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Genotipagem eritrocitaria em doadores de sangue de repeticdo da regido

sudoeste do Parana.

RESUMO

A préatica transfusional tem sido aprimorada com o intuito de minimizar o risco de
aloimunizagdo em pacientes politrasnfundidos. Atualmente existem 33 sistemas de grupos
sanguineos eritrocitarios. A distribuicdo das frequéncias dos antigenos nestes sistemas varia
segundo as diferentes regides do mundo. O conhecimento e a deteccdo dos antigenos
eritrocitarios sao essenciais para a pratica transfusional, uma vez que o desenvolvimento de
anticorpos contra estes antigenos pode se tornar um grande problema na clinica,
principalmente nos casos onde os pacientes requerem transfusdes sanguineas periodicas. Para
tanto, técnicas como os testes de hemaglutinacdo sdo utilizados na rotina dos bancos de
sangue e técnicas como a biologia molecular vem sendo implantadas e aprimoradas para que
haja cada vez mais seguranca na realizacdo da transfusdo sanguinea. Na hemoterapia, a
determinacdo correta do grupo sanguineo é importante ndo apenas para prevenir problemas
devido a transfusbes incompativeis, mas também para permitir um melhor uso das unidades
de hemocomponentes com fenotipos menos frequentes. A genotipagem tem se mostrado
eficaz e com vantagens sobre a fenotipagem, pois fornece meios para prever o fenétipo a
partir do DNA genémico com um elevado grau de precisdo e substitui a fenotipagem onde 0s
anti-soros sdo raros e de alto custo. Este trabalho teve o objetivo de avaliar a distribui¢do das
frequéncias genotipicas e alélicas dos sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios Rh, Kell,
Duffy, Kidd e Diego em doadores de sangue de repeticdo da regido sudoeste do Parana e
mostrou a importancia da genotipagem estendida na sele¢do de bolsas adequadas e alerta a

presenca de gendtipos raros nos doadores de repeticao.
Palavras-chave: Doadores de Sangue. Antigenos de grupos sanguineos. Téecnicas de

Genotipagem.



The Red cell genotyping in repeat blood donors from Southwestern of Parana.

ABSTRACT

Blood transfusion has been improved in order to minimize the risk of alloimmunization in the
polytrasnfused patients. Presently there are 33 blood group systems. The distributions of the
antigens frequency in these systems varies according to the different regions of the world. The
knowledge and detection of antigens blood group are essential for blood transfusion, once the
development of antibodies against these antigens can become a bigger problem in the clinic,
especially in cases where patients require regular blood transfusions. So, techniques such as
hemaglutination assays are routinely used in blood banks and molecular biology techniques
like has been improved and implemented so that there is increasingly safe practice of blood
transfusion. In transfusion medicine, the correct determination of blood group is important not
only to prevent problems due to incompatible transfusions, but also to allow better use of
units of blood products with less frequent phenotypes. Genotyping has been proven effective
and advantages over phenotyping, it provides means to predict the phenotype from genomic
DNA with a high degree of precision and replaces phenotyping which antisera are rare and
costly. The aim of our research was to evaluate the distribution of allele and genotype
frequencies of the Rh, Kell, Duffy, Kidd and Diego blood group systems in repeat blood
donors from the southwestern of Parana and showed the importance of extended genotyping

in selection of adequate bags and alert to the presence of rare genotypes in repeat donors.

Keywords: Blood Donors. Antigens blood group. Genotyping Techniques.
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1 CAPITULOI

1.1 INTRODUCAO

A transfusdo sanguinea € um evento irreversivel que acarreta beneficios e riscos
potenciais ao receptor'. As indicaces de transfusbes sanguineas sdo embasadas em
parametros clinicos e laboratoriais que visam trazer beneficios ao paciente. No entanto,
portadores de hemoglobinopatias e outras doencas que requerem transfusbes frequentes,
podem se sensibilizar, ou seja, desenvolver aloanticorpos contra antigenos de superficie das
células alogénicas®. Estima-se que a probabilidade de um individuo produzir um ou mais
anticorpos antieritrocitarios é de aproximadamente 1% por unidade de sangue transfundida*,
porém, em pacientes transfundidos cronicamente, a taxa de aloimunizacdo pode atingir
50%>°.

O conhecimento e a detec¢do dos antigenos eritrocitarios sdo essenciais para a pratica
transfusional, uma vez que o desenvolvimento de anticorpos contra estes antigenos pode se
tornar um grande problema na clinica, principalmente nos casos onde o0s pacientes requerem
transfusdes sanguineas periddicas. Para tanto, técnicas como os testes de hemaglutinacdo sdo
utilizados na rotina dos bancos de sangue, e novas técnicas, como a biologia molecular vem
sendo implantadas e aprimoradas para que haja cada vez mais seguran¢a na realizacdo da
transfusdo sanguinea®®.

A doacdo de sangue &, ainda hoje, um problema de interesse mundial, pois ndo ha uma
substancia que possa substituir o tecido sanguineo em sua totalidade. Dessa forma, 0s
hemocentros brasileiros, por meio do setor de captacdo de doadores, criam estratégias para
conquistar doadores de sangue. Devido as dificuldades em manter o estoque de sangue para
atender as necessidades especificas e emergenciais, os profissionais da captacdo de doadores
planejam, executam, monitoram e avaliam estratégias a fim de sensibilizar, conscientizar e
educar a populacdo para a doacdo voluntéria, responséavel e habitual®.

Atualmente 33 sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios foram descritos segundo a
Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT) (http://www.isbtweb.org). Na
hemoterapia, a determinacdo correta do grupo sanguineo € importante ndo apenas para
prevenir problemas devido a transfusdes incompativeis, mas também para permitir um melhor
uso das unidades de hemocomponentes com fendtipos menos frequentes, ja que a frequéncia
dos grupos sanguineos eritrocitarios depende da etnicidade da populacdo, da sua

imunogenicidade e de situacdes clinicas especificas'®.
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A fenotipagem estendida vem sendo utilizada por alguns centros de coleta e doagéo de
sangue (http://www.sesa.pr.gov.br), que realizam os testes para o sistema de grupo sanguineo
ertitrocitario ABO e também para 0s principais antigenos eritrocitarios dos sistemas de grupos
sanguineos Rh, Kell, Kidd, Lewis, Lutheran, MNS e Duffy. Os testes de fenotipagem
apresentam limitagdes, como, por exemplo, a presenca de hemacias do doador na circulacdo
do paciente com transfusio recente'!, pacientes com anemia hemolitica autoimune, pacientes
talassémicos ou pacientes que apresentam multiplos aloanticorpos, que dificultam a correta
identificacdo do perfil antigénico, impossibilitando a selecdo adequada do sangue a ser
transfundido e, algumas vezes, até expondo os pacientes a um maior risco da aloimunizacao.
Nestas situacfes, a genotipagem de grupos sanguineos tem mostrado ser uma excelente
ferramenta adicional para pacientes que precisam ser cronicamente transfundidos, bem como
para selecdo de doadores destinados a eles, transfundindo, desta forma, heméacias compativeis

para a maioria dos aloantigenos clinicamente importantes'®*.

1.2 HISTORIA DA HEMOTERAPIA

A histéria da hemoterapia no mundo se deu em duas fases: a empirica, até 1900, que
oscilava entre o conhecimento cientifico e 0 mistico, despertando a atencao de estudiosos da
area da salde para as possibilidades de transfusbes e a fase cientifica, ap6s 1900, porém, as
transfusdes ainda eram realizadas empiricamente, sem que houvesse exames prévios de
compatibilidade sanguinea™. A partir do século XX as transfusdes de sangue passaram a
tomar um carater de maior conhecimento, sendo a primeira transfusdo sanguinea precedida da
compatibilidade ABO datada em 1907°.

