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Resumo

A fenotipagem de antigenos dos sistemas considerados de maior importancia clinica como
ABO, Rh e Kell é rotineiramente realizada em bancos de sangue. Entretanto, na ultima década
tem sido relatados casos de reacGes transfusionais hemoliticas envolvendo anticorpos de
outros sistemas que nem sempre estdo incluidos na rotina pré-transfusional dos bancos de
sangue, incluindo o Diego e o Dombrock. A pesquisa desses sistemas € dificil, uma vez que a
obtencdo dos anticorpos para a caracterizacdo dos respectivos antigenos é complexa e 0s
reagentes comerciais geralmente ndo estdo disponiveis. Sendo assim, as técnicas de biologia
molecular tornam-se uma ferramenta valiosa, pois permitem a inferéncia do fendtipo a partir
da analise genética. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo padronizar reacGes
baseadas na técnica de PCR em tempo real para a genotipagem de variantes dos sistemas de
grupos sanguineos Duffy (FY*A, FY*B e FY*BES), Diego (DI*A e DI*B) e Dombrock (HY).
Os resultados obtidos indicaram a ocorréncia de completa concordéncia entre os resultados
obtidos por PCR-RFLP (técnicas ja descritas na literatura) e as técnicas padronizadas nesse
estudo. Os testes de precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) para as técnicas padronizadas
também apresentaram resultados satisfatorios considerando que se trata de testes qualitativos,
sendo que os valores médios dos coeficientes de variagdo para os cycle threshold néo
ultrapassaram 5,6%. Os resultados dos testes de avaliacdo da sensibilidade analitica das
técnicas padronizadas indicaram que o limite minimo de detec¢do das técnicas padronizadas é
compativel com as concentracbes de DNA usualmente empregadas em laboratorios de
biologia molecular sendo notada amplificagdo em concentragdes de 1ng para os alelos DI*A e
DI*B, e em 100pg para os alelos HY e DO. Desta forma, admite-se que as técnicas
padronizadas apresentam potencial para utilizacdo na rotina de bancos de sangue, podendo ser

Uteis na triagem de portadores de fendtipos de grupos sanguineos, incluindo as variantes raras.

PALAVRAS-CHAVE: Sistemas de grupos sanguineos. Genotipagem. PRC em tempo real.

Sistema Diego. Sistema Dombrock. Sistema Duffy



Abstract

The determination of red blood cell antigens for the most relevant blood group systems like
ABO, Rh, and Kell is commonly performed in blood banks. However, in the last decade,
cases of hemolytic transfusion reactions caused by antibodies related to blood group antigens
not routinely evaluated in pre-transfusion tests have been reported. These reports include
systems like Diego e Dombrock. The determination of antigens and antibodies related to these
systems is hampered by the paucity of appropriate reagents for serologic typing. Thus,
molecular biology techniques become a valuable tool in immunohematology laboratories,
since they allow inference of the phenotype from the genetic analysis. The present study
aimed to standardize the genotyping of variants of the Duffy (FY*A, FY*B and FY*BES),
Diego (DI*A and DI*B) and Dombrock (HY) blood group systems using real-time PCR.
Results indicate that there was complete agreement between the results of PCR-RFLP
(techniques described in the literature) and the real time PCR assays standardized in this
study. The reproducibility and repeatability of the tests was measured by calculation of the
coefficient of variation for cycle threshold from triplicate samples. The mean values of the
coefficients of variation did not exceed 5.6%. The limit of detection was found to be 1 ng of
DNA per reaction for DI*A/DI*B and 100 pg for HY. These limits are compatible with the
DNA concentrations usually employed in molecular biology laboratories. These results
demonstrate that the standardized techniques present potential for routine use in blood banks

and may be useful in screening of blood donors with rare phenotypes.

KEY WORDS: Blood group systems, genotyping, real-time PRC, Diego system, Dombrock
system, Duffy system
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1 INTRODUCAO

A ciéncia da transfusdo sanguinea teve inicio com a descoberta do sistema de grupos
sanguineo ABO por Karl Landsteiner em 1901, a qual resultou em aumento significativo da
seguranca do procedimento transfusional. Até entdo este procedimento era considerado de
alto risco devido a ocorréncia de reagdes adversas decorrentes da incompatibilidade entre
doadores e receptores. A partir de entdo, as primeiras instituicdes voltadas a transfusao
sanguinea foram criadas e houve um empenho maior no desenvolvimento de pesquisas
cientificas voltadas a area de Hemoterapia (PACHECO, 2003).

A identificacdo dos antigenos eritrocitérios, bem como a descoberta da sua relevancia
nos processos transfusionais e na doenca hemolitica perinatal (DHPN), ou seja, quando ha
incompatibilidade materno-fetal, é considerada um dos mais importantes avangos na area da
medicina no seéculo XX (GIANGRANDE, 2000). Além dessa aplicacdo clinica, os grupos
sanguineos humanos configuram-se como tema de grande interesse também por sua
relevancia em areas como bioquimica, genética, imunologia, antropologia, transplantes de
orgaos, evolucao, dentre outras (CARTRON; COLLIN, 2001).

Na membrana eritrocitéria estdo localizadas diferentes estruturas como carboidratos,
lipideos, proteinas e glicoproteinas, as quais interagem constantemente para manutencdo do
funcionamento dindmico da célula. Essas moléculas na superficie externa da membrana dos
eritrocitos sdo as estruturas antigénicas que dao origem aos sistemas de grupos sanguineos
(MURADOR et al., 2007).

Os fendtipos eritrocitarios podem ser caracterizados pela presenca ou auséncia de
antigenos na membrana dos eritrocitos, 0s quais apresentam caracteristicas polimorficas
claramente definidas. Os polimorfismos dos grupos sanguineos tém sua origem,
principalmente, como consequéncia de mutacdes de ponto, sobretudo alteracBes de um unico
nucleotideo (single nucleotide polymorphism; SNP). Entretanto, outros eventos genéticos
estdo associados as alteracdes dos genes que codificam os sistemas de grupos sanguineos,
como as deleces, as insercdes e as conversdes génicas (DANIELS, 2005).

Quando o individuo é exposto a eritrdcitos ndo prdprios, 0s quais possuem um
fenotipo diferente, por meio de transfusdes sanguineas, gestacdo, transplante de Orgaos ou
tecidos, pode ocorrer um processo denominado aloimunizacao eritrocitaria. A aloimunizagéo
¢ caracterizada por uma resposta do sistema imunolégico do receptor a esses antigenos
estranhos ocasionando a producdo de anticorpos especificos. Essa resposta depende além da

exposicéo ao antigeno, de outros fatores como grau imunogeénico, concentracdo do antigeno,
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bem como da predisposicdo genética do receptor. As principais consequéncias da
aloimunizacdo sdo as reagdes pos-transfusionais hemoliticas e 0 aumento do risco da DHPN
(ZIPURSKY et al., 1963; POOLE; DANIELS 2007).

De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT) atualmente
sdo conhecidos 340 antigenos eritrocitarios dentre os quais, 308 distribuidos em 36 sistemas,
(STORRY et al., 2016). Os sistemas sanguineos considerados de maior importancia clinica
sdo 0 ABO, Rh, MNS, Kell, Duffy e Kidd (ROSSE et al., 1990; KLEIN; ANSTEE, 2005;
POOLE; DANIELS et al., 2007). Por isso, a fenotipagem de antigenos desses sistemas é
rotineiramente realizada em bancos de sangue. Entretanto, na Gltima década foram relatados
diversos casos de reagdes transfusionais hemoliticas envolvendo anticorpos de outros
sistemas, incluindo Diego e Dombrock (BAUMGARTEN et al., 2006; FIGUEROA, 2013). A
falta de anticorpos comerciais e de painéis de hemacias contendo células fenotipadas para
esses sistemas dificulta a identificacdo de anticorpos voltados contra seus antigenos e a busca
de doadores compativeis. Nesses casos as técnicas de biologia molecular tornam-se uma
ferramenta valiosa.

A utilizacdo da biologia molecular na rotina dos laboratérios de Imunohematologia
tem se tornado essencial para garantir a seguranca e eficacia transfusional de pacientes
politransfundidos. Isso pode ser claramente observado nos casos em que as técnicas
moleculares s&o utilizadas como ferramentas auxiliares devido a limitacdes de metodologias
rotineiras como a hemaglutinacdo. Especialmente nos casos da fenotipagem de pacientes com
historico de transfusdo recente (menos de quatro meses), onde € possivel verificar hemaécias
do doador na circulacdo do receptor, bem como nos casos de pacientes com auto-anticorpos, a
utilizacdo de técnicas moleculares assume grande importancia (REID et al., 2000). Além
disso, a genotipagem de grupos sanguineos também é de fundamental importancia para a
triagem de portadores de fenétipos raros, possibilitando a inferéncia do fendtipo a partir da

analise genética, considerando a escassez dos anticorpos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Fendtipos eritrocitarios raros

Considera-se como um sangue com fendtipo raro, aquele em que ha auséncia de um
antigeno eritrocitario de elevada prevaléncia na populacdo ou auséncia de varios antigenos
dentro de um mesmo sistema de grupo sanguineo ou, ainda, em diferentes sistemas, cujas
frequéncias individuais encontram-se equilibradas nas populacdes (PEYRARD et al., 2008).

N&o hé& consenso internacional para definicdo de um ponto de corte para o que é
considerado fenétipo raro. Entretanto alguns paises estabeleceram valores de corte para
caracterizar esses fendtipos. Na Franca, considera-se raro o fenétipo apresentando frequéncia
menor que 4/1000; em Nova lorque, frequéncia menor que 1/200 e a Cruz Vermelha
Americana, frequéncia inferior a 1/400. J& a Associacdo Americana de Bancos de Sangue
(AABB) define como fenotipos raros aqueles com frequéncia inferior a 1/5.000, como
fenotipos incomuns aqueles com frequéncia inferior a 1/1.000 e como de dificil manejo os
com frequéncia inferior a 1/100 na populacdo (PEYRARD et al., 2008). Alguns exemplos de
fenétipos raros sdo: Ko (K null), Lu(a-b-), Jk(a—b-), Bombay, Di(a+b-), Hy- e Rh™" dentre
outros (HUSTINX, 2014).

As frequéncias de fendtipos eritrocitarios variam muito entre diferentes regiGes
geograficas e etnias. Desta forma, determinados fenétipos podem ser muito raros em uma
populacdo e menos em outras. Um exemplo é o fenotipo Fy(a-b-), caracterizado pela auséncia
da expressdo dos antigenos Fy? e Fy do sistema Duffy nos eritrocitos. Esse fen6tipo, embora
seja raro nas populacfes europeias, € comum em populacdes com ancestralidade africana
(HOWES et al., 2011). Desta forma, é evidente a necessidade de se estabelecer painéis
internacionais de doadores raros, de forma que o0s paises possam intercambiar
hemocomponentes e atender as demandas existentes (PEYRARD et al., 2008). Sabe-se que
pacientes com fendtipos raros podem desenvolver anticorpos especificamente contra os
antigenos ausentes que 0s caracterizam, ap0s exposi¢do por via transfusional ou gestacional.
A confirmacéo da presenca de um fendétipo raro ou identificagdo do anticorpo correspondente
ndo é considerada tarefa facil e, na maioria das vezes, exige certo tempo e utilizacdo de
reagentes raros de origem humana e ndo comercializados, como soros ou hemacias raros, e
técnicas moleculares. Em alguns casos a especificidade de um anticorpo dirigido contra um
antigeno de elevada frequéncia pode permanecer indeterminada devido a dificuldade de obter
hemacias ou soros raros para elucidacéo do caso (PEYRARD et al., 2008; HUSTINX, 2014).
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Mediante a necessidade de uma unidade de hemécias com fendétipo raro, pode-se
recorrer a um banco de sangue raro, que podera fornecer hemocomponentes congelados, caso
estejam disponiveis, ou ainda requisitar doadores ja cadastrados. Os membros da familia de
pacientes com fendtipos raros constituem também uma possivel fonte de doadores (AABB,
2011).

No Brasil existe um cadastro nacional de Sangue Raro, disponibilizado pela
Coordenacdo Geral do Sangue e Hemoderivados (CGSH). Esse cadastro é alimentado pelos
diferentes bancos de sangue do Brasil e é operacionalizado pelo Hemocentro da Unicamp. A
CGSH, ao receber uma solicitacdo de consulta ao Cadastro, encaminha para 0 Hemocentro da
UNICAMP, que fica responsavel por verificar no banco de dados se existe no Brasil algum
hemocentro que possua doador cadastrado com fenotipo compativel. Apés a identificacdo do
doador, o0 mesmo € convocado para doacdo e a bolsa € transportada até o servico de
hemoterapia que da suporte ao servico de satde em que o paciente recebe a transfusdo.

Os hemocentros brasileiros precisam desenvolver estratégias para a triagem de
doadores raros para que haja continua insercao de doadores cadastrados no Cadastro Nacional
de Sangue Raro. S6 assim havera doadores em numero suficiente para atender a demanda
existente no nosso pais. Entretanto, atualmente poucos hemocentros contam com testes
padronizados para avaliar fenétipos raros.

Diante da necessidade do desenvolvimento de estratégias para a caracterizacdo de
fenotipos raros em Minas Gerais, a Fundacdo Hemominas tem buscado a implementacdo de
testes baseados em biologia molecular para genotipagem de variantes associadas a esses
fendtipos. Esses testes podem ser Gteis para auxiliar na identificacdo de anticorpos irregulares
em pacientes aloimunizados e na triagem de doadores raros para atendimento a demanda de

hemocomponentes.
2.2 Sistema de grupo sanguineo Diego

Em 1953 foi relatada a presenca de um anticorpo, até entdo desconhecido, no soro de
uma gestante na Venezuela que apresentava um quadro de Doenca Hemolitica Perinatal
(DHPN). O caso clinico foi correlacionado com a presenca do anticorpo detectado, e este foi
nomeado como anti-Di?, tendo o sistema de grupo sanguineo recebido o nome de Diego em
homenagem a paciente (LAYRISSE et al., 1953).

