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RESUMO

A identificacdo dos antigenos eritrocitarios € necessaria na prética transfusional. As
limitacbes das técnicas soroldgicas para fenotipagem foram ultrapassadas com uso
da genotipagem para identificacdo de alelos variantes nos genes correspondentes a
expressdo dos antigenos eritrocitarios. Visando o aumento da seguranca
transfusional dos pacientes, o Ministério da Saude estruturou o servico de
genotipagem eritrocitaria em diferentes regiées do Brasil para fomentar o cadastro
nacional de sangues raros. Os objetivos deste estudo foram descrever a frequéncia
alélica dos sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, Lutheran, Dombrock, Landsteiner-
Wiener, Diego, Colton e Sciana; detectar gendtipos raros entre os doadores de
sangue do Estado do Amazonas; e identificar as frequéncias genotipicas que
caracterizem os doadores atendidos na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). Foram analisadas as frequéncias alélicas e
genotipicas para os sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, Lutheran, Dombrock,
Landsteiner-Wiener, Diego, Colton e Sciana pelo método MicroArray, o qual detecta
24 polimorfismos (SNPs) associados a 38 antigenos eritrocitarios e variantes
fenotipicas em um Unico teste de PCR Multiplex, por meio de sondas em chips. Para
genotipagem RHCE foi observada uma frequéncia de 0,103 a possiveis fenotipos
VS+V+ e 0,009 a VS+V- e que podem estar relacionados a antigenos parciais “c”
parcial e “e” parcial. Foram encontrados os genétipos raros para 0s genotipos
DI*01/DI*01 (0,002), gendétipos de baixa frequéncia populacional e importante
relevancia transfusional, KEL*06/KEL*06 (0,001), LU*01/LU*01 (0,001) e para
SC*02/ SC*02 (0,002). As frequéncias genotipicas RHCE*C/C (0,296), RHCE*C/c
(0,248), RHCE*E/E (0,086), FY*A/FY*A (0,299), JK*B/JK*B (0,295) e DI*01/DI*02
(0,096) foram diferentes das genotipagens realizadas em outros Estados do Brasil,
sendo caracterizadas como um diferencial em relacdo a frequéncia genotipica de

individuos na regido Amazonica.

Palavras-chave: Genotipagem; Genotipos variantes; Antigenos eritrocitarios;
Polimorfismo



ABSTRACT

The identification of erythrocyte antigens is necessary in transfusion practice. The
limitations of serological techniques for phenotyping have been overcome with the
use of genotyping to identify variant alleles in genes corresponding to expression of
erythrocyte antigens. Aiming at increasing transfusion safety of patients, the Ministry
of Health has structured the erythrocyte genotyping service in different regions of
Brazil to foster the national registry of rare bloods. The objectives of this study were
to describe the allelic frequency of the Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, Lutheran,
Dombrock, Landsteiner-Wiener, Diego, Colton, and Sciana systems; to detect rare
genotypes among blood donors in the State of Amazonas; and to identify the
genotype frequencies that characterize the donors seen at the Amazonas Hospital
Foundation for Hematology and Hemotherapy (HEMOAM). The allelic and genotypic
frequencies for Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, Lutheran, Dombrock, Landsteiner-
Wiener, Diego, Colton and Sciana systems were analyzed by the MicroArray method,
which detects 24 polymorphisms (SNPs) associated with 38 erythrocyte antigens and
phenotypic variants in a single Multiplex PCR test, by means of on-chip probes. For
RHCE genotyping a frequency of 0.103 was observed for possible VS+V+ and 0.009
for VS+V- phenotypes and that may be related to partial "c" and partial "e" antigens.
Rare genotypes were found for DI*01/DI*01 (0.002), genotypes of low population
frequency and important transfusion relevance, KEL*06/KEL*06 (0.001),
LU*01/LU*01 (0.001) and for SC*02/SC*02 (0.002). The genotype frequencies
RHCE*C/C (0.296), RHCE*C/c (0.248), RHCE*E/E (0.086), FY*A/FY*A (0.299),
JK*B/JK*B (0.295) and DI*01/DI*02 (0.096) were different from genotyping performed
in other states of Brazil and are characterized as a differential in relation to the

genotype frequency of individuals in the Amazon region.

Keywords: Genotyping; Variant genotypes; Erythrocyte antigens; Polymorphism
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1. INTRODUCAO

Os eritrécitos possuem uma camada dupla de fosfolipideos na qual estdo
presentes proteinas, glicoproteinas e glicolipideos, distribuidos na parte externa,
interna e transmembranar, nas quais existem sequéncias de aminoacidos que

compdem os antigenos de sistemas de grupos sanguineos (GASPARDI, 2016).

Os antigenos eritrocitarios sao resultados de expressfes de sequéncias
génicas e tém como caracteristica apresentar sequéncias especificas de
aminoacidos que constituem uma proteina, podendo estar associadas a carboidratos
ou a lipidios da membrana eritrocitaria. Tanto os antigenos eritrocitarios como 0s
plaquetarios, em sua maioria, sdo bialélicos, constituidos por pares antitéticos,
diferindo-se de seu par antitético por um polimorfismo de Unico nucleotideo
missense, termo que provém do inglés single-nucleotide polymorphism (SNP), e que

pode variar em diferentes populacdes (MENEGATI, 2019).

O primeiro sistema de grupo sanguineo a ser descrito foi o sistema ABO
(ISBTO1), em 1900, por Karl Landsteiner e colaboradores. O sistema Rh foi
descoberto em 1939 por Levine e Stetson, devido um caso de Doenga Hemolitica
Perinatal (DHPN), sendo o mais complexo dos sistemas eritrocitarios e o segundo
mais importante na medicina transfusional, depois do sistema ABO (DANIELS,

2013).

Atualmente ha 360 antigenos eritrocitarios distribuidos em 45 sistemas de
grupos sanguineos. Dentre estes, 0s mais importantes clinicamente séo os sistemas
ABO e Rh (ISBT04) devido a alta antigenicidade que os carboidratos das
glicoproteinas ABO e a alta imunogenicidade da proteina Rh possuem no sistema
imune e o risco elevado de reacdes hemoliticas em transfusbes sanguineas

(GASSNER et al., 2022).
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O sistema ABO é o0 Unico sistema de grupo sanguineo que tem como
caracteristica a producdo de anticorpos regulares dirigidos aos antigenos ABO nao
presentes no fenoétipo do individuo. Isso € devido & uma reacdo cruzada de
reconhecimento de acucares presentes em bactérias da microbiota intestinal e que
estimulam a producéo de anticorpos que tém reacao cruzada com a glicoproteinas

ABO (DANIELS, 2013).

Os critérios para registrar um sistema de grupo sanguineo incluem a
caracteristica genética associada ao controle de um Unico gene ou por genes
homologos contiguos, apresentando diferentes antigenos dentro de um sistema que
sdo produtos por formas variantes de um gene. Todos os antigenos de grupos
sanguineos devem ser definidos sorologicamente por um anticorpo formado por

aloimunizagéo, decorrente da auséncia deste antigeno (GASSNER, 2022).

Entre os 45 sistemas de grupos sanguineos descritos até o momento, 0s com
maior importancia clinica séo os sistemas Rh, KEL, Kidd, Duffy e MNS, devido a sua
imunogenicidade proveniente pela sua composi¢cao bioquimica, visto que antigenos
constituidos por polipeptideos, possuem maior importancia clinica em relacdo a

antigenos como glicoforinas ou lipoproteinas (OSMAN, 2017).

A identificacdo dos antigenos eritrocitarios € necessaria na pratica
transfusional, pois o desenvolvimento de aloanticorpos ap0s exposicdo a antigenos
eritrocitarios nédo-proprios, através de transfusdes sanguineas, gestacdes e
transplantes de oOrgaos/tecidos ou enxertos, pode se tornar um grande problema
clinico, principalmente nos casos de pacientes que precisam realizar transfusdes
rotineiras, como 0s pacientes com hemoglobinopatias como anemia falciforme,
talassemias ou pacientes oncolégicos, a fim de evitar um quadro hemolitico de

reacao transfusional (ALVES, 2016; COSTA, 2016).

Atualmente, a identificacdo dos antigenos é realizada de forma difundida por

fenotipagem eritrocitaria utilizando anticorpos comerciais para fins diagnoésticos. Esta
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metodologia € amplamente utilizada nos procedimentos diagndsticos e pré-
transfusionais, considerada como padr&o ouro pois requer pPoOUCOS recursos
metodoldgicos, apresentando excelente sensibilidade e especificidade, sendo
utilizada por diversos servicos hemoterapicos, porém apresenta limitacdes pela
disponibilidade de anticorpos comerciais disponiveis diante das variacdes alélicas
nos genes correspondentes a expressdo dos antigenos eritrocitarios, principalmente

no que se refere aqueles de relevancia clinica (FUNG, 2017).

As limitacdes das metodologias sorologicas para a determinacéo de diversos
antigenos simultaneamente sdo decorrentes da disponibilidade de antissoros raros e
reagentes de alto custo. Além disso, a pesquisa de alguns antigenos nao € possivel
pela indisponibilidade de antissoros comerciais ou pela interferéncia em fenotipar
corretamente um paciente recentemente transfundido devido a presenca de

hemacias do doador na sua circulacdo (WESTHOFF, 2019).

A genotipagem eritrocitaria, em contrapartida, oferece diferenciais para a
medicina transfusional pois permite predizer o perfil antigénico de doadores de
sangue em varios sistemas de grupos sanguineos, inclusive em sistemas que sO
possuem a biologia molecular como mecanismo de identificacdo. Além disso,
possibilita estimar qual a fenotipagem de pacientes submetidos a transfusées
sanguineas recentes e pacientes com teste direto de antiglobulina positivo (TAD+), o
qual apresenta aloanticorpos ou autoanticorpos adsorvidos a membrana eritrocitaria
e que interferem na fenotipagem realizada por uso de soros comerciais (DANIELS,

2013).

O risco associado a aloimunizacgéo torna-se ainda mais alto quando pacientes
apresentam no soro anticorpos contra antigenos de alta frequéncia populacional ou,
ainda, a combinacdo de multiplos anticorpos de diferentes especificidades. O
atendimento a demanda transfusional desses pacientes representa um grande
desafio para os servicos de hemoterapia, visto que o suporte depende da

disponibilidade de unidades de concentrados de hemécias de doadores com
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fendtipos raros de grupos sanguineos. O conceito de sangue raro € definido quando
uma frequéncia populacional do fenétipo em questdo encontra-se em uma propor¢ao

inferior a 1:1000 pessoas (BRASIL, 2022).

Além disso, um fendtipo pode ser considerado raro, também, pela auséncia
de um antigeno de alta frequéncia populacional e que esta presente em mais de
90% da populacéo. Adicionalmente, quando ha a auséncia da expressao de varios
antigenos de um mesmo sistema ou de sistemas de grupos sanguineos diferentes

(CASTILHO, 2016; ISBT, 2022; BRASIL, 2022)

O Ministério da Saude, através da Coordenacdo-Geral de Sangue e
Hemoderivados, instituiu um projeto visando a criacdo do Cadastro Nacional de
Sangues Raros, motivado pela realizacdo da Copa das Confederacdes de futebol
em 2013 e a Copa do mundo de futebol em 2014, assim como outros possiveis
grandes eventos. A partir de entdo, ocorreu a estruturacdo de quatro hemocentros
no Brasil, sendo o HEMOAM, o HEMOSC, o HEMORIO e a UNICAMP para a
realizacdo de genotipagem eritrocitaria a fim de alimentar a o Cadastro Nacional de
Sangues Raros, atualmente gerenciado pelo Hemocentro de Campinas (CASTILHO,

2016).

