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Determinacdo dos alelos de grupos sanguineos c#tanios em doadores
voluntarios de sangue e medula Ossea e pacientésansiundidos da

populacdo Noroeste do Parana, regido Sul do Brasil.

RESUMO

Antigenos de grupos sanguineos sao proteinas ticeligmdas a carboidratos ou a lipideos e
sdo expressas, principalmente, na superficie deadiamm Os genes que codificam esses
antigenos apresentam polimorfismos que séo origgypcedominantemente por mutagfes de
ponto, principalmente os polimorfismos de um Umaocleotideo (SNPs). O conhecimento da
variabilidade dos antigenos de grupos sanguinesseahcial na pratica transfusional, uma vez
que o desenvolvimento de anticorpos contra ességeans pode levar a quadros hemoliticos
graves, principalmente em casos de pacientes poemdie hemoglobinopatias ou outras
doencas que requerem transfusfes sanglineas pasioéi hemaglutimacdo classica é a
principal técnica utilizada na deteccéo dos difEgigrupos eritrocitrarios, contudo, apresenta
limitacbes tornando necessaria a implementacaouti®so protocolos para auxiliarem na
deteccdo desses grupos. A biologia molecular pateuma alternativa importante na
determinacao do perfil antigénico e auxiliar nol&scimento dos mecanismos moleculares
envolvidos com as diversas variantes de grupos ugaegs. Alguns protocolos de
genotipagem de grupos sanguineos ja estdo bemelesidbs e validados na populacéo
brasileira, contudaorna-se ainda necessario a realizacdo de estoddfferentes regides do
Brasil. A proposta desse estudo é implementarrac#cle biologia molecular para investigar
o polimorfismo de alguns genes de grupos sanguiemodoadores voluntarios de sangue e
medula 6ssea e pacientes politransfundidos do Nimad Parana, regido Sul do Brasil e

avaliar o polimorfismo desses genes nessa populagao

Palavras-chave:Grupos sanguineos eritrocitarios. Polimorfismal@ijia molecular.

Imunohematologia.



Determination of erythrocytic blood groups in bdilbod and bone marrow

donors and in polytransfused patients of Northwéstarana, Southern of Brazil

ABSTRACT
Blood red cell antigens are proteins linked to oaglarates or lipids and are mainly expressed
on red blood cells surface. The genes codify tlaggens showing polymorphism that are
mainly originated by point mutations, mainly thegle nucleotide polymorphism (SNPs).
The knowledge of Blood red cell antigens is essérfor transfusion practice, since the
antibody development against these antigens mag teasevere hemolytic situations,
especially in hemoglobinopathy patients or any otiliseases that depend on periodical
transfusions. Classical hemaglutination is the mgaised technique in the detection of the
different erythrocytic groups; however it presestsne limitations, making it necessary the
implementation of some other protocols to aid ia tetection of these groups. Molecular
biology may be a significant alternative in deterimg the antigenic profile and help in
clarifying the molecular mechanisms involved in thigeerse blood groups variables. Some
genotyping protocols are already defined and veduifor Brazilian population, however, it is
necessary that some studies be done in the diftrazilian population. The aim of this study
was to implement the molecular biology techniquéntestigate the polymorphism of some
blood group genes in blood and bone marrow donodsplytransfused patients from the

Northwest of Parana, Southern Brazil and evaldasepopulation’s genes polymorphism.
Keywords: Erythrocytic Blood Groups. Polymorphism. Molecutéology.

Immunohematology.
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CAPITULO |

INTRODUCAO
Os antigenos de grupos sanguineos sao herdadoscgeremte e definidos por

sequéncias especificas de aminoacidos que comstituea proteina, a qual se liga a
carboidratos ou a lipidios da membrana eritrocitahi diversidade dos antigenos de grupos
sanguineos, como para qualquer outro traco biagiecontra-se no gene. O conhecimento
das bases moleculares desses antigenos e sugapl@agenotipagem de grupos sanguineos
eritrocitarios podem oferecer diversas vantagengmsica clinica transfusional, como a
identificacdo do perfil antigénico de pacientesnsetidos a transfusdes sanguineas recentes e
de pacientes com teste direto da antiglobulina Imanfieste de Coombs) positivo. Também
permite determinar os pacientes Fy(b-) que aprasentaleloFY*02 e, logo, podem receber
sangue positivo para esse antigeno, o que aumeasfeata de bolsas sanguineas para esses
individuos. Além disso, é possivel identificar ustofem risco de doenca hemolitica perinatal
(DHPN), sem fazer uso de meétodos invasivos e qukerpooferecer risco a saude fetal,
utilizando como fonte de analise o DNA fetal, omngliesmente conhecendo o gendtipo dos
pais (REID; YAZDANBAKHSH, 1998).

Como parte integrante da membrana da célula veanels antigenos de grupos
sanguineos sdo compostos bioquimicamente diferentdesempenham diversas funcdes
importantes para a célula (transportadores de naraprcanais de proteinas, receptores,
ligantes, moléculas de adeséao, enzimas, protestiagugais). Por exemplo: antigenos A, B e
H (sistema ABO) séo oligossacarideos; D, C, ¢, E"dsistema Rh) séo proteinas; M, N, S,

s (sistema MNS) sdo sialoglicoproteinas; K, B J&, Kp* Kp® (sistema Kell); F§; Fy°
(sistema Duffy) e LY LuP (sistema Lutheran) s&o glicoproteinas; antigekbs JK (sistema

Kidd) sédo proteinas e o antigeno P1 (sistema Péglicolipideo (MAKAROVSKA-
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BOJADZIEVA et al., 2009). Uma representacdo esquiemados antigenos de grupos

sanguineos conforme as suas funcdes biologicasseodesualizada nigura 1.
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Figura 1. Representacéo esquematica de antigenos de gammpsiseos conforme suas fungdes biologicas.
Fonte: BONIFACIO; NOVAETTI (2009).

Sistemas de grupos sanguineos

Os antigenos de grupos sanguineos comecaram a&smybdrtos em 1900, desde
entdo uma variedade de terminologias foram utiizagara denomina-los. Em 1980, a
Sociedade Internacional de Transfusdo Sangulntgar(ational Society of Blood Transfusion
- ISBT) estabeleceu um comité para definir uma nataéura numérica baseada na genética
dos antigenos de superficie de hemacias. De foumea tpdos os antigenos de grupos
sanguineos reconhecidos foram distribuidos em @uasssificacbes: sistemas, coleces,
antigenos de baixa incidéncia (série 700) e armigyete alta incidéncia (série 901)

(http://ibgrl.blood.co.uk).

O sistema de grupo sanguineo consiste de um ouantgenos controlados por
um unicolocus génico ou por dois ou mais genes homoélogos contgpou nenhuma

recombinacdo entre eles. As colecbes sdo compgsiasantigenos relacionados
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soroldgica, bioguimica ou geneticamente, mas qoesadjustam aos critérios requeridos
para sistema. As Séries 700 e 900 incluem os amsgeom incidéncia menor que 1% e
incidéncia maior que 90%, respectivamente, os qoass atendem aos critérios dos

sistemas ou colec¢des (http://ibgrl.blood.co.uk).

Existem atualmente, 308 antigenos eritrocitariadriduidos em 30 sistemas de
grupos sanguineos, de acordo com a ISBT (Tabelasses nimeros ndo sdo estaticos e
novos antigenos de grupos sanguineos sao idedtifica cada ano (DANIELS et al.,

2009).

Os polimorfismos de grupos sanguineos originamraggoninantemente de mutacdes
de ponto, principalmente os polimorfismos de umcannucleotideo single nucleotide
polymorphism SNP), mas, recombinagcdes génicas, delecbes edrsetgmbéem ocorreram
ao longo da evolucdo dos genes que codificam tess de grupos sanguineos (DANIELS
et al., 2009). Na Tabela 2, estdo descritos algohsorfismos de grupos sanguineos gerados
a partir de SNPs.

Embora os polimorfismos de grupos sanguineos geraémndo afetem a funcao
biolégica do componente, alguns fendtipos de grugrsguineos parecem exercer uma
vantagem seletiva. Um exemplo é o fendtipo Fy(a-b-Jjual possui uma vantagem de
sobrevivéncia em areas onde certas formas de makwi endémicas (MILLER et al., 1976;
HORUK et al., 1993). Outros componentes, por exenPR1 e GPA, podem estar presentes
na membrana de hemacias como um meio eficientendever microrganismos da circulacao
e proteger o hospedeiro da infeccdo (COCKBURN et 2004; SINHA et al., 2009;
ORLANDI et al., 1992; DURAISINGH et al., 2003; MAYEet al., 2009).