Anos mais tarde, em 1967, Thompson e colaboradores identificaram um segundo

anticorpo pertencente ao sistema Diego, que foi chamado de anti-Di®, no soro de duas
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mexicanas multiparas de origem amerindia, que haviam recebido transfusdo prévia. Este fato
possibilitou a identificacdo do antigeno Di°, reconhecido como antitético do Di®. Desde entéo,
ja foram reconhecidos e adicionados mais 20 antigenos ao sistema Diego totalizando 22
antigenos: Wr?, Wr®, Wd?, Rb®, WARR, ELO, Wu, Bp®, MO?, Hg?, Vg?, Sw?, BOW, NFLD,
Jn®, KREP, Tr? Fr®,SW1 e DISK (COZAC, 2004). Dentre esses antigenos, trés pares sdo
antigenos antitéticos, sendo eles Di* e Di®, Wr* e Wr°, Wu e DISK. O sistema Diego é
reconhecido e numerado pela ISBT como o de numero 010 (ZELINSKI et al., 2000;
STORRY etal., 2011).

2.2.1 Importancia clinica do sistema Diego

Nem todos 0s antigenos presentes no sistema Diego sdo capazes de desencadear
reagdes transfusionais ou DHPN. Considera-se que os anticorpos anti-Di?, anti-Di°, anti-Wra,
anti-ELO e anti-DISK sdo os Unicos associados a reacdes graves (FIGUEROA, 2013).

Os antigenos de maior importancia clinica do sistema Diego sdo o par de antigenos
antitéticos Di? e Di®. Estes dois antigenos podem resultar na formagéo dos anticorpos anti-Di®
e anti-Di°, e com tais anticorpos é possivel classificar quatro fenétipos diferentes: Di (a- b+),
Di (a+ b+) e Di (at+ b-), Di (a- b-) (THOMPSON et al., 1967; RIBEIRO et al., 2000).

Individuos que apresentam o antigeno de alta frequéncia Di® e ndo apresentam o
antigeno considerado de baixa frequéncia Di® apresentam o fenétipo Di(a-b+). Se esse
individuo receber uma transfusdo sanguinea com hemocomponentes positivos para o0 antigeno
Di?, ele podera produzir anticorpos anti-Di®. O mesmo pode ocorrer com um individuo que
apresenta o fenétipo Di(a+b-), caso receba uma transfusdo com hemocomponentes positivos
para 0 antigeno Di°, sendo que nesse caso o paciente podera desenvolver anticorpo com
especificidade anti-Di®. O manejo de pacientes aloimunizados que apresentam anticorpos com
especificidade anti-Di” e necessitam de transfusdo é desafiador, uma vez que doadores com o
fendtipo Di(a+ b-) sdo raros na maioria das populacdes. Além disso, os reagentes para
fenotipagem dos antigenos do sistema Diego sdo de dificil obtencdo (DE LIMA et al. 1982)

Anticorpos anti-Di® e anti-Di® sdo da classe IgG e podem ocasionar reacbes pos-
transfusionais hemoliticas moderadas a graves, existindo relatos de anticorpos anti-Di?
capazes de ativar o complemento e ocasionar rea¢6es hemoliticas graves, imediatas ou tardias
(FIGUEROA, 2013). Além disso, é comum o aparecimento desses anticorpos nos casos de
incompatibilidade materno fetal, onde a crianga pode apresentar um quadro de DHPN
potencialmente grave (DE LIMA et al. 1982, OH et al., 2008).
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2.2.2 Aspectos moleculares do sistema Diego

Os antigenos do sistema Diego sdo carreados pela proteina Banda-3, ou anion
exchangerl (AE1), responsével pela troca de &nions nos eritrocitos. Sabe-se que AEL é a
maior proteina expressa nas células eritroides, sendo encontrada apenas nos eritrocitos e rins e
que sua auséncia é incompativel com a vida. Além de carrear os antigenos do Sistema Diego,
a Banda-3 é considerada a proteina mais abundante nos eritrocitos e pode compor até 25% do
peso total dessa célula, justificando sua importancia no dinamismo eritroide (POOLE, 1999).

Estudos moleculares apontam que o gene SLC4Al1 (Solute Carrier Family 4, Anion
Exchanger, Member 1) presente no cromossomo 17, mais especificamente na regido
17921.31, é o responsavel pela expressdo da glicoproteina Banda-3 na membrana dos
eritrocitos. Esse gene é composto de 20 exons e 19 introns (POOLE, 1999).

Vérias mutacdes ja foram descritas no gene SLC4AL. Essas mutacdes podem resultar
em anormalidades da membrana eritrocitaria tais como ovalocitose e esferocitose hereditarias
ou alteracdes renais. Outras alteracdes nesse gene resultam em antigenos de grupos
sanguineos do sistema Diego (BOOTH et al., 1977).

Sabe-se que o polimorfismo responsavel pelos alelos DI*A e DI*B (rs2285644),
associados respectivamente aos antigenos Di® e Di®, corresponde & troca 2561C>T do gene
SLC4AL, resultando na troca de um aminoacido na posicdo 854. No antigeno Di®, existe uma
prolina e no Di® uma leucina na posicdo 854 (BRUCE et al., 1994). Os demais polimorfismos

ja descritos para esse sistema estdo descritos no Anexo 1.

2.2.3 Frequéncia dos antigenos do sistema Diego

Dentre os antigenos descritos, pertencentes ao sistema Diego, Di°, Wr® e DISK, s&o
considerados de alta frequéncia, enquanto os outros 19 sdo de baixa prevaléncia
(FIGUEROA, 2013).

Uma consideravel variagdo na frequéncia de antigenos do sistema Diego nas diferentes
populacBes mundiais ja foi relatada. O antigeno Di° é encontrado em alta frequéncia em
praticamente todas as populacdes ja estudadas, o que torna raro o fenotipo Di(b-). Ja o
antigeno Di®, embora seja menos frequente em populacdes africanas e europeias, pode
apresentar frequéncia relativamente elevada em algumas populacbes asiaticas e nativas
americanas (GERSHOWITZ, 1959; POOLE, 1999; WElI et al., 2013).
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Estudos populacionais realizados no contexto do “1000 Genome Project” indicam que
o alelo associado ao antigeno Di° apresenta frequéncia de 99,9% nas populacdes de origem
africana, 100% nas de origem europeia, 98,8% nos amerindias e 97,4% na populacio da Asia
oriental.

No Brasil, alguns estudos ja foram realizados para avaliar a frequéncia de antigenos e
alelos do sistema Diego. Esses estudos apontam para uma frequéncia relativamente alta do
antigeno Di® nas populagGes nativas americanas. A presenca desse antigeno foi estimada em
36% dos individuos da tribo Carajas, 46% entre os Kaingagues e 75,7% na tribo Parakana
(BALEOTTI, 2002; JUNQUEIRA et al., 1956; LEVINE et al., 1956).

J& nas populacdes brasileiras urbanas, caracterizadas por niveis altos de miscigenacao,
a distribuicdo dos antigenos do sistema Diego € diferente. Baleotti em 2002, com o intuito de
verificar a frequéncia dos antigenos Di® e Di® de 93 doadores de sangues da cidade de Marilia,
no interior de Sdo Paulo (regido sudeste do Brasil), constatou que 90 doadores (96,8%)
possuiam o gendtipo DI*B/DI*B, 3 (3,2%), o gendtipo DI*A/DI*B e nenhum dos doadores
foi caracterizado como DI*A/DI*A. Outro estudo, realizado em doadores de sangue de
Ribeirdo Preto-Sdo Paulo reportou uma frequéncia de 6,1% para o genétipo DI*A/DI*B
(COZAC, 2004). Recentemente um estudo em Santa Catarina (regido sul do Brasil) revelou
que dos 373 doadores analisados, 352 (94,4%) apresentaram o genétipo DI*B/DI*B, 21
(5,4%) o gendtipo DI*A/DI*B e nenhum doador apresentou o genétipo DI*A/DI*A (COSTA
et al., 2016). Estes estudos sugerem que na populacdo urbana dos estados pesquisados a
presenca do alelo DI*A em homozigose é rara. Em Minas Gerais as frequéncias dos alelos do

sistema Diego ainda séo desconhecidas.
2.3 Sistema de grupo sanguineo Dombrock

O sistema de grupo sanguineo Dombrock foi descrito em 1965, a partir de uma
paciente com o sobrenome Dombrock, que apresentava o anticorpo anti-Do® (SWANSON et
al., 1965). Oito anos depois, foi descrito o antigeno Do°, par antitético do antigeno Do?
(MOLTHAN et al., 1973).

Em 1985, a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT) reconheceu o
sistema de grupos sanguineos Dombrock, que foi numerado como 014, seguindo a
terminologia numérica da ISBT (LEWIS et al., 1985).

O sistema de grupo sanguineo Dombrock é constituido por nove antigenos carreados

pela glicoproteina Dombrock, a qual apresenta um total de 354 aminoacidos. S&o
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reconhecidos pela ISBT como parte deste sistema 0s antigenos: Do? Do°, Gy* (Gregory), Hy
(Holley), Jo* (Joseph), DOYA, DOMR, DOLG, DOLC, sendo que Do* e Do constituem o
unico par de antigenos antitéticos (ISBT, 2013).

A identificacdo dos anticorpos e a fenotipagem dos antigenos do Sistema Dombrock
sdo consideradas um desafio para os mais qualificados imunohematologistas, uma vez que os
antigenos podem ser fracamente expressos e 0s anticorpos fracamente reativos (RIOS et al.,
2002). Além disso, o Sistema Dombrock é caracterizado pela interacdo entre fenotipos, uma
vez que a presenca ou auséncia de determinados antigenos influencia na expressao de outros
(REID et al., 2005). O antigeno DOYA, por exemplo, tem sua auséncia relacionada a
expressdo fraca dos antigenos Hy, Gy e Jo® (MAYER et al., 2010). J4 é sabido também que a
auséncia do antigeno DOMR, esté relacionada a fraca expressdo dos antigenos Do, Gy?, Hy,
Jo%, e DOYA (COSTA et al., 2010). Os eritrécitos Hy- parecem ndo expressar o antigeno Jo®
(ou o expressam muito fracamente), e eritrocitos Jo(a-) apresentam fraca expressdo do
antigeno Hy (REID et al., 2005). Além disso, uma resposta imune variada em pessoas com 0

mesmao fendtipo Dombrock tem sido observada (REID et al., 2005).

2.3.1 Importancia clinica do sistema Dombrock

Sabe-se que 0s anticorpos voltados contra antigenos do sistema Dombrock sdo da
classe das imunoglobulinas IgG e detectar tais anticorpos € dificil, uma vez que esses sdo
mais frequentes em individuos politransfundidos, que apresentam multiplos anticorpos no
plasma ou soro. Além disso, esses anticorpos, em geral, sdo fracamente reativos e se
deterioram rapidamente in vitro (MOULDS et al., 1975).

Embora seja dificil demonstrar a capacidade de anticorpos contra antigenos do sistema
Dombrock de causar reacdes hemoliticas pos-transfusionais, sabe-se que a compatibilizacéo
desses antigenos em individuos aloimunizados pode prevenir sinais e sintomas de hemdlise
(BAUMGARTEN et al., 2006; SHIREY et al., 1998; STRUPP et al., 1998).

Devido a complexidade na identificacdo de anticorpos contra antigenos do sistema
Dombrock, acredita-se que o nimero de casos de reagdes transfusionais envolvendo esse
sistema seja subestimado. Desta forma, ndo se sabe ao certo a incidéncia real de reacdes
transfusionais envolvendo aloimunizacdo contra antigenos do sistema Dombrock (REID et al.,
2005).

Diversos estudos apontam o envolvimento de anticorpos anti-Do® e Anti-Do” em

reacOes hemoliticas imediatas e tardias e evidéncias apontam para o envolvimento desses
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anticorpos com a DHPN (BAUMGARTEN et al., 2006, LARRICQ et al., 2017). Ja foram
relatados casos dos anticorpos anti-Hy, anti-Gy* e anti-Jo?, causando reacgdes transfusionais
moderadas (BEATTIE; CASTILLO, 1975; MAK et al., 1995)

O primeiro caso de identificacdo de anticorpos anti-Hy, o anticorpo que reage contra o
antigeno Hy (Holley), foi reportado em 1967 (SCHMIDT et al., 1967). Embora a presenga de
anticorpos anti-Hy seja considerada rara, esse anticorpo ja foi associado &8 DHPN e a morte de
fetos, em casos de gestacdes nas quais havia incompatibilidade materno-fetal para esse o
antigeno (WEAVER et al., 1984, BRASCHLER et al., 2015).

2.3.2 Aspectos moleculares do sistema Dombrock

O gene DO, que também é conhecido como gene ART4 (ADP-ribosyltransferase 4),
estd localizado no cromossomo 12, mais especificamente na regido 12p13.2-pl12.1. ART4 ¢
composto por trés éxons, tem 14kb e é responsavel pela codificacdo dos antigenos antitéticos
Do® e Do, além dos antigenos de alta frequéncia Gy®, Hy, Jo?, DOYA, DOMR, DOLG,
DOLC (ISBT, 2013). A glicoproteina Dombrock, codificada por esse gene, € composta por
314 aminoécidos e possui peso molecular de 50kD (GUBIN et al., 2000).

Os alelos DO*A e DO*B, responsaveis pelos antigenos Do? e Do, diferenciam entre si
como resultado da alteracdo de um nucleotideo (793A>G) no éxon 2 do gene DO, que resulta
na substituicdo do aminoacido na posicdo 265. No antigeno Do®, existe uma asparagina e no
Do®, um aspartato (GUBIN et al., 2000).