Como visto, a biologia molecular pode ser uma alternativa importante para
superar as limitacbes das técnicas soroldgicas para a determinacdo do perfil
antigénico dos pacientes, sendo, portanto, de fundamental importancia a realizacéo
de estudos que possam contribuir com o aumento da seguranca transfusional dos
pacientes politransfundidos, com a identificacdo de novos alelos na populacdo e
determinar as frequéncias genotipicas nas diferentes regides do Brasil (BIANCHI,

2015; GUZ, 2019).

A populacdo brasileira € de origem étnica bastante heterogénea. Esta
diversidade populacional também esta distribuida de forma desproporcional dentro

um pais de area geografica tdo extensa. Além da populacdo nativa como 0s
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indigenas, o Brasil recebeu muitos imigrantes de regides como Portugal, Italia,
Espanha, Alemanha, Japdo e Oriente Médio. Entre os séculos 16 e 18, recebeu em
decorréncia do trafico de escravos do século em torno de 4 milhdes de africanos,
principalmente de Angola, Congo e Mocambique, que se difundiram em quase todas

as regides do pais (BRASIL, 2022).

Portanto, diante das limitacdes das técnicas sorolégicas para fenotipagem,
seja por limitagdo da disponibilidades de soros comerciais para este fim, como pela
interferéncia de reacdes de hemaglutinacdo em pacientes com anticorpos irregulares
presentes no soro, faz-se necessario o uso da técnica de genotipagem para
predicdo antigénica dos individuos para compreender a disponibilidade de
hemocomponentes que possam ser utilizados em medicina transfusional com
seguranca a nivel de compatibilidade sanguinea entre doador e receptor a fim de

diminuir os riscos de reac¢des transfusionais agudas e/ou tardias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.SISTEMAS DE GRUPOS SANGUINEOS ERITROCITARIOS

Os sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios sao caracterizados por
antigenos da membrana do eritrécito, com caracteristicas funcionais e polimérficas
especificas (Figura 1). Atualmente estdo descritos 360 antigenos eritrocitarios,
sendo 326, distribuidos em 45 sistemas (Tabela 1), reconhecidos pela Sociedade
Internacional de Transfusdo Sanguinea - ISBT. Alguns antigenos de globulos
vermelhos ndo pertencem a um sistema de grupo sanguineo porque suas bases
moleculares ndo foram definidas. O ISBT consolida esses antigenos em cole¢des ou
séries. Existem duas séries de antigenos denominadas séries 700 e 901 (Tabela 2 e
3) que representam antigenos com prevaléncia na populacédo de estudo, inferior a

1% ou superior a 90%, respectivamente (STORRY et al, 2019; ISBT, 2022).

GPA/GPB (MNS)
GPCIGPD (GE)
CD239 (LU)
ICAM-4 (LW)
ERMAP (SC) AChE (YT)
et =
CD99 (XG)
CD147 (OK) Banda 3 (DI) ;?;Sé%"g;’
CD35 (KN) RhD/RhCE (RH)
SIMPA(VEL RhAG (RHAG)
(VEL) CD238 (KEL) S NH,
COOH AQP-1 (CO)
AGP-3 (GIL)
BARC oY) CD151 (RAPH)
ABCG2 (JR)
ABCBS (LAN)
Augustine (AUG) @
0000
coonj NH coo ‘NH,  COOW
Passagem : 5
: el Pas'ss_agem Pas:sa.gens Ligados a GPI
o1 (1) unica unica miuiltiplas

Tipo | Tipo Il

Figura 1. Modelo de membrana: insercdo dos antigenos de grupos sanguineos carboidratos;
proteinas de passagem Unica tipos | e Il; proteinas de passagens multiplas e glicoproteinas
ancoradas & membrana através da molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI).

Fonte: Adaptado de Castilho, Pellegrino Jr e Reid, 2015.
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Cada sistema eritrocitario possui um Unico gene ou um conjunto de dois ou
trés genes proximos e homélogos. Até 0 momento, os 45 sistemas sdo produtos de

um total de 50 genes (ISBT, 2023).



Tabela 1, Nomes dos sistemas e caracteristicas genéticas e antigénicas dos Sistemas de grupos sanguineos.

NO

001

002

003
004
005
006
007
008
009
010
011

012

013
014
015

Nome do
Sistema

ABO
MNS

P1PK
Rh
Lutheran
Kell
Lewis
Duffy
Kidd
Diego

Yt

Xg

Scianna
Dombrock

Colton

Simbolo do
Sistema

ABO

MNS

P1PK
RH
LU
KEL
LE
FY
JK

DI

YT

XG

SC
DO
CO

Nome do
Gene

ABO

GYPA,
GYPB,
(GYPE)

A4AGALT
RHD, RHCE
BCAM

KEL

FUT3
ACKR1
SLC14A1
SLC4Al
ACHE

XG, CD99

ERMAP
ART4
AQP1

Referéncia .
Genbmica '\Al\li]rt?gé?]gse
do Locus
792 4
793; 794 50
795 3
796; 797 56
798 28
799 38
800
801
802
803 23
804 6
805; 1023 2
806 9
807 10
808 4

Localizacdo
Cromossomal

9g34.2
4931.21

22q13.2
1p36.11
19913.2
7933
19p13.3
1921-922
18q11-q12
17921.31
7922

Xp22.32

1p34.2
12p13-p12
7pl4

N° do Cluster
of
Diferentiation

CD235a
CD235b

CD77
CD240
CD239
CD238
CD234

CD233

CD99t

CD297
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Nome

Referéncia N° do Cluster

o Simbolodo  Nome do Al Numero de Localizagéo
N do . Genbmica . of
Sistema Gene Antigenos Cromossomal . _
do Locus Diferentiation
Sistema
016  Landsteiner- LW ICAM4 809 4 19p13.2 CD242
Wiener
017 Chido/Rodgers CH/RG C4A, C4B 137; 138 9 6p21.3
018 H H FUTL1; FUT2 810; 811 1 19913.33 CD173
019 Kx XK XK 812 1 Xp21.1
020  Gerbich GE GYPC 813 13 2914-g21 CD236
021 Cromer CROM CD55 127 20 1932 CD55
022 Knops KN CR1 814 13 1g932.2 CD35
023 Indian IN CD44 815 6 11p13 CD44
024 Ok OK BSG 816 3 19p13.3 CD147
025 Raph RAPH CD151 817 1 11p15.5 CD151
026  John Milton Hagen JMH SEMATA 818 8 15922.3-923 CD108
027 | I GCNT2 819 1 6p24.2
028  Globoside GLOB B3GALNT1 820 3 3925
029 Gill GIL AQP3 821 1 9p13

030 Rh-associated RHAG RHAG 822 6 6p12.3 CD241
glycoprotein

031 FORS FORS GBGT1 826 1 9934.13-934.3
032 JR JR ABCG2 823 1 4022.1 CD338
033 LAN LAN ABCB6 824 1 2036



NO

034
035

036
037
038
039
040
041
042
043
044
045

Nome

do

Sistema

Vel
CD59

Augustine
Kanno
SID

CTL2
PEL

MAM
EMM
ABCC1
Er

CD36

Simbolo do
Sistema

VEL
CD59

AUG
KANNO
SID
CTL2
PEL
MAM
EMM
ABCC1
ER
CD36

Nome do
Gene

SMIM1
CD59

SLC29A1
PRNP
B4GALNT2
SLC44A2
ABCC4
EMP3
PIGG
ABCC1
PIEZO1
CD36

Referéncia
Genbdbmica

do Locus

827
41
1027

1183

1137

NUmero de
Antigenos

G P P R RPN R P DR R

1

Localizacéo

Cromossomal

1p36.32
11p13
6p21.1
20p13
17921.32
19p13.2
13932.1
19q13.33
4p16.3
16p13.11
16q24.3
7g21.11

23

N° do Cluster
of
Diferentiation

CD59

CD36

*Conforme definido pelo Comité de Nomenclatura Genética HUGO http://www.genenames.org/. () nenhum produto genético nas
hemacias normais.
Fonte: ISBT, 2023.
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Todos os antigenos de grupos sanguineos descritos até 0 momento séao
herdados pela heranca autossémica dominante, com excecao dos sistemas XK
e XG, que sdo codificados pelo cromossomo X. Sua grande diversidade €&
originada a partir de mudancas ao nivel genético que variam desde
polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNP) a trocas génicas, inversoes,
delecdes, insercdes, splicing alternativo, dentre outros mecanismos

(WESTHOFF, 2019).

Embora o mecanismo de heranca genética seja simples, a prevaléncia
dos antigenos de grupos sanguineos pode variar entre diferentes populacdes.
Este entendimento tem provado ser Util no rastreamento dos padrbes de
imigracdo de diferentes grupos étnicos ao longo do tempo. O conhecimento da
distribuicdo dos antigenos de grupos sanguineos entre um grupo étnico e outro
€ importante também na busca de sangue fenotipo compativel entre pacientes
e doadores de sangue, em especial, fenétipos raros ou variantes Rh que séo

predominantes em determinadas populag¢des (DANIELS, 2013).

A obtencéo de sangue pode ser dificil ou até mesmo impossivel para
transfusGes compativeis a pacientes com multiplos anticorpos. A demora em se
encontrar unidades compativeis ou mesmo a incapacidade técnica de
assegurar uma transfusdo segura pode trazer consequéncias graves
decorrente das reagdes hemoliticas transfusionais implicando na mortalidade
do paciente (MENEGATI, 2019).

Em relacdo a frequéncia, os anticorpos mais implicados em reacdes
hemoliticas transfusionais sédo os dirigidos contra antigenos dos sistemas Rh,
Kell, Duffy, Kidd e MNS. Por outro lado, ha aloanticorpos clinicamente
importantes desenvolvidos contra outros antigenos eritrocitarios e que ocorrem
em menos que 1% da populagédo, como por exemplo nos sistemas Lutheran,
Dombrock, Landsteiner-Wiener, Colton, Sciana e Diego. O significado clinico

dos anticorpos antieritrocitarios, depende da incidéncia do antigeno (que pode
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variar em diferentes origens étnicas), da sua imunogenicidade e de situagdes

clinicas especificas (RIBEIRO, 2009; BIANCHI, 2015).

2.2.SISTEMA Rh

O Sistema Rh (ISBT 004) é o segundo mais importante dos 43 sistemas
de grupos sanguineos descritos até o0 momento, constituido por 56 antigenos
presentes nas proteinas RhD e RhCE, apresentando peso molecular de 30kD

(DANIELS, 2013).

