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RESUMO

Introducdo: Anemia Hemolitica Autoimune (AHAI) é caracterizada pela hemolise
causada por autoanticorpos e a corticoterapia € o tratamento inicial. No entanto, muitos
portadores de tal enfermidade n3o respondem as terapias, sendo considerados
refratarios. O objetivo do estudo é descrever o perfil clinico-laboratorial, identificar os
aspectos imuno-hematologicos e avaliar a sobrevida dos pacientes com AHAI
aloimunizados e ndo aloimunizados. Almeja-se, ainda, verificar se os dados
relacionados ao hemograma e ao teste de antiglobulina direto (DAT) no momento do
diagndstico de AHAI exercem impacto na sobrevida global dos pacientes com a referida
enfermidade.

Materiais e métodos: trata-se de estudo retrospectivo observacional, de uma unica
Instituicdo, que incluiu os pacientes diagnosticados com AHAI, durante janeiro de 2000
a junho de 2019. Todos os participantes tiveram dados latoratoriais coletados por 6
meses, a partir da data do diagndstico. O trabalho foi realizado através de obtencdo de
dados de prontuério desses pacientes, incluindo criancas, adolescentes, adultos e idosos,
todos com TAD positivo e quadro clinico de anemia hemolitica, com formacdo de
autoanticorpos. Foram analisados: raca, idade, sexo, peso, exames laboratoriais ao
diagndstico, a resposta aos tratamentos, perfil de aloanticorpos e de autoanticorpos,
realizacdo ou ndo de transfusdo de concentrado de hemacias (CH) e evolucdo clinica. A
andlise de sobrevida para fatores categéricos foi realizada através das curvas de Kaplan-
Meier, com teste de log rank e, para fatores continuos, pela regressdao de riscos
proporcionais de Cox.

Resultados: Foram envolvidos na pesquisa 138 pacientes, sendo a maioria da raca
branca e do sexo feminino. A mediana de idade, ao diagndstico, foi de 48,5 anos (0,16-
88), estando 72,5% dos integrantes (n=100) no subgrupo dos maiores de 20 anos. Na
amostra total, 79 (57,2%) pacientes possuiam AHAI secundaria, sendo 60 adultos e
idosos. Com relacdo ao fenotipo eritrocitario, a maioria era do grupo A RhD positivo
(30,4%) e 1,4% tinham o ABO indeterminado; por ordem de prevaléncia, seguem 0s
antigenos: e (33,3%), C (28,3%), ¢ (20,3%). Ademais, 33% (25/75) dos pacientes
tinham aloanticorpos no momento do diagnéstico da AHAI e 40% (16/40) detectaram
0 surgimento de aloanticorpos apds. Cerca de 30% (n=39) da populacdo evoluiu ao
Obito e os preditores independentes de mortalidade evidenciados foram a idade [Hazard
Ratio (HR): 1,41 (1,18-1,69) ], a monocitose [HR: 3,56 (1,38-9,19) ], a intensidade do
TAD em 3+ e 4+ [HR: 5,08 (1,15-22,47) ] e autoanticorpo da classe IgM [HR: 6,59
(1,18-1,69) ].

Conclusdo: A probabilidade cumulativa de sobrevida global em 10 anos de
acompanhamento foi de 51% (mediana de sobrevida ndo atingida para esta amostra, € a
mediana de seguimento foi de 39 meses), hipoteticamente pelo fato de a maioria da
populacdo ter AHAI severa, além da influéncia de fatores como a monocitose, a
intensidade do TAD e a presenca de autoanticorpo IgM, ja que a aloimunizacgéo tanto ao
diagnostico quanto apds ndo foi estatisticamente significativa. Por fim, outros trabalhos
sdo necessarios a fim de elucidar com mais propriedade os aspectos envolvidos nos
principais desfechos relacionados a AHAL.

Descritores: anemia hemolitica autoimune, transfusédo de concentrado de hemacias,
aloimune, sobrevida



ABSTRACT

Introduction: Autoimmune Hemolytic Anemia (AIHA) is characterized by hemolysis
caused by autoantibodies and corticotherapy is the initial treatment. However, many
patients with such disease do not respond to therapies and are considered refractory. The
aim of this study is to describe the clinical and laboratory profile, identify the
immunohematological aspects and evaluate the survival of alloimmunized and non-
alloimmunized AIHA patients. We also verify data related to the peripheral blood count
at the time of AIHA diagnosis and the of the Direct Antiglobulin Test (DAT) in the
overall survival of patients with this disease.

Materials and methods: This is a retrospective, single-site observational study that
included patients diagnosed with AIHA from January 2000 to June 2019. All
participants had laboratory data collected for 6 months from the date of diagnosis. The
study was performed through data collection of these patients, including children,
adolescents, adults and elderly, all with positive DAT and clinical features of hemolytic
anemia, with formation of autoantibodies. Epidemiologic data (race, age, sex and
weight), laboratory tests at diagnosis, response to treatments, profile of alloantibodies
and autoantibodies, red blood cell transfusion (RBC), and clinical evolution were
analyzed. Survival analysis for categorical factors was performed using Kaplan-Meier
curves, with logranktestand, for continuous factors, Cox proportional
hazards regression.

Results: The study involved 138 patients, most of them white and female. The median
age at diagnosis was 48.5 years (0.16-88), with 72.5% of the members (n = 100) in the
subgroup of those older than 20 years. In the total sample, 79 (57.2%) patients had
secondary AIHA, 60 adults and elderly. Regarding the erythrocyte phenotype, most
were from group A RhD positive (30.4%) and 1.4% had undetermined ABO; in order of
prevalence, the antigens follow: e (33.3%), C (28.3%), ¢ (20.3%). Furthermore, 33%
(25/75) of the patients had alloantibodies at the time of AIHA diagnosis and 40%
(16/40) detected the appearance of alloantibodies after. Approximately 30% (n = 39) of
the population died and the independent predictors of mortality evidenced were age
[Hazard Ratio (HR): 1.41 (1.18-1.69), monocytosis [HR: 3,56 (1.38-9, 19)], DAT
intensity at 3+ and 4+ [HR: 5.08 (1.15-22.47)] and IgM class autoantibody [HR: 6.59
(1.18-1.69).

Conclusion: The cumulative 10-year follow-up overall survival probability was 51%
(median survival not reached for this sample, and median follow-up was 39 months),
hypothetically because most of the population had severe AIHA. Monocytosis, IgM
class autoantibody and DAT intensity, had a significant impact in predicting mortality
in this population. In the other hand, alloimmunization at diagnosis and after was not
statistically significant. Finally, further work is needed to better elucidate the aspects
involved in key outcomes related to AIHA.

Keywords: Autoimmune hemolytic anemia, red blood cell transfusion, alloimmune,
survival
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1. INTRODUCAO

A anemia hemolitica autoimune (AHAI) é uma entidade pouco comum,
caracterizada pela ligacdo de autoanticorpos na superficie eritrocitaria e consequente
destruicao via sistema complemento ou sistema reticuloendotelial.® A classificacéo pode
ser realizada de acordo com a temperatura na qual se desencadeia a reacdo dos
anticorpos contra a membrana eritrocitaria’ ou, ainda, em AHAI idiopatica ou primaria,
em que ndo ha a correlacdo com a doenca de base e em AHAI secundéria, onde se
denota associacdo com outras patologias ou com o uso de alguns farmaco.” Além disso,
em individuos com doenca autoimune prévia, a AHAI pode desenvolver-se em razdo da
formacéo de autoanticorpos induzidos por aloanticorpos.® Por tratar-se de uma condicéo
infrequente e heterogénea, ndo ha& consenso na literatura acerca dos critérios
diagnosticos e da mais eficaz estratégia terapéutica. Soma-se a isso o fato de,
diuturnamente, ainda conhecer-se pouco sobre os mecanismos fisiopatolégicos da
AHAI e sobre os fatores que possam influenciar na resposta ao tratamento, ja que
existem 0s pacientes respondedores e aqueles refratarios as terapias que,
inevitavelmente, evoluirdo ao Obito. Assim sendo, estudos que identifiqguem
peculiaridades acerca da patologia em questdo, bem como possiveis fatores
prognosticos, evidenciam-se de suma relevancia para a prética clinica, no intuituo da
prestacdo de uma assisténcia mais personalizada.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Estratégia para localizar e selecionar as informacoes

A estratégia de busca foi realizada a partir de outubro de 2017 e atualizada até
setembro de 2019, através das seguintes bases de dados: Library of Medicine (PubMed),
Scientific Electronic Library Online (SciELO) e LILACS. Com isso, buscou-se
encontrar artigos cientificos publicados em jornais, peridédicos e revistas nacionais e
internacionais, através dos termos: “Anemia, Hemolytic, Autoimmune”, “Anemia,
Hemolytic, Autoimmune Treatment”, “ Anemia Hemolytic Autoimmune Blood
Transfusion”, “Anemia, Hemolytic, Autoimmune, Alloimmunization”, Anemia,
Hemolytic, Autoimmune, Alloimmune”, Anemia, Hemolytic, Autoimmune, Survival”,
“Anemia Hemolytic Autoimmune, Alloimmune, Blood Transfusion” e “Anemia
Hemolytic Autoimmune, Alloimmune, Blood Transfusion™.
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Palavras-chave: o
alavras-chave :> Total records found using # 1: 6467
#1 “Anemia, Hemolytic, Autoimmune™

#2 “Anemia Hemolytic, Autoimmune,
Treatment™

.

Blood Transfusion” filters and while searching title
and abstract: 6378

#4 “Anemia Hemolytic, Autoimmune,

Alloimmunization™

!

89 full text articles assessed for
elegibility

#3 “Anemia Hemolytic, Autoimmune,
Alloimmune

#5 “Anemia, Hemolytic, Autoimmune,
Survival”™

#3 “Anemia, Hemolytic, Autoimmune, [ Exclusion after using the proposed

#3 + #5 “Anemia Hemolytic Autoimmune, i
Alloimmune, Blood Transfusion™

41+ 42 + 43 “Ancmia Hemolytic 35 studies included in the

thimmune, Treatment, Blood / project and article

Figura 1: Estratégia para a busca de referéncias bibliograficas
Fonte: elaborado pela autora

2.2 Um breve historico

O desenvolvimento do método cientifico levou as descobertas da circulacédo
sanguinea por Harvey, no inicio do século XVI, e aos experimentos com transfusdo de
sangue por Lower, na Inglaterra, e Denis, em Paris, em meados do século XVII. Apesar
desse interesse pelo sangue, a descoberta das hemacias teve que aguardar o surgimento
do microscépio, por volta de 1650. A primeira observacdo de um eritrécito foi,
provavelmente, feita por Malpighi em 1661, quando descreveu a circulacdo de hemacias
nos capilares, seguido em 1663 pela descricdo de Swammerdan de pequenos globulos
no sangue de um sapo. Mais tarde, os glébulos vermelhos humanos foram descritos em
detalhes por van Leeuwenhoek, delimitando as dimens@es de um eritrdcito em cerca de
173000 de polegada, comparando com um grao de areia de tamanho conhecido. John
Huxham, em 1770, descreveu as mudancas no formato de hemécias em degeneracéo e
reconheceu que essas células originavam a hemoglobina.*

O conceito de que a destruicdo eritrocitaria prematura pode levar a um estado de
doenca e de ictericia foi sugerido, pela primeira vez, em 1871, por Vanlair e Masius.
Em uma série de estudos iniciados em 1899, Paul Ehrlich e Julius Morgenroth
procuraram identificar os constituintes e definir os mecanismos envolvidos no
fenomeno da hemélise imune.*

O primeiro tipo de AHAI na qual as caracteristicas clinico-laboratoriais foram
claramente descritas foi a Hemoglobinuria Paroxistica ao Frio (HPF). Isso parece, a
principio, surpreendente, porque a HPF é o tipo menos comum de AHAI, porém o
reconhecimento precoce deveu-se ao fato de a hemoglobinuria ser um sintoma
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marcante, além da consideravel prevaléncia na época, j& que a maioria dos casos
registrados na literatura médica estava associada a sifilis tardia ou a sifilis congénita. No
inicio dos anos 1900, mais de 90% dos pacientes com HPF cronica tinham um teste
positivo para sifilis e, aproximadamente 30%, mostraram evidéncias clinicas da doenca.
Com o tratamento eficaz da sifilis, HPF passou a ser um distdrbio extremamente raro,
assim como a HPF crénica. Foi nos pacientes com a forma cronica, que se identificou a
exposicao ao frio como fator para a hemoglobindria paroxistica.*

O maior passo a frente na compreensdo da patogénese da HPF foi fornecido pelo
trabalho de Donath e Landsteiner, cujo famoso relatorio foi publicado em 1904. Esses
pesquisadores demonstraram que a hemdlise era devida a uma autolisina que reagia com
as hemacias do paciente em baixas concentracfes e temperaturas e que fatores séricos
labeis (complemento) causariam lise das células sensibilizadas, caso a temperatura fosse
subsequentemente elevada. Esse procedimento bitérmico para o diagndstico de HPF foi
0 primeiro teste imuno-hematoldgico ja descrito. Além disso, esse achado foi
amplamente aclamado como a primeira descricdo de um autoanticorpo e de  doenca
autoimune humana. O teste é referido como o teste de Donath-Landsteiner (DL), assim
como a denominacgdo desse anticorpo, quando detectado. Mesmo depois de um século
desde o relato de Donath e Landsteiner, a precisdo de suas observages e a utilidade do
teste de DL persistem.”