A funcdo priméaria desses antigenos é o transp@texigénio. Os componentes
necessarios para esse processo sao: a hemoglabinaas metabdlicas que permitem a

sobrevivéncia da célula sem o nucleo e a membras@ldla eritrocitaria (LIN et al., 2009).



Tabela 1: Sistemas de grupos sanguineos.
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N°  Nome Simbolo do N° de Nome(s) do(s) gene(8) Localizacdo
sistemd antigenos Cromossbémica
001 ABO ABO 4 ABO 9qg34.2
002 MNS MNS 46 GYPA, GYPB, GYPE 4931.21
003 P P1 1 P1 22g11.2—qter
004 Rh RH 50 RHD, RHCE 1p36.11
005 Lutheran LU 19 BCAM 19q13.32
006 Kell KEL 31 KEL 7934
007 Lewis LE 6 FUT3 19p13.3
008 Duffy FY 6 DARC 1923.2
009 Kidd JK 3 SLC14A1 18912.3
010 Diego DI 21 SLC4A1 17921.31
011 Yt YT 2 ACHE 7922.1
012 Xg XG 2 XG, CD99 Xp22.33
013 Scianna SC 7 ERMAP 1p34.2
014 Dombrock DO 6 ART4 12p12.3
015 Colton CcoO AQP1 7p14.3
016 Landsteiner-Wiener LW 3 ICAM4 19p13.2
017 Chido/Rodgers CH/RG 9 C4A, C4B 6p21.3
018 H H 1 FUT1 19913.33
019 Kx XK 1 XK Xp21.1
020 Gerbich GE 8 GYPC 2q14.3
021 Cromer CROM 15 CD55 1932.2
022 Knops KN CR1 1932.2
023 Indian IN CD55 11p13
024 Ok OK BSG 19p13.3
025 Raph RAPH 1 CD151 11p15.5
026 John Milton Hagen JMH 5 SEMAT7A 15qg24.1
027 | I 1 GCNT2 6p24.2
028 Globoside GLOB 1 B3GALT3 3026.1
029 Gill GIL AQP3 9p13.3
030 Rh-glicoproteina RHAG 3 RHAG 6p21-qter

associado

®Segundo Sociedade Intenacional de transfusédo sesy(ISBT)

P Reconhecido por HUGO (Human Genoma Organizatidp)/Mww.genenames.org/

Modificado de:_http://ibgrl.blood.co.u& DANIELS et al. (2009).
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Tabela 2: Alguns exemplos de polimorfismos de grupos sarepsiigerados a partir de SNPs.

Sistema

ABO

MNS

RH

LU

KEL

FY
JK
DI

SC
DO
60)
LW
CROM
KN

IN

Gene

ABO

GYPA

GYPB
RHCE

Ly

KEL

Fy
SLC14A1
SLC14A1
ACHE
ERMAP
DO
AQP1
ICAM4
DAF
CR1

CD44

Polimorfismo

A/B

M/N

s/S
C/c

e/E
Lu®/Lu?
Au?/AuP

k/K
Kp®/Kp?
Js°/1s°
Fy*/Fy°
Ike/IKkP
Di’/Di®
YE/Yt
Sc1/Sc2
Do"/Do”
Co?/Ca”
LWe/LWP
T/TC®
Kn?/Kn®

McC?/McCP
SI/Vil
In°/In?

SNP

526C>G, 703G>A,
796C>A, 803G>C
590C>T, 71G>A,
72T>G
143C>T
48C>G, 178A>C,
203G>A, 307T>C
676G>C
230G>A
1615A>G
578C>T
841C>T
1790T>C
125G>A
838G>A
2561C>T
1057C>A
169G>A
793G>A
134C>T
299A>G
155G>T
4681G>A
4768A>G
4801A>G
137G>C

Modificado de: DANIELS et al., 2009.
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Os sistemas de grupos sanguineos consistem deosgs@ntigenos, cujos principais
sao os pertencentes aos sistemas ABO, Rh, KelfyDiifldd e MNS. Nessa revisao iremos

destacar os sistemas Rh, Kell, Duffy e Kidd.

Sistema Rh

O sistema Rh é o mais complexo dos sistemas d@gaguineos e apresenta 50
antigenos bem definidos, sendo os antigdho€, c, E, e, 0s principais. Estes antigenos
formam oito complexos génicos conhecidos como higpk® de Rh: CDe (B, cDE (R), cDe
(Ro), CDE (R), cde (r), Cde (r'), cdE (r), CdE)r

O locus RH é composto por dois genes altamente homold@Bif) que codifica o
antigeno De RHCEque codifica os antigenos C/c e E/e (Figura 23e&genes contém 10
exonscada e estdo localizados no cromossomo 1p36.¥33)-Ba orientacdo BHD5'-
5"RHCES3’(CARTRON, 1994; COLIN et al., 1991, DANIELS el,&009).

5’ 33 5

= - [ — < ———
1 10 10 1

o+ ~CHHHHHHHHTCHI R A

Rh RHD Rh SMP1 RHCE
box box
D- OHHHHHHHA
D Ele
¥

N C N C

Figura 1. Acima: os gene®RHD e RHCE em orientacdo oposta no
cromossomo. Abaixo: o haplétipo D negativo e umgdieaa
representando os polipeptideos D e CcEe (DANIELS. £2009).
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O polimorfismo Rh mais importante sobre o aspetituco € o polimorfismo de D,
devido ao seu alto grau de imunogenicidade. Apragemente, 85% dos caucasianos sao
RhD-positivos e 15% sdo RhD-negativos. Colin et(#91) encontraram que o fendtipo
RhD-negativo resulta da homozigosidade para completecdo do geneHD que leva a
auséncia da proteina RhD na membrana eritroidegcegplica a alta imunogenicidade de D
comparado com outros antigenos Rh. Em raras exsegdenotipo RhD-negativo relaciona-
se a presenca de alguasonsde RHD (YE et al., 2009). Em africanos, o fendétipo RhD-
negativo pode ser decorrente da presencasgodogene RHIIRHDY), que contém uma
duplicacdo de 37 pares de bases (pb) inserid&on4, que gera urstop cédoma posicao
210. A frequéncia do pseudogene em negros da Addcgul é de aproximadamente 0,0714,
0 que corresponde a 66% dos individuos RhD-nega{stNGLETON et al., 2000)

O antigeno D possui variantes conhecidas comodo fila parcial e . O fenotipo D
fraco é caracterizado pela fraca expressdo dogeawos D; doadores de sangue com esse
fendtipo podem aloimunizar pacientes RhD negatiids.parcial € caracterizado por
alteracdes ou surgimento de novos epitopos na feuipeextracelular da proteina D, que
podem gerar proteinas muito distintas do antigenmdividuos com esse fenétipo podem
inclusive desenvolver anti-D. O feno6tipg, @ caracterizado pela expressao do antigeno D em
niveis muito baixos, néo identificavel por testeokgicos de rotina (WESTHORF, 2007).

A base genética dos antigenos RhC/c (1038e0) € complexa e resulta de seis
substituicdes de nucleotideos no g&tdCE dentre as quais apenas quatro resultam em
diferentes aminoacidos. A genética do polimorfisRitE/e (226PrerAla) € mais simples,
causada por unfSNP no exon5 do RHCE (CARTRON, 1994; NOIZAT-PIRENNE et al.,

2002).



16

Sistema Kell

O sistema sanguineo Kell é altamente polimérfigie@ conhecidos 31 aloantigenos
diferentes expressos, incluindo seis pares dearaggantitéticos. O principal par antitético é
o K/k. O antigeno K € o mais imunogénico e € conayonoducado de aloanticorpo anti-K em
transfusdes incompativeis. Ha diferencas racia@igua expressado desse antigeno, ele esta
presente em 9% dos caucasianos e em 2% dos negfos( al., 1993 e 2007; DANIELS et
al., 2009). Depois dos sistemas ABO e Rh, Kellrdais importante grupo sanguineo para a
medicina transfusional, pois alguns dos seus amifyesdo potentes imundgenos e 0s
aloanticorpos formados podem causar severas rea@edransfusdes incompativeis e
incompatibilidade materno-fetal (LEE et al., 2007).

