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RESUMO

A compatibilizagdo dos antigenos eritrocitarios entre doadores e receptores nas transfusdes
sanguineas é importante, uma vez que evita a aloimunizagéo e reduz o risco de reac¢des pos
transfusionais. Garantir hemocomponentes para individuos com fendétipos eritrocitarios raros
pode ser um desafio, pois ha dificuldade tanto na caracterizacdo do paciente quanto na
identificacdo de doadores compativeis. Este estudo teve como objetivo disponibilizar para a
Fundagcdo Hemominas (FH), Unico banco de sangue publico de Minas Gerais, ferramentas
baseadas em biologia molecular para auxiliar na caracterizacdo de doadores e pacientes
com fendtipos eritrocitarios raros. Em relacéo a triagem de doadores, foram desenvolvidos
métodos baseados na PCR em tempo real para a genotipagem dos alelos DO*HY (sistema
Dombrock) e DI*A/DI*B (Sistema Diego) em amostras individuais ou agrupadas (pools de
cinco amostras). Os métodos desenvolvidos mostraram-se sensiveis e reprodutiveis. A
genotipagem de 457 amostras de doadores de sangue demonstrou que as frequéncias dos
alelos DI*A e DO*HY em Minas Gerais (1,09% e 1,53%, respectivamente) sdo tdo baixas
guanto as observadas em outras regides brasileiras. A genotipagem DI*A/DI*B também foi
realizada para 58 doadores fenotipados como Di?+ pela Central de Imuno-hematologia da
Fundacéo Hemominas (CIH-FH) e todos foram DI*A/DI*B, confirmando a dificuldade em obter
doadores Di(a+b-) em nossa populacdo. Dados de raga/cor autodeclaradas dos doadores de
sangue foram obtidos do banco de dados da FH para avaliar a utilidade de sua aplicacdo na
triagem de doadores raros. Nao foram observadas diferencas significativas nas frequéncias
dos alelos DI*A, DI*B e DO*HY, comparando os grupos autodeclarados brancos em relacao
aos pretos e pardos. Ampla variacdo dos percentuais de ancestralidade genémica africana e
europeia foi observada em individuos de diferentes gendtipos, bem como dos diferentes
grupos de raca/cor autodeclarada. O Unico individuo com gendétipo raro DO*HY/DO*HY
incluido neste estudo foi autodeclarado branco e apresentou ancestralidade genémica 43,5%
africana e 46,3% europeia, ainda que esse alelo seja caracteristico de populacdes africanas.
Desta forma, embora tanto a raca/cor autodeclaradas quanto certos alelos de grupo
sanguineo estejam associados a ancestralidade, o uso de critérios étnico-raciais para auxiliar
na triagem de doadores raros em popula¢@es altamente miscigenadas pode ser desafiador.
Em relac@o aos pacientes, andlises moleculares de alelos dos sistemas Gerbich, Diego, Vel
e Duffy foram padronizadas de acordo com protocolos disponibilizados na literatura e
aplicados da resolucao de casos nos quais havia suspeita de aloimunizacao contra antigenos
de alta frequéncia. Foram analisados sete pacientes sendo que para quatro deles foi
confirmada a aloimunizagdo associada a um fenotipo raro. Os resultados obtidos foram Uteis
na elucidacdo desses casos. Desta forma, podemos concluir que os resultados obtidos no
presente estudo sdo de grande utilidade, podendo ser aplicados para a melhoria da seguranga
transfusional em Minas Gerais. Os testes desenvolvidos no presente estudo serdo
disponibilizados para implementacdo na CIH-FH, onde poderé&o ser aplicados para a triagem
e confirmacéo de fendétipos raros em doadores e receptores de hemocomponentes.

PALAVRAS-CHAVE: Sistema de grupos sanguineos; Diego; Dombrock; Gerbich; Vel; Duffy;
Fenotipo raro; Genotipagem; Aloimunizacdo; Ancestralidade.
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ABSTRACT

Compatibility of red blood cell (RBC) between donors and patients is important to reduce the
risk of post-transfusion hemolytic reactions. Ensuring hemocomponents for individuals with
rare erythrocyte phenotypes can be challenging, since it is difficult to characterize patients and
identify compatible donors. This study aimed to implement on Fundagdo Hemominas (FH), the
only public blood bank of Minas Gerais, molecular biology methods to assist in the
characterization of donors and patients with rare RBC phenotypes. Regarding donor
screening, methods based on real-time PCR were developed for genotyping of the DO*HY
(Dombrock system) and DI*A/DI*B (Diego System) alleles in individual samples or in pools of
five samples. Sensitive and reproducible methods were developed. The genotyping of 457
blood donors showed that the frequencies of the DI*A and DO*HY alleles in Minas Gerais
(1.09% and 1.53%, respectively) are as low as those observed in other Brazilian regions.
DI*A/DI*B genotyping was also performed for 58 blood donors phenotyped as Di?+. All these
donors presented the genotype DI*A/DI*B, confirming the difficulty in obtaining Di(a+b-) donors
in our population. Self-reported race/skin color data from blood donors were obtained from the
FH database to assess its applicability in the screening rare donors. No significant differences
were observed in the frequencies of the DI*A, DI*"B and DO*HY, comparing the self-declared
white donors with those black and brown. Wide variation in percentages of African and
European genomic ancestry was observed in individuals of different genotypes or self-declared
race/color groups. The only individual with a rare DO*HY/DO*HY genotype included in this
study was self-declared white and had 43.5% African and 46.3% European genomic ancestry,
although this allele is characteristic of African populations. Thus, while both self-reported
race/color and certain blood group alleles are associated with ancestry, the use of ethnic-racial
criteria to assist in screening rare donors in highly mixed populations can be challenging. For
patients, molecular analyzes of the Gerbich, Diego, Vel and Duffy blood group systems were
standardized and applied to the resolution of cases in which alloimmunization against high
frequency RBC antigens was suspected. Seven patients were analyzed, and in four of them
alloimmunization associated with a rare phenotype was confirmed. The results obtained were
useful in elucidating these cases. Thus, we can conclude that the results obtained in this study
are very useful and can be applied to improve transfusion safety in Minas Gerais. The tests
developed in this study will be available for implementation at the Immunohematology
Laboratory of the Fundacdo Hemominas, where they may be applied for screening and
confirmation of rare RBC phenotypes in blood donor and recipient, in order to increase
transfusion safety.

KEYWORDS: Blood group system; Diego; Dombrock; Gerbich; Vel; Duffy; Rare phenotype;
Genotyping; Alloimmunization; Ancestry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Antigenos eritrocitarios e sistemas de grupos sanguineos

A membrana do eritrocito é composta predominantemente por lipideos, proteinas e
carboidratos (COVAS, LANGHI JUNIOR e BORDIN, 2007). Sua superficie externa contém
antigenos de grupos sanguineos, que podem ser proteinas, glicoproteinas ou carboidratos,
0s quais podem estar ligados em glicoproteinas ou glicolipideos. Estes antigenos sé&o
estruturas herdadas geneticamente e sao polimorficos. Grande parte das variantes genéticas
associadas a antigenos de grupos sanguineos sao decorrentes de uma ou mais substituicdo
de nucleotideo Unico, porém outros mecanismos podem proporcionar a geracao de
polimorfismos de grupos sanguineos, como a delecdo do gene, delecdo ou insercdo de um
ou mais nucleotideos e recombinacao intergénica. Uma grande parte desses antigenos esta

agrupada em sistemas sanguineos (HARMENING, 2015).

Os sistemas de grupos sanguineos, de acordo com a Sociedade Internacional de
Transfusdo Sanguinea (ISBT), sdo constituidos de um ou mais antigenos controlados em um
Gnico locus génico ou por dois ou mais loci intimamente ligados. Quando os antigenos ndo se
enguadram nas especificacbes de um sistema, mas possuem relacao soroldgica, bioquimica
ou genética, eles sdo alocados em colecdes. H4 antigenos, entretanto, que ndo compreendem
parametros para ser implantado em sistemas ou cole¢fes. Estes antigenos sao situados em
séries contendo antigenos de baixa frequéncia (série 700) ou alta frequéncia (série 901)
(DANIELS et al., 2004).

O primeiro sistema de grupo sanguineo descrito, sistema ABO, foi descoberto em 1901
por Karl Landsteiner (SIMON et al., 2016). A partir de entdo, uma série de outros sistemas
foram descritos e ainda hoje, ap6s passar um pouco mais de um século da descoberta do
sistema ABO, outros sistemas ainda estdo sendo elucidados. Atualmente sao formalmente
registrados 38 sistemas de grupos sanguineos e mais de 360 antigenos de grupos
sanguineos (STORRY et al., 2016; ISBT, 2019).

As frequéncias alélicas de polimorfismos associados a antigenos de grupos
sanguineos variam entre as popula¢des mundiais, isto €, um polimorfismo de alta prevaléncia
notificado em uma determinada regido pode nao ter frequéncia elevada em outras localidades.
O alelo FY*BES (FY*01N.01, de acordo com a ISBT) do sistema de grupos sanguineos Duffy,
é um exemplo dessa situacdo. A frequéncia desse alelo € muito alta na Africa Subsaariana

podendo ser alcangado a fixacdo em algumas regides. Entretanto, este cenario ndo € visto no
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ambito mundial, uma vez que alelo FY*BES pode exibir uma baixa frequéncia em populagbes
europeias e asiaticas, sendo considerado raro em diversas regides (HOWES et al., 2011).

As variacdes nas frequéncias dos antigenos de grupos sanguineos nas populagdes
mundiais tém sido atribuidas a diferentes fatores evolutivos. Estudos indicam que alguns
polimorfismos de antigenos eritrocitarios podem ter evoluido em respostas a uma pressao
seletiva de determinadas doengas. No caso do alelo FY*BES, por exemplo, a alta frequéncia
em populacdes africanas é atribuida a um efeito de vantagem de sobrevivéncia para a malaria,
uma vez que individuos homozigotos para esse alelo sao significativamente menos propensos
a sofrer infeccdo pelo Plasmodium vivax (ROWE, OPIl e WILLIAMS, 2009). Outros fatores
evolutivos como deriva genética, efeito fundador e migracées também contribuiram para

moldar os padrfes de frequéncias dos antigenos eritrocitarios (DEWAN, 2015).

1.2 Importancia clinica dos antigenos de grupos sanguineos

Desde o século XV, ha vérios registros de transfusGes sanguineas na histéria. No
entanto, nem todas essas transfusbes foram bem-sucedidas, uma vez que vérios fatores
importantes para essa técnica precisavam ser elucidados. Com a descricdo do sistema ABO,
no comeco do século XX, houve o inicio do entendimento sobre a singularidade dos tipos
sanguineos e sobre a compatibilidade sanguinea, o que contribuiu significativamente para o

avanco da seguranca transfusional (HARMENING, 2015).

Anticorpos anti-eritrocitarios podem ser produzidos devido a uma exposi¢cao prévia de
antigenos nao proéprios, via transfusdes, transplantes e gravidez, ou podem ser gerados
naturalmente, como no caso de anticorpos do sistema ABO. Quando ha formacéo de
anticorpos em individuo devido a exposi¢cdo a antigenos ndo-préprios, diz-se que ele esti
aloimunizado (MINTZ, 2010).

A frequéncia da aloimunizacdo em transfusfes sanguineas é variada. Isso dependera
do antigeno em questdo (imunogenicidade do antigeno), da discrepancia fenotipica entre
doador e receptor, de fatores genéticos e adquiridos do receptor, da patologia do paciente,

bem como da quantidade e frequéncia das transfusées (PACCAPELO, 2017).

Nas transfusbes sanguineas, anticorpos anti-eritrocitarios podem levar a lise ou
depuragdo das hemacias transfundidas, sendo esse processo conhecido como reacéo
transfusional hemolitica. As reacdes transfusionais hemoliticas podem ser classificadas de

acordo com o momento da sua ocorréncia apos a transfusdo. Quando o inicio das reagfes
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ocorre dentro de 24 horas, podem ser classificadas como reacdes pds transfusionais
hemolitica agudas, sendo geralmente associadas a hemdlise intravascular. Quando o inicio
dos sintomas ocorre ap0s 24 horas, podem ser consideradas reacdes transfusionais
hemoliticas tardias, estando geralmente associadas a hemolise extravascular. Na hemdlise
intravascular, a hemoglobina e outros conteddos de hemécias séo liberados no interior dos
vasos sanguineos, o que pode ocasionar dor lombar intensa, febre, hipotensédo, nauseas,
dispneia, sensacdo de morte iminente, insuficiéncia renal e danos a outros 6rgdos. Na
hemdlise extravascular, as hemécias sdo removidas da circulagdo, ocasionando uma queda
de hemoglobina, contribuindo assim para a morbidade. Em casos extremos, as reacfes
transfusionais hemoliticas podem levar a morte (MURPHY, PAMPHILON e HEDDLE, 2013;
MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Outra consequéncia da producdo de anticorpos anti-eritrocitarios € a doenca
hemolitica perinatal (DHPN). Esta doenca ocorre quando a mée possui no plasma anticorpos
da classe IgG, que correspondem a antigenos eritrocitarios do feto. Estes anticorpos podem
atravessar a placenta e ligar as hemacias fetais, causando sua destruicdo. Esta hemoélise
pode ocasionar graus diferentes de anemia fetal, levando, em casos extremaos, a um aborto.
Apos o parto, os recém-nascidos afetados podem desenvolver ictericia e risco de danos
neurologicos (NORFOLK, 2013).

A taxa de ocorréncia da producdo de anticorpos em receptores de transfusdo de
hemocomponentes sdo maiores em comparacao a gravidez. Isto ocorre principalmente
porque as maes estdo expostas a pequenos volumes de células fetais e porque a exposicao

se d4 apenas para antigenos do feto provenientes de origem paterna (URBANIAK, 2002).

1.3 Sistemas de grupos sanguineos abordados neste estudo

O presente estudo abordou antigenos dos sistemas de grupos sanguineos Diego,
Dombrock, Vel, Gerbich e Duffy. Os sistemas Diego e Dombrock foram incluidos devido a
demanda na rede hemoterapica publica de Minas Gerais pelo desenvolvimento de estratégias
para a busca de doadores com fenétipos raros relacionados prioritariamente a esses

sistemas.

Os demais sistemas foram incluidos devido a demanda da Central de Imuno-
hematologia da Fundacdo Hemominas pela implementacéo de técnicas de biologia molecular
para auxiliar na resolucdo de casos complexos em imuno-hematologia, relativos a pacientes

aloimunizados para antigenos raros desses sistemas.
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Segue abaixo uma breve descricdo dos antigenos e sistemas incluidos.

1.3.1 Sistemas Sanguineos Diego (010)

O Sistema Diego possui 22 antigenos, sendo que o par de antigenos antitético Di?
(baixa frequéncia) e Di° (alta frequéncia) sdo de grande importancia clinica, pois est&o
envolvidos em reagdes pos transfusionais hemoliticas e na doenga hemolitica perinatal. Esses
antigenos estao relacionados respectivamente aos alelos DI*A e DI*B (rs2285644), os quais
diferem pela troca da base nitrogenada citosina por timina na posicdo 2561 do gene SLC4A1,
resultando na troca de um aminoacido na posicao 854 da proteina Banda 3. O fenétipo Di(a+b-
), associado ao alelo DI*A em homozigose é raro na maioria das populagées, sendo reportado
em maior frequéncia em populacdo com descendéncia asiatica e amerindia (BRUCE et al.,
1994; POOLE, 1999; ISBT, 2019).