2.3 Conceitos basicos

A Anemia Hemolitica Autoimune (AHAI) se caracteriza pela destruicdo de
hemécias relacionada a acdo de autoanticorpos. Os pacientes acometidos por esta
enfermidade podem apresentar sintomas anémicos (fraqueza, tontura, dispneia),
hemolise ou outros sintomas associados. Menos frequentemente, nos casos de hemdlise
grave, 0 ;S)aciente pode apresentar hemoglobinuria, hepatoesplenomegalia e insuficiéncia
cardiaca.

A classificacdo pode ser realizada quanto ao tipo de autoanticorpo em: AHAI
por Anticorpos Quentes (65%), Anticorpos Frios, Hemoglobinuria Paroxistica ao Frio,
ainda, Mista. Quanto a etiologia, pode ser Primaria, também chamada de Idiopatica ou
Secundaria. A tabela abaixo mostra com mais detalhes a classificacao:
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Tabela 1 Classificacdo da AHAI

AHAI  por anticorpos Primaria Secundaria

quentes Neoplasia (Leucemia Linfocitica Cronica
[LLC], linfoma, tumor s6lido)

Infeccdo (Hepatite C, HIV, Citomegalovirus
[CMV], Varicela Zoster [VZV], infeccdo

pneumocdcica, leishmaniose, tuberculose)

Desregulacdo imune (desordens do tecido
conjuntivo, colite ulcerativa, sarcoidose, pods-

transplante, sindromes de imunodeficiéncia)

AHAI por anticorpos frios

Doenca por Hemaglutinina Priméria Secundaria
Fria

Malignidade (LLC, Linfoma Nao Hodgkin,
tumor s6lido)

Infeccdo (micoplasma, mononucleose)

Doenga autoimune

Pds TCTH Alogénico

Hemoglobindria Paroxistica Infeccdo (Adenovirus, Influenza A, Sifilis,
Fria CMV, mononucleose, VZV, Mycoplasma

pneumoniae, Haemophilus influenzae, E.coli)

AHAI mista Primaria Secundaria

Linfoma, Lupus Eritematoso Sistémico (LES),

infeccéo

AHAI induzida por Aloanticorpos

Fonte: adaptado de Hill et al, 2017.

Em recente revisdo sistematica, corroborou-se que ainda ndo ha critérios
diagnodsticos “standard” para a AHAI e seus subtipos, identificando-Se apenas
descricbes de caracteristicas clinicas e laboratoriais “tipicas”. Como resultado, os
estudos utilizam defini¢bes diversificadas para diagostico, classificacdo e avaliagcdo de
resposta ao tratamento, inviabilizando a adequada comparacgéo entre os trabalhos e, com
isso, a determinago das melhores praticas.®
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Todavia, para a determinagdo da AHAI, os primeiros passos sdo confirmar a
presenca de hemolise, a relagdo com autoimunidade e o tipo de anticorpo envolvido. Os
achados laboratoriais tipicos de hemolise sdo: reticulocitose, bilirrubina indireta
aumentada, desidrogenase latica (LDH) em nivel normal ou elevado, haptoglobina
reduzida, hemoglobindria, hemossiderinuria, além da presenca de esferdcitos,
aglutinacdo ou policromasia em esfregaco de sangue periférico. Ademais, alguns
pardmetros podem estar normais, denotando um quadro de hemoélise compensada. E
necessario diferenciar a AHAI dos demais quadros de anemia hemolitica.’

Tabela 2 Diagnosticos diferenciais de anemia hemolitica

Hereditaria

Desordens de membrana (esferocitose, eliptocitose)

Desordens de enzimas (deficiéncia de G6PD, deficiéncia de piruvatoquinase)

Hemoglobinopatias (anemia falciforme, instabilidade adquirida da hemoglobina)

Imune

Autoimunidade (AHAI por anticorpos quentes, frios ou mista)

Aloimunidade (Doenca Hemolitica do Recém-Nascido, reagdo hemolitica

transfusional, pés TCTH Alogénico)

Induzida por drogas

N&o imune

Infecclo (Maléria, Clostridium perfringens)

Mecénica (prétese valvar cardiaca)

Hemoglobindria Paroxistica Noturna

Microangiopatia trombdtica (PUrpura Trombocitopénica Trombética, Sindrome

Hemolitico Urémica)

Hiperesplenismo

Substéncias oxidantes (dapsona, gas arsénico, nitrito)

Coagulagéo Intravascular Disseminada (CIVD)

Grandes queimados

Circulagdo extracorporea

Insuficiéncia renal

Fonte: adaptado de Hill et al, 2017.

Ademais, se multiplos aloanticorpos ou um aloanticorpo contra um antigeno de
alta incidéncia forem formados, podera ser mais dificil de diferenciar da AHAI, pois tal
enfermidade também pode ser desencadeada como consequéncia da transfusdo de CH.
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Em suma, um diagnostico presuntivo de AHAI por anticorpos quentes, por
exemplo, pode ser realizado em um paciente que ndo foi transfundido nos altimos trés
meses, tem anemia hemolitica adquirida com TAD positivo, ndo possui aglutinina fria
de alta amplitude térmica, ndo utiliza drogas conhecidas por causar hemolise
imunomediada e possui um anticorpo quente com ampla reatividade no soro ou no
eluato de glébulos vermelhos. Tal diagndstico presuntivo tende a ser correto porque, se
as hemécias doadoras ndo mais permanecerem na circulacdo do paciente, 0s
aloanticorpos ndo podem estar causando a anemia hemolitica imune adquirida. Deve-se
perceber, no entanto, que um TAD positivo pode persistir por, pelo menos, trés a quatro
meses ap0s uma Reacdo Hemolitica Tardia (RHT). Mesmo que o paciente ndo tenha
sido transfundido nos ultimos trés meses, se recomenda testes adicionais para
caracterizar o (s) anticorpo (s) de hemacias do paciente, a fim de evitar erros de
diagnostico e de obter dados imuno-hematologicos relevantes, caso o paciente necessite
de transfusdo de CH no futuro. Se um paciente foi transfundido nas Gltimas semanas, tal
teste adicional é obrigatorio para distinguir entre uma RHT e uma AHAL.

2.4 Os Mondcitos

Os monocitos sdo células da linhagem miel6ide e possuem atribuicdes que véo
desde o desenvolvimento e a homeostase dos tecidos, passando pela defesa, pela
iniciacdo e resolucdo de inflamacdo e pelo reparo tecidual. A producéo, realizada ao
longo da vida, é aprimorada durante a “monopoiese de emergéncia”, a qual ocorre em
diversas circunstancias, tais como na resposta a estimulos infecciosos e inflamatorios,
na presenca de tumores e no estresse psicossocial cronico.?

Os monocitos periféricos humanos atuam como células apresentadoras de
antigenos para a ativagdo das células T e, também, secretam citocinas que modulam a
diferenciacéo desses linfécitos durante condicées inflamatdrias.’

A heterogeneidade dos mondcitos é reconhecida hd muito tempo e,
consequentemente, foi categorizada, conforme os niveis de expressdo do CD14
(lipopolissacarideo, receptor LPS) e do CD16 (receptor III de Fcy), em 3 subgrupos:
Cléssicos (CD14++ CD16-), Intermediario (CD14++ CD16+) e Nao Classico (CD14+
CD16++)."° Analises recentes acerca do perfil genético dessas células sugerem que
monacitos intermediarios desempenham um papel importante na apresentacdo do
antigeno, porém ainda ha controvérsias sobre seu perfil de citocinas, com relatos
contraditérios ora de expressao pré-inflamatoria, ora de anti-inflamatéria.™*

Ademais, reservas de mondcitos classicos sdo mantidas na medula 6ssea e no
baco, onde estdo disponiveis para o recrutamento imediato em tecidos infectados ou
lesados, podendo originar macrofagos ou células dendriticas, a fim de limitar o dano
inflamatdrio e iniciar o reparo tecidual. Ja os mondcitos ndo classicos sdo caracterizados
pela capacidade de remover detritos celulares e de reparar o endotélio durante a
homeostase; sdo menos proliferativos que 0os mondcitos classicos, porém permanecem
na circulagdo por mais tempo.*?

Atualmente, estudos vém mostrando associacdo de leucocitose e monocitose
com doencas inflamatorias agudas, impactando no prognostico dos pacientes. Segundo
Afiune e colaboradores, a monocitose é um marcador de risco independente para
Doenca Arterial Coronariana. *3

Em pacientes com Sarcoidose Cardiaca, por exemplo, foi encontrada uma
associacdo significativa entre a propor¢do de monaocitos intermediarios (CD14 ++ 16 +)
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e a atividade inflamatoria. Além disso, uma diminuicdo periférica desse subtipo de
monocitos foi observada apds a corticoterapia, sendo relacionada com uma melhora do
padrdo dos escores do PET 18F-FDG, um dos métodos utilizados para a avaliagdo da
resposta nesses pacientes. **

Dentro desse contexto, seria possivel que 0s mondcitos exercessem impacto na
resposta ao tratamento e na sobrevida de pacientes com AHAI, porém até o momento,
ndo hé estudos que busquem essa associacao.

2.5 Autoanticorpos e Aloanticorpos

A superficie das hemécias é revestida por antigenos (carboidratos e proteinas)
que sdo ligados as proteinas ou aos lipideos de membrana. Atualmente, conhece-se
trinta e seis sistemas de grupo sanguineo, sendo que cada um € composto por um ou
mais antigenos, os quais sdo controlados por um Unico gene ou por genes homologos.
Por sua vez, existem trezentos e sessenta antigenos reconhecidos pela International
Society of Blood Transfusion.*

Quando se refere ao fendtipo das hemécias, trata-se da identificacdo de
antigenos, através de testes soroldgicos, os quais utilizam anticorpos reagentes,
diferentemente do genotipo - metodologia de deteccdo de antigenos por meio da
avaliacdo do DNA pelos testes de biologia molecular.

Ademais, dos antigenos mais comuns do sistema Rh (D, C, c, E, €), 0 anticorpo
anti-e evidencia-se 0 mais comumente relacionado a AHAI e, na maioria dos casos é
IgM. Com relagéo ao sistema MNS (M, N, S, s, Mur), o anticorpo anti-S, normalmente
IgG tem maior prevaléncia na AHAL. Ja no sistema Kell (K, k, Kp® Hp®, Js? Js°), pode
haver uma diminuicdo transitéria da expressdo do antigeno Kp® na superficie
eritrocitaria no momento de infeccdo aguda em pacientes com AHAI, fazendo com que
0 autoanticorpo anti-Kp® se comporte como um aloanticorpo.*

Diante disso, torna-se imperativo elucidar o fen6tipo das hemacias de individuos
com AHAI ou que necessitardo de transfusdes de CH. De modo simplista, se o paciente
possui anticorpos contra 0s antigenos proprios, trata-se de um autoanticorpo; caso
apresente anticorpos contra antigenos de sistemas de grupos sanguineos que ndo
componham o fenétipo das hemacias, trata-se de um aloanticorpo.*

Existem autores que usam o termo “hemolise intravascular” para descrever a
destruicdo de heméacias mediada por complemento, em contraponto ao gque ocorre no
sistema reticuloendotelial. Poucos anticorpos destroem as hemécias, via intravascular,
mediados por complemento: anti-A e anti-B sdo os Unicos exemplos de aloanticorpos
que destroem as hemacias dessa maneira; outros, como anti-Jk? Jk®, Vel, P1, Pk e anti-
Le? sdo capazes de causar lise intravascular de hemacias de doadores em raras ocasides,
mas poucos ativam o complemento de maneira a formar o complexo de ataque a
membrana.

A hemolise intravascular também € incomum na AHAI e, quando ocorre,
geralmente esta associada a Hemoglobinuria Paroxistica ao Frio (HPF) e a AHAI por
anticorpos quentes, mais comumente em criangas.