A hemoterapia brasileira desde os seus primérdios demonstra a busca por uma
organizacdo e modelo caracteristico de nosso pais'®. Desde a criagdo do primeiro banco de
sangue, em 1942, até 1964 ndo existiam registros de leis nacionais referentes a sua
regulamentacdo técnica. Somente na década de 60, com a criacdo da Comissdo Nacional de
Hemoterapia (CNH) surgiram as primeiras regulamentacGes técnicas da pratica hemoterapica
no pais, sendo a primeira, a Portaria CNH 4/69, que determinava entre outras coisas a
obrigatoriedade de realizacdo dos testes de tipagem ABO e RhD nas amostras de sangue do
doador e do receptor, visando a reducdo do risco de reacdo hemolitica aguda. Os primeiros
paises a regulamentarem a pratica hemoterapica na América Latina foram Brasil, Argentina,
Chile e Costa Rica. Em 1989, com a publicacdo da Portaria 721/89 sdo introduzidas na rotina

transfusional as provas de compatibilidade, de pesquisa de anticorpos irregulares nas amostras
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de sangue dos receptores e dos doadores e a tipagem ABO e RhD da bolsa de
hemocomponente & ser transfundida®®.

A medicina transfusional ganhou diversidade e complexidade, e 0s servicos de
hemoterapia foram se adaptando as novas necessidades, adotando alternativas para melhorar a
qualidade dos componentes sanguineos, aliadas a uma criteriosa selecdo de seus doadores.
Com o intuito de garantia da qualidade para os servicos de hemoterapia no Brasil, a portaria
121/95 estabeleceu algumas medidas que foram introduzidas na rotina dos servicos como o
controle de qualidade dos lotes utilizados, a obrigatoriedade na participacdo de Programas de
Proficiéncia Técnica e a investigacdo das reacGes transfusionais, que influenciaram
diretamente nos riscos transfusionais, permanecendo como obrigatdrias até os dias atuais, uma
vez que a referida Portaria permanece em vigor®>.

A hemoterapia brasileira tem sido norteada pela edicdo de resolugdes e portarias de
cunho sanitario e técnico a fim de dar suporte as atividades hemoterapicas no Pais.
Atualmente, estdo vigentes a Resolucdo de Diretoria Colegiada da Anvisa n°® 57, de 16 de
dezembro de 2010, que “Determina o Regulamento Sanitario para Servigos que desenvolvem
atividades relacionadas ao ciclo produtivo do sangue humano e componentes e procedimentos
transfusionais” e a Portaria MS/GM n° 1.353, de 13 de junho de 2011, que “Aprova o

Regulamento Técnico de Procedimentos Hemoterépicos”9’16.

1.3 SISTEMAS DE GRUPOS SANGUINEOS ERITROCITARIOS

Os sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios foram descritos a partir de 1900 e
desde entdo, uma diversidade de terminologias foram utilizadas para denomina-los. Um
sistema de grupo sanguineo eritrocitario consiste de um ou mais antigenos controlados em um
unico locus génico ou por dois ou mais genes intimamente ligados de maneira homologa com
pouca ou nenhuma recombinacdo entre eles. Em 1980 a Sociedade Internacional de
Transfusdo Sanguinea (International Society of Blood Transfusion — ISBT) estabeleceu um
comité para definir uma nomenclatura numérica embasada na genética dos antigenos de
superficie dos eritrocitos. Desde entdo, todos 0s antigenos de grupos sanguineos etritrocitarios
puderam ser distribuidos em quatro classificacdes determinadas: sistemas, coleces, série 700
(antigenos de baixa incidéncia) e série 901 (antigenos de alta incidéncia)®’
(http://www.isbtweb.org).

Os antigenos de grupos sanguineos eritrocitarios sdo herdados geneticamente e

definidos por sequéncias especificas de aminoacidos que constituem uma proteina que se liga
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a carboidratos ou a lipidios da membrana dos eritrdcitos, sendo sua diversidade de carater
genético. Sdo compostos bioquimicamente diferentes e desempenham diversas funcdes
importantes para a célula como transporte de membranas, canais de proteinas, proteinas
estruturais, moléculas de adesdo, receptores, ligantes e enzimas'®. Atualmente foram descritos
mais de 300 antigenos eritrocitarios, e a maioria deles encontra-se distribuida em 33 sistemas
de grupos sanguineos, de acordo com a ISBT*®.

Os polimorfismos de grupos sanguineos originam-se predominantemente de mutacdes
de ponto, principalmente os polimorfismos de um Unico nucleotideo (single nucleotide
polymorphism — SNP), mas, recombinacfes génicas, dele¢Bes e inser¢cdes também ocorreram
ao longo da evolucdo dos genes que codificam os sistemas de grupos sanguineos
eritrocitarios®.

Com relagdo a transfuséo sanguinea, o sistema de grupo sanguineo eritrocitario ABO é
o de maior importéncia clinica devido a presenca de anticorpos naturais anti-A e/ou anti-B no
plasma de acordo com o correspondente grupo sanguineo que o individuo pertenca. Tais
anticorpos raramente causam a doenca hemolitica do feto e do recém-nascido (DHFRN).
Além desses anticorpos, outros anticorpos como os dos sistemas de grupos sanguineos
eritrocitario Rh, Kell, Duffy e Kidd sdo de grande importancia na medicina transfusional
assim como na DHFRN.

O sistema de grupo sanguineo eritrocitario Rh foi descoberto em 1940, por Karl
Landsteiner e Wiener durante experimentos realizados em macacos da espécie Rhesus. Este
sistema de grupo sanguineo eritrocitario possui 0 maior grau de polimorfismo de membrana
eritrocitaria; consiste de mais de 50 antigenos carreados em duas proteinas (RhD e RhCE), de
417 aminoacidos e doze dominios transmembranas, tendo um amplo namero de fenétipos,
sendo os antigenos D, C, ¢, E, e, 0s mais imunogénicos*%%. Este sistema é 0 segundo sistema
de maior importancia na pratica transfusional apds o sistema de grupo sanguineo eritrocitario
ABO devido & imunogenicidade de seus antigenos, como o antigeno D%,

Os antigenos Rh sdo exclusivamente eritrocitarios, ndo sendo encontrados em
leucdcitos ou plaquetas, e surgem precocemente em torno da décima semana de vida
intrauterina. De acordo com os pesquisadores Landsteiner e Wiener, a presenca ou auséncia
do antigeno D na superficie dos eritrocitos caracteriza um individuo como Rh positivo ou
negativo. Os anticorpos especificos para os antigenos Rh estdo normalmente envolvidos em
reacOes transfusionais hemoliticas, anemias hemoliticas auto-imunes e em casos de DHFRN.

Os anticorpos anti-D sdo clinicamente significativos, reagem otimamente a 37°C e fase de
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antiglobulina humana. Quase todos resultam de aloimunizacdo por transfusdo ou gravidez,
pertencendo geralmente a classe IgG. O antigeno D € altamente imunogénico, e uma vez
formado o anti-D, este persiste por muitos anos®.

Depois dos sistemas ABO e Rh, Kell é o mais importante grupo sanguineo para a
medicina transfusional. O sistema de grupo sanguineo eritrocitario Kell € altamente
polimorfico e sdo conhecidos 32 aloantigenos diferentes expressos, incluindo seis pares de
antigenos antitéticos**. O principal par antitético é o K/k. Os antigenos do sistema de grupo
sanguineo eritrocitario Kell estdo expressos na glicoproteina Kell, produto do gene KEL
localizado no cromossomo 7 %?”. Alguns dos seus antigenos sdo potentes imundgenos e 0s
aloanticorpos formados podem causar severas reacdes em transfusdes incompativeis e
incompatibilidade materno-fetal®®. O antigeno K é o mais imunogénico e é comum a producéo
de aloanticorpo anti-K em transfusGes incompativeis. Ha diferencas raciais quanto a
expressdo desse antigeno, ele esta presente em 9% dos caucasianos e em 2% dos negros®?%2.

O gene DARC (Antigeno Receptor de Quimiocina Duffy), esta localizado no locus
1922-923, é responsavel pela glicoproteina Duffy, expressa em células eritrdides e néo
eritréides. Pertencem a esse sistema seis antigenos: Fy?, Fy°, Fy*, Fy*, Fy® e Fy® 222730 Qs
antigenos Fy® e Fy® sdo antitéticos, codificados pelos alelos codominantes FY*01 e FY*02 e
essa variacao define os fenétipos Fy(a+b-), Fy(a-b+), Fy(a+b+)*%2.

