UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

FREQUENCIA DE AGLUTININAS ANTI-AE
ANTI-B EM DOADORES DE SANGUE DO GRUPO
“O”DO HEMOCENTRO DE CRUZ ALTA - RS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Aline Noal Borghetti

Santa Maria, RS, Brasil
2012




FREQUENCIA DE AGLUTININAS ANTI-A E ANTI-B EM
DOADORES DE SANGUE DO GRUPO “O” DO
HEMOCENTRO DE CRUZ ALTA - RS

Aline Noal Borghetti

Dissertacao apresentada ao curso de Mestrado do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para obtencao do grau
de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Orientador: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva

Santa Maria, RS, Brasil

2012



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

A comissao examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertagao de Mestrado

FREQUENCIA DE AGLUTININAS ANTI-A E ANTI-B
EM DOADORES DE SANGUE DO GRUPO “O” DO
HEMOCENTRO DE CRUZ ALTA - RS

elaborada por
Aline Noal Borghetti

como requisito parcial para obtencao do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

COMISSAO EXAMINADORA:

José Edson Paz da Silva, Dr.
(Presidente / Orientador)

Sandra Trevisan Beck, Dra. (UFSM)

Adriana Dornelles Carpes, Dra. (UNIFRA)

Santa Maria, outubro, 2012.



Dedico este trabalho a minha familia, em especial aos meus pais Helvio e
Marilt que me ensinaram a arte de amar o conhecimento, e a minha filha

Manoela e ao meu esposo Cristiano pelo amor, apoio e compreensao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida e pelas oportunidades que tenho, por ser o meu
porto seguro nos momentos de angustia e indecisdo, por me ajudar a superar as
dificuldades e seguir em frente.

Ao professor Dr. José Edson Paz da Silva, por acreditar na minha
capacidade, pela oportunidade, orientacdo, sabedoria transmitida e pela dedicacao
ao Curso de Farmacia, a Pés-Graduacdo da UFSM e aos seus alunos. Muito
obrigada!

A professora Dra. Sandra Trevisan Beck, pelo apoio fundamental e inicial
deste sonho, pela qualificacdo do projeto, conhecimentos transmitidos, pelos anos
dedicados a UFSM e aos seus alunos.

A professora Dra. Adriana Dornelles Carpes, por aceitar o convite para
compor a banca examinadora desta dissertacao.

A UFSM, ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas e aos
demais professores (as), pela oportunidade de realizar este curso.

Aos meus pais Helvio e Marili que sempre me estimularam nos estudos e
educaram com amor, sabedoria, principios éticos, dedicacao e respeito. Obrigada
por me apoiarem, rezarem por mim, incentivarem e darem forca nas minhas
escolhas, estando ao meu lado em todos os momentos.

Aos meus irmaos Andressa, Alessandra e Helvio Jr. que sempre torceram por
mim, compartiihando ndo somente das minhas alegrias, como também das minhas
angustias e decisdes.

Ao meu esposo Cristiano, pelas palavras de incentivo e amor, por desejar a
minha realizacdo profissional, pelo companheirismo, apoio financeiro e moral, pela
compreensao da minha auséncia, cuidado e preocupacao com as minhas inumeras
viagens a Cruz Alta e Santa Maria. Esta conquista é nossa.

A minha filha Manoela, pelo abraco apertado apés cada reencontro, pelas
palavras de saudade, amor, carinho e compreensao da minha auséncia.

A minha sogra Marlene, pelas oracdes e sabias palavras de apoio, pelo

conhecimento de vida que sempre me transmitiu.



Aos meus cunhados Andréia e Carlos Eduardo pela colaboracdo e auxilio
prestado para a realizacao deste trabalho.

A tata Edite, pelo amor e dedicacdo com a minha filha e pela organizagéo e
funcionamento da minha casa, na minha auséncia.

As minhas amigas Magali, Cristiane, Leslie, Mara, Adriana pelo entusiasmo
nas minhas conquistas, pelas palavras de incentivo, amizade e conselhos. Em
especial a amiga e colega Michele, pelas dicas e sugestoes, por estar sempre pronta
a ajudar.

A minha colega farmacéutica Deborah Dietrich, pelas palavras de estimulo e
pelas trocas de turno no trabalho em prol dos meus estudos.

A Carla Tatiana dos Santos Coelho, ex-diretora do Hemocentro de Cruz Alta e
as farmacéuticas do Hemocentro, Danieli Sausen Lunkes e Daniela Trombeta Pires
pela oportunidade da pesquisa, conhecimentos transmitidos, estando sempre
dispostas a ajudar.

A equipe de técnicos e enfermeiros do Hemocentro de Cruz Alta, pelo apoio e
auxilio na realizagédo deste trabalho.

Aos doadores de sangue, pessoas voluntarias que aceitaram participar desta

pesquisa, contribuindo com o conhecimento.



RESUMO
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Autora: Aline Noal Borghetti
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O uso de hemocomponentes do grupo sanguineo “O” em transfusdes nao-
isogrupo pode acarretar reagdes transfusionais, caso as aglutininas anti-A e anti-B
presentes no soro/plasma do doador, apresentem titulos elevados com escore igual
ou superior a 100. As reacgdes transfusionais mais relatadas com anticorpos de altos
titulos sdo ocasionadas por concentrado de plaquetas, devido a presencga de plasma
neste hemocomponente. Considerando a pequena quantidade de estudos sobre as
hemolisinas anti-A e anti-B e a importancia desses anticorpos na pratica
transfusional, o objetivo deste trabalho foi verificar a freqiiéncia dessas hemolisinas
e a associacao a género e fator Rh em 500 amostras de soros dos doadores tipo “O”
cadastrados no Hemocentro de Cruz Alta,RS. Os resultados mostraram que a
freqUéncia dos doadores de sangue do grupo “O” considerados perigosos foi de
11,6% (58), e de nao-perigosos 88,4% (442). Constatou-se uma predominancia
entre os perigosos, de 50% (29) reativos para hemolisina anti-A, 37,9% (22) anti-B e
12,1% (7) para aglutininas anti-A e anti-B. A amostragem dos doadores nao foi
homogénea quanto ao sexo e nem quanto ao tipo de fator sanguineo, prevalecendo
homens 65% (325), Rh positivo 80,4% (402). Nao houve correlacao entre a
Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI) com a Pesquisa dos Anticorpos Regulares
anti-A e anti-B. Também nao existiu prevaléncia na associacao entre as variaveis
género, fator sanguineo Rh e anticorpo anti-A e anti-B. Percebeu-se que o anticorpo
anti-A apresenta titulo maior de reacdo em comparacdo com o anti-B pois, ambos
reagem em 100% dos casos até 1/16 porém, anti-A diminui seu percentual de
reacao a partir de 1/128 enquanto que anti-B em 1/32. A faixa etaria de prevaléncia
de doadores perigosos para anti-A foi entre 33 a 46 anos, anti-B entre 16 a 25 anos
e para ambos anticorpos entre 25 e 33 anos. Os resultados desta pesquisa podem
servir para mensurar a prevaléncia destas hemolisinas e prevenir riscos de episédios
transfusionais incompativeis, visto que na pratica transfusional ocorre maior
disponibilidade de doadores do grupo “O” e estes ainda nao séo classificados como
doadores “O” perigosos. Assim, na busca pela pratica transfusional com exceléncia
e, sobretudo, com eficacia, torna-se imprescindivel a padronizacdo da Pesquisa de
Anticorpos Regulares.

Palavras-chaves: Hemolisinas; Doador “O” perigoso. Reacdo transfusional.
Aglutininas.
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The use of hemocomponents from blood group "O" in transfusions among
different blood groups may lead to transfusion reactions if the anti-A and anti-B
agglutinins, present in the donor’'s serum / plasma, show high titers scores equal to
or higher than 100. The transfusion reactions most reported with antibodies of high
titers are caused by platelet concentrate, due to the presence of plasma in this
hemocomponent. Considering the small number of studies on the anti-A and anti-B
hemolysins and the importance of these antibodies in transfusion practice, the goal of
this work was to verify the frequency of these hemolysins and their association to
genre and Rh factor in 500 serum samples of type "O" registered donors at the Blood
Center of Cruz Alta, RS. The results showed that the frequency of donor blood group
"O" considered dangerous was 11.6% (58), and non-dangerous 88.4% (442). There
was a predominance between the dangerous 50% (29) to reactive anti-A hemolysin ,
37.9% (22) anti-B and 12.1% (7) for agglutinins anti-A and anti-B. Sampling of donors
was not homogeneous regarding sex and not the type of blood factor, prevailing men
65% (325), Rh positive. There was no correlation between antibody screening
Irregulars (PAI) with regular search antibody anti-A and anti-B. Also there was no
assocation betwiin the prevalence in the variables gender, blood Rh factor anti anti-A
and anti-B. It was noticed that the anti-A shows reaction under great in comparison
with the anti-B thus both react in 100% of cases to1/16 however, the anti-Adecreas
its percentage from1/128 whereas anti-B 1/32. The age prevalence of dangerous
donors for anti-A was between 33 to 46 years, anti-B from 16 to 25 years and for
both antibodies between 25 and 33 years. The results of this research can be used to
measure the prevalence of these hemolysins and prevent risks of incompatible
transfusion events, since in transfusion practice there is greater availability of group
"O" donors and these are not classified as risk-donor "O" yet. Thus, in the search for
excellence in transfusion practice and, above all, effectivenessly, it is essential to
standardize the Regular Antibodies Research.

Keywords: Hemolysins. Risk-donor “O”. transfusion reaction. Agglutinins.
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Introducgéo 15

A transfusdo de sangue é parte essencial da moderna assisténcia a saude,
pois, se usada corretamente, pode salvar vidas e melhorar a saude. Contudo, como
em todas as terapias, na transfusdo de sangue, podem ocorrer complicacdes
agudas ou tardias, ocasionando riscos de sensibilizacdes futuras, que podem levar a
reacdes hemoliticas intravasculares, lesdo de 6érgaos, seguida de alteracbes
imunoldgicas e bioquimicas e consequiente morte do paciente (OLIVEIRA; COZAC
2003).

A hemoterapia, no mundo, passou por varias fases e teve dois periodos
distintos: um empirico, que vai até 1900, e outro cientifico, de 1900 em diante
(BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007). Esse periodo foi marcado por muitas mortes
devido a falta de conhecimento cientifico, e duvidas quanto a quantidade de sangue
a ser coletado. Normalmente, doadores ficavam anémicos na doacao de sangue e
0s receptores com hipervolemia, apds a transfusdo. Os grupos sanguineos nao
eram conhecidos e ndo havia provas de compatibilizagdo (OLIVEIRA, 2003).

