemalise total in vitro, portanto
poderia ser inseguro definir um doador como perigoso apenas considerando o titulo
de corte 1/64 ou 1/100.

Devido os resultados divergentes entre o0s testes realizados nos
hemocomponentes e as amostras correspondentes, sugere-se realizar a pesquisa de
hemolisinas no soro devido a possibilidade da atividade hemolitica ser mascarada
pelo hemocomponente plasmatico. Porém, mais pesquisas seréo necessarias com

um numero amostral maior para comparacdo de resultados e confirmacédo desta
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hipétese, bem como monitoramento de pacientes que receberam transfusdes de

plaguetas ndo isogrupo principalmente plaquetas por aférese, e implantacdo de

protocolos de investigagao transfusional para tais transfusdes (hemovigilancia).
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CARVALHQ, FABIANA REGINA RIBEIRO
FREQUENCIA DE HEMOLISINAS ANTI-A E ANTI-B EM DOADORES DE SANGUE DO
GRUPO SANGUINEO “0" DO HEMOCENTRO COORDENADOR DA FUNDAGAQ HEMOPA /
FAglsAfNA IRE?INA RIBEIRO CARVALHO. — 2018
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Dissertagé@o (Mestrado) - Programa de Pés-graduagao em Andlises Clinicas (MACPRO),
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para, Belém, 2018.
Orientagao: Profa. Dra. RENATA BEZERRA HERMES DE CASTRO

1. Hemolisinas. 2. Anticorpos anti-A e anti-B. 3. Doadores de sangue. |. HERMES DE
CASTRO, RENATA BEZERRA, orient. Il. Titulo
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