Para a variante HY hd um SNP (323G>T) presente no éxon 2 no gene DO, 0 que
resulta na substituicdo de uma glicina por uma valina na posi¢cdo 108 (SCHMIDT et al.,
1967). Individuos homozigotos para essa variante apresentam o fendtipo raro Hy-. Os demais
polimorfismos ja descritos para esse sistema estdo descritos no Anexo 2.

Existe uma grande complexidade nas relagBes entre gendtipos e fendtipos do sistema
Dombrock. A proximidade fisica dos SNPs associados aos fenotipos raros Hy- e Jo(a-) pode
explicar porque individuos Hy- sdo negativos para Jo® ou expressam esse antigeno
fracamente, e porque individuos Jo(a-) apresentam expressdo fraca do antigeno Hy. Os
aminoacidos associados a esses fenotipos sao separados por apenas oito residuos, o0 que esta
dentro do range de um determinante antigénico. Por outro lado, a expresséo fraca de Do° em
eritrécitos Hy-, bem como a expressdo fraca de Do® em eritrécitos Jo(a-) tém sido atribuidas a
alterac6es na conformacéo da proteina (REID et al., 2005). Outras interac@es entre fendtipos

permanecem nao elucidadas.
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A realizagdo de estudos baseados no sequenciamento do gene ART4 tem revelado a
ocorréncia de polimorfismos adicionais relacionados ao sistema Dombrock, sendo que nem
todos foram associados a alteracBes fenotipicas (HASHMI et al., 2005; CHAPEL-
FERNANDES et al., 2009; BALEOTT] et al., 2011).

A complexidade fenotipica e genotipica do sistema Dombrock evidencia a necessidade
de estudos adicionais sobre esse sistema, incluindo o aprofundamento da compreenséo sobre
as relacbes entre gendtipos e fendtipos e a importancia de cada antigeno nas reacoes

transfusionais e na DHPN.

2.3.3 Frequéncia dos antigenos Dombrock

Segundo Henke (1980) os antigenos do sistema de grupo sanguineo Dombrock sdo
considerados dificeis de serem estudados, uma vez que a diferenciacdo entre reacdes fracas e
reacOes negativas ndo é tarefa facil. A escassez de reagentes adequados para a fenotipagem
justifica a caréncia de estudos sobre as frequéncias dos antigenos do sistema Dombrock. No
entanto, o desenvolvimento de testes moleculares possibilitou o estudo de alelos desse sistema
em diferentes populagdes.

Estudos indicam que a frequéncia dos alelos do sistema Dombrock varia em diferentes
populagdes mundiais. A frequéncia do alelo DO*A foi estimada em 42% em populac¢des do
norte da Europa, 33% na América do norte, 12% no Japdo e 7% na Tailandia. Ja alelo DO*B é
mais frequente do que o alelo DO*A em todas as populacdes estudadas (GUBIN et al., 2000).

Os demais antigenos do sistema Dombrock sdo considerados de alta incidéncia, com
frequéncias previstas em mais de 99% em quase todas as popula¢des estudadas. O antigeno
Hy, por exemplo, apresenta frequéncia de 99% na populacdo africana e de 100% de quase
todas as outras populac@es, o que leva o fen6tipo Hy- a ser considerado raro (SCHMIDT et
al., 1967). Estudos apontam que o gen6tipo HY/HY, ndo é encontrado entre judeus, asiaticos e
israelenses. Em Nova York estima-se que a frequéncia do alelo HY seja de 1,4% (HASHMI et
al.,, 2005). No Brasil, ja foi demonstrado que existe maior prevaléncia de individuos
portadores do alelo HY em Minas Gerais (2,4%) quando comparado a outras populacoes,
como a de S&o Paulo onde essa frequéncia ndo ultrapassa 1% (BALLEOTI et al., 2002;
PIASSI et al., 2013). A frequéncia diferenciada deste alelo na populacdo de Minas Gerais

justifica tracar estratégias para identificar doadores com o fenétipo Hy- nessa populacao.
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2.4. Sistema de grupos sanguineos Duffy

O sistema de grupo sanguineo Duffy foi descrito em 1950, durante a investigacdo de
uma reacdo transfusional hemolitica em um paciente hemofilico que havia recebido mdltiplas
transfusdes (CUTBUSH et al., 1950).

O soro do paciente continha anticorpos irregulares e as rea¢fes eram incomuns as dos
sistemas de grupos sanguineos até entdo conhecidos. Os anticorpos foram denominados anti-
Fy? e o sistema de grupo sanguineo, Duffy, em homenagem ao paciente que tinha esse nome.
No ano seguinte foi detectada a presenca de outro anticorpo com caracteristicas semelhantes,
que foi denominado anti-Fy". Desde entdo, a glicoproteina Duffy, também conhecida como
DARC (Duffy antigen receptor for chemokines), tem atraido o interesse em diversas areas do
conhecimento como antropologia, genética e malariologia (HOWES et al., 2011).

A glicoproteina Duffy é responsavel por carrear os antigenos antitéticos Fy* e Fy”,
assim como os antigenos Fy*, Fy*, Fy° e Fy®, e é expressa na superficie dos eritrocitos.
Evidéncias apontam para a presenca do mRNA Duffy na medula 0ssea, bago, coracao,
musculo esquelético, figado fetal e no endotélio de varios tecidos (LANGHI JR et al., 2004).

Segundo Sanger e colaboradores (1955), utilizando anticorpos anti-Fy* e anti-Fy® ¢
possivel identificar os trés principais fenotipos eritrocitarios do sistema Duffy, sendo eles:
Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(a+b+). Um quarto fenétipo, Fy(a-b-) é caracterizado pela auséncia de
expressdo dos antigenos Fy* e Fy° nos eritrocitos e é comum em populacBes de origem

africana.

2.4.1 Importancia clinica do sistema Duffy

O conhecimento crescente sobre as bases genéticas do sistema Duffy proporcionou o
desenvolvimento de estudos funcionais que evidenciaram o papel da glicoproteina portadora
de antigenos desse sistema como receptora de quimiocinas, na instalacdo de parasitos no
hospedeiro e na regulagdo em processos patologicos.

Ha evidéncias de que a Interleucina 8 (IL-8) é uma quimiocina ligante da proteina
DARC. Quando ligada a DARC, a IL-8 deixa de exercer suas atividades de atracéo e ativacdo
de neutrdfilos, alterando possiveis reagdes inflamatdrias (LAKEN VAN DER et al., 1998).

Estd bem estabelecido o papel da glicoproteina Duffy como receptora para o
Plasmodium vivax e Plasmodium knowlesi, na forma de merozoita, estagio evolutivo no qual

ha invasdo de hemadcias e inicio do ciclo hematogénico desses protozoarios. Sabe-se que a
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capacidade de invasdo das hemécias esta associada as mais variadas manifestaces da malaria
em humanos e em outros animais, e que individuos que apresentam fenotipo Fy(a-b-) séo
resistentes a essa doenca (MILLER et al., 1976; JENS et al., 2005).

Sabe-se ainda que existe relacdo entre a glicoproteina Duffy e a rejei¢do ao transplante
renal. A diminui¢do da funcdo renal ap6s o transplante foi associada ao fenotipo Fy(a-b-)
devido a auséncia da proteina DARC e, consequentemente, a menor atenuacdo dos efeitos
inflamatdrios (AKALIN; NEYLAN, 2003). Além disso, a auséncia de DARC nos eritrocitos é
associada a reducdo no numero de neutréfilos (REICH et al., 2009). Klein e Anstee (2005)
associaram o polimorfismo Duffy a susceptibilidade ou resisténcia a doencas.

Do ponto de vista transfusional, os antigenos Fy* e Fy” sdo os mais importantes do
sistema Duffy. Esses antigenos estdo presentes desde o nascimento e ja foram detectados em
embrifes com seis a sete semanas de gestacdo (TOIVANEN; HIRVONEN, 1973; MENY,
2010)

O anticorpo anti-Fy® ja foi descrito como causador de reagdes hemoliticas imediatas e
tardias e de varios casos de DHPN moderada ou até mesmo fatais. Ha4 também relatos do
envolvimento de anticorpos anti-Fy’ em reacdo transfusional hemolitica fatal, reacdo
transfusional tardia, DHPN e anemia hemolitica autoimune (DANIELS et al., 2002).

Com relagdo a anticorpos contra outros antigenos do sistema Duffy, sabe-se que o
anti-Fy® pode causar reacdes transfusionais moderadas e DHPN, e o anti-Fy°, reacio

transfusional moderada e tardia (apenas um caso relatado) (REID et al., 2005).

2.4.2 Aspectos moleculares do sistema Duffy

Por meio de técnicas de citogenética, foi determinado que o l6cus DARC encontra-se
no cromossomo 1, mais exatamente na posicdo 1922-g23. Apos clonagem e sequenciamento
do gene DARC foi evidenciada a presenca de dois éxons (MALLINSON et al., 1995; MENY,
2010).

O sistema Duffy apresenta alelos multiplos, sendo os principais FY*A e FY*B,
responsaveis pela expressdo dos antigenos Fy* e Fy° respectivamente, e o alelo FY*BF
(erythroid silent, relacionado ao silenciamento do alelo FY*B), associado ao fenotipo Fy(a-b-
). Os alelos FY*A e FY*B diferem em um Unico nucleotideo (SNP) e apresentam uma guanina
(G) no alelo FY*A e uma adenina (A) no alelo FY*B, (125 G>A, rs12075). Esse polimorfismo
esta associado a presenca de uma glicina no antigeno Fy* e um acido aspartico no antigeno
Fy® (codon 42) (MALLINSON et al., 1995).
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O fenodtipo Fy(a—b-), geralmente encontrado em individuos de origem africana, esta
associado a mutacao pontual -33T>C (rs2814778), que ocorre na regido promotora do gene,
chamada GATA-box, impedindo a ligacdo do fator de transcricdo GATA 1 apenas nos
eritrocitos. Esse fenotipo € caracterizado predominantemente pela homozigose do alelo nédo
funcional FY*B®S, que acarreta a auséncia de expresséo do antigeno Fy® na membrana dos
eritrécitos, mas ndo altera a expressdo dessa proteina em outros tecidos (MENY, 2010).
Individuos que sdo Fy(b-) devido & mutacdo na regido GATA-box nido produzem anti-Fy®,
quando transfundidos com hemacias Fy(b+) (TOURNAMILLE et al., 1998). Esta informacéo
é importante na medicina transfusional uma vez que elimina a necessidade de
compatibilizagdo do antigeno Fy® nesses individuos.

Tendo em vista a grande importancia atribuida ao fenétipo Fy(a-b-) na area de
hemoterapia, o First International Workshop on Blood Group Genotyping recomenda a
identificacdo da mutacdo GATA-box em pacientes Fy(b-) que necessitam de transfusdo
(DANIELS et al., 2005). Na Fundagdo Hemominas, a andlise genotipica do sistema Duffy e
da regido GATA-box tem sido realizada por meio da técnica de PCR-RFLP (reacdo em cadeia
da polimerase e polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo) desde 2009 (MARTINS
et al., 2009).

A ocorréncia do alelo FY*A com a regido GATA-box mutada impedindo a sua
expressdo também é conhecida. Esse gendtipo foi relatado na populacdo de Papua Nova
Guiné e é extremamente raro (ZIMMERMAN et al., 1999). Os demais polimorfismos ja

descritos para o sistema Duffy estdo descritos no Anexo 3.

2.4.3 Frequéncia dos antigenos Duffy

Por se tratar de um sistema de interesse em varios campos da ciéncia, diversos estudos
descrevendo as frequéncias de alelos e antigenos desse sistema, em diferentes populacGes
mundiais, sdo encontrados na literatura. Em 2011, Howes e colaboradores produziram o
primeiro mapa da distribuicdo mundial de Duffy em um artigo reunindo a informacéo
disponivel na literatura sobre as frequéncias fenotipicas e genotipicas desse sistema (Figura
1). Este estudo mostrou que a frequéncia mundial dos alelos e antigenos do sistema Duffy é
bastante heterogénea.

O alelo FY*BES apresenta frequéncia superior a 90% na populacdo africana,
especialmente em regides da Africa ocidental. Fora do continente africano, a frequéncia desse

alelo varia, tendo sido estimada em 80% em Madagascar, superior a 50% na Peninsula
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Ardbica e de 5 a 20% no sudeste da Asia. J4 na maior parte da Asia oriental e da Europa, a
frequéncia desse alelo é baixa, sendo inferior a 5% (HOWES et al., 2011).

O alelo FY*A é mais comum na populacao asiatica e sua frequéncia é superior a 80%
em regides do sul da Asia, Australia e Mongolia e na parte oriental da China e da Russia. Em
regides como o Alasca e o Canad4, a frequéncia do alelo FY*A alcanca 90%. Embora a
frequéncia do alelo FY*A seja baixa na maior parte da Africa subsaariana (inferior a 5%), fora
do continente Africano esse alelo é relativamente comum, com frequéncia estimada em 67,7%
da populacdo mundial (HOWES et al., 2011).

O alelo FY*B, por sua vez, € considerado o menos frequente em nivel mundial,
apresentando frequéncia acima dos 50% apenas na populacdo da Europa e ao longo da costa
leste dos Estados Unidos. Nas Américas é encontrada a maior heterogeneidade na distribuicdo
dos alelos do sistema Duffy, e a presenca dos alelos FY*BES, FY*A e FY*B (HOWES et al.,
2011).