Quando as hemacias se encontram sensibilizadas com IgM e o complemento é
ativado, frequentemente, ocorre hemdlise intravascular. Alguns outros aloanticorpos,
como o anti-Le®, também podem produzir um padrdo semelhante de destruicdo. Embora
ndo haja receptor IgM nos macrofagos, existem receptores para C3b e iC3b; assim, se
os globulos vermelhos ndo percorrerem a cascata do complemento, a qual termina na
lise, eles podem ser removidos extravascularmente se tiverem atingido o estagio C3. No
entanto, esse é um processo ineficiente na auséncia de 1gG.
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Autoanticorpos eritrocitarios e aloanticorpos sdo, geralmente, IgM ou IgG;
ocasionalmente podem ser IgA. In vitro, os anticorpos IgM aglutinam diretamente
glébulos vermelhos em suspensdo com solucdo salina, lisando as hemécias se as
condicdes forem adequadas. Por exemplo, pode ser necessario o uso de hemacias
tratadas com enzima e/ou adicionar complemento fresco para demonstrar a lise. Os
autoanticorpos 1gG ndo costumam causar aglutinacdo direta de hemacias normais em
suspensdo com solucdo salina, mas quase sempre aglutinam hemécias tratadas com
enzimas ou aglutinam hemacias ndo tratadas quando estdo presentes potencializadores
(por exemplo, polietileno glicol). Os autoanticorpos 1gG raramente causam lise de
hemaécias in vitro (a hemolisina anti-P bifésica 1gG, associada a HPF, é uma excec¢éo),
mas geralmente sensibilizam eritrécitos e podem ser detectados pelo TAD.*

Uma forma adicional para diferenciar autoanticorpos de aloanticorpos é a
propria especificidade, por exemplo, com relacdo ao sistema Rh, o anti-e, como
autoanticorpo, frequentemente causa AHAI e, quando identificado como um
aloanticorpos, raramente causa RHT. J&, o anti-E, quando aloanticorpo, relaciona-se
fortemente com a RHT; todavia, apresenta-se menos prevalente enquanto autoanticorpo.

2.5.1 Os autoanticorpos também podem imitar aloanticorpos

Ja foram descritos, na literatura, muitos pacientes que apresentaram antigenos de
membrana mascarados por autoanticorpos no soro; algumas vezes o TAD é negativo
(mas o anticorpo pode frequentemente ser eluido de seus glébulos vermelhos). Assim, o
autoanticorpo pode aparecer como um aloanticorpo. Os pesquisadores provaram que,
realmente, tratava-se de autoanticorpos, mostrando que, quando a AHAI estava em
remissdo, o anticorpo ndo era mais detectavel no soro e o antigeno era reconhecido nas
hemécias do paciente.

Tabela 3 Autoanticorpos que imitam aloanticorpos

Sistema Amntigenos

Eh D= C* E. c. e*. Ce. G. ht®"
MM 5. En*

Lutheran Lu®. “alta incidéncia™*
Kell K. Kp®: “alta incidéncia™
Duffw Fv® Fv®"

Kidd Jk=", Jk®, JK3

Scianna Scl*, Sc3*

Colton Co®=

LW L=

Gerbich Ge2, “G™*

Miscelania AnWi*, Lan

*Autoanticorpo imitando aloanticorpo

Fonte: adaptado de Lawrence e Petz, 2004.
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Em 1996, Issitt e colaboradores estudaram aparentes aloanticorpos presentes nos
soros de pacientes com autoanticorpos. E interessante notar as diferencas entre
adsorcdes com hemacias autologas e alogénicas: a adsor¢do com hemacias alogénicas
parece melhor revelar a especificidade de aloanticorpo, do que a adsor¢do com
hemécias aut6logas. Além disso, aparentes aloanticorpos detectados apds a adsor¢do
com hemacias autélogas eram muito mais propensos a serem autoanticorpos imitando
aloanticorpos do que quando os soros eram adsorvidos com hemdcias alogénicas.
Contudo, outros autores descreveram padrdes distintos. Por exemplo, Beck e
colaboradores avaliaram um paciente cujo autoanticorpo, ao longo de um periodo de
cinco anos, mudou de “nado especifico” para especifico e a especificidade variou de anti-
e para anti-c e anti-f. A concluséo foi a de que tal modificagdo sofreu a influéncia do
tratamento que o paciente estava recebendo (Prednisona e Metotrexato), sugerindo que
determinados clones de imundcitos podem ter sido seletivamente destruidos ou
suprimidos. Ha pacientes que, primeiramente, produzem um Unico aloanticorpo apos a
transfusdo e, posteriormente, formam outros aloanticorpos, gerando, eventualmente,
autoanticorpos.*

2.6 O Teste Antiglobulina Direto

Em 1945, Coombs demonstrou a presenca de aloanticorpos Rh ndo aglutinantes
(anticorpos “incompletos” ou “sensibilizadores™) nos soros, pela rea¢do antiglobulina. O
TAD, também conhecido como teste de Coombs Direto, é utilizado para detectar o
envolvimento de autoanticorpos no processo de hemolise. O TAD ird indicar a presenca
de imunoglobulina IgG, IgM, IgA ou de complemento (usualmente C3d) na membrana
da hemécia. Geralmente, reagentes anti-lgG monoespecifico e anti-C3d sdo utilizados
como rastreio inicial para determinar o tipo de AHAL.’

Raramente, pacientes com AHAI apresentam TAD negativo. 1sso pode ocorrer
devido a baixa afinidade ou a pequena concentracdo de anticorpos na superficie das
hemaécias ou, ainda, em razdo de imunoglobulina ndo testada. O método de aglutinagdo
em coluna de gel € o meio de avaliacdo mais sensivel e menos suscetivel a erros, em
comparacdo com a avaliagdo em tubo convencional.*®

De modo geral, parece haver uma relacdo direta entre a quantidade de 1gG nas
hemaécias e a hemolise in vivo. Ademais, sabe-se que eritrocitos sensibilizados com as
mesmas quantidades de autoanticorpo 1gG podem ter tempos de sobrevivéncia celular
marcadamente diferentes. Da mesma forma, uma pequena parcela de doadores de CH
tem um TAD fortemente positivo, com sobrevida normal das hemacias. Ainda néo se
sabe a razdo disso. Pensou-se que a descoberta de que 0s macrdfagos possuiam
receptores IgGl e 1gG3, mas ndo os receptores 1gG2 e 1gG4, explicaria tais
discrepéancias. Hughes-Jones mostrou que as hemécias fortemente sensibilizadas (TAD
4+) com um anticorpo 1gG contra o sistema Rh, teoricamente, poderiam ter de 30% a
100% de saturacao do antigeno. Embora o macrofago possa explicar tais diferencgas, tem
sido dificil comparar, com precisdo, a sensibilizacdo de eritrocitos por 1gG dentro desse
intervalo.

2.6.1 Principios do TAD
Os autoanticorpos e aloanticorpos eritrocitarios sdo gamaglobulinas, geralmente

IgM ou IgG. Se IgM, frequentemente ocasionam a aglutinagdo direta das hemécias
suspensas em solucdo salina; se IgG, ndo aglutinam os glébulos vermelhos, mas reagem
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com os antigenos de membrana eritrocitarios, produzindo uma hemacia "sensibilizada".
Por exemplo, o anti-1gG reage principalmente com a porcéo Fc (isto é, cadeia pesada)
das moléculas de 1gG humanas; se utilizado anticorpos anticadeias leves podera haver
resultados falso-positivos, ja que as cadeias leves sdo compartilhadas pelas diversas
imunoglobulinas e apenas as cadeias pesadas sdo especificas para cada classe.

Em 1947, Coombs mostrou que o componente que reagia com hemacias
sensibilizadas podia ser inibido pela adicdo de pequenas quantidades de gamaglobulina
humana; alfa e betaglobulinas ndo inibiram a reacdo. Mais tarde, outros estudos
mostratam que que a globulina ndo gama que sensibilizaria as hemécias ndo era
anticorpo, mas complemento.*

Tipos de reagentes antiglobulinas humanas:

a) Antiglobulina Humana (AGH) Poliespecifica: contém anticorpo IgG e C3d do
complemento himano e outros anticorpos anticomplemento (C3b, C4b, C4d)
também podem estar presentes. A AGH poliespecifica comercialmente
preparada contém pouca ou nenhuma atividade contra as cadeias pesadas de IgA
e IgM, porém a mistura de soros poliespecificos pode conter atividade de
anticorpos contra cadeias leves kappa e lambda comuns a todas as classes de
imunoglobulinas.

b) Antiglobulina Humana Monoespecifica: contém apenas uma espeficifidade de
anticorpos.

Tipos de técnicas do TAD:

a) Método em tubo: preparar para o teste uma suspensdo de 5% de hemécias em
solucdo salina, transferir para um tubo uma gota da suspensdo de hemécias e lavar trés
vezes com solugcdo salina. Pingar uma gota do soro antiglobulina humana
(preferencialmente poliespecifico) nas hemaécias lavadas, ou de acordo com a rotina
estabelecida pelo servico, homogeneizar, centrifugar e ler, observando a presenca
(resultado positivo; varia de 1+ a 4+) ou a auséncia de aglutinacédo (resultado negativo).

b) Método em gel: Preparar uma suspensdo de hemaécias a 1%, centrifugar o tubo
com a amostra para sedimentar as hemacias, adicionar a solucdo de dilui¢do (conforme
recomendacdes do fabricante do kit), acrescentar 10 pL das hemacias centrifugadas,
pipetar 50 pL da suspensdo no microtubo do cartdo especifico para Coombs (conforme
fabricante do kit), centrifugar e realizar a leitura, observando a presenca (resultado
positivo; varia de 1+ a 4+) ou a auséncia de aglutinacédo (resultado negativo).

2.6.2 O TAD positivo

O TAD deve refletir o que estd acontecendo in vivo, porém, um resultado
positivo, mesmo devido a sensibilizacdo in vivo, ndo indica necessariamente AHAI ou a
presenca de autoanticorpo. Dessa forma, existem fatores que podem determinar a
positividade do TAD:

a) Autoanticorpos contra antigenos eritrocitarios intrinsecos, levando a
sensibilizacdo dessas hemacias, através de imunoglobulinas e / ou componentes
do complemento. A anemia hemolitica pode ou ndo estar presente.

b) Anticorpos contra medicamentos ligados a membrana de hemacias (por
exemplo, penicilina).

21



c) Complexos imunes ligados a membrana eritrocitaria ou complemento vinculado
a membrana de hemdcias por ativacdo remota (por exemplo, complexo
antidrogas).

d) Captacdo inespecifica de proteina: varios relatos indicam que 65% a 80% das
hemécias com TADs positivos produzem eluatos ndo reativos, sugerindo que
nenhum anticorpo eritrocitario esta presente. As vezes, os medicamentos podem
modificar a membrana das hemécias, levando a adsor¢do de muitas proteinas,
incluindo a 1gG. Um exemplo disso é o TAD positivo, em alguns momentos
associado a administracdo de cefalosporina. Também é possivel que essa seja a
causa do TAD positivo associado a algumas infec¢des bacterianas ou virais.

e) ReacOes hemoliticas transfusionais: as RTH tardias podem ser muito dificeis de
diferenciar, sorologicamente, do AHAI. Os aloanticorpos presentes no receptor
podem sensibilizar as hemécias transfundidas, levando a um TAD positivo. Se o
(s) aloanticorpo (s) presente (s) no plasma do doador reagem com a maioria das
hemécias (por exemplo, anticorpo para um antigeno de alta frequéncia ou uma
mistura de anticorpos especificos), eles podem parecer autoanticorpos.

f) Transferéncia passiva de aloanticorpo em produtos transfundidos: aloanticorpos
podem estar presentes em produtos derivados do plasma (por exemplo,
plaquetas), ou mesmo em CH. Tais anticorpos (incluindo anticorpos ABO)
podem sensibilizar os globulos vermelhos do receptor e causar uma RHT.

g) Doenca hemolitica do recém-nascido: anticorpos maternos podem atravessar a
placenta e sensibilizar hemécias fetais.

Por sua vez, ha casos em que o resultado do TAD é falso-negativo e algumas
condigdes, listadas a seguir, podem estar envolvidas:

a) M& execucdo da técnica: lavagem insuficiente de hemécias, permitindo a
inibicdo do teste pela imunoglobulina residual; ressuspensdo dos eritrocitos
centrifugados, utilizando-se de muita forca, causando a dispersdo de uma
aglutinacdo fraca.

b) O teste ndo contém o anticorpo apropriado.

c) Anticorpo, utilizado no teste, com baixa afinidade e que sensibiliza as hemaécias
do paciente.