A glicoproteina Duffy é expressa em diversos tecidos ndo eritréides como o rim, baco,
coragdo, pulméo, duodeno, péncreas, placenta, cérebro, intestino, glandula tiredide e em
células de Purkinje do cerebelo. As células responsaveis pela expressdao de Duffy nesses
tecidos sdo as células endoteliais que revestem as vénulas pds-capilares, exceto no cérebro,
onde a expressdo Duffy esté localizada nas células de Purkinje®:**°,

Um dos aspectos interessantes dos antigenos Duffy é sua fungdo de receptor de
merozoitas de Plasmodium vivax e de P. knowlesi, que sdo respectivamente os agentes
responsaveis por diferentes formas de malaria no homem e no macaco. Miller et al*®, em 1975
evidenciaram essa fungdo mostrando a resisténcia dos eritrocitos Fy(a-b-) a invasdo de
merozoitas de P. knowlesi que eram cultivaveis in vitro naquela época. Uma mutacao pontual
-67T>C na regido promotora do gene FY*02, o0 GATA-box, leva a uma interrupcao no fator de
transcrigdo eritréide GATA-1, resultando na auséncia de expressao do antigeno Fy® apenas no
eritrocito, ndo alterando a expressdo dessa proteina em outros tecidos. Consequentemente,
esses individuos podem vir a desenvolver anti-Fy?, mas ndo anti-Fy". Esta mutacao é comum

em negros e levam a resisténcia a malaria. A presenca da mutacdo -67T>C (alelo
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FY*02N.01) alerta a adequada selecdo de bolsas de sangue, pois individuos fenotipados
como Fy® negativos e que apresentam a mutagéo -67T>C podem receber bolsas de sangue que
expressam o fendtipo Fy(b+). A auséncia da expressdo do antigeno Fy® pode também ser
decorrente do alelo FY*X, (alelo FY*02M.01) resultado de 2 SNPs concomitantes no exon 2,
265C>T e 298G>A, responsavel pela expressdo muito baixa do antigeno Fy°, que §é, na
maioria das vezes, fenotipado como Fy(b-) ¥"*8. Outro polimorfismo de Gnico nucleotideo
(SNP - single nucleotide polymorphism) de 145 G>T no alelo FYB foi descrito por Castilho et
al*, que foi encontrado juntamente com os SNPs dos nucleotideos 265 e 298, em dois
doadores de sangue brasileiros ndo aparentados, um caucasiano e outro negro.

Os antigenos Duffy foram detectados em eritrécitos de fetos entre seis e sete semanas
de vida e estdo bem desenvolvidos ao nascimento, e os anticorpos anti-Fy* e anti-Fy® podem
causar reacOes transfusionais hemoliticas imediatas e tardias e também podem levar a
DHFRN*4,

Outro sistema que é levado em consideracdo na transfusdo sanguinea é o sistema Kidd.
O gene que codifica o sistema de grupo sanguineo eritrocitario Kidd € o SLC14A1, localizado
no locus 18g12.3 e € um gene da familia de transportadores de uréia. O sistema sanguineo
Kidd é composto por dois antigenos antitéticos Jk* e Jk e um antigeno de alta incidéncia, Jk*
2" Os anticorpos Kidd sdo causa comum de reacées hemoliticas transfusionais, especialmente
do tipo tardia. Embora tenha sido observada a ocorréncia de hemdlise intravascular em
reacOes graves, € mais frequente que eritrocitos recobertos de anticorpos sejam removidos ao
nivel extravascular, no figado e baco. A maioria dos anticorpos Kidd esta associada a casos
relativamente pouco frequentes e brandos de DHFRN*,

O anticorpo anti-Di® foi relatado pela primeira vez por Layrisse e colaboradores em
1955*, encontrado no soro de uma gestante venezuelana, senhora Diego, o qual havia sido
implicado em DHFRN fatal. Este anticorpo encontra-se relacionado 8 DHFRN assim como a
reacdo transfusional imediata®*. Os antigenos do sistema de grupo sanguineo Diego estdo
localizados na banda 3, a principal e a mais abundante proteina integral na membrana dos
eritrocitos e sao codificados pelo gene SLC4A1, localizado no cromossomo 17qg21.31. Dentre
0s 22 antigenos, dois pares independentes e antitéticos sdo conhecidos Dia/Dib (codificado
pelos alelos DI*01 e DI*02) e Wra/Wrb. O Di® é um antigeno de baixa incidéncia em
caucasianos (0,01%), sendo sua prevaléncia mais elevada amerindios (35%) e populacbes
orientais (5-15%), sendo considerado um marcador para estudos antropolégicos™™*’. No

Brasil, foi descrita uma prevaléncia de 75,7% na tribo indigena Parakani*®. Como a
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frequéncia de DI*02/DI*02 é muito alta em nossa populacdo, ou seja, acima de 90%, o uso da
bolsa de sangue de doadores que apresentem o fenotipo Di(a+) devem ser considerados com

cautela pois incompatibilidade Di® pode causar reacdes hemoliticas transfusionais*.

1.4 ALOIMUNIZACAO

A aloimunizacdo eritrocitdria € uma resposta imunologica contra antigenos
eritrocitarios estranhos, ocorrendo geralmente devido a sensibilizacdo em transfusdes de
sangue e gestacdes. Antigenos eritrocitarios presentes na superficie das hemécias dos
doadores que sejam diferentes dos antigenos do receptor podem causar a aloimunizag&o.

O surgimento de uma aloimunizacdo € diretamente proporcional ao poder
sensibilizante do antigeno e também a probabilidade de ser exposto a0 mesmo, durante uma
transfusdo sanguinea ou gestacdo, sendo dada pela prevaléncia do antigeno na populacéo.
Além da exposicdo antigénica, a resposta imune depende de outros fatores como
imunogeniciade, dose e via de administracdo dos antigenos e de uma predisposi¢do genética
do préprio receptor. Certos individuos, ao receberem quantidades minimas de hemacias
alogénicas, ja produzem aloanticorpos antieritrocitarios, outros, no entanto, ndo se tornam
aloimunizados, mesmo ao serem expostos a eritrocitos estranhos sucessivamente e em alta
guantidade. A incidéncia deste tipo de reacdo pode ser variavel a depender da realizacdo de
investigago laboratorial pés-transfusional®.

Os anticorpos irregulares ocorrem em aproximadamente 0,3 a 2,0% da populagédo em
geral. O risco de aloimunizacdo é de aproximadamente 1% por unidade transfundida, porém,

.52 Em um estudo realizado no Hemocentro

em politransfundidos, esse risco € maior (9%)
Regional de Montes Claros®®, Minas Gerais, com 34138 doadores de sangue foi observado
que 0,16% destes doadores apresentaram positividade para anticorpos irregulares. Destes,
81,5% apresentaram positividade a temperatura ambiente, ou seja, anticorpos da classe IgM,
6% na fase de coombs (classe 1gG) e 7,4% em ambas as fases. Foi relatado um predominio do
anti-M (27,8%). Guelsin e colaboradores encontraram uma incidéncia de 10% de
aloanticorpos ao analisar 79 pacientes politransfundidos. As aloimuniza¢fes ocorreram para
os antigenos Di®, Di°, Kp°, RhD, RhC, Rhc, RhE, K e Fy*%.

Quando ocorre a primeira exposi¢cdo ao antigeno estranho, hd uma aloimunizacdo
priméaria, com producdo de anticorpos em baixos titulos, geralmente da classe IgM

(Imunoglobulina M). Neste tipo de aloimunizacdo os anticorpos sdo detectaveis semanas ou
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meses apos a transfusdo, podendo baixar a niveis indetectaveis. A segunda exposicao leva a
uma reposta imune secundaria, com producdo de anticorpos da classe IgG (Imunoglobulina
G)™®’". De acordo com Thakral e colaboradores (2008)°’, o tempo para a aloimunizagéo
secundaria varia de 48 a 72 horas, atingindo seu pico maximo de sete a 10 dias apds a
transfusdo. Nesta resposta os anticorpos sdo produzidos em altos niveis, ocorrendo por meio
de células da memdria imunoldgica, que foram clonadas durante a aloimunizacdo primaria.
Durante essa nova resposta imunoldgica, os aloanticorpos tém maior avidez pelo antigeno,
requerendo doses antigénicas bem menores para que sejam produzidos™.