No Brasil, estudos sugerem que ha variacdo na frequéncia dos genétipos e fendtipos
Duffy de acordo com a regido do pais. Embora o alelo FY*B seja o mais frequente nas
regides estudadas, sua frequéncia varia dependendo da populacdo tendo sido estimada em
59,0% em Santa Catarina (COSTA et al., 2016), 63,4% na Amazobnia (CAVASINI et al.,
2007), 65,8% no Parana (SIPPERT et al., 2013) e 71,8% em Minas Gerais (MARTINS et al.,
2017). Estudos apontam ainda que no Brasil a frequéncia dos antigenos Duffy varia conforme
a etnia, sendo que em afrodescendentes o fenotipo Fy(a-b-) € o mais frequente, chegando a
66,9%, enquanto em caucasoides sua frequéncia é de apenas 1,1% (NOVARETTI et al.,
2000).



Figura 1- Frequéncias globais dos alelos Duffy
Fonte: Howes, 2011
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2.5 Uso da PCR em tempo real para a genotipagem de grupos sanguineos

A determinacdo de alelos e gendtipos de grupos sanguineos pode ser realizada por
meio de diversas técnicas de biologia molecular incluindo diferentes variacbes da PCR,
sequenciamento, microarranjos de DNA, dentre outros.

A PCR em tempo real é uma variacdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase,
que permite ao operador a deteccdo e o monitoramento dos produtos de amplificacdo durante
toda a reacdo (HIGUCHI et al., 1992; KUBISTA et al., 2006). A PCR em tempo real pode ser
realizada por diversos métodos como sondas hidrolisaveis, sondas hibridizaveis e agentes
ligantes ao DNA (KUBISTA et al., 2006). Dentre essas estratégias, tem se destacado o uso de
sondas de hidrolise marcadas com fluoréforos, conhecido como sistema TagMan
(Thermofisher) (HOLLAND et al., 1991). Esse sistema consiste no uso de sondas (fragmentos
de DNA) ligadas a um fluoréforo em uma das extremidades, e a molécula chamada quencher
na outra extremidade, sendo que o quencher tem a finalidade bloquear a fluorescéncia até que
a sonda seja quebrada. Durante o processo de amplificacdo, a atividade 5’ exonucleasica da
DNA polimerase cliva a sonda e libera o fluoréforo repdrter. Desta forma, o sinal de
fluorescéncia vai aumentando de forma exponencial a cada ciclo da PCR (VALONES et al.,
2009).

Para a PCR em tempo real é necessario um termociclador com sistema Optico, para
que seja possivel a excitacdo da fluorescéncia e captacdo da emissdo, e de um computador
contendo um software para aquisicdo dos dados gerados. Na PCR em tempo real, é realizado
pelo equipamento o calculo dos valores do “threshold” ¢ o Ct (“Cycle threshold”). O
“threshold” consiste no nivel de deteccdo em que a reacdo atinge uma intensidade de
fluorescéncia acima da fluorescéncia de fundo, e o ciclo da PCR onde a amostra atinge esse
nivel é chamado de Ct (“Cycle Threshold”) (KUBISTA et al., 2006).

A PCR em tempo real apresenta algumas vantagens como simplicidade técnica,
rapidez de execucdo, especificidade de amplificagdo e custo relativamente baixo, com
reduzido potencial de contaminacdo. Essas caracteristicas tém tornado esta técnica uma opgéo
vantajosa para a genotipagem de alelos relacionados aos sistemas de grupos sanguineos
(ARAUJO et al., 2003; POLIN et al., 2008; SCHMIDT, 2010; RODRIGUES et al., 2015).
Desta forma, no presente estudo a PCR em tempo real foi a técnica selecionada para a

padronizacdo da genotipagem dos alelos de interesse.
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A Fundacdo Hemominas é o 6rgdo publico que gerencia o sistema hemoterédpico de
Minas Gerais, sendo responsavel por mais de 90% das transfusdes realizadas no estado. A
Central de Imunohematologia da Fundacdo Hemominas realiza exames para compatibilizacao
de hemocomponentes de doadores e receptores, incluindo testes sorologicos (fenotipagem) e
de biologia molecular (genotipagem) para os principais antigenos dos sistemas de grupos
sanguineos (Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS). No entanto, existe demanda para a
implementacao de testes para avaliacdo de outros sistemas, incluindo as variantes raras.

O desenvolvimento de estratégias para a triagem de fendtipos raros no Brasil é de
extrema importancia para assegurar a continua insercdo de doadores no Cadastro Nacional de
Sangue Raro. Caso algum paciente apresente a necessidade de receber transfusdo de
hemocoponentes que apresentem fenotipo raro 0os hemocentros cadastrados sdo acionados e
busca-se 0 hemocomponente. Dessa forma, a padronizacdo de técnicas moleculares para
genotipagem dos alelos HY do sistema Dombrock e DI*A/DI*B do sistema Diego no
Hemocentro de Belo Horizonte - Fundacdo Hemominas é de grande relevancia para aumentar
a seguranca transfusional em Minas Gerais e atender a demanda de hemocomponentes em
nivel nacional. Além disso, a padronizacdo da genotipagem dos alelos FY*A, FY*B e FY*BES
do sistema Duffy por PCR em tempo real possibilitara maior rapidez na liberacdo dos
resultados.
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3. OBJETIVO

Padronizar reacdes baseadas na técnica de PCR em tempo real para a genotipagem de
variantes dos sistemas de grupos sanguineos Duffy (FY*A, FY*B e FY*BES), Diego (DI*A e
DI*B) e Dombrock (HY), aplicaveis a bancos de sangue.

Avaliar as novas técnicas desenvolvidas em relagdo a concordancia, precisdo e

sensibilidade analitica.
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4 METODOLOGIA
4.1 Populacédo e amostras

A populacdo de estudo para a padronizagédo e avaliacdo dos testes moleculares para
genotipagem de alelos do sistema Duffy (FY*A, FY*B e FY*BES), Diego (DI*A e DI*B) e
Dombrock (HY) foi composta por doadores de sangue voluntarios.

Considerando todos os testes realizados, foram utilizadas 148 amostras, sendo 40 para
o sistema Duffy, 57 para o sistema Diego e 51 para o sistema Dombrock, sendo esta uma
amostra de conveniéncia. As amostras foram fornecidas a partir da Central de
Imunohematologia da Fundacdo Hemominas (amostras excedentes ap0s testes de rotina) ou
de biorrepositorio localizado no Servico de Pesquisa da Funda¢do Hemominas. O protocolo
de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio Hemominas sob o
nimero CAAE: 43237415.8.0000.5118.

Para os antigenos Fy*, Fy" e Di% foram selecionadas amostras de doadores com

fenotipos conhecidos. Ja para o alelo HY, apenas a genotipagem foi realizada.
4.2 Fenotipagem eritrocitaria

A fenotipagem eritrocitaria consiste no teste que investiga presenca ou auséncia dos
antigenos de grupos sanguineos da superficie dos eritrocitos, utilizando anticorpos
especificos.

Os testes de fenotipagem para os antigenos Fy* e Fy° do sistema Duffy e Di® do
sistema Diego foram realizados na rotina de atendimento da Central de Imunohematologia da
Fundacdo Hemominas (CIH), pela técnica de hemaglutinacdo em colunas de gel de
centrifugacgdo. Os resultados desses testes foram utilizados para a selecdo das amostras para a
padronizacéo e avaliacdo do ensaio de genotipagem por PCR em Tempo Real.

4.2.1 Fenotipagem Fy* e Fy®

A fenotipagem Fy* e Fy® foi feita adicionando-se 50uL de suspensdo de hemécias a
1% e 50uL de anticorpos anti-Fy* e de anti-Fy® (Bio-Rad), respectivamente, em dois
microtubos de um cartdo LISS/Coombs (Bio-Rad). A suspensdo de hemaécias foi produzida

adicionando-se 5ul. de papa das hemacias a serem fenotipadas a 500uL. de solugdo de baixa
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forca ionica (LISS - Bio-Rad). Os cartdes foram incubados em temperatura ambiente, por 10
minutos, e centrifugados por 10 minutos a 85g em uma centrifuga prépria (Bio-Rad). A
ocorréncia de aglutinacdo, evidenciada pela presenca de hemécias ao longo do microtubo do

cartdo, indicou a presenca do antigeno correspondente.

4.2.2 Fenotipagem Di?

A fenotipagem do antigeno Di® do sistema Diego foi feita adicionando-se 50uL de
uma suspensao de hemacias a 1% a 25uL de plasma humano contendo anticorpo anti-Di%, em
um microtubo de um cartdo ID-LISS/Coombs (Bio-Rad). A suspensdo de hemacias foi
produzida adicionando 5uL de papa das hemacias a serem fenotipadas a S00uL de solugdo de
baixa forca i6nica (LISS-Bio-Rad). O plasma humano contendo anti-Di® foi obtido de um
individuo aloimunizado e foi previamente caracterizado na CIH da Fundacdo Hemominas,
usando como controles amostras com fenétipos previamente caracterizadas como Di** e Di*
Os cartdes foram incubados a 37C°, durante 15 minutos, e centrifugados por 10 minutos a 85¢g
em centrifuga propria (Bio-Rad). A presenca de aglutinacdo, evidenciada pela presenca de

hemécias ao longo do microtubo do cartdo, indicou a presenca do antigeno correspondente.

4.3 Testes moleculares

4.3.1 Purificacdo de DNA

A purificacdo do DNA gendmico dos doadores de sangue foi realizada a partir de
amostras colhidas em tubos contendo anticoagulante EDTA, utilizando o kit Biopur Mini
Spin Plus (Mobius Life Science), seguindo as instruc6es do fabricante como descrito a seguir.

Em um microtubo de 1,5mL foram adicionados 20ul de Proteinase K previamente
reconstituida, 200ul de Buffy Coat da amostra a ser estudada, ¢ 200ul de Tampao de lise A. O
microtubo foi agitado em vortex por 10 segundos e, em seguida, foi incubado a 56°C, por 15
minutos no banho seco, com agitacdo de 5 segundos a cada 5 minutos. Posteriormente foram
adicionados 400ul de Tampao de Ligacdo B6 ao conteudo do tubo, o qual foi entdo
homogeneizado no vortex por 5 segundos. A mistura foi transferida para outro tubo contendo
uma coluna (filtro Spin), o qual foi incubado a temperatura ambiente, por 1 minuto, e
centrifugado por 13000xg por 2 minutos. Em seguida, a coluna foi retirada e transferida para

outro tubo limpo e o tubo contendo o filtrado foi descartado. Ao tubo contendo a coluna,
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adicionou-se 500ul de tampéo de lavagem 1. Apds centrifugacdo por 1 minuto a 13000xg, 0
filtrado presente no microtubo foi descartado. Foram entdo adicionados 800ul de tampé&o de
lavagem 2 ao tubo contendo a coluna e esse foi centrifugado a 13000xg, por 4 minutos. O
tubo contendo o filtrado foi descartado e a coluna foi transferida para outro tubo limpo com
capacidade para 1,5mL. Adicionou-se sobre a coluna 70ul de tampéo de eluicdo, previamente
aquecido a 56°C, e este foi incubado por 1 minuto e centrifugado posteriormente a 8000xg por
1 minuto. A coluna foi descartada e 0 DNA eluido foi quantificado no equipamento NanoVue
(GE Heathcare).

O DNA purificado foi diluido para uma concentragdo final de 50n/ul em 4gua e foi

armazenado a -20°C até o momento de uso.

4.3.2 Genotipagem por PCR-RFLP

As amostras utilizadas para a padronizagdo das novas técnicas de genotipagem por
PCR em tempo real foram avaliadas utilizando as técnicas de PCR-RFLP ja descritas na
literatura. Esta etapa foi realizada para assegurar a obtencdo de amostras com gendtipos
conhecidos, possibilitando, assim, a padroniza¢do das reacdes de PCR em tempo real. As
técnicas empregadas foram previamente descritas na literatura e as sequéncias dos iniciadores

(primers) e as enzimas de restrigdo utilizadas estio apresentados na tabela 1.

4.3.2.1 Genotipagem dos alelos FY*B e FY*A do Sistema Duffy por PCR-RFLP

A genotipagem dos alelos FY*B e FY*A do sistema Duffy foi realizada utilizando a
técnica descrita por Rios e colaboradores em 2000.

Nesses ensaios foram utilizados 100ng de DNA genémico em uma reagdo de 20ul
contendo 2ul de tampdo (1x), 1,5mM de MgCl,, 2pmol de cada iniciador especifico, 200uM
de cada dNTPs e 0,8U da enzima Taq Platinum (Invitrogen, USA). A PCR foi realizada
usando o termociclador modelo Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems), nas seguintes
condigdes de temperatura: uma 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 uma fase de
extensdo final de 72°C por 10 min.

Para a fase de restricdo foram usados 2,5uL de Buffer FD (Thermo), 5U da Enzima
Ban I (BshN1) (Thermo Fisher) e 8uL. do produto da PCR, totalizando um volume de 25uL.
Esta mistura foi incubada por 1 hora a 37°C para a restrigdo, e por 20 minutos a 65°C para a
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inativagdo da enzima de restrigdo.

Tabela 1. Alelo pesquisado, sequéncias de primers e enzima de restricdo utilizados para

a genotipagem de alelos dos sistemas Diego e Dombrock e Duffy

Alelo Primers En2|ma~de
Restricao
*

B:*g/ DIABF:5’-TGG CGC ATG CACTTATTC AC-3’ Msp |
DIABR:5’-TTC CTG AAG ATG AGC GGC AG -3’

Bé/* DoX2F: 5'-TCAGTACCAAGGCTGTAGCA-3' BseDl
Do378R:5-AGTAAAGTCAGAATGAACATTGCTGCACAAT-3'

FY*A/ s ,

EY*B FYABI: 5>-TCCCCCTCAACTGAGAACTC-3 Ban |
FYAB2: 5>-AAGGCTGAGCCATACCAGAC-3’

FY*B/ o , .