Diante disso, torna-se complexo determinar o significado clinico de um TAD
positivo. Se a avaliacdo for baseada apenas no que concerne a sobrevivéncia das
hemaécias, um TAD positivo associado a IgG provavelmente é mais significativo que um
teste associado a sensibilizacdo do complemento; entretanto, em muitos pacientes isso
pode ndo ter significado. Bohnen e colaboradores descobriram que 60% de seus
pacientes com TAD positivo apresentavam sinais de anemia, porém obtiveram
dificuldades em explicar a etiologia dessa anemia; dos pacientes com TAD positivo,
39% haviam recebido transfusées de CH nos altimos 2 meses e aloanticorpos foram
detectados em 25% desses pacientes. Os eluatos ndo foram testados, mas é provavel que
muitos desses resultados fossem devido a aloanticorpos.*’

Ademais, em uma populagdo hospitalar, a maioria (cerca de 65% a 80%) dos
TADs positivos decorrentes da sensibilizacdo por IgG é devida a adsor¢do nédo
imunologica da IgG plasmatica, ndo apresentando, com isso, significado clinico. Assim,
aproximadamente 1 em cada 125 pacientes hospitalizados possuem TAD IgG-positivos
com qualquer potencial de significado clinico.'®
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2.6.3 O complemento

Existem muitas raz6es pelas quais 0s eritrocitos podem ter pequenas quantidades
de complemento em sua superficie, exceto como resultado da ativacdo do complemento
por autoanticorpos e aloanticorpos. Uma razdo pode estar relacionada a presenca do
receptor do complemento (CR1) nas hemacias. Este receptor pode se ligar a C3b, iC3b e
C4b. Embora todas essas moléculas de complemento sejam produtos de ativacdo e ndo
se espere que estejam presentes em individuos saudaveis, ha evidéncias crescentes de
que a baixos niveis de ativacdo podem estar ocorrendo continuamente, e pequenas
quantidades de C3b e de seus produtos de decomposicgéo (iC3b e C3d) estejam presentes
no plasma. Por exemplo, Salama e colaboradores mostraram que a ativacdo do
complemento por bactérias pode levar a sensibilizacdo de hemécias previamente nao
sensibilizadas.™

Ja Siegel e colaboradores sugeriram que os glébulos vermelhos eram, talvez,
mais importantes que os macréfagos na remocao de complexos imunes da circulacao e,
que a principal funcdo do receptor CR1 poderia ser a de atrair complexos imunes
contendo complemento, levando a interacdo de macrofagos e subsequente depuracao.
Assim, torna-se aceitavel o entendimento de que as hemacias poderiam ser revestidas
com pequenas quantidades de complemento, independentemente da ativacdo exercida
pelo anticorpo direcionado contra antigenos eritrocitarios.?

2.6.4 Comparacdo do TAD como TAI

O TAD é quase sempre mais forte que o TAI (Teste da Antiglobulina Indireto)
na AHAI por anticorpos quentes. Parece que o0 autoanticorpo é amplamente adsorvido
nas hemacias do paciente, e somente quando as hemécias sdo fortemente revestidas é
que encontramos uma grande quantidade de anticorpo no soro. Por outro lado,
aloanticorpos fortemente reativos podem estar presentes no soro de um paciente, mas
esse achado pode nédo resultar em um TAD fortemente positivo, a menos que esteja
presente um grande nimero de hemacias transfundidas com o antigeno em questdo.
Assim, a presenca de um TAD fracamente positivo em associacdo com um TAI
fortemente positivo é uma evidéncia presuntiva da existéncia de um aloanticorpo. Esses
achados séo, portanto, altamente sugestivos de uma Reacdo Hemolitica Transfusional.
Além disso, mesmo que o TAD seja fortemente positivo no momento da avaliacdo
inicial, em breve podera se tornar mais fraco em testes subsequentes, como resultado da
destruicdo das hemacias transfundidas ou como resultado da AHAI em tratamento com
corticoesteroides, drogas imunossupressoras ou pés esplenectomia.”

2.6.5 AHAI associada a um TAD negativo

Aproximadamente, 3% das AHAI apresentam TAD negativo. As causas mais
comuns para isso sdo: 1gG ligada as hemacias em concentracdo inferior ao limite de
deteccdo do teste; IgA e IgM ligadas @ membrana eritrocitaria que ndo sdo detectaveis
pela maioria dos reagentes de rotina usados para o0 TAD e autoanticorpos IgG de baixa
afinidade, eliminados durante a fase de lavagem das hemacias. %
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2.7 Tratamento Farmacoldgico

O tratamento inicial recomendado inclui o uso de corticoide na dose de
1mg/Kg/dia para pacientes com AHAI por anticorpo quente. Se Hb<6g/dL,
imunoglobulina humana endovenosa na dose de 0.4-0.5g/Kg/dia por 5 dias é indicada e
aproximadamente 40% desses individuos respondem a terapia, sustentando nivel de Hb
desejado por trés semanas ou mais.”* Se o paciente apresentar anemia hemolitica severa
(Hb<8,5¢/dL) com disfuncdo organica, ha a indicacéo de transfusdo de concentrado de
hemécias. Nesse caso, sdo necessarios testes para avaliagdo fenotipica das hemacias do
receptor para a liberagcdo de bolsas com o fendtipo mais semelhante com o do paciente.
E feita a pesquisa de aloanticorpos (mais comumente Rh ou K), além da averiguagio
sobre historia de gestacdo (em caso de pacientes do sexo feminino) e de submissdo a
transfusdes prévias.?* Com relacéo a0 manejo ndo emergencial, recomenda-se profilaxia
de tromboembolismo venoso em pacientes com quadro hemolitico agudo e Hb<8,5¢/dL,
utilizando heparina de baixo peso molecular. Os estudos demonstram que cerca de
21%2* dos pacientes com AHAI, em quadro descompensado de hemélise, apresentaram
tromboembolismo venoso. A suplementacdo de acido félico estd indicada para evitar
anemia megaloblastica e a protecdo gastrica com inibidores da bomba de prétons
também se faz necessaria. Recomenda-se, ainda, suplementar calcio oral e vitamina D
em pacientes usuarios de corticoide; ja em mulheres pds menopausa com idade maior
ou igual a 50 anos indica-se uso de bisfosfonados, caso estas recebam dose superior a
7,5mg/dia de Prednisona por um perfodo igual ou superior a 3 meses.’

Ainda, de acordo com a mesma publicacdo, considera-se critério de resposta a
terapia um nivel de Hb> 10g/dL. Aproximadamente 80% dos pacientes respondem ao
corticoide numa dose equivalente a 60-100mg/dia de Prednisona, atingindo remisséo
completa em 2-3 semanas. Se ndo houver resposta em 21 dias, considera-se falha aos
corticosteroides. Cerca de 20% dos pacientes permanecem em remissdo apos a
descontinuacdo dos corticosteroides e 40% dos individuos podem manter um nivel de
Hb aceitavel com uma dose de Prednisona < 15-20mg/dia, porém uma segunda linha de
terapia deverd ser considerada, em razdo dos efeitos colaterais acarretados pelo uso
crénico de corticoide. Como terapias de segunda linha, as mais estudadas e com
melhores resultados sdo o uso de Rituximab e a esplenectomia; as terapias de terceira
linha que podem ser empregadas séo: Azatioprina, Ciclosporina, Danazol, Micofenolato
Mofetil. Além disso, existem outras op¢oes, tais como Alemtuzumabe e Ciclofosfamida
para aqueles pacientes refratarios a terceira linha de tratamento. Caso ainda ndo haja
resposta, poder-se-4 avaliar a possibilidade de transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénico. Com relacdo ao manejo da AHAI mista, utiliza-se
Prednisona 1mg/Kg/dia. Se for secundaria, deve-se otimizar o tratamento da doenca de
base e se for primaria, considera-se a imunossupressdo como tratamento de segunda
linha, semelhante ao tratamento da AHAI primaria por anticorpos quentes.

O tratamento para todos os pacientes com AHAI primaria por anticorpos frios
inclui evitar a exposicdo ao frio para diminuir o risco de exacerbacdes e a intervengédo
terapéutica deverad ser considerada em pacientes com anemia sintomatica, disfungéo
circulatéria e com dependéncia transfusional.”® A esplenectomia deve ser evitada em
pacientes com anticorpos IgM como causador da AHAI, uma vez que estes nao sao
removidos pelo baco. Como primeira linha de tratamento sugere-se o uso de Rituximab
375mg/m2 a cada 7 dias por 4 semanas, porém cerca de 57-89% dos pacientes recaem
em 6.5-11 meses. Num estudo prospectivo, a combinagdo de Rituximab e Fludarabina
atingiu uma taxa de resposta de 76%, com uma meédia de duracdo de resposta maior que
66 meses, porém com 44% de toxicidade hematoldgica grau 3-4.2
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Como nova perspectiva de terapia, existe um estudo em fase IIl, com um
inibidor da tirosinoquinase esplénico, chamado Fostamatinib, para tratamento da AHAI
por anticorpos quentes, apresentando resultados promissores, quanto ao incremento da
Hb e o tempo de duracio da resposta ao tratamento.?’

2.8 Transfusdo de Concentrado de Hemacias

Com relacdo a transfusdo de concentrado de hemacias, as indicagfes para
transfusdo em pacientes com AHAI ndo sdo diferentes daquelas para pacientes
anémicos sem AHAI. A deciséo de transfundir ndo depende apenas dos resultados dos
testes de compatibilidade e, sim, de uma avaliacdo da real necessidade de transfundir o
paciente.

No entanto, em muitos pacientes com AHAI, o autoanticorpo reagira com todas
as unidades de CH, tornando assim impossivel fornecer sangue compativel, pois o
autoanticorpo pode ocultar a presenca de aloanticorpos em testes de compatibilidade. O
maior desafio técnico enfrentado pelos servicos de hemoterapia em relacdo aos
pacientes com AHAI relaciona-se com a deteccdo de aloanticorpos eritrocitarios em
pacientes com autoanticorpo amplamente reativo. Estes aloanticorpos sdo desenvolvidos
como resultado de transfusGes prévias ou gestacdo e sdo capazes de causar reacOes
hemoliticas transfusionais. Eles podem ser direcionados contra antigenos de uma série
de sistemas de grupos sanguineos, como Rh, Kell, Kidd e Duffy. Segundo Branch &
Petz foram detectados aloanticorpos em 209 de 647 soros (32%) de pacientes com
AHALI, indicando claramente a necessidade de um método para deteccdo desses
anticorpos, a fim de prevenir reacdes transfusionais.”® De fato, os aloanticorpos ndo
detectados podem ser a causa do aumento da hemolise apds a transfusdo, o que pode
falsamente atribuido a gravidade da AHAI. Ademais, a identificacdo de aloanticorpos é
feita testando o soro do paciente contra um painel de hemacias de fenotipos conhecidos.