A aloimunizacdo eritrocitaria pode gerar complicacBes graves, pois 0s anticorpos
formados podem causar importantes reacfes transfusionais hemoliticas, evento este
considerado como a segunda causa de morte relacionada a transfusdo sanguinea de acordo

com o que foi relatado ao Food and Drug Administration (FDA).

1.5 JUSTIFICATIVA

O efeito indesejavel mais grave diretamente associado as transfusdes € aquele que
resulta em hemdlise do sangue transfundido devido a anticorpos pré-formados presentes no
plasma do receptor.

A realizacdo da genotipagem de grupos sanguineos associada a fenotipagem aumenta
a seguranca dos pacientes transfundidos. A genotipagem é uma ferramenta importante na
pratica hemoterapica, pois além de determinar os grupos sanguineos de casos inconclusivos
pela fenotipagem, permite também a utilizacdo eficaz de unidades de sangue consideradas
como fenotipos raros na populagao.

Genotipar doadores de sangue cadastrados na unidade de hemoterapia no sudoeste do
Parana é de grande valia para a regido para se formar um banco de doadores com fenétipos
raroas, pois varias cidades dependem deste servico para transfusdes sanguineas, seja de
pacientes hematologicamente comprometidos, portadores de doengas que requerem
transfusdes periodicas ou por situagdes clinicas agudas.

O conhecimento dos antigenos eritrocitarios é essencial na pratica transfusional para
prevenir a aloimunizacdo e permitir um melhor uso das unidades de hemocomponentes, uma

vez que a frequéncia dos grupos sanguineos depende da etnicidade da populacédo estudada.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 GERAL

Esta pesquisa teve como objetivo realizar a genotipagem dos principais alelos de
grupos sanguineos em doadores de sangue cadastrados em unidade de hemoterapia do

sudoeste do Parana.

1.6.2 ESPECIFICOS

- Realizar a genotipagem em doadores de sangue de repeticdo da regido sudoeste do
Parana para os principais antigenos dos sistemas de grupo sanguineo eritrocitario Rh, Kell,
Duffy, Kidd e Diego;

- Criar um banco de dados eletrénico com as caracteristicas genotipicas da populacdo

estudada, minimizando os risco e transtornos decorrentes da aloimunizacéo;

- Identificacdo de antigenos comuns e raros (Programa de hemacias fenotipadas);
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2 CAPITULO II

2.1 Artigo: “Genotipagem eritrocitaria em doadores de sangue de repeticio da regido
sudoeste do Parana.”
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo das frequéncias genotipicas e
alélicas dos sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios Rh, Kell, Duffy, Kidd e Diego em

doadores de sangue de repeticao da regido sudoeste do Parana.

Materiais e métodos: A genotipagem foi realizada em 251 doadores de sangue escolhidos
aleatoriamente e conforme a préatica de doagdo espontanea ao Hemonucleo. As metodologias
utilizadas para genotipagem foram: PCR-multiplex para RHD e RHCE*C/c, PCR-AS para
RHD*04N.01 (RHDY¥) e PCR-RFLP para RHCE*E/e, KEL*01.1/KEL*02, FY*01/FY*02,
FY*2N.01 (mutacdo GATA-1), JK*01/JK*02 (gene SLC14Al) e DI*01/DI*02 (gene
SLC4A1l). As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem direta. Para

comparar as frequéncias entre populacdes, realizou-se o teste do Qui-quadrado.

Resultados: As frequéncias observadas foram relacionadas a populacdo especifica, ou seja,
de doadores de sangue de repeticdo e diferente da populacéo brasileira em geral. A frequéncia
do alelo RHD*01N.01 (fendtipo RhD negativo) foi maior que a esperada (36,78% vs 13,75%,
p<0,0001) e a frequéncia do geno6tipo RHCE*Cc, menor que o esperado (32,18% vs 42,75%,
P=0,0222); consequentemente, as frequéncias dos fenotipos deduzidos também foram
diferentes do esperado: os fenotipos dccee e dCcee apresentaram frequéncias maiores e 0s
fenotipos Dccee e DCcee apresentaram frequéncias menores que a esperada. Diferencas
significativas foram observadas para o genétipo FY*01/FY*01 (19,52% vs 12,5%, P=0,0205)
e para a mutacdo -67TT (95,22% vs 78%, P<0,0001) e -67TC (4,38% vs 19,5%, P<0,0001).
Dois individuos apresentaram o genoétipo raro KEL*01.01/KEL*01.01 e um individuo

apresentou genétipo raro DI*01/DI*01.

Discussdo: Os resultados obtidos demonstraram o direcionamento na escolha de doadores, a
importancia da genotipagem estendida na selecdo de bolsas adequadas e alerta a presenca de

genotipos raros nos doadores de repetigéo.

Palavras-chave: Doadores de Sangue, Antigenos de grupos sanguineos, Técnicas de

Genotipagem.
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INTRODUCAO

A transfusdo sanguinea € um evento irreversivel que acarreta beneficios e riscos
potenciais ao receptor'. As indicaces de transfuses sanguineas sdo embasadas em
parametros clinicos e laboratoriais que visam trazer beneficios ao paciente. No entanto,
portadores de hemoglobinopatias e outras doengas que requerem transfusdes frequentes,
podem se sensibilizar, ou seja, desenvolver aloanticorpos contra antigenos de superficie das
células alogénicas®. Estima-se que a probabilidade de um individuo produzir um ou mais
anticorpos antieritrocitarios é de aproximadamente 1% por unidade de sangue transfundida*,
porém, em pacientes transfundidos cronicamente a taxa de aloimunizagdo pode atingir 50%°°.

Atualmente 33 sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios foram descritos segundo a
Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT) (http://www.isbtweb.org). Na
hemoterapia, a determinacdo correta do grupo sanguineo é importante ndo apenas para
prevenir problemas devido a transfusdes incompativeis, mas também para permitir um melhor
uso das unidades de hemocomponentes com fendtipos menos frequentes, uma vez que a
frequéncia dos grupos sanguineos depende da etnicidade da populacdo, da sua
imunogenicidade e de situacdes clinicas especificas®.

A fenotipagem estendida é recomendada segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Portaria 1353 de 2011) para os principais antigenos dos sistemas de grupos
sanguineos eritrocitarios Rh (D, E, e, C e ¢), Kell (K), Duffy (Fya e Fyb), Kidd (Jka e Jkb) e
MNS (S e s). Alguns centros de coleta tém realizado fenotipagem estendida para os principais
antigenos eritrocitarios dos sistemas Rh, Kell, Kidd, Lewis, Lutheran, MNS e Duffy
(http://www.sesa.pr.gov.br), além de ABO. A fenotipagem eritrocitaria apresenta limitagdes,
como, por exemplo, a presenca de hemécias do doador na circulacdo do paciente com
transfusdo recente’ ou pacientes portadores de anemia hemolitica autoimune, que dificulta a
correta identificagdo do perfil antigénico, impossibilitando a sele¢do adequada do sangue a ser
transfundido e, algumas vezes, até expondo o0s pacientes a um maior risco da aloimunizacao.
Nestas situacOes, a genotipagem de grupos sanguineos tem mostrado ser uma excelente
ferramenta adicional para pacientes que precisam ser cronicamente transfundidos, bem como
para doadores destinados a eles, transfundindo, desta forma, hemécias compativeis para a
maioria dos aloantigenos clinicamente importantes®®.

Os genes de grupos sanguineos eritrocitarios sdo polimorficos e a distribuicdo de
alelos varia entre diferentes populagdes e grupos étnicos. O conhecimento das bases

moleculares do polimorfismo de grupos sanguineos fornece meios para prever o fenotipo a
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partir do DNA genémico com um elevado grau de preciso® e substitui a fenotipagem onde
0s antisoros s&o raros e de alto custo, como é o caso do anti-Di*".