EY*BES FYN1:5-CAAGGCCAGTGACCCCCATA-3 Stil |

FYN2:5’-CATGGCACCGTTTGGTTCAG-3’
* DO indica o alelo selvagem (auséncia do polimorfismo responsével pela variante HY)

Os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a
12%, e visualizados sob luz UV, apds coloracdo com brometo de etideo. Para cada um dos
genotipos encontrados sdo esperados 0s seguintes padrGes: para 0 FY*A/FY*A, 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).

4.3.2.2 Genotipagem do alelo FY*BES do sistema Duffy por PCR-RFLP

A genotipagem do alelo FY*B® do sistema Duffy foi realizada utilizando a técnica
descrita por Rios e colaboradores em 2000.

Nesse ensaio foram utilizados 100ng de DNA genomico em uma reagdo de 20ul
contendo 2ul de Tampao (1x), 1,5mM de MgCl,, 2pmol de cada um dos iniciadores, 200uM
de dNTPs e 0,8U da enzima Taq Platinum (Invitrogen, USA). A PCR foi realizada usando o
termociclador modelo Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems), nas seguintes condic¢des
de temperatura: uma fase inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos a 94°C por 45

segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, com uma fase de extenséo final de
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72°C por 10 min.

Para a fase de restricdo foram usados 2,5uL. de Buffer B3, 10U da Enzima Styl (Jena
Bioscience) e 5uL do produto de PCR, totalizando um volume de 20uL. Esta mistura foi
incubada por 20 minutos a 37°C para restricdo, e mais 20 minutos 65°C para a inativacdo da
enzima de restricao.

Os produtos da reacdo foram submetidos & eletroforese em gel de poliacrilamida 12%,
e 0s padrbes de banda visualizados sob luz UV, apos coloragdo com brometo de etideo. Para
cada um dos gen6tipos sdo esperados os seguintes padrdes: para FYB=/FYB, dois fragmentos
(108 e 81pb), para FYB/FYB® quatro fragmentos (108, 81, 61 e 20pb) e para FYB®/FYB®
trés fragmento (108, 61 e 20pb).

4.3.2.3 Genotipagem dos alelos DI*A e DI*B do Sistema Diego por PCR-RFLP

A genotipagem dos alelos DI*A e DI*B do sistema Diego foi realizada utilizando a
técnica descrita por Baleotti em 2002.

Nesse ensaio foram utilizados 100ng de DNA gendémico em uma reacdo com volume
final de 20ul contendo 2ul de Tampdo B1 (1x), 1,6mM de MgCl,, 2pmol de cada um dos
iniciadores, 200uM de dNTPs e 0,8U de Tag DNA Polimerase-Platinun (Invitrogen, USA). A
PCR foi feita em termociclador modelo Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems), nas
seguintes condicdes de temperatura: fase inicial a 94°C por 5 min, seguida por 35 ciclos a
94°C por 45 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos, com uma fase de
extensdo final de 72°C por 10 minutos, com produto final de 149pb.

Para a fase de restrigdo foram usados 2,5ul do CutSmart Buffer, 10U da Enzima MSP
I (Jena Bioscience) e 8uL do produto de PCR, totalizando um volume de 25pL. Esta mistura
foi incubada por 5 horas, a 37°C para restricdo, e por 20 minutos a 65°C, para inativacdo da
enzima.

Os produtos da reacdao foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
e visualizados sob luz UV, apo6s coloragdo com brometo de etideo. Para cada um dos
gendtipos encontrados é possivel visualizar os seguintes padrbes: para DI*A/DI*A um
fragmento (149pb), para DI*A/DI*B trés fragmentos (149, 79 e 70pb) e DI*B/DI*B dois
fragmentos (79 e 70pb).
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4.3.2.4 Genotipagem do alelo HY do sistema Dombrock por PCR-RFLP

A genotipagem do alelo HY do sistema Dombrock foi realizada utilizando a técnica
descrita por Piassi e colaboradores em 2010.

Nesse ensaio foram utilizados 100ng de DNA gendmico em uma reagdo de 20ul
contendo 2ul de Tampao (1x), 3,5mM de MgCl,, 2pMol de cada um dos iniciadores, 200uM
de dNTPs e 0,8 U de Taqg DNA Polimerase-Platinun (Invitrogen, USA). A PCR foi feita em
termociclador modelo Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems), nas seguintes
condigdes: 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 uma fase de extensao final de 72°C por 10 min.

Para a fase de restricdo foram usados 2uL. de Buffer Tango (1x), 10U da Enzima de
restricdo BseDI (Thermo Scientific) e 10uL do produto de PCR, totalizando um volume de
20uL. Essa mistura foi incubada por 3 horas a 55°C para restri¢cdo, e mais 20 minutos a 80°C
para inativacao da enzima.

Os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a
12% e visualizados sob luz UV, ap6s coloracdo com brometo de etideo.

Na presenca do alelo HY (SNP323T), a enzima BseDI reconhece apenas um sitio de
clivagem, gerando dois fragmentos de 212 e 8pb. Quando o alelo HY esta ausente, a enzima
reconhece dois sitios de restricdo, gerando trés produtos de 120, 92 e 8pb.

4.3.3 Genotipagem por PCR em Tempo Real

Novas reagOes para a genotipagem dos alelos FY*A, FY*B e FY*BES do sistema
Duffy, DI*A e DI*B do sistema Diego e HY do sistema Dombrock foram padronizadas
utilizando a técnica de PCR em tempo real empregando sondas de hidrélise (sistema
Tagman). Os primers e as sondas foram desenhados utilizando o software Primer Express
(tabela 2).

4.3.3.1 Genotipagem FY*B e FY*A por PCR em Tempo Real

Para a determinacdo da presenca dos alelos FY*A e FY*B (rs12075) foi padronizada
uma reagédo contendo Tagman Genotyping Master Mix Kit (1x) (Applied Biosystems, Foster
City, CA), 600nM dos primers FY1 e FY2, 200nM das sondas FYA P 5-FAM ¢ FYB P 5°-
VIC, acrescida de 100ng de DNA gendmico, totalizando um volume final de 20ul. A PCR
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em tempo real foi realizada no equipamento ABI 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City,
CA) nas seguintes condicGes de temperatura: uma fase inicial a 60°C por 1 minuto, 95°C 10
minutos seguida por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 90 segundos e 60°C por 30

segundos.

Tabela 2. Sequéncias de primers e sondas desenhados para a genotipagem dos alelos dos
sistemas Diego, Dombrock e Duffy

Sistema Alelos Sequéncias de primers e sondas

Diego DI*A/DI*B  DIAB-F: 5>-AAGACCTGGCGCATGCA-3’
DIAB-R: 5’-GCGGCACAGTGAGGATGAG-3’
DI-PA: 5’-FAM-AAGTCCACGCTGGC-3’
DI-PB: 5’-VIC-TGAAGTCCACGCCGG-3’

Dombrock HY DOHY-F: 5°-
AAAAGACATAGAAGCCCAGAAGAATT-3
DOHY-R: 5’-CAGCGTGTGTGGTAGTCATGTTC-3’
DOHY-P1: 5°>-FAM-TGGCTTAACCAAGTAA-3’
DOHY-P2: 5’-VIC-TTAACCAAGGAAAAGTTCTA-3’

Duffy FY*A/FY*B  FY1 5-CTGAGAACTCAAGTCAGCTG-3’
FY2 5’-AGGATGAAGAAGGGCAGTGC-3°
FYA-P 5°-VIC-CAGATGGAGACTATGGTG-3’
FYB-P 5’-FAM-ATGGAGACTATGATGCCA-3’

FY*BES GATA-1 5’-CGTGGGGTAAGGCTTCCTGA-3’
GATA-2 5’-CTGTGCAGACAGTTCCCCAT-3’
GATA-W 5°-VIC-TTGGCTCTTATCTTGGA-3’
GATA-M 5’-FAM-TTGGCTCTTACCTTGG-3’

4.3.3.2 Genotipagem FY*BES por PCR em Tempo Real

Para a determinacdo da presenca do alelo FY*BES (rs2814778) foi padronizada uma
reacdao contendo Tagman Genotyping Master Mix Kit (1x) (Applied Biosystems, Foster City,
CA), 600nM dos primers GATA-1 e GATA-2, 200nM das sondas GATA-W 5’-FAM e
GATA-W 5°-VIC, acrescida de 100ng de DNA gendmico, totalizando um volume final de
20ul. A PCR em Tempo Real foi realizada no equipamento ABI 7500 Fast (Applied
Biosystems, Foster City, CA) nas seguintes condi¢cdes de temperatura: uma fase inicial a 60°C
por 1 min, 95°C por 10 minutos seguida por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 60°C por 90

segundos e 60°C por 30 segundos.
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4.3.3.3 Genotipagem DI*A e DI*B por PCR em Tempo Real

Para a genotipagem dos alelos DI*A e DI*B (rs2285644) foi padronizada uma reacédo
contendo Tagman Genotyping Master Mix Kit (1x) (Applied Biosystems, Foster City, CA),
200nM dos primers DIAB-RT-F e DIAB-RT-R, 200nM da sonda DI-PA2-FAM e 100nM da
sonda DI-PB-VIC, acrescida de 100ng de DNA gendmico, totalizando um volume final de
20ul. A PCR em Tempo Real foi realizada no equipamento ABI 7500 Fast (Applied
Biosystems, Foster City, CA), nas seguintes condic¢des de temperatura: fase inicial a 60°C por
1 minuto, 95°C 10 minutos seguida por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 64°C por 60

segundos e 60°C por 60 segundos.

4.3.3.4 Genotipagem do alelo HY por PCR em Tempo Real

Para a genotipagem do alelo HY foi padronizada uma reacdo contendo Tagman
Genotyping Master Mix Kit (1x) (Applied Biosystems, Foster City, CA), 200nM dos primers
DOHY-RT-F e DOHY-RT-R, 400nM da sonda DOHY-P1-FAM e 100nM da sonda DOHY -
P2-VIC, acrescida de 100ng de DNA gendmico, totalizando um volume final de 20ul. A PCR
em Tempo Real foi realizada no equipamento ABI 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster
City, CA), nas seguintes condic¢es: fase inicial a 60°C por 1 minuto, 95°C por 10 minutos,

seguida por 50 ciclos a 95°C por 15 segundos, 62°C por 60 segundos e 60°C por 60 segundos.

Na PCR em tempo real, o equipamento calcula dois valores: O “threshold” e o Ct
(“Cycle threshold”). O threshold corresponde ao nivel de deteccdo onde a reacdo atinge uma
intensidade de fluorescéncia acima da fluorescéncia de fundo. O ciclo da PCR no qual a
amostra atinge esse nivel é denominado de Ct (Cycle Threshold).

Ao final de cada uma das reacOes foi observada a discriminacgéo dos alelos utilizando o
programa computacional 7300/7500/7500 Fast system SDS software (Applied Biosystems),
funcionalidade Allelic Discrimination Plot, e os valores dos Cts para cada amostra foram

devidamente registrados.
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4.3.4 Avaliacdo das técnicas padronizadas

Para avaliacdo das novas técnicas de genotipagem por PCR em tempo real
padronizadas no presente estudo foram realizados os testes de concordancia, precisao e
sensibilidade analitica utilizando o software Microsoft Excel 2010.

A concordancia foi avaliada comparando-se os resultados de genotipagem gerados
pelas técnicas de PCR-RFLP (reacbes ja descritas na literatura), os fenotipos (quando
disponiveis) e o resultado da PCR em tempo real (nova técnica) Ao todo foram comparados
0s resultados de 24 amostras para a genotipagem FY*A e FY*B (8 FY*A/FY*B, 8 FY*A/FY*A
e 8 FY*B/FY*B); 24 amostras para a genotipagem FY*BES (8 FY*B/FY*B, 8 FY*B/FY*BES e
8 FY*BES/FY*BES); 57 amostras para a genotipagem DI*A/DI*B (30 amostras DI*B/DI*B,
26 DI*A/DI*B e 1 DI*A/DI*A); e 51 amostras para a genotipagem HY (48 amostras DO/DO,
2 DO/HY e 1 HY/HY) (“DO” foi usado no presente estudo para indicar o alelo selvagem, ou
seja, a auséncia do polimorfismo responsavel pela variante HY).

A precisdo dos testes padronizados foi avaliada por meio dos parametros de
repetibilidade e reprodutibilidade. Para isto, foram calculados os coeficientes de variacéo
(CV) para os Cycle threshold (Cts) de amostras genotipadas em triplicata para avaliacdo da
variagdo intra e inter-ensaio, respectivamente. Para a genotipagem FY*A/FY*B foram
avaliadas oito amostras FY*AFY*B, oito FY*AFY*A e oito FY*BFY*B, para a genotipagem
FY*BES foram avaliadas oito amostras FY*BES/FY*BES, oito amostras FY*B/FY*B e oito
amostras FY*B/FY*BES, para a genotipagem DI*A e DI*B, foram avaliadas sete amostras
DI*A/DI*B e sete amostras DI*B/DI*B e para a genotipagem HY foram avaliadas 3 amostras
DO/HY, 5 amostras DO/DO e 1 amostra HY/HY.

A sensibilidade analitica dos testes foi verificada por meio da avaliacdo do limite
minimo de deteccdo para os testes padronizados. Para isto foram feitas diluicGes em série
(1:10) do DNA gendmico purificado de uma amostra heterozigota DI*A/DI*B e uma amostra
heterozigota para alelo HY. As concentragdes de DNA avaliadas foram de 100ng a 1pg de

DNA. Esses testes foram realizados em duplicata.
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5. RESULTADOS

A genotipagem dos alelos relacionados aos antigenos de grupos sanguineos FY*A,
FY*B e FY*BES do sistema Duffy, DI*A e DI*B do sistema Diego e HY do sistema
Dombrock utilizando a técnica de PCR em tempo real, foi padronizada por meio da avaliagdo
de amostras clinicas de doadores de sangue com fenotipos e/ou gendtipos previamente
conhecidos.