A fase cientifica iniciou em 1900, com a descoberta dos grupos sanguineos,
pelo médico pesquisador Karl Landesteiner, apds observar reacao de aglutinacao ao
misturar soro com hemacias de diferentes individuos. Com base nos padrdes de
aglutinacado, denominou os antigenos encontrados, utilizando as duas primeiras
letras do alfabeto “A” e “B”. Heméacias que nao fossem aglutinadas por ambos os
soros como “C” eram usualmente chamados “ndo-A, ndo-B” e, posteriormente,
referidas como “O” (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007). Landesteiner observou
somente dois antigenos (aglutinogénios), A e B, e dois anticorpos (aglutininas) anti-A
e anti-B. O quarto e mais raro grupo, AB, que apresenta ambos o0s antigenos na
hemacia, e no soro ndo apresenta nenhum anticorpo, foi descrito um ano mais tarde
por Decastello e Sturli (WATKINS, 2001).

Com a descrigdo do Sistema Rh, em 1939, por Levine e Stetson, e do Soro de
Coombs, em 1945 | por Coombs, Mourant e Race, novos avangos ocorreram no
conhecimento de grupos sanguineos (VERRASTRO; LORENZI; NETO, 2005).

O termo “grupo sanguineo” ndo se refere somente ao sistema de antigenos
dos eritrécitos, mas também a diversidade imunolédgica, expressa por outros
constituintes sanguineos (DAVEY; HENRY, 1999). Os antigenos ABO néo estdo
restritos apenas a membrana dos eritrécitos, podendo ser encontrados também em
uma grande variedade de células como linfocitos, plaquetas, endotélio capilar

venular e arterial, células sinusoidais do baco, medula 6ssea, mucosa gastrica, além
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de secrec¢des e outros fluidos como saliva, urina e leite (SCHENKEL-BRUNNER,
1982). Este termo foi inicialmente utilizado na classificacdo ABO para indicar o
conjunto de antigenos com caracteristicas sorolégicas similares. Com o
desenvolvimento da imunohematologia, novos antigenos foram descobertos e
agrupados em sistemas, colegdes e séries (BRASIL, 2001).

Assim, além dos Sistemas de grupos sanguineos ABO e Rh, sao conhecidos
e descritos atualmente, mais de 30 sistemas de grupos sanguineos, de acordo com
a ISBT (International Society for Blood Transfusion): Sistemas Kell, MNS, Kidd,
Duffy, Lutheram, Lewis e Diego, entre outros (DANIELS; FLETCHER; GARRATTY;
HENRY; JORGENSEN; JUDD, 2004).

Os sistemas de grupos sanguineos caracterizam-se pela expressao de
antigenos protéicos e carboidratos na membrana eritrocitaria, os quais sao
identificados por anti-soros especificos (BONINI-DOMINGOS et al.,, 2003). Os
antigenos de grupos sanguineos sdo resultantes de variabilidades genéticas que
ocorrem nos componentes da membrana celular, que podem ser proteinas,
glicoproteinas ou glicolipidios. Os anticorpos eritrocitarios sdo imunoglubulinas (lg),
produzidas pelos plasmécitos, apds ativagcdo do sistema imune, em resposta aos
antigenos eritrocitarios. Estes aloanticorpos que reconhecem os antigenos de
grupos sanguineos sao de ocorréncia natural ou devido a aloimunizagéo, que é a
uma resposta imune, provocada pela exposicdo a antigenos nao proprios, em
decorréncia de transfusdo de hemocomponente incompativeis ou gravidez (MELO;
SANTOS, 1996).

A classificacdo, em diferentes grupos de sangue, permitiu estabelecer as
compatibilidades e incompatibilidades entre os individuos, estruturando-se a base
para a utilizacdo do sangue como agente terapéutico (VERRASTRO; LORENZI;
NETO, 2005).

Contudo, o Sistema ABO descoberto no ano de 1900, permanece até hoje
como sendo o sistema mais importante dentro da pratica transfusional. Por serem
produtos genéticos facilmente detectaveis, os antigenos deste sistema constituem
excelentes marcadores genéticos (HERMANDEZ et al., 1997).

Os anticorpos no sistema sanguineo ABO podem ser classificados de acordo
com o estimulo: naturais, imunes, regulares e irregulares. Os anticorpos de
ocorréncia natural comegam a aparecer no soro cerca de trés a seis meses apds o

nascimento, e sua producao maxima se da entre cinco a dez anos, sendo que, apés
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os 65 anos o titulo desses anticorpos diminui (GIRELLO; KUHN, 2002). O
surgimento aparentemente natural desses anticorpos pode ser explicado por
estimulos passivos, particularmente da flora bacteriana intestinal, onde as bactérias
saprofitas possuem em suas membranas celulares, acucares semelhantes aos
acucares imunodominantes dos antigenos A e B. Essas bactérias, assim como
outras substancias presentes na natureza (poeira, pdlen, alimentos, etc.), vao
estimular a formagéo dos anticorpos anti-A em individuos que portam antigeno B
e/ou anti-B em individuos que portam antigeno A em suas hemacias, sendo
classificados, portanto, como naturais e regulares, pois sua ocorréncia € esperada.
Esses anticorpos naturais representam uma mistura com maior quantidade de
imunoglobulinas da classe M (IgM) do que imunoglobulinas da classe G (lgG),
reagem melhor entre 4°C e 22 °C, nao atravessam a barreira placentaria e sao
habeis em ativar o sistema complemento (GIRELLO; KUHN, 2002; GIRELLO;
KUHN, 2007).

Dependendo da tipagem sangliinea de um individuo, a IgM anti-A e/ou o anti-
B presentes no soro podem constituir uma barreira para as transfusées de sangue e
para o transplante de 6rgaos ABO incompativeis (OLSSON et al.,2001).

Os anticorpos irregulares (Sistemas Kell, MNS, Lewis, Duffy, Kidd e outros) se
desenvolvem em decorréncia de gestacdes ou transfusées incompativeis, nao sendo
encontrados normalmente na circulacdo sanguinea, ou seja, sua ocorréncia nao €
esperada (BAPTISTA-GONZALEZ et al., 1991).

Os anticorpos ABO imunes sdo evocados por aloimunizagbes prévias, que
podem ocorrer por duas vias: a primeira através de heteroimunizagdo por
substancias de origem animal ou bacteriana, como na soroterapia antidiftérica ou
antitetanica, e a segunda por aloimunizacdo por gestacdo ou transfusdao ABO
incompativel. Esses anticorpos sdo usualmente referidos como hemolisinas e/ou
aglutininas (MELO; SANTOS, 1996).

Na isoimunizacdo ou aloimunizacdo materna, existe a exposicdo destes
antigenos estranhos e como resposta ocorre a formacao de anticorpos. Este contato
com o sangue fetal pode ser devido a uma transfusdo feto-materna fisiolégica
durante a gestacao. A isoimunizacao se eleva com o avanc¢o da idade gestacional,
devido ao aumento da area de superficie placentaria, com maior risco de transporte
de eritrocitos fetais para a circulacado materna. A freqiéncia de transfusao é de 7%,
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16% e 29%, respectivamente no primeiro, segundo e terceiro trimestre de gestacao
(GOLLIN; COPEL, 1995).

A incompatibilidade ABO materno-fetal € descrita como de ocorréncia quase
exclusiva nos casos onde a mae é do grupo sangiineo “O” e o recém-nascido, “A”
ou “B”. Este fenémeno curioso é atribuido a producédo de anticorpos anti-A e anti-B
nestas maes do grupo sanguineo “O”, cujas classes de imunoglobulina sdo IgG com
passagem transplacentaria. As outras maes, de grupo sangliineo A ou B, produzem
anticorpos anti-B e anti-A, respectivamente, da classe IgM, sem passagem a barreira
placentaria (ZIPURSKY; BOWMAN, 1993).

A maioria das hemolisinas € da classe IgG, sendo ativas a 37°C. Tém
capacidade de ativar o sistema complemento e atravessar a placenta, portanto,
podem causar a doenca hemolitica do recém-nascido (DHRN). Muito embora, esses
casos sejam menos graves que incompatibilidade por Rh, pois, no caso ABO
geralmente os sintomas e a evolugdo sdao menos acentuados (GIRELLO; KUHN,
2002; GIRELLO; KUHN, 2007).

Devido a presenga regular dos anticorpos naturais hemoliticos no sistema
ABO, é regra basica nao transfundir hemacias portadoras de antigenos que possam
ser reconhecidos pelos anticorpos do receptor. Assim, deve-se realizar, sempre que
possivel transfusdo de isogrupo (doador e receptor de mesmo grupo sanguineo).
Quando esta condicdo nao for possivel, deve-se realizar transfusdo entre
heterogrupos respeitando o esquema classico de compatibilidade: nao transfundir
heméacias portadoras de antigenos que possam ser reconhecidos pelos anticorpos
do receptor (POPOVSKY, 2001).

Os anticorpos ABO ou aglutininas podem ser das classes IgM e IgG e séo
capazes de ativar o sistema complemento provocando hemdlise intravascular. Os
anticorpos anti-A e anti-B de individuos do tipo sanguineo B e A, respectivamente,
sdo em sua maioria IgM e em pequena quantidade IgG e IgA. Diferentemente dos
individuos do grupo sanguineo “O”, cuja classe dominante é IgG e mais
eventualmente, IgM e IgA (GIRELLO; KUHN, 2002; GIRELLO; KUHN, 2007).
Também, individuos do grupo “O” possuem titulos elevados de anticorpos anti-A e
anti-B no soro/plasma, quando comparados a individuos do tipo sanguineo A e B
(RAVEL, 1997). Com isso, o conceito de que individuos do grupo “O” sdo doadores
universais deve ser questionado, visto que em seu soro/plasma contém anticorpos

anti-A, anti-B, ou anti-AB (aglutininas), que em caso de doacdo de
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hemocomponentes para outro individuo ndo isogrupo, pode ocasionar reacdes
transfusionais sérias. Principalmente, se o doador apresentar titulos elevados de
aglutininas (superior 1/100), considerando individuo “perigoso” para transfusdes em
receptores de outros grupos sanguineos (FERNANDES et al.,2008).

Na pratica transfusional, por vezes € necessaria a transfusao de concentrado
de plaguetas de grupo sanguineo “O” para receptores ndo-O, especialmente no
suporte transfusional em emergéncias e urgéncias, bem como nas situagdes em que
ha limitagdo nos estoque de hemocomponentes. Tanto pelo fato da vida atil do
concentrado de plaqueta ser limitada a cinco dias, como pela freqiéncia e
disponibilidade dos doadores do grupo “O” na populacdo em geral ser maior que as
dos outros grupos sanguineos (RAVEL, 1997). Incrementa-se a isto, o fato da dose
indicada na transfusao plasmatica terapéutica ser de 1 (uma) unidade para cada 5 a
10 kg de peso do receptor, fato que ocasiona a utilizacdo de muitas unidades e de
diferentes doadores (SLICHTER et al., 2005; CASTRO, 2007; BRASIL, 2004; HOD;
SCHWARTZ, 2008).