Devido a importancia de se criar um banco de doadores de sangue genotipados para
ajudar a encontrar heméacias correspondentes para pacientes com fenotipos raros, bem como
selecionar unidades de sangue adequadas para os pacientes politransfundidos, esta pesquisa
teve por objetivo realizar a genotipagem dos grupos sanguineos eritrocitarios Rh, Kell, Duffy,
Kidd e Diego em doadores de sangue de repeticdo cadastrados em uma unidade de

hemoterapia do sudoeste do Parana.

MATERIAIS E METODOS

Casuistica

Este estudo foi realizado em 251 doadores de sangue de repeticédo, previamente fenotipados,
do Hemondcleo da cidade de Francisco Beltrdo, na regido sudoeste do estado do Parana, sul
do Brasil, no periodo de setembro de 2012 a julho de 2013. Homens e mulheres com idade
entre 18 e 64 anos, classificados segundo a etnia como brancos, negros e pardos, doadores
voluntérios de sangue, foram convidados a assinar o termo de consentimento para
participacdo pesquisa. A participacdo dos individuos ocorreu de acordo com as normas
recomendadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade

Estadual de Maringa.

Extracdo de DNA genémico

A extracdo de DNA foi realizada a partir do creme leucocitario obtido de 4 mL de sangue
periférico coletado em EDTA por meio de centrifugacdo (210 g durante 15 minutos)
utilizando o metodo de salting-out. A concentracdo e a qualidade do DNA foram analisadas

por densidade éptica no aparelho Thermo Scientific Nanodrop 2000® (Wilmington, EUA).

Genotipagem dos alelos RHD, RHCE*C/c, RHCE*E/e, KEL*01.1/KEL*02, FY*01/FY*02,
FY*02N.01, JK*01/JK*02 e DI*01/DI1*02

Os iniciadores e as condicdes de amplificagdo foram realizados segundo Castilho et al***.
A técnica de PCR-Multiplex foi realizada para amplificacdo dos alelos RHCE*C/c e avaliagdo

da presenca ou auséncia do gene RHD. A analise do pseudogene RHD foi realizada pela
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deteccdo da duplicacdo de 37 pares de base no gene RHD, utilizando a técnica de PCR-AS
(Reacdo em Cadeia da Polimerase — Alelo Especifica), com um par de primers especificos
para essa regido génica e um par de primers como controle interno (HGH — horménio do
crescimento humano). Para ambas as reagdes, PCR-Multiplex e PCR-AS, foram utilizados
50ng de DNA, 50pmol de cada primer, 1 nmol de cada dNTP, 2,5U e 1,25U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen®), respectivamente, e tampdo em um volume final de 25uL. Os ciclos
de amplificacdo foram realizados em termocicladores PCR System 9700 e Veriti (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Para amplificacdo da PCR-Multiplex os ciclos para
amplificagdo consistiram de: desnaturagéo a 95°C por 15 minutos e 30 ciclos de 1 minuto a
94°C, 1 minuto a 65°C e 3,5 minutos a 72°C, seguidos da extensdo de 10 minutos a 72°C. Para
PCR-AS, os ciclos de amplificacdo consistiram de: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos e 28
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C, seguidos da extensdo de 7
minutos a 72°C. A andlise dos produtos de PCR foi realizada em gel agarose a 2%, corado
com SYBR Greeen (Invitrogen®) em cuba micro SSP gel System (One Lambda®).

A genotipagem para RHCE*E/e, KEL*01.1/KEL*02, FY*01/FY*02, FY*02N.01
(mutacdo GATA-1), JK*01/JK*02 e DI*01/DI1*02 foi realizada pela técnica RFLP-PCR
(Fragmento de Restricdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase) descrita por Rios et al, Reid et
al e Baleotti et al***®. As técnicas de genotipagem foram realizadas segundo Guelsin et al*’.
Para reacdo de PCR foi utilizado 50ng de DNA, 50pmol de cada primer, 2nmol de cada
dNTP, 0,5U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®) e tempédo em volume final de 25uL. Os
ciclos de amplificacdo foram realizados em termocicladores PCR System 9700 e Veriti
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e consistiram de: desnaturacdo a 95°C por 15
minutos e 35 ciclos de 20 segundos a 94°C, 20 segundos a 62°C e 20 segundos a 72°C,
seguidos da extensdo de 10 minutos a 72°C. Os produtos da PCR KEL*01.1/KEL*02,
FY*01/FY*02, FY*02N.01, JK*01/JK*02 e DI*01/DI*02 foram digeridos overnight, a 37°C
com a as respectivas enzimas de restricdo (MBI Fermentas®): Bsml, Ban I, Sty I, Mnl | e Hpal
| , e 0 produto da PCR para o gene RHCE*E/e foi digerido pela enzima MNL | por 4 horas a
37°C. O volume final para digestdo enzimatica foi de 20uL, utilizando 10pL do produto de
PCR e 10uL de enzima/tampé&o, conforme o protocolo recomendado pelo fabricante. Para
avaliacdo do PCR-RFLP foi realizado gel de agarose a 2% para KEL*01.1/KEL*02,
FY*01/FY*02, gel de agarose a 3% para RHCE*E/e e JK*01/JK*02 e gel de agarose a 3,5%
para analise na regido GATA-box. Todos os géis de agarose foram corados com SYBR Green

(Invitrogen®).
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Os primes utilizados para as reacdes de PCR-Multiplex, PCR-AS e PCR-RFLP estdo

demostrados na Tabela I.

Anélise estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem direta em planilhas
do programa Excel (Microsoft® Office Excel 2010). As frequéncias observadas para 0 grupo
de doadores de sangue de repeticdo da regido sudoeste do Parana foram comparadas a um
estudo populacional (doadores de sangue e medula 6ssea, ndo aparentados) da regido
norte/noroeste do Parana'’, e outras populacdes, e as diferencas na frequéncia entre os grupos
foram avaliadas utilizando o teste Qui-quadrado com correcdo de Yates ou Teste Exato de
Fisher, software Graphpad (http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.cfm San

Diego, CA). Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Do total de 251 individuos doadores de sangue de repeticdo, 51% eram do sexo
masculino e 49% do sexo feminino, com idades entre 18 e 64 anos (34,35 anos +10,41).
Destes, 88 % se autodeclararam brancos, 4% pardos, 1% negro e 7% n&o declararam a etnia.

Em relacdo a distribuicdo das frequéncias, houveram diferencas significativas quando
comparadas com a populacdo brasileira mista da regiao Noroeste do Estado do Parana, Sul do
Brasil*’. As distribuicbes das frequéncias genotipicas e alélicas comparadas com a populago
mista da regido Sul do Brasil encontram-se na Tabela Il.

Para o sistema Rh, a ocorréncia do alelo RHD*01N.01 (fendtipo RhD negativo) foi
maior (36,65% vs 13,75%, P<0,0001), assim como para o gen6tipo RHCE*cc (48,21% vs
39,75%, P=0,0413) e RHCE*ee (79,68% vs 72,0%, P=0,0350) e os genotipos RHCE*Cc e
RHCE*Ee apresentaram frequéncias menores (31,07% vs 42,75%, P=0,0037 e 17,93% vs
25,75%, P=0,0263, respectivamente). As demais frequéncias génicas e alélicas para RHCE
foram semelhantes a esperada: RHCE*CC igual a 20,72% e RHCE*EE, 2,39%. As
frequéncias dos fenotipos deduzidos também foram avaliadas e diferengas significativas
foram observadas ao se comparar com uma populacdo de doadores de sangue do estado de
S#o Paulo, regi&o sudeste do Brasil'® (Tabela I11).

No sistema de grupo sanguineo eritrocitario Duffy, diferencas foram observadas entre
as frequéncias alélicas e genotipicas: alelos FY*01 (43,63% vs 36,5%, P=0,0123) e FY*02



31

(56,37% vs 63,5%, P=0,0123); e genotipo FY*01/FY*01 (19,52% vs 12,5%, P=0,0205). O
alelo FY*02N.01 (-67TC) apresentou frequéncia de 4,38% (vs 19,50%, P<0,0001).