As condicbes de amplificacdo (concentracdo de primers e sondas, tempo e
temperaturas de ciclagem) foram otimizadas de modo a permitir a discriminacdo dos alelos
estudados e produzir reacdes reprodutiveis. Ao final da padronizacgdo, a distin¢do dos alelos
de cada variante estudada pode ser verificada, tanto por meio da visualiza¢do das curvas de
amplificacdo (determinacdo de resultados de genotipagem manualmente pelo operador) e
observacdo dos valores de Ct, quanto por meio da andlise automatizada de genotipos realizada
pela funcdo Allelic Discrimination Plot do programa computacional 7300/7500/7500 Fast
system SDS (Applied Biosystems).

5.1 Padronizacéo da genotipagem dos alelos DI*A e DI*B do sistema Diego por PCR em
Tempo Real

Os resultados da padronizacdo da genotipagem dos alelos DI*A e DI*B do sistema
Diego indicam a ocorréncia de completa concordancia entre os resultados obtidos com a PCR-
RFLP (técnica ja descrita na literatura) e com a nova técnica (PCR em Tempo Real), ao
avaliar 57 amostras, sendo 30 homozigotas DI*B/DI*B, 26 heterozigotas DI*A/DI*B e 1
homozigota DI*A/DI*A.

Entretanto, ao comparar 0s resultados de genotipagem com os resultados de
fenotipagem foi observado que uma das amostras fenotipadas como Di(a+), cedidas pela CIH
da Fundagdo Hemominas, apresentou resultado discordante, ou seja, a amostra apresentou
resultado de genotipagem DI*B/DI*B, enquanto o esperado, considerando o fenotipo
informado, seria DI*A/DI1*B ou DI*A/DI*A. Apos repeticdo dos testes de fenotipagem e de
genotipagem foi possivel concluir que se tratava de erro de fenotipagem.

Os Cts medios observados para o alelo DI*B foram de 30,74 para as amostras com
gendtipo DI*A/DI*B e 28,20 para as amostras com o genotipo DI*B/DI*B (Figura 2) e os Cts
médios observados para o alelo DI*A foram de 29,30 para as amostras com genotipo

DI*A/DI*B e 33,49 para as amostras com o gendétipo DI*B/DI*B (amplificacdo inespecifica).
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Para a Unica amostra rara homozigota para o alelo DI*A genotipada, o Ct foi igual a 24,36.

Figura 2- Cycle thresholds (Cts) da PCR em tempo real para genotipagem dos alelos
DI*A/DI*B do sistema Diego
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A amplificacdo inespecifica para o alelo DI*A ocorreu em amostras DI*B/DI*B.
Contudo, essa situacdo é facilmente identificada pela analise dos valores de Ct, uma vez que
na amplificacdo especifica, o Ct do alelo DI*A para cada amostra é sempre menor que o Ct do
alelo DI*B, o que possibilita a interpretacdo dos resultados. Além disso, foi possivel verificar
que a discriminacdo alélica pode ser gerada automaticamente pela funcionalidade Allelic

Discriminatio Plot (Figura 3).
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Figura 3- Resultados da
genotipagem por PCR em Tempo Real para os alelos DI*A e DI*B do sistema Diego —
Discriminacédo alélica
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Com o objetivo de avaliar o limite minimo de deteccdo dos alelos DI*A e DI*B, pela
técnica de PCR em Tempo Real, foi realizada uma diluicio em série (1:10) do DNA
gendmico extraido de uma amostra heterozigota. A tabela 3 mostra o resultado obtido na PCR
em Tempo Real realizada em duplicata para essas dilui¢fes. O limite minimo de detec¢do dos
alelos DI*A e DI*B foi de 1ng.

A reprodutibilidade e a repetibilidade do teste foram avaliadas por meio do calculo do
coeficiente de variagédo para os Cts de amostras em triplicata. Os coeficientes de variacdo dos
Cts nos testes inter-ensaio apresentaram resultados médios de 1,68% para o alelo DI*A e
1,65% para o alelo DI*B. A media dos coeficientes de variacdo dos Cts para testes intra-
ensaio, foram de 2,96% para o alelo DI*A e de 2,94% para o alelo DI*B.
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Tabela 3. Avaliacdo do limite minimo de detec¢do dos alelos DI*A e DI*B na PCR em

Tempo Real.

Cycle threshold

Quantidade de DNA

Alelo DI*A Alelo DI*B
100ng 27,14 31,67
100ng 27,09 31,52
10ng 31,05 34,93
10ng 34,98 34,93
1ng 39,71 36,95
1ng 36,31 38,93
100pg 39,82 -
100pg 38,30 -
10pg - -
10pg - -
1pg - -
1pg - -

5.2 Padronizacdo da analise do sistema Dombrock por PCR em Tempo Real

Os resultados da padronizacdo da genotipagem do alelo HY do sistema Dombrock
indicam concordancia total entre os resultados obtidos com a PCR-RFLP (técnica ja descrita
na literatura) e com a nova técnica baseada na PCR em tempo real, ao avaliar 51 amostras
sendo: 48 negativas para o alelo HY, 2 heterozigotas e uma homozigota.

O Ct médio observado para o alelo HY foi 25,96 em amostras heterozigotas para esse
alelo. Para a amostra homozigota para o alelo HY o Ct observado foi igual a 27,35 (Figura 4).
Os Cts para a amplificacdo especifica do alelo selvagem (DO) apresentaram média de 22,00
para a amostra homozigota e 23,06 para as amostras heterozigotas.
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Figura 4- Cycle thresholds (Cts) da PCR em tempo real para genotipagem do alelo HY

do sistema Dombrock

807 | 5
¢ o i .+ DO
T 26 : ® 5
5 : ° HY
L i i
= L. e
£ 21 ; A
@ i I an®
S : oM
> I |
O 184 ! ;
14 : :
HY/HY HY/DO DO/DO

A ocorréncia de amplificacdo inespecifica para o alelo DO foi observada na amostra
homozigota para o alelo HY, no entanto, essa situacao foi facilmente pela analise dos valores
de Ct. Na amplificacdo especifica, o Ct do alelo DO para cada amostra é sempre menor que 0
Ct do alelo HY, o que possibilita a interpretacdo dos resultados. Desta forma, 0s gen6tipos sao
facilmente reconhecidos e a discriminacdo alélica pode ser gerada automaticamente com a

funcionalidade Allelic Discrimination Plot (Figura 5).
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Figura 5- Resultados da genotipagem por PCR em Tempo Real para o alelo HY do

sistema Dombrock — Discriminacao alélica
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Visando avaliar o limite minimo de deteccdo para o alelo HY pela técnica de PCR em
Tempo Real desenvolvida, foi realizada uma diluicdo em série (1:10) do DNA gendmico,
extraido de uma amostras heterozigota. A tabela 4 mostra o resultado obtido em reacdes
realizadas em duplicata. O limite minimo de deteccéo definido para o alelo HY foi de 100pg.

A reprodutibilidade e a repetibilidade do teste de genotipagem HY foram avaliadas por
meio do célculo do coeficiente de variacdo para os Cts de amostras em triplicata. Os
coeficientes de variacdo para os Cts nos testes inter-ensaio, apresentaram resultados médios
de 2,57% para o alelo HY e 1,33% para o alelo selvagem (DO). Os coeficiente de variacdo
para os Cts nos testes intra-ensaio apresentaram valores médios de 2,24% para o alelo HY e de

1,28% para o alelo selvagem (DO).
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Tabela 4. Avaliagdo do limite minimo de detec¢do dos alelos HY e DO na PCR em

Tempo Real.
Cycle threshold
Quantidade de DNA Alelo HY Alelo DO
100ng 25,783 23,396
100ng 25,782 23,471
10ng 29,237 26,474
10ng 28,528 26,545
1ng 31,453 29,492
1ng 31,298 29,571
100pg 34,711 32,745
100pg 33,917 32,766
10pg 37,58 36,285
10pg - 36,054
1pg - -
1pg - -

5.3 Padronizacdo da analise do sistema Duffy por PCR em Tempo Real

Os resultados dos testes realizados durante a padronizacdo da PCR em tempo real para
a genotipagem dos alelos FY*A, FY*B e FY*BES foram totalmente concordantes com aqueles
obtidos por PCR-RFLP, técnica ja descrita na literatura. Além disso, foi constatada a
ocorréncia de 100% de concordancia ao comparar os resultados da fenotipagem e da
genotipagem (considerando conjuntamente os loci avaliados).

Na genotipagem FY*A/FY*B, os Cts médios observados para o alelo FY*A foram de
23,71 para as amostras com genétipo FY*A/FY*B, 25,65 para as amostras com 0 gendtipo
FY*B/FY*B (amplificacdo inespecifica) e 23,60 para as amostras homozigotas FY*A/FY*A.
Os Cts médios observados para o alelo FY*B foram de 24,25 para as amostras com gendtipo
FY*A/FY*B, 23,97, para as amostras com 0 genétipo FY*B/FY*B, e 31,26 para as amostras
com o gendtipo FY*A/FY*A (amplificacdo inespecifica) (Figura 6).
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Figura 6- Cycle thresholds (Cts) da PCR em tempo real para genotipagem dos alelos
FY*A e FY*B do sistema Duffy
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A ocorréncia de amplificacdo inespecifica para o alelo FY*A foi observada em
amostras FY*B/FY*B, assim como a amplificacdo inespecifica do alelo FY*B em amostras
FY*A/FY*A. Essa situacdo pode ser identificada pela analise dos valores de Ct, que sdo mais
elevados amplificacdo inespecifica, quando comparados a amplificacdo especifica, o que
viabiliza a determinacdo dos gendtipos. Desta forma, o operador pode determinar 0s
gendtipos baseando-se nos padrdes das curvas geradas, pois nos casos de amplificacdo
especifica do alelo FY*A (amostras FY*A/FY*A ou FY*A/FY*B) o Ct deste alelo é sempre
menor do que o Ct do alelo FY*B, enquanto nos casos de amplificacdo especifica do alelo
FY*B, o Ct desse alelo é sempre menor do que o Ct de FY*A para amostras
homozigotas(FY*B/FY*B) e praticamente igual ao valor de Ct de FY*A para amostras
heterozigotas (FY*A/FY*B). Aléem disso, a discriminacdo alélica é gerada com sucesso pelo

software Allelic Discrimination Plot, independente das amplificagdes inespecificas (Figura 7).
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Figura 7- Resultados da genotipagem por PCR em Tempo Real para os alelos FY*A e

FY*B do sistema Duffy — Discriminacao alélica
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Na genotipagem FY*BES, os Cts médios observados para o alelo FY*BES foram de
25,78 para as amostras com geno6tipo FY*B/FY*BES e 24,95 para as amostras com o genétipo
FY*BES/FY*BES. Para o alelo selvagem, os Cts médios observados foram de 24,25 para
amostras FY*B/FY*B e 25,49 para amostras FY*B/FY*BES (Figura 8). AmplificacOes
inespecificas ndo foram observadas e a discriminagdo do alelo FY*BES também foi realizada

com sucesso pela funcionalidade Allelic Discrimination Plot (Figura 9).
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Figura 8- Cycle thresholds (Cts) da PCR em tempo real para genotipagem do alelo
FY*BES do sistema Duffy
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Figura 9- Resultados da genotipagem por PCR em Tempo Real para os alelos FY*B e
FY*BES do sistema Duffy — Discriminagéo alélica
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A reprodutibilidade e a repetibilidade dos testes de genotipagem foram avaliadas por
meio do célculo do coeficiente de variacdo para os Cts de amostras genotipadas em triplicata.
A reprodutibilidade da genotipagem FY*A/FY*B, avaliada pelo coeficiente de variacdo médio
para os Cts nos testes inter-ensaio, apresentou valores de 1,47% para o alelo FY*A e de 5,00%
para o alelo FY*B. A repetibilidade da genotipagem FY*A/FY*B, avaliada pelo coeficiente de
variacdo médio dos Cts para testes intra-ensaio foi de 1,79% para o alelo FY*A e de 5,60%
para o alelo FY*B.

A reprodutibilidade da genotipagem FY*BES, avaliada pelo coeficiente de variagéo
médio para os Cts nos testes inter-ensaio apresentou valores de 3,07% para o alelo FY*BES e
de 3,56% para o alelo selvagem (FY*B). A repetibilidade da genotipagem FY*BES, avaliada
pelo coeficiente de variacdo medio dos Cts para testes intra-ensaio, foi de 0,84% para o alelo
FY*B® e de 0,69% para o alelo selvagem (FY*B).
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6. DISCUSSAO

Em diferentes individuos, antigenos de grupos sanguineos podem variar. Essas
variacOes sdo geneticamente herdadas e, ap6s uma transfusdo sanguinea ou gravidez, os
antigenos podem ser reconhecidos pelo sistema imune do receptor como substancias néo-
proprias, o que podera levar & producdo de anticorpos anti-eritrocitarios, em um processo
chamado aloimunizacdo. As principais consequéncias da imunizacao, através da formacéao de
anticorpos especificos contra antigenos de grupos sanguineos, sdo as reacdes transfusionais e
a doenca hemolitica perinatal. Desta forma, os laboratorios de imunohematologia dos bancos
de sangue buscam a compatibilizacdo de antigenos eritrocitarios para aumentar a segurancga
dos receptores de hemocomponentes.

O presente estudo foi proposto a partir do levantamento das principais demandas para
testes de biologia molecular junto a coordenacdo da CIH da Fundacdo Hemominas. Nesse
levantamento foi identificada a necessidade de padronizacdo de técnicas moleculares, para
genotipagem de antigenos dos sistemas de grupos sanguineos Diego e Dombrock, assim como
a introducdo da técnica de PCR em tempo real para a genotipagem do sistema Duffy.