1.3.2 Sistema Sanguineo Dombrock (014)

O sistema Dombrock possui 10 antigenos, 0s quais sao transportados na glicoproteina
Dombrock (ISBT, 2019). O antigeno DO*HY (Holley) € um dos que compde esse sistema.
Esse antigeno apresenta frequéncia alta em todas as populacbes mundiais, porem a sua
auséncia € relatada em populacbes com ancestralidade africana. O alelo DO*HY
(rs28362797), que em homozigose esta associado ao fenétipo Hy negativo, é derivado da
substituicdo de uma glicina por uma valina na posicao 108 no gene DO (ARTC4) (BARRETT
et al., 1996). A presenca de anticorpos anti-Hy é considerada rara, mas esti associado a
reagOes hemoliticas poés-transfusionais (BEATTIE & CASTILLO, 1975; REID et al., 2005).

1.3.3 Sistema Sanguineo Vel (034)

O gene SMIML1 codifica o antigeno do sistema de grupos sanguineos Vel. Individuos
gue apresentam o fendtipo raro Vel negativo sdo em sua maioria homozigotos para uma
delecéo de 17 nucleotideos neste gene (alelo SMIM1*64_80 del). Esses individuos podem
desenvolver anticorpos anti-Vel os quais estdo relacionados a reacbes transfusionais

hemoliticas agudas ou tardias graves (BALLIF et al., 2013).
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1.3.4 Sistema Sanguineo Gerbich (020)

O gene GYPC codifica as glicoforinas C e D que expressam os 11 antigenos
conhecidos do sistema do grupo sanguineo Gerbich (ISBT, 2019). Trés delecdes em regibes
do gene GYPC sao responsaveis pela auséncia de antigenos de alta frequéncia, resultando
em fendétipos raros. Individuos com fenétipo raro Yus (GE -2,3,4) possuem dele¢éo na regido
do éxon 2 que corresponde a auséncia do antigeno Ge2, enquanto individuos com fenétipo
raro Gerbich (GE -2,-3,4) possuem delecdo no éxon 3 que levam a auséncia dos antigeno
Ge2 e Ge3 (alguns individuos do fenétipo Gerbich produzem anti-Ge3 sem anti-Ge2). Tanto
o fenétipo Yus quanto o Gerbich apresentam subcategorias, baseadas na regido onde ocorre
a delecdo. Desta forma, temos os alelos Yus0l1, Yus02, Yus03 e Yus04, assim como 0s
Gerbich01, Gerbich02 e Gerbich03 (Gourri et al., 2017). No entanto, a importancia da definicdo
desses subtipos para a pratica transfusional ndo € bem compreendida. Ja os individuos com
fenotipo Leach (GE -2, -3, -4) apresentam delecdo nos exon 3 e 4, que ocasiona a auséncia
dos antigenos Ge2, Ge3 e Ge4. Os anticorpos associado a falta desses antigenos de alta
frequéncia estdo relacionados a reacfes hemoliticas pos transfusionais e doenca hemolitica
do recém-nascido (GOURRI et al., 2017).

1.3.5 Sistema Sanguineo Duffy (008)

A (glicoproteina Duffy, também chamada DARC (Duffy Antigen/Receptor for
Chemokines) é responsavel por carrear os cinco antigenos do sistema Duffy que sao
nomeados como Fy? Fy®°, Fy3 Fy®° Fyb Os antigenos antitéticos Fy? e Fy® sdo os mais
importantes deste sistema e estdo envolvidos em rea¢fes hemoliticas pds transfusionais e na
doenca hemolitica perinatal, e sdo relacionados aos alelos FY*A e FY*B, respectivamente. Os
alelos FY*A e FY*B sdo gerados por um SNP que resulta na substituicdo de uma guanina
para uma adenina na posi¢éo 125 (rs12075). Os individuos homozigotos para o alelo FY*A
possuem o fendtipo Fy(a+b-), os homozigotos para o alelo FY*B possuem o fenétipo Fy(a-b+)

e 0s heterozigotos para esses alelos possuem o fenétipo Fy(a+b+).

O fenotipo Fy(a—b-) esta mais frequentemente associado & mutagéo pontual -33 T>C
(rs2814778), que ocorre na regido promotora do gene (GATA-box) resultando na presenca do
alelo FY*BES (FY*01N.01). Este polimorfismo impede a ligacdo do fator de transcrigcdo
eritrdide GATA 1 a regido promotora, 0 que impede a expressao da glicoproteina Duffy nas

hemacias, mas n&do em outros tecidos. Individuos com este background genético, embora
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sejam Fy(a-b-), geralmente podem receber transfusdo de sangue contendo o antigeno Fy®
sem risco de aloimunizacdo. Este fenétipo € comum em populacdes de origem africana
(MALLINSON et al., 1995; CHAUDHURI et al., 1995; PEIPER et al., 1995; RIOS et al., 2000;
SANCHES, 2011).

Embora o fenétipo Fy(a-b-) esteja mais frequentemente associado ao polimorfismo
rs2814778, outras variantes também podem ocasionar auséncia de expressao dos antigenos
Fy2 ou Fy® (RIOS et al., 2000). Nesses casos, os individuos podem desenvolver anticorpos

anti-Fy?, anti-Fy®, anti-Fy3, anti-Fy5, ou mesmo uma mistura dessas especificidades.

1.4 Fendtipos eritrocitarios raros

A definicdo de sangue raro difere entre os bancos de sangue de diferentes paises e
regides. Um individuo portador de um fendétipo eritrocitario raro em uma regiao pode nao ser
classificado de tal forma em outra. Por mais que ndo haja um consenso sobre o conceito,
muitos paises tém classificado individuos portadores de sangue raro em duas categorias
(REESINK et al., 2008).

[1] Individuos que possuem auséncia de um determinado antigeno de alta frequéncia na
populacdo. Os servi¢cos de hemoterapia da maioria dos paises consideram como fenétipo raro
aquele cuja frequéncia € de 1 para cada 1.000 individuos ou menos. Entretanto, existe uma
variacdo consideravel, sendo que alguns paises adotam critérios menos rigorosos, como
1:100 na Holanda, 1:250 na Franca e 1:100 a 1:1.000 no Japéao.

[2] Individuos negativos para multiplos antigenos comuns, com frequéncia que varia entre
1:200 a 1:1.000.

Devido a diferencas nas frequéncias dos antigenos eritrocitarios entre populacoes,
certas regides tém um potencial maior em fornecer doadores com determinados fenétipos
raros (WOODFIELD, 2002). Em alguns grupos indigenas da América do Sul, por exemplo,
40% da populagédo possuem o antigeno Di2, enquanto em outras populagdes o antigeno &
extremamente raro ou nunca foi observado (SIMON et al.,, 2016). Desta forma, essas
populacdes tém maior potencial para fornecer hemocomponentes com o fenétipo raro Di(a+b-
). Outros exemplos podem ser citados como o caso da india, que possui um nimero maior de
pessoas com o fenotipo Bombay; Papua Nova Guiné, onde mais de 20% da populagéo pode
ser Gerbich negativo; e a Nova Zelandia, que tem fornecido hemocomponentes Jk(a-b-) para
outras regides do mundo (WOODFIELD, 2002).
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Desta forma, € importante que cada regido conheca o perfil antigénico de sua
populacao, estabelecendo critérios para doadores com fendétipos raros. Esse conhecimento é
imprescindivel para que se possam tracar estratégias de triagem e de fidelizacdo dos
doadores, bem como 0 manejo do estoque de hemocomponentes.

1.5 Desafios e estratégias na medicina transfusional para compatibilizar individuos

com fendtipos raros

Garantir hemocomponentes adequados para individuos com fenétipos raros,
sobretudo aqueles portadores de anticorpos contra antigenos de alta prevaléncia na
populacdo, pode ser um grande desafio. A falta de unidades compativeis disponiveis, a falta
de experiéncia dos profissionais em relacdo ao atendimento desses individuos e o
fornecimento deste material em tempo habil e de boa qualidade, podem dificultar o processo

para uma correta transfuséo destes pacientes (PACCAPELO, 2017).

O desafio inicia na caracterizacdo do paciente que necessita do sangue raro. Esses
pacientes geralmente sdo aloimunizados, apresentando anticorpos com multiplas
especificidades e/ou anticorpos voltados contra antigenos de alta frequéncia. A identificacédo
desses anticorpos pode requerer 0 uso de técnicas especializadas, disponiveis apenas em
laboratorios de referéncia, bem como de hemacias e soros raros, que muitas vezes nao estao
comercialmente disponiveis. Para a resolu¢cdo de casos complexos envolvendo fendtipos
raros, os servicos de hemoterapia utilizam como ferramentas complementares, hemacias e
soros de origem humana, ou seja, provenientes de outros pacientes ou doadores de sangue
previamente caracterizados, sendo tais materiais geralmente mantidos criopreservados em
pequenas aliquotas (CHAGAS et al., 2017). A caracterizacdo incorreta ou insuficiente desses
materiais biologicos pode acarretar em erros na identificagdo de anticorpos irregulares,

comprometendo a seguranca do paciente.

A elucidacdo das bases genéticas de fenotipos eritrocitarios raros tem permitido o
emprego de técnicas de biologia molecular na elucidagdo de casos complexos em imuno-
hematologia, bem como na melhor caracterizagdo de hemacias e soros raros usados nos

testes de identificacdo de anticorpos voltados contra antigenos de alta frequéncia.

Uma vez alcancada a correta caracterizacdo do paciente, o desafio persiste com a
dificuldade de se obter hemocomponentes compativeis. Uma maneira de garantir o

suprimento de sangue com variantes raras € a identificacdo de novos doadores com fenotipo
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incomum. Apesar das dificuldades, existem varias maneiras por meio das quais doadores com

fendtipos incomuns podem ser identificados.

A identificacdo de doadores de sangue raros € geralmente realizada por fenotipagem,
gue é dificultada pela escassez de anticorpos comerciais, ou por técnicas baseadas em DNA
(JUNGBAUER, 2009). Métodos moleculares para analise de grupos sanguineos, incluindo
técnicas de baixo, médio e alto rendimento, coexistem em diferentes centros em todo o mundo
e foram continuamente desenvolvidos e melhorados. No entanto, ainda existe a necessidade
de técnicas de facil execucao para identificacdo de doadores raros, que fornegcam resultados
rapidos e precisos, e que possam atender as necessidades de laboratérios com diferentes
niveis de complexidade e acesso a recursos. A sensibilidade dos métodos de genotipagem
atualmente disponiveis tem permitido a avaliagdo de amostras agrupadas (HE et al., 2013;
DEZAN et al., 2016; WAGNER et al., 2018). A genotipagem de amostras agrupadas pode
permitir a avaliacdo de um maior nimero de amostras para encontrar doadores de sangue

raros, economizando tempo e recursos.

Dentre as estratégias mais empregadas pelos bancos de sangue destaca-se a
realizacdo de programas de tipagem sorolégica ou molecular em larga escala para antigenos
clinicamente significativos; a analise de fenotipos raros em areas geogréficas e populacdes
especificas; a identificacdo de doadores portadores de anticorpos contra antigenos de alta
prevaléncia em teste de triagem de rotina; o convite de paciente com variantes raras, apos
recuperacao, para se tornarem doadores de sangue; bem como recrutamento de membros
da familia de portadores de variantes raras (PACCAPELO, 2017).

Considerando a marcante diferenca de frequéncia entre populacdes de certos tipos
sanguineos, alguns hemocentros no mundo consideram a etnia um fator interessante na
triagem de doadores raros (ST-LOUIS et al., 2013; REVELLI et al., 2014; NANCE et al., 2016;
GOLDMAN E CROIX, 2016; VANHONSEBROUCK E NAJDOVSKI, 2016). No entanto, em
populacdes altamente miscigenadas, como a brasileira, a atribuicdo de individuos a grupos

étnicos pode apresentar uma maior complexidade.

Uma vez identificados os doadores raros, os hemocentros precisam investir na

conscientizacao e fidelizagdo dos mesmos.

1.6 Programas de sangue raro

Para atender a demanda transfusional de pacientes com fendtipos raros, varios

hemocentros no mundo contam com programas especificos. Tais programas sdo baseados
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no emprego de diferentes estratégias para a triagem de doadores com os fenétipos de
interesse visando a disponibilizacdo de hemocomponentes compativeis para os pacientes que

necessitam.

Nesses programas, quando doadores raros sdo identificados, os mesmos séo
registrados e geralmente sdo informados sobre a sua especificidade para que, quando houver
necessidade, estejam acessiveis e dispostos a realizar a doacdo. Alguns hemocentros
possuem estruturas para manter bolsas de sangue raro congeladas, para que possam ser
utilizadas posteriormente. Além disso, eventualmente, em situagcbes em que requisicbes de
hemocomponentes com fenoétipos raros ndo podem ser atendidas com base em buscas
nacionais, os hemocentros podem buscar os hemocomponentes em outros paises através da
colaboracéo internacional (KAUR e JAIN, 2012).

A consolidacao da colaboracao internacional para intercambio de hemocomponentes
com fendétipos raros teve inicio em meados da década de 60, quando foi criado o Painel
Internacional de Doadores Raros (IRDP) da Organizacdo Mundial da Saude (WHO). Esse
painel foi estabelecido por recomendacdo da Sociedade Internacional de Transfusdo de
Sangue (ISBT) e é atualmente administrado pelo Laboratério Internacional de Referéncia de
Grupos Sanguineos (IBGRL), em Bristol, Inglaterra, sendo utilizado em casos de urgéncia
para localizar e intercambiar unidades raras entre paises. No inicio de sua criacdo o painel
continha 300 doadores oriundos de 10 paises, e atualmente, ele possui mais de 8000
doadores negativos para antigenos de alta incidéncia proveniente de 27 paises, além de
informacdes sobre estoques de unidades de bancos de sangue congelados em todo o mundo
(NANCE et al., 2016).

Embora o Brasil participe de iniciativas internacionais para intercambio de
hemocomponentes raros, ha uma grande dificuldade na importacdo de unidades raras através
de registros internacionais, porque os procedimentos alfandegarios brasileiros sao restritivos
e burocraticos (CASTILHO, 2016). Por isso, as colaborac¢des entre os programas brasileiros
regionais e locais sdo tdo importantes no atendimento as demandas de pacientes com

fendtipo raro em nosso pais.

No Brasil, a iniciativa para implantacdo de um programa nacional de doadores raros
se deu em 2014 com a criagdo de um comité técnico pelo Ministério da Saude, por meio da
Coordenacéo Geral do Sangue e Hemoderivados (GSH). A implantacdo no Brasil do Cadastro
Nacional de Doadores Raros é de extrema importancia, pois a populacdo brasileira possui um
alto grau de miscigenacdo, 0 que acarreta em uma grande variedade de antigenos
eritrocitarios. Em decorréncia dessa diversidade, a demanda pelos mais variados tipos

sanguineos raros pode ocorrer (CASTILHO, 2016). Compreender possiveis impactos dessa
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miscigenacao na triagem de doadores raros é também um aspecto relevante na busca de

estratégias para a implementacéo desse tipo de iniciativa.

s

O papel principal do programa nacional brasileiro é compilar a informacéo sobre
doadores raros identificados nos hemocentros brasileiros e tornar essas informacoes
disponiveis quando necesséario (CASTILHO, 2016). Desta forma, é imprescindivel que os
hemocentros brasileiros desenvolvam estratégias para aprimorarem seus programas

regionais e locais de doadores raros.