Para os sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios Kell, Kidd e Diego, diferencas nas
frequéncias ndo foram observadas. No entanto, com relacdo ao sistema de grupo sanguineo
eritrocitario Diego, foi observada a presenca do alelo raro DI*01 em dez doadores de sangue
de repeticdo (2,2%) e, dentre estes, um doador apresentou o genoétipo DI*01/DI*01.

A deducdo do fendtipo a partir do genotipo também foi realizada para os sistemas de
grupos sanguineos eritrocitarios Duffy, Kell, Kidd e Diego e as frequéncias observadas estao
demonstradas na Tabela IV. A Tabela V relne a combinacdo de fendtipos deduzidos menos
frequentes na populacdo brasileira. Dentre estes se destacam os fendtipos K+k- e Di(a+b-)
encontrados em alguns individuos. Na Tabela V1 estdo representados os alelos raros para Rh,
Kell e Diego.

A fenotipagem eritrocitaria foi realizada para os sistemas de grupos sanguineos ABO,
Rh, Kell, Kidd, P1PK, Lewis, Lutheran, MNS e Duffy. A comparacédo da fenotipagem com a
genotipagem Rh, Kell, Kidd e Duffy apresentou discrepancias para Rh, Kidd e Duffy (Tabela
VII) entre 11 doadores de sangue, dos quais cinco eram do sexo feminino e seis do sexo
masculino. Quanto ao sistema Rh, discrepancias foram observadas para o gene RHCE*C/c em
cinco doadores e para o gene RHCE*E/e em trés doadores de sangue. Para o sistema de grupo
sanguineo eritrocitario Kidd e Duffy foram observadas duas e quatro discrepancias,
respectivamente.

Dois doadores de sangue fenotipados apresentaram teste de PAIl (Pesquisa de

Anticorpos Irregulares) positivo.

DISCUSSAO

A amostra deste estudo foi constituida por doadores de sangue de repeticdo que
espontaneamente procuraram o Hemonucleo de Francisco Beltrdo, regido Sudoeste do Estado
do Parana e, desta forma, este estudo ndo foi considerado um estudo populacional. Sendo
assim, critérios de exclusdo de amostras ndo foram definidos e aplicados, porém cada doador
foi analisado uma unica vez.

As caracteristicas demograficas dos individuos selecionados neste estudo foram
semelhantes as reportadas na literatura*’**%.
A populacéo brasileira apresenta grande diversidade étnica e no estado do Parana foi

classificada como sendo predominantemente de origem europeia (80,5%), com uma pequena,
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mas significativa, contribuicdo de africanos (12,5%) e amerindios (7,0%)%'. A populacéo
deste estudo foi constituida, em sua maioria, por individuos que se autodeclararam brancos
(88% vs 80,5%, P=0,0058); negros e pardos representaram 5% dos doadores de sangue de
repeticdo (vs 12,5%, P<0,0001). A regido sudoeste do Parand contou com a migracdo de
descendentes de italianos, alemaes e poloneses que habitavam as regides de Rio Grande do
Sul e Santa Catarina®, justificando a grande prevaléncia de caucasianos na regio.

Dentre os doadores de sangue de repeticdo, foi observada uma frequéncia alta de
individuos com o fenétipo deduzido Rh negativo (alelo RHD*01N.01, 36,65%) diferente do
esperado, ou seja, 12 a 18%%. Como foi observada diferenca para RHCE, além de RHD,
as frequéncias dos fendtipos deduzidos também foram diferentes do esperado: os fendtipos
deduzidos RgRo (Dccee) e RoR; (DCcee) apresentaram frequéncias menores que as
frequéncias observadas em outra populacdo brasileira caucasiana®® (2,79% vs 8,45%,
P=0,0036; e 19,92% vs 38,07%, P<0,0001, respectivamente), enquanto que os fenotipos
deduzidos rr (dccee) e r’r (dCcee) apresentaram frequéncias maiores (33,47% vs 10,40%,
P<0,0001; 2,79% vs 0,49%, P=0,0051, respectivamente). Este fato se deve ao estimulo aos
portadores de fen6tipos menos frequentes a se tornarem doadores fiéis e que se apresentem
com maior periodicidade & doagdo'?*. Entre 45-75% dos individuos Rh negativos tornam-se
aloimunizados quando expostos a hemécias Rh positivas®. O fenétipo Rh negativo para todos
os doadores foi originado de delecdo completa do gene RHD em ambos 0s cromosomos®. A
presenca de pseudogene (RHD*04N.01), comum em individuos de origem negra®’, ndo
foi detectada.

Com relacdo ao grupo sanguineo Duffy, a presenca da mutagdo -67T>C alerta a
adequada selecdo de bolsas de sangue, pois individuos fenotipados como Fy” negativos e que
apresentam a mutacdo -67C (alelo FY*02N.01) podem receber bolsas de sangue que
expressam o fendtipo Fy(b+). Segundo Tournemille et al.?® esta mutagdo ocorre na regi&o
promotora GATA-box do gene FY*02 e silencia a expressdo do antigeno nas hemacias mas
ndo em outros tecidos; € comum em negros e levam a resisténcia a malaria pois a
glicoproteina Duffy é um receptor ao Plasmodium. A menor frequéncia observada do alelo
FY*02N.01 na populacdo deste estudo foi relacionada a menor frequéncia de negros.

Em relacdo aos grupos sanguineos Kell, Kidd e Diego, diferencas ndo foram
observadas nas distribui¢cdes dos alelos e genotipos. No entanto, o alelo raro DI*01 foi
encontrado em dez doadores de sangue de repeticdo, dos quais um foi homizogoto, genétipo
DI*01/DI1*01.
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O alelo DI*01 (antigeno Di®) é encontrado em baixa frequéncia entre caucasianos
(0,01%) e ¢é mais frequente entre amerindios (35%) e populagdes orientais (5-15%), sendo
considerado um marcador para estudos antropolégicos®=>2. Como a frequéncia do genétipo
DI*02/DI1*02 é muito alta em nossa populagdo, ou seja, acima de 90%, o uso das bolsas de
sangue destes doadores que possuem o alelo DI*01 deve ser considerado com cautela, pois
incompatibilidade Di® pode causar reacdes hemoliticas transfusionais®. Aloanticorpos anti-
Di® ou anti-Di° sdo estaveis e persistentes e foram detectados ap6s 30 anos de histdrico de
sensibilizagao®".

Com relagdo a Kell, dois individuos homozigotos foram definidos (KEL*01.01/
KEL*01.01 ou K+k-). Os alelos KEL*02 e DI*02 estdo presentes em alta prevaléncia em
populacdes com predominancia caucasiana e sua auséncia caracteriza individuos portadores
de fendtipos raros. Os doadores de sangue que apresentaram os alelos KEL*01.01 e a DI*01,
principalmente em homozigose possuem genotipo raro e suas bolsas de sangue devem ser
consideradas com cautela para ndo serem transfundidas em pacientes que possuam 0s
antigenos de alta prevaléncia para estes sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios e sejam
sensibilizados.

A definicdo e o conhecimento da distribuicdo dos antigenos eritrocitarios em
diferentes populacdes se justificam, sobretudo, em populacdes miscigenadas como a
brasileira, pois eles variam com o grupo étnico e populacional. Muitos antigenos que
constituem fen6tipos raros ou de baixa frequéncia sdo imunogénicos e sdo responsaveis pela
aloimunizacdo. Os portadores de fendtipos raros sdo aqueles individuos que sdo negativos
para os antigenos de alta prevaléncia ou negativo para varios antigenos comuns na populacéo.
Como os fendtipos raros estdo relacionados com a etnia, alguns considerados como raro em
um pais pode ndo ser em outro (http://www.redcrossblood.org). O Brasil se destaca por ser
um pais multiétnico e contar com diferentes tipos de sangue raros, decorrente das
combinagBes de antigenos que podem ocorrer em cada individuo. Assim, é de grande
importancia que a identificacdo do antigeno Di® seja realizada como rotina nos bancos de
sangue, com o intuito de minimizar os riscos de aloimunizacdo nos receptores e para a
incluséo do fendtipo Di(a+b) em um banco de sangue de doadores raros.