Vaérias abordagens sdo Uteis para selecionar as unidades de CH mais seguras e
compativeis para transfusdo em pacientes com autoanticorpos quentes. Quando o
autoanticorpo € menos reativo do que o aloanticorpo, as diferencas da reacdo contra
varias células do painel permitem a identificacdo. Assim sendo, testes adicionais sdo
pertinentes para avaliar se um aloanticorpo reage mais do que o autoanticorpo (diluicdo
do soro do paciente antes de realizar o teste de compatibilidade, e / ou técnicas de
adsorcdo que removerdo o autoanticorpo, mas ndo os aloanticorpos). Tais testes sdo,
também, muito benéficos para pacientes receberdo trasnfusdo de CH pela primeira vez,
com o intuito de facilitar a selecdo futura de unidades de concentrado de hemacias.”®

Transfundir CH em pacientes com AHAI acarreta certos questionamentos, em
razdo do tempo de meia-vida relativamente curto dos glébulos vermelhos transfundidos,
do mascaramento de aloanticorpos eritrocitarios por autoanticorpos e da necessidade de
testes imuno-hematologicos complexos pre-transfusionais. Park et al relataram
incrementos semelhantes no nivel de hemoglobina em pacientes que apresentavam
apenas autoanticorpos eritrocitarios (1,40-1,70 g / dL), apenas aloanticorpos (1,20-1,60
g / dL) ou sem anticorpos (1,40-1,55 g / dL) 7 dias ap6s a transfusdo de 10 ml de CH
por kg, sem qualquer aumento do risco de hemdlise.*” Das et al encontraram um valor
médio de hemoglobina (0,88 g / dL) apds transfusdo de cada unidade de concentrado de
hemécias em pacientes com AHAL® A maioria dos estudos que relatam a alta
frequiéncia de aloanticorpos e autoanticorpos coexistentes descrevem principalmente nos
pacientes com AHAI por anticorpos quentes.
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Pacientes com AHAI cuja anemia desenvolveu-se lentamente séo relativamente
assintomaticos e geralmente ndo requerem transfusdes de CH. Por outro lado, a
transfusdo deve ser indicada quando os pacientes com AHAI apresentam sinais de
hipoxemia, como angina, sintomas cardiacos ou neuroldgicos refletidos por letargia,
fraqueza, sonoléncia e / ou confusdo mental. Estes sintomas geralmente ocorrem em
pacientes com anemia muito profunda com niveis de hemoglobina abaixo de 5 g / dL.
Nas anemias moderadas (Hb> 8 g / dL), a transfusdo de CH raramente é necessaria, pois
0s sintomas geralmente sdo controlados com terapia apropriada. Para 0s pacientes com
niveis de hemoglobina entre 5 e 8 g / dL, a decisdo clinica para a transfusdo é mais
dificil. Estes pacientes devem ser acompanhados com observacédo clinica e laboratorial
até que os sintomas criticos da anemia sejam controlados e a hemdlise ndo esteja
progredindo; assim sendo, a transfusdo ndo deve ser adiada, porque Obitos foram
relatados quando no foi administrado CH.*

A cinética da destruicdo de hemécias em pacientes com AHAI por anticorpos
quentes € representada por uma curva exponencial decrescente, indicando que o0 nimero
de células removidas em uma unidade de tempo é uma porcentagem das células
presentes no inicio desse intervalo de tempo; conseqlientemente, se um volume maior
de globulos vermelhos for transfundido em uma unidade de tempo, a hemolise pode
aumentar. Sugere-se que, nessas situacdes, o volume sanguineo transfundido deveria ser
a menor quantidade necessaria para manter o fornecimento adequado de oxigénio e ndo
necessariamente para alcancar um nivel arbitrario de hemoglobina. O volume total
transfundido ndo deve exceder 1 mL / kg / hora. Alguns estudos demonstraram que a
transfusdo de CH ndo resultou em um aumento significativo da hemolise e ndo ha
relatos que demonstraram de forma contundente a exacerbacdo da hemolise em
pacientes com AHAI. Ademais, a indicagdo para aquecer unidades de sangue antes da
transfusdo de pacientes com AHAI por anticorpos frios é controversa, e ha poucos
dados que indicam sua eficacia. Além disso, ndo foram realizados estudos para avaliar o
rendimento da transfusdo de hemacias em diferentes temperaturas. Quando
apropriadamente indicado, o aquecimento do sangue deve ser monitorado e controlado e
a extremidade do paciente escolhida para infusdo deve ser mantida aquecida.*

2.8.1 Aloimunizacao predispondo a formacao de autoanticorpos

Os relatos na literatura, acerca do desenvolvimento de AHAI em pacientes
aloimunizados surgiram no final da década de 70 e em meados de 1980, com as
publicacdes de Worlledge (afirmando que a aloimunizacdo persistente pode levar a
autoimunizacdo) e de Chaplin e Zarkowsky. Estes descreveram quatro pacientes com
Doenca Falciforme (DF) que desenvolveram AHAI e um quinto paciente desenvolveu
TAD positivo sem AHAI. Nos pacientes com AHAI, a anemia era grave, com altas
contagens de reticuldcitos e os cinco pacientes eram aloimunizados antes de
apresentarem autoanticorpos. Todos 0s pacientes responderam a terapia com
corticoesteroides e, apds a alta hospitalar, os TADs se tornaram negativos.> 3

Castellino e colaboradores revisaram 0s registros médicos de 184 pacientes
pediatricos com DF que haviam recebido mudltiplas transfusdes de CH. Eles
descobriram que 14 criangas (7,6%) desenvolveram autoanticorpos eritrocitarios
quentes (IgG). A exposicdo mediana a transfusdo, no momento da formacgdo dos
autoanticorpos, foi de 24 (3-341) unidades de CH. O desenvolvimento de
autoanticorpos foi associado a presenca de aloanticorpos. Os autores concluiram que a
formacdo de autoanticorpos quentes em associa¢do com transfusfes ndo € evento raro
em pacientes pediétricos com DF.®
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Young et al demonstraram uma prevaléncia de 34% de pacientes que
desenvolveram autoanticorpos contra anigenos de membrana eritrocitarios, numa
associagdo temporal com aloimunizacéo ap6s transfusdo sanguinea recente.*

2.8.2 Métodos de avaliacdo imunohematoldgica para selecdo de bolsas de CH
para transfuséo

a) Técnica da Diluigdo

E possivel selecionar uma aliquota do soro do paciente que reaja,
aproximadamente, 1+ no TAI e, em seguida, testar essa diluicdo contra um painel de
hemaécias. Por exemplo, um caso em que o aloanticorpo anti-c tinha um titulo de 64 e o
autoanticorpo um titulo de apenas 16: quando o soro ndo diluido foi testado, todas as
células reagiram 3+, porém, numa diluicdo 1:64 do soro do paciente, a reacdo foi de
apenas 1+. Embora essa técnica frequentemente forneca informacoes Uteis, ela é eficaz
apenas quando o aloanticorpo possui um titulo mais alto que o autoanticorpo.

b) Técnica da Adsorcao

A adsorcdo com hemacias autdlogas (“autoadsorcdo a quente™) € o método ideal
para a deteccdo de todos os aloanticorpos potencialmente significativos, pois usa 0s
eritrécitos do paciente para adsorver o autoanticorpo do soro, deixando apenas 0S
aloanticorpos. Isso torna-se relevante quando estdo presentes aloanticorpos clinicamente
significativos para antigenos de alta frequéncia. Uma outra vantagem da adsor¢do com
hemaécias autlogas, em comparacdo com as adsorcdes alogénicas, é a necessidade de
apenas uma amostra para a técnica, resultando num volume de soro remanescente
superior apds a adsorcao.

Para uma autoadsorcdo eficaz, parte do anticorpo que reveste as hemécias do
paciente deve ser removida antes do procedimento. Para conseguir isso, uma técnica de
eluicdo por calor foi usada originalmente; as hemécias eluidas foram, entdo, tratadas
com enzimas, a fim de aumentar a adsorcdo de autoanticorpos. Atualmente, utiliza-se de
substancias como enzimas (bromelina, ficina e papaina, tripsina, quimiotripsina) e
outras  solucbes com ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (2-ME), 2-
aminoetilisotiourénio (AET), as quais podem ativar ou inativar antigenos. H4, ainda,
uma solucdo, conhecida como ZZAP que ja contém DTT e enzima proteolitica papaina
ativada com cisteina, a fim de agilizar a execucao da técnica.

Embora pareca uma abordagem conservadora, aguardar trés meses apos a
transfusdo antes de se executar a técnica de autoadsorc¢do, ainda é o mais adequado. No
entanto, a técnica de adsorcao alogénica passa a ser 0 0 metodo de escolha para detectar
aloanticorpos em pacientes com AHAI e que necessitam de transfusdes repetidas.

2.8.3 Transfundindo o paciente com AHAI

Alguns servicos de hemoterapia ainda utilizam o termo “unidade menos
incompativel" na escolha de CH para pacientes com AHAI. Selecionam-se para a
transfusdo, unidades nas quais aloanticorpos foram identificados e adequadamente
contabilizados ou unidades baseadas no painel fenotipico. No entanto, como qualquer
unidade escolhida reage com o autoanticorpo do paciente, opta-se por dispensar aquela
bolsa que apresentou menos reagédo, oferecendo, dessa forma, uma maior seguranca para
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a realizacdo da transfusdo. Assim sendo, o termo “unidade menos incompativel” nio
deveria ser utilizado na préatica, pois ndo transmite informacdes sobre a extensdo dos
testes de compatibilidade realizados.

Em contrapartida, em alguns pacientes, o autoanticorpo nédo interfere no teste de
compatibilidade. Isso ocorre porque o autoanticorpo pode ser indetectavel no soro do
paciente, em razdo da adsorcdo total, ou apenas pode ser detectavel por técnicas mais
sensiveis daquelas executadas nos testes de rotina, dando, com isso, a impressdo de que
sera realizada uma transfusdo com hemacias doadoras compativeis.

2.8.4 AHAI grave apo6s transfusdo de CH

Poucos estudos avaliam, com consisténcia, a ocorréncia de AHAI grave apos a
transfusdo. Sosler e colaboradores descreveram dois pacientes com Doenga Falciforme,
histérico de mudltiplas transfusGes e que desenvolveram AHAI grave apds uma das
transfusdes de CH, cujos eritrécitos doadores ndo possuiam os antigenos contra os quais
0s pacientes apresentavam aloanticorpo. Em ambos os pacientes, a forca da reatividade
dos autoanticorpos aumentou apés a transfusdo e a hemoglobina para niveis de 1,5 g /
dL e 4,0 g / dL, respectivamente; os dois pacientes recuperaram-se ap0s terapia com
Prednisona.®’

2.9 Progndstico

Poucos estudos analisam, com propriedade, o tempo de sobrevida e a taxa de
mortalidade dos pacientes com AHAI. Numa série de casos relatados por Habibi et al,
em 1974, 80% dos pacientes apresentaram doenca aguda e transitéria sem ocorréncia de
Obitos, porém foi verificado uma taxa de mortalidade de 11,2% entre 0s casos crénicos.
Tais pacientes, geralmente, apresentavam distarbios associados, tais como:
trombocitopenia septicemia, infeccdo por citomegalovirus, aplasia da medula e
sindrome da imunodeficiéncia. A revisdo da literatura de Poschmann e Fischer, em
1985 averigou que a mortalidade por AHAI em criancas variava entre 10% a 28%,
enquanto que, nos adultos, oscilou entre 28% e 70%.*

No entanto, uma coorte que avaliou 154 casos de AHAI descreveu uma taxa de
sobrevida, 1 ano apds o diagndstico, em pacientes com AHAI- TAD negativa e com
AHAI-TAD positiva de 83% e de 88%, respectivamente.*®

Ademais, para Rattarittamrong e colaboradores, numa mediana de 53 meses de
acompanhamento, a sobrevida global dos pacientes com AHAI por anticorpos quentes
foi de 84%. Como fatores de risco independentes, destacaram-se a idade superior a 50
anos e malignidade; a sepse foi a causa mais comum de morte.*

Numa coorte que avaliou pacientes com Sindrome de Evans (AHAI associada a
plaquetopenia), a sobrevida média foi de 7,2 anos, sendo que na sindrome de Evans
primaria foi de 10,9 anos e, na secundaria, evidenciou-se sobrevida de 1,7 anos. Em
relacdo a taxa de mortalidade, a Sindrome de Evans secundaria superou qualquer outra
coorte, com uma sobrevida em 5 anos de 38%; dentre as causas de Obito, destaca-se:
sangramento, infecgdes e cancer hematolégico.*°
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3. MARCO CONCEITUAL

AHAI

Aloimunizados

Aloimunizados

SOBREVIDA

AHAI Primdria
e AHAI

Secundaria

Fonte: elaborado pela autora

4. HIPOTESE

Pacientes com AHAI e que possuem aloanticorpos apresentam menor sobrevida,
em relacdo aos pacientes com AHAI ndo aloimunizados.

5. JUSTIFICATIVA

A AHAI é uma doenca infrequente, com poucos estudos clinicos randomizados
para auxilio na definicdo das respostas e das melhores abordagens de tratamento.
Quanto aos aspectos relacionados a transfusdo de concentrado de hemacias nesses
pacientes (mortalidade, interferéncia de aloanticorpos), uma anélise mais minuciosa,
englobando o painel imuno-hematologico desses pacientes mostra-se imperativa, uma
vez que ajudara a tomada de deciséo na pratica clinica, implicando na melhoria da
assisténcia.

6. OBJETIVOS
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6.1 Objetivo principal:

Obijetiva-se descrever o perfil clinico-laboratorial, identificar os aspectos imuno-
hematoldgicos e avaliar sobrevida dos pacientes com AHAI aloimunizados e nédo
aloimunizados.

6.2 Objetivo secundario:

Verificar se os dados relacionados ao hemograma e ao DAT no momento do
diagndstico de AHAI exercem impacto na sobrevida global dos pacientes com a referida
enfermidade.

7- METODOS
7.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de coorte, retrospectivo, realizado através de coleta de
dados de prontuarios médicos, por meio de planilhas padronizadas, a partir de janeiro de
2000 até junho de 2019. Cada paciente recrutado teve o prontuério revisado por um
periodo de 6 meses a partir da data do diagndstico.