A transfusdo de hemocomponentes com incompatibilidade ABO menor
(plasma do doador versus hemacias do receptor) € geralmente considerada de baixo
risco para reagdo hemolitica. Porém, nas ultimas décadas, o uso crescente de
transfusdo de plaquetas trouxe novamente a preocupagdo com a concentracao de
anti-A e Anti-B nesses hemocomponentes (GAMBERO et al., 2004). Embora as
transfusbes com pequenas quantidades de plasma incompativel sejam geralmente
consideradas uma pratica segura, alguns casos de reagcdes hemoliticas por plasma
incompativel sdo descritos na literatura (OLIVEIRA; COZAC, 2003). Ainda que a
transfusdo realizada seja de concentrado de heméacias, sempre havera certa
quantidade de plasma presente neste hemocomponente (HARMENIMG, 1992).

Independente do hemocomponente em uso, toda a transfusao traz em si um
risco, seja imediato ou tardio, devendo, portanto ser criteriosamente indicada
(BRASIL, 2004). Por isso, é de fundamental importancia clinica, a deteccdo da
incompatibilidade ABO na rotina pré-transfusional (GIRELLO; KUHN, 2002;
GIRELLO; KUHN, 2007). Diante disso, algumas pesquisas sobre titulagdo de anti-A
e anti-B foram realizadas com o intuito de detectar os doadores de grupo “O”
elevadas concentracbes plasmaticas desses anticorpos, também chamados
doadores “O” perigosos (LEVINE; MABEE, 1923; GAMBERO et al., 2004).
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A maior parte das transfusdes resulta em reposicdo temporaria, efetiva e
segura de hemocomponentes. Como outras intervengdes médicas, entretanto, as
transfusbes sao associadas a certos riscos, e somente quando o0s beneficios
esperados sobrepdem os riscos potenciais, a transfusdo deve ser indicada. Assim, a
administragcdo do sangue com fins terapéuticos sé pode ser realizada quando o
médico do paciente solicitar o procedimento, responsabilizando-se pelo ato
(BRASIL, 2011).

Nas Uultimas décadas, a hemoterapia brasileira sofreu extraordinarias
transformacdées na qualidade e quantidade de suas atividades. O impacto
representado pela epidemia de AIDS transfusional, que ocorreu na década de 1980,
contribuiu, de certa forma, para estas transformacdes, a medida que recursos
materiais e humanos foram disponibilizados, no curso de poucos anos, para garantir
a seguranca transfusional (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

Hoje, a terapia de componentes de sangue apropriados proporciona
tratamento mais efetivo e o uso mais completo dos derivados do sangue. Pode-se
selecionar o componente especifico para as necessidades particulares do paciente,
pois uma unidade de sangue pode ser fracionada em: concentrado de hemacias,
plaquetas e outros fatores de coagulacao como o fator anti-hemofilico criopreciptado
e plasma (HARMENIN, 1992). Além disso, a imunohematologia dispée de testes
laboratoriais capazes de oferecer maior seguranca na transfusdo, através da
fenotipagem, e ainda, quando necessario, aconselhamento genético aos familiares
de pacientes e doadores (BRASIL, 2001).

Durante a preparagdo dos componentes sanguineos nos Hemocentros, as
bolsas de sangue total coletadas, sdo processadas para a obtencdo de um ou mais
dos seguintes componentes: eritrocitarios, plasmaticos e plaquetarios. Sao os
eritrécitos que permanecem na bolsa, depois que esta é centrifugada, e o plasma
extraido para uma bolsa-satélite. Os eritrocitos podem ser separados do plasma em
qualquer momento antes da data de expiracdo do sangue. Esses componentes
também podem ser coletados por aférese. A esterilidade do componente deve ser
mantida durante o processamento mediante o0 emprego de métodos assépticos,
equipos e solucdes estéreis, livres de pirogenos (HARMENING, 1992). A
transferéncia de componente de uma bolsa-satélite para a outra deve ser realizada
em circuito fechado e as manipulagbes dos hemocomponentes que exijam a

abertura do circuito devem ser feitas sob fluxo laminar. Se o circuito for aberto
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durante o processamento e nao for utilizado em 24 horas, os componentes devem
ser descartados. Desta forma, fica garantida a esterilidade das unidades doadoras e
possiveis reagdes provenientes da contaminacdo durante a producdao de
hemocomponentes (BRASIL, 2004).

Os testes de compatibilidade sanguinea pré-transfusionais sdo importantes
para reduzir os riscos imunoldgicos inerentes as transfusdes. Sao realizados nas
amostras de sangue do receptor e doador e incluem as classificacoes ABO e RhD.
O Sistema ABO é o unico em que a fenotipagem consiste, além da Prova Direta,
que pesquisa o antigeno na superficie da hemacia; a Prova Reversa, que pesquisa a
auséncia ou presenca dos anticorpos anti-A e anti-B no soro/plasma do paciente.
Essa particularidade refere-se ao fato de que, necessariamente, deve haver
aglutinina quando da auséncia do correspondente antigeno. Ambas as provas sao
obrigatérias e devem ser concordantes para interpretacées do fenétipo. A tabela 1
mostra os resultados esperados na fenotipagem ABO (BORDIN; JUNIOR; COVAS,
2007).

Tabela 1- Resultados esperados na fenotipagem ABO.

PROVA DIRETA PROVA RESERSA FENOTIPO ABO
ANTI-A ANTI-B  ANTI-AB Hm A1 Hm B
0 0 0 + + O
+ 0 + 0 A
+ + + B
+ + + 0 0 AB

Fonte: BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007.

Além da fenotipagem do grupo sanguineo do doador e receptor, fazem parte
dos testes de compatibilidade sanguinea pré-transfusionais: a exclusao do D fraco
em doadores e receptores RhD negativos, a Pesquisa de Anticorpos Irregulares
(PAl) empregando-se métodos que evidenciem anticorpos clinicamente significativos
e o0 Teste de Compatibilidade também chamado de Prova Cruzada (PC). Este é

realizado entre as hemacias do doador e o soro do receptor e € definido como o
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procedimento para excluir a incompatibilidade entre eles ou reduzir a possibilidade
de reacao transfusional (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

Porém, mesmo depois de realizada a PAl e a PC, testes até entado
padronizados pela ANVISA, pois sdo regulamentados por norma federal, com
determinacao de realizacdo obrigatéria (BRASIL, 2010); ainda € possivel ocorrer
reacdo, embora um tipo sangiineo compativel seja usado na transfusdo (MARTINS
et al, 2008).

As causas das reacoes transfusionais sdo multiplas e podem ser classificadas
em agudas ou tardias, imunoldgicas e ndo imunoldgicas. A tabela 2 e 3 mostram as
reacdes agudas e tardias, imunoldgicas e ndao imunoldgicas (OLIVEIRA; COZAC,
2003).

A Reacado Hemolitica Aguda é conseqliente a transfusdo de concentrado de
hemécias ABO, incompativel, na maioria dos casos. E temida na pratica
transfusional devido a sua gravidade e alto indice de mortalidade. Ocorre,
principalmente, devido a erros de identificacdo de amostras de pacientes (JENNER;
HOLLAND, 1996). Os anticorpos de ocorréncia natural anti-A, Anti-B e Anti-A,B do
paciente reagirdo com as hemacias A, B ou AB do doador, causando hemdlise
intravascular das hemacias transfundidas, e parte das hemacias do préprio paciente.
O quadro é composto por dor no térax, no local de infusdo, abdémen e/ou flancos,
hipotensdo grave, febre e hemoglobiniria. Pode evoluir para insuficiéncia renal
aguda (IRA) devido a trés fatores: vasoconstriccao por liberacdo de catecolaminas,
hipotenséao sistémica e formacao de trombos intravasculares (POPOVSKY, 2001).

A coagulacgao intravascular disseminada (CIVD) é uma complicacdo comum
devido a circulacao de estroma celular (hemdlise), promovendo a ativagao do Fator
XIl da coagulacdo. E importante ressaltar que as manifestacdes da CIVD podem ser
0 Unico indicio de reacao hemolitica aguda, nos pacientes anestesiados. Sempre
que houver suspeita de reacdo hemolitica aguda, a transfusdo devera ser
imediatamente suspensa, realizada a checagem da identificacdo da bolsa e do
paciente (nome do paciente, registro, ABO do paciente, identificacdo da bolsa, ABO
da bolsa) para evidenciar provavel troca de amostra/paciente (OLIVEIRA; COZAC,
2003).
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Tabela 2: Reac¢des agudas imunoldgicas e ndo-imunoldgicas.

Tipos de Reagéo

Causa Principal

Imunolégicas

Hemolitica

Incompatibilidade ABO

Anafilatica

Anticorpo do paciente contra IgA do plasma do doador

Febril nao hemolitica

Anticorpo do paciente contra antigeno leucocitario do doador

Urticariforme

Anticorpo do paciente contra proteinas plasmaticas do doador

TRALI

Anticorpo do doador contra leucécitos do paciente

Nao imunoldgicas

Sobrecarga de volume

Volume excessivo em pacientes com ICC

Contaminacéao bacteriana

Contaminagao do Hemocomponente por bactérias

Embolia gasosa

Infusao endovenosa de ar

Hipotermia

Infusdo rapida de hemocomponente frio

Hipercalemia

Infusdo rapida de vérias unidades de sangue estocado

Hipocalcemia

Transfusdo macigca de sangue citratado

Adaptado a partir de Oliveira, Cozac, 2003.

Tabela 3: Reacdes tardias imunoldgicas e ndo-imunolégicas.

Tipos de Reagéo

Causa Principal

Imunolégicas

Hemolitica tardia

Resposta amnéstica ao antigeno eritrocitario transfundido

DEVH-PT

Linfécitos funcionais no hemocomponente transfundido

Purpura pos-transfusional

Desenvolvimento de anticorpo antiplaquetario (anti-HPA-1a)

Nao imunoldgicas

Sobrecarga de ferro

Multiplas transfusdes

Doengas infecciosas

Hepatites (principalmente B e C)

Infeccdes por HIV

Infecgdes por Citomegalovirus

Malaria

Infeccoes pelo HTLVV/II, Bruceloso, Babesiose, Doenga de
Chagas, Parvovirose e Sifilis

Adaptado a partir de Oliveira, Cozac, 2003.
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A primeira descricdo sobre o efeito hemolitico da transfusdo de plasma de
grupo “O” em receptores de grupo sanguineo nao-O positivo foi feita por Ebert e
Emerson em 1946, estudando 265 combatentes da Segunda Grande Guerra. Os
autores descreveram que 1,1% dos doadores de sangue daquele estudo
apresentaram altos titulos de isoglutininas (consideraram elevados titulos de anti-A,
anti-B> 1/500). Em 1950, Ervin & Young relataram que puderam detectar anti-A com
capacidade para hemolisar hemacias de grupo A em 12 % dos doadores; e
posteriormente, Crawford et al. (1952) concluiram que a titulacdo in vitro de
hemolisinas anti-A seria um bom indicador para predizer a sua capacidade de
destruir hemacias de grupo A in vivo. O termo hemolisina é usado quanto a
capacidade de um agente ou anticorpo de causar hemdlise pela ativacao da cascata
do complemento. Anticorpos Anti-A e anti-B tanto da classe IgG como IgM podem
causar hemolise. Dentre os fatores conhecidos que podem afetar a hemolise in vitro,
ressalta-se o tempo de armazenamento do sangue (hemécias armazenadas sao
mais facilmente hemolisada do que hemacias recentemente coletadas) e o tempo de
coleta do soro a ser testado, pois, a atividade hemolitica diminui progressivamente
apoés a coleta do sangue (NOVARETTI, 2008).