A Fundacao Hemominas, Unico banco de sangue publico de Minas Gerais, atende
cerca de 300.000 doadores de sangue por ano, produzindo mais de 700.000
hemocomponentes. A Central de Imuno-hematologia da Fundacdo Hemominas (CIH) realiza
a fenotipagem eritrocitaria estendida de doadores desde 1991 e conta com um banco de
dados de mais de 100.000 doadores de sangue fenotipados para os antigenos eritrocitarios
mais relevantes na pratica transfusional, o qual inclui portadores de fendtipos raros. Apesar
disso, o atendimento a pacientes que necessitam de transfusdo e apresentam anticorpos
contra antigenos de alta frequéncia ainda é um desafio, ja que nem sempre 0S

hemocomponentes compativeis estao disponiveis.

Desta forma, é necessario buscar o aperfeicoamento continuo das estratégias para
identificar e fidelizar doadores com fenétipos raros em Minas Gerais. Paralelamente, é preciso
também avancar na implantacdo de técnicas que auxiliem tanto na caracterizacdo de
hemacias e soros raros ndo comerciais que integram o repositdrio da CIH que séo utilizados
na caracterizacdo de pacientes, quanto na elucidacdo dos casos complexos de pacientes

aloimunizados que necessitam de transfusao.
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2 JUSTIFICATIVA

A compatibilizacdo dos antigenos eritrocitarios entre doadores e receptores de
hemocomponentes € muito importante, pois evita a aloimunizagéo e reduz a ocorréncia das
reacbes poés-transfusionais hemoliticas. A Fundacdo Hemominas é a responsavel pela
organizacdo do sistema hemoterdpico publico em Minas Gerais e atende a 97% das
transfusfes no estado, sempre atentando para que os hemocomponentes sejam utilizados de
forma apropriada e segura. Entretanto, o atendimento a pacientes com fenétipos raros que
necessitam de transfuséo e apresentam anticorpos contra antigenos de alta frequéncia ainda

é um desafio.

A identificacao de pacientes e doadores com tipos sanguineos raros é frequentemente
realizada pelo método de fenotipagem. No entanto, muitas vezes, 0s reagentes necessarios
para a fenotipagem séo de dificil obtencéo ou nao estao disponiveis para a comercializacao.
Outro fator limitante da fenotipagem é o fato de que seus resultados podem ser inconclusivos
para paciente com histérico de transfusdo recente ou portadores de anemia hemolitica

autoimune.

Os avancos dos conhecimentos sobre a base molecular dos fenétipos eritrocitarios
raros tém possibilitado a utilizacao de técnicas de genotipagem para superar as limitacées da
fenotipagem. A utilizac@o de protocolos ja existentes ou a elaboracéo de novas metodologias
baseada em biologia molecular ajudam na correta caracterizacdo dos individuos, pois o
fendtipo pode ser inferido a partir do genétipo analisado, e isto pode ser utilizado para

promover a compatibilizacdo entre doador e receptor nas transfusées de hemocomponentes.

Desenvolver e avaliar estratégias de triagem que possibilitam a identificacdo de
doadores com fendtipos raros € de estrema importancia, pois permite uma melhor
abordagem na busca de hemocomponentes compativeis. A elaboragdo de procedimentos
gue possibilitam a analise de um grande numero de amostra, como a genotipagem de
amostras agrupadas (em pool), apresenta potencial para a identificacdo de doadores com
fendtipo eritrocitario raro, uma vez que é preciso triar um grande namero de individuos para a

identificacdo de um anico doador com o fendtipo de interesse.

As frequéncias alélicas de polimorfismos associados a antigenos de grupos
sanguineos variam entre as popula¢cdes mundiais. O intenso processo de migragéo que ocorre
no Brasil desde a sua colonizag&o contribui para que a populagéo brasileira tenha um elevado
percentual de miscigenacao. Isto faz com que haja uma variagédo nas frequéncias de diversos

antigenos eritrocitarios na populagdo podendo ocasionar em uma variedade de tipos
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sanguineos raros. Conhecer os possiveis impactos desta miscigenacao no perfil antigénico
da populacdo € de grande relevancia, pois permite o direcionamento nos esfor¢os para
elaboracdo de estratégias para a busca de doadores raros.

O presente estudo tem a proposta de conhecer a demanda no sistema hemoterapico de
Minas Gerais para hemocomponentes com fenoétipos raros, e buscar estratégias para a
caracterizacdo de doadores e pacientes com fenoétipos eritrocitarios raros, bem como avaliar
0 impacto da ancestralidade genémica e da aplicacdo da raga/cor autodeclarada na triagem
de doadores raros.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Disponibilizar para a Central de Imuno-hematologia da Fundagdo Hemominas
ferramentas baseadas em biologia molecular que possam auxiliar na identificacdo e

caracterizacdo de doadores e pacientes com fenoétipos eritrocitarios raros.

3.2 Objetivos especificos

1- Descrever a demanda e a disponibilidade de sangue raro, relacionado a auséncia de

antigenos de alta frequéncia, na rede hemoterapica publica de Minas Gerais.

2- Disponibilizar para a Fundagdo Hemominas testes de biologia molecular para identificagédo
de fendtipos eritrocitarios raros em pacientes e doadores de sangue utilizando amostras

individuais e agrupadas.

3- Avaliar a frequéncia de alelos raros dos sistemas Diego (DI*A) e Dombrock (DO*HY) em

doadores de sangue de Minas Gerais.

4- Avaliar o impacto da ancestralidade gendmica e da aplicacdo da raca/cor autodeclarada na
triagem de doadores raros utilizando como modelo os alelos DO*HY (Sistema Dombrock) e
DI*A (Sistema Diego).

5- Aplicar testes de biologia molecular para auxiliar na elucidacdo de casos complexos em

imuno-hematologia de pacientes, envolvendo fenétipos raros.

28



4 METODOLOGIA

O presente estudo foi executado no laboratério de Pesquisa da Fundacdo Hemominas,
localizado no Hemocentro de Belo Horizonte (HBH), com a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) mediante ao cadastro na base nacional e unificada de registros de pesquisas
envolvendo seres humanos (Plataforma Brasil) (numeros de aprovacdo CAAE
43237415.8.0000.5118 e CAAE 99318818.0.0000.5118).

As amostras bioldgicas manipuladas no estudo ndo ocasionaram nenhum incobmodo extra
ou prejuizo ao doador ou paciente, visto que o material de estudo foi coletado no ato da

doacéao de sangue em doadores ou exames de rotina em pacientes.

A oferta e a demanda de sangue raro, relacionada a auséncia de antigenos de alta
frequéncia, foram descritas para a rede hemoterapica publica de Minas Gerais. As

informacdes referem-se aos Ultimos 5 anos.

Novas técnicas de genotipagem por PCR em tempo real para alelos DI*A e DI*B do
sistema Diego e DO*HY do sistema Dombrock foram desenvolvidas visando o
aperfeicoamento das técnicas que haviam sido previamente padronizadas na Fundacao
Hemominas (SILVA, 2018). Essas técnicas foram utilizadas para estimar a frequéncia dos

alelos DI*A, DI*B e DO*HY em doadores de sangue de Minas Gerais.

A genotipagem desses alelos foi utilizada como modelo para avaliar a viabilidade do uso
da PCR em tempo real em amostras agrupadas para triar doadores raros na Fundacéao
Hemominas, bem como para avaliar a utilidade da aplicacdo da raca/cor autodeclarada de

doadores de sangue na triagem de doadores raros na populacéo de Minas Gerais.

Paralelamente, técnicas moleculares foram padronizadas e aplicadas na resolucao de
casos complexos em imuno-hematologia envolvendo pacientes com suspeita de
aloimunizacdo contra antigenos de alta frequéncia. Tais casos envolviam anticorpos dos

sistemas Gerbich, Vel, Duffy e Diego.

4.1 Populagdo e amostras

Doadores de sangue

Amostras de 57 doadores de sangue com gendétipos DI*A/DI*B conhecidos foram

utilizadas na padroniza¢do da nova técnica de genotipagem dos alelos de DI*A e DI*B do
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sistema Diego por PCR em tempo real, sendo 30 amostras DI*B/DI*B, 25 DI*A/DI*B e 2
DI*A/DI*A. Além disso, amostras de 47 doadores de sangue com 0 genoétipo conhecido para
o alelo DO*HY foram utilizadas na padroniza¢do da nova técnica de genotipagem do alelo
DO*HY do sistema Dombrock por PCR em tempo real, sendo 30 DO/DO, 15 DO/DO*HY e 2
DO*HY/DO*HY, sendo que DO foi usado para indicar o alelo selvagem, ou seja, associado a

presenca do antigeno Hy.

As técnicas padronizadas foram utilizadas para genotipar 175 doadores de sangue da
Fundacdo Hemominas. Adicionalmente, 282 doadores foram genotipados utilizando as
técnicas previamente descritas por Silva em 2018. Desta forma, um total de 457 doadores de
diferentes Unidades da Fundacdo Hemominas (FH) foram genotipadas para pesquisar a
frequéncia dos alelos DI*A e DI*B do sistema Diego e DO*HY do sistema Dombrock em Minas
Gerais. Essas amostras eram originarias de biorrepositérios de estudos anteriores e foram
coletadas nas seguintes Unidades: Uberlandia, Uberaba, Sdo Jodo del Rei, Ponte Nova,
Patos de Minas, Montes Claros, Manhuacu, Juiz de Fora, Ituitaba, Governador Valadares,

Divinépolis, Diamantina e Belo Horizonte (Figura 1).

Dados de raca/cor autodeclaradas dos doadores foram obtidos a partir do banco de
dados da FH. Esses dados seguiram o padréo do Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica
(IBGE), no qual o individuo pode escolher dentre as op¢des de raca/cor: preta, parda, branca,
indigena ou amarela. Além disso, para 282 doadores a estimativa de ancestralidade gendmica
individual estava disponivel. Essa estimativa havia sido obtida em um estudo prévio (SILVA-
MALTA, 2010) com base em dados de genotipagem de 54 marcadores informativos de
ancestralidade, utilizando o método de agrupamento bayesiano desenvolvido por
PRITCHARD (2000) e implementado no software STRUCTURE v2.2.3 (HUBISZ et al., 2009;
PRITCHARD, STEPHENS e DONNELLY, 2000).

Para a padronizacdo da genotipagem em amostras agrupadas, foram utilizados pools
de cinco amostras selecionadas. Para o sistema Diego foram utilizados 10 pools contendo
cinco amostras DI*B/DI*B e 10 pools contendo quatro amostras DI*B/DI*B e uma amostra
DI*A/DI*B. Para o alelo DO*HY foram utilizados 10 pools contendo cinco amostras negativas
para esse alelo (DO/DO) e 10 pools contendo 4 amostras selvagens, ou seja, com auséncia

do alelo DO*HY e uma amostras em heterozigota (DO*HY/DO).

Além disso, testes de repetitividade foram realizados por meio da avaliagdo, em
triplicata, de 6 pools para cada sistema (3 pools com presenca e 3 pools com auséncia dos

alelos raros de interesse).
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Por fim, amostras de 58 doadores de sangue previamente fenotipados como Di(a+)
pela CIH, utilizando o método de aglutinacdo em coluna (gel-teste) e soro humano néo

comercial foram genotipadas para buscar doadores raros com fenétipo raro Di(a+b-).

Figura 1- Unidades regionais da Fundacdo Hemominas. Unidades localizadas em Uberlandia,
Uberaba, S&o Joédo del Rei, Ponte Nova, Patos de Minas, Montes Claros, Manhuagu, Juiz de
Fora, ltuitaba, Governador Valadares, Divindpolis, Diamantina e Belo Horizonte tiveram
amostras incluidas neste estudo.

COBERTURA HEMOTERAPICA
MINAS GERAIS

Hemonlicleo
Patos de Minas

LEGENDA 1

E - Hemocentro
a - Hemondcles

‘ - Unidade de Coleta e Transfusda

a - Pace

Fonte: Fundagcdo Hemominas

Pacientes

Amostras de sete pacientes com suspeita de anticorpos irregulares contra antigenos
de alta frequéncia nos testes realizados pela CIH foram avaliadas. Familiares desses
pacientes também foram avaliados, quando disponiveis, para auxiliar na busca de doadores

compativeis.
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4.2 Purificacao de DNA

O procedimento para a purificacdo de DNA gendmico foi realizado através da
utilizacdo do kit PURE LINK GENOMIC DNA (INVITROGEN), seguindo orientacbes do
fabricante, conforme abaixo descrito.

Um total de 200uL de Buffy Coat da amostra a ser estudada foi colocada em um
microtubo de 1,5 mL ao qual foram adicionados 20uL de solucéo de Proteinase K previamente
reconstituida e 20uL de RNase. A mistura obtida foi homogeneizada e incubada por 2 minutos
em temperatura ambiente. Logo apods, uma quantidade de 200uL de tampéo de lise
(PureLink®GenomicLysis/Binding Buffer) foi acrescida na solucédo, a qual foi homogeneizada
e incubada por 15 minutos a 55°C no banho seco. Apés esta etapa, foram adicionados 200uL
de Etanol 100% na solucdo e o tubo foi agitado em vortex até a obtencdo de uma mistura
homogénea. O lisado obtido foi transferido para uma coluna (PureLink ® Spin Column) e
centrifugado a 10.000 x g por 1 minuto. O tubo coletor foi descartado e a coluna de
centrifugacao foi posta em um novo tubo coletor (PureLink ®Collection tube). Um volume de
500 pl de Tampéao de Lavagem 1 preparado com etanol foi adicionado a coluna, a qual foi
centrifugada a 10.000xg por 1 minuto a temperatura ambiente. Apés a eliminacdo do produto
contido no tubo coletor, foram adicionados 500uL de tampé&o de lavagem 2 preparado com
etanol a coluna, a qual foi centrifugada a 14.000xg por 3 minutos a temperatura ambiente.
Depois da centrifugacéo, a coluna foi alocada em um microtubo estéril de 1,5 ml, e 50uL de
tampdo de eluicdo (PureLink®GenomicElution Buffer) foram a ela adicionados. Apds
incubacdo em temperatura ambiente por 1 minuto, foi realizada a centrifugacdo a 14.000xg
por 3 minutos a temperatura ambiente. O DNA purificado permaneceu no microtubo e a coluna

foi descartada.

O DNA extraido foi quantificado no espectrofotdmetro NanoVue (GE Heathcare) e
diluido em &gua deionizada até obter a concentragdo de 50ng/pL. As amostras foram

armazenadas a -20°C até o momento da utilizacao.

4.3 Preparo de amostras de DNA agrupadas

Para a genotipagem em amostras agrupadas, 10uL de DNA genémico (50ng/uL) de

cinco amostras foram transferidos para um tubo limpo, constituindo assim um pool de cinco
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doadores. Os pools de amostras foram utilizados na padronizagdo da genotipagem dos alelos
DI*A/DI*B e DO*HY por PCR em tempo real em amostras agrupadas.

4.4 Andlises moleculares

4.4.1 Genotipagem de alelos dos sistemas Diego (DI*A e DI*B) e Dombrock (DO*HY)
por PCR/RFLP

A técnica de PCR/RFLP foi utilizada para analise das amostras controle empregadas
na etapa de padronizacéo e validacdo da genotipagem dos alelos DI*A/DI*B e DO*HY. Este
procedimento foi realizado visando a comparacdo dos resultados obtidos com a PCR em

tempo real.