7.2 Contexto
7.2.1 Calculo de amostra, participantes do estudo e critérios de selecdo

Quando calculado o poder da amostra de 80% com um nivel de significancia de
5%, levando em consideracdo as prevaléncias de AHAI em pacientes com TAD
positivo, nos estudos de Pirofsky. (1975) e Lawrence e Petz (2004) e no intuito de
avaliar a mortalidade, o nimero da amostra a ser analisada é de 106.

Assim sendo, foram incluidos os pacientes com TAD positivo e critérios de
hemolise, corroborados por exames laboratoriais ao diagndéstico, e excluidos os que nao
tinham critérios de hemolise, ou ainda, que apresentem hemdlise, porém sem relacéo
direta com autoimunidade, como, por exemplo, as RHT. Ainda, ndo participaram do
estudo os individuos com TAD negativo.

Como limitagBes do estudo, destacam-se a amostra de conveniéncia e o fato de
tratar-se de uma analise retrospectiva.

7.2.2 Definicoes

Como j& mencionado anteriormente, na AHAI ndo ha critérios padronizados
para o diagndstico e para a avaliagdo da resposta, ocorrendo discrepancias entre 0s
autores. Esse trabalho utiliza os critérios que constam nas recomendacdes, publicadas
em 2017, no British Journal of Haematology.” Todavia, mesmo em tal publicacdo, ndo
hd posicionamentos determinantes para muitos dos aspectos que envolvem o
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diagnostico e a resposta aos tratamentos. Abaixo, serdo listados alguns dos critérios.
Com relagdo aos testes bioquimicos, o intervalo de referéncia utilizado pelo laboratério
do hospital, conforme recomendacéo do fabricante do equipamento da fase analitica, foi
considerado como parédmetro para o estabelecimento dos resultados. Para o diagndstico
de AHAI, necessita-se comprovar a existéncia de anemia, de hemdlise (bilirrubinas,
LDH, reticuldcitos) e de autoanticorpos. Os seguintes parametros foram considerados:

a) Hb < 12g/dL e VCM >100 fl (ambos sem diferenciacdo com relacédo a idade e ao
Sexo).

b) Bilirrubina indireta (Bl) aumentada (referéncia: 0,1 - 0,7 mg/dL).

¢) Reticuldcitos aumentados (referéncia 0,5-1,7%). Para a analise foi utilizado o valor
em %, apls correcdo pela formula: Hematdcrito x Reticulocitos/(40 ou 45). A
determinacéo do denominador varia conforme o sexo.

d) LDH normal ou aumentado (referéncia: até 247 U/L).

e) Leucacitos totais (referéncia: 3.600-11.000 p/L).

f) Mondcitos (referéncia: 100-1000 p/L).

g) AHAI é considerada severa, quando o nivel de Hb esta abaixo de 8,5 g/dL.

h) Considera-se resposta ao tratamento, um nivel de Hb maior que 10 g/dL, atingido
em 2-3 semanas. Também € admissivel como resposta o incremento da Hb (Hb>10
g/L) ap6s, no méximo 21 dias, reduzindo 20-30 mg da dose do corticosteroide por
mais 4-6 semanas e, depois, reduzindo 5mg por més até concluir o tratamento.

i) AHAI por anticorpos quentes: causada por autoanticorpos IgG ou 1gG+C3d, em
temperatura de 37° C.

J) AHAI por anticorpos frios: causada por autoanticorpos IgM ou IgA, ou C3d ou
IgG+C3d, em temperatura, geralmente, < 25° C.

k) AHAI mista: causada pela associacdo de autoanticorpos quentes e frios: 1gG + anti-I
ou anti-P ou IgM ou IgA, em temperatura > 30° C;

A estratificacdo da populacdo foi realizada, considerando a classificacdo da
Organizagdo Mundial da Satde (OMS)*, a qual aponta o inicio da idade adulta a partir
dos 20 anos. Para fins de anélise, quando oportuna, optou-se por dividir, conforme a
idade, em apenas dois subgrupos:

a) Menores de 20 anos: contempla criancas e adolescentes.

b) A partir de 20 anos: contempla adultos e idosos.

Com relacdo a avaliacdo imuno-hematoldgica, utilizou-se resultados dos testes de
TAD e de PAI (pesquisa e identificacdo de anticorpos irregulares) - técnicas em tubo e
em gel — verificados ao diagnostico e no periodo posterior, a fim de averiguar a
especificidade do aloanticorpo e do autoanticorpo.

7.3 Local de Execucéo do Projeto

O estudo se desenvolveu no Servico de Hemoterapia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.

7.4 Variaveis de Estudo

7.4.1 Fontes de dados
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As varidveis analisadas correspondem a raca, idade, sexo, peso, data do
diagndstico (considerada a data de realizagdo do TAD no Banco de Sangue) exames ao
diagnostico (Hb, contagem de reticulécitos e de mondcitos, LDH, bilirrubinas, anti-
HIV, anti-HCV, HBsAg, sorologia para Citomegalovirus e para Epstein-barr, TAD
direto), data da Ultima consulta ou registro de atendimento hospitalar, data do ébito,
tratamento(s) indicado(s) e a resposta observada, a realizacdo ou ndo de transfusdo de
concentrado de hemacias (CH), painel imuno-hematolégico (autoanticorpos e
aloanticorpos).

7.5 Analise Estatistica

Varidveis continuas foram avaliadas quanto a sua distribuicdo pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para aquelas com distribuicdo normal, a medida sumario foi expressa
como média e desvio-padrdo. Para aquelas com distribuicdo assimétrica, a descricao foi
realizada por mediana e intervalo interquartil (11Q). Varidveis categoricas foram
expressas como frequéncia absoluta relativa.

As comparagdes entre grupos envolvendo variaveis categoricas foi realizada
pelo teste exato de Fisher. E as varidveis continuas foram avaliadas com teste T de
Student ou U de Mann-Whitney, conforme distribuicéo.

A andlise de sobrevida para fatores categoricos foi realizada através das curvas
de Kaplan-Meier, com teste de log rank e, para fatores continuos, pela regressdo de
riscos proporcionais de Cox na forma univariada. Apos a avaliacdo inicial das variaveis,
foi construido um modelo multivariavel pela regressdo de Cox em uma estratégia
backwise. O modelo final foi avaliado quanto ao seu goodness-of-fit pela analise dos
residuos de Martingale, Deviance, Cox-Snell e Schoenfeld e as varidveis continuas
foram testadas quanto a sua linearidade pelo teste de verossimilhanca através da
estatistica -2 log L.

Os testes estatisticos foram realizados usando o Programa Statistical Package
for Social Sciences, versdo 22.0 (SPSS® Inc, Chicago, IL).

7.6 Aspectos Eticos

No gue tange aos aspectos éticos, o protocolo do presente estudo foi submetido e
aprovado pela Comissdo do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Médicas da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e pelo Comité de Etica e Pesquisa do Grupo
de Pesquisa (CAAE: 88718418418300005327) e Pos-graduacao do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre.

Os dados foram extraidos dos prontuarios e o Termo de Compromisso para Uso
de Dados, foi assinado por todos os pesquisadores e colaboradores envolvidos na
pesquisa; neste documento, 0s pesquisadores declararam cumprir 0s termos das
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos
(Resolucéo 466/12 do CNS).
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No presente estudo, ha o potencial risco, aos pacientes, de quebra de
confidencialidade dos dados de prontuério. Ademais, como ndo haveria a realizagéo de
novos exames e/ou procedimentos invasivos adicionais aqueles determinados pelos
médicos assistentes, no intuito de obter dados para a andlise de resultados, 0s pacientes
foram poupados da exposi¢do a outros potenciais fatores de risco, desencadeados pela
realizacéo do projeto proposto.
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ABSTRACT

Introduction: Autoimmune Hemolytic Anemia (AIHA) is characterized by hemolysis
caused by autoantibodies and corticotherapy is the initial treatment. However, many
patients with such disease do not respond to therapies and are considered refractory. The
aim of this study is to describe the clinical and laboratory profile, identify the
immunohematological aspects and evaluate the survival of alloimmunized and non-
alloimmunized AIHA patients. We also verify data related to the peripheral blood count
at the time of AIHA diagnosis and the of the Direct Antiglobulin Test (DAT) in the
overall survival of patients with this disease.

Materials and methods: This is a retrospective, single-site observational study that
included patients diagnosed with AIHA from January 2000 to June 2019. All
participants had laboratory data collected for 6 months from the date of diagnosis. The
study was performed through data collection of these patients, including children,
adolescents, adults and elderly, all with positive DAT and clinical features of hemolytic
anemia, with formation of autoantibodies. Epidemiologic data (race, age, sex and
weight), laboratory tests at diagnosis, response to treatments, profile of alloantibodies
and autoantibodies, red blood cell transfusion (RBC), and clinical evolution were
analyzed. Survival analysis for categorical factors was performed using Kaplan-Meier
curves, with logranktestand, for continuous factors, Cox proportional
hazards regression.

Results: The study involved 138 patients, most of them white and female. The median
age at diagnosis was 48.5 years (0.16-88), with 72.5% of the members (n = 100) in the
subgroup of those older than 20 years. In the total sample, 79 (57.2%) patients had
secondary AIHA, 60 adults and elderly. Regarding the erythrocyte phenotype, most
were from group A RhD positive (30.4%) and 1.4% had undetermined ABO; in order of
prevalence, the antigens follow: e (33.3%), C (28.3%), ¢ (20.3%). Furthermore, 33%
(25/75) of the patients had alloantibodies at the time of AIHA diagnosis and 40%
(16/40) detected the appearance of alloantibodies after. Approximately 28% (n = 39) of
the population died and the independent predictors of mortality evidenced were age
[Hazard Ratio (HR): 1.41 (1.18-1.69), monocytosis [HR: 3,56 (1.38-9, 19)], DAT
intensity at 3+ and 4+ [HR: 5.08 (1.15-22.47)] and IgM class autoantibody [HR: 6.59
(1.18-1.69).

Conclusion: The cumulative 10-year follow-up overall survival probability was 51%
(median survival not reached for this sample, and median follow-up was 39 months),
hypothetically because most of the population had severe AIHA. Monocytosis, IgM
class autoantibody and DAT intensity, had a significant impact in predicting mortality
in this population. In the other hand, alloimmunization at diagnosis and after was not
statistically significant. Finally, further work is needed to better elucidate the aspects
involved in key outcomes related to AIHA.

Keywords: Autoimmune hemolytic anemia, red blood cell transfusion, alloimmune,
survival
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INTRODUCTION

Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) is an uncommon entity characterized by
the binding of autoantibodies on the erythrocyte surface and consequent destruction via
complement system or reticuloendothelial system." The annual incidence is 1-3
cases/100,000 people and approximately 0.2 cases/1,000,000 in individuals under 20
years old.? The classification can be performed according to the temperature at which
the antibody reaction against the red blood cell membrane is triggered in idiopathic or
primary AIHA, where there is no correlation with the underlying disease and, in
secondary AIHA, when it is associated with other pathologies or with the use of
medications.® Because it is an infrequent and heterogeneous condition, there is no
consensus in the literature about the diagnostic criteria and the most effective
therapeutic strategy. Added to this, is the fact that little is known about the
pathophysiological mechanisms that permeate AIHA, and also about the factors that
may influence treatment response. This lack of knowledge concerning AIHA makes
difficult to identify patients at risk for refractory disease that will inevitably have their
overall survival reduced. In addition, further clarification is needed regarding the
involvement of the alloantibody in AIHA and its impact on treatment, response and
mortality. For those reasons, studies that identify peculiarities about the pathology in
question, as well as possible prognostic factors, are extremely relevant for clinical
practice, in order to provide more personalized care. Thus, the purpose of the research
was to investigate the clinical and laboratory profile, identify immunohematological
aspects and assess survival of patients with AIHA alloimmunized and not
alloimmunized. Also, to verify whether the intensity of the DAT or data related to the
peripheral blood count at the time of AIHA diagnosis predicts mortality in patients with
AlHA.

METHODS

This is a retrospective observational study, performed at the tertiary care hospital
of Porto Alegre (HCPA), with 833 hospitalization beds, located in southern Brazil. The
patients with AIHA from January 2000 to June 2019 were included, in which each
individual had laboratory data collected for 6 months, based on the diagnosis of the
disease - determined by the date of positivity of the DAT. Within this six-month period,
data related to Hb, leukocyte, monocyte, transfusion, and pharmacological therapy
levels were also acquired at 14 days, 21 days, 60 days, 90 days and 180 days after
diagnosis. The study was performed by collecting information from electronic medical
record system, without age restriction, but with positive DAT and clinical features of
autoantibody forming hemolytic anemia. Epidemiologic data (race, age and gender),
laboratory tests at diagnosis, response to treatments, alloantibody and autoantibody
profile, RBC transfusion, and survival were analyzed.