Sua relevancia na medicina transfusional estd associada a alta
imunogenicidade, de aproximadamente 80% de chance de aloimunizacao,
quando um individuo € exposto a um antigeno Rh n&o-préprio, normalmente
decorrente de uma variacdo alélica em genes responsaveis pelos epitopos

associados a esses antigenos (LUO et al., 2017).

As proteinas a RhD e a RhCE sao codificadas pelos genes RHD e
RHCE, localizados nas posi¢cdes do cromossomo 1p36. Ambos os genes RHD
e RHCE englobam dez éxons, com estrutura altamente homologa, porém em
orientacao oposta: 5-RHD-3'-3'-RHCE-5' (Figura 2 e 3). Além do antigeno RhD
h& outros 55 antigenos no sistema Rh, entre os quais observa-se com alta
imunogenicidade os antigenos C (RH2), E (RH3), ¢ (RH4), e e (RH5). Os
antigenos do Sistema Rh estdo expressos na superficie eritrocitaria, em uma
regido conhecida como complexo Rh, onde encontram-se também as proteinas

RhAG, Banda 3, GPA, GPB, LW e CD47 (MOTA et al., 2012).
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Figura 2. Organizacao dos genes RHD e RHCE.
Fonte: Daniels, 2013.
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Fonte: Adaptado de Daniels, 2013.

Figura 3. Modelo dos polipeptideos RhD e RhCE na membrana mostrando as regifes
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2.3.SISTEMA KELL

O sistema Kell (ISBT 006) € altamente polimorfico possuindo 38
antigenos. Existem sete conjuntos de antigenos no sistema Kell com relacdes
alélicas: K e k; Kp?, Kp° e Kp¢; Js? e JsP; K11 e K17 (Wk?); KEL14 e KEL24;
KEL25 e KEL28; KEL31 e KEL38. O gene KEL esta localizado no cromossomo
7933, possui 19 éxons, com tamanho aproximado de 21,5 Kb (DANIELS, 2013;
MATTEOCCI, PIERELLI, 2014).

Os antigenos do sistema constituem uma glicoproteina de membrana
tipo Il de 93 KDa, com um dominio N-terminal intracelular e um amplo dominio
C-terminal extracelular, a qual contém uma sequéncia de consenso de
pentapeptideos cataliticos de ligacdo ao zinco. A glicoproteina esta
covalentemente ligada a outra proteina, denominada XK, através de uma ponte

Unica de ions dissulfeto (ALVES, 2016).

Kk UP

Zinc
Linker to N-terminus
Figura 4. Modelo da glicoproteina Kell, com os dominios altamente conservados em verde e 0s
dominios variaveis na porcédo distal em azul. A regido de linker é o sitio de ligacdo ao dominio

transmembrana.
Fonte: Daniels, 2013.
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Depois dos sistemas ABO e Rh, o sistema Kell € considerado o mais
importante em transfusfes, visto que alguns de seus antigenos (como o K)
apresentam elevada imunogenicidade e o0s aloanticorpos possivelmente
gerados podem causar rea¢fes hemoliticas graves, podendo levar a ébito. Os
anticorpos anti-K pertencem a classe IgG e fixam complemento. J& o anticorpo
anti-k esta envolvido tanto em reacdes transfusionais hemoliticas quanto em

DHPN (DANIELS, 2013; CASTILHO; PELLEGRINO JUNIOR; REID, 2015).

2.4.SISTEMA KIDD

O sistema de grupo sanguineo Kidd (ISBT 009) é representado por 3
antigenos, sendo Jk2 e JkP, polimoérficos e o antigeno Jk3, de alta frequéncia na
populacdo. Esses antigenos sao codificados pelo cromossomo 18g11-q12 pelo
gendtipo JK (genes SLC14A1, HUT11A), composto por 11 éxons e 30 kpb de
gDNA, onde os éxons de 4 a 11 codificam a proteina completa. O produto
desse gene € uma glicoproteina de multipassagem com 389 aminoéacidos que

atravessam a membrana eritrocitaria 10 vezes (Figura 5).

JkJKkP
280

COOH
NH 2

Figura 5. Representacdo da glicoproteina Kidd mostrando os dominios que abrangem a
membrana, terminais N- e C- citoplasméticos, um Unico N - glicano no terceiro loop extracelular
em Asn211 e posi¢céo do polimorfismo Jka/Jkb no quarto alca extracelular.

Fonte: Adaptado de DANIELS, 2013.
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O polimorfismo existente entre os antigenos Jk? e JkP consiste na
alteracdo de um unico nucleotideo na posicdo 838G>A do éxon 9. Existem,
ainda, dele¢bes, mutacédo do tipo missense e nonsense que podem levar ao
fendtipo null. Os anticorpos desenvolvidos contra os antigenos do sistema Kidd
sdo extremamente hemoliticos devido a resposta imune da classe IgG1 e IgG3,
com capazes de ativar o sistema complemento (BIANCHI et al., 2015; COSTA,

2016).

2.5.SISTEMA MNS

O sistema de grupo sanguineo MNS (ISBT 002) consiste em 50
antigenos, sendo 37 de baixa frequéncia, 9 de alta frequéncia e 4 polimorficos:
M, N, S e s. Esses antigenos sao codificados por dois genes homdélogos com
95% de correspondéncia, localizados no cromossomo 4g31.21, expressos na
Glicoforina A (GPA), codificada pelo gene GYPA composto por 7 éxons
distribuidos em 60 kpb de gDNA, e na Glicoforina B (GPB), codificada pelo
gene GYPB composto por 6 éxons (sendo um pseudoéxon) distribuidos em 58
kpb de gDNA. Existe outro gene codificador, 0 GYPE, embora n&o codifique um
produto na membrana dos eritrocitos, esta envolvido em rearranjos, resultando

em alelos variantes (GASSNER, 2022; ISTB, 2019; DANIELS, 2013).



30

(o

Figura 6. Representacdo diagramética da Glicoforina A (GPA) e Glicoforina B (GPB), e sua
disposi¢cdo na membrana eritrocitaria, demonstrando a posicao dos polimorfismos de M/N na
posicéo 1 e 5 da GPA e dos polimorfismos na posicéo 29 de S/s da GPB.

Fonte: Adaptado de Daniels, 2013.

O sistema MNS € o mais complexo apés o Rh, sendo os antigenos M, N,
S, s e U, extremamente polimérficos, e a frequéncia variada de acordo com a
populacdo. O fendtipo S-s-U- é causado pela delecdo do éxon 2-6 do gene
GYPB nao havendo sua expressdo no eritrécito. JA4 o fenétipo S-s-U+var é
caracterizado pela expressdo enfraquecida do antigeno U e auséncia do
antigeno S, na membrana dos eritrocitos, causadas por duas mutacdes no
gene GYPB, designadas de GYPB.P2 e GYPB.NY (BIANCHI et al.,, 2015;
DANIELS, 2013).

A mutacédo P2 é caracterizada por uma alteracdo C>G na extremidade 3’
do éxon 5 do gene GYPB, no sitio aceptor de splicing e uma alteragcdo G>T na
posicdo +5 do intron 5. Por isso, também é conhecida como plus5intron5,

afetando o sitio doador de splicing. Essas muta¢des acarretam um salto do
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éxon 5 no momento do splicing e, consequentemente, mudam o quadro de
leitura aberta no GYPB mRNA, levando ao silenciamento de um alelo S do
gene GYPB. A mutacdo GYPB.NY é resultado do SNP 208G>T e 230C>T no
éxon 5 do gene GYPB, resultando em um salto parcial do éxon, acarretando a
auséncia do antigeno S na membrana eritrocitaria (REID, LOMAS-FRANCIS,
OLSSON, 2012; RIBEIRO, 2009).

Os antigenos M e N estdo presentes na GPA e raramente estao
envolvidos em reacfes hemoliticas; assim sendo, na maior parte das vezes,
nao apresenta importancia clinica transfusional. Os antigenos S, s e U, por sua
vez, estdo presentes na GPB e estdo implicados com reacdo hemolitica
transfusional devido a presenca de anticorpos da classe IgG, tornando-se

importante na investigacao imuno-hematolégica (DANIELS, 2013).

2.6.SISTEMA LUTHERAN

O sistema de grupo sanguineo Lutheran (ISBT 005) consiste em 28
antigenos, sendo 2 de baixa frequéncia e 21 de alta frequéncia. Os antigenos
polimoérficos desse sistema sdo: Lu?, Au? e AuP. Tais antigenos séo codificados
pelo cromossomo 19q913.2, composto por 15 éxons distribuidos
aproximadamente em 12kpb de gDNA. Os antigenos do sistema Lutheran
estdo expressos em uma glicoproteina de Unica passagem do Tipo |, composta
por 597 aminoacidos, e na proteina B-CAM composta por 557 aminodcidos,

devido ao splicing alternativo no éxon 13.

Os antigenos relacionados com aloimunizagédo séao principalmente o Lu?
e Lu®, com capacidade de desenvolver resposta imune com a produgdo de
anticorpos de classe IgG levando a reacdes hemoliticas brandas e tardias

(DANIELS, 2013).
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2.7.SISTEMA DOMBROCK

O sistema de grupo sanguineo Dombrock (ISBT 014) consiste em 10
antigenos, sendo dois pares antitéticos Do* e DoP e 8 antigenos de alta
frequéncia (Gy?, Hy, Jo?, DOYA, DOMR, DOLG, DOLC, DODE). A expressao
dos antigenos Do? e DoP é dependente dos antigenos de alta frequéncia. Tais
antigenos sdo codificados pelo cromossomo 12pl2 composto por 3 éxons
distribuidos em 14 kpb de gDNA e esses sao expressos em uma glicoproteina

de 253 ou 240 aminoacidos ligados GPI.

Os antigenos Dombrock sdo produtos da expressdo do genétipo DO e
estdo localizados em uma glicoproteina que faz parte da familia das ADP-
ribosiltransferases, localizada tanto em eritrécitos quanto em células de outros

tecidos, como ovarios, intestino e figado (BRASIL, 2022).

Sdo antigenos de baixa imunogenicidade envolvidos em reacdes
transfusionais de medianas em relacao a gravidade e assim como em DHPN.A
frequéncia varia conforme a distribuicho e origem étnica-populacional

(LANGER et al., 2019).

Embora ndo sejam anticorpos comuns, muitos exemplos de anti-Do? e
anti-Do® sdo conhecidos. Estes anticorpos geralmente ocorrem em soros
contendo outros aloanticorpos eritrocitarios. Também tém sido responsaveis
por reac6es hemoliticas transfusionais agudas e tardias, requerendo eritrocitos
negativos para antigenos devem ser selecionados para transfusdo (REID,

LOMAS-FRANCIS, OLSSON, 2012; BIANCHI, 2015).
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2.8.SISTEMA LANDSTEINER-WIENER

O sistema Landsteiner-Wiener (ISBT0016) consiste em 4 antigenos,
sendo LW?3, LWP , LW2 e LWEM. A glicoproteina LW (ICAM-4 e CD242), do
sistema de grupo sanguineo Landsteiner-Wiener (ISBT 016), € produto do gene
ICAM4. Este gene € constituido por 3 éxons o qual € localizado no

cromossomo 19p13.2.