Os antigenos do sistema Kell sdo carreados em licoprgteina de 93kDa tipo Il e
sado codificados por um Unico gene no cromossom@ #g8ua expressao esta restrita as

células eritréides (LEE et al., 1993).

Sistema Duffy

O gene que codifica os antigenos do sistema DIWIARC ou FY), primeiro gene
humano designado como autossdmico, é constituidmidexonse sedocusfoi mapeado no
cromossomo 1022-g23. Sdo seis antigenos pertescergsse sistema, FFy, Fy’, Fy',
Fy’e Fy, expressos nas hemdacias e varios tecid@ZMANBAKHSH et al., 200Q. Os
antigenos Fye Fy s&o antitéticos, codificados pelos alelos codomesFY*01 e FY*02,
gue diferem entre si por um SNP no nucleotideo ¥2§Gevando a troca do aminoacido
glicina por um acido aspartico na posicdo 42 (JENS., 2005). Os anti-soros antiZfeyanti-
Fy® definem os fenétipos Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(a+e+Fy(a-b-). A glicoproteina Duffy,
também chamada de antigeno receptor de quimioaiffg [@lo inglés,DARQ), é um receptor
de células vermelhas para uma variedade de quimieale ambas as classes CXC e CC,

incluindo as quimiocinas angiogénicas CXC (ELR+asmmao as angiostaticas CXC (ELR-)
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(HADLEY; PEIPER, 1997; LENTSCH, 2002; PRUENSTER; R(2006). Essa proteina
também atua como receptor paraPtasmodium vivaxe Plasmodium knowlesiagentes
responsaveis por diferentes formas da malaria moeho e no macaco, respectivamente;
assim, hemacias com o fenétipo Fy(a-b-) sdo redesea infeccdo por esses parasitas
(MILLER et al., 1975; HADLEY; PEIPER, 1997).

O fendtipo Fy(a-b-) é caracteristico de africamesultado de um SNP na posicéo
-33T>C no promotor eritroide GATA-1 (motivo refatd do sitio de ligacdo no promotor da
linhagem eritroide) que impede a transcricdo déoafey*02 nas hemacias, mas nao nas
demais células onde esse antigeno também €& expi@sgenodtipo desses individuos é
FY*02/FY*02(-33C/C) dessa forma, a producéo de anfl-Fyas néo de anti-By justificada
nos individuos Fy(a-b-) sensibilizados (TOURNAMILIgEal., 1995).

O fendtipo Fy(a-b-) identificado em caucasianossultado de alelos silenciosos,
FY*AO e FY*BO. Esses alelos séo gerados por quatro diferenteanisenos associados com
um stop cédortambém causado por um SNP ou por delecéxnn2 (MALLINSON et al.,
1995 e RIOS et al, 2000, apud CASTILHO et al., 7)J0@® estd representado
esquematicamente riéigura 4. Esse fendtipo ainda pode ser decorrente do &¥hX,
resultado de 2 SNPs concomitantes exmn 2, 265C>T e 298G>A, responsavel pela
expressao muito baixa do antigené’,lﬂue €, na maioria das vezes, fenotipado como-}y(b
(TURLAMINE et al., 1998).

No Brasil, Castilho et al. (2004) descreveram umonSNP 145G>T no alelbY*02,
co-existente com os SNR85 C>T e 298G>A, em doadores de sangue ndo apdosntum
caucasiano e o outro negro, esses individuos aypeesen marcada reducdo na expressao dos

antigenos Py Fy3 e Fy6.
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125A
FY'B-33 | GATA|—{Ex1}— Ex2
-3:|3t:
1256 287A
FY'A0 | GATA|—Ex1/—| Ex2
-3|3T 42Gly 98 Stop
1256 408A
FY*AD |GA|TA|—|E:1|—| Ex2 |
-33T 42 Gly 138 Stop
125G 285-298 del
FY'A0 | GATA|—Ex1} Ex2)
-3,|?-T 42 Gly truncated protein
125A 407A
FY'BO |GJ'-’1|TA|—|Ex1|—| Ex2 |
-33T 42 Asp 138 Stop

Figura 4. Descricdo dos alelos silenciosos do FY.
Fonte: CASTILHO et al. (2007).

Sistema Kidd

O sistema sanguineo Kidd é composto por dois amtggantitéticos Jle J® e um
antigeno de alta incidéncia, Jk3. O gene que maddsses antigenoSLC14A) possui 11
exons dos quais 11 codificam a glicoproteina transmamdorKidd madura (LOMAS-
FRANCIS, 2007). Os trés fenétipos comuns [Jk(a+dkfa-b+) e Jk(a+b+)] do sistema de
grupo sanguineo Kidd sao codificados por dois alelmdominantes]K*01 e JK*02,no
locus 18912.3 (LIN et al., 2009). A diferenca entreduss alelos é a troca do aminoacido
Asp280Asn decorrente do SMB8G>Ano exon9. Quando o acido aspartico esta presente no

residuo 280, o antigeno®Xk expresso e a substituicdo pela asparagina naanessicao
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resulta na expressdo do antigen8 (BLIVES et al., 1997). As bases genéticas para o
fendtipo Jk(a-b-) sdo variadas e 8 alelos difeempee codificam o fenotipoull foram
descritos O nucleotideo 838G do aleliK*01 € associado com um sitio de clivagem para
enzima de restrica®Inll, que pode ser utilizada para andlise do polimoréi genético
JK*01/JK*02 pela técnica de PCR-RFLPalymerase chain reaction-restriction fragment

length polymorphisinpara predicéo do fenoétipo Kidd (LOMAS-FRANCIS 0.

Importancia da genotipagem eritrocitaria

Grande parte dos centros de coleta e doacao deesargcutam o processo de selecéo
de doadores pela pesquisa de um limitado namerantigenos, apenas A, B, O e RhD
(ROZMAN et al., 2000). Os demais antigenos do siatd&Rh e 0s antigenos dos sistemas
Kell, Duffy, Kidd, MNS e outros, somente sdo avatia caso O paciente apresente
aloanticorpos contra estes antigenos. Esta restmgh pesquisa de antigenos se deve,
principalmente, ao alto custo dos reagentes coaigrcitilizados na rotina sorolégica de
imunohematologia, a auséncia de bons anticorposocimmais para antigenos raros e a
intensidade do trabalho laboratorial. Esses samaldos fatores que limitam a realizagcéo de
testes imunohematolégicos mais abrangentes, deinmaqnee pode acarretar em relevante
atraso em diversos procedimentos transfusionaisyr gaggnificativos custos adicionais ao
servico transfusional e ainda causar potenciaiagites de emergéncia clinica (FLUIT et al.,
1990; SELTSAM et al., 2003).

A utilizacdo das ferramentas de biologia molecéldundamental para a insercao de
novas metodologias na rotina laboratorial da imenaditologia, aumentando a seguranca e
eficacia transfusional de pacientes politransfuosliccomo os talassémicos e portadores de

anemia falciforme. As técnicas moleculares supresn daficiéncias das técnicas de

hemaglutinagéo, principalmente na fenotipagem d@eeptes com transfusao recente, quando
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h&a heméacias do doador na circulacdo do receptmeacientes com auto-anticorpos, como
os portadores de anemia hemolitica auto-imune (AKROZMAN et al., 2000; CASTILHO
et al., 2002a, 2002b).

Além da fundamental importancia na medicina tragishal, os antigenos de grupos
sanguineos tém um papel importante na incompaloié materno-fetal, nas anemias
autoimunes e nos transplantes de orgaos solideslalandssea (ISSITT; ANSTEE, 1998). A
presenca ou auséncia de alguns antigenos de gsapgsineos foi implicada também na
susceptibilidade ou resisténcia a certas doencgdRRATTY, 2000; RIOS; BIANCO, 2000).

Aplicacbes clinicas da genotipagem molecular depagusanguineos incluem: a
confirmacdo de discrepancias ABO e Rh (especiakndatantigenos fracos em doadores),
determinacdo de zigozidade do antigeno RhD (pmahmipnte em pais RhD positivos),
determinacdo de um antigeno deprimido, tipagemediglds, testes de paternidade, testes
forenses, determinacdo da origem dos leucocitospglantados em receptores de células
hematopoéticas e determinagédo da origem dos ltoBeim pacientes com doenca do enxerto

contra hospedeiro (GVHD) (GASSNER et al., 1996; WNER;FLEGEL, 2000).