Em 1978, Inwood e Zuliani descreveram uma reagcdo hemolitica em um
paciente do grupo A que recebeu uma unica transfusdo de concentrado de hemacias
contendo residuos de plasma com elevado titulo anti-A. Ja em 1982, McLeod e
colaboradores também relataram uma transfusdo de concentrado de plaquetas com
pequenas quantidades de plasma incompativel, seguido de reacdo hemolitica.

A utilizacdo de plaquetas ABO compativeis com o receptor € aconselhavel,
porém nao é obrigatéria, podendo haver uso de plaguetas nao idénticas e assim nao
sendo necessaria a realizacdo dos testes de compatibilidade pré-transfusionais.
(FONTAO-WENDEL; SILVA; SAVIOLO; PRIMAVERA; WENDEL, 2007).

Varios casos de reacdes hemoliticas por transfusdo de hemocomponentes
provenientes de doadores de grupo “O” sdo encontrados na literatura americana,
principalmente envolvendo doadores de plaguetas do grupo “O” e receptores de
grupos “A” (COOLING et al., 2008).

Em recente publicagdo, Fung et al, 2007 revisou casos de hemdlise por
transfusdo de plaquetas contendo plasma incompativel ocorridas nos EUA no
periodo de 1975 a 2005. A Figura 1 mostra o resumo destes casos de hemdlise.
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Figura 1: Resumo de relatos de casos de hemdlise devido a transfusdes de

plaguetas contendo plasma incompativel, nos EUA.

Recipient  Donor Anti-A or Anti-B Age of
Source, ¥ Group  Group Component Transfused Reaction Titer Recipient
Lundhberg and AR L] Fooled platelets (4 do- Severe hemalysis with Hgh B4 and 128 anti-A from 40 v
McGinniss, ™ nors); received G0-B0 loss of 1 g/dL per d from 2 donorst
1975 mL intracperativaly postoperative day 2-f
Zoes et al ™ AB O 10 U of platelet concen- Mo reaction until patient re- 256 anti-A 44y
1977 frates ceived 20 mL of A,B REC &4 anti-B (pool of all do-
transfusion; developed nationsj#
chills, fever, and hamoglo-
hinemia
WicLeod et A L] 2 platelet concentrates Significant hemaolysis; Hgh 10 240 {IAT) for both do- 45 v
al,» 1982 with high antibody ti- drop from 14 to B gidlL nors
fars Hemualysin titers of 32
and b4
Sibar at al A L] 4 platelet units from same  Acute hemolysis with hemo-  B192 (IAT) 20y
1982 donor; received 199 mL globinemia, hemoglobin- Strong hemolysis on rou-
uriz, and shaking chill; he- fine reversse typing
matocrit drop from 0.22 to with A, cells
016
Conway and A (8] Apheresis platelsts; re- Severe hemaolysis with DIC 8192 (saline} 15y
Scott,>” 1984 ceived 200 mL and renal failure 4096 [OTT treated)
Fierce et al A L] Apheresis platelats Severe hemalysis with DIC Waak positive at 50 [sa- 25y
1985 and death; Hgh dropped lingl
from 11.5 to 5.7 gidL 512 (saline at 37°C)
32 000 {IAT)
Hemualysin positive at ti-
ter of 1:4
Fiarca et al 7* B (8] 1 platelet concentrate Mo acute reaction; Hgh 512 [zaline at KT} 58 v
1985 with high antibody titer dropped from 14.3 to B.2 2048 (saline at 37°C)
gdlL in 7 d 16 384 [IAT)
Ferguson,™ A O 1 platelet concentrate Acute hemaolysis with hemo- 236 (saline at KT) 66 v
1988 with high antibody titer globinemia, hemaoglobin- 4000 (IAT)
uria, and bhack pain; Hgh
dropped 26 gidL in 5 h
Feis and B L] Apherasis platelats Severe hemualysis; drop in Anti-B 4096 [IAT) 56 y
Coovadia, Hgh from 11.3 to 5.2 gidL
1989
Wurphy et al A L] 2 HLA-matched apheresis ™o acute reaction with first First donation: 512 (sa- 30y
1990 platelets from same do- trarsfusion; with second linel, 20:48 {IAT}
nor (255 mL transfused fransfusion: severe hemoly-  Second donation: 256
first and then 448 mL ds, drop in Hgh from 11.4 (zaline}, 1024 [IAT]
25 d later) o 6.0 g'dL, and acute renal  Hemuolysin positive at ti-
ilure; effect attributed to ter of 1:4
geater plasma volume
Chow et al * AB L] Apheresis and pooled Frogressive hemaolysis, Hgh 1024 (saling) for both 18 y
1991 platelets; 1.2 L of plas- declined approximately 5 anti-A and anti-B in
ma gidL patiant
hair and Ban- A L] Apheresis platelats Severe hemualysis, drop in 128 (saling 2By
son, 1998 Hgh from B.4 to 5.8 gidL
in 24 h
SHOT Steering A L] Apherasis platelats Intravascular hemolysis and High-titer hemalysin ex- 36 v
Croup,* positive AT result cluded (saline at 37°C)
2000 but 20 000 (IAT)
Duguid et al A L] 2 platelet concentrates Mo acute reaction; infant un- Mot reported 5 wk
1999 dergoing cardiac surgery;
drop in Hgh from 13.6 to
9.1 gidl at 48 h
Michanigal AB [ ] Apheresis platalats Chills, dyspnea, flank pain Not tested 71y
and Sims,* with hemaoglobinuria
1999
Larsson et al,'* A (o] Apheresis platelats Back pain, hemoglobinuria, 16 384 (szling) 44y
2000 hemaoglobinemia
Walhonesi et A L] Split apherasis platelet First patient: Hypotension and ~ =B000 with hemaolysis at 51 v
al,* 2000 unit to 2 patients shock requiring red cel| ex- RT; 128 at 37%C
change with O RECs imethods not de-
scribed)
A Second patient: Hypotension 16y

and hemaolysis requiring 2
REC exchanges and renal
dialysis; patiant suhse-
quently died
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Continued
Recipient  Donor Anti-A or Anti-B Age of
Source, y Croup  Group Component Transfused Reaction Titer Recipient
SHOT Steering A 0 Fooled platelsts 3 cases that led to either a High-titer antibody x-  Not stated
Croup,* A O Fooled platelats hemalytic transfusion resc- cluded in 1 case and
2002 A 0 Aphearesis platelats fion or subsequent cross- nat tested in the ather
matching problems 2 cases
SHOT Steering A O Apheresis platelats Significant hemolysis [elevat-  =1024 (saling Ny
Croup,* ed bilirubin, falling Hgh,  =B8192 (IAT)
2004 decreased renal function)
|nsephsan at A 0 Apherasiz platelats Both patients had hemoglo- 256 {Ight Mot stated
al," 24 hinemiz and hemoglobin- 8192 (IgG
A O Apheresis platelets uria, rigors and back pain 1024 (IgG)
Fauzie et al = A O Apheresis platelats Severe back pain and fall in 32 [saline] Mot stated
2004 Iigh 32 {|Al
A 0 Apharesis platelsts Cyznosis, shortness of bresth, 256 [szling) Mot stated
hemoglobinuria, and fall in 512 {IAT)
Hgh
Sapatnekar et A 0 Apheresis platelsts; re- Shock and marked intravas- 2048 [zzling 2y
al, ® 205 ceived 145 mL cular hemolysis with drop 16 384 {IAT
in High of at least 4 gidl
Reinhardt et A O Apheresis platelats Severe hemalysis 512 (saline} Mot stated
al = 2005
Novotny and AB 0 Apheresis platelats Severe hemalytic reaction Mot reported Child
Brand,*
2005
Maclennan,@ A O 7 aliquots of platelets Free plasma Hgb of 316 gL <20 imo
2005 within 24 h of platelet
transtusion

* Saline apglutination titers at room temperature unless otherwise indicated. Hgh indicates hemoglobing KBC, red blood cell; IAT, indirect
antiglobulin testing; DIC, disseminated intravascular coagulation; DTT, dithiothreital; RT, room temperature; SHOT, Serious Hazards of Transfusion;
and Ig, immunoglobulin,

t Antibody titer unknown for other 2 donors. Titer method not reported. Anti-B titer not reported. Stimulation of endogenous production of anti-
A, could not be excluded from earlier A B or A, RBC transfusions [patient was A B,

£ Anti-A znd anti-B titer determined by |AT method after neutralization of saline reactive anti-A and anti-B with neutralizing A.B substance.

&Presumed to be |AT with dithiothreitol-treated serum.

Fonte: Fung et al, 2007.

Em 1999, Duguid et al., relataram casos de criancas inglesas que receberam
plasma fresco e/ou plaquetas do grupo sanguineo “O”, e mostraram evidéncias
clinicas e laboratoriais de reacdes hemoliticas apds transfusdo. Ha relato de uma
reacao hemolitica severa em um homem de 38 anos, do grupo sanguineo “A” que foi
transfundido com concentrado de hemacias do grupo “O” com titulo de 1024 para
aglutinina anti-A (BARJAS-CASTRO; LOCATELLI; CARVALHO; GILLI; CASTRO,
2003).

Abordando a importancia de aplicar politicas de protecdo e seguranca
transfusional, pode-se citar um importante estudo realizado no Departamento de
Patologia e Laboratério de Medicina da Universidade de Emory em Atlanta, estado
da Georgia nos Estados Unidos, em 2004. A pesquisa revelou um ndmero
significativo de plaquetas derivadas de pacientes com grupo “O” com altos titulos de
anti-A, apds observar dois casos de hemdlise aguda seguida de morte nestes tipos
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de transfusdes. Foram testadas 100 amostras de bolsas de plaquetas obtidas por
aférese de doador unico do grupo “O”. Os titulos revelaram-se altos e criticos para
anticorpo anti-A: IgM (28%) e IgG (39%). O risco de incompatibilidade ABO seguida
de hemodlise intravascular durante a transfusdo de plaquetas do grupo “O” para
pacientes do grupo “A” é alto. Com base nestes dados, o servico instituiu uma
politica que determina os titulos de anti-A e anti-B antes das transfusdes
(JOSEPHSON; MULLIS; VAN DEMARK; HILLYER, 2004).