Os antigenos LW?2, LWP, LWa e LWEM s&o considerados de alta e baixa
frequéncia populacional, respectivamente (DANIELS, 2013; SRIVASTAVA,
ALMARRY, FLEGEL, 2014).

Esta glicoproteina possui 0 dominio N-terminal extracelular, com dois
dominios da superfamilia das imunoglobulinas, que tem sequéncia homdloga a
proteina da familia de moléculas de ades&o intercelular (ICAMs). E provavel
que a glicoproteina LW tenha participacdo na adesdo dos eritrécitos durante a
hematopoiese e em doencas vasculares (BONIFACIO, NOVARETTI, 2009;
DANIELS, 2013)

2.9.SISTEMA COLTON

O sistema de grupo sanguineo Colton (ISBT 015) consiste em 4
antigenos, sendo 1 polimérfico (CoP) e 3 de alta frequéncia (Co?, Co3, Co4),
codificados pelo cromossomo 7pl4, pelo gendtipo CO [gene AQP1
(Aquaporina-1)], composto por 4 éxons distribuidos em 11,6 kpb de gDNA. O
produto desse gene € a proteina Aquaporina 1 (AQP1), uma proteina de

multipassagem, atravessando a membrana eritrocitaria 6 vezes.
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Figura 7. Representacdo da proteina Colton com os seis dominios que atravessam a
membrana com o N- e C- terminal dentro da membrana celular. O polimorfismo Coa/Cob é
indicado na posicao 45 (A=Alanina. V=Valina), assim como o sitio de glicosilacdo em N42.
Fonte: Adaptado de HALVERSON; PEYRARD, 2010.

Os anticorpos desenvolvidos na resposta imune contra esses antigenos
sao da classe IgG e clinicamente significantes e, até o0 momento, 0s soros para
a determinacao sorologica dos antigenos ndo foram comercializados. O anti-

Co? é mais clinicamente significante que o anti-Co® (BIANCHI, 2015).

2.10. SISTEMA SCIANA

O sistema Scianna (ISBT 013) é representado por 9 antigenos: um par
de antigenos antitéticos, os antigenos de alta e baixa frequéncia SC1 e SC2, o
antigeno de baixa frequéncia SC4 e seis antigenos de frequéncia muito alta.
SC3 esta ausente apenas das células do Scianna de fendtipo nulo. Os
antigenos Scianna estao localizados na glicoproteina SC, codificada pelo gene

ERMAP na posigéo 1p34.2.

Anticorpos ao sistema Scianna sdo muito incomuns e, quando ocorrem,
nao fixam complemento. Estudos in vitro demonstram que os anti-SC3 podem

apresentar significancia clinica (DANIELS, 2013).
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2.11. SISTEMA DIEGO

O sistema de grupo sanguineo Diego (ISBT 010) possui 23 antigenos,
sendo 3 de alta frequéncia (Di°, Wr® e DISK) e os outros 20, de baixa
frequéncia. Os antigenos do sistema Diego sédo codificados pelo cromossomo
17921.31 do gene SLC4A1, composto por 20 éxons distribuidos em 20 kpb de
gDNA. O produto desse gene € a proteina da Banda 3 de multipassagem,

atravessando a membrana 14 vezes (Figura 8).

wd?

Vg* BOW/NFLD
WARF:a SWSW1
T

Rb* ./wumlsr(

a
(NFLD) ) Jn*/KREP .
ELO Fr Bp Di*/Di
\ /Hg’r‘Mo’
wr/wr®
4——*’""#/”

Figura 8. Modelo para a topografia do dominio de membrana da glicoproteina de banda 3. No
modelo convencional (acima) a proteina atravessa a membrana 14 vezes e tem dominios
citoplasmaticos N- e C- terminais. Posi¢cdes do aminoacido sdo mostradas as substituicdes.
Fonte: Adpatado de Daniels, 2013.

O antigeno Di? é de baixa frequéncia na populacéo branca e negra; no
entanto, na populacdo dos indios da América do Sul, ele esta presente em
heterozigose em aproximadamente 36% dos individuos e em 10% na
populacao asiatica. Os anticorpos mais implicados com reacdes transfusionais
sdo o Di?, Di?, Wr2 e, mais raramente, ELO e DISK (REID, LOMAS-FRANCIS,
OLSSON, 2012; COSTA, 2016).
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2.12. FENOTIPOS RAROS NO BRASIL

A Coordenacédo-Geral de Sangue e Hemoderivados (CGSH/MS) instituiu
em 2016, formalmente, o Cadastro Nacional de Sangue Raro (CNSR),
construindo um banco de dados com gestdo centralizada com dados de
fendtipos eritrocitarios raros alimentados oriundos dos hemocentros publicos do

Brasil.

Atualmente o CNSR possui 8.880 registros de fenotipagens de doadores
de sangue raro, cadastrados nos hemocentros publicos do Brasil. A Regido
Sudeste do Pais compde uma parcela significativa deste quantitativo, com mais
de 99% do total de registros dos doadores, enquanto as demais regides do

Brasil estdo minimamente representadas (BRASIL, 2022).

Do total dos 8.880 cadastros no CNSR, 88% (7.821) dos doadores séo
considerados portadores de sangue raro devido a auséncia combinada de
multiplos antigenos comuns de diferentes sistemas de grupos sanguineos. Os
demais, 1.059 (12%) doadores cadastrados que apresentam fendtipos
eritrocitarios raros devido a associacdo de antigenos comuns negativos de um
mesmo sistema ou devido a auséncia de antigeno de alta frequéncia
populacional, conforme demonstrado nas figuras 9 e 10 de acordo com a
regido de registro (BRASIL, 2022).
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Cadastro Nacional de Sangue Rare - Brasil
Legenda Fendtipe Total
Norte Nordeste |Centro-Oeste | Sudeste 1
L D- - 1 - - - 1
L R.RA{DCEDCE) 1 7 - 1 - 9
PT{dCE/GCE) = 3 = 2 1 g
e rridCe/dCe) 1 2 - 18 :] 30
L] r"1*(dEc/dEc) = 2 = 12 2 16
RH:-19 (hr') - - - 43 - 43
L RH:-31 (hrt) . . = 96 - 95
L 0y, (Bombay) - 2 - - 1 3
<> KEL:-2 (k-) 19 57 = 67 = 143
< KELL Nulo {Ka) - 1 - - - 1
<l KEL--4 (Kpb-) 16 13 3 = = 32
L KEL:-7 (Jsb-) 2 - - 3 1 g
L JK:-1.-2 (k{a-b-) 1 Z 5 1 - 4
il FY:-1.-2 (Fyla-b-)) 10 25 2 489 1 527
L MNS:-3,-4,-5 (5-5-U-) - 4 - 13 - 23
Al | hANS:-3 -4, -Svar (5-s-L) - g - 12 1 21
<l MNS nulo (M) - 1 = = = 1
L LU:1 -2 (Lufasb-) - 12 1 4 - 17
L LU-1.-2 (Lufa-b-)) 18 38 = - - 55
DI:-2 (Dib-) - 2 - 7 1 10
L C0:-1 {Coa-) - - - 2 - 2
< GE-2 (Ge2-) - 5 - - - 5
¥T:-1 (¥ta-) = 1 - 3 - 4
L DO:-5 {Joa) - - - 2 1 3
Total de fendtipos raros 68 186 [ 781 1.059

Figura 9. Relacdo dos principais fenoétipos eritrocitérios raros cadastrados no CNSR.
Fonte: BRASIL, 2022.
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Fenétipos Raros - CNSR
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LT -2 fLufa+b-))

LU:-1,-2 {Luta-b-3)

H:-2 {Dnb-)

CO-1 iCoa-)
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Figura 10. Distribuicdo dos fendtipos raros de grupos sanguineos cadastrados no CNSR —

Brasil.

Fonte: BRASIL, 2022.
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3. JUSTIFICATIVA

A necessidade de genotipagem € decorrente devido as limitacfes das
técnicas sorolégicas, como a presenca de resultado de TAD+, além da

limitacdo de reagentes disponiveis ou até mesmo inexistentes.

Na medicina transfusional, o uso de técnicas soroldgicas para atender a
necessidade sobre a procura de sangues compativeis em pacientes
politransfundidos apresenta limitagdes, visto que podem apresentar anticorpos
de aloimunizagéo proveniente de transfusdes anteriores. A presenca desses
anticorpos em reacbes TAD+ ou a presenca de hemécias de transfusfes
recebidas pode interferir nas fenotipagens, sendo a genotipagem um recurso
que pode suprir esta limitacao, além de possibilitar a identificagcdo de gendétipos

raros.

Os métodos moleculares para a identificacdo dos antigenos de grupos
sanguineos ja sédo aplicados em alguns paises. Inclusive ja existem protocolos
de genotipagem de antigenos eritrocitarios bem estabelecidos e validados na
populacdo brasileira. Entretanto, apesar da miscigenacdo étnico-racial
brasileira, diferentes areas geograficas apresentam peculiaridades ancestrais
que podem propiciar frequéncia mais especificas em determinados genes,
relacionados a caracteristicas fenotipicas importantes na medicina
transfusional e na identificacdo de individuos com fenoétipos raros, sendo assim
possiveis candidatos a comporem um banco nacional de doadores de sangue

raro.

A investigacdo desses polimorfismos na regido amazoénica pode permitir
concordancia ou refutar achados genotipicos de combinagBes alélicas
importantes para identificacdo de fendtipos eritrocitarios de baixa frequéncia ou
de importancia clinica, tendo em vista a populagdo de mamelucos e cafuzos
como predominantes nesta regido brasileira, sendo este estudo necessario pois

ainda néo foi realizado na regiao norte do Brasil.
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Sendo assim, a necessidade desta andlise se faz necessaria para
identificar a porcentagem de chance de encontrar bolsas de sangue
compativeis para pacientes com frequéncias alélicas mais dificeis de serem
encontradas, possibilitando levantar as diferentes variagbes genéticas
relacionadas aos principais sistemas de grupos sanguineos, entre os doadores
de sangue do Estado do Amazonas. Assim como, possibilitar o aumento da
seguranca transfusional dos pacientes politransfundidos e para os pacientes
com fendtipos raros (pacientes negativos para antigenos de alta frequéncia,

como o k- (celanos), KpP - JsP -, U, Dib.

Portanto, ainda ha necessidade de identificar os polimorfismos dos
grupos sanguineos nas diferentes regifes brasileiras, como, por exemplo, na
populacdo do Estado do Amazonas, onde nao tinha sido realizado nenhum
estudo com esse tema e sendo uma das regides designadas pelo Ministério da

Saude a implantacdo deste tipo de servico.
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4. OBJETIVOS

4.1.OBJETIVO GERAL

Investigar a frequéncia alélica dos principais sistemas de grupos

sanguineos eritrocitarios em doadores de sangue do Estado do Amazonas.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever a frequéncia alélica dos sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS,

Lutheran, Dombrock, Landsteiner-Wiener, Diego, Colton e Sciana;

Detectar gendétipos raros entre os doadores de sangue do Estado do

Amazonas;

Identificar as frequéncias genotipicas que caracterizam os doadores
atendidos na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.TIPO DE ESTUDO

Pesquisa aplicada, quantitativa, descritiva e retrospectiva.