Além disso, a PCR/RFLP também foi empregada para confirmacao dos resultados da
genotipagem por PCR em tempo real, no caso da identificacdo de doadores portando alelos
raros (DO*HY ou DI*A).

Em todas as reacbes foram utilizados controles com gendtipos previamente
conhecidos. Com a concordancia das amostras controles, os resultados das demais amostras

eram aceitos.

Genotipagem dos alelos DI*A e DI*B do sistema Diego por PCR/RFLP

O protocolo utilizado para a genotipagem dos alelos DI*A e DI*B do sistema Diego por
PCR-RFLP foi descrito por Baleotti et al. (2003) e adaptado.

A reacao continha um volume final de 20pL por amostra, sendo constituida por 100ng
de DNA gendmico, Tampéao de PCR fornecido no kit (1x), 1,5mM de MgCl;, 100nM de cada
um dos primers (sequéncias mostradas na Tabela 1), 200uM de dNTPs e 0,8U de GoTag Hot
Start Polymerase (Promega). O modelo do termociclador utilizado foi o Veriti® ThermalCycler
(AppliedBiosystems), com a programacao de termociclagem estabelecida por: fase inicial a
94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C

por 45 segundos, com a fase de extenséo final de 72°C por 10 minutos.

O produto obtido no procedimento anterior foi submetido a fase de restricdo, na qual

foram utilizados, para cada amostra, 8uL do produto de PCR, CutSmart Buffer 1x e 10U da
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Enzima MSP | (New England BioLabs), totalizando um volume de 25pL. Esta mistura foi
incubada por 37°C para restricdo e por 30 minutos.

Os produtos de restricdo foram submetidos ao procedimento de eletroforese em gel
de agarose 2% e visualizados sob luz ultravioleta apés coloracdo com brometo de etideo.
Como resultado da acdo da enzima, amostras com genétipo DI*A/DI*A apresentam um
fragmento (149pb), amostras DI*A/DI*B apresentam trés fragmentos (149, 79 e 70pb) e
amostras DI*B/DI*B, dois fragmentos (79 e 70pb).

Genotipagem do alelo DO*HY do sistema Dombrock por PCR/RFLP

Para a realizacdo da técnica de genotipagem por PCR/RFLP do Alelo DO*HY do
sistema Dombrock, foi seguido o método previamente descrito por Piassi (2010) e adatado.

A reacdo continha um volume final de 20uL por amostra, sendo composta por 100ng
de DNA genbmico, Tampéo para PCR fornecido no kit (1x), 3,5mM de MgCl,, 200uM de
dNTPs, 0,8 U de GoTag Hot Start Polymerase (Promega) e 100 nM de cada um dos primers.
As sequéncias dos primers encontram-se na Tabela 1. O termociclador utilizado foi do modelo
Veriti® ThermalCycler (AppliedBiosystems), com a programacdo de termociclagem
estabelecida por: fase inicial a 94°C por 5 min, seguida por 35 ciclos a 94°C por 20 segundos,
58°C por 20 segundos e 72°C por 10 segundos, com a fase de extenséo final de 72°C por 10

min.

O produto obtido foi submetido a fase de restricdo, no qual se utilizou, para cada
amostra, 10uL do produto de PCR, Anza 1X Buffer e 10U da Enzima de restricdo Anza 118
BseDlI (ThermoFisher, USA), gerando um volume total de 20uL. A reacao foi incubada por 30
minutos a 37°C para restricdo e, em seguida, por mais 20 minutos a 80°C para inativacdo da

enzima.

Os produtos da fase de restricdo foram submetidos ao procedimento de eletroforese
em gel de poliacrilamida 12% e visualizados sob luz ultra-violeta apds coloragdo com brometo
de etideo. Devido ao resultado da agdo da enzima, amostras homozigotas para o alelo DO*HY
(SNP323T) apresentam dois fragmentos de 212 e 8pb, amostras que ndo possuem o alelo
DO*HY geram trés fragmentos de tamanhos 120, 92 e 8pb, enquanto amostras heterozigotas

apresentam os fragmentos de 212, 120, 92 e 8pb.
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Tabela 1 - Sequéncias de primers para analise molecular dos alelos dos sistemas Diego (PCR-
RFLP), Dombrock (PCR-RFLP), Vel (PCR-RFLP), Gerbich (PCR-Alelo especifico e GAP-

PCR), e Duffy (PCR-RFLP)

Sistema Alelo

Primers

Diego DI*A/DI*B

EX18S: 5-TGGCGCATGCACTTATTCAC-3
EXTOR: 5-TTCCTGAAGATGAGCGGCAG-3’

Dombrock DO*HY/DO

DoX2F: 5-TCAGTACCAAGGCTGTAGCA-3'
Do378R:5'-AGTAAAGTCAGAATGAACATTGCTGCACAAT-3'

Vel

LOC388588-3: 5'-CTGGAGTGTGCTGGAAGGA -3'
LOC388588-5: 5'-AGAGAGGAGGCTGTAGCTG-3'

Gerbich

GYPC-i1-124F: 5 GGTGCACCACACTGTCTC -3'
GYPC-e2+24R: 5 AGTATGCATTGTGGTGGAGGC-3'
GYPC-i2-3059F: 5 CCTTGCTTTGAACCCTGAGCCAC-3'

GYPC-i2-2528R: 5’ AGAGGGGTGGGGAAGTACAGTGTAAG-
3'

GYPC-e3+151F: 5 GGATGGCAGAATGGAGACCT-3'
GYPC-i3+148R: 5 TTTACCCAGGGCTAGACTCC-3'
GYPC-i2-2526F: 5° TGACCCCTCCTGAGCAGCCTT-3'
GYPC-i3-675R: 5‘CATACCCCAGGACTGAACCTCGT-3'

FYBES/FYB
Duffy
FY*A/FY*B

FYN1 5-CAAGGCCAGTGACCCCCATA-3’
FYN2 5-CATGGCACCGTTTGGTTCAG-3'
FYAB1 5-TCCCCCTCAACTGAGAACTC-3'
FYAB2 5-AAGGCTGAGCCATACCAGAC-3’

Fonte: Baleaotti et al.(2003), Piassi (2010), Ballif et al.(2013), Gourri et al. (2017) e Rios et al. (2000).

4.4.2 Genotipagem dos alelos (DI*A e DI*B) do sistema Diego por PCR em Tempo

Real

A genotipagem dos alelos DI*A e DI*B por PCR em tempo real foi realizada por dois

protocolos. O primeiro protocolo foi recentemente desenvolvido na Fundagdo Hemominas e

descrito por Silva (2018).

Embora este protocolo (Protocolo 1) apresentasse reacfes sensiveis e reprodutiveis

para amostras individuais, havia a necessidade de aperfeicoamento do método visando sua

aplicacdo a genotipagem de amostras agrupadas.
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Desta forma um novo protocolo foi padronizado no presente estudo (Protocolo 2).

Protocolo 1 — alelos DI*A/DI*B

O Protocolo 1 foi descrito por Silva (2018). Nesse protocolo foi utilizada uma reagéo
com volume final de 20 yL contendo o reagente TagMan Genotyping Master Mix (Thermo
Fisher) 1X, com 200nM dos primers DIAB-RT-F e DIAB-RT-R, 200nM da sonda DI-PA2-FAM,
100nM da sonda DI-PB-VIC e 100ng de DNA gendmico. O equipamento empregado para a
PCR em Tempo Real foi o ABI 7500 Fast (AppliedBiosystems, Foster City, CA), com o
programa de termociclagem constituido de: fase inicial a 60°C por 1 minuto, 95°C durante 10
minutos, seguida por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 64°C por 60 segundos, com a fase
de extensdo final de 60°C por 60 segundos. As sequéncias dos primers e sondas sao

apresentados na Tabela 2.

Este protocolo foi padronizado para a avaliacdo de amostras individuais.

Protocolo 2 - alelos DI*A/DI*B (novo protocolo)

Um segundo protocolo foi desenvolvido no presente estudo a partir de uma
modificacdo do protocolo anterior. Para isto a sonda utilizada para identificacdo do alelo DI*A
foi redesenhada e uma nova reacao foi padronizada. Neste protocolo foi utilizado o reagente
Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Thermo Fisher) com 160nM dos primers DIAB-
RT-F e DIAB-RT-R, 80nM das sondas DI-PA5-FAM e DI-PB-VIC, 500nM de ROX Reference
Dye, 4mM de MgCl, e 100ng de DNA genbmico (de uma amostra individual ou de um pool de
5 amostras), gerando um volume final de 25uL. O equipamento utilizado para a PCR em
Tempo Real foi o ABI 7500 Fast (AppliedBiosystems, Foster City, CA), com o programa de
termociclagem constituido de: fase inicial a 60°C por 1 minuto, 95°C porl0 minutos, seguida
de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 64°C por 60 segundos, com a fase de extensao final

de 60°C por 60 segundos. Sequéncias dos primers e sondas sdo apresentadas na tabela 2.

A avaliacdo desta nova técnica foi realizada por meio dos testes de concordancia,

precisao e sensibilidade analitica.

O teste de concordancia foi realizado por meio da comparacao dos resultados do novo
método de genotipagem por PCR em tempo real com a técnica de PCR/RFLP convencional
ja descrita em literatura (BALEOTTI et al.,, 2003). Para esta etapa foram utilizadas 57
amostras, sendo 30 amostras DI*B/DI*B, 25 DI*A/DI*B e 2 DI*A/DI*A.

36



O teste de precisao foi realizado por meio da andlise dos valores de coeficiente de
variagdo para os Cycle threshold (Ct) das curvas de amplificacdo de amostras genotipadas
em triplicada sob o mesmo momento de experimento (teste intra-ensaio) e em momentos
diferentes (teste inter-ensaio), ou seja, analisando a repetitividade e reprodutibilidade. Foram
utilizadas nesta etapa cinco amostras DI*A/DI*B, cinco amostras DI*B/DI*B e uma DI*A/DI*A.

O teste de sensibilidade analitica foi realizado através de uma avaliagdo do limite
minimo de deteccdo, identificado por meio de uma diluicdo seriada do DNA gendmico. Para
isto foram feitas diluicbes em série (1:10) do DNA gendmico purificado de uma amostra
heterozigota DI*A/DI*B. As concentracdes de DNA avaliadas foram de 100ng a 1pg de DNA.

Esses testes foram realizados em duplicata.

Este protocolo pode ser utilizado tanto para amostras individuais quanto para amostras

agrupadas.

4.4.3 Genotipagem do alelo DO*HY do sistema Dombrock por PCR em Tempo Real

A genotipagem do alelo DO*HY por PCR em tempo real foi realizada por dois
protocolos. O primeiro protocolo foi recentemente desenvolvido na Fundagdo Hemominas e
descrito por Silva (2018). Assim como descrito para a genotipagem do sistema Diego, embora
a técnica previamente desenvolvida (Protocolo 1) fosse adequada para a genotipagem de
amostras individuais, ndo era aplicavel a avaliagdo de amostras agrupadas. Assim, um novo
protocolo foi desenvolvido, a partir da modificacdo do protocolo anterior (Protocolo 2 — alelo
DO*HY).

Protocolo 1 - alelo DO*HY

Este protocolo foi desenvolvido por Silva, 2018. Neste protocolo foram utilizados 100ng
de DNA gendmico, em uma reagdo com volume final de 20uL contendo o reagente Tagman
Genotyping Master Mix Kit (1x), 250nM dos primers DOHY-RT-F e DOHY-RT-R, 400nM da
sonda DOHY-P1-FAM e 100nM da sonda DOHY-P2-VIC, gerando um volume final de 20uL.
As sequéncias dos primers e sondas se encontram na Tabela 2. O procedimento foi realizado
no equipamento ABI 7500 Fast (AppliedBiosystems, Foster City, CA), com a programacao:
fase inicial a 60°C por 1 minuto, 95°C por 10 minutos, seguida por 50 ciclos de 95°C por 15

segundos e 62°C por 60 segundos e a fase de extensao final a 60°C por 60 segundos.
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Este protocolo foi padronizado para a avaliacdo de amostras individuais.

Protocolo 2 - alelo DO*HY (novo protocolo)

Um segundo protocolo foi desenvolvido a partir da modificagdo do protocolo anterior.
Neste novo protocolo foi utilizado o reagente Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG
(Thermo Fisher) com 160nM dos primers DOHY-F e DOHY-R, 80nM das sondas DOHY-P1 e
DOHY-P2, 500nM de ROX Reference Dye, 6mM de MgCl, e 100ng de DNA gendmico (de
uma amostra individual ou de um pool de cinco amostras), gerando um volume final de 25pL.
O equipamento utilizado para a PCR em Tempo Real foi o ABI 7500 Fast (AppliedBiosystems,
Foster City, CA). O procedimento da termociclagem para este protocolo foi 0 mesmo citado
anteriormente no protocolo 1 do alelo DO*HY.

O teste de concordancia foi realizado por meio da comparacéo dos resultados do novo
método de genotipagem por PCR em tempo real com a técnica de PCR/RFLP convencional
ja descrita em literatura (PIASSI, 2010). Para esta etapa foram utilizadas 47 amostras, sendo
30 amostras homozigotas para o alelo selvagem, 15 amostras heterozigotas para o alelo
DO*HY e duas amostras homozigotas raras DO*HY/DO*HY.

Teste analisando a repetitividade e reprodutibilidade foram realizados através da
observacao dos valores de coeficiente de variacdo para os Cycle threshold (Ct) das curvas de
amplificacdo de amostras genotipadas em triplicada sob 0 mesmo momento de experimento
(teste intra-ensaio) e em momentos diferentes (teste inter-ensaio) de cinco amostras
homozigotas para o alelo selvagem (DO/DO), trés amostras heterozigotas para o alelo
(DO/DO*HY) e uma amostras homozigota DO*HY/DO*HY.

O teste de sensibilidade analitica foi realizado através de uma avaliacdo do limite
minimo de deteccao, identificado por meio de uma diluicdo seriada do DNA gendmico. Para
isto foram feitas diluicbes em série (1:10) do DNA gendmico purificado de uma amostra
heterozigota DO*HY/DO. As concentracdes de DNA avaliadas foram de 100ng a 1pg de DNA.

Esses testes foram realizados em duplicata.

Este protocolo pode ser utilizado tanto para amostras individuais quanto para amostras

agrupadas.
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Tabela 2 - Sequéncia de primers e sondas utilizados para a genotipagem de alelos do sistema
Diego e Dombrock por PCR em tempo real.

Sistema Primers e sondas Sequéncias (5’- 3))

DIAB-F 5-AAGACCTGGCGCATGCA-3
DIAB-R 5-GCGGCACAGTGAGGATGAG-3

Diego DI-PA2 5-FAM-AAGTCCACGCTGGC-3
DI-PA5* 5-FAM-TGAAGTCCACGCTGGC-3
DI-PB 5’-VIC-TGAAGTCCACGCCGG-3
DOHY-F 5-AAAAGACATAGAAGCCCAGAAGAATT-3

Dombrock DOHY-R 5-CAGCGTGTGTGGTAGTCATGTTC-3

DOHY-P1 5-FAM-TGGCTTAACCAAGTAA-3
DOHY-P2 5-VIC-TTAACCAAGGAAAAGTTCTA-3

Fonte: Silva (2018).* Sonda DI-PA5 desenhada para o presente estudo.