O Colégio Americano de Medicina Transfusional fez uma pesquisa, em 2007,
envolvendo 3.156 laboratérios, que faziam transfusdo sanguinea nos EUA.
Questionou os participantes, se existia uma politica para o uso racional de plaquetas
contendo plasma ABO-incompativel e que elementos faziam parte desta politica.
Dos entrevistados, 2.623 tinham uma politica, destes apenas 53 laboratorios faziam
triagem para titulacdo de anti-A ou anti-B. Os 529 laboratérios restantes indicaram
que nao tinham nenhuma politica. No estudo, a maioria dos laboratérios tinha uma
politica, mas a maioria ndo incluia um método para limitar o risco de hemdlise, caso
as plaquetas contendo plasma ABO-incompativel fossem transfundidas. Também,
nao havia consenso entre os laboratérios do pais, de um método especifico para
minimizar a transfusdo de anti-A ou anti-B (FUNG et al., 2007).

Atualmente, a maneira de melhorar a seguranca de plaquetas do grupo “O”
tem-se centrado na definicdo de um nivel seguro de anticorpos, reduzindo o volume
de plasma incompativel. Como mostra o estudo de Romphruk e colaboradores em
2002, a preparacgao de plaquetas de doador unico, com baixos niveis de anticorpos
para todos os pacientes representa uma das maneiras de se evitar hemolise
intravascular.

No Brasil, devido a falta de pesquisas em nossa populacao, a freqiiéncia de
doadores de grupo “O” perigoso nao foi estabelecida, até porque ndo existe a
exigéncia da ANVISA. A Portaria n® 1.353, de 13 de junho de 2011, do Ministério da
Saude, que aprova o Regulamento Técnico para os Procedimentos Hemoterapicos,
apenas sugere a titulacdo das hemolisinas como sendo importante para a seguranca
transfusional.

No periodo de marco a setembro de 2002, Gambero et al. verificaram a
freqiéncia das hemolisinas em doadores de sangue do Hemocentro da Unesp de
Botucatu. Foram analisadas 600 amostras de soros de doadores do grupo "O" para
presenga ou auséncia das hemolisinas anti-A e anti-B. Desses doadores, 77 (12,8%)
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foram classificados como perigosos por apresentarem em seu soro altos titulos de
hemolisinas e 523 (87,2%) como n&o perigosos por apresentarem baixos titulos. No
grupo dos doadores perigosos, 45 (58,4%) foram reativos para hemolisina anti-A, 11
(14,2%) reativos para hemolisina anti-B e 21 (27,2%) reativos para ambas.

Em 2008, Fernandes et al. apresentam interessante estudo retrospectivo
realizado nas cidades de ltapeva e Ourinhos, estado de Sao Paulo, onde
encontraram doadores classificados como grupo “O” perigosos em 3,8% das
amostras testadas. Detectaram ainda uma diferenca na prevaléncia de doadores de
grupo sanguineo “O” perigoso entre homens e mulheres nas duas cidades
investigadas, com risco relativo de 1,82 para sexo masculino na cidade de Ourinhos,
enquanto na cidade de ltapeva foi mais comum em doadores do sexo feminino.

Campos et al., em 2009, realizaram estudos compreendendo populacoes
diversas e demonstraram faixa ampla de doadores de grupo “O” perigoso (de 3% a
60%), sendo que, na maioria dos estudos, cerca de 10% a 20% dos doadores de
grupo “O” tém altos titulos de anti-A e anti-B.

Esses achados sao instigantes, podendo ser caracteristicos das populagdes
estudadas ou, em parte, estar relacionados com a técnica empregada (microplaca),
com o tipo de leitura (se manual ou automatizada), com o tempo decorrido entre a
coleta e a testagem, com a calibracdo de pipetas e equipamentos utilizados ou
ainda, com a temperatura de armazenamento das amostras previamente a deteccao
de hemolisinas (CAMPQOS et al., 2009).

Quanto as diferencas étnicas observadas na andlise da frequéncia de
hemolisinas, os resultados s&o controversos na literatura internacional. Enquanto em
um estudo dos Estados Unidos o anti-A litico foi mais encontrado em brancos, outros
autores relataram que titulos de hemolisinas foram mais elevados em negros e em
asiaticos (FUNG et al., 2007; KLEIN et al., 2006; WILLIANSON, 1999). Publicagcdes
em diferentes regides africanas demonstraram que ha também grandes variacdes na
freqiéncia de doadores de grupo “O” perigoso entre etnias africanas, de 20,4% a
60,2% (OKAFOR; ENEBE, 1985; ADEWUI; GWANZURA; MVERE, 1994).

Tendo em vista a pequena quantidade de estudos na literatura sobre as
hemolisinas anti-A e anti-B e considerando a importancia que esses anticorpos tém
na pratica transfusional, ha necessidade da implantacao de protocolos transfusionais
especificos que padronizem a pesquisa desses anticorpos de altos titulos, tornando

a pratica transfusional ainda mais segura.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil dos doadores de sangue do grupo “O” do Hemocentro de Cruz

Alta, Rio Grande do Sul, quanto a presenca de hemolisinas anti-A e anti-B.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar o nivel de anti-A e anti-B em doadores de sangue do grupo
O;

- Padronizar a pesquisa e titulagcdo desses anticorpos tornando a pratica
transfusional mais segura;

- Demonstrar a importancia da padronizacao destes testes;

- Verificar a importancia das variaveis sexo, idade, fator Rh nos doadores

“O” perigosos.
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4.1 Amostras e dados

Essa pesquisa foi realizada com 500 amostras de doadores de sangue do
grupo “O” independente do fator Rh, do Hemocentro de Cruz Alta, no municipio de
Cruz Alta, RS, no periodo de fevereiro a junho de 2012.

Foram analisadas somente as amostras dos doadores voluntarios que
durante a entrevista prévia a doacdo, aceitaram participar desta pesquisa. No
momento da entrevista, procedimento padrdo do Hemocentro, antes da coleta
sanguinea, o doador assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice A). O nao consentimento a pesquisa pelo doador, ndo o prejudicou de
nenhuma forma, visto que o seu sangue foi analisado de acordo com procedimentos
e protocolos estabelecidos no Hemocentro para doacao de sangue.

De cada doador, foram coletadas duas amostras de sangue venoso em tubos
a vacuo diferentes: um contendo EDTA e o outro com gel separador para obtencao
de soro; sendo que nao foi realizada nenhuma coleta adicional as normalmente
realizadas pelo Hemocentro em sua rotina. Na amostra de soro sdo realizados os
exames imunohematolégicos de triagem: pesquisa de Ac. HIV, pesquisa de HBsAg,
pesquisa de Ac. Anti-HCV, Sorologia para Leus (Sifilis), pesquisa para Ac. Anti T.
Cruzi, pesquisa de Ac. HTLV — I/ll, pesquisa de AC. Anti-HBc Total. Os tubos com
EDTA foram encaminhados ao laboratério de imuno-hematologia do Hemocentro,
para os procedimentos operacionais padrdao do setor, tais como classificacdo do
sistema ABO e Rh, pesquisa dos antigenos RhD, D fraco e C, D, E; pesquisa e
identificacdo de anticorpos irregulares e pesquisa de hemoglobina S. Apds a
realizacdo destes exames, o0s tubos que foram coletados sem EDTA, contendo o
soro de doadores ja identificados como “O” independente do fator Rh, foram
separados para a realizacao das titulagdes.

Os dados referentes a sexo e idade foram obtidos a partir das informacdes
fornecidas pelo préprio doador durante entrevista obrigatéria prévia a doacdo. Estes
registros encontram-se no cadastro de cada doador.

Os dados coletados foram descritos numa planilha do programa Microsoft
Office Excel 2007 (Quadro 1).
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N¢ DO
DOADOR

TITUL. 11 |12 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 1/64 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 Resultado

Sexo

Idade A

Abo + Rh

Escore

Data de
Nascimento

B

PAI

| Escore

Quadro 1 — Planilha modelo para preenchimento dos resultados da titulagdo do

anticorpo-A, anticorpo-B e dados dos doadores.

4.1.1 Critério de exclusao

Foram excluidos individuos com outra tipagem sanguinea que nao “O”, bem

como aqueles que nao assinaram o TCLE.

4.1.2 Critérios de classificacao

Os 500 doadores voluntarios de sangue do grupo “O” do Hemocentro de Cruz

Alta — RS foram classificados em:

doador “O” nao-perigoso: doador de sangue do grupo “O” com escore
total menor que 100, tanto para anticorpo anti-A quanto anticorpo anti-B.
Doador com titulo baixo tanto para anticorpo anti-A, como para anticorpo
anti-B e considerado nao-perigoso para qualquer receptor, independente
do grupo sanguineo.

doador perigoso para A: doador de sangue do grupo “O” com escore
maior e igual a 100 para anticorpo anti-A e escore total menor que 100
para anticorpo anti-B. Doador com titulo alto para anticorpo anti-A e
considerado perigoso para ser utilizado em transfusdo de sangue para
receptores de grupo “A”.

doador perigoso para B: doador de sangue do grupo “O” com escore
total maior e igual a 100 para anticorpo anti-B e escore total menor que

100 para anticorpo anti-A. Doador com titulo alto para anticorpo anti-B e
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considerado perigoso para ser utilizado em transfusdo de sangue para
receptores de grupo “B”.
- doador perigoso para AB: doador de sangue do grupo “O” com escore
total maior e igual a 100, tanto para anticorpo anti-A como para anticorpo
anti-B. Doador com titulo alto para anticorpo anti-A e anticorpo anti-B e
considerado perigoso para qualquer outro tipo sanguineo que nao for do
grupo “O”.
Para a analise da faixa etaria, a variavel idade foi dividida em quartis (4
partes) e padronizada:
- de 16 (minimo) a 25 anos;
de 25 a 33 anos;
de 33 a 46 anos;
de 46 a 65 (maximo) anos.

4.2 Metodologia

A metodologia utilizada para pesquisa de anticorpos anti-A e anti-B, baseou-
se na Técnica de Hemaglutinacao em tubo, com amostras sanguineas armazenadas
em geladeira (4°C) até 72 horas. As amostras foram submetidas a 37°C e
imediatamente utilizadas em temperatura ambiente. As andlises foram realizadas
por diluicbes seriadas do soro do doador “O” em solugcédo salina estéril a 0,9%, a
partir de 1:1 até 1:1024, em volumes de 100pL.