Protocolos de genotipagem

Os protocolos de técnicas de PCpvlymerase chain reactionnhais comumente
utilizados na determinagdo de antigenos de gruptgugneos sdo: PCR alelo-especifico (AS-
PCR) e PCR seguido por analises dos fragmentosetmimas de restricdo (PCR-RFLP
restriction fragment length polymorphi3n(REID et al., 2000; DENOMME et al., 2000).
Recentemente, a técnica de PCR em tempoReal{TimePCR) e a técnica de microarranjos
(microarray) também comecaram a ser utilizadas para a andbsejenes de grupos

sanguineos (HASHMI et al., 2005, 2007).
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Apesar de alguns protocolos de genotipagem de gruganguineos estarem
estabelecidos e validados em nossa populaigéina-se necessaria a implementacdo dos
mesmos na clinica como forma de auxilio direto entificacdo dos antigenos de grupos

sanguineos.

JUSTIFICATIVAS

O conhecimento e deteccdo dos antigenos eritnosit&8o essenciais na pratica
transfusional, uma vez que o desenvolvimento de@pbs contra esses antigenos pode se
tornar um grande problema clinico, principalmemiecasos onde 0s pacientes sdo portadores
de hemoglobinopatias ou outras doencgas que requersiusdes sanguineas periodicas.

As técnicas de hemaglutinacdo utilizadas atualmeapeesentam falhas da
identificacdo da variabilidade dos diferentes geupanguineos. A biologia molecular pode
ser uma alternativa importante na determinacdo ddil pantigénico e auxiliar no
esclarecimento dos mecanismos moleculares envehddm as diversas variantes de grupos
sanguineos. Portanto, é de fundamental importaeeiézar estudos que possam contribuir
para assegurar o aumento da seguranca transfuslosapacientes politransfundidos e,

inclusive, identificar novos alelos na populac&asbeira.

Os métodos moleculares para identificacdo dosemigyde grupos sanguineos ja séo
aplicados em muitos paises, contudo, a maioridrdgaéncias génicas conhecidas ainda hoje
foram calculadas a partir de frequéncias fenotfpidda populacdo brasileira ja existem
protocolos de genotipagem de antigenos eritroogdém estabelecidos e validados, contudo,
devido a grande miscigenacdo que ocorre em nodsp lgaainda a necessidade de serem
identificados os polimorfismos dos grupos sanguineas diferentes regides brasileiras,
como, por exemplo, na populacdo da regido Sul de, pade ndo foi publicado nenhum

estudo até o presente momento. Segundo Danieldabocadores (2002), as frequéncias
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génicas para polimorfismos de grupos sanguineosesépre marcadores étnicos e precisam

ser averiguadas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo investigar o polinsarb de genes de grupos sanguineos
em doadores voluntarios de sangue e medula 6sgagacientes politransfundidos da regiédo

Noroeste do Estado do Parana, regido Sul do Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Implantar a metodologia de genotipagem de marcadgeméticos de grupos
sanguineos para os sistemas Rh, Kell, Duffy e KiadJniversidade Estadual de

Maringa;

= Avaliar alguns dos principais polimorfismos gengésicle grupos sanguineos nos
sistemas Rh, Kell, Duffy e Kidd em doadores de sang de medula 0ssea e em pacientes

politransfundidos da regiao Noroeste do Estadoatarf;

= Calcular as frequéncias alélicas e genotipicagsl@sarcadores nessa populagéo;
= Comparar as frequéncias encontradas com a fregiéheioutra populagcéo

brasileira;

= Estabelecer um protocolo seguro de avaliacdo gecatile doadores e receptores

de transfusdes sanguineas.
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Resumo

Genes de grupos sanguineos sao altamente poliogdia distribuicdo dos alelos varia entre
os diferentes grupos populacionais e étnicos. Nestelo, o polimorfismo dos genes dos
sistemas Rh, Kell, Duffy e Kidd foram avaliados raupopulacédo da regido Noroeste do
Estado do Parana, Brasil. Um total de 400 doadavkesitarios de sangue e medula 0ssea,
nao aparentados, foram selecionados no periodoreengido entre setembro de 2008 a
outubro de 2009. As metodologias utilizadas foradRfnultiplex para genotipageRHD e
RHCE*C/c, PCR-AS para o geneHD ¥ e PCR-RFLP para a identificacao BelCE*E/e,
KEL, FY-GATA e JK. Essas técnicas permitiram avaliar as frequémmagolimorfismos de
Rh, Kell, Duffy e Kidd na populagéo estudada. Gsiltados obtidos foram concordantes com
as frequéncias esperadas para essa regido e seteelba frequéncias génicas encontradas
em uma populacéo da regido Leste de Sao Paulal.Bras

Palavras-chave Frequéncias. Genotipos. Polimorfismo. Grupos sereps eritrocitarios.

Summary

Red blood group genes are high polymorphic and altele distribution differs among
different ethnic population groups. In this studgnetic polymorphisms of Rh, Kell, Duffy
and Kidd systems were investigated in the Northwéstarana, Southern of Brazil. A total of
400 blood bone marrow and donors were enrolled d@twSeptember 2008 and October
2009. The used techniques were multiplex-PCRRé&tD and RHCE*C/c, AS-PCR for
RHD ¥ geneand RFPL-PCR foRHCE*E/e, KEL, FY-GATA and JK identification. The
methodologies had allowed to evaluate the freqasnoif the Rh, Kell, Duffy and Kidd
polymorphisms in the population evaluated andgbiéen results had been concordant with
the frequencies waited for this region and like gérequency founded in a population of
East of S&o Paulo, Brazil.

Keywords: Frequencies. Genotypes. Polymorphisms. Red blomapg.
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Introducao
Existem atualmente, 308 antigenos eritrocitaricgtribuidos em 30 sistemas de grupos

sanguineos, de acordo com a ISBTtgrnational Society for Blood TransfusjofDANIELS

et al., 2009), dos quais 270 antigenos estao resigich 30 sistemas de grupos sanguineos. Os
genes de todos esses sistemas foram clonados,xo@gée de um, o gene responsavel pelo
polimorfismo de P1/P2 (HELLBERG et al., 2009; TILXEt al., 2006).

O conhecimento das bases moleculares desses gessibiljou 0 desenvolvimento de
métodos de tipagem por biologia molecular, a idieatdo de novas mutacdes, o
entendimento do polimorfismo e a descoberta de salados. Os genes de grupos sanguineos
eritrocitarios sdo altamente polimorficos e a thsicdo das frequéncias alélicas desses
sistemas varia entre as diferentes regides do miiep 2002).

Os grupos sanguineos eritrocitarios sao constgufto numerosos antigenos, dos quais 0s
principais séo: ABO, Rh, Kell, Duffy, Kidd e MNS ANIELS et al, 2009). ABO e Rh sao os
sistemas mais importantes na medicina transfusiddatros sistemas de importancia na
pratica transfusional incluem Kell, Duffy e Kidd.

O sistema Rh é o mais complexo dos sistemas deogrs@nguineos e, atualmente, sao
conhecidos 50 antigenos bem estabelecidos. Osnafiglesse sistema sédo codificados por
dois genes localizados no cromossomo numeRHD e RHCE

O sistema Kell consiste de 31 antigenos, incluisdis pares de antigenos antitéticos. A
proteina Kell esta associada com outras protettae & membrana eritrocitaria (LEE, 1997).
O antigeno Kell classico (KEL1) é importante na imied transfusional: anticorpos anti-K
pode causar reacdes transfusionais severas osl éatlmenca hemolitica perinatal (DHPN). O
gene que codifica os antigenos desse sist&ifih) (esta localizado no cromossomo 7933 e
sua expressdo ocorre nas ceélulas eritrocitariasy ealguns tecidos como cérebro, 6rgaos
linfoides, coracdo e muasculos (LEE et al., 1993).

O gene Duffy FY ou DARQ, primeiro gene humano reconhecido como autossinéc
constituido de doisxonse, seuocusfoi localizado no cromossomo niimero 1q22-q23.6Fy
Fy’ sdo codificados pelos alelB¥*A e FY*B e responsaveis pelos fenétipos Fy(a+b-), Fy(a-
b+) e Fy(atb+) (PRUENSTER; ROT, 2006).

Os fendtipos comuns do sistema de grupo sanguiidm [Bk(a+b), Jk(ab+) e Jk(a+b+)]
sao codificados por dois alelos codominani#&A e JK*B, localizados na regidao 18q12,3
(YOU et al., 1993; OLIVES et al., 1993, 1995; LINa&, 2009).