4.4.4 Anélise molecular do sistema Vel

A analise molecular do sistema Vel foi realizada por meio do método de PCR/RFLP
descrito por Ballif e colaboradores (2013). Nesta reacdo foram utilizados 100ng de DNA
gendmico, 0,8U de GoTaq Hot Start Polymerase (Promega), 1x colorless GoTaq Flexi buffer,
3,5 mM de MgCl,, 200 nM de primers e 200 uM de dNTPs, totalizando um volume de 20 pL
por amostras. As sequéncias dos primers sdo mostradas na Tabela 1. O termociclador
utilizado foi do modelo Veriti® ThermalCycler (AppliedBiosystems), com a programacédo de
termociclagem: fase inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos
e 58°C por 30 segundos e 72°C por 90 segundos, com a fase de extensao final de 72°C por 3

minutos.

Na fase de restricdo foram utilizados 5uL do produto de PCR, NEBuffer 1X e 15U da
enzima Styl, totalizando um volume final de 20pL por amostra. A reagéo foi incubada a 37°C

por 20 minutos e inativada a 65°C por 20 minutos.

O produto de restri¢cdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% a 90 volts

por 3 horas e visualizado sob luz ultravioleta apos coloracdo em brometo de etideo.
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445 Andlise molecular do sistema Gerbich

Para a analise molecular de variantes do sistema Gerbich foi empregado o método de
descrito por Gourri et al. (2017), baseado em PCR alelo-especifica e Gap-PCR. O método de
Gap-PCR utiliza primers projetados para flanquear uma delecdo conhecida. Estes primers sdo
apenas capazes de gerar um produto de PCR se a delecdo aproximar as sequencias
flanqueadoras (LAM et al., 2013). Embora o0 método de Gourri et al. (2017) propusesse a
realizacdo de 15 reacdes de PCR para discriminar os subtipos de variante (Yusl, Yus2, Yus3,
Yus4, Gerbichl, Gerbich2 e Gerbich3), optamos por selecionar apenas 4 reagfes que séo
suficientes para discriminacdo das variantes em duas classes: Yus (GE-2, 3, 4) e Gerbich (GE
-2, -3, 4): PCRs 3, 4, 6 e 13 (GOURRI et al., 2017).

Neste método foi utilizado o reagente QIAGEN Multiplex PCR Master (1X), 800nM de
cada primers e 100 ng de DNA gendmico, resultando um volume total de 25uL por amostra.
As sequéncias dos primers estdo descritas na Tabela 1. O termociclador utilizado foi do
modelo Veriti® ThermalCycler (AppliedBiosystems), com a programacédo de: fase inicial a
95°C por 15 minutos, seguida de 5 ciclos a 94°C por 20 segundos e 70°C por 60 segundos,
10 ciclos a 94°C por 20 segundos, 65°C por 60 segundos, 72°C por 45 segundos além de
mais 20 ciclos a 94°C por 20 segundos, 61°C por 50 segundos, 72°C por 45 segundos, com

a fase de extenséo final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos foram submetidos ao procedimento de eletroforese em gel de agarose

2% e visualizados sob luz ultravioleta ap6s coloracdo com brometo de etideo.

4.4.6 Analise molecular do sistema Duffy

Para analise do sistema Duffy, foram utilizados protocolos para avaliagéo dos alelos
FY*A, FY*B e FY*BES descritos por Rios e colaboradores em 2000 (RIOS et al., 2000)e

adaptados.

Analise dos alelos FY*B e FY*A por PCR/RFLP

A genotipagem FY*B/FY*A foi realizada por meio de reag¢édo contendo 100ng de DNA
gendmico, 1x colorless GoTaq Flexi buffer, 1,5mM de MgCl,, 100nM de cada primer (descritos

na tabela 1), 200 uM de dNTP, 0,8U de GoTaq Hot Start Polymerase (Promega), gerando um
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volume final de 20uL. O termociclador utilizado foi do modelo Veriti® Thermal Cycler
(AppliedBiosystems), com a programacao de: fase inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por
35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 63°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, com a
fase de extenséo final de 72°C por 10 min.

Para a fase de restricdo foram utilizados 8L do produto de PCR, 1 x FastDigest Buffer,
e 1 pyL da Enzima Banl (BshNI) Fast-Digest (ThermoFisher), gerando o volume final de 25uL
por amostra. A reacéo foi incubada a 37°C por 15 minutos e inativada a 65°C por 20 minutos.
O produto de restricdo foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% com um
protocolo de corrida de 80 volts por 90 minutos e visualizado sob luz ultravioleta apés
coloracdo em brometo de etideo. Para o genétipo FY*A/FY*A sao esperados trés fragmentos
(210, 96 e 86 pb), para FY*A/FY*B, quatro fragmentos (306, 210, 96 e 86pb), e para FYB/FYB,
dois fragmentos (306 e 86pb).

Andlise do alelo FY*BES por PCR/RFLP

Para este ensaio foram utilizados 100ng de DNA gendmico, 1x colorless GoTaq Flexi
buffer, 1,5mM de MgC2, 100nM de cada primer (descritos na tabela 1), 200 uM de dNTP, 0,8U
de GoTaq Hot Start Polymerase (Promega), resultando em uma reacdo com um volume de
20uL. O termociclador utilizado foi do modelo Veriti® Thermal Cycler (AppliedBiosystems),
com a seguinte programacao: fase inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C
por 45 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, com a fase de extenséo
final de 72°C por 10 min.

Na fase de restricao foram utilizados 5uL do produto de PCR, 1 x Reaction Buffer B3
e 15U da Enzima Styl (Jena Bioscience) gerando o volume final de 25uL por amostra. A
solucéo foi incubada a 37°C por 20 minutos e inativada a 65°C por 20 minutos. O produto de
restricéo foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% com um protocolo de corrida
de 80 volts por 90 minutos e visualizado sob luz ultravioleta apos coloragdo em brometo de
etideo. Para o gendtipo FYB/FYB sdo esperados dois fragmentos (108 e 81ph), para
FYB/FYBES quatro fragmentos (108, 81, 61 e 20pb) e para FYBES/FYBES trés fragmentos
(108, 61 e 20pb) (RIOS, CHAUDHURI, et al., 2000).
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45 Andlise estatistica

As frequéncias observadas dos alelos DI*A e DI*B do sistema Diego e alelo DO*HY
do sistema Dombrock em Minas Gerais foram comparadas com as outras populacoes
brasileiras e mundiais utilizando o teste exato de Fisher, adotando o nivel de significancia de
5%. A Correcao de Bonferroni para comparac¢des multiplas foi utilizada.

4.6 Avaliacao da demanda e da disponibilidade de hemocomponentes com fendétipos

raros em Minas Gerais

A avaliacdo da demanda e da disponibilidade de hemocomponentes com fendtipos
raros relacionados a fen6tipos negativos para antigenos de alta frequéncia em Minas Gerais
foi realizada por meio de contato direto com a Central de Imuno-hematologia da Fundacédo
Hemominas (CIH). Para isto, foram realizadas entrevistas com o0s especialistas e consultas

nos registros do setor.
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5 RESULTADOS

5.1 Demanda e disponibilidade de hemocomponentes com fendtipos raros

Através de entrevistas com especialista da CIH e consultas internas dos registros, foi
possivel elaborar um levantamento acerca da demanda e da disponibilidade de
hemocomponentes com fenétipos raros na rede hemoterapica publica de Minas Gerais nos

Ultimos 5 anos.

Demanda

Foi observada a demanda na FH para os seguintes fenétipos raros: Hy-, Rh Null,
Bombay, Gerbich (Ge -2), Di(a+b-), U-, Vel-, K null, PP1Pk-.

Disponibilidade

A lista de doadores informada pela CIH da Fundacdo Hemominas ao Cadastro
Nacional de Doadores Raros até 2018 foi: U- (5 doadores), U variante (5 doadores), Rh Null
(1 doador), Hy- (3 doadores), Gerbich (Ge -2) (1 doador). Outros doadores identificados, mas

ainda nao informados ao Cadastro Nacional ndo foram incluidos nesse estudo.

5.2 Genotipagem para os alelos DI*A e DI*B em amostras individuais

Uma técnica de genotipagem por PCR em tempo real para alelos DI*A e DI*B foi

padronizada visando sua aplicagédo na andlise tanto de amostras individuais quanto em pools.

Para amostras individuais, comparando os resultados do novo método com a técnica
de PCR/RFLP descrita na literatura, houve 100% de concordancia. Os coeficientes médios de
variagdo para o Ct nos testes intra-ensaio foram de 0,59% para DI*A, 0,29% para DI*B. Para
o0s testes inter-ensaio, os coeficientes médios de variacdo foram de 0,69% para DI*A, 1,59%

para DI*B.

O teste permitiu que o programa gerasse automaticamente a discriminacao alélica das

amostras genotipadas, como mostrado na Figura 2.
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A Figura 3, por sua vez, mostra os padrbes de amplificacdo para amostras de
diferentes genotipos.

Figura 2- Discriminacéo alélica obtida através da técnica PCR em Tempo Real para analise
dos alelos DI*A e DI*B do sistema Diego com a nova técnica (protocolo 2), para amostras
individuais.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

O limite minimo de deteccéo, identificado por meio de uma diluicdo seriada do DNA
gendmico de amostras em duplicata, foi de 100pg de DNA genbmico para o alelo DI*A e 10pg

para o alelo DI*B.
Figura 3 - Resultados da genotipagem por PCR em Tempo Real para o alelo DI*A e DI*B do
sistema Diego utilizando o protocolo 2 descrito neste estudo, para amostras individuais —

Curvas de amplificagdo. A curva de amplificagdo na cor fucsia corresponde amplificacéo do
alelo DI*A, a representada em verde corresponde a amplificacdo do alelo DI*B. a) Amostra
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homozigota apresentado o genoétipo DI*A/DI*A. b) Amostra heterozigota apresentado o
gendtipo DI*A/DI*B. ¢) Amostra homozigota apresentado o genétipo DI*B/DI*B.

a) ot b) e

c)

Fonte: Autoria propria (2019).

5.3 Genotipagem para o alelo DO*HY em amostras individuais

Um novo protocolo para PCR em tempo real para alelo DO*HY foi padronizado visando

sua aplicacdo na analise tanto de amostras individuais quanto em pools.

Para amostras individuais, comparando os resultados do novo método com a técnica
de PCR/RFLP descrita na literatura, houve 100% de concordancia. Os coeficientes médios de
variagdo para os Ct na genotipagem do alelo DO*HY foram de 0,42% nos testes intra-ensaio

e 0,69% nos testes inter-ensaio.

O ensaio padronizado permitiu que 0 programa gerasse automaticamente a

discriminacao alélica das amostras genotipadas, como mostrado na Figura 4.
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Figura 4 - Discriminagéo alélica obtida através da técnica PCR em Tempo Real para andlise
do alelo DO*HY do sistema Dombrock com a nova técnica (protocolo 2), para amostras
individuais. HY: alelo DO*HY, W: alelo selvagem (DO).
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Fonte: Autoria prépria (2019).

O limite minimo de deteccdo, identificado por meio de uma diluicdo seriada do DNA

gendmico de amostras em duplicata, foi de 100pg de DNA gendmico para o alelo DO*HY.

A Figura 5 mostra os padrbes de amplificacdo para amostras de diferentes gendtipos.
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Figura 5 - Resultados da genotipagem por PCR em Tempo Real para o alelo DO*HY do
sistema Dombrock utilizando o protocolo 2 descrito neste estudo, para amostras individuais.
A curva de amplificacdo na cor verde corresponde amplificacdo do alelo selvagem, a
representada em azul corresponde a amplificagédo do alelo DO*HY. HY: alelo DO*HY, W: alelo
selvagem (DO). a) Amostra homozigota selvagem. b) Amostra heterozigota. ¢) Amostra
homozigota para o alelo DO*HY.

)z bl

c) ..

mHY

Fonte: Autoria propria (2019).

5.4 Genotipagem dos alelos DI*A/DI*B e DO*HY em amostras agrupadas

A genotipagem dos alelos DI*A/DI*B e DO*HY em amostras agrupadas foi
padronizada com sucesso. Total concordancia foi observada na genotipagem desses alelos
utilizando amostras individuais ou agrupada em pools de cinco amostras, conforme

demonstrado na Figura 6.

Além disso, as genotipagens em pool apresentaram resultados concordantes na

avaliacdo em triplicada.
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Figura 6 - Resultados da genotipagem por PCR em Tempo Real em amostras agrupadas para
os alelos DI*A e DI*B do sistema Diego (A) e DO*HY do sistema Dombrock (B) em pools de
cinco amostras - Curvas de amplificacdo. Na figura A, em verde esté representado a curva de
amplificacdo do alelo DI*B e em fucsia o alelo DI*A e na figura B, em verde esta representado
a curva de amplificagcéo do alelo do tipo selvagem e em azul o alelo DO*HY.
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5.5 Frequéncia dos alelos DI*A, DI*B e DO*HY em Minas Gerais

As frequéncias dos alelos DI*A, DI*B e DO*HY foram obtidas a partir da genotipagem
de 457 doadores (Tabela 3), sendo 282 amostras foram genotipadas com a metodologia
descrita por Silva et al. (2018) e 175 amostras com os protocolos descritos neste estudo.

Os resultados revelaram que 10/457 (2,19%) doadores apresentaram o genétipo
DI*A/DI*B, que indica uma frequéncia alélica de 1,02% para DI*A. Individuos homozigotos
DI*A/DI*A ndo foram observados. Diferencas significativas foram observadas comparando as
frequéncias desses alelos em Minas Gerais em relacdo a algumas populacdes nativas
americanas ou ao grupo de brasileiros descendentes de japoneses (Tabela 3), o que esta de
acordo com estudos anteriores que relataram a frequéncia diferenciada de DI*A em

populacdes amerindias e asiaticas.

Um total de 12/457 (2,63%) doadores apresentaram o genétipo DO*HY/DO e um
doador apresentou o gendtipo homozigoto DO*HY/DO*HY (0,22%) que esta associado ao
raro fendtipo raro Hy-, o que indica uma frequéncia alélica de 1,53% para DO*HY. O individuo
homozigoto mencionado foi identificado no trabalho de Silva (2018), durante a padronizacao
da genotipagem DO*HY (protocolo 1) e integrou um dos biorrepositérios usados neste
trabalho. Diferencas significativas foram observadas comparando as frequéncias do alelo
DO*HY em Minas Gerais em relacdo a populagbes africanas, o que esta em concordancia

com a origem deste alelo (Tabela 3).

5.6 Andlise molecular de individuos fenotipados como Di(a+) na Fundacéo

Hemominas

A Central de Imuno-hematologia da Funda¢cdo Hemominas realiza a fenotipados para
o antigeno Di? através da metodologia de hemaglutinacdo em coluna (gel-teste) utilizando
soro humano nao comercial. Para avaliar a ocorréncia do fenétipo raro Di(a+b-) entre esses
doadores, 58 amostras de individuos previamente fenotipados como Di(a+) foram
genotipadas por PCR em Tempo Real para avaliar a presenca de doadores com o genétipo
DI*A/DI*A, associado ao fenétipo raro Di(a+b-). No entanto, todas as amostras avaliadas

apresentaram o genétipo heterozigoto DI*A/DI*B.
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Tabela 3 — Comparacgbes das frequéncias dos alelos DI*A/DI*B e DO*HY em Minas Gerais

com outras populacdes brasileiras e mundiais.