5.2.POPULACAO DE ESTUDO

Participaram deste estudo, 803 doadores voluntarios de sangue, do

periodo de fevereiro de 2014 a fevereiro de 2020.

5.3.LOCAL DO ESTUDO

Este projeto foi realizado na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), através da anuéncia de sua Diretoria,
assim como da chefia do Departamento do ciclo do sangue e gerencia de
imuno-hematologia, sendo autorizado a obtencdo dos dados referentes as
genotipagens eritrocitarias realizadas desde o periodo de implantagdo do
servico no ano de 2014, os quais ficam armazenados no banco de dados em
nuvem apods exportacdo realizada pelo software wHEA BioArray Solutions
Information System (BASIS). Esses dados, entdo, apdés consolidacdo em
planilhas eletrbnicas, foram analisados quanto as frequéncias genotipicas

geradas.
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5.4.CALCULO DA AMOSTRA

Amostragem n&o-probabilistica, por livre demanda, dos doadores
incluidos nos critérios de inclusdo que foram genotipados conforme a

disponibilidade de testes do servico.
5.4.1. Amostragem

As amostras foram obtidas por livre demanda, precedidas de autorizacéo
prévia por aplicacdo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ao doador
antes da coleta de amostras realizada no procedimento de doacdo de sangue,
o qual dispde sobre a autorizacdo de que sua amostra podera ser utilizada para

fins de testes imuno-hematoldgicos.

5.5.CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos doadores de sangue voluntarios, de repeticdo como no
minimo 3 doacdes realizadas, apto nas triagens clinica, hematoldgica e
sorologica, pertencentes aos grupos sanguineos ABO A e O

Foram excluidas as genotipagens em que nao foi possivel realizar leitura
no chip por emisséo de baixo sinal de fluorescéncia por extravio ou degradacéo
de DNA.

5.6. GENOTIPAGEM DE SISTEMAS DE GRUPOS SANGUINEOS

A genotipagem eritrocitaria realizada no HEMOAM é baseada no
sistema HEA BeadChip™ (BioArray Solutions, Immucor, Warren, NJ), uma
plataforma comercial disponivel que prevé o fenaétipo eritrocitario por analise de

DNA, em PCR Multiplex (Reacdo em Cadeia da Polimerase — multiplex). O
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sistema HEA BeadChip™ detecta 24 polimorfismos (SNPs) associados a 38

antigenos eritrocitarios e variantes fenotipicas em um unico teste (Tabela 2).

Tabela 2. Marcadores genéticos para os antigenos de glébulos vermelhos no teste PreciseType

HEA.
Sistema de Analito
Grupo
Sanguineo
Rh c/C
e/lE
VS
\%
Kell K/k
Js?/JsP
Kpa/Kpb
Duffy Fya/FyP
GATA
(Silencing FY)
Fy{Fy(b+")]
Kidd Jka/JkP
MNS M/N
S/s
Silencing S
(Uvar, Uneg)
Lutheran Lud/Lub
Dombrock Do?/DoP
Hy+/Hy
Jo(a+)/Jo(a)
Landsteiner- LWa/LWp
Wiener
Diego Di®/Dia
Colton Co?/CoP
Scianna Scl1/Sc2

Fonte: Adaptado de IMMUCOR, 2014.

Polimorfismo

(SNP)

307 C>T
109 Ins
676 G>C
733 C>G,
1006 G>T

698 T>C
1910 C>T
961 T>C

125 G>A
-67 T>C

265 C>T
838 G>A
59 C>T
143 T>C
230C>T

In5 g>t

230 A>G
793 A>G
323 G>T
350 C>T
308 A>G

2561 C>T
134 C>T
169 G>A

Fenotipo
(ISBT)

RH4, RH2

RH5, RH3
RH20
RH10

KEL1, KEL2
KELG6, KEL7
KELS, KEL4
FY1, FY2
FY-2

FY2w
JK1, JK2

MNS1, MNS2
MNS3, MNS4

MNS-3, 5W,
MNS-3,-4,-5

LUL, LU2
DO1, D02
DO4
DO5
LW5, LW7

DI2, DI1
CO1, CO2
SC1, SC2

Genotipo (ISBT)

RHCE*4, RHCE*2

RHCE*5, RHCE*3
RHCE*01.20.01,
RHCEO01.20.02,
RHCE*01.20.04,
RHCE*01.20.05
KEL*01, KEL*02
KEL*06, KEL*07
KEL*03, KEL*04

FY*01, FY*02
FY*02N.01

FY*02M
JK*01, JK*02

GYPA*01, GYPA*02
GYPB*03, GYPB*04

GYPB*03N.01 or
GYPB*03N.02
GYPB*03N.03 or
GYPB*03N.04
LU*01, LU*02
DO*01, DO*02
DO*04
DO*05
LW+05, LW*07

DI*02, DI*01
CO*01, CO*02
SC*01, SC*02
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5.6.1. Fase Pré-PCR

A primeira fase para realizacdo das genotipagens € a extracdo do DNA,
realizada pelo método Brazol-LCC®/Cloroférmio-NUCLEAR® para retirada de
material genético da regido do Buffycoat. Apds o término da extracdo foram
realizadas as dosagens do DNA e sua diluicdo para atingir a concentracao de
no minimo 100ng/ul, avaliadas no Nanodrop-TERMO SCIENTFIC®. Aqueles
que apresentaram concentracdo superior a 150 ng/ul foram diluidos para
atenderem o padrédo de concentracdo necessario em relacédo a quantificacédo de

DNA.

Nesta fase que antecede a PCR, foram preparados os reagentes PCR
Master Mix, que contém os desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs), que
foram necessérias para a realizacdo da PCR, em adicdo as amostras
juntamente com a HotStarTag® DNA Polymerase, conforme protocolo

detalhado no ANEXO 1.

5.6.2. Amplificacao, Leitura e Interpretacdo dos Dados

O DNA genbmico foi amplificado com os primers (tabela Xx
correspondentes em uma PCR multiplex por um termociclador. Uma vez
concluida a PCR, iniciadores oligonucleotidicos residuais e
desoxirribonucleotidicos trifosfatos da PCR sao digeridos pelo reagente
ExXoSAP na etapa de purificacdo. A etapa subsequente é a digestdo com
exonuclease lambda, que gera alvos de ssDNA para serem aplicados as
laminas HEA BeadChip™ para a etapa de alongamento on-BeadChip usando
um forno de hibridagéo de alta umidade (InSlide Out modelo 241000; Boekel

Scientific, Feasterville, PA).
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O BeadChip™ é uma matriz plana com aproximadamente 4.000 esferas
codificadas por fluorescéncia, cada uma das quais acomoda aproximadamente
106 sondas de 20 nucleotideos de comprimento. Uma biblioteca de beads
funcionais e codificadas, incluindo controles internos positivos, negativos e do
sistema, € imobilizada na matriz para cada chip, é produzida uma imagem de

decodificagdo que grava uma configuracao exclusiva da matriz.

+Amplicifacacdo e
fosforilacio

PCR Multiplex

Processamento pos-
PCR

*Cleanup e digestdo

Aquisicao de imagem
do BeadChip e * Anelamento
Aqguisicdo da Imagem e elongacdo
do formato

Figura 11. Fases de Amplificacdo, Leitura e Interpretacdo das Imagens no sistema HEA
BeadChipTM.

Fonte: Adaptado de PACCAPELO, 2015.

Em relacdo ao controle de qualidade, a determinacdo da validade da
corrida e da amostra é realizada pelo software BASIS. Sdo necessarios dois
controles positivos e um negativo, conforme fornecidos, para cada execugao.
Os resultados de todos os controles devem atender aos critérios de validade da
execucdo. Se algum dos controles ndo atender a nenhum critério, a execucao
sera interpretada como invalida e devera ser repetida. Um valor inferior a trinta
e dois resultados de sinal baixo (LS) no relatério de fenétipo da amostra de
controle negativo indicam possivel contaminagdo por DNA gendmico em
guantidade que pode afetar os resultados do teste. Quando isto ocorre, todos
os resultados de amostra na execucdo sao invalidos. O padréo fenotipico das
duas amostras de controle positivo deve corresponder ao padréo fenotipico
esperado. Se algum dos resultados do controle ndo atender a nenhum critério,

todos os resultados da amostra na execuc¢ao serdo considerados invalidos.
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Os produtos de alongamento na superficie do chip sdo entdo detectados
por um microscépio capaz de capturar imagens fluorescentes. A imagem do
padrdo de fluorescéncia dentro da matriz € gravada com um sistema
automatizado de imagens denominado BioArray Array Imaging System (AIS)
400C o qual é equipado com oOtica de fluorescéncia e uma camera com

dispositivo acoplado carregado, projetada para uso com os kits BeadChip™.

Figura 12. Microscépio de fluorescéncia acoplado a um leitor de cédigo de barras e a um
computador. Cada lamina contendo os chips de DNA possui um cddigo de barras que a
identifica e fornece ao sistema os dados referentes a localizacéo dos beads na lamina.

Fonte: Adaptado de COSTA, 2011.

Usando as intensidades registradas e os valores de corte especificos do
lote do kit, 0 gendtipo e os fendtipos previstos sdo determinados para cada
chip. A proporc¢ao de intensidades de sinal de ensaio produzidas por um par de
sondas (uma sonda que combina com o alelo "A" e outra que combina com o
alelo "B") fornece a base para a discriminagao de alelos. As intensidades da
sonda séo convertidas em gendtipos através da aplicacdo de valores delta da

intensidade do par de sonda a niveis de limiar especificos do lote.

A interpretacdo dos dados é realizada pelo software wHEA da BioArray
Solutions Information System (BASIS), que converte sinais de fluorescéncia no

padrdo de reacdo correspondente e na atribuicdo de alelos e/ou fendtipos
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previstos. A validade de cada amostra é estabelecida se nenhuma das
seguintes mensagens de erro aparecer: um alto sinalizador de plano de fundo,
um alto coeficiente de variagdo, um alto nimero de fendtipos de sinal baixo e
um numero de fenétipos de chamada indeterminados. O BASIS fornece um
sistema centralizado de gerenciamento de banco de dados para processar e

gerenciar todos os dados e informagdes relacionados ao BeadChip™.

MISMATCH

AN

>0 - >0

$ o
F &

Figura 13. Hibridizacdo e emisséo de fluorescéncia. A fluorescéncia, representada através de
um ponto claro, decorrente da hibridizacdo do DNA alvo com a sonda pré-existente no

BeadChipTM. Em (b) n&o houve hibridizacdo entre o DNA alvo e a sonda e desta forma, nd nédo
se visualiza a emisséo da Fluorescéncia.

Fonte: Adaptado de COSTA, 2011.

Para analisar os polimorfismos, o sistema BASIS utiliza das seguintes
legendas para interpretacdo dos genoétipos baseado na presenca de
homozigotos para o alelo A (AA), homozigotos para o alelo B (BB), heterozigoto
(AB), classificacdo indeterminada para o alelo B (Ax), classificacdo
indeterminada para o alelo A (xB), Baixo Sinal (LS) e Classificacdo

indeterminada (IC).