O objetivo do presente estudo foi determinar onpoifismo dos alelos dos sistemas de
grupos sanguineos Rh, Kell, Duffy e Kidd, numa pagéo da regido Noroeste do Estado do
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Parana, Sul do Brasil, para servir de referénciacemparacdes antropoldgicas, estudos de
associagfes com diferentes doencas, além de esmgiasansplantes e transfusdo sanguinea.

Materiais e Métodos

Casuistica

O sangue periférico foi coletado de doadores vahiod de sangue e medula éssea do
Hemocentro Regional de Maringd, localizado na redi@roeste do Estado do Parana, de
forma aleatoria, apos a assinatura do termo desotingento livre e esclarecido, atendendo o
deferimento do Comité de Etica na Pesquisa comsSéuenanos da Universidade Estadual

de Maringa. Nesse estudo, foram incluidos 400 deadeoluntarios de sangue e de medula
0ssea, distribuidos entre 217 do sexo masculirgBedt sexo feminino, com idade média de
31,16 + 11,34 anos (20 - 42 anos). Os doadores @eapnigem étnica mista, com predominio

de descendéncia caucasiana.

Extracdo do DNA gendémico

Para obtencdo do DNA, partiu-se de 5 mL de sangti&pco, coletados com EDTA, apos
centrifugacdo (2500 rpm/10 min) para obtencdo @merleucocitariobuffy-coaj. O DNA
foi extraido utilizando-se o kit de extracdo EZ-DNBiological IndustrieSl, Kibbutz Beit

Haemek, Israel), segundo protocolo do fabricante.

Genotipagem RHD, RH®e RHCE*C/c

A genotipagem dos alelos do sistema Rh foi readizssyundo protocolo de Singleton et al.
(2000), com modificacdes. Para amplificacdo dokslRHCE*C/ce avaliacdo da presenca
do geneRHD, foi utilizada a técnica de PCR-multiplex que aifiqggu os aleloRHCE*C/ce
avaliou a presenca d@HD pela andlise dosxon7 eintron 4 desse geneA deteccdo da
duplicacdo de 37 pb no gerRHD, conhecida como pseudogeRHD ou RHD®, foi
realizada utilizando-se a técnica de PCR-$&ific alelle-polymerase chain reactjpnom

1 par deprimers especificos para essa regido génica e um pariders como controle
interno (HGH — hormonio do crescimento humano)aRenbas as reacdes, PCR-multiplex e
PCR-AS, foram utilizados 200ng de DNA, 50pmol ddacarimer, 2 nmol de cada dNTP,
1,0U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e tamp&o em volume final de 5@.. Os
ciclos de amplificacdo da PCR-multiplex foram readios em um termociclador PCR System
9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)ansistiram de: desnaturacdo 2@%por
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15 minutos e 30 ciclos de 1 minuto @41 minuto a 6% e 3,5 minutos a 7€, seguidos
da extens&o de 10 minutos &@2Para PCR-AS, os ciclos de amplificacdo conaistide:
desnaturacdo a % por 5 minutos e 28 ciclos de 1 minuto 2®41 minuto a 6C e 1
minuto a 72C, seguidos da extensdo de 7 minutos %C72 andlise dos produtos de PCR
obtidos foi realizada apos eletroforese em gel glwase a 2%, corado com SYBR Green
(Invitrogen®) em cuba micro SSP gel System (Onelhda®).

Genotipagem RHCE*E/e, KEL, FY-GATA e JK

As genotipagensRHCE*E/e, KEL*1/KEL*2, FY*A/FY*B-GATA e JK*A/JK*B foram
realizadas pela técnica de PCR-RFLRedgtriction Fragment Length Polymorphism-
polymerase chain reactipnsegundo protocolos descritos por Rios et al99)1@ Reid et al.
(2000), com modificacdes. A reacao de PCR utili200ng de DNA, 50pmol de cada primer,
2nmol de cada dNTP, 1,0U de Taq DNA polimeraseitflogen®) e tampao em um volume
final de 5@QL. Os ciclos de amplificacdo foram realizados emmteiclador PCR System
9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)ansistiram de: desnaturacdo 2@%por
15 minutos e 35 ciclos de 20 segundos %920 segundos a 82 e 20 segundos a 2,
seguidos da extensdo de 10 minutos 8C720s produtos das PCR dRHCE*Ele,
KEL*1/KEL*2, FY*A/FY*B, GATA e JK*A/JK*B foram digeridosovernight, com as
respectivas enzimas de restricdo (MBI Fermentab®): |, Bsm| Ban |, Sty e Mnl I, em
volume final de 2QL, utilizando-se 1AL do produto de PCR e i da mistura de
enzima/tampédo, de acordo com o protocolo recomengedo fabricante. A andlise da
mutacdo na regid@@ATA-boxfoi realizada apos eletroforese em gel de polawida a 6%,
corado com prata. Para avaliacdo dos demais dRHMSE*E/e, KEL*1/KEL*2,FY*A/FY*B

e JK*A/JK*B), foi utilizado gel de agarose a 3%, corado com BY&Been (Invitrogen®).

Anélise estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtjas contagem direta em planilhas do
programa Excel (Microsoft® Office Excel 2003). Fealizada a comparacao das frequéncias
génicas e alélicas de grupos sanguineos entreudagép de doadores voluntarios de sangue
e de medula 6ssea avaliada no presente estudo @apnéacdo de doadores de sangue e
medula 6éssea do Hemocentro da Unicamp, Campintsjdde Sao Paulo, regido Sudeste do
Brasil, estudada previamente (PELLEGRINO et al.0120RIBEIRO et al., 2009). A
comparacao das frequéncias foi realizada por meibeste do Qui-quadrado ou Teste Exato
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de Fisher, quando adequado, usando uma tabelantiagéncia 2x2 (SVEJGAARD et al.,
1974). Para verificar se a distribuicdo dos gendsesealelos encontrava-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg, foi utilizado o programa computaelb Arlequin versdo 3.1,

disponibilizado no endereco: http://cmpg.unibe aftvgare/arlequin3/

Resultados

O presente estudo é o primeiro a reportar a freg@aéios polimorfismos génicos dRH,
KEL, FY e JKnuma populacdo da regido Noroeste do Estado dan&aful do Brasil
(Tabela 1) A populacdo estudada encontra-se em equilibridatdy-Weinberg para todos
0s genes analisados.

Sistema Rh

Dentre as 400 amostras analisadas, 345 (86,25%nfBHD positivo (presenca do gene
RHD) e 55 (13,75%RHD negativo (auséncia do geR¢iD). O pseudogenBHD (RHDY)
esteve presente em apenas quatro individuos (1,848e gene foi encontrado em
heterozigose, portanto, ndo caracterizou o fenORp® negativo em nenhuma amostra
avaliada. As frequéncias génicas para o geRECE*C/c foram: 17,50% para o gendtipo
RHCE*CC 42,75% par&RHCE*Cce 39,75% par&®HCE*cc Para o gendtipRHCE*E/e,as
frequéncias foram de 2,25% paRHCE*EE; 25,75% paraRHCE*Ee e 72,0% para o
genotipoRHCE*ee.

Sistema Kell

O gendtipoKEL*2/KEL*2 foi observado em 379 amostras (94,75%EL*1/KEL*2 foi
observado em 20 individuos (5,0%) e apenas um iohalivapresentou o gendtipo raro
KEL*1/KEL*1 (0,25%).

Sistema Kidd
A distribuicdo dos gendtipos para esse sistemaldoi09 (27,25%) pardK*A/JK*A, 192
(48,0%) paraK*A/JK*B e 99 (24,75%) pardK*B/JK*B.

Sistema Duffy
O gendtipa=Y*A/FY*Afoi observado em 50 (12,60%) individuos, o gerol*A/FY*B em
192 individuos (48,0%@ o gendtipd=Y*B/FY*B em 158 (39,50%) individuos. A mutacao (-

33T>C) que ocorre na regidao promotora eritroide GADX e que impede a expressao do
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alelo FY*B na superficie das hemacias foi avaliada. Para gdgeorfismo, 10 individuos
(2,5%) foram genotipados como homozigoto&ATA-33C/§, 78 (19,5%) como
heterozigotosGATA-33T/Q e a maioria, ou seja, 312 (78,0%) individuos agesentaram
essa mutacadsATA-33 T/). Todos os homozigoto§ATA-33C/C apresentaram 0 genaotipo
FY*B/FY*B, 0 que corresponde ao fendtipo Fy(a-b-), deduzidearéir do gendtipo. Dentre
0s heterozigotosGATA-33T/C 35 (44,87%) foramFY*A/FY*B, ou seja, expressaram O
fendtipo Fy(atb-), e 43 (55,13%) foradRY*B/FY*B, cujo fendtipo deduzido foi Fy(a-b+), o
qual é caracterizado pela reducdo na expressaatigero F¥.