Patients

Patients of any age and gender with positive DAT (tube or gel technique) and
with hemolysis criteria (increased indirect bilirubin, reticulocytosis and normal or
increased Lactic Dehydrogenase [LDH]), corroborated by laboratory tests at
diagnosis, were selected. Patients with: positive DAT without hemolysis or those with
hemolysis but not directly related to autoimmunity, such as Transfusion Hemolytic
Reactions (THR), were excluded. Neither were patients with negative DAT
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included. The study was approved by the HCPA Research Ethics Committee (REC)
(CAAE: 88718418418300005327). The mode of inclusion of the study participants is
illustrated in Figure 1.

Definitions and Ratings

As previously mentioned, there are no standardized criteria for diagnosis and
assessment of response in AIHA, with discrepancies among the authors. This paper uses
the criteria estabilished by Hill et al, 2017.* However, even in such a publication, there
are no determining positions for many of the aspects that involve diagnosis and
response to treatments. The Table 1 shows the reference ranges for the analytes used in
this article.

Regarding biochemical tests, the reference range used by the hospital laboratory, as
recommended by the analytical phase equipment manufacturer, was considered as a
parameter for the establishment of the results. For the diagnosis of AIHA, it is necessary
to prove the existence of anemia, hemolysis (bilirubins, LDH, reticulocytes) and
autoantibodies.

The AIHA is considered severe when the hemoglobin (Hb) level is below
8.5g/dL. The response to treatment is to achieve greater than 10 g/dL Hb in 2-3 weeks
and maintain the response after the corticosteroid discontinuation; also, commonly,
response is acceptable as the increase of Hb (> 10 g / L) after a minimum of 21 days,
with a reduction in the corticosteroid dose by 20-30 mg for 4-6 weeks and then reduced
to 5 mg per month until the end of treatment. The warm antibodies AIHA is caused
by IgG or 1gG+C3d autoantibodies at 37°C; the cold antibodies AIHA is caused
by IgM or IgA autoantibodies, or C3d or IgG + C3d, at temperature generally < 25°C
and, the mixed AIHA is caused by the combination of warm and cold
autoantibodies: 1gG + anti-I or anti-P or IgM or IgA, at temperature > 30°C.

The population stratification was performed, considering the classification of the
World Health Organization (WHO), *which indicates the onset of adulthood from 20
years. For purposes of analysis, when timely, it was decided to divide, according to age,
into only two subgroups: under 20 years (children and adolescents) and from 20 years
(adults and elderly).

Regarding the immunohematological evaluation, results from DAT and RIA tests
(research and identification of irregular antibodies) were used, verified at diagnosis and
in the subsequent, in order to ascertain the specificity the alloantibody and
autoantibody. The DAT techniques used were in the tube method [preparing to test a
5% suspension of erythrocytes in saline, transferred to a tube drop of a suspension of
erythrocytes and wash three times with brine. Drip one drop of human anti-
globulin serum (preferably polyspecific) into the washed red blood cells, homogenize,
centrifuge and read, observing the presence (positive result; ranges from 1+ to 4+) or
absence of agglutination (negative result)] and by the gel method [prepair a 1% red cell
suspension, centrifuge the tube with the sample to settle the red cells, add dilution
solution (as recommended by the kit manufacturer), add 10 pL of centrifuged red blood
cells, pipette 50 pL of suspension into microtube of Coombs- specific card (according
to kit manufacturer), centrifuge and read, observing presence (positive: ranges from 1+
to 4+) or absence of aglutination (negative result)].

Statistical Analysis
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When calculating the 80% sample power with a significance value of p <0.05,
taking into account the prevalence of AIHA in patients with positive DAT,
in Pirofsky's studies ®and Lawrence and Petz "and in order to evaluate mortality, the
sample size to be analyzed is 106.

Continuous variables were evaluated for their distribution by the Shapiro-
Wilk test. For those with normal distribution, the summary measure was expressed as
mean and standard deviation. For those with asymmetric distribution, the description
was performed by median and interquartile range (IQR) from P25 to P75. Categorical
variables were expressed as relative absolute frequency.

Comparisons between groups involving categorical variables were performed by
Fisher's exact test. Continuous variables were assessed using T-test Student or Mann-
Whitney as distribution.

Survival analysis for categorical factors was performed using Kaplan-Meier
curves, with log rank test and, for continuous factors, by univariate Cox proportional
hazards regression. After the initial evaluation of the variables, a multivariable Cox
regression model was built in a backwise strategy. The final model was evaluated
for goodness-of-fit by analysis of the Martingale, Deviance, Cox-Snell
and Schoenfeld residues and continuous variables were tested for their linearity by the
likelihood test using the -2 log L. statistic.

Statistical  tests were  performed using the Statistical Package for
Social Sciences Program, version 22.0 (SPSS® Inc, Chicago, IL).

RESULTS
Study Sample

The study included a population of 138 patients, consisting of approximately
90% Caucasians and 57% female. The median age at diagnosis was 48.5 years (0.16-
88), with 72.5% of the members (n = 100) in the subgroup of those older than 20
years. In the total sample, 79 (57.2%) of the patients had secondary AHAI, being 60
adults and elderly, with the following underlying diseases: 19 had some rheumatologic
disorder or other autoimmune disease (87.5% with Systemic Lupus Erythematosus
[LES]); 16 had hematological disorders (10 with
Chronic Lymphocytic Leukemia [CLL], 5 with Non-Hodgkin Lymphoma [NHL] and 1
post Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation [HSCT] ;9 patients had
Acquired Immunodeficiency Syndrome [HIV/AIDS]; 8 had active C-virus hepatitis
[HCV]; 2 patients had infection by hepatitis B virus [HBV], other 2 cytomegalovirus
[CMV] and 1 patient with Epstein - Barr virus [EBV] infection. Finally, 2 patients had
solid organ neoplasms and one had a kidney transplant.

Regarding the group of patients under 20 years (n = 38), 19 had secondary
AIHA, related to the following pathologies, in order of prevalence: SLE,
post Allogeneic HSCT, HIV/AIDS, EBV infection, Vitiligo, CMV infection
and Autoimmune Sclerosing Cholangitis. The Table 2 shows more characteristics of the
study population.

In the total research population, 94% (n = 13) of AIHA
with associated thrombocytopenia were found, characterizing Evans Syndrome.
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Laboratory Profile

At diagnosis, the following parameters were found (expressed as 75"
percentile): Hb 7.8 g/dL, MCV: 107 fl, total leukocytes: 11.660 /L, monocytes: 850
W/L, total bilirubin (TB): 4 mg/dL, indirect bilirubin (1B): 2.4 mg/dL (0.1-1.2), LDH:
1.510 U/L and a reticulocyte index of 10,4%. The Table 3 illustrates the median Hb,
WBC and monocytes within 6 months.

Immunohematological and Transfusion Profile

Of the 102 patients in whom information was available, 13.8% (n=19) had
received RBC transfusion prior to AIHA diagnosis. At the onset of the disease, 59.4%
(n=82) of the patients received allogeneic transfusions and 43.5% (n=60) of the
individuals in the total study population had the autologous red blood cell phenotype
identified. Regarding the phenotype, most were from group A positive RhD (30.4%)
and 1.4% had an undetermined ABO; in order of prevalence, follow the antigens found:
e (33.3%), C (28.3%), c (20.3%), Jk:(14.5%), E (13%), Fy:(10.9%), Fy*(10.9%), S
(9.4%), D (8.7%), s (8%), Jk*(7.2%), Kell (6.5%), Sm (4.3%), N (3.6%); M
(2.9%), Le*(2.2%), finally Le*(0.7%). Approximately 35% of women had previous
pregnancies.

Considering the DAT, 79% (n = 109) presented intensity of 3+ and 4+ and the
autoantibodies  profile are expressed inFigure 2. Anti-D, anti-e and anti-
C autoantibodies have been detected, known in the literature as possible imitators of
alloantibodies. In addition, 33% (25/75) had alloantibody at the time of AIHA diagnosis
and 40% (16/40) had a posteriori appearance, whose frequencies are shown in Figure 3.

The cumulative total RBC transfusion in the sample over the 6-month follow-up
period, recorded in hospital records since AIHA diagnosis was on average 2.02 units
(SD: 2.81).

Responses to Treatment

About 60% (n = 88) of the study population responded to treatment and 25.5%
(23/90) had negative DAT, indicating impact on survival (p=0.003 and p=0.036,
respectively). Splenectomy required 14.5% of the patients, and in three of them,
the pathological examination revealed the presence of Splenic Non-Hodgkin's
Lymphoma. The types of pharmacological treatment, as well as the frequency of
patients related to the follow-up period, are shown in Table 4.

Survival

The cumulative 10-year follow-up overall survival probability was 51% (median
survival not reached for this sample, and median follow-up was 39 months).

The factors associated with survival in the analysis univariate were hematologic
response, class antibodies IgM (compared to other classes of antibodies), DAT
negativity during treatment, age at diagnosis, MCV and monocyte count
(p<0.05). Factors for which no association was found in the univariate analysis were
gender, ethnicity, transfusion at diagnosis, type of
treatment, IgG and IgA class antibodies, presence of alloantibody at diagnosis,
appearance of new alloantibody after diagnosis, hematological, autoimmune or
rheumatologic disease, HIV/AIDS, HCV, Hb level, LDH, TB, IB, weight and total RBC
transfusion at 6 months. Details on some variables analyzed by Cox regression are
shown in Table 5.
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In the final multivariable model, the following factors were maintained:
categorized DAT intensity, response to treatment, IgM class antibodies, age at diagnosis
and presence of monocytosis. The magnitudes of the association measures are also
described in Table 5 and the total mortality curves are shown in Figure 4.

DISCUSSION

Currently, most of the published works refer to reports, case series and
cohorts; these basically emphasize the clinical characteristics and pharmacological
treatment employed in the AIHA population. Adds to that the fact that few papers have
set out to analyze the aspects immunohaematological involved in the disease in
question, however, no study to date has sought correlations between AIHA
characteristics and survival. Faced with this, our study aimed to know the clinical,
laboratory and immunohematolical aspects of the population with AIHA assisted and
analyze factors that could have an impact on mortality and survival of these patients.

Regarding the hemolytic profile, the medians of Hb and reticulocytes were
similar to the parameters of such analytes in the Mexican cohort of 89 patients (the first
that evaluated the characteristics of patients with AIHA in the Latin American
population). However, the present study was higher than LDH and lower than TB and
IB. ®Most patients with both primary and secondary AIHA had Hb <8.5g/dL at
diagnosis, being considered severe AIHA and warm autoantibodies predominated. The
intensity of DAT 3+ and 4+ and the presence of IgM autoantibody significantly
contributed to mortality.

It was found that 33% (25/75) of the patients had alloantibodies at the time of
AIHA diagnosis and in 40% (16/40) the appearance of alloantibodies after
diagnosis. These prevalences are similar to those in the literature, in which alloantibody
rates ranging from 12-40% in AIHA by warm antibodies were found in Caucasians. °It
is known that the specificity of these antibodies (commonly class IgM) is against the Rh
antigen system, and the DCe and phenotype most frequent in caucasians and Dce in the
black race. In addition, genetic factors may influence the risk of alloimmunization, with
the expression or suppression of some types of alleles related to erythrocyte antigens. *°
Currently, thirty-six blood group systems are known, each consisting of one or more
antigens, which are controlled by a single gene or homologous genes, totaling three
hundred and sixty antigens recognized by the International Society of Blood
Transfusion. *In the study population, the presence of anti-D, anti-e and anti-
C autoantibodies, known in the literature as possible imitators of alloantibodies, by
masking membrane antigens may be considered as alloantibodies. If the patient is in
remission of AIHA and a new DAT is performed, such antibody will disappear,
denoting the nature of autoantibody.

According to the literature and corroborated by the publication by Takahashi et
al., AIHA can increase MCV above 130 fl, since it correlates with the percentage
of reticulocytes and the occurrence of abrupt severe hemolysis.*? In the present study,
MCV assessed at the time of AIHA diagnosis contributed to mortality [HR: 1.044
(1.004-1.087)].

Concerning monocytes, the suspicion that they participate in the scenario of
inflammatory reactions by regulating Treg lymphocyte expression and 1L-10 release has
been addressed.*® However, in hematology, studies related to Sickle Cell Disease (SCD)
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suggest the possibility that circulating monocyte subtypes present differences in FcyR1
expression, playing a role in alloimmunization.** Regarding AHAI, a case was reported
in an HIV/AIDS patient with Hb: 1g/dL, MCV: 110 fl and RBC transfusion refractory,
where almost all red blood cells were visualized, through Monocyte Monolayer Assay,
inside macrophages.™ In our study, monocytosis contributed to the population not
reaching overall survival.