Populagdes do projeto 1000 Genomas Populagdes brasileiras
Alelos Alelos
DO*HY DI*A/ DI*B DO*HY DI*A/ DI*B

G T p C T P G T p C T p
Africanas Populagdes urbanas
ACB 174 18 0.0001 192 0 0.2255 Minas Gerais* 900 14 904 10
ASW 115 7 0.0075 121 1 1.0000 Minas Gerais® 527 13 0.2347 - - -
ESN 190 8 0.0417 198 O 0.2241  Brasil/ PCR 2 571 5 0.3458 - - -
GWD 213 13 0.0007 226 0 0.2256  Brasil/BeadChip 2 322 2 0.2643 - - -
LWK 185 13 0.0002 198 0 0.2241  Sé&o Paulo® 599 11 0.6856 597 13 0.1325
MSL 166 4 0.5077 170 0 0.3773 Sé&o Paulo* 791 9 0.5319 790 10 0.8239
YRI 198 18 <0.0001 216 O 0.2236  Santa Catarina® - - - 725 21 0.0108
Americanos misturados Parana ® - - - 491 11 0.1116
CcL™M 186 2 1.000 181 7 0.0159  Brasil 7 - - - 8495 157 0.1422
MXL 127 1 1.000 122 6 0.0086 Marilia 8 - - - 183 3 0.4700
PEL 170 O 0.1444 152 18 <0.0001 Afro-descendentes ® - - - 167 1 1.0000
PUR 206 2 0.7500 203 5 0.1724  Nipo-descendentes ® - - - 132 10 <0.001
Leste asiatico Riber&o Preto® - - - 760 24 0.0049
CDX 186 0 0.1449 183 3 0.4700 Ribeirdo Preto, Asia® - - - 95 1 1.0000
CHB 206 O 0.0863 200 6 0.0942 Ribeirdo Preto, Brancos® - - - 27 1 0.2837
CHS 210 O 0.0857 204 6 0.0960 Populagdes indigenas
JPT 208 0 0.0860 200 8 0.0097 Parakanas ® - - - 60 80 <0.001
KHV 198 0 0.1491 195 3 0.7125 Parakana ° - - - 23 25 <0.001
Europeus Urubu Kapoor ° - - - 19 1 0.2129
CEU 198 0 0.1491 198 0 0.2241 Cinta Larga ° - - - 11 5 <0.001
FIN 198 0 0.1491 198 0 0.2241  Surui® - - - 20 0 1.0000
GBR 182 0 0.1442 182 0 0.3838
IBS 214 0 0.0853 214 0 0.2234
TSI 214 0 0.0853 214 0 0.2234
Sul Asiatico
BEB 172 0 0.1441 170 2 1.000
GIH 206 O 0.0863 206 O 0.2232
ITU 204 O 0.0867 204 O 0.2233
PJL 192 0 0.1466 192 0 0.2255
STU 204 0 0.0867 204 0 0.2233

* Presente estudo. Popula¢Bes do projeto 1000 genomas - ACB: Afrodescendentes caribenhos de
Barbados; ASW: Americanos Afrodescendentes no Sudoeste dos EUA; ESN: Grupo étnico Esan da
Nigéria; GWD: Individuos das divisGes ocidentais na Gambia; LWK: Grupo étnico Luhya de Webuye,
Quénia; MSL: Mende, Serra Leoa; YRI: Grupo étnico loruba de Ibadan, Nigéria; CLM: colombianos de
Medellin, Colémbia; MXL: Descendentes de mexicano vivendo em Los Angeles EUA; PEL: Peruanos
de Lima, Peru; PUR: porto-riguenhos de Porto Rico; CDX: Chineses Dai de Xishuangbanna, China;
CHB: Chineses Han em Pequim, China; CHS: Chineses Han do Sul, China; JPT: japoneses de Toquio,
Japdo; KHV: Grupo étnico Kinh da cidade de Ho Chi Minh, Vietnd; CEU: Residentes de Utah com
Ancestrais da Europa Setentrional e Ocidental; FIN: Finlandia; GBR: britanicos na Inglaterra e na
Escécia; IBS: Populacéo Ibérica da Espanha; TSI: Toscana, Itélia; BEB: Grupo étnico bengali de
Bangladesh; GIH: Grupo étnico indiano Guijarati,vivendo em Houston, Texas; ITU: Grupo étnico indiano
Telugu vivendo no Reino Unido; PJL: Indianos Punjabi de Lahore, Paquistdo; STU: Grupo étnico Tamil
do Sri Lanka, vivendo no Reino Unido.

Os valores de p representam o resultado do teste exato de Fisher que compara a frequéncia da
populagdo mencionada com a frequéncia da populacdo do presente estudo. Valores significativos
encontram-se destacados em negrito. As letras G e T na coluna do alelo DO*HY representam as bases
nitrogenadas Guanina e Timina, respectivamente. As letras C e T na coluna dos alelos DI*A/DI*B
representam as bases nitrogenada citosina e timina, respectivamente. Fonte: 1000 Genomes Project
(2015)," Presente estudo (2019) ! Piassi et al. (2010), ? Baleotti et al. (2006), ° Latini et al. (2014), #
Bianchi et al. (2016), 5 Costa et al. (2016), ¢ Zacarias et al. (2016), ” Novaretti et al. (2010), & Baleotti
(2003), ° Cozac (2004).
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5.7 Ancestralidade genémica e autodeclarada e gendétipos DI*A e DI*B e DO*HY

Os doadores genotipados para os alelos DI*A/DI*B e DO*HY (n=457) foram agrupados
de acordo com a raga/cor autodeclarada, conforme apresentado na Tabela 4. Ndo foram
observadas diferencas significativas nas frequéncias dos alelos DI*A e DI*B (p=0,199) e
DO*HY (p=1,00), comparando os grupos de raga/cor autodeclarados “branco” e “preto+pardo”
(Tabela 4).

Em relacdo a ancestralidade gen6mica individual, foi observada ampla variacdo dos
percentuais de ancestralidade africana e europeia nos individuos de diferentes genotipos
(Figura 7). E interessante ressaltar que o tnico individuo com fenétipo raro DO*HY/DO*HY
incluido neste estudo é autodeclarado branco e apresenta distribuicdo equilibrada de
ancestralidades africana (43,5%) e europeia (46,3%) (Figura 7-C, individuo representado por

um ponto verde), ainda que esse alelo seja caracteristico de populacdes africanas (Tabela 3).

Além disso, observamos ampla variacdo de ancestralidade gendémica dentre dos
grupos classificados por raga/cor autodeclarada (Figura 7-A). A média da ancestralidade

africana foi de 34,0% para pretos, 32,9% para pardos e 20,1% para brancos.
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Tabela 4 - Frequéncia alélica de doadores para o sistema Diego (DI*A e DI*B) e Dombrock
(DO*HY) em relacédo a cor autodeclarada.

Cor/raga autodeclarada

Amarela Branca Parda Preta Total

Sistema Diego

Gendtipo n % n % n % n % n %
DI*B/DI*B 2 100 200 96.62 149 99.33 96 97.96 447 97.81
DI*A/DI*B 0 0 7 3.38 1 0.67 2 2.04 10 2.19
DI*A/DI*A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 2 207 150 98 457 100
Alelo n % n % n % n % n %
DI*A 0 0 7 1.69 1 0.33 2 1.02 10 1.09
DI*B 4 100 407 9831 299 99.67 194 98.98 904 98.91
Total 4 414 300 196 914 100

Sistema Dombrock

Genétipo n % n % n % n % n %
DO/DO 2 100 202 9758 142 94.67 98 100.00 444 97.16
DO/DO*HY 0 0 4 1.93 8 5.33 0 0.00 12 2.63
DO*HY/DO*HY 0 0 1 0.48 0 0.00 0 0.00 1 0.22
Total 2 207 150 98 457

Alelo n % n % n % n % n %
DO 4 100 408 9855 292 97.33 196 100 900  98.47
DO*HY 0 0 6 1.45 8 2.67 0 0 14 1.53
Total 4 414 300 196 914 100

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 7 - Propor¢Bes de ancestralidade genémica individual africana, europeia e amerindia
em doadores de sangue de acordo com raga/cor autodeclarada (A) e os genoétipos DI*A/DI*B
(B) e DO*HY (C). Figura gerada utlizando o programa Plotly Chart Studio
(https://plot.ly/create/#/).
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Fonte: Autoria prépria.

5.8 Resolucéo de casos complexos envolvendo fenotipos raros

A partir de outubro de 2018 foi iniciada a analise de pacientes com suspeita de fenétipo
raro. No periodo do estudo, sete pacientes foram encaminhados pela CIH com informages a
respeito dos testes realizados. A partir dessas informacdes, foi realizada revisao da literatura
para buscar as bases genéticas do fenétipo sob suspeita e de testes moleculares descritos
para sua confirmacéo. Abaixo € apresentada uma breve descri¢cdo dos resultados obtidos com

analises desses casos.
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581 Casol

Paciente do sexo feminino, com suspeita de possuir anticorpo anti-Vel. Foi realizada
PCR/RFLP descrita por Ballif et al., (2013). A paciente era homozigota para o alelo
SMIM1*64_80 del (Fendtipo inferido: Vel-), confirmando a suspeita de anti-Vel (Figura 8).

Figura 8 - Gel de agarose 1% para analise do caso 1. Individuos que possuem a delecéo de
17 nt no SMIM1 néo apresentam o sitio de restricdo para a enzima Styl. Canaletas indicam
(0) padrdo de peso molecular 250pb, (1 a 3) amostras controle selvagens, (4) amostra
controle Vel-, (5) amostra da paciente analisada (demarcada em vermelho). Os fragmentos
esperados sédo 1200, 800 e 400 pb. O fragmento de 1200 pb indica a presenca do alelo
SMIM1 *64_80, enquanto os fragmentos 800 e 400pb indicam a presenca do alelo selvagem.
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Fonte: Autoria prépria
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58.2 Caso?

Paciente do sexo feminino, com suspeita de anticorpo anti-Vel. Foi realizada
PCR/RFLP descrita por Ballif et al., 2013. A paciente ndo apresentou o alelo SMIM1*64_80
del (Fendtipo inferido: Vel+), descartando a suspeita de anti-Vel (Figura 9).

Figura 9 - Gel de agarose 1% para analise do caso 2. Canaletas (0) Padrdo de peso molecular
250pb, (1) amostras controle Vel-, (2) amostra controle Vel+, (3) amostra da paciente analisada
(demarcada em vermelho). Os fragmentos esperados sao de 1200, 800 e 400pb. O fragmento
de 1200 pb indica a presenca do alelo SMIM1 * 64_80, enquanto os fragmentos 800 e 400pb
indicam a presenca do alelo selvagem
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Fonte: Autoria prépria
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5.8.3 Caso 3

Paciente do sexo feminino, com suspeita de anti-FY3. Foram realizadas as PCR/RFLP
descritas por Rios et al., 2000. Os resultados indicaram que a paciente era FY*B/FY*B e
homozigota para a variante -33 T>C que impede que Fy® seja expresso nas hemécias (Figura
10). Pacientes com este genotipo geralmente ndo desenvolvem anticorpo anti-Fy3. No entanto
h& raros casos descritos na literatura de pacientes nesta situacdo, sendo um deles
sequenciado sem que outra alteracdo no gene fosse encontrada, o que sugere que diferencas
conformacionais nas glicoproteinas expressas nos tecidos eritroides e ndo eritrides possam
estar relacionadas a esses casos raros de aloimunizagédo (FOLK, 2017; WENT et al., 2009).
Em caso de necessidade de transfusédo, o paciente podera receber hemocomponentes Fy(a-
b-). Para fins académicos, devera ser investigada a presenca de outras alteragdes genéticas

gue impedem a expressao dos antigenos do sistema Duffy.

Figura 10 - Resultado do Gel de poliacrilamida 8% para analise do caso 3. A- Analise dos
alelos FY*A e FY*B. As canaletas revelam (0) o padrédo de peso molecular 50pb, (1) amostra
controle FY*A/FY*A, (2) amostra controle FY*B/FY*B, (3) amostra controle FY*A/FY*B, (4 e
5) amostra da paciente estudada em duplicata (demarcadas em vermelho) e (6) controle
negativo (agua). Os fragmentos 210, 96 e 86 pb, indicam a presenca do alelo FY*A, enquanto
a presenca dos fragmentos de 306 e 86 pb indicam a presenca do alelo FY*B. B- Andlise do
alelo FY*BES(-33 T>C). Canaletas indicam (7) o padrao de peso molecular 50pb, (8) amostra
controle homozigota controle selvagem, (9) amostra heterozigota controle, (10) amostra
controle homozigota para a variante -33 T>C, (11) amostra da paciente estudada (demarcada
em vermelho), e (12) amostra controle negativo (dgua). Os fragmentos 108 e 81 pb indicam a
presenca do alelo selvagem, enquanto os fragmentos de 108, 61 e 20pb, sendo o ultimo n&o
possivel de ser visualizado no gel de poliacrilamida, indicam a presenca do alelo FY*BES (-
33 T>C).
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Fonte: Autoria prépria
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584 Caso4

Paciente do sexo masculino, com fen6tipo Ge-2 (teste realizado com soro humano néo
comercial) e suspeita de anticorpo anti-Gerbich. Foram realizadas as PCR 3, 4 e 6 descritas
por Gourri et al., 2017. A interpretacédo dos resultados foi realizada de acordo com a matriz
descrita no Quadro 1. Os resultados sugeriram um padrao de delecdo compativel com a
variante YUS (GE-2,3,4), confirmando a suspeita de aloimunizacéo (Figura 11). Sete irmaos
do paciente foram avaliados dos quais um também apresentou um padrdo de delecéo
compativel com a variante YUS (Figura 12). No caso desse paciente e de seu irméo
combinac¢@es dos subtipos da variante YUS (Yus01, Yus02, Yus03 e Yus04) sdo possiveis,
conforme pode ser visto no quadro 01, sendo que para todas essas combinacgdes € esperado
o fenétipo Yus (GE-2,3,4).

Figura 11- Resultado do gel de agarose 2% para analise do caso 4. A) As canaletas de 1 a 6
representam a PCR 4, sendo (0) padrdo molecular 100pb, (1-2) amostras selvagens, (3)
amostra controle YUS/YUS, (4) amostra paciente do caso 5 (ver a seguir) (5) amostra do
paciente do caso 4 (demarcada em vermelho) e (6) controle negativo. B) As canaletas 1 a 5
séo referentes a PCR 3, sendo (0) padrao molecular 100pb, (1-2) amostras selvagens, (3)
amostra controle YUS/YUS, (4) amostra do paciente do caso 4 (demarcada em vermelho) e
(5) controle negativo. As canaletas 6 a 10 sé@o referentes a PCR 6, sendo (6-7) amostras
selvagens, (8) amostra YUS/YUS, (9) amostra do paciente do caso 4 (demarcada em
vermelho) e (10) controle negativo. As PCRs 3, 4 e 6 resultam em fragmentos de 185, 579 e
223pb, respectivamente. Em cada reacédo, o fragmento del000 pb refere-se a amplificacdo
do controle interno da reacédo (GH1).
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Fonte: Autoria prépria
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Figura 12 - Resultado do gel de agarose 2% para analise de familiares do caso 4. A) As
canaletas de 1 a 8 representam a PCR 3, sendo (0) padréo de peso molecular 100 pb, (1 a 7)
os irmaos do paciente em analise e (8) controle negativo (agua). A canaletas de 9 a 16
representam a PCR 6 sendo (9 a 15) os irmdos do paciente aloimunizado e (16) controle
negativo (Agua). B) As canaletas de 1 a 8 representam a PCR 4, sendo (0) padrao de peso
molecular 100 pb, (1 a 7) os irmdos do paciente aloimunizado e (8) controle negativo (agua).
As PCRs 3, 4 e 6 resultam em fragmentos de 185, 579 e 223pb, respectivamente. Em cada
reacdo, o fragmento de1000 pb refere-se a amplificacdo do controle interno da reacédo (GH1).
Os resultados demarcados em vermelho representam um Unico irmdo que apresentou o
mesmo padrdo de amplificacdo do paciente do caso 4.
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Fonte: Autoria prépria
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Quadro 1 - Matriz para interpretacdo dos resultados das PCR 3, 4, 6 e 13 elaborada a partir
da adaptacéo da matriz proposta por Gourri et al. (2017). Destacados na cor laranja estdo os
possiveis gendétipos que o paciente do caso 4 e um de seus irmaos podem apresentar,
levando-se em consideracdo os padroes de amplificacdo observados nas PCR 3,4 e 6 (a
PCR 13 néo foi realizada para a andlise desse caso).