As frequéncias alélicas foram calculadas e os teeng estdo reunidos fabela 2. As
frequéncias génicas observadas nos doadores wibsnide sangue e medula 6ssea do
Hemocentro Regional de Maringa, avaliadas nessmltra foram comparadas com uma
populacdo de doadores voluntarios do Hemocentromdeamp, Campinas, Estado de Sé&o
Paulo, regido Sudeste do Brasil (PELLEGRINO et 2001; RIBEIRO et al., 2009) e os
resultados foram apresentadosTiadela 3 Nenhuma diferenga estatisticamente significativa

foi observada entre as frequéncias génicas daspadpatacoes.

Discussao

A populagéo brasileira € uma das mais heterogéteasundo e resultou de cruzamentos
inter-étnicos de imigrantes dos trés continentagarde cinco séculos: colonizadores
europeus, representados principalmente por porsegue italianos, escravos africanos e
populacdes locais amerindias (PARRA et al., 200&RCALHO-SILVA et al., 2001).

Este estudo populacional representa uma mistuga-natial caracterizada por Europeus,
Africanos e Amerindios oriundos do Estado do Paramgido Sul do Brasil, uma regiao
predominantemente formada por imigrantes europ80s5%), com uma pequena, mas
significativa contribuicdo de genes de africand5%) e amerindios (7,0%) (PROBST et al.,
2000).

Em um trabalho realizado em uma populacdo da Aniazéegido Norte do Brasil
(CAVASINI et al., 2007), a frequéncia do al¢ty*A foi de 0,365, dé&-Y*B (somando-se as
frequéncias dos aleldsY*B e FY*B-33 foi de 0,62 e dé&Y*X de 0,014. Essas frequéncias
alélicas foram semelhantes as encontradas na gdpu@aliada no presente estudo.

Quando comparadas as frequéncias génicas obsemvadaspulacido avaliada nesse estudo,
com uma populacdo estudada na regido de Campindsst® do pais, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. Um estudo realizpdo Visentaineet. al (2008) comparou o

polimorfismo de genes de citocinas entre grupomdigiduos dessas duas regifes e também
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demonstrou ndo haver diferencas estatisticas esraeluas populacdes para 0s genes
avaliados. A semelhanca genética observada ergas dsias populacdes pode ser decorrente
de um padrédo semelhante de miscigenacao. De acontl@ Instituto Brasileiro de Geografia
Estatistica (http://www.ibge.gov.br/), o Estado d&do Paulo é uma populacdo
predominantemente de origem europeia (70,0%) eaafai (28,0%). A populag¢édo do Parana é
predominantemente de origem europeia (80,5%), coma ypequena, mas significativa
contribuicdo de genes africanos (12,5%) e amerndi®%) (PROBST et al., 2000). Ambas
as populacdes podem ser consideradas de origeoa étista, porque segundo Pagtaal
(2003), no Brasil, a cor da pele, determinada pekliacdo fisica, € um pobre preditor da
estimativa gendmica de ancestralidade africanenadfl por marcadores moleculares.

As técnicas de genotipagem eritrocitaria utilizagesnitiram avaliar a frequéncia génica dos
polimorfismos de Rh, Kell, Duffy e Kidd em uma pdgogéio da regido Sul do Brasil e os
resultados obtidos podem ser usados para comparagiepologicas, assim como, para
estudos de associa¢gbes com diferentes doencastolotagyia utilizada pode ser empregada,
seguramente, como alternativa na resolucdo de amapes transfusionais, nas quais as

técnicas imunohematologicas convencionais aprasdittatacoes.
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Tabela 1Distribuicéo das frequéncias génicas observadasgsasistemas Rh, Duffy, Kidd e
Kell numa populacdo de doadores voluntarios deusaagnedula éssea da regido Noroeste
do Estado do Parand, Sul do Brasil.

Gendtipo Doadores (N=400)
Freqiiéncia N
Sistema Rh
RHDY+ 0,0100 4
RHDY- 0,9900 396
RHD+ 0,8625 345
RHD- 0,1375 55
RHCE*CC 0,1750 70
RHCE*Cc 0,4275 171
RHCE*cc 0,3975 159
RHCE*EE 0,0225 9
RHCE*Ee 0,2575 103
RHCE*ee 0,7200 288
Sistema Duffy
FY*A/FY*A 0,1250 50
FY*A/FY*B 0,4800 192
FY*B/FY*B 0,3950 158
GATA-33 T/T 0,7800 312
GATA-33 C/C 0,0250 10
GATA-33 T/C 0,1950 78
Sistema Kidd
JK*A/JK*A 0,2725 109
JK*A/JK*B 0,4800 192
JK*B/JK*B 0,2475 99
Sistema Kell
KEL*1/KEL*1 0,0025 1
KEL*1/KEL*2 0,0500 20

KEL*2/KEL*2 0,9475 379
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Tabela 2.Frequéncias alélicas observadas para os genestizaas Rh, Duffy, Kidd e Kell

em doadores voluntarios de sangue e medula 6ssenalpopulacdo da regido Noroeste do

Estado do Parand, Sul do Brasil.

Genotipo
Alelos
(N=800
)
N
Freqiiéncia

S

RHCE*C/c
c c
311 489
0,388 0,611

8 2

RHCE*E/e FY*A/FY*B

E e

121 679 292 508 702
0,151 0,848 0,365 0,635 0,877

2 8 0 0 5

GATA-33 T/C

FY*A  FY*B T

JK*A/TK*B KEL*1/KEL*2
JK*A JK*B  KEL*  KEL*
1 2
410 390 22 778
0,512 0487 0,027 0,972
5 5 5 5




Tabela 3.Comparacao das frequéncias génotipicas dos sistB@spos
sanguineos Rh, Duffy, Kidd e Kell entre doadordsim@rios de sangue e
medula 0ssea de populacdes das regibes Noroestardna e Leste de

Sao Paulo, Brasil.

Frequéncia Frequéncia

Genotipo Populagdo do Populagdo do Leste

Noroeste do Parand de Sao Paulo
Sistema Rh
RHD+ 0,86 0.83
RHD- 0,14 0,17
RHCE*CC 0,18 0,17
RHCE*Cc 0,43 0,49
RHCE*cc 0,40 0,34
RHCE*EE 0,02 0,02
RHCE*Fe 0,26 0,26
RHCE*ee 0,72 0,72
Sistema Duffy
FY*A/FY*A 0,13 0,12
FY*A/FY*B 0,48 0,48
FY*B/FY*B 0,39 0,40
GATA-33 T/T 0,78 0,69
GATA-33 C/C 0,03 0,06
GATA-33 T/C 0,19 0,25
Sistema Kidd
JK*A/TK*A 0,27 0,28
JK*A/TK*B 0,48 0,52
JK*B/IK*B 0,25 0,20
Sistema Kell
KEL*1/KEL*1 0 0
KEL*1/KEL*2 0,05 0,05
KEL*2/KEL*2 0,95 0,95

N&o houve diferenca estatisticamente significagiviie as frequéncias comparadas das

duas populacdes.
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We evaluated the usefulness of blood group genogyas a supplement to hemagglutination
to determine the red blood cell antigen profilepofytransfused patients with hematological
diseases and renal failure.

Seventy nine patients were selected. They alkived more than 3 units of blood and 8

(10%) had already clinical significant alloantibesli

DNA was prepared from blood samples &tdCE*E/e, KEL*01/KEL*02, FY*01/FY*02and
JK*01/JK*02 alleles were determined by PCR-RFIEFHD*/RHD*Y and RHCE*C/c were
tested by multiplex PCR.

Discrepancies for Rh, Kell, Duffy and Kidd systemsre found between the phenotype and
genotype-derived phenotype in 16 of the 38 chrdlyiteansfused patients. The genotypes of
these patients were confirmed by another method.