Regarding response to treatment, a rate of 63,7% (n = 88) was found, which
is below most studies reflecting data of 80-84.3%.2 One of the hypotheses would be the
presence of the alloantibody, allowing the emergence of the mixed or cold behavior
autoantibody, since there were patients alloimmunized at diagnosis and also those who
acquired alloantibody, denoting an alloantibody-induced AIHA. In literature, it tends to
respond to corticosteroids if the causative autoantibody is warm; however, if it is cold,
the response tends to be launched with the use of Rituximab,™ but the pathogenesis of
autoantibody formation after RBC transfusion is not well understood.” In our
study, anti-E was the most prevalent alloantibody at diagnosis, and afterwards, anti-
D and anti-C had increased. These types of antibodies are described in the literature as
predominantly IgM class, a fact that may be related to the increase of mortality in the
population in question.’” Furthermore, eriptose - reflected by the reticulopenia - may
occur more frequently in AIHA autoantibody IgA or IgM, requiring the addition
of erythropoietin to corticosteroids in order to inhibit such a phenomenon and,
therefore, get treatment response.*®

Paradoxically to the publication by Rattarittamrong et al,"® where at a median
of 53 months of follow-up the overall survival of patients with AIHA by warm
antibodies was 84%, our sample did not reach the median of survival at a 39-month
follow-up. This was hypothetically due to the fact that the majority of the population
has severe AIHA, in addition to the impact exerted by factors such as age, monocytosis,
DAT intensity and the presence of IgM autoantibody, whereas alloimmunization at
diagnosis and after was not statistically significant.

The prevalence of splenectomized patients was 14%, similar the GIMEMA
group with 10%.%°

Approximately 3% of AIHA have negative DAT. The most common causes for
this are: red blood cell- bound IgG below the detection limit of the test; erythrocyte
membrane-bound IgA and IgM that are not detectable by most routine reagents used for
DAT and low affinity 1gG autoantibodies, eliminated during red blood cell washing.?
Therefore, one of the limitations of the study, besides the fact that it was performed
through the review of medical records, was that it did not cover patients with AIHA and
negative DAT.

CONCLUSION

Despite been a retrospective study not including AIHA with negative TAD, our
study is the first to link clinical, laboratory and immunohematological nuances with
mortality, seeking predictors for this outcome in patients with AIHA. Initial analysis of
the blood count - simple and easily accessible test - with particular attention to MCV
and monocyte level, may assist in determining the patient profile regarding prognosis.
In addition, patient follow-up through DAT, reaching negativity, may contribute to
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survival gains, probably due to a more intense monitoring of the autoantibody profile,
allowing early changes in the therapeutic strategy.
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Figure 1 - Selection of patients
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Table 1 — Reference ranges for the analytes used in this article

Parameters Reference values

Hemoglobin (Hb) < 12g/dL" no age or gender differentiation
MCV > 100 1l no age or gender differentiation
Increased indirect bilirubin (IB) 0.1-0.7 mg/dL

Reticulocytes increased 0.5t0 1.7%"

Normal or increased Lactic Dehydrogenase  up to 247 U/L

(LDH)

Total leukocytes 3,600-11,000 p/L

Monocytes 100-1000 p/L

* ATHA is considered severe when the Hb level is below 8.5g/dL. "we used the % value after correction
by the formula: Hematocrit x Reticulocytes/40 or 45 (denominator determination varies by gender)
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Table 2- Characteristics of the study population

< 20 years >20 years
Primary AIHA N=59 (42,7%) N=19 (13,8%) N=40 (29%)
Hb<8,5 g/dL 18/19 (94,7%) 31/40 (77,5%)
Monocytes > 1000u/L 5/19 (26,3%) 5/40 (12,5%)
Warm autoantibody 16/19 (84,2%) 30/37 (81%)

Cold autoantibody 0 6/37 (16,2%)

Mixed 3/19 (15,8%) 1/37 (2,7%)

Presence of alloantibodies at diagnosis 7/12 (58,3%) 8/35 (22,8%)
RBC transfusion before diagnosis 3/19 (15,8%) 5/35 (14,3%)
Previous pregnancy 1/19 (5,3%) 18/40 (45%)

RBC transfusion* 31 40

DAT negativity 5/11 (45,4%) 5/17 (29,4%)
Splenectomy 2/19 (10,5%) 9/40 (22,5%)
Response 9/19 (47,4%) 21/40 (52,5%)
Death 3/19 (15,8%) 11/40 (27,5%)

Secondary AIHA N=79 (57,2%) N=19 (13,8%) N= 60 (43,5%)

Hb<8,5 g/dL 12/19 (63,1%) 47160 (78,3%)

Monocytes > 1000u/L 7/19 (36,8%) 9/60 (15%)
Warm autoantibody 16/19 (84,2%) 45/53 (84,9%)

Cold autoantibody 0 5/53 (9,4%)

Mixed 3/19 (15,8%) 3/53 (5,7%)
Presence of alloantibodies at diagnosis 3/16 (18,7%) 14/44 (31,8%)
RBC transfusion before diagnosis 3/18 (16,7%) 8/43 (18,6%)
Previous pregnancy 1/19 (5,3%) 26/60 (43,3%)

RBC transfusion* 53 146

DAT negativity 4/12 (33,3%) 8/25 (32%)
Hematologic disease 3/19 (15,8%) 16/60 (26,6%)
Rheumatologic disease 7/19 (36,8%) 16/60 (26,6%)
HCV in activity 0 8/60 (13,3%)

AIDS 3/19 (15,8%) 9/60 (15%)

CMV Infeccion 1/19 (5,3%) 2/60 (3,3%)

EBV Infeccion 2/19 (10,5%) 1/60 (1,7%)

Splenectomy 1/19 (5,3%) 6/60 (10%)
Response 13/19 (68,4%) 35/60 (58,3%)

Death 1/19 (5,3%) 21/60 (35%)

*Total Red Blood Cel (RBC) units per group within 6 months of follow-up. AIHA: Autoimmune
Hemolytic Anemia Hb: hemoglobin. DAT: Direct Antiglobulin Test. HCV: hepatitis C virus. CMV:

Cytomegalovirus. EBV: Epstein-barr virus.
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Table 3- Median hemoglobin, leukocytes and monocytes during follow-up

DO D+14 D+21 D+60 D+90 D+180
Hemoglobin (g/dL) 7.8 0.8 11.2 125 12.9 12.6
Leukocytes (/L) 11.660 11.247 11.315 10.820 11.565 9.687
Monocytes (/L) 850 869 780 732 772 741

Data expressed in percentile75. DO (at diagnosis), D + 14 (14th day after diagnosis), D + 21 (21st day after
diagnosis), D + 60 (60th day after diagnosis), D + 90 (90th day after diagnosis), D + 180 (180th day after diagnosis)
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Figure 2- Prevalence of autoantibodies at diagnosis
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Figure 3- Prevalence of alloantibodies at diagnosis and after diagnosis
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Table 4- Types of treatments verified within 180 days of diagnosis

DO D+14 D+21 D+60 D+90 D+180
Corticosteroid 113 (81,9%) 99 (71,7%) 91 (65,9%) 63 (45,7%) 57 (41,3%) 39 (28,3%)
Rituximab 2 (1,4%) 4 (2,9%) 6 (4,3%) 5 (3,6%) 3 (2,2%) 6 (4,3%)
Corticosteroid + 10 (7,2%) 5 (3,6%) 3 (2,2%) 4 (2,9%) 1 (0,7%) 3 (2,2%)
IVIG*
Others** 13 (9,4%) 13 (9,4%) 18 (13%) 19 (13,8%) 17 (12,3%) 19 (13,8%)
No treatment 0 1 (0,7%) 1 (0,7%) 18 (13%) 31 (22,5%) 41 (29,7%)

DO (at diagnosis), D + 14 (14th day after diagnosis), D + 21 (21st day after diagnosis), D + 60 (60th day after
diagnosis), D + 90 (90th day after diagnosis), D + 180 days (180th day after diagnosis) * IVIG: human
immunoglobulin ** Treatments specific to secondary disease and other immunosuppressants
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Table 5 - Univariate analysis and Cox multivariate model for mortality outcome

HR 1C95% p HR 1C95% p
MCV (fl)* 1,044 1,00-1,09  p=0,033
Leukocytes/1000 p/L 1,005 1,00-1,01  p=0,033
Monocytes/1000 /L 1,13 1,02-1,26  p=0,020 3,564 1,38-9,19  p=0,009
Age/10 years 1,339 1,15-1,56 p< 0,001 1,417 1,18-1,70 p< 0,001
IgM Antibody 3,292 1,25-8,63 p=0,015 6,596 1,98-21,93 p=0,002
DAT** (1+ e 2+) 1 - -
DAT™ (3+e4+) 1,11 0,49-2,53  p=0,803 5086  1,15-22,47  p=0,032
Response to treatment 0,317 0,14-0,73 p= 0,007 0,271 0,11-0,64 p= 0,003
Hemoglobin (g/dL) 0,961 0,83-1,11  p=0,584
Reticulocytes (%) 0,957 0,90-1,02 p=0,160
Total Bilirrubin (mg/dL) 1,005 0,90-1,12  p=0,928
Indirect Bilirrubin 0,988 0,86-1,14 p= 0,867
(mg/dL)
Latic Dehydrogenase 1 1,00-1,00 p=0,211
(U/L)
RBC transfusion 1,122 0,95-1,29 p=0,170
(unit)™

“Mean Corpuscular Volume ~ Direct Antiglobulin Test ~ Total transfusion of red blood cell units within
6 months of follow-up. The Monocytes variable was stratified (Monocytes < or equal to 1000 x
Monocytes> 1000) in the multivariable model because it did not meet the assumption of linearity of the

association.
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Figure 4 - Total mortality curves stratified by the presence of IgM autoantibody,
treatment response, monocytosis and DAT intensity after Cox multivariate
analysis. a)lgM class autoantibody, b)Response to treatment, c)Monocytes at
diagnosis, d)DAT intensity at diagnosis
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10. ANEXO 1: STROBE

STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports of cohort

studies
Item
No Recommendation

Title and abstract 1 (2) Indicate the study’s design with a commonly used
term in the title or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced
summary of what was done and what was found

Introduction

Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the
investigation being reported

Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified
hypotheses

Methods

Study design 4 Present key elements of study design early in the paper

Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates,
including periods of recruitment, exposure, follow-up,
and data collection

Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and
methods of selection of participants. Describe methods
of follow-up
(b) For matched studies, give matching criteria and
number of exposed and unexposed

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors,
potential confounders, and effect modifiers. Give
diagnostic criteria, if applicable

Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and

measurement details of methods of assessment (measurement).
Describe comparability of assessment methods if there
is more than one group

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of
bias

Study size 10 Explain how the study size was arrived at

Quantitative variables 11 Explain how guantitative variables were handled in the
analyses. If applicable, describe which groupings were
chosen and why

Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those
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used to control for confounding

(b) Describe any methods used to examine subgroups
and interactions

(c) Explain how missing data were addressed

(d) If applicable, explain how loss to follow-up was
addressed

(e) Describe any sensitivity analyses

Results

Participants

13*

(@) Report numbers of individuals at each stage of
study—eg numbers potentially eligible, examined for
eligibility, confirmed eligible, included in the study,
completing follow-up, and analysed

(b) Give reasons for non-participation at each stage

(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive data

14*

(a) Give characteristics of study participants (eg
demographic, clinical, social) and information on
exposures and potential confounders

(b) Indicate number of participants with missing data
for each variable of interest

(c) Summarise follow-up time (eg, average and total
amount)

Outcome data

15*

Report numbers of outcome events or summary
measures over time

Main results

16

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable,
confounder-adjusted estimates and their precision (eg,
95% confidence interval). Make clear which
confounders were adjusted for and why they were
included

(b) Report category boundaries when continuous
variables were categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative
risk into absolute risk for a meaningful time period

Other analyses

17

Report other analyses done—eg analyses of subgroups
and interactions, and sensitivity analyses

Discussion

Key results

18

Summarise key results with reference to study
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objectives

Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account
sources of potential bias or imprecision. Discuss both
direction and magnitude of any potential bias

Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results
considering objectives, limitations, multiplicity of
analyses, results from similar studies, and other
relevant evidence

Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the
study results

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders

for the present study and, if applicable, for the original
study on which the present article is based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives
methodological background and published examples of transparent reporting. The
STROBE checklist is best used in conjunction with this article (freely available on the
Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal
Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/).
Information on the STROBE Initiative is available at http://www.strobe-statement.org.
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