Conforme instrucdo do fabricante, os resultados IC com ou sem
combinacdes de mais gendtipos Ax com xB devem ser desconsiderados visto

pode ter havido interferéncia inerente a montagem das amostras.
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5.7.CRIACAO DO BANCO DE DADOS

Os resultados das genotipagens dos doadores foram extraidos da
plataforma BASIS e consolidados em uma planilha eletrbnica para aplicacao
dos recursos do programa e consequente analise das genotipagens e

predicbes antigénicas, assim como validagdo dos resultados. Desta forma foi

possivel gerar os dados utilizados como resultados neste trabalho.

e e Vs v
chip Sample [Nores [status et (3761 o ?msx 73306 (10066 (k12 Ko [is |aien (Frazevm (6oa (GoRs [LUA/IR. | DIA/OIR (COA/COR |DO-293 |DO-350 DO-223 | LWA/LWR. |SC1/SC2 |GATA (GRS |GPB-230 [FY. 265
: - - - T| ~ [mheepu ~ Rhce-Az, * [Rhee-L2d * [RhceG3: - = = = = 5

Rl HEAAZGAD 4 [387MI AR A A4 AA AR L: 85 |B8 |AB 88 AA_ |66 |BS B8 A4 L] L) AR L%} L.} L) AR AR AB
€aaz640 5 |388M an a 24 4 24 oo oslpales | s |so oo 8 |aa 95 faa  laa |a EPR P
£2A2640 6 |380M an a 24 4 0 so oslpales | B s |aa EE PR P EPR PP Y PP
£aaz640 7 |390M an s 24 4 s s o lealas  Jos s oo [eo o |sa so  Jaa  lan PP PR P ™
£az630 8 |391 2 s 24 " 2 ss  sslealas s P T By laa aa  laa  laa las s s las ™
£aazest 2 |aosm s s s aa " s [sslenfss  los  las |s s b5 laa o laa e las s s las ™
£aazest 3 |aoom s s s s " s [sslenfas  laa  las laa s b5 laa o laa  la la s s ™
£aazest 4 |atom s s s s " Bs [sslenfas lss  las |ss |as b5 laa PP YR Y e e ™
e s s s s 2 ss lsslesfss | las |ss s b5 laa o laa  la la P ™
eaazeat 5 |a12m laa s aa s 2 a5 lssleafas s las [ss s b5 laa EES PP PP PN P ™
wesszeas 7 |arsne lan s aa s 2 a5 lssleafas s la [ s b5l EES PR PP P P ™
wenazeas & |aran laa s an s 2 a5 fssloafms  [is  lan [ s b5l PP PP YR PP ™
oMk laa s an s 2 ss lssleafss s lan | s R PN PP YR PP Y ™
wenazeez 5 |aatna laa s an s 2 ss lsloafm  [is | s R PN P YR e laa laa an m
nerazesz 2 an i n i 5 o5 [sslmalae oo EE b5 |ma ES PN PP P EP PP P an w
€aazeaz 5 |aa3m s 4 n i 5 os lselealae | E b5 |aa EE PN PP P EP PP P an aa
nerazesz 5 |asans an 4 a 4 s EI E Y P B A bs  |aa EE P PP EPR PP |
€aazess 2 |43am an ra 4 4 a4 oo osleafes | N s |aa ho  faa  laa | EPR P i a
€aazes 3 |433m an a 24 4 a4 oo osleales  |os s |so o s |aa EER PO P EPR PP PP ™
£aazesd & |34 an s 24 4 0 so oalealas Er 8 |aa oo faa  las e aa s las ™
£442643 5 _|4350 aa s 24 4 s FT N PP PP P Bo  |sa s faa  las  la s s las ™
£aazess 7 |a3mm s A s s " ss [sslenlsn  |w s oo |es b5 laa s laa s |a aa s las ™
£az643 8 |38 s s s s " Bs [sslenfas s las e s b5 laa aa  laa  laa la i e las ™
£aaz684 2 a1l s s s s m s [sslesfss  |aa e |s les b5 laa Bs  laa  la  la e laa ™

®
3

Figura 14. Representagdo da organizacdo dos dados de genotipagens eritrocitarias
planilhas eletrénicas para analise do estudo.

Fonte: Prépria do autor.

5.8.LIMITACOES DO ESTUDO

O teste é utilizado apenas para uso em pesquisa e ndo se encontra

disponivel para uso comercial.

A presenca de mutacfes raras que nao estdo previstas no chip pode
afetar a ligacdo dos primers ou da sonda e levar a ndo deteccdo dos alelos
e/ou amplicons ou originar resultados falso-negativos. Demais mutacdes néo
previstas nas sondas poderdo ser detectadas apenas por sequenciamento

génico.
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Varios mecanismos moleculares podem ser responsaveis pela alteracéo
na expressao dos antigenos eritrocitarios, como: alteracdes, variacbes na
sequéncia do DN, incluindo stop codon prematuro, mutacdo de ponto
missenses (SNP), genes hibridos, alteracdes na transcricdo do RNA incluindo

splicing alternativo.

O software do sistema BeadChip™ HEA ndo foi desenhado para
interpretar todas as combinacdes de gendtipos/alelos para determinar 0s
fendtipos dos antigenos que possuem multiplos alelos (>2). Portanto, a técnica
utilizada para a realizacdo das genotipagens apresenta limitacdo na quantidade
de SNP possiveis a serem detectadas (IMMUCOR, 2014; PACCAPELO et al.,
2015; LANE et al., 2018).

5.9.ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM), requerendo avaliacdo da referida pesquisa cientifica, conforme
regulamentacio estabelecida pelo Comité Nacional de Etica e Pesquisa
(CONEP), de numero 466/2012, e obteve parecer consubstanciado aprovado
sob o Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) de n°
36716520.3.0000.0009 (ANEXO II).

Os riscos foram considerados como minimos pois ndo houve contato
com individuos ou amostras biologicas. Todos os dados retrospectivos
referentes a este trabalho foram provenientes do banco de dados de
genotipagem dos doadores de sangue da Fundacdo Hospitalar de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), ndo havendo contato a dados
pessoais nem aos individuos doadores de sangue, 0 que resultou em

solicitacdo de justificativa de dispensa de TCLE. Os pesquisadores do projeto
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nao tiveram acesso aos dados pessoais dos individuos, estando restrito
somente aos resultados de genotipagens eritrocitarias para os fins de
realizacéo deste estudo. Caso ocorresse quebra de sigilo de confidencialidade,

0S pesquisadores se comprometeram a manter o sigilo das informacdes.

5.10. ANALISE DOS DADOS

As frequéncias genotipicas dos 11 sistemas e 24 frequéncias alélicas
gue compdem o kit para cada um dos 803 doadores foram consolidadas em
planilhas eletrbnicas. Para realizar a comparacdo das frequéncias génicas e
alélicas sera realizada por meio do Teste do Qui-quadrado com correcao de
Yate’s ou teste exato de Fisher, quando adequado, usando uma tabela de
contingéncia 2x2. O valor de p<0,05 foi considerado como significante. A

descricéo das frequéncias foi baseada no preconizado por Beigueman (2003).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As transfusbes sanguineas podem salvar vidas, principalmente em
pacientes que necessitam entrar em protocolos terapéuticos de politransfusao.
Antigenos que compdem a diversidade antigénica presente nos eritrocitos
podem induzir a producéo de aloanticorpos de importancia clinica com risco de
reacdes hemoliticas transfusionais. A genotipagem eritrocitaria tem sido um
excelente recurso para identificacdo de possiveis fenétipos antes ndo possiveis
de serem identificados apenas com provas sorolégicas (CASTILHO, 2016).

Inidmeros antigenos variantes sdo alvos de estudos de frequéncia, para
classificacdo e investigacdo de sua origem genética, a fim de que haja maior
disponibilidade de informagao sobre sua distribuicdo populacional (COSTA,
2011; OSMAN, 2017).

A andlise dos resultados de genotipagem realizados no HEMOAM em
larga escala possibilitou a determinacao das frequéncias genotipicas e alélicas
de 24 genes de grupos sanguineos em uma populacdo de 803 doadores

voluntarios de sangue.

Como o estudo realizado apresenta limitacdes devido o software do
sistema BeadChip™ HEA ndo ter sido desenhado para interpretar todas as
combinac¢Bes de gendtipos/alelos para determinar os fenétipos dos antigenos
gue possuem multiplos alelos (>2), frequéncia de genoétipos Ax encontrados
esta relacionada a limitacdo da técnica, onde um dos alelos nao foi compativel
para ser reconhecido pelas sondas com os respectivos SNPs esperados pelo
sistema. Desta forma, presume-se que haja a presenca de variantes alélicas
nestes éxons, podendo ser elucidado por meio de outros mecanismos
moleculares como sequenciamento genético (RIBEIRO, 2009; GASPARDI,
2016, COSTA, 2016).
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6.1. SISTEMA RH (gene RHCE)

Foram realizadas 803 genotipagens eritrocitarias por meio da plataforma
HEA BeadChip™ em doadores de sangue resultando em determinacédo de
frequéncias alélicas e genotipicas dos principais genes de grupo sanguineo na
amostra populacional estudada. Dentre o0s resultados esperados e
considerando o sistema Rh (gene RHCE) foram obtidos os seguintes

resultados, conforme exposto nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Frequéncia Alélica das genotipagens eritrocitarias para o gene RHCE baseado no
SNP 307C>T(P103S) no éxon 2, na presenca ou auséncia da inser¢do 109 bp no intron 2, nos
SNPs 733C>G (L245V) no éxon 5, 1006G>T (G336C) no éxon 7 e 733C>G (L245V) no éxon 5.
n = 803.

c/ E/Me" VS \%
"o
Gendtipos Cl"c" 676G>C 733C>G 1006G>T
307C>T
esperados RhCE-109Ins RhCE- RhCE- RhCE-
RhCE-P103S
A226P L245V G336C
n/% n/% n/% n/% n/%
AA 182 (0,227) 366 (0,456) 583 (0,726) 709 (0,083) 795 (0,990)
AB 5 (0,006) 437 (0,544) 151 (0,188) 88 (0,110) 8 (0,010)
BB 238 (0,296) N/A 69 (0,086) 6 (0,007) N/A
Ax 378 (0,471) N/A 0 N/A N/A
xB 0 N/A 0 N/A N/A
TOTAL 803 (1,000) 803 (1,000) 803 (1,000) 803 (1,000) 803 (1,000)

AA: Homozigoto para AA; AB: Heterozigoto; BB: Homozigoto para BB; Ax: Indeterminado
para B; xB: Indeterminado para A.

n: frequéncia absoluta de doadores; %: frequéncia relativa.

NA: Nao se aplica.

Fonte: Prépria do autor.