No tubo numero 1 foram colocados 100 pL de soro do doador em estudo. Nos
tubos de numero 2 a 11 foram primeiramente colocados 100 puL de solucédo salina
estéril a 0,9%. Com uma pipeta volumétrica foram adicionados, ao pogo 2, 100uL de
soro do doador, o qual foi homogeneizado a salina e transferido o volume de 100 uL
desta mistura do tubo 2 para o tubo 3, desprezando-se a ponteira apdés cada
transferéncia. Com outra ponteira estéril foram misturados os reagentes do tubo 3 e
transferido o volume de 100 mL desta mistura para o pogo 4, desprezando-se
novamente a ponteira. Este procedimento foi repetido sucessivamente até o tubo11
e em duplicata para as diferentes hemacias A e B para cada doador. Do ultimo tubo
11, foram desprezados 100 uL para igualar o volume da reagéo entre os tubos. Apds



36

as diluicoes, foram acrescentados 50 pL da suspensdo de hemacias A; e B em
solucdo salina 3% em todos os tubos (Figura 1 e 2). Entdo, as amostras foram

centrifugadas a 3.400 rpm durante 15 segundos e o titulo estabelecido.

116

1/32

i3 A Hemdcia A Hemicia 4 Hemicia A Hemidcia & Hemdcia 4 Hemdcia A Hemidcia 4 Hemdcia &

Figura 2 - Representacao ilustrativa da titulacao do anticorpo-A
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100pL 100pL 100pL

" Y Y & S e
S | S| | CE— ) C ) C ) C ) C )
1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024
HOomis 100pL 100pL 100pL 100puL 100pL 100pL 100pL 100pL
Surudy /3 SF 0,9 % SF 0,9 % SF 0,9 % SF 0,9 % SF 0,9 % SF 0,9 % SF 0,9 % SF 0,9 %
vt
Louul.
Soro do
Fuciente
-+ o+ -+ + + + + + + + +
S50pL 50pL S50pL S0pL S50pL S50pL S0pnL 50pL S0pL 50pL S0pLL

Hemacia B Hemiacia B Hemacia B Hemacia B Hemacia B Hemaicia B Hemacia B Hemicia B Hemacia B Hemacia B Hemacia B

Figura 3 - Representacao ilustrativa da titulagao do anticorpo-B

A leitura de cada tubo foi realizada por avaliacdo macroscopica da
aglutinacdo, que corresponde a um escore parcial. A aglutinagéo foi considerada
positiva, se os globulos vermelhos aglutinados permaneciam apds suave agitacao. A
interpretacao da leitura variou entre eles: pela presenca ou ndao de aglutinado unico,
aglutinados pequenos, medios e grandes livres, presenga ou auséncias de hemacias
livres, fundo limpido ou réseo, conforme mostra o Quadro 2. Assim, a graduacgéo e
interpretacdo de intensidade das aglutinagbes foram relatadas como recomenda a
American Association of Blood Banks (AABB, 1999). O escore total de cada doador
foi definido pela soma dos escores parciais de cada tubo/diluicdo, ou seja, pela
soma dos 11 tubos com diluicées seriadas, de cada anticorpo. Assim, cada doador
apresentou um escore total para anticorpo anti-A e um escore total para anticorpo
anti-B.

Foram considerados perigosos, 0s soros dos pacientes que obtiveram escore
igual ou maior que 100, apds analise das titulagdes pela intensidade da aglutinagao
em cruzes.
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Intensidade | Escore Interpretacao da leitura
(cruzes)
4+ 12 Aglutinado Unico, auséncia de hemacias livres (fundo
limpido)
4+W / 3+S 11 Aglutinado sélido e pequenos aglutinados livres, auséncia

de hemacias livres (fundo limpido)

3+ 10 Aglutinados sélidos e presenca moderada de grandes
aglutinados livres, auséncia de hemacias livres (fundo

limpido)

3+W/2+S 9 Presenca abundante de grandes e médios aglutinados
livres, presenca de hemacias livres (fundo limpido)

2+ 8 Presenca de grandes e médios aglutinados livres,

presenca de hemacias livres (fundo levemente réseo)

2+W 7 Presenca moderada de médios e pequenos aglutinados
livres, presenca de hem@cias livres (fundo levemente

roseo)

1+S 6 Presenca abundante de médios e pequenos aglutinados
livres, presenga de hemacias livres (fundo réseo)

1+ 5 Presenca de pequenos aglutinados livres, presenca de

heméacias livres (fundo réseo)

1+W / W+ 4 Presenca abundante de pequenos aglutinados livres,
grande quantidade de hemacias livres (fundo réseo)

W 3 Granulosidade fraca na suspensao de hemacias (fundo

fortemente réseo)

W- 2 Reacao macroscopica aparentemente negativa, raros
aglutinados pequenos (fundo fortemente rdseo)

0 0 Auséncias de aglutinados

Quadro 2: Graduacao e interpretacao da intensidade de aglutinacao (AABB,1999).

A determinagéo do grupo sangtineo ABO foi realizada pelas técnicas direta e
reversa, com o0 emprego de soros monoclonais anti-A e anti-B, procedentes da
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Biotest AG® (Dreieich, Alemanha) e suspensao de hemacias, a 3%, dos grupos
sanguineos A1 e B, procedentes da Biotest S/A Comércio e Industria® (Sao Paulo,

Brasil). A tipagem RhD foi realizada com soro policlonal anti-D (Biotest S/A, Brasil).

4.3 Analises estatisticas

Foi realizada uma andlise estatistica descritiva, com determinacdo do
percentual para as variaveis categoricas (sexo, Rh, faixa etaria) e média de desvio
padrao para as variaveis continuas. Além disso, para a verificacdo da existéncia de
associagao entre as variaveis foi utilizado o Teste do Qui-quadrado e Teste exato de

Fischer, quando as freqléncias esperadas eram menores que 5%.

4.4 Aspectos éticos

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UFSM, em seus aspectos éticos e metodologicos e esta de acordo com as Diretrizes
estabelecidas na Resolucao 196/96 e complementares do Conselho Nacional de
Saude, sob o registro no C.A.A.E.: 0291.0.243.000-11.

A coleta de dados teve inicio somente ap6s a aprovacao do protocolo de
pesquisa pelo CEP, e os dados foram mantidos em confidencialidade conforme o

Termo Apéndice B, estabelecido pelos pesquisadores.
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5.1 Analise da presenca de hemolisina anti-A e anti-B entre os doadores com

grupo sanguineo “0”

A presenca de isohemaglutinina (anti-A e/ou Anti-B) capaz de reagir com
heméacias do receptor no momento da transfusdo de um hemocomponente, pode ser
um procedimento de risco, dependendo do titulo deste anticorpo.

A freqiéncia de doadores do grupo sanguineo “O”, que poderdo vir a ser
classificados como doacdo de risco, foi determinada a partir quantidade de
aglutininas anti-A e anti-B presente no plasma destes doadores. Foram
considerados perigosos os doadores onde a quantidade destes anticorpos

demonstrou uma reacdo com intensidade (escore) maior ou igual a 100 (tabela 4).

Tabela 4 — Frequiéncia de doadores de sangue perigosos e nao-perigosos do grupo

sanguineo “O” do Hemocentro de Cruz Alta-RS

Freqiéncia
Doador Numero Frequéncia P-valor
Nao-perigoso 442 88,4% <0,0001
Perigoso 58 11,6%
Total 500 100%

Teste qui-quadrado, com 5% de significancia.

Como visto na tabela 5, a maioria dos doadores estudados foi classificado
como nao perigoso em relacao a presenca de aglutininas naturais.

Entre estes doadores com altos titulos de anticorpos Anti-A e Anti-B, foi
analisada individualmente a freqiiéncia destas hemolisinas (Tabela 5).
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Tabela 5 — FreqUéncia das hemolisinas anti-A e anti-B entre os doadores perigosos

do Hemocentro de Cruz Alta-RS

Doadores do Grupo sanguineo “0”

Isohemaglutinina Numero Frequéncia (%) P-valor
Hemolisina anti-A 29 50% <0,0001
Hemolisina anti-B 22 37,9% <0,0001
Hemolisinas anti-A e anti-B 7 12,1% <0,0001
Total 58 100%

Teste qui-quadrado, com 5% de significancia.

Na tabela 6, pode-se observar entre os 58 doadores com altos titulos de

hemolisina, houve diferenca entre o tipo de hemolisina presente, sendo menos

freqUente a presencga associada dos dois anticorpos.

A partir de dados registrados no Hemocentro de Cruz Alta, foi verificado o
perfil dos doadores de sangue do grupo “O”, em relacao a Sexo, Fator Rh e PAI.

(tabela 6).

Tabela 6 — Distribuicdo dos doadores de sangue do grupo “O” do Hemocentro de

Cruz Alta-RS, quanto ao género, fator Rh e Pesquisa de Anticorpo

Irregular (PAL).

Variaveis Freqiiéncia (n) % P-valor
Sexo
Feminino 175 35,0 <0,0001
Masculino 325 65,0
Rh
Negativo 98 19,6 <0,0001
Positivo 402 80,4
PAI*
Negativa 498 99,6 <0,0001
Positiva 2 0,4

* pesquisa de anticorpos irregulares
** Teste qui-quadrado, com 5% de significancia.
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Os resultados expressos na tabela 6 mostram que, em relacao ao género dos
doadores, a maioria (65%) sdo homens. Em relacédo ao fator Rh, predomina o fator
Rh positivo (80,4%). A amostragem dos doadores ndao € homogénea quanto ao sexo
e nem quanto ao tipo de fator sanguineo, prevalecendo homens, com PAIl negativa.

Analisando o perfil dos doadores do grupo sanguineo “O” que apresentam
apenas hemolisina anti-A, percebemos que nao existe prevaléncia na associacao
entre as variaveis género (0,123) e fator sanguineo Rh (0,196). O sexo masculino e
o fator Rh negativo tiveram um percentual menor entre 0s perigosos com anticorpo

anti-A, porém ngo significativo (Tabela 7).

Tabela 7 — Associagao entre anticorpo anti-A, género e fator Rh.

Anticorpo anti-A

Variaveis N&o perigoso Perigoso p-valor
N (%) N (%)
Género
Feminino 161 (92,0) 14 (8,0) 0,123*
Masculino 310 (95,4) 15 (4,6)
RH
Negativo 95 (96,9) 3(3,1) 0,196*
Positivo 376 (93,5) 26 (6,5)

Teste Exato de Fischer

Analisando o perfil dos doadores do grupo sanguineo “O” que apresentam
apenas hemolisina anti-B, verificou-se que nao existe prevaléncia na associacao
entre as variaveis género (p=0,437) e fator sanguineo Rh (0,705) e o anticorpo-B. O
sexo feminino e o fator Rh positivo tiveram um percentual menor entre os perigosos

com anticorpo anti-B, porém sem significancia estatistica (tabela 8).

Tabela 8 — Associacao entre anticorpo anti-B, género e fator Rh.