Genotyping was very important for determination thie true blood groups of the
polytransfused patients, helped in the identifmatof suspected alloantibodies and in the

selection of antigen-negative red blood cells fansfusion.

Keywords: Genotyping assays, Blood group antigens, heméggtion, transfusion

Introduction

Programs to prevent alloimmunization to red bloetl (RBC) antigens have been designed
and implemented to provide antigen-matched RBC sftmmons to patients who are

alloimmunized and/or in need of chronic transfussupport (1-5). This is usually done by
classical serology techniques which can also iflerdlloantibodies. However, accurate

phenotyping of polytransfused patients is often gplicated by either the presence of
transfused donor RBCs in the recipient’s circulatioy positive direct antiglobulin tests or by
the lack of available direct agglutinating antibesli

Blood group genotyping assays have been employedinasalternative for problems
encountered by serology and are being used foissisgethe risk of hemolytic disease in
newborns (6-12). Although the use of peripheralotdldeukocytes for the genotyping of
polytransfused patients has generated some contmosuse of the theoretical risk of
contamination of the specimen having been testeéd donor leukocytes (13-16), several

reports show that blood samples from transfusegmatcan be safely used for DNA typing
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of blood groups because the amount of DNA of théiept exceeds by far that of
contaminating donor leukocytes (9,16,17).

In order to achieve safe red cell transfusions Daalysis for minor blood group typing
plays a support role in transfusion medicine, esfigdo provide antigen-matched blood for
chronically transfused patients (18-20).

This study evaluated the contribution of DNA gematyg of red blood cell antigens as a tool
for the management of polytransfused patients iberoito overcome the limitations of
hemagglutination assays and to compare the phemaggults with the genotyping done by
PCR-RFLP in 38 polytransfused patients with différgpathologies. We observed that
genotype is more accurate than phenotype for detation of blood groups in these

polytransfused patients.

Material and Methods

Patients

Seventy-nine patients with hematological diseases ranal failure who received multiple

transfusions agreed to participate in this studgigping an IRB approved informed consent.
Thirty-eight of these 79 patients were previoushemotyped for ABO, Rh (D, C, c, E, e),

K/k, Fy/FyP, and JRIJK. All the patients had received three or more ufitRBCs.

Donors

Four hundreds blood donors served as controls pofpoacedure. They also were used to
determine the genotype frequencies in this pomnaflrhis control group was representative
of the ethnic background of the patients.

Agglutination tests
Phenotypes were determined by hemagglutinatioreircgrds following the manufacturer’s
instructions (Diamed AG, Morat, Switzerland).

DNA preparation

Genomic DNA was extracted from 200 aliquots of whole blood by EZ-DNA Kkit
(Biological Industriesl, Kibbutz Beit Haemek, IsraeBccording to the instructions of the

manufacturer and eluted into 300of buffer.
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PCR amplification

Primers and amplification conditions used were shene as previously publish€d,10).
Briefly, PCR was performed with 100-200ng of DNA)pnoles of each primer, 2nmoles of
each dNTP, 1.00agDNA polymerase and buffer in a final volume ofuh0

Multiplex PCR

RHCE*C/c genotyping was performed by a multiplex assay twhdetects the presence of
RHD* intron 4 and exon 7, differentiateRHCE*C/c and identifies RHD*W (21).
Identification of partial D was also performed bymaltiplex assay which detects several
hybrid alleles (22).

RFLP analysis

For RFLP analyses, PCR amplified products were stiggk overnight with the appropriate
restriction enzymes (MBI Fermentas, Amherst, NYNew England Biolab, Beverly, MA) in
a final volume of 2QL using 1QL of amplified product and enzyme in 1X buffer aatog

to the manufacturer's instructiongvinll enzyme was used to determirRHCE*E/e
polymorphism while the enzymdadsm, Mnll, Ban, Styl, MspAl were used to determine,
respectivelyKEL*01/KEL*02 (698C>T),JK*01/JK*02 (838A>G),FY*01/FY*02(125G>A),
GATA(-33T>C) and~Y*X (265C> T).

Results

Genotype frequencies
The genotype frequencies observed in the two duglieups (patients and blood donors) are

shown in Table 1. No significant differences webserved.

Patients

Of the 79 patients selected 8 (10%) had alloantésodThere were 13 alloantibodies,
occurring alone or in combination (Table 2). Ondlafse patients became immunized to the
Di® antigen, 1 to Kp 1 to RhD, 1 to RhE, 2 to RhC and RhE, 1 to RhE&nid D, 1 to Rhc

and Fy antigens.
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Correlation between phenotype and genotype of 3§tpansfused patients

Phenotype and genotype results from the transfpagdnts are shown in Table 3. We found
discrepancies on Rh, Kell, Duffy and Kidd systemms 1i6 of 38 patients chronically

transfused. The genotype of these patients wasrowd by another method. These patients
had been receiving transfusion more frequently thase who did not present discrepancies,

and were the only ones that had received transfusithin the previous three months

Rh system

Presence or absenceRfD

Agreement between phenotype and genotype was @oséov RhD on 36 samples. Thirty-
one samples were both phenotyped and genotypehRsp8sitive (had amplified product
from bothRHD and RHCE) and five samples phenotyped and genotyped as RigBtine
(had amplified product frolRHCE but not fromRHD). Two samples phenotyped as RhD-
positive presented discrepancies between intronddexon 7 analyses &HD. One sample
was further genotyped as partial D category V amatleer one as partial D category Dlllc.
The patient with partial D category V had anti-Dhis serum.

RHCE*C/c

Thirty-six of 38 samples agreed between phenotypk genotype. Two discrepant samples
were phenotyped as RhCc and genotypeRHSE*CC.

RHCE*Ek

Thirty-four samples had concordant phenotype ambtype. Two discrepant samples were
phenotyped as RhE/e and genotype®HSEE*e/e One sample was phenotyped as RhEe and
genotyped asRHCE*EE and one sample was phenotyped as Rhee and gedoagpe
RHCE*Ee.

Kell, Kidd and Duffy systems

Kell

There was agreement between phenotype and genaypks for Kell on 37 samples. One
discrepant sample was phenotyped as K-k+ and geadt@KEL*01/KEL*02.

Kidd
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In the Kidd system, phenotype/genotype did notedate in 3 of the 38 samples. Two were
phenotyped as Jk(at+b+) and were genotypedJk®2/JK*02 and one sample was
phenotyped as Jk(a+b-) and genotypedkt®1/JK*02.

Duffy

Twenty-six samples agreed between phenotype anatygen Two discrepant samples were
phenotyped as Fy(atb+) and genotyped-é%01/FY*01and two samples were phenotyped
as Fy(atb+) and genotyped B¥*02/FY*02 The other eight discrepant samples occurred
due to the presence of mutated GATA box and/orSN® 265T responsible for the ¥y
phenotype EY*X) (Table 3). The correlation between Duffy phenetyand genotype
confirmed previous observations showing that atsubigl number of individuals witRY*02
genotype do not express this antigen on the surédcéheir RBCs. Thus, appropriate
correlation between genotype and phenotype requoedhplete analysis of thdY
polymorphisms 125G>ARY*01/FY*02, 265C>T (associated with ®Yphenotype), and
analysis of mutation in the GATA box (—33T>C). mg study, 14 of 34 samples withY*B
genotype had mutated GATA box, one sample Fy(awasFY*A/FY*B normal GATA but
had 265T(FY*X) and one sample Fy(a—b-) wa¥*02/FY*02heterozygous GATA mutation
and heterozygous 265C/T.

Discussion

This study shows the relevance of performing md&canalysis for the determination of

blood group in transfusion dependent patients sagcipatients with hematological diseases
and renal failure. By employing PCR-RFLP assayshaee shown that there are mistyping
when hemagglutination is performed to determineothlgroup of patients who have been

recently transfused with multiple units of donor@&8(9,10).

As observed in genotype and phenotype results latime of the 38 transfused studied
patients the discrepancies were found in 16 cdSght of the discrepancies occurred in the

Rh system, one in the Kell system, three in thedikegstem and four in the Duffy system.

The relevance of genotype determination of bloanlgs for the management of multiply
transfused patients has been demonstrated by aljothie determination of the true blood
group genotype, and by assisting in the identibicatf suspected alloantibodies and the

selection of antigen-negative RBCs for transfusion.