A genotipagem tem se mostrado eficaz e com vantagens sobre a fenotipagem, pois
fornece meios para prever o fenotipo a partir do DNA gendmico com um elevado grau de
precisdo™® e substitui a fenotipagem onde os antisoros so raros e de alto custo, como o anti-

Di*™ que n&o esta presente nos reagentes sorolégicos utilizados nas rotinas dos bancos de



34

sangue. Porém ambas as técnicas devem ser realizadas para se determinar o fenétipo tanto de
doadores de sangue quanto de pacientes.

Algumas discrepancias foram observadas ao se comparar a fenotipagem com a
genotipagem. Duas das discrepancias que ocorreram para 0 sistema de grupo sanguineo
eritrocitario Duffy podem estar relacionadas a mutacdo 265C>T e 298G>A (alelo
FY*02W.01), responsavel pela expressdo muito baixa do antigeno Fy° na superficie das

heméacias®®

, 0 que pode resultar negativo nos testes soroldgicos.

Os anticorpos irregulares ocorrem em aproximadamente 0,3 a 2,0% da populagéo em
geral®”®. Nos doadores de repeticdo deste estudo, PAI positivo ocorreu em 0,8%. Este
resultado foi semelhante a de outro registro brasileiro, no qual foram avaliados 34138
doadores de sangue do Hemocentro Regional de Montes Claros, Minas Gerais, cuja
frequéncia de aloanticorpos foi de 0,16%° e de numa populacéo chinesa, cuja frequéncia de
foi de 0,28%". No entanto, quando comparado com uma populagdo indiana** PAI positivo foi
mais frequente em nossa populacédo (0,8% vs 0,05%, P=0,0021).

As frequéncias alélicas e genotipicas para 0s sistemas de grupos sanguineos
eritrocitarios Rh, Kell, Duffy, Kidd e Diego puderam ser determinadas a partir das técnicas de
genotipagem. A realizacdo da genotipagem em doadores pode contribuir para 0 aumento do
estoque de sangue fenotipado, aumentando assim a disponibilidade de sangue para o0s
pacientes politransfundidos e aloimunizados. Os resultados encontrados demonstraram ser de
grande importancia na seguranca transfusional, considerando, sobretudo, a identificacdo de
gendtipos e alelos raros. A selecdo de bolsas adequadas para pacientes multitransfundidos
podem ser direcionadas. Destaca-se a importancia da identificacdo dos antigenos Di® em

nossa populagéo.



35

Tabela | - Iniciadores utilizados para caracterizagdo molecular dos sistemas de grupos

sanguineos eritrocitarios Rh, Kell, Duffy, Kidd e Diego.

Reacéo Gene Primer Sequéncia
PCR-
Multiplex RHD Exon 7/for 5" AGC TCC ATC ATG GGC TAC AA 3
Exon 7/ver 5" ATT GCC GGC TCC GAC GGT ATC 3'
Intron 3/for 1 5' GGG TTG GGC TGG GTAAGC TCT 3'
Intron 4/ver 5'GAA CCT GCT CTG TGA AGT GCT 3'
RHCE*Cc Clfor 5'CAG GGC CACCACCAT TTG AA 3
Clver 5" GAA CAT GCC ACT TCACTC CAG 3'
c/for 5" TCG GCC AAG ATC TGACCG 3'
Clver 5 TGATGACCACCT TCCCAGG 3
PCR -AS RHD ¥ Intron 3/for 2 5'AAC CTG GGA GGC AAATGT T 3'

Exon 4 insert/rev  5' AAT AAA ACC CAG TAAGTT CATGTG G 3

PCR-RFLP RHCE*E/e CEl4 5'-GGC AAC AGA GCA AGAGTCCA -3
CEX5 5 -CTGATCTTCCTT TGG GGG TG -3'
KEL*01.01/KEL*02 KELS 5'-AAG CTT GGA GGC TGG CGC AT -3'
KELR 5'-CCT CACCTG GAT GACTGG TG -3'
FY*01/FY*02 FYAB1 5'-TCC CCC TCA ACT GAG AACTC -3'
FYAB2 5'-AAG GCT GAG CCATACCAG AC -3
Mutacdo -67T>C FYN1 5'-CAAGGCCAGTGACCCCCATA-3
FYN2 5'-CAT GGC ACCGTT TGG TTC AG -3'
JK*01/JK*02 JKABF 5'CCCACCCTCAGTTTCCTTCC3
JKABR 5'GCG CCATGAACATTGCTCCC3
DI*01/DI*02 EX18S 5 -TGG CGCATGCACTTATTCAC -3

EX18R 5 -TTC CTG AAG ATG AGC GGC AG -3
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Tabela Il - Frequéncias genotipicas e alélicas para os sistemas de grupo sanguineo Rh, Kell,
Duffy, Kidd e Diego em doadores de sangue da regido Sudoeste do Estado do Parana, Sul do
Brasil, comparadas com outra populacao do Sul do Brasil (N=251).

. Doadores de repeticao* Estudo populacional® Valores
Gendtipos e Alelos (%) petic n p((ypo) N dep
Sistema Rh
RHD*01 63,35 159 86,25 345 <0,0001
RHD*01N.01 36,65 92 13,75 55 <0,0001
RHD*04N.01 0 0 1 4
RHCE*CC 20,72 52 17,5 70
RHCE*cc 48,21 121 39,75 159 0,0413
RHCE*Cc 31,07 78 42,75 171 0,0037
RHCE*EE 2,39 6 2,25 9
RHCE*ee 79,68 200 72 288 0,0350
RHCE*Ee 17,93 45 25,75 103  0,0263
C 36,25 182 38,88 311
c 63,75 320 61,12 489
E 11,35 57 15,12 121
e 88,65 445 84,88 679
Sistema Duffy
FY*01/FY*01 19,52 49 12,5 50  0,0205
FY*01/FY*02 48,21 121 48 192
FY*02/FY*02 32,27 81 39,5 158
-67T/T 95,22 239 78 312 <0,0001
-67 C/IC 0,4 1 25 10
-67 TIC 4,38 1 19,5 78  <0,0001
FY*01 43,63 219 36,5 292 0,0123
FY*02 56,37 283 63,5 508 0,0123
-67T 97,41 441 87,75 702 0,0001
-67C 2,59 61 12,25 98  0,0001
Sistema Kell
KEL*01.01/KEL*01.01 0,8 2 0,25 1
KEL*01.01/KEL*02 7,17 18 5 20
KEL*02/KEL*02 92,03 231 94,75 379
KEL*01.01 4,38 22 2,75 22
KEL*02 95,62 480 97,25 778
Sistema Kidd
JK*01/JK*01 25,5 64 27,25 109
JK*01/JK*02 494 124 48 192
JK*02/IK*02 25,1 63 24,75 99
JK*01 50,2 252 51,25 410
JK*02 49,8 250 48,75 390
Sistema Diego
DI*01/DI*01 0,4 1 0 0
DI1*01/DI1*02 3,59 9 2,4 5
DI*02/D1*02 96,01 241 97,6 209
DI*01 2,2 11 1,17 5
DI*02 97,8 491 98,83 423

Populaco de doadores de sangue de repeticio da regi&o Sudoeste do Estado do Paran4;
%populagéo da regido norte/noroeste do Estado do Parana (N=400)".
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Tabela 11 - Fendtipos deduzidos para o sistema de grupo sanguineo Rh em doadores de
sangue de repeticdo da regido Sudoeste do Estado do Parana, Sul do Brasil (N=251).