Anticorpo anti-B

Variaveis Nao perigoso Perigoso p-valor
N (%) N (%)
Género
Feminino 169 (96,6) 6 (3,4) 0,437*
Masculino 309 (95,1) 16 (4,9)
RH
Negativo 93 (94,9) 5 (5,1) 0,705*
Positivo 385 (95,8) 17 (4,2)

Teste Exato de Fischer
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Quando analisado o perfil dos doadores que apresentavam as duas
hemolisinas, verificou-se que nao existiu prevaléncia entre as varidveis género
(p=0,247), fator sanguineo (0,188) e os anticorpo anti-A e anti-B. O sexo feminino e
os doadores com fator Rh negativo tiveram um percentual menor entre 0s perigosos
com ambos anticorpo anti-A e anti-B, porém sem significancia estatistica (tabela 9).

Tabela 9 - Associacao entre anticorpo anti-A e anti-B, género e fator Rh.

Anticorpo anti-A e anti-B

Variaveis N&o perigoso Perigoso p-valor
N (%) N (%)
Género
Feminino 174 (99,4) 1(0,6) 0,247
Masculino 319 (98,2) 6 (1,8)
RH
Negativo 98 (100) 0 (0,0) 0,188*
Positivo 395 (98,3) 7 (1,7)

Teste Exato de Fischer

Quanto a faixa etaria de prevaléncia de doadores perigosos, nos doadores
que apresentaram maior freqtiéncia do anticorpo anti-A, a faixa etaria prevalente foi

entre 33 a 46 anos (gréfico 1).

Grafico 1 — Associacado entre anticorpo anti-A, faixa etaria doador perigoso e nao

perigoso.
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Nos doadores com maior freqiéncia de anti-B, a faixa etaria prevalente foi

entre 16-25 anos (grafico 2).

Grafico 2 — Associacao entre anticorpo anti-B, faixa etaria doador perigoso e nao
perigoso.
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Nos pacientes que apresentaram tanto anti-A quanto anti-B elevados, nao
houve a presenca de doadores perigosos na faixa etaria entre 25 e 33 anos (grafico
3).

Grafico 3 — Associacao entre anticorpo anti-A e anti-B, faixa etaria doador perigoso

€ Nao perigoso.
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5.2 Analise dos titulos de hemolisina anti-A e anti-B entre os doadores do

grupo sanguineo “O”

A partir da andlise da reatividade das hemolisinas, podemos perceber que até
a diluicao 1/16, tanto o anticorpo anti-A como o anticorpo anti-B reagem em 100%
dos casos; apartir da diluicdo 1/32, o anti-B reage em 97% e vai decaindo esse
percentual conforme aumenta a diluigdo do soro.

O anticorpo anti-A reage em 100% dos casos até a diluicao1/64, apartir de
1/128 comeca a decair o percentual de reacdo. Analisando o gréafico 4, pode-se
perceber que o anticorpo anti-A apresenta titulo maior de reagdo em comparacao
ao anticorpo-B. Também, através das tabelas 10 e 11, pode-se perceber que a
média dos escores dos 500 doadores para cada titulo do anti-A foi maior que a

média dos escores para anti-B.

Grafico 4 — Frequéncia dos titulos de anti-A e anti-B das 500 amostras tituladas com

heméacias A e B.
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Tabela 10 — Média dos escores dos 500 doadores para anticorpo anti-A e o desvio

padrao de cada titulacéo.

Média do

Titulo Escore Desvio Padrao Minimo Maximo
1/1A 11,60 0,52 10 12
1/2A 11,08 0,76 10 12
1/4A 10,18 1,09 8 12
1/8A 9,29 1,32 7 12
1/16A 8,23 1,57 6 12
1/32A 717 1,70 3 12
1/64A 5,74 2,06 2 11
1/128A 4,56 2,20 0 11
1/256A 3,02 2,20 0 10
1/512A 1,80 1,85 0 8
1/1024A 0,66 1,46 0 6

Tabela 11 — Média dos escores dos 500 doadores para anticorpo anti-B e o desvio

padrdo de cada titulacao.

Desvio

Titulo Média Padréao Minimo Maximo
1/1B 11,244 1,132709 4 12
1/2B 10,478 1,216749 5 12
1/4B 9,52 1,459404 3 12
1/8B 8,564 1,716916 2 12
1/16B 7,292 2,081201 2 12
1/32B 5,984 2,242722 0 12
1/64B 4,738 2,273256 0 11
1/128B 3,612 2,503196 0 10
1/256B 2,342 2,387559 0 10
1/512B 1,318 1,829637 0 8
1/1024B 0,414 1,187191 0 7
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Entre os 500 doadores de sangue do grupo “O” selecionados para este
estudo, 442 (88,4%) foram classificados como nao-perigosos por apresentarem em
seus soros, baixos titulos das hemolisinas A (anti-A) e B (anti-B) e 58 (11,6%) como
perigosos, por apresentarem em seu soro altos titulos dessas hemolisinas. Do total
de doadores perigosos, 29 (5,8%) foram doadores reativos para a hemolisina A, 22
(4,4%) foram reativos para a hemolisina B e 7 (1,4%) foram reativos para ambas. As
freqiéncias das hemolisinas pesquisadas foram: 50% para hemolisina A, 37,9%
para hemolisina B e 12,1% para as hemolisinas A e B.

Também, percebeu-se que até a diluicdo 1/16, tanto o anticorpo anti-A como
o anti-B reagem em 100% das diluicdes; apartir da diluicdo 1/32 o anti-B decai o
percentual de reacao (97%) conforme aumenta a diluicao do soro. O anticorpo anti-A
reage em 100% até a diluicdo 1/64, apartir de 1/128 comeca a decair seu percentual
de reacdo. Comparando as aglutininas, percebe-se que o anticorpo anti-A apresenta
titulo maior de reacdo em comparacao ao anti-B.

Os resultados encontrados demonstraram porcentagens mais baixas dessas
hemolisinas, quando comparados ao estudo feito por De Bartolo et al., (1977) que
utilizaram amostra numericamente semelhante (504) em um centro transfusional na
Italia. Neste estudo, os autores mostraram que 27,7% dos doadores “O” eram
perigosos e que 17,2% apresentavam anticorpos hemoliticos em titulo superior a
1/200.

Em estudos realizados com 509 doadores do tipo “O” da Nigéria por Okafor e
Enebe, em 1985, mostraram uma freqtiéncia de 53,6% de hemolisinas anti-A, 62,7%
de hemolisinas anti-B e 47,9% de ambas (anti-A e anti-B), o que mostrou uma
diferenga significativa em relagdo as hemolisinas anti-B e anti-A, B quando
comparadas aos resultados do Hemocentro de Cruz Alta, RS. O alto nivel de
hemolisinas encontrado na populagcéo nigeriana pode estar relacionadao com a alta
incidéncia de doencas hemoliticas do recém-nascido e/ou elevado numero de
transfusées de hemocomponentes nestas localidades.

Em 1994, Adewuyi et al., testaram 296 soros de doadores negros do
Zimbabue, pertencentes ao grupo “O” para a presenca de hemolisinas anti-A e anti-
B. Aproximadamente 1/5 desses soros foram considerados perigosos para A, B ou
ambos. Em 43 casos (14,5%) foram detectados anticorpos anti-A hemoliticos e em
84 casos (28,3%) anticorpos anti-B hemoliticos. Mais de 60% dos soros fortemente

hemoliticos apresentaram titulos =264. O que difere do estudo do Hemocentro de
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Cruz Alta, que encontrou uma freqiéncia maior de hemolisina A em comparacao
com a hemolisina B.

No Brasil, a pesquisa, titulagdo e freqiéncia de hemolisinas anti-A e anti-B
ainda nao fazem parte dos testes de triagem dos Hemocentros e por isso os dados
sao restritos, segregados a pesquisas internas dos Hemocentros e caracteristicos de
cada populagdo estudada. Dentre as poucas pesquisas existentes, Fernandes e
colaboradores, em 2008, apresentaram interessante estudo retrospectivo realizado
nas cidades de Itapeva e Ourinhos, no estado de Sao Paulo. Os dados levantados
nessa pesquisa mostram que, entre os 4.447 doadores de sangue do grupo “O”
selecionados para esse estudo, 171(3,8%) foram classificados como perigosos por
apresentarem em seu soro elevados titulos de hemolisinas A (anti-A) e B (anti-B). Os
resultados dessa pesquisa demonstraram porcentagens mais baixas dessas
hemolisinas, em relacédo a pesquisa do Hemocentro de Cruz Alta, RS.

Os resultados observados no presente estudo assemelham-se aos dados
obtidos no estudo conduzido por Gambero e colaboradores em 2004, no
Hemocentro de Botucatu, onde 12,8% dos doadores foram considerados perigosos
e 87,5% como nao-perigosos. Porém, no estudo de Botucatu, foram encontradas as
seqguintes freqUéncias: 58,4% de doadores reativos para hemolisinas A, 14,2%
reativos para hemolisinas B e 27,2% reativos para ambas hemolisinas, o que difere
dos resultados obtidos neste estudo, no qual 37,9% foram reativos para anti-B e
12,1% reativos para anti-A e anti-B. A reatividade para anti-A do Hemocentro de
Cruz Alta, RS foi de 50%, a que mais se assemelhou com o valor encontrado em
Botucatu.

Em 2004, Rosa e colaboradores realizaram um estudo semelhante no Servico
de Hemoterapia de Sao José dos Campos, Sao Paulo, utilizando o método de
aglutinacao em tubo. Num periodo de 8 meses, com 6.210 doadores, revelaram a
presenca de 13,6% dos doadores de grupo “O” com titulos elevados de hemolisinas.
Valor esse, normalmente encontrado em pesquisas tanto internacionais quanto
brasileiras, incluindo os observados neste trabalho.

O Hemonucleo de Guarapuava, em 2009, no Parana, avaliou a freqiéncia
dos titulos de aglutininas anti-A e anti-B em 564 amostras de soro de doadores de
sangue do grupo “O” e determinou o0 sexo e a faixa etaria predominante. Entre os
doadores, 45 (7,3%) apresentaram titulos superiores a 1/100 de aglutininas e 519
(92,7%) baixos titulos. No grupo dos doadores de alto titulo, 20 (44,4%) foram



51

reativos para aglutinina anti-A, 16 (35,6%) para a aglutinina anti-B e 9 (20%) reativos
para ambas. 317 (56,2%) doacbes foram realizadas por individuos do sexo
masculino na faixa etaria de 18 a 45 anos de idade. A reatividade das aglutininas
anti-A, anti-B e anti-AB, no Hemonucleo de Guarapuava, estda de acordo com a
encontrada, neste estudo, ou seja, para a maioria dos doadores anti-A foi mais
expressivo que anti-B e estes mais elevados que anti-A e anti-B juntos. A
prevaléncia do sexo masculino também coincide com o presente estudo, visto que,
em relacdo ao género masculino e feminino e fator Rh positivo e negativo, os
resultados revelaram que 175 (35%) eram mulheres e 325 (65%) homens. O sistema
Rh teve a seguinte freqtiéncia: 98 (19,6%) Rh negativo e 402 (80,4%) Rh positivo. A
amostragem dos doadores nao foi homogénea quanto ao sexo e nem quanto ao tipo
de fator sanguineo, prevalecendo homens, Rh positivo, 0 que é caracteristico das
amostras usualmente encontradas nos Hemocentros Brasileiros.