47

Our data also show that PCR can be used to find R&8patible units for patients by
selecting regional blood donors based on the ABQiRénotype because we did not find
significant differences on the donors and patigetsotype frequencies, although the patients
were diverse and each one needed a different pynot

In a previousFY genotyping study in Brazilians it was verified tl3%% of theFY*02 genes
were not phenotypically expressed due to mutationghe FY*02 allele. In Brazilian
population Fy(b+) blood has a prevalence of 65%red® Fy(b—) has a prevalence of 35% as
demonstrated by serological testing (23).

The genotyping foFY for 38 transfused patients showed that in 8 of¢hgatientsfFY*02
was not phenotypically expressed due to the GATAatmn and/or mutations iRY gene
responsible for the BYf phenotype (Table 3). This study illustrates tHewance of molecular
testing.

Fy? is characterized by weak expressionFdf*02 that can only be detected using potent
anti-Fy’ reagents. Unfortunately, reagents capable of tieteEy*" are not available. Taking
into consideration the expression &fY*01 allele, 2 in 5 patients phenotyped as Fy(a+b-)
require Fya+b—) blood componenand 3 of 5 could receive Fy(a+b+), Fy(a+b-) ag¢hF
b+). If we take in consideration the absence d’feﬁgpression, 8 of 10 Fy(b-) could receive
Fy(b+) blood component because of the presencgf & Fy in nonerythroid cells (when
GATA mutation is involved). Since these transfusidependent patients are at risk of
alloimmunization and most of them already have texgs alloantibodies against RBC
antigens. As they were transfused with antigen-hettdlood units, the possibility to select
Fy(b+) units can increase the availability of bladodhem.

The contribution of genotyping to the managementpofytransfused patients is also
illustrated by the two patients’ samples phenotypsdRhD-positive but genotyped as patrtial
D. Patients with partial D are at risk for anti-Moanmunization and would benefit from
receiving D-negative RBCs for transfusion. CurrBntyping reagents in use in transfusion
services may have difficulty in determining partialindividuals, so the genotyping leads to

improved patient care and presumed less D allointation.

As previously discussed, the seriousness of theinathunization problem has led to

recommendations that hematological patients besfiuaed with blood of donors whose RBC
antigens are more closely matched to those ofdbipients (3-5). However, accurate antigen
typing in transfused patients is a major problene do the presence of donor RBCs in

patient’s circulation. Based on these and previeesults (9,10,20) and under the test
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conditions we established, we recommend the additb blood group genotyping for
transfused patients to provide antigen-matched RBafusions.

The possibility to have an alternative to hemaggation tests to determine the patient’s
antigen profile should be considered for patient® weed repeated transfusion therapy. As
automated procedures attain higher and faster ghymut at lower cost, blood group
genotyping is likely to become more widespread.

The implementation of automated platforms allowslahors to be genotyped, expanding the
blood donor extended antigen database and thetredwd extended phenotype testing (24-
26). With this additional tool, more donors pressmtwith rare and uncommon antigens are
discovered, which improves the likelihood that @ats requiring frequent transfusions will be

provided with antigen-specific blood.
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Table 1. Observed genotype frequencies in blood dors and patients

Genotype

Rh System
RHD* ¥+

RHD* Y-

RHD*+

RHD*-
RHCE*CC
RHCE*Cc
RHCE*cc
RHCE*EE
RHCE*Ee
RHCE*ee

Duffy System
FY*01/FY*01
FY*01/FY*02
FY*02/FY*02
GATA-33T/T
GATA-33C/C
GATA-33T/C
Kidd System
JK*01/JK*01
JK*01/JK*02
JK*02/JK*02
Kell System
KEL*01/KEL*01
KEL*01/KEL*02
KEL*02/KEL*02

Donors (n=400)

Frequency

0.0100
0.9900
0.8625
0.1375
0.1750
0.4275
0.3975
0.0225
0.2575
0.7200

0.1260
0.4800
0.3950
0.7800
0.0250
0.1950

0.2725
0.4800
0.2475

0.0025
0.0500
0.9475

N

396
345
55
70
171
159

103
288

50
192
158
312

10

78

109
192
99

20
379

Patients (n=79)

Frequency

0.8734
0.1266
0.1772
0.4051
0.4177
0.0253
0.3291
0.6456

0.1646
0.4177
0.4177
0.6962
0.0633
0.2405

0.2785
0.5190
0.2025

0.0886
0.9114

N

79

69
10
14
32
33

26
51

13
33
33
55

19

22

41
16

72

52



Table 2: Blood group alloantibodies detected in 8& patients who received multiple
transfusions

Antibodies Number of patients

Anti-D
Anti-E
Anti-Di®
Anti-Kp?
Anti-C, -E
Anti-E, -K, -Di°
Anti-c, -Fy?
Total

[ I N




Table 3: Phenotyping and genotyping discrepancies@ind for 16 patients

Genotype Phenotype
Rh System RhD+ RhD-
RHD*+ 31
PartialRHD* 2
RHD*- 5

Rh C+c- Rh C+c+ Rh C-c+
RHCE*CC 3 2
RHCE*Cc 18
RHCE*cc 15

Rh E+e- Rh E+e+ Rh E-e+
RHCE*EE 2 1
RHCE*Ee 10 1
RHCE*ee 2 22
Kell System K+k- K+k+ K-k+
KEL*01/KEL*01
KEL*01/KEL*02 3 1
KEL*02/KEL*02 34
Kidd System Jk(a+b-) Jk(a+b+) Jk(a-b+)
JK*01/JK*01 9
JK*01/JK*02 1 21
JK*02/JK*02 2 5
Duffy System Fy(a+tb-)  Fy(atb+) Fy(a—b+) Fy(a—b-)
FY*01/FY*01(T/T) 2 2
FY*01/FY*02(T/T) 12
FY*OL1/FY*X(T/T) 1*
FY*01/FY*02(T/C) 2%
FY*02/FY*02(T/T) 2 5
FY*02/FY*02(T/C) 7
FY*02/FY*02(C/C) 4*
FY*02/FY*X(T/C) 1*

FY*B was not phenotypically expressed due to the GATAaton anr/or mutations iRY

gene responsible for the ®yphenotype RY*X)

54
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CAPITULO 1l

CONCLUSOES

Neste estudo, a genotipagem eritrocitaria de deadde sangue e medula 0ssea e de
pacientes politransfundidos de uma populacdo daadgoroeste do Parana, Sul do Brasil,

permitiram algumas conclusoes:

= A metodologia de genotipagem para os sistemas R, Ruffy e Kidd na
Universidade Estadual de Maringa foi implantadanaiestrando que as técnicas
empregadas para sua realizacdo séo técnicas desewxpcucao e reprodutiveis.

= Os principais polimorfismos genéticos de gruposgsareos dos sistemas Rh,
Kell, Duffy e Kidd foram avaliados nos grupos ddiuiduos saudaveis e pacientes
politransfundidos e o calculo das frequéncias dpiwats observadas, entre ambos
0S grupos, nao evidenciou diferenca estatisticaengghificativa entre eles;

» As frequéncias genotipicas desses grupos sanguinsatoadores de sangue e de
medula Ossea da populacdo estudada, foram compacata as frequéncias
genotipicas de outra populacdo brasileira e odtaglms demonstraram ndo haver
diferencas populacionais para os polimorfismos@@navaliados;

= As metodologias de genotipagem empregadas nessgogsbdem ser utilizadas
como protocolo seguro para avaliacdo genotipicaaddgenos de grupos
sanguineos em doadores e receptores de transfsedgsineas, contribuindo na
resolucdo de problemas e nas situacdes em querasag imunohematologicas

convencionais apresentam limitacdes.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora seja improvavel que a genotipagem molecslapstitua totalmente a
hemoaglutinacéo no futuro, juntas essas técnicssupm um valor substancial na resolucao
de problemas na clinica laboratorial e, consequesnée, na qualidade de vida do paciente.

A aplicacdo de tecnologias avancadas de genotipagegrupos sanguineos significa
que todos os doadores e pacientes poderiam seddsstpara polimorfismos mais
significantes clinicamente. A expectativa € quersgduzam as aloimunizacbes e, como
consequéncia, as reacdes transfusionais hemalitiagas metodologias, envolvendo a
Biologia Molecular, foram desenvolvidas com estppsito. Elas incluem as tecnologias de
microarranjos, as quais detectam centenas de alel@gupos sanguineos usardips de
DNA e aquelas que envolvem a aplicacdarderobeadsde diferentes cores que carregam

diferentes sondas de oligonucleotideos.