Sistema Rh
Fenétipo deduzido  Fendtipo deduzido Doadores de Populacio Valores

(Fisher Race) (Winer) repeticéo’ (%) n Caucasoide® (%) n de P
Dccee RoRo 2,79 7 8,45 69 0,0036
DCcee RoR: 19,92 50 38,07 311 <0 0001
DccEe RoR, 9,96 25 14,2 116
DCCee RiR; 20,32 51 15,06 123
DCcEe RiR, 7,97 20 10,65 87
DccEE R:R, 1,99 5 2,45 20
DCCEE R,R, 0,4 1 0,24 2
decee r 33,47 84 10,4 85  <0,0001
dCcee rr 2,79 7 0,49 40,0051
dCCee rre 0,4 1 0 0

Populagio de doadores de sangue de repeticéo da regifo Sudoeste do Estado do Parana; *Populagéo de doadores de sangue caucasoides da
cidade de Sio Paulo (N=817)",

Tabela IV — Frequéncia dos gendtipos e fendtipos deduzidos para os sistemas de grupos
sanguineos eritrocitarios Duffy, Kell, Kidd e Diego (N=251).

- - . Frequéncia
Genotipo Fendtipo deduzido %) N
Sistema Duffy
FY*01/FY*01 Fy(a+b-) 19,52 49
FY*01/FY*02 Fy(atb+) 45,82 115
FY*02/FY*02 Fy(a-b+) 29,88 75
FY*01/FY*02N.01 Fy(a+b-) 2,39 6
FY*02/FY*02N.01 Fy(a-b+) 1,99 5
FY*02N.01/FY*02N.01 Fy(a-b-) 0,4 1
Sistema Kell
KEL*01.01/KEL*01.01 K+k- 0,8 2
KEL*01.01/KEL*02 K+k+ 7,17 18
KEL*02/KEL*02 K-k+ 92,03 231
Sistema Kidd
JK*01/JK*01 Jk(a+b-) 25,5 64
JK*01/JK*02 Jk(a+b+) 49,4 124
JK*02/JK*02 Jk(a-b+) 25,1 63
Sistema Diego
DI*01/DI*01 Di(a+b-) 0,4 1
DI*01/DI*02 Di(a+b+) 3,59 9

DI*02/DI1*02 Di(a-b+) 96,01 241




Tabela V — Frequéncia dos fenotipos estendidos deduzidos encontrados na
populacdo de doadores de sangue de repeticdo da regido Sudoeste do
Parana (N=40).

RH (Winer)  FY KEL K DI n '(:(;Oe)q“enc'a
re Fy(a-b+) K-k+ Jk(a-b+) Di(a-b+) 8 3,19
re Fy(a-b+) K-k+ Jk(a-b+) Di(atb+) 1 0,40
rr Fy(a-b+) K-k+ Jk(at+b-) Di(a-b+) 2 0,80
re Fy(a+b+) K-k+ Jk(a-b+) Di(atb+) 1 0,40
rr Fy(at+b+) K-k+ Jk(at+b-) Di(atb+) 1 0,40
rr Fy(at+b+) K+k- Jk(a+b+) Di(a-b+) 1 0,40
re Fy(ath-) K-k+ Jk(a-b+) Di(a-b+) 2 0,80
re Fy(a+b-) K-k+ Jk(at+b-) Di(a-b+) 4 1,59
RJR, Fy(a-b+) K-k+ Jk(a+b+) Di(a-b+) 1 0,40
R,R, Fy(a-b+) K-k+ Jk(a-b+) Di(a-b+) 1 0,40
R;R; Fy(a-b+) K-k+ Jk(a-b+) Di(a-b+) 3 1,20
R:R, Fy(a-b+) K-k+ Jk(a-b+) Di(a+b+) 1 0,40
RoR; Fy(a-b+) K-k+ Jk(a+b-) Di(at+b+) 1 0,40
RoR; Fy(a-b+) K-k+ Jk(a+b-) Di(a+b+) 1 0,40
R;R; Fy(a-b+) K-k+ Jk(a+b+) Di(at+b+) 1 0,40
RiR; Fy(a-b+) K-k+ Jk(a+b-) Di(a-b+) 3 1,20
R;R; Fy(a+b+) K-k+ Jk(a-b+)  Di(at+b+) 1 0,40
RiR; Fy(a+b+) K+k+ Jk(a-b+) Di(atb+) 1 0,40
RiR; Fy(a+b+) K-k+ Jk(a+b+) Di(ath-) 1 0,40
R:R, Fy(at+b+) K+k- Jk(a+b-) Di(a-b+) 1 0,40
R;R; Fy(a+b-) K-k+ Jk(a-b+) Di(a-b+) 3 1,20
R;R; Fy(a+b-) K-k+ Jk(atb-) Di(a-b+) 1 0,40

Tabela VI - Gendtipos raros e de baixa frequéncia e seus respectivos
fenotipos deduzidos para os sistemas de antigenos eritrocitarios Rh, Kell e
Diego(N=51).

Fendtipo Frequéncia

Genotipo deduzido n (%)

Rh
RHD*01N.01 RHCE*CC RHCE*ee rr 1 0,4
RHD*01N.01 RHCE*Cc RHCE*ee r'r 7 2,79
RHD*01 RHCE*Cc RHCE*EE  R,R, 1 0,4
RHD*01 RHCE*cc RHCE*EE RJR, 5 1,99
RHD*01 RHCE*cc RHCE*ee RoRg 7 2,79

Kell
KEL*01.01/KEL*01.01 K+k- 2 0,8
KEL*01.01/KEL*02 K+k+ 18 7,17

Diego

DI*01/D1*01 Di(a+b-) 1 0,4

DI*01/DI*02 Di(a+h+) 9 3,59
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Tabela VII — Discrepancias observadas entre a fenotipagem e a genotipagem para os sistemas

de grupos sanguineos eritrocitarios Rh, Kidd e Duffy.

Fenotipagem Genotipagem
Sistema Rh
Antigenos Cl/c
C c
4+ 4+ RHCE*CC
Neg 4+ RHCE*Cc
1+ 4+ RHCE*cc
4+ 4+ RHCE*cc
Neg Neg RHCE*cc
Antigenos E/e
E e
4+ Neg RHCE*Ee
2+ 4+ RHCE*ee
3+ 4+ RHCE*ee
Sistema Kidd
K IK°
Neg 4+ JK*01/JK*02
Neg 4+ JK*01/JK*02

Sistema Duffy

Fy* Fy"

4+ 4+ FY*02/FY*02
Neg 1+ FY*01/FY*02
3+ Neg FY*01/FY*02
2+ Neg FY*01/FY*02

Neg: Negativo para teste sorol4gico;
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3 CAPITULO 1l

3.1 CONCLUSOES

O estudo realizado em doadores voluntéarios de sangue de repeti¢do da regido sudoeste

do estado do Parana permitiram algumas conclusdes:

e As frequéncias alélicas e genotipicas para os sistemas de grupos sanguineos
eritrocitarios Rh, Kell Duffy, Kidd e Diego foram determinadas, demonstrando
confiabilidade e reprodutibilidade das técnicas de biologia molecular.

e A Genotipagem estendida nos doadores de repeticdo mostrou ser de grande
importancia na seguranga transfusional, considerando a identificacdo de
gendtipos e alelos raros, somadas a miscigenacdo racial brasileira.

e Os resultados obtidos demonstraram a possibilidade de um direcionamento

adequado na escolha de bolsas daquele hemonucleo.
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3.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Ainda ndo h& uma estimativa de quanto tempo levara e se havera possibilidades em
um futuro préximo para que a genotipagem faca parte dos procedimentos de rotina realizados
em todos os bancos de sangue juntamente com as técnicas de hemaglutinacdo, porém em
parceria com universidades e laboratérios dispostos a realizarem tal pesquisa, futuramente
bancos de doadores de repeticdo previamente genotipados poderdo existir com maior
frequéncia e auxiliar na pratica da transfusdo sanguinea, com a expectativa de reducdo da
aloimunizacdo em pacientes politrasnfundidos.

O conhecimento e a deteccdo dos antigenos eritrocitarios sao essenciais para a pratica
transfusional. A genotipagem molecular dos sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios
clinicamente significantes para doadores de sangue se apresenta como uma importante
ferramenta para essa pratica, pois sua realizacdo em conjunto com hemaglutinacdo muda a
gama de possibilidades nos procedimentos transfusionais aumentando assim a seguranca dos
pacientes transfundidos e atuando principalmente para o direcionamento de bolsas de sangue
para pacientes que apresentem fendtipos raros.