A Pesquisa de Anticorpos lIrregulares foi negativa para 99,6% (498) dos
doadores e em 0,4% (2) dos doadores ela foi positiva, nao tendo significancia, nem
correlagdo com a freqiéncia das hemolisinas anti-A e anti-B pesquisadas.

Quanto a faixa etéria, verificou-se que, para os doadores com titulos altos de
hemolisinas anti-A, ndo houve discrepancias entre as faixas etarias, porém, homens,
Rh negativos tiveram menor porcentagem entre os perigosos com anti-A elevado. A
faixa etaria de prevaléncia entre os doadores perigosos com anti-A elevado ficou
entre 33 a 46 anos.

Nos doadores perigosos com anti-B alto, também n&o houve consideraveis
diferencas entre os sexos. Porém, mulheres, Rh positivas tiveram porcentagem
menos expressivas que os demais. A faixa etaria prevalente nestes doadores foi
maior entre os 16 e 25 anos. Quando ambas hemolisinas A e B estavam elevadas,
as mulheres Rh negativas nao contribuiram com percentual de positividade e a faixa
qgue ndo teve nenhum doador com anticorpo anti-A e anti-B elevado, foi a de 25 a 33
anos. No entanto, o estudo realizado por Gambero e colaboradores, em 2004, nao
foram encontradas diferencas entre género e idade e a prevaléncia de hemolisinas.

Na pesquisa realizada nas cidades de Itapeva e Ourinhos, existiu maior
prevaléncia de positividade para hemolisinas nos doadores do género masculino na
cidade de Ourinhos, porém na cidade de ltapeva, a prevaléncia foi maior no género

feminino. Em sintese, estes dados revelaram que existe uma diferencga significante
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entre os Hemocentros estudados quanto a prevaléncia de hemolisinas e a relacédo
entre género masculino e feminino.

Em 2011, De Franca e colaboradores, avaliaram 603 amostras de doadores
de sangue do grupo “O” por meio de titulagcdo de anticorpos ABO utilizando a técnica
de tubo convencional a temperatura ambiente. Consideraram que niveis de
anticorpos ABO, maior que 1/64 eram perigosos. Utilizando o Teste Exato de Fisher
e Kruskal-wallis, obtiveram os seguintes resultados: a maioria dos doadores do
Banco de Sangue de Sao Paulo, no estado de Sao Paulo, Brasil, foram homens
65,7%. As estimativas da prevaléncia dos titulos foram: anti-A (9,29%), anti-B
(4,81%) e anti-A, B (2,16%). Altos niveis de anticorpo anti-B foram encontrados em
mulheres jovens (p=0,002) e um dado ainda nao revelado nas pesquisas brasileiras,
mostrou que foram encontrados baixos titulos em homens com mais de 50 anos de
idade, que poderiam ser selecionados como doadores de sangue em situacdes de
transfusdo ABO entre n&o-isogrupos.

Segundo Girello e Kuhn (2007), é esperado que o titulo de anticorpos diminua
com o passar da idade. Seria uma estratégia do banco de sangue, identificar as
bolsas dos doadores homens com idade superior a 50 anos, na tentativa de
minimizar os efeitos biolégicos do anticorpos ABO, visto que existem apenas
pesquisas limitadas e basicas dentro desta area, associada a uma falta de
padronizacao de protocolos clinicos e politica de seguranca transfusional.

As diferencas encontradas entre as pesquisas e freqiiéncias de hemolisinas
podem estar relacionadas com a técnica empregada, com o tipo de leitura (se
manual ou automatizada), com o tempo decorrido entre a coleta e a testagem, com a
calibracdo de pipetas e equipamentos utilizados, ou, ainda, com a temperatura de
armazenamento das amostras previamente a deteccdo das hemolisinas. Estes
fatores podem explicar as diferencas encontradas na deteccdo da presenca de
hemolisinas nos diversos Hemocentros citados.

Também, ndo ha consenso sobre qual titulo pode ser considerado critico e
nao ha uniformizacao de método ideal para a titulacdo de anti-A e anti-B. Segundo
Girello e Kuhn, o titulo de aglutininas superior a 1\100 considera o doador “O”
perigoso.

Além disso, diversos métodos podem ser utilizados para a deteccado de
anticorpos, dos quais destacam-se a técnica de aglutinacdo em tubo, em microplaca
ou em gel-teste, 0 método de Elisa e a citometria de fluxo. A escolha do método para
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a triagem de hemolisinas deve levar em conta a rapidez, facilidade da técnica,
reprodutibilidade, sensibilidade e custo (NOVARETTI, 2008).

A variabilidade nas opgdes de metodologia, de padronizacao de titulo critico e
de técnicas contribui para a diversidade de resultados apresentados e representam

desafios a serem enfrentados pela Hemoterapia no pais.
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Na medicina transfusional, a compatibilidade do Sistema ABO e Sistema Rh,
entre doadores e receptores, € fundamental para a prevencao das reacdes
transfusionais. O conhecimento das bases genéticas dos polimorfismos dos grupos
sanguineos, adquirido nos ultimos anos, permitiu o desenvolvimento de diversos
protocolos para deduzir o fendtipo eritrocitario correto e com isso evitar e previr
reacdes indesejaveis.

As pesquisas avangaram muito nas diversas areas da hemoterapia, usando
técnicas de biologia molecular, com aplicacdo na pratica transfusional. Contudo,
existe uma falha na triagem basica dos doadores nos Hemocentros. A pesquisa de
anticorpos regulares anti-A e anti-B ainda n&do é regulamentada e obrigatéria no
pais.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

- A Pesquisa de aglutininas anti-A e anti-B em doadores do grupo
sanguineo “O”, mostrou ser extremamente relevante, uma vez que
11,6% apresentaram niveis de isohemaglutininas considerados
perigosos para o receptor de grupo sanguineo diferente do doador.

- Nao existiu prevaléncia na associacado entre as variaveis género, fator
sanguineo e os anticorpos anti-A e anti-B e também ndo houve
correlacdo entre a pesquisa de anticorpo irregular (PAl) com a pesquisa
de anticorpo regular anti-A e anti-B.

- O anticorpo anti-A apresentou titulo maior de reagdo em comparagéao ao
anti-B, como também se encontra em maior freqiéncia que o anti-B,
podendo-se inferir que seja de forma mais freqliente responséavel pelas
reacdes causadas por isohemaglutininas.

- Este estudo mostra que mesmo a técnica mais simples por aglutinacao
em tubo pode ser utilizada com sucesso em bancos de sangue, no
esclarecimento de alguns casos de reacgbdes transfusionais néao
detectaveis pelos testes rotineiramente padronizados. Ela representa um
teste a mais na triagem, de facil manipulacdo e metodologia simples,
porém, de grande valia para a seguranca transfusional.
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APENDICE A

Universidade Federal de Santa Maria

Centro De Ciéncias Da Saude
Programa De Pds-Graduacao Em Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo do projeto:

Pesquisador responsavel:
Instituicdo/Departamento:

Telefone para contato (inclusive a cobrar):
Pesquisadores participantes:

Telefones para contato:

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntéario, em uma pesquisa.
Para isto, vocé tem que permitir que seja realizado no sangue que vocé vai doar, mais um
teste, além dos que sao realizados normalmente.

Para seu sangue ser doado, vérios testes laboratoriais sdo realizados de rotina. Esta
pesquisa pretende fazer a determinagédo da presencga de um fator (anticorpos anti-A e anti-B)
que é normal estar no seu sangue e que para vocé nao causa risco algum. Contudo, quando
em excesso, pode prejudicar o individuo que recebe o seu sangue. Entdo o individuo
diretamente beneficiado com esta pesquisa sera o receptor do seu sangue. Vocé nao
recebera beneficio financeiro por ter colaborado com esta pesquisa. Apenas tera a
satisfagéo de ter colaborado para a realizagdo de uma transfusédo segura para o paciente.

Este teste s6 vai ser realizado se sua tipagem sangiinea determinada for do grupo
O. Caso o teste seja realizado no seu sangue, vocé tera acesso ao resultado, através de
solicitacdo a pesquisadora responsavel. O ndo consentimento, ndo lhe prejudicara de
nenhuma forma, e seu sangue vai ser analisado como o padronizado para todos os
doadores de sangue. Caso vocé desejar, pode retirar o consentimento para esta pesquisa
em qualquer momento, sem prejuizo algum aos procedimentos de doacao.

Nao existe risco e desconforto além do que vocé vai ter para doar o seu sangue, pois
a andlise vai ser feita na mesma amostra coletada para os exames de rotina.

Todos os dados pessoais (nome, idade, sexo, enderego) serdo mantidos em sigilo,
utilizados apenas de forma anénima, em publicagéo cientifica.

Eu, , abaixo assinado, concordo em participar
do estudo de Frequéncia de aglutininas Anti-A e Anti-B em doadores do grupo O do
Hemocentro de cruz Alta-RS. Fui suficientemente informado a respeito das informacdes que
li a respeito da pesquisa. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os
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procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo.

Local e data
Nome e Assinatura do sujeito:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Santa Maria , de de 20

Pesquisador responsavel

Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:
Comité de Etica em Pesquisa — UFSM - Cidade Universitaria - Bairro Camobi, Av. Roraima,
n®1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria — RS. Telefone: (55) 3220-9362 — Fax: (55)3220-
8009 Email: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web: www.ufsm.br/cep
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APENDICE B

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: FREQUENCIA DE AGLUTININAS ANTI-A E ANTI-B NOS
DOADORES DE SANGUE DO GRUPO “O”’DO HEMOCENTRO DE CRUZ ALTA

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva
Instituicao/Departamento: Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas
Telefone para contato: (55)99760000 / (55)32208346

Local da coleta de dados: Servico de Hemoterapia do Hemocentro de Cruz Alta

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos dados serdo coletados junto ao Servico de
Hemoterapia do Hemocentro de Cruz Alta, RS. Concordam, igualmente, que estas
informacdes serao utilizadas Unica e exclusivamente para execucdo do presente
projeto. As informacdes somente poderdo ser divulgadas de forma an6nima e serao
mantidas por um periodo de cinco anos no arquivo do doador, sob a
responsabilidade do Hemocentro de Cruz Alta, juntamente com os dados fornecidos
pelo proprio doador durante entrevista prévia a doacao. Apos este periodo, os dados
serao destruidos.

Este projeto de pesquisa foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFSM em 05/01/2012, com o numero do C.A.A.E.: 0291.0.243.000-11

Santa Maria, novembro de 2011.

Prof. Dr. José Edson Paz da Silva