A frequéncia genotipica para RHCE encontrada considera os genotipos

observados para os polimorfismos analisados, compondo diferentes

combinacdes alélicas e subsequentes predigdes de fenétipo C e E (Tabela 4).
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Tabela 4. . Frequéncia Genotipica para o gene RHCE com analise nos SNPs 307C>T(P103S)
no éxon 2, na presenga ou auséncia da inser¢do 109 bp no intron 2, nos SNPs 733C>G
(L245V) no éxon 5, 1006G>T (G336C) no éxon 7 e 733C>G (L245V) no éxon 5, assim como
sua subsequente predigcdo fenotipica para antigeno RHCE (n = 803).

cl'c" VS \Y
Cl"c" E/"e"
307C>T RhCE 676G>C 733C> 1006G )
- G >T c C e E n % Observacéo
RhCE- RhCE-
P103S 109In AD26P RhCE- RhCE-
S L245V G336C
AA AA AA AA AA + 0O + 0 150 0,187
AX AA AA AA AA + 0O + 0 39 0,049
Possivel
AX AA AA AB AA + 0O + 0 40 0,050 VSHV4
Possivel
AX AA AA BB AA + 0O + O 5 0,006 VSHV4
AX AA AB AA AA + 0 + + 35 0,044
Possivel
AX AA AB AB AA + 0O + + 9 0,011 VSAV4
Possivel
*
AX AA AB AB AB + (0 + + 3 0,004 VSHV-
AX AA BB AA AA + 0 0 + 59 0,073
AX AB AA AA AA + + + 0 78 0,097
Possivel
AX AB AA AB AA + + + 0 18 0,022 VSHV4
Possivel
AX AB AA AB AB + + + 0 1 0,001 VS+V-
AX AB AB AA AA + + + + 79 0,098
Possivel
AX AB AB AB AA + + + o+ 2 0,002 VSHV4
AX AB BB AA + + 0 + 9 0,011
BB AB AA AA AA 0 + 0 225 0,280
BB AB AB AA 0 + + + 13 0,016
AA AB AA AA AA + + 0 6 0,007
AA AA AB AA AA 0 + 8 0,010
Possivel
AA AB AA AB AA + + + 0 1 0,001 VS+V+
AB AB AA AA AA + + + 0 4 0,005
Possivel
AX AA AA AB AB + 0O + 0 1 0,001 VSAV-
Possivel
AA AA AA AB AA + 0 + 0 12 0,015 VS+V+
Possivel
*
AA AA AA BB AB + (0* + 0 1 0,001 VS+V+

AA AA BB AA AA + 0O 0 + 1 0,001
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C/II CII C/" C" E/II eII VS V
307CST RhCE 676G>C 733C> 1006G N
- G >T c C e E n % Observacéao
RhCE- RhCE-
P103S 109In A226P RhCE- RhCE-
s L245V  G336C
Possivel
AA AA AB AB AA + 0O + + 1 0,001 VSHV4
AB AB AB AA AA + + + + 1 0,001
Possivel
*
AA AA AA AB AB + (0* + 0 2 0,002 VSAV-
TOTAL 803 1,000

n: frequéncia absoluta de doadores; %: frequéncia relativa.

Fonte: Prépria do autor.

A presenca ou auséncia para o antigeno RhC € baseada no resultado da
genotipagem para os polimorfismos 307C>T(P103S) no éxon 2, 733C>G
(L245V) no éxon 5, 1006G>T (G336C) no éxon 7 e na presenca ou auséncia
da insercao 109 bp no intron 2 do gene RHCE. A frequéncia genotipica para o
gene RHCE demonstrou um predominio de gendétipos RHCE*4 em

homozigose, seguido do genétipo RHCE*2.

Para o os alelos AA, interpreta-se os genétipos RHCE*c/ RHCE*c com
predicdo fenotipica da presenga de antigenos “c” e auséncia de “C”. AB
significa que é um gendtipo heterozigoto para os SNPs esperados, ou seja,
RHCE*C/ RHCE*c. E BB refere-se ao genétipo RHCE*C/RHCE*C. Da mesma
forma segue-se a interpretacao que estardo ligadas a sintese do antigeno “E” e

“@” nos alelos RHCE*e e RHCE*E.

Tabela 5. Frequéncia Genotipica para o gene RHCE e predicéo fenotipica para antigeno RHCE
(n =803).

RHCE*c/RHCE*C RHCE*e/RHCE*E
Genotipos esperados
n/% n/%
AA 366 (0,456) 583 (0,726)
AB 199 (0,248) 151 (0,188)
BB 238 (0,296) 69 (0,086)
TOTAL 803 (1,000) 803 (1,000)

Para o genodtipo RHCE, AA = RHCE*c/ RHCE*c, AB = RHCE*c/ RHCE*C e BB = RHCE*C/
RHCE*C.
n: frequéncia absoluta de doadores; %: frequéncia relativa.

Fonte: Prépria do autor.
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Estes dados sao concordantes com a frequéncia génica em nativos
americanos e caucasianos/europeus conforme descrito por Delaney et al.
(2015). Concordam, também, com os dados de Alves (2016) no Estado de

Minas Gerais, no Brasil e RIBEIRO (2009), na cidade de Campinas — SP.

Foi observada uma frequéncia de 0,102 (82) genotipagens de alelos AB
para 0 SNP 733C>G RhCE-L245V combinada com alelos AA para o SNP
1006G>T RhCE-G336C, conferindo uma predi¢do de possivel fenotipo VS+V+;
de 7 (0,009) alelos AB para o SNP 733C>G RhCE-L245V combinada com
alelos AB para o SNP 1006G>T RhCE-G336C, com predicdo de fendtipo
VS+V-; de 1 (0,001) alelos BB para o SNP 733C>G RhCE-L245V combinada
com alelos AB para o SNP 1006G>T RhCE-G336C, com predi¢do de fenotipo
VS+V+; e de 5 (0,006) alelos BB para o SNP 733C>G RhCE-L245V combinada
com alelos AA para o SNP 1006G>T RhCE-G336C, com predi¢do de fenotipo
VS+V+. Logo, ao consolidar os fenoétipos, pode-se ter uma frequéncia de 0,109
de doadores VS+V+ e 0,006 de VS+V-.

O teste HEA utiliza duas mutacdes de ponto, a 733C> G (L245V) no
éxon 5 e a 1006G> T (G336C) no éxon7 do gene RHCE para prever os
fendtipos dos antigenos V e VS. As regras de conversao de predicdo de
genadtipo para fendtipo empregadas pelo teste HEA utiliza o fato estabelecido
gue a auséncia das duas mutacdes esta correlacionada com a auséncia de
antigenos VS e V e que a presenca das mutacdes leva a expressdao do

antigeno (IMMUCOR, 2014; PACCAPELO, C. et al. 2015).

Os antigenos VS e V sdo comuns em hemacias de popula¢cdes nativas e
de origem africana e raros em outras populacdes. Estes antigenos estédo
associados com o antigeno “e parcial’”, denominado eS, e também com o
antigeno “c parcial”, respectivamente. Tanto os antigenos “e” como o eS sdo
dificeis de serem definidos sorologicamente. Os anticorpos anti-VS e anti-V
apresentam significado clinico podendo causar reacao transfusional.

A frequéncia de VS e V encontrada foi superior aos estudos de Belsito et

al. (2015), que identificou frequéncia de 1,8% para estas variantes em
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doadores italianos; de Santos et al. (2019), que descreveu frequéncia de 4-5%
para um dos alelos do fenétipo VS/V e 5-6% para os dois, em doadores de
sangue de Campinas-SP; e de Yee et al. (2017), com frequéncia de 4,8% em

criancas portadoras de hemoglobinopatias de Atlanta-USA (p<0,05).

A presenca de antigeno e-parcial e de outros antigenos parciais, pode

possibilitar que o paciente reconheca um antigeno “e” comum, desenvolvendo
anticorpos anti-e ou a outro antigeno de alta frequéncia. Isso traz como
implicac&o a dificuldade de encontrar uma bolsa de sangue fenotipo compativel

para o paciente (RIBEIRO, 2009; ALVES, 2016).

Em africanos, a frequéncia de VS e V tem sido de até 40%, sugerindo
gue sua presenca em outras populacdes seja decorrente da contribuicdo de
heranca genética de origem africana (DANIELS, 2013, COSTA, 2011;
BIANCHI, 2015, GASPARDI, 2016).

Houve 6 casos de predicdo fenotipica para C como (0)* (frequéncia de
0,007) para o antigeno RHC, o que implica na possivel presenca de antigeno C
alterado codificado pelo haplétipo (C) ces. Este antigeno caracteriza-se pela
expressao de “C parcial” que pode induzir individuos com este fendétipo a
aloimunizacdo com a producao de anticorpos anti-C em caso de exposicdo ao
antigeno C em transfusfes sanguineas.

A classificacdo (0)* no antigeno RhC implica na possivel presenca do
haplétipo Rh(C)ces. Este possui dois genes alterados, sendo o gene hibrido {D-
CE(4-7)-D} e o haplétipo (C)ces. O gene RHD hibrido {D-CE(4-7)-D} ces resulta
da insercdo dos éxons 4-7 do gene RHCE no gene RHD. Este gene hibrido
codifica 4 substituicbes de nucleotideos: 186G>T (Leu62Phe) no éxon 2 do
RHD, 410 C>T (Alal37Val) no éxon 3 de RHD, 733 C>G (Leu245Val) no éxon
5 de RHCE e 1006G>T (Gly366Cys) no éxon 7 de RHCE (SOUZA; CRUZ;
COSTA, 2020).
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O haplétipo (C)ces leva a fraca expresséo do antigeno C, mas expressao
normal do antigeno c. O antigeno e fraco é chamado de eS e estd associado ao
VS (RH20) (IMMUCOR, 2014; PACCAPELO, C. et al. 2015).

Na Tabela 4 pode-se observar que a andlise conjunta dos SNPs
relacionados ao gene RHCE pode levar a diferentes combinacfes alélicas e
com predicOes fenotipicas similares. Do ponto vista na pratica transfusional,
esses dados sdo importantes pois a limitacdo dos testes sorolégicos nao
permite deteccdes de algumas variantes, como 0s antigenos VS e V, que

podem aloimunizar pacientes trazendo risco de reacfes transfusionais futuras.

Em um cenario inverso, caso os receptores de hemocomponentes sejam
do fendtipo VS el/ou V, podem ocorrer aloimunizacdes com a producao de

anticorpos irregulares anti-VS e/ou anti-V.

6.2. SISTEMA KELL

O sistema Kell apresentou o0s seguintes resultados de frequéncia
genotipica em relagdo aos SNPs 698 T>C, 1910 C>T e 961 T>C do gene KEL

correspondentes aos fendétipos K/k, Js?/JsP e Kp?2 / Kp® (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia Genotipica para o genétipo KEL e predicéo fenotipica para antigeno KEL
(n = 803).

K/k* Js?/JsP™ Kp3/Kp®™
Genétipos esperados 698 T>C 1910 C>T 961 T>C
n/% n/% n/%
AA 0 1 (0,001) 0
AB 29 (0,036) 21 (0,026) 9 (0,011)
BB 774 (0,964) 781 (0,973) 794 (0,989)
TOTAL 803 (1,000) 803 (1,000) 803 (1,000)

*Para o gendtipo KEL, AA = KEL*02/ KEL*02 (antigeno k/k), AB = KEL*01/ KEL*02 (antigeno
k/K) e BB = KEL*01/ KEL*01 (antigeno K/K).

*Para o gendtipo KEL, AA = KEL*06/ KEL*06 (antigeno Js?/ Js?), AB = KEL*06/ KEL*Q7
(antigeno Js?/ JsP) e BB = KEL*07/ KEL*07 (antigeno Js®/ Jsb).