Genétipos Resultado da PCR Subtipo Resultado da PCR
3 4 6 |13 3 4 6 |13
wild-type wild-type + + + | — | Yus02 Gerbich01 | + + +
wild-type Yus01 + + + | — | Yus02 Gerbich02 | + | — | + | —
wild-type Yus02 + | + + | — | Yus02 Gerbich03 | + | — | + | —
wild-type Yus03 + | + + | — | Yus03 Yus03 — s —
wild-type Yus04 + | + + | — | Yus03 Yus04 — | — | + |—
wild-type | Gerbich01 | + + + |+ Yus03 Gerbich01 | + + + |+
wild-type | Gerbich02 | + + + |—| Yus03 Gerbich02 | + | — | + | —
wild-type | Gerbich03 | + | + + | — | Yus03 Gerbich03 | + | — | + | —
Yus01 Yus01 — | — | + |— Yus04 Yus04 — | — + | —
Yus01 Yus02 — | — | + |— | Yus04 Gerbich01 | + + + |+
Yus01 Yus03 — | — | + |— | Yus04 Gerbich02 | + — | + | —
Yus01 Yus04 — | — | + |— | Yus04 Gerbich03 | + — | +
Yus01 Gerbich0l | + + + | + | GerbichO1 | Gerbich01 | + + | — |+
Yus01 Gerbich02 | + | — | + | — | Gerbich01 | Gerbich02 | + + | — |+
Yus01 Gerbich03 | + | — | + | — | Gerbich01 | Gerbich03 | + + | — |+
Yus02 Yus02 — | — | + | —|Gerbich02 | Gerbich02 | + | — | — |—
Yus02 Yus03 — | — | + | —|Gerbich02 | Gerbich03 | + | — | — |—
Yus02 Yus04 — | — | + | —|Gerbich03 | Gerbich03 | + | — | — |—

Fonte: Gourri et al. (2017)
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585 Casob

Paciente do sexo feminino com a suspeita de anticorpo anti-Gerbich. Foram realizadas
as PCR 3, 4, 6 e 13 descritas por Gourri et al. (2017). A interpretacdo dos resultados foi
realizada de acordo com o Quadro 1. Os resultados sugeriram um padrdo de delegcéo
compativel com a variante Gerbich 1 (Ge-2,-3,4) em homozigose, ou em heterozigose com
Gerbich 2 ou Gerbich 3, reforcando a suspeita de aloimunizacdo (Figura 13). No entanto, a
amostra sera sequenciada para verificar motivo da nao amplificacdo na PCR especifica para
esta variante (PCR 13).

Uma reacéo adicional foi realizada utilizando primer F (foward) da PCR 4 e primer R (reverse)
da PCR 13. De acordo com os estudos realizados nas sequéncias disponiveis para as
variantes do sistema Gerbich, uma amplificacdo nesta reacao s seria possivel para amostras
apresentando delecao semelhante a descrita para as variantes Gerbich 1 ou 2. Desta forma,
o resultado positivo observado, reforca a hipotese de que trata-se de um paciente com este

tipo de base genética.
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Figura 13 - Resultado dos géis de agarose a 2% para andlise do caso 5. A) As canaletas 1 a
6 mostram os resultados da PCR 3: (0) padréo de peso molecular 100 pb, (1 e 2) amostras
controle selvagem, (3) Amostra controle YUS/YUS, (5) amostra da paciente analisada e (6)
amostra controle negativo (Agua). As canaletas 7 a 12 mostram os resultados da PCR 6: (7 e
8) amostras controle selvagem, (9) amostra controle YUS/YUS, (11) amostra da paciente
analisada e (12) amostra controle negativo (agua). B) As canaletas 1 a 6 mostram os
resultados da PCR 4: (0) padrédo de peso molecular 100 pb, (1 e 2) amostras controle
selvagem, (3) Amostra controle YUS/YUS, (5) amostra da paciente analisada e (6) amostra
controle negativo. As canaletas 7 a 12 mostram os resultados da PCR 13: (7 e 8) amostras
controle selvagem, (9) amostra controle YUS/YUS, (11) amostra da paciente analisada e (12)
amostra controle negativo (dgua). C) Resultado da PCR utilizando primer Foward da PCR 4 e
primer Reverse da PCR 13: (0) padrdo de peso molecular 100 pb, (1 e 2) amostras controle
selvagem, (3) Amostra controle YUS/YUS, (4) amostra da paciente estudada, (5) amostra
controle GE-2 e (6) amostra controle negativo. Os resultados demarcados em vermelho séo
referentes da paciente do caso 5. As PCRs 3, 4, 6 e 13 resultam em um fragmento de 185,
579, 223 e 389pb, respectivamente. Em cada reacgéo, o fragmento del000 pb refere-se a
amplificagdo do controle interno da reagéo (GH1).
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Fonte: Autoria prépria
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Quadro 2 - Matriz para interpretagédo dos resultados das PCR 3, 4, 6 e 13 elaborada a partir
da adaptacao da matriz proposta por Gourri et al. (2017). Os genétipos sombreados na cor
laranja séo os possiveis para o caso 5, considerando os padrdes de amplificacdo das PCR 4,
5e6.

Subtipo Resultado da PCR Subtipo Resultado da PCR
3 4 6 |13 3 4 6 |13
wild-type wild-type + + + | — | Yus02 Gerbich01 | + + +
wild-type Yus01 + + + | — | Yus02 Gerbich02 | + | — | + | —
wild-type Yus02 + | + + | — | Yus02 Gerbich03 | + | — | + | —
wild-type Yus03 + | + + | — | Yus03 Yus03 — | — | + |—
wild-type Yus04 + | + + | — | Yus03 Yus04 — | — | + |—
wild-type | Gerbich01 | + + + |+ Yus03 Gerbich01 | + + + |+
wild-type | Gerbich02 | + + + |—| Yus03 Gerbich02 | + | — | + | —
wild-type | Gerbich03 | + | + + | — | Yus03 Gerbich03 | + | — | + | —
Yus01 Yus01 — | — + | — Yus04 Yus04 — | — + | —
Yus01 Yus02 — | — | + |—| Yus04 Gerbich01 | + + + |+
Yus01 Yus03 — | — | + |—| Yus04 Gerbich02 | + — | + | —
Yus01 Yus04 — | — | + |—| Yus04 Gerbich03 | + — | +
Yus01 Gerbich0l | + + + | + | GerbichO1 | Gerbich01 | + + | — | +
Yus01 Gerbich02 | + | — | + | — | Gerbich01 | Gerbich02 | + + | — | +
Yus01 Gerbich03 | + | — | + | — | Gerbich01 | Gerbich03 | + + | — | +
Yus02 Yus02 — | — | + | —|Gerbich02 | Gerbich02 | + | — | — |—
Yus02 Yus03 — | — | + | —|Gerbich02 | Gerbich03 | + | — | — |—
Yus02 Yus04 — | — | + | — | Gerbich03 | Gerbich03 | + | — | — |—

Fonte: Gourri et al. (2017)
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5.8.6 Caso 6

Paciente do sexo feminino aloimunizada, com a suspeita de anticorpo anti-Di®. Foi
utilizada a técnica em PCR em Tempo Real descrita neste estudo para andlise dos alelos
DI*A/DI*BI (protocolo 2). A paciente apresentou o genoétipo DI*B/DI*B, excluindo o

envolvimento de aloimunizagéo anti-DiP neste caso (Figura 14).

Figura 14 - Resultados de PCR em Tempo Real para analise do caso 6. Na figura esta
representada: (a) amostra controle da reacdo com o genétipo conhecido DI*A/DI*B, (b)
amostra controle DI*B/DI*B e (c) amostra da paciente neste experimento. A amplificacdo do
alelo DI*A esta representada na cor fucsia e do alelo DI*B esta em verde.

A) B)

Fonte: Autoria prépria
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587 Caso7

Paciente do sexo feminino aloimunizada, com a suspeita de possuir anticorpo anti-DiP.
Foi utilizada a técnica em PCR em Tempo Real descrita neste estudo para andlise dos alelos
DI*A/DI*B. O resultado indicou a ocorréncia do genétipo DI*A/DI*A, associado ao fenétipo raro
Di(a+b-), confirmando a suspeita de aloimunizac&o anti-Di° (Figura 15). Os irm&os da paciente
foram convidados a fornecerem amostras visando a busca de doadores compativeis. Todos

0s quatro irméos avaliados eram heterozigotos DI*A/DI*B (Figura 16).

Figura 15 - Resultados de PCR em Tempo Real para andlise do caso 7. Na figura estéo
apresentados os resultados das curvas de amplificacdo para a amostra controle DI*A/DI*B
(a), amostra controle DI*B/DI*B (b), amostra controle DI*A/DI*A (c) e amostra da paciente (d).
A curva de amplificacdo na cor facsia corresponde a amplificacdo do alelo DI*A e a
representada na cor verde corresponde a amplificacdo do alelo DI*B.

A) - B)

C) D)

Fonte: Autoria prépria
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Figura 16 - Resultados de PCR em Tempo Real para andlise de familiares referentes ao caso
7. Na figura estéo representadas (a) a amostra controle DI*A/DI*B, (b) a amostra controle
DI*B/DI*B, (c) amostra controle DI*A/DI*A e (d-g) amostra dos irmaos da paciente referente
ao caso 7. A curva de amplificacdo na cor fucsia representa a amplificacdo do alelo DI*A e em
verde a amplificacéo do alelo DI*B.
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Fonte: Autoria prépria
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6 DISCUSSAO

A caracterizacdo adequada dos antigenos sanguineos de pacientes portadores de
fenotipos raros visando a compatibilizacdo nas transfusdes de hemocomponentes constitui
um grande desafio para a medicina transfusional. A caracterizagéo incorreta ou insuficiente
desses individuos pode levar a transfusdes incompativeis, aumentando o risco de reacdes
transfusionais. Quando a correta caracterizacdo desses pacientes é alcangada, inicia-se outro

grande desafio, que é encontrar doadores compativeis.

Laboratérios de Imuno-hematologia geralmente empregam testes de hemaglutinagéo, nos
guais sdao utilizados anticorpos especificos para identificacdo dos antigenos da superficie das
hemacias (fenotipagem eritrocitaria). Embora estes testes geralmente fornegam resultados
satisfatorios, algumas limitacdes podem ser observadas. Nos casos de antigenos associados
a fendtipos raros, muitas vezes o0s anticorpos necessarios ndo sdo comercializados, estéo
disponiveis apenas em laboratérios de referéncia, ou mesmo podem apresentar baixa
gualidade (PEYRARD, 2013).

Uma estratégia geralmente empregada para superar a falta de reagentes comerciais
para determinacdo de fendtipos raros € a utilizacdo de reagentes de origem humana
(JUNGBAUER, 2009). Este procedimento é aceitavel, sendo utilizado em laboratérios de
imuno-hematologia de todo o mundo. No entanto, 0s reagentes de origem humana devem
estar muito bem caracterizados, pois a utilizacdo de antissoros caracterizados
insuficientemente podera levar a resultados incorretos colocando o0s pacientes em risco
(DENOMME, 2013).

Com o avanco ha Medicina transfusional, métodos alternativos tém sido desenvolvidos
para auxiliar, sobretudo nas situacbes nas quais as técnicas sorolégicas ndo podem ser
aplicadas. Com o crescente conhecimento das bases genéticas dos antigenos eritrocitarios
tem tornado possivel o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular as quais permitem
a inferéncia de fenétipo de doadores e receptores de hemocomponentes a partir dos

genadtipos observados.

Diversas técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas para a genotipagem de
grupos sanguineos, como PCR alelo-especifica (SSP-PCR), PCR-RFLP, PCR em tempo real,
microarranjos de DNA, espectrometria de massa e sequenciamento (MARTINS et al., 2009;
PEYRARD, 2013). Dentre essas técnicas, a PCR em Tempo Real tem se destacado em
decorréncia de sua execucao facil e rapida, alto potencial de automacéo e redugéo do risco
de contaminacéo. Desta forma a PCR em tempo real tem sido cada vez mais utilizada na

andlise de grupos sanguineos, incluindo aqueles relacionados a fenoétipos raros (POLIN et al.,
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2008; NOVARETTI et al., 2010; DEZAN et al., 2016). Além disso, a alta sensibilidade da
técnica de PCR em tempo real tem possibilitado sua aplicagdo a genotipagem de amostras
agrupadas (DEZAN et al., 2016)

No presente estudo, foram padronizadas reacfes baseadas na técnica de PCR em
tempo real para a genotipagem dos alelos DI*A/DI*B do sistema Diego e DO*HY do sistema
Dombrock, a partir da modificacdo de protocolos previamente desenvolvidos na Fundacéo
Hemominas. Os testes desenvolvidos podem ser Uteis em bancos de sangue, visando a
inferéncia dos fenétipos, uma vez que anticorpos anti-Di® sdo0 escassos e anticorpos anti-Di°

e anti-Hy ndo estdo comercialmente disponiveis.

Os resultados indicam que os ensaios padronizados sé@o reprodutiveis, faceis de
executar e fornecem resultados satisfatérios mesmo em baixas concentracbes de DNA (100
pg de DNA por reacéo para DI*A e DO*HY e 10 pg para DI*B), 0 que os tornam potencialmente
Uteis em situac6es em que o DNA alvo é escasso, como DNA fetal livre no plasma materno
ou avaliacdo de amostras agrupadas.

Os baixos valores de Coeficiente de variagdo para os Cts observados (0,59% para
DI*A, 0,29% para DI*B e 0,42% para DO*HY nos testes intra-ensaio; 0,69% para DI*A, 1,59%
para DI*B e 0,69% para DO*HY nos testes inter-ensaio) indicam que os testes desenvolvidos
apresentam boa precisdo. Embora a avaliacdo dos coeficientes de variacdo em testes
gualitativos ndo seja geralmente exigida, a avaliacdo deste aspecto pode ser til nas
padronizacdes de reacdo de PCR em tempo real, sobretudo quando a variacdo nos valores
de Ct pode interferir na interpretacao dos resultados. Além disso, embora n&o haja parametros
de aceitacdo pré-definidos para os coeficientes de variagdo em testes qualitativos,
destacamos que valores encontrados no presente estudo sdo semelhantes, ou mesmo
inferiores aos descritos na literatura para outros testes similares (KOVANDA; POLJAK, 2011,
COOK et al., 2012; ZHENG et al., 2017)

Resultados concordantes foram obtidos na avaliacdo de amostras individuais ou
agrupadas em pools de cinco amostras. Desta forma, as técnicas padronizadas podem ser
aplicadas tanto na triagem dos doadores em pool quanto na abertura dos pools que
apresentarem amplificacdo para os alelos de interesse (no caso DO*HY e DI*A), visando a
identificacdo dos doadores com fenotipo raro. Além disso, esses métodos também podem ser

Uteis na caracterizacdo de receptores de hemocomponentes.