A hemaglutinacdo é o método de escolha para a determinacao dos antigenos de grupos
sanguineos, ou seja, a fenotipagem, em bancos de sangue. Esse método apresenta vantagens
como o baixo custo e a facilidade de execugdo. No entanto, varios fatores podem tornar
dificeis as fenotipagens. No caso dos fenétipos considerados raros ou incomuns a
fenotipagem na maioria das vezes é considerada dificil, exigindo a utilizacdo de reagentes
raros de origem humana, que na maioria das vezes ndo sdo comercializados (soros raros).
Neste caso, técnicas de biologia molecular sdo consideradas Uteis para a inferéncia dos
antigenos de grupos sanguineos (PEYRARD et al., 2008).

Além da utilidade na identificacdo de fendtipos raros, a genotipagem é amplamente
empregada nos casos de pacientes com histérico de transfusdo recente, onde é possivel
verificar hemacias do doador na circulacdo do receptor e também nos casos de pacientes com
auto anticorpos (REID et al., 2000). Sendo assim, cada vez mais a utilizagcdo da biologia
molecular na rotina dos laboratérios de Imunohematologia tem se tornado essencial para
garantir a seguranca e eficacia transfusional, sobretudo em pacientes politransfundidos.

Vérias técnicas de biologia molecular tém sido empregadas na genotipagem de grupos
sanguineos como PCR alelo-especifica (SSP-PCR), PCR-RFLP, PCR em tempo real,
microarranjos de DNA, espectrometria de massa e sequenciamento. Dentre essas, a PCR em

tempo real tem se destacado pela facilidade de execucgdo, potencial de automacao, rapidez
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para liberacdo de resultados, além do fato de que todo o processo de amplificacdo e deteccdo é
realizado em um sistema fechado, minimizando o risco de contaminagdo. Assim, a PCR em
tempo real tem sido cada vez mais utilizada para a inferéncia de grupos sanguineos (POLIN et
al., 2008).

Sabe-se que 0 antigeno Di® apresenta baixa frequéncia em populacdes da Africa e
Europa. Entretanto, a frequéncia desse antigeno é considerada maior entre os asiaticos e
nativos americanos (GERSHOWITZ, 1959; POOLE, 1999; WEI et al., 2013). Desta forma,
em populacdes com miscigenacdo amerindia, como a brasileira, a determinacéo dos antigenos
Di* e Di° pode ser importante para possibilitar a compatibilizagdo de hemocomponentes,
auxiliar na identificacdo de anticorpos irregulares e para a triagem de doadores de sangue com
fenotipos raros.

No caso do sistema Diego, atualmente a Fundacdo Hemominas realiza a fenotipagem
do antigeno Di* em situacdes especificas, como por exemplo, para anélise de pacientes
quando ha suspeita da presenca de aloanticorpos com especificidade anti-Di® ou busca de
doadores compativeis. Esta fenotipagem é feita usando reagente ndo comercial de origem
humana (plasma humano contendo anticorpo anti-Di®) uma vez que os anticorpos comerciais
sdo de dificil aquisicdo. No entanto, a utilizacdo de anticorpos ndo comerciais de origem
humana pode apresentar problemas devido a fraca reatividade ou a caracterizacdo insuficiente
(WESTHOFF, 2006).

A padronizagdo da técnica de PCR em tempo real para genotipagem dos antigenos Di®
e Di°, feita nesse estudo, mostrou resultados satisfatérios, com 100% de concordancia
comparando-se a técnica de genotipagem por PCR-RFLP. Entretanto, ao comparar 0S
resultados das fenotipagens Di? com os resultados da genotipagem, constatou-se que uma das
amostras consideradas com o fenétipo Di(a+), era na verdade Di(a-). Uma analise mais
detalhada do caso foi realizada pela CIH sendo que a discrepancia observada foi atribuida
falha pré-analitica relacionada incompatibilidade ABO entre as hemécias testadas e o0 soro
humano contendo anti-Di® utilizado na fenotipagem que havia sido previamente realizada. A
fenotipagem foi repetida, tendo sido confirmado o fenétipo Di(a-).

A possibilidade de ocorréncia de problemas na determinacdo de antigenos
eritrocitarios raros advindos do uso de soros ndo comerciais de origem humana em
laboratdrios de imunohematologia é enfrentada por hemocentros no Brasil e no mundo.
Exemplos desse tipo de situagdo ja foram relatados para a fenotipagem do antigeno U do
sistema MNS, na qual a fraca reatividade dos anticorpos levou a resultados falso-negativos
para amostras portadoras do fendtipo U+var (REID et al., 1997; OMOTO et al., 2008; FARIA
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et al., 2012); e dos antigenos Hy e Jo® do sistema Dombrock, na qual o uso de hemécias e
soros insuficientemente caracterizados resultaram em confusdo entre as especificidades
(LOMAS-FRANCIS; REID, 2010). Ainda assim, 0 uso de soros raros ndo comerciais
persiste, constituindo a Unica opcao para a fenotipagem de antigenos eritrocitarios em diversas
situacOes (LOPEZ et al., 2015; GOURRI et al., 2017; MICHALEWSKA et al., 2018).

Este resultado expde a importancia de implementar técnicas de biologia molecular em
laboratdrios de imunohematologia para aplicagdo no estudo dos casos inconclusivos e dos
fenotipos considerados raros (POLIN et al.,, 2008; MARTINS et al.,, 2009; LOMAS-
FRANCIS; REID, 2010; HUSTINX, 2014).

No caso do sistema Dombrock, estudos conduzidos com populagdes de doadores de
sangue de Minas Gerais apontaram que ha uma prevaléncia diferenciada do alelo HY,
associado ao fendtipo Hy- em Minas Gerais (2,4%) quando comparado a outras populacdes,
nas quais a frequéncia desse antigeno ndo chega a 1% (BALLEOTTI et al., 2007; PIASSI et
al., 2013; SCHMIDT et al., 1967; HASHMI et al., 2005). Assim, a implementacdo da
genotipagem dessa variante em nossa populacdo constitui uma oportunidade Unica para a
deteccdo de doadores de sangue portadores do fendtipo raro Hy-.

A deteccdo do antigeno Hy, assim como dos demais antigenos do sistema Dombrock,
ndo é realizada atualmente na Fundacdo Hemominas. Embora reagdes transfusionais
envolvendo esse antigeno sejam raras, sua ocorréncia ja foi descrita na literatura (LOMAS-
FRANCIS; REID et al., 2010). Além disso, acredita-se que a frequéncia de reacdes
envolvendo antigenos do sistema Dombrock seja subestimada devido as dificuldades técnicas
relacionadas a identificacdo de antigenos e anticorpos desse sistema (REID et al., 2005).

O presente estudo possibilitou a padronizacdo de uma nova técnica molecular para
verificacdo do alelo HY visando a identificacdo de doadores raros na Fundacdo Hemominas.
A técnica padronizada apresentou resultados satisfatorios tendo sido observado 100% de
concordancia dos resultados com a técnica PCR-RFLP. Um desfecho surpreendente do
presente estudo foi a identificacdo de um doador apresentando o gendtipo raro HY/HY, ou
seja, um doador que ndo apresenta na superficie das hemacias o antigeno de alta frequéncia
Hy. Desta forma, este estudo possibilitou que a Fundagdo Hemominas fornecesse a primeira
bolsa de hemocomponentes Hy- no Brasil (anexo 4). Este fato reforca a utilidade pratica da
implantagcdo de técnicas complementares, baseadas em biologia molecular na area da
hemoterapia.

A determinacdo dos antigenos Fy® e Fy® faz parte da rotina laboratorial da CIH da

Fundagdo Hemominas e, para isso, estdo disponiveis anticorpos comerciais anti-Fy* e anti-
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Fy®, usados na fenotipagem. Apesar de boa especificidade e sensibilidade, a técnica de
fenotipagem apresenta limitagdes, sobretudo em casos de transfusdes recentes, que podem ser
superadas pelas técnicas de genotipagem.

Além disso, a utilizacdo da genotipagem Duffy é importante por permitir a
identificacdo de individuos portadores da variante FY*BES. Este conhecimento é relevante
uma vez que estima-se que 100% dos pacientes com Fy(a-b-) e cerca de 63,85% dos pacientes
Fy(at+b-) da Fundacdo Hemominas podem receber transfusfes de sangue positivas para o
antigeno Fy® sem risco de aloimunizagdo, porque sdo portadores da variante (FY*BES), a qual
impede expresséo do antigeno Fy” exclusivamente nos eritrécitos. Esta informacéo é Gtil para
0 uso racional de hemocomponentes, uma vez que os doadores de sangue negativos para o
antigeno Fy® representam apenas 34,3% dos doadores de sangue fenotipados de Minas Gerais
(MARTINS et al., 2017).

Atualmente, encontra-se disponivel na rotina da CIH da Fundacdo Hemominas o teste
de genotipagem dos alelos FY*A, FY*B e FY*BES, usando a técnica de PCR-RFLP. No
presente estudo foi desenvolvido um novo teste de genotipagem de alelos do sistema Duffy,
baseado na PCR em tempo real. Os resultados obtidos indicam a ocorréncia de 100% de
concordéncia entre os resultados da genotipagem por PCR-RFLP e PCR em tempo real e,
também, com os resultados da fenotipagem (considerando a anélise simultanea dos dois loci).
A introducdo da genotipagem Duffy por PCR em tempo real possibilitard maior rapidez na
liberacdo dos resultados.

Métodos para a genotipagem de alelos raros de grupos sanguineos ja foram descritos
na literatura, existindo inclusive plataformas comerciais de high throughput como o kit
comercial Lifecodes RBC/RBC-R (Immucor) (DENOMME; SCHANEN, 2015; MCBEAN et
al., 2014). Entretanto, a implantacdo desses métodos nem sempre € viadvel, pois 0s
equipamentos e insumos para a aplicacdo dessas estratégias tém custo muito elevado e existe
a necessidade de espaco fisico adequado e méo de obra qualificada.

Em relagcdo aos alelos dos sistemas Diego, Dombrock e Duffy embora ja existam
diferentes técnicas de genotipagem descritas, inclusive utilizando o sistema de PCR em tempo
real (ARAUJO et al., 2003; NOVARETTI et al., 2010; ZHOU et al., 2015), nem sempre as
técnicas séo claramente descritas para permitir sua reproducdo e, em geral, os detalhes sobre a
validagdo ndo sdo fornecidos. Além disso, embora a técnica Tagman seja amplamente
utilizada em diversos laboratorios, existindo inclusive a possibilidade da aquisicdo de ensaios
pré-desenhados (customizados), as empresas ndo revelam a sequéncia de primers e sondas.

Considerando que as etapas de validacdo séo de grande importancia para ensaios de PCR em
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tempo real, tanto comerciais quanto in house, (RAYMAEKERS et al., 2009), optou-se por
desenhar novos primers e sondas e validar as reacgdes, visando 0 uso para a genotipagem de
doadores e receptores de hemocomponentes.

Os resultados dos testes de avaliacdo das técnicas de PCR em tempo real padronizadas
no presente estudo indicaram que o limite minimo de detec¢do é de 1ng de DNA genémico
para os alelos DI*A e DI*B do sistema Diego e 100pg para os alelos HY e DO do sistema
Dombrock (Tabelas 3 e 4). Assim, pode-se concluir que os testes padronizados apresentam
limites de deteccgdo satisfatorios, tendo em vista que esses valores sdo pelo menos 100 vezes
menores do que aqueles usualmente utilizados em reagdes de PCR na Funda¢do Hemominas
(100ng). Esses resultados indicam que as técnicas de PCR em tempo real padronizadas séo
capazes de fazer a determinacdo dos alelos em concentracbes de DNA usualmente
empregadas em laboratorios de biologia molecular.

Os testes de precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) para as técnicas padronizadas
também apresentaram resultados satisfatorios, considerando que se trata de técnicas
qualitativas. Esses testes basearam-se nos coeficientes de variacdo para os Cts em testes intra
e inter-ensaio.

O coeficiente de variacdo é uma medida de dispersdo empregada para estimar a
precisdo de experimentos e representa o desvio-padrao expresso como porcentagem da média.
Desta forma, quanto menor é o coeficiente de variacdo, mais preciso € o teste. O coeficiente
de variacdo dos valores de Ct é uma medida amplamente empregada na avaliacdo de
desempenho de técnicas baseadas na PCR em tempo real quantitativos. Em estudos
qualitativos, como os usados na genotipagem de SNPs ou deteccdo de patégenos, esse calculo
ndo € mandatorio, ndo havendo, portanto, pardmetros de aceitacdo pré-definidos
(BROEDERS et al., 2014). Entretanto, o coeficiente de variacdo pode ser Gtil na avaliacdo de
precisdo dos testes qualitativos, sobretudo quando a variacdo nos valores de Ct pode interferir
na interpretacdo dos resultados e, consequentemente, na determinacéo dos genotipos.

Embora ndo exista um consenso na literatura em relacdo ao parametro de aceitagédo
para coeficientes de variagdo em testes qualitativos de PCR em tempo real, observou-se que
valores similares aos encontrados no presente estudo s@o descritos na literatura. Para a
genotipagem do polimorfismo rs12979860, envolvido na resposta ao tratamento da hepatite
C, os coeficientes de variacdo foram utilizados como parametro de controle de qualidade do
teste desenvolvidos, tendo sido calculados como de 2,2% a 8,8% em testes inter-ensaios
(COOK et al., 2012). Outro estudo que apresenta a padronizagdo de teste de genotipagem

desse mesmo polimorfismo traz Cv médio de 4,30% para testes inter-ensaio e 4,69% para
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testes intra-ensaio (KOVANDA,; POLJAK, 2011). Ja para alteracGes genéticas relacionas a
leucemia, os valores de Cv foram de 0,41% a 0,74% para testes intra-ensaio e entre 1,62% e
2,83% para testes inter-ensaio (ZHENG et al., 2017). Célculos de Cv como parametros de
qualidade para testes qualitativos de PCR em tempo real para a deteccdo de patdgenos
também foram utilizados em estudos prévios (NIESTERS et al., 2000; PANZARIN et al.,
2010).