***Para 0 gendtipo KEL, AA = KEL*03/ KEL*03 (antigeno Kp?# Kp?), AB = KEL*03/ KEL*04
(antigeno Kp?/ KpP) e BB = KEL*04/ KEL*04 (KEL*03/ KEL*03 (antigeno Kp®/ Kp®).

n: frequéncia absoluta de doadores; %: frequéncia relativa.

Fonte: Prépria do autor.
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N&o foram identificados fenétipos com KpP-, nem k- (ambos negativos)
na amostra estudada. Houve um resultado de KEL*06/KEL*06 (Js&(+)) com
frequéncia genotipica de 0,001, sendo considerado um fenétipo raro. A
frequéncia genotipica em heterozigose para os SNPs 698 T>C, 1910 C>T e
961 T>C do gene KEL foi de 0,036, 0,026 e 0,011, respectivamente.

O Sistema de Grupo Sanguineo Kell é representado pelo antigenos Kk,
Js?, JsP, Kp2 e KpP. Os antigenos k, Js® e Kp® sédo antigenos de alta frequéncia
populacional, também conhecidos como antigenos publicos. Os antigenos K,

Js? e Kp?, por sua vez, sdo antigenos de menor frequéncia na populagéo.

A frequéncia em homozigose do SNP 698 T>C do gene KEL demonstrou
a presenca com uma frequéncia de 0,036 do alelo que esta relacionado com a
sintese do antigeno K. Este antigeno é de baixa frequéncia populacional e que
esta concordante com os dados de um estudo de fenotipagem eritrocitaria em
Belém-PA realizado por Monteiro et al. (2020), porém discordante dos
resultados de Siqueira (2022), em Rio grande do Sul-RS. Isso pode estar
associado as diferentes concentracdes de origens étnicas e populacionais nas

diferentes regides do Brasil.

E importante apontar que os doadores que foram genotipados
(KEL*01/KEL*02) e com predicdo fenotipica K+, que o0s concentrados de
hemécias destes podem aloimunizar receptores a produzirem anticorpos anti-K.
Para pacientes que necessitam de assisténcia transfusional esporadica, ndo ha
implicacdes clinicas no uso desses hemocomponentes. Porém, em pacientes
que precisam de transfusbes repetidas como pacientes com
hemoglobinopatias, Neoplasias mieloproliferativas e oncoldgicos, podendo
haver risco de reagéo transfusional. Este anticorpo normalmente é da classe

IgG e pode estar presente na doenca hemolitica do recém-nascido.

Neste estudo foi observado a frequéncia genotipica de 0,001 para o SNP
1910 C>T com alelos AA, gendtipo KEL*06/KEL*06, correspondente a uma
predicdo fenotipica de antigeno Js?+ e JsP-, sendo assim considerado como um

resultado de sangue raro para este doador. Confrontando os dados de
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genotipagem com heterozigose para os alelos relacionados aos antigenos
Js?/JsP deste estudo (0,026) com os dados de Bianchi (2016) que encontrou
uma frequéncia de 0,042, pode-se concluir que houve semelhanca nestes
dados (p=0,0972).

Apesar do antigeno Kp? (KEL*02) ser de baixa frequéncia populacional,
foi encontrada uma frequéncia de 0,011 em doadores com genotipagem em
heterozigose apresentando o alelo correspondente a este antigeno. Costa
(2016) demonstrou em genotipagens em Campinas-SP e em Salvador-Ba uma
frequéncia de 0,013 e 0,000 para Kp?, respectivamente. Tais correlacbes
podem estar associadas as diferentes concentracées populacionais referente

aos predominios étnicos de cada regido do estudo.

6.3. SISTEMA DUFFY

O sistema Duffy apresentou os seguintes resultados em relacdo aos
SNPs 125 G>A, -67 T>C** e 265 C>T do gendtipo FY correspondentes aos

fenétipos Fya/Fyb, conforme exposto na tabela 7.

Tabela 7. Frequéncia Genotipica para o genétipo FY e predi¢éo fenotipica para antigeno FY (n
= 803).

GATA**
Fye/Fy® (Silencing FY) Fyx[Fy (b+")]
125 G>A 265 C>T
- -67 T>C
Genotipos esperados
n/% n/% n/%
AA 171 (0,213) 595 (0,741) 783 (0,975)
AB 390 (0,486) 182 (0,227) 20 (0,025)
BB 240 (0,299) 26 (0,032) -
AX 2 (0,002) - -
TOTAL 803 (1,000) 803 (1,000) 803 (1,000)
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*Para 0 genétipo FY, AA = FY*02/FY*02 (antigeno Fy#Fy%), AB = FY*01/FY*02 (antigeno
Fya/Fyb) e BB = FY*01/FY*01 (antigeno Fy®/Fyb).

** Para o gendtipo FY*02N.01 proveniente do SNP -67 T>C, AA = auséncia de mutacdo
silenciadora e AB = presenca da mutacdo em heterozigose.

*** Para 0 genétipo FY*02M, proveniente do SNP 265 C>T, AA = auséncia de mutacdo para
diminuicéo da expresséao dos antigenos Fy? e presenca da mutacéo em heterozigose.

Ax = ocorréncia de hemizigose, onde h& hibridizacdo de umas das sondas dos SNPs
esperados do teste em um dos alelos, porém o outro ndo apresenta ligagdo com nenhuma
das sondas com os SNPs esperados.

n: frequéncia absoluta de doadores; %: frequéncia relativa.

Fonte: Prépria do autor.

Para o SNP 125 G>A do gene ACKR1, referente ao genétipo FY, houve
uma frequéncia alélica Ax de 0,002 e maior frequéncia em heterozigose
(0,486). Foram identificados 208 (frequéncia de 0,259) doadores que
apresentam o fenoétipo Fy(b—) com a presenca da mutacdo —33 T>C no
promotor eritréide GATA, localizado na regido promotora do gene que inibe a
expressdo do antigeno Fyb na superficie das hemécias, mas ndo em outros
tecidos, sendo a frequéncia alélica de 182 (0,227) para AB e 25 (0,032) para
BB.

Além disso, 26 genotipagens apresentaram resultado com a mutacdo
GATA presente em homozigose e 20 com a mutagédo 265 C>T Fy*, conferindo
uma fraca expressdo do antigeno Fy®.

A frequéncia genotipica para o gene FY foi predominante para
hemozigose com os alelos AB (Fy3/FyP), gendtipo FY*01/FY*02, em 0,486
divergindo dos dados de Costa (2016) e concordante com os dados de Ribeiro
(2009) e Alves (2016). Os antigenos FyP sdo mais frequentes em individuos
afrodescendentes e Fy2 em caucasoéides e asiaticos. Observa-se que a
frequéncia de alelos para Fy2 foi significativamente superior nas amostras
deste estudo em comparacdo com varios estudos realizados no Brasil,
podendo esta ser uma caracteristica peculiar da populacdo do estado do
Amazonas visto sua influéncia populacional constituindo por povos indigenas e

pela colonizacdo europeia ha Amazonia.
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Apesar de ter havido uma frequéncia genotipica de 0,032 para a
mutacdo GATA na posicdo -67 do gene FY*B ndo houve possivel
silenciamento de expressao deste pois todos os doadores com esta mutacéo
apresentaram genétipo BB para o SNP 125 G>A, que esta relacionado com
fendtipo Fy2+ .Pacientes com fenétipo Fy°— e gendtipo FY*B com GATA
mutado ou que apresentam o SNP 265C>T, podem ser transfundidos sem risco
de aloimunizagdo com heméacias Fy® uma vez que o gene

FY*B é expresso em outros tecidos do individuo.

6.4. SISTEMA KIDD

Em relacdo ao SNP 838 G>A do gene SLC14A1, referente ao gendtipo
JK, a frequéncia genotipica foi de 0,508 para ambos os alelos possiveis, ou
seja, em heterozigose sendo a maior frequéncia entre as genotipagens
realizadas para este gene. Além disso, houve uma frequéncia de 0,002 para o
alelo Ax deste SNP.

O SNP com alelo “A”, seja AA em homozigose ou AB, em heterozigose
esta presente em 0,803 dos doadores genotipados, o qual esta relacionado
com a sintese do antigeno JkP.

Houve duas genotipagens com frequéncia alélica Ax para o SNP 838
G>A do gendtipo JK, ndo havendo ligacdo em nenhumas das sondas previstas
na metodologia do teste para um dos pares alélicos do gene.
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Tabela 8. Frequéncia genotipica para o genotipo JK e predigdo fenotipica para antigeno Jk (n =
803).

Genobtipos esperados Jka/Jkb* Frequéncia
838 G>A
AA 237 0,295
AB 408 0,508
BB 156 0,194
Ax 2 0,002
TOTAL 803 1,000

*Para o gendtipo JK, AA = JK*01/JK*01 (antigeno Jk&/Jk?), AB = JK*01/JK*02 (antigeno Jk&/JkP)
e BB = JK*02/JK*02 (antigeno Jkb/JKkP).

Ax = ocorréncia de hemizigose, onde h4 hibridizacdo de umas das sondas dos SNPs esperados
do teste em um dos alelos, porém o outro ndo apresenta ligacdo com nenhuma das sondas
com os SNPs esperados.

Fonte: Prépria do autor.

Para o sistema Kidd, o genétipo JK*A/JK*B de doadores do Amazonas
foi o mais frequente e corrobora com os dados de Ribeiro (2016) e Soares
(2022) e na maioria dos achados na literatura. Entretanto, o gendtipo
JK*A/JK*A foi menos frequente em relacdo as frequéncias genotipicas
encontradas em trabalhos realizados em Rio Grande do Sul, por Soares
(2016), em Santa Catarina, por Costa (2016), no Parana, por Guelsin (2011),
em Sao Paulo, por Ribeiro (2009), em Minas Gerais, por Alves (2016) e Bahia,
por Costa (2016). Apesar da discordancia com estes estudos, a frequéncia do
gendtipo JK*A/JK*A deste trabalho concorda coma frequéncia para povos

hispanicos descrita por Hashmi et al. (2007).

6.5. SISTEMA MNS

Em relacdo ao genotipo GYPA que codifica a expressao dos antigenos
M/N e do gendtipo GYPB que codifica a expressao os antigenos S/s, obteve-se
uma frequéncia genotipica maior para o genotipo GYPA*01/GPA*02, de 0,473.
Além disso, houve uma genotipagem que apresentou frequéncia alélica Ax

para o SNP 59 C>T do gene GYPA (Tabela 9).
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Tabela 9. Frequéncia Genotipica para o gendétipo GYPA/GYPB e predicdo fenotipica para
antigenos do Sistema MNS KEL (n = 803).

. - Silencing S Silencing S
i sot wsne  Ules Ol
Gendtipos
esperados
n/% n/% n/% n/%
AA 295 (0,367) 81 (0,101) 791 (0,985) 801 (0,998)
AB 380 (0,473) 360 (0,448) 12 (0,015) 2 (0,002)
BB 127 (0,158) 362 (0,451) - -
AX 1 (0,001) - - -
TOTAL 803 (1,000) 803 (1,000) 803 (1,000) 803 (1,000)

*Para 0 gendtipo