A genotipagem de amostras agrupadas € muito Util, pois proporciona economia de
tempo e recursos, possibilitando assim a avaliagdo de um nimero maior de individuos. Este

aspecto é bastante relevante na busca de doadores com fenoétipos raros, pois é necessario
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avaliar um grande numero de individuos para a identificagdo de um unico doador (WAGNER,
2018; HE, et al., 2013).

No presente estudo, a PCR em tempo real foi utilizada para avaliar a frequéncia dos
alelos DI*A/DI*B e DO*HY nos doadores de sangue de Minas Gerais. Um total de 457
amostras foram avaliadas, tendo sido observadas frequéncia alélica de 1,09% para DI*A e
1,53% para DO*HY. Desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg ndo foi observado. Esses
resultados confirmam as baixas frequéncias dos alelos DI*A e DO*HY no estado de Minas
Gerais e reforgcam a importancia do desenvolvimento de estratégias que permitam a avaliacédo
de um grande numero de amostras, como a genotipagem de amostras agrupadas, para

triagem de doadores com os fen6tipos raros Di(a+b-) e Hy-.

A genotipagem DI*A/DI*B também foi realizada para um grupo de doadores de sangue
identificados como Di(at+) em testes de fenotipagem estendida de rotina da Fundacéo
Hemominas. O banco de dados da fundacdo Hemominas possui um total de 7.615 doadores
gue foram fenotipados para o antigeno Di? através da metodologia de hemaglutinacéo
utilizando soros ndo comerciais, provenientes de individuos aloimunizados previamente
caracterizados. Dentre esses doadores, 214 (2,8%) apresentam o antigeno Di. Ao longo do
presente estudo, & medida que estes doadores Di(a+) doavam sangue, suas amostras eram
reservadas e analisadas, sendo possivel obter 58 amostras. Essas amostras foram
genotipadas e todas elas apresentaram o gendtipo heterozigoto DI*A/DI*B, confirmando a

dificuldade na obtencdo dos hemocomponentes Di(a+b-) na populacdo de Minas Gerais.

As frequéncias dos alelos DI*A e DO*HY observadas no presente estudo foram
similares as previamente observadas em outras popula¢fes brasileiras urbanas (Tabela 3).
Entretanto, diferencas significativas foram observadas para DI*A em relacdo a grupos com
ancestralidade amerindia ou asiatica, como as tribos indigenas brasileiras Parakana e Cinta
Larga (BALEOTTI et al., 2003; COZAC, 2004), populacdes latino-americanas com expressiva
contribuicdo amerindia tais como mexicanos e peruanos (Projeto 1000 Genomas), ou
brasileiros descendentes de japoneses. Em relacéo ao alelo DO*HY, diferencas significativas
de frequéncia foram observadas em comparacédo a populagbes africanas, tais como as de
Gambia, Kénia e Nigéria (tabela 3). Estes resultados estdo de acordo com a literatura, uma
vez que os antigenos Di? e Hy séo caracteristicos de populacdes amerindias/asiaticas e
africanas, respectivamente (BEGAT et al., 2015; NATHALANG et al., 2016; 1000 Genomes
Consortium, 2015).

Diversos programas de sangue raro no mundo consideram a ancestralidade ou etnia
na selecdo de doadores para triagem de fenoétipos raros (ST-LOUIS et al., 2013; REVELLI et
al., 2014; NANCE et al.,, 2016; GOLDMAN AND CROIX, 2016; VANHONSEBROUCK e
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NAJDOVSKI, 2016). Isto € feito porque certos fenotipos raros sdo caracteristicos de
determinadas populagbes ou regides geograficas. No entanto, em popula¢des altamente
miscigenadas como a de Minas Gerais, a atribui¢cdo de individuos a grupos étnicos pode ser
uma tarefa complexa. A populagdo mineira € altamente heterogénea e miscigenada,
apresentando inclusive variagfes regionais em relagcéo aos padrbes de miscigenacéo (SILVA-
MALTA, 2010). Desta forma, espera-se encontrar em nosso estado uma grande variedade de
fendtipos eritrocitarios provenientes de diferentes populagfes parentais.

A utilidade da aplicagcédo da raca/cor autodeclarada na triagem de doadores raros em
nossa populacao foi avaliada por meio da comparacéo da frequéncia dos alelos DI*A/DI*B e
DO*HY entre doadores de sangue agrupados por raca/cor autodeclaradas. Comparando os
doadores autodeclarados brancos com aqueles pretos e pardos, ndo houve diferenca
significativa na frequéncia dos alelos DO*HY e DI*A (Tabela 4).

Analisando a ancestralidade genémica, que estava disponivel para um subgrupo de
282 doadores, observamos uma ampla variacdo dos percentuais de ancestralidade africana
e europeia nos individuos de diferentes genétipos, bem como dentre os diferentes grupos de
raca/cor autodeclarada (Figura 7). Foram observados percentuais de ancestralidade africana
de 20,1% para o grupo de individuos autodeclarados brancos, 32,9% para os autodeclarados

pardos e 34,0% para os autodeclarados pretos.

E interessante destacar que, embora o alelo DO*HY seja caracteristica de populacdes
africanas, o Unico individuo homozigoto para este alelo incluido neste estudo € autodeclarado
branco, e possui, de acordo com a analise empregada, 43,5% de ancestralidade africana,

46,3 % de ancestralidade europeia e 10,2% de ancestralidade amerindia.

A existéncia de consideravel variacdo na ancestralidade genémica, mesmo dentro de
grupos categorizados de acordo com autodeclaracao de raga/cor ja foi relatada por diferentes
estudos. O estudo desenvolvido por Pena et al. (2010), no qual foram empregados 0 mesmo
painel de marcadores e a mesma técnica de analise adotadas na estimativa de ancestralidade
genbmica do presente estudo, relatou variabilidade consideravel na ancestralidade dentre de
categorias de raga/cor em diferentes regides brasileiras, sobretudo ente pretos e pardos. Para
individuos autoclassificados como pretos, por exemplo, a ancestralidade europeia média
variou de 29,3% em Santa Catarina a 53,9% na Bahia (PENA et al., 2010).

Importantes estudos realizados na populagéo brasileira, assim como em outras
populacdes latino-americanas tém demonstrado que embora a ancestralidade gendmica e a
raga/cor autodeclarada estejam associadas (KEHDY et al., 2015; RUIZ-LINARES et al., 2014),
fatores sociais e culturais podem afetar a percepcdo da etnia (RUIZ-LINARES et al., 2014;

LIMA-COSTA et al., 2015). Além disso, fatores metodol6gicos tais como tamanho amostral,
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selecdo do painel de marcadores informativos de ancestralidade e estratégia de analise de
dados podem influenciar nas estimativas de ancestralidade. Desta forma, a complexidade
envolvendo a atribuicdo de individuos a grupos étnicos em populacdes altamente
miscigenadas como a de Minas Gerais, bem como nimero de individuos analisados podem

explicar os resultados observados no presente estudo.

Um estudo recente publicado por nosso grupo de pesquisa demonstrou a ocorréncia,
em Minas Gerais, de uma maior proporcdo de ancestralidade africana entre doadores com o
gendtipo FY*BES, o qual esta associado ao fenétipo Fy(a-b-). Este resultado estd em
concordancia com a origem majoritariamente africana desse polimorfismo. No entanto,
analisando uma grande coorte de doadores de sangue (N = 33.195), o fendtipo Fy(a-b-), ndo
foi mais comum entre os doadores que declararam-se pretos comparando com outras
categorias de raga/cor autodeclaradas (MARTINS et al., 2017). Estes dados, assim como 0s
resultados do presente estudo, indicam a existéncia de maior complexidade na aplicacdo da
raca/cor autodeclarada na triagem de doadores de sangue para fenétipos especificos em

nossa populacgéo.

Considerando a necessidade da avaliagcdo de fendtipos raros tanto em doadores
guanto em receptores de hemocomponentes, o presente estudo também incluiu a avaliacdo
de pacientes. Tais pacientes foram incluidos no estudo a partir da deteccdo da necessidade
de aplicacdo de técnicas de biologia molecular para a resolu¢do de casos complexos em
imuno-hematologia envolvendo a suspeita de aloimunizacéo relacionada a fenétipos raros

(anticorpos contra antigenos de alta frequéncia).

Desta forma, no contexto do presente estudo, a analise dos pacientes foi solicitada
pela Central de imuno-hematologia da FH, que encaminhou para o grupo de pesquisa as
amostras de sangue dos pacientes juntamente com as informacfes acerca dos testes
sorolégicos realizados. No periodo do estudo sete casos foram analisados, sendo que para
guatro deles foi confirmada a ocorréncia de gendtipos associados a auséncia de antigenos de
alta frequéncia, o que reforgou a suspeita de aloimunizagéo relacionada a fenotipos raros.

Tais casos envolviam anticorpos dos sistemas Gerbich, Duffy, Vel e Diego.

A correta caracterizacdo desses pacientes possibilita evitar transfusfes incompativeis
gue podem ter efeitos adversos potencialmente sérios. Além disso, a conclusdo dos casos
pode minimizar a realizacdo de diversos testes sorologicos complexos que além de
apresentarem altos custos, sobrecarregam o laboratério, podendo resultar no atraso da
liberacdo de resultados. Por fim, a exclusédo da possibilidade de presenca de anticorpos

especificos voltados contra antigenos de alta frequéncia evita transfusdes desnecessaria de
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sangue raro, reservando tais hemocomponentes para aqueles pacientes que realmente

necessitam.

E interessante ressaltar que a correta caracterizacdo dos pacientes com anticorpos
contra antigenos de alta frequéncia é importante para aumentar a seguranca transfusional
ndo sO deles mesmos, ja que os anticorpos identificados podem causar reacdes pos-
transfusionais hemoliticas, mas também de outros individuos. Isto ocorre porque soros e
hemécias raros advindos desses pacientes podem ser criopreservados em pequenas
aliguotas na Central de Imuno-hematologia e utilizados posteriormente, como valiosas
ferramentas laboratoriais Uteis na realizacdo de testes imuno-hematoldgicos visando
caracterizacéo de outros pacientes (CHAGAS et al., 2017).

Desta forma, podemos concluir que os resultados obtidos no presente estudo sdo de
grande utilidade, podendo ser aplicados para a melhoria da seguranca transfusional em Minas
Gerais. Os testes desenvolvidos serdo disponibilizados para implementacdo na Central de
Imuno-hematologia da Fundacdo Hemominas, onde poderdo ser aplicados para a triagem e

confirmacao de fen6tipos raros em doadores e receptores de hemocoponentes.
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7

CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a descricdo pela primeira vez, da demanda e da
disponibilidade de sangue raro devido a auséncia de antigenos de alta frequéncia na rede
hemoterapica publica de Minas Gerais. O conhecimento da demanda néo atendida pode
ser util no direcionamento dos esfor¢os para a implementacgéo de testes visando a triagem

de doadores com fenétipos raros em nossa populagao.

Testes de biologia molecular para identificacdo de fendtipos eritrocitarios raros em
doadores de sangue e pacientes foram padronizados com sucesso. Em relagéo a triagem
de doadores com fendtipos raros, a PCR em tempo real usando amostras agrupadas
mostrou-se um método promissor para selecionar doadores de sangue raros, tendo sido
padronizada para a avaliacédo os alelos DI*A/DI*B do Sistema Diego e DO*HY do sistema
Dombrock. Ja em relagdo aos pacientes, analises moleculares de alelos dos sistemas
Gerbich, Vel e foram padronizadas de acordo com protocolos disponibilizados na
literatura. Todas as técnicas padronizadas serdo disponibilizadas para implementacao na

Central de Imuno-hematologia da Fundagdo Hemominas.

A frequéncia dos alelos raros dos sistemas Diego (DI*A) e Dombrock (DO*HY) em
doadores de sangue de Minas Gerais foi avaliada, tendo sido confirmada a baixa
prevaléncia desses alelos em nossa populacéo (1,09% para DI*A e 1,53% para DO*HY).
Estas frequéncias foram semelhantes as das popula¢des brasileiras urbanas previamente
estudadas, o que reforca a necessidade do desenvolvimento de estratégias que permitam
a analise de um grande namero de amostras, como a genotipagem em pool, para a

identificacdo de doadores raros homozigotos para esses alelos.

A avaliacdo da aplicacdo da raca/cor autodeclarada na triagem de doadores raros em
Minas Gerais, utilizando como modelo os alelos DO*HY e DI*A, revelou que embora tanto
a raga/cor autodeclaradas quanto certos alelos de grupo sanguineo estejam associados a
ancestralidade, o uso de critérios étnico-raciais para auxiliar na triagem de doadores raros

em populacdes altamente miscigenadas pode ser desafiador.

Analises moleculares de alelos dos sistemas Gerbich, Diego, Vel e Duffy em receptores
de hemocomponentes permitiram o fornecimento a Central de Imuno-hematologia de
resultados Gteis na resolugdo de casos complexos em imuno-hematologia. As anélises
permitiram confirmar ou excluir a presenga de anticorpos contra antigenos de alta

frequéncia, aumentando a seguranca transfusional dos pacientes.
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9 PERSPECTIVAS

O presente estudo foi desenvolvido como parte de dois projetos de pesquisa em
desenvolvimento na Fundacdo Hemominas: “Analise molecular de grupos sanguineos em
doadores de sangue para identificagdo de variantes raras” que tem como foco e
desenvolvimento de testes para auxiliar na triagem de doadores de sangue com fenétipos
raros e “Resolugdo de casos complexos em imuno-hematologia” que tem como objetivo
principal contribuir na resolucdo de casos de pacientes aloimunizados com suspeita de
anticorpos contra antigenos de alta frequéncia atendidos pela Central de Imuno-hematologia
de FH.

Em relagcédo a triagem de doadores em amostras agrupadas, estamos atualmente
aperfeicoando a técnica de genotipagem a partir de sangue seco em papel de filtro (FTA,
Watchman). Esta estratégia busca reduzir os custos da triagem e tem apresentado resultados
bastante promissores (Figura S1)

Figura S1 - Genotipagem de amostras agrupadas utilizando sangue total seco em papel filtro
(FTA, Watchman) para analise dos alelos DI*A/DI*B.

Angiticaton P

[ cieco-om [ DiECO-DIB

Fonte: Autoria propria

Ja em relacéo a andlise de pacientes, a demanda constante pela resolugéo de casos
complexos tem reforcado a necessidade da incorporacao de novos testes a Central de Imuno-

hematologia.
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Com a continuidade desses projetos temos como perspectivas o desenvolvimento e 0
aprimoramento de testes de biologia molecular que sejam Uteis no avanco técnico da

Fundagcdo Hemominas na area de Imuno-hematologia.
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