A utilizacdo dos valores de Ct para tomada de decisdo pelo operador quanto a
determinacédo de resultados é uma pratica utilizada em testes de PCR em tempo real, sendo
aceitavel desde que baseada em evidéncias (CARAGUEL et al., 2011). Além disso, é comum
0 estabelecimento de algoritmos baseados nos Cts e nos padrdes de amplificagdo para a
determinacéo dos geno6tipos (COOK et al., 2012, BOGGIONE et al., 2017; ZIZA et al., 2017).
No presente estudo, a analise do comportamento das curvas de amplificacdo foi decisiva para
que o operador realizasse a determinagdo dos genotipos. Além disso, observa-se concordancia
entre a avaliacdo pelo operador e a determinacdo automética dos gendétipos feita pelo
programa computacional 7300/7500/7500 Fast system SDS software (Applied Biosystems) e
os resultados obtidos por meio da PCR-RFLP.

Tendo em vista 0s resultados obtidos, é possivel admitir-se que as estratégias de
genotipagem padronizadas no presente estudo apresentam caracteristicas técnicas que
favorecem sua incorporacdo ao conjunto de testes atualmente disponiveis na CIH da
Fundacdo Hemominas, para a triagem de individuos portadores de alelos raros. Uma vez
detectados esses individuos, um segundo teste confirmatorio € desejavel para a confirmacao
do gendtipo, ja que curvas inespecificas podem ocorrer. Estudos de avaliacdo de custo-
beneficio sdo importantes para se decidir sobre a conveniéncia da implementacéo.

Considerando a importancia da identificacdo de variantes dos sistemas Diego e
Dombrock, tanto para auxiliar na caracterizacdo de anticorpos irregulares em individuos
aloimunizados contra antigenos desses sistemas, quanto para identificar doadores de sangue
com fenotipos raros, o principal impacto desse estudo sera a disponibilizacdo, para uso na
Fundagdo Hemominas, de novas técnicas de genotipagem de alelos desses sistemas. Além
disso, a genotipagem do sistema Duffy por PCR em tempo real propiciard maior agilidade na

liberacdo de resultados, contribuindo na otimizacgdo do uso de hemocomponentes.
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7. CONCLUSAO

Os resultados de genotipagem dos alelos FY*A, FY*B e FY*BES do Sistema Duffy,
HY do sistema Dombrock e DI*A/DI*B do sistema Diego utilizando técnicas de PCR em
tempo real apresentaram concordancia total com os resultados obtidos pela técnica de PCR-
RFLP.

As reacdes de genotipagem dos alelos FY*A, FY*B e FY*BES do Sistema Duffy, HY
do sistema Dombrock e DI*A/DI*B do sistema Diego, por PCR em tempo real, apresentam
precisdo adequada, considerando-se um teste qualitativo.

Os limites de deteccdo observados indicam que os testes padronizados permitem a
determinacdo dos alelos estudados nas concentracbes de DNA habitualmente utilizadas em
testes de biologia molecular.

As técnicas de PCR em tempo real padronizadas apresentam potencial para utilizacao
na rotina de bancos de sangue, podendo ser Uteis na triagem de individuos portadores dos

alelos raros avaliados.
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Alelos do Sistema de grupos sanguineos Diego
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NUCLEOTIDEO

FENOTIPO ALELO ALTERADO EXON |AMINOACIDO
DI:1,-2 ou Di(a+b-) g::};ou 2561C>T 19 |Progs4Leu
DI:-120uDi(a-b+) |DF2OY | o561T>C 19 |Leu854Pro

DI:3,-4 ou -

Wr(a+b-) DI*02.03 1972G>A 16 Glu658Lys
DI:5 ou Wd(a+) DI*02.05 1669G>A 14 Val557Met
DI:6 ou Rb(a+) DI*02.06 1643C>T 14 Pro548Leu
DI:7 ou WARR+ DI*02.07 1655C>T 14 Thrb521le
DI:8 ou ELO+ DI1*02.08 1294C>T 12 Argd32Trp
Dio 22 ouWun o200 |1694G>C 14 |Gly565Ala
DI:10 ou Bp(a+) DI*02.10 1707C>A 14 Asn569Lys
DI:11 ou Mo(a+) DI*02.11 1967G>A 16 Arg656His
DI:12 ou Hg(a+) DI1*02.12 1966C>T 16 Arg656Cys
DI:13 ou Vg(a+) DI1*02.13 1663T>C 14 Tyr555His
DI:14 ou Sw(a+) DI*02.14.01 |1937G>A 16 Arg646GIn
DI:14 ou Sw(at) DI1*02.14.02 |1936C>T 16 Arg646Trp
DI:15 ou BOW+ DI*02.15 1681C>T 14 Pro561Ser
DI16ouNFLD+  |DI*02.16  |287A>T; 1681C>G 1214 | Glud29Asp;
DI:17 ou Jn(a+) DI*02.17 1696C>T 14 Pro566Ser
D1:18 ou KREP+ DI1*02.18 1696C>G 14 Pro566Ala
DI:19 ou Tr(at) DI*02.19 1653G>C 14 Lys551Asn
DI:20 ou Fr(a+) DI*02.20 1438G>A 13 Glu480Lys
DI:21 ou SW1+ DI1*02.21 1936C>T 13 Arg64eTrp
Di(a—b-) (null) DI*02N.01 |1462G>A 13 Val488Met




ANEXO 2

Alelos do Sistema de grupos sanguineos Dombrock

: NUCLEOTIDIO <
FENOTIPO |ALELO ALTERADO EXON |AMINOACIDO
DO:1+ ou DO*01 ou
Do(a+) DO*A 793G>A 2 Asp265Asn
DO:2 ou DO*02 ou
Do(b+) DO*B 793A>G 2 Asn265Asp
DO:—4 ou Hy— |DO*02.-04 323G>T 2 Gly108Val
DO=5ou DO*01.05  |350C>T 2 Thrii7lle
Jo(a-)

DO:—6 ou *
DOYA_ DO*01.-06 547T>G 2 Tyr183Asp
_ 431C>A,; .
Do |D0%02-07  |432C>A 2 Ao
- 793A>G P
DO:-8ou x 674T>A, Leu225GIn;
DOLG- DO*02-08 | 793a5G 2 Asn265Asp
DO:-9 ou *
DOLC. DO*01.-09 566C>T 2 Thri89Met
DO:-10 ou *
DODE.. DO*01.-10 405C>A 2 Asp135Glu
FENOTIPOS NULL
DO:=3 ou DO*0IN.O1  |442C>T 2 GIn148Stop
Gy(a-)
DO-=3 ou DO*0IN.02  |343 350del 2 Met115Hisfs
Gy(a-) -
DO:=3 ou DO*02N.01  |145-2A5G 2 splicing
Gy(a-) alternativo
DO=3 ou DO*02N.02 | 144+2T>C 2 splicing
Gy(a-) alternativo
DO:-3 ou * 185T>C; Phe62Ser;
Gy(a-) DO*02N.03 793A>G 2 Asn265Asp
DO:-3 ou * 268C>T; GIn90Ter;
Gy(a-) DO*02N.04 793A>G 2 Asn265Asp
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ANEXO 3
Alelos do Sistema de grupos sanguineos Duffy
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. NUCLEOTIDE |- AMINOACID
FENOTIPO ALELO 0 ALTERADO EXON 0
*
FY:1 ou Fy(a+) T 125A5G 2 Asp42Gly
*
FY:2 ou Fy(b+) FY*020u 1195 2 Asp4?
FY*B
Fendtipos Null
Fy(a—b—) erythroid cells only# | FY*01IN.O1 |1-67T>C Promotor |0
Fy(a—b-) FY*01N.02 |281_295del 2 Pro94fs
Fy(a—b-) FY*01N.03 |[408G>A 2 Trpl36Ter
Fy(a—b-) FY*01IN.04 |[287G>A 2 Trp96Ter
Fy(a—b-) FY*0IN.05 |327delC 2 Phe109fs
Fy(a—b-) FY*01IN.06 |[395G>A 2 Gly132Asp
Fy(a—b-) FY*0IN.07 |719delG 2 Gly240Ala
Fy(a—b—) erythroid cells only |FY*02N.01 |1-67T>C Promotor |0
Fy(a—b-) FY*02N.02 [407G>A 2 Trpl36Ter
Fy(a—b-) FY*02N.03 |781G>A 2 Gly261Arg
Fendtipos fracos
Fy(a+w) FY*01W.01 |265C>T 2 Arg89Cys
265C>T, Arg89Cys,
Fy(a+tw) FYF0IW.02 159865 2 Alal00Thr
265C>T, Arg89Cys,
*
Fy(b+w), Fyx FYF02W.0L | o986 2 Alal00Thr
145G>T, Ala49Ser,
Fy(b+w), Fyx FY*02W.02 [265C>T, 2 Arg89Cys,
298G>A Alal00Thr
Fy(b+w) FY*02W.03 [266G>A 2 Arg89His
Fy(b+w) FY*02W.04 |901C>T 2 Pro303Ala




ANEXO 4

Aplicagdo prética do estudo - Fornecimento, pela Fundagdo Hemominas, da primeira

bolsa de hemocomponentes Hy negativa no Brasil.

NOTIC|AS & | « COMPARTILHAR

Fundacao Hemominas fornece primeira bolsa de
sangue raro Hy negativo do Brasil

Por Agéncia Minas , 13092017 3s 16:18 B
rexto: (8) (9

A Fundacdo Hemominas mais uma vez conseguiu identificar um doador de sangue raro. Trata-se de um
doador Hy negativo, ou seja, que ndo possui o antigeno Holley no sangue.

A coordenadora da Central de Imunohematologia da Fundagdo Hemominas, Luciana Cayres Schmidt,
esclarece gue esse & um dos oito antigenos do Sistema de Grupo Sanguineo Dombrock, sendo de alta
incidéncia populacional.

“Segundo a literatura cientifica, 100% da populac@o europeia € mais de 99% da populacdo de origem
africana possui o antigeno Holley na superficie de suas hemacias. Por isso, quando o doador nfo possui
esse antigeno é considerado um doador raro”, explica.

O doador foi localizado no Hemocentro Regional de Uberaba (URA), no Tridngulo Mineiro, e a bolsa de
sangue foi enviada no dia 6 setembro & Agéncia Transfusional do Hospital S&o Paulo, ligado & Unifesp
(Universidade Federal de S&o Paulo) e destinada a uma crianga portadora de anemia falciforme.

A descoberta do doador Hy negativo foi possivel em virtude do projeto de pesquisa “Analise Molecular
de Grupos Sanguineos em Doadores de Sangue para a Identificagéo de Variantes Raras”, desenvolvide
pela Fundacdo Hemominas desde 2015.

“O principal impacto deste projeto € o desenvolvimento de uma estratégia de triagem de doadores raros
baseada em genotipagem, visando o incremento da seguranca transfusional em Minas Gerais. Ele
nasceu da necessidade de desenvolvermos estratégias para identificar doadores que atendam as
necessidades transfusionais de pacientes portadores de variantes raras atendidos nos ambulatérios da
Hemominas”, afirma Maria Clara Fernandes da Silva Malta, coordenadora da pesquisa.

De acordo com Maria Clara, a pesquisa teve inicio pelos alelos dos sistemas Diego e Dombrock, pois
alelos raros desses sistemas ja haviam sido descritos anteriormente na populacéo de Minas Gerais.

“No caso do sistema Dombrock, por exempleo, a doutora Fabiana Piassi havia identificado um doador
raro Holley negativo no HBH (Hemeocentro de Belo Horizonte) em uma pesquisa realizada em 2010,
indicando que a populagdo mineira seria promissora para a busca desse fendtipo raro”, esclarece a
coordenadora.

Para Maria Clara. este tipo de descoberta “fecha um ciclo importantissimo que envolve pesquisa,
inovacéo e servigo, demonstrando que resultados concretos para a populacdo podem ser obtides a partir
de projetos de pesquisa em centros de prestacéo de servigo, como a Hemominas”, enfatiza.
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O projeto, que conta com a parceria da Faculdade de Farmacia da UFMG — e inclui 0 mestrado do aluno
Adéo Rogério da Silva, orientado pela professora Luci Dusse - foi beneficiado com o financiamento da
Fapemig (Edital Universal) no final de 2016, o que vai permitir a ampliacéo das pesquisas.

“Com a liberagdo do recurse esperamos expandir o projeto, com a inclusdo da genotipagem de um maior
numero de doadores e, até mesmo, com a incluséo de outros fendtipos raros na pesquisa’, completa
Maria Clara Malta.

Rh nulo

Em agosto, a Fundacdc Hemominas também contribuiu para salvar a vida de uma crianca de 5 anos, do
Piaui, portadora de uma doenga rara, a osteopetrose, com o envio de uma bolsa de sangue Rh nulo.

No Brasil $6 havia duas doadoras com o mesmo grupo sanguineo da crianga em condigdes de doar
naquele memento, que, inclusive séo irmas, sendo uma cadastrada no Hemorio e outra na Fundag&o
Hemominas (unidade de Juiz de Fora).

“Esse tipo raro de sangue foi descoberto na Hemominas através do processo de fenotipagem
eritrociaria, método rotineiramente realizado na Central de Imunohematologia, para conhecer os
antigenos de outros sistemas de grupos sanguineos, expressos nas hemacias dos nossos doadores,
além dos antigenos ABO/RhD", afirma Luciana Cayres.

Fonte: http://www.itatiaia.com.br/noticia/fundacao-hemominas-fornece-primeira-

bolsa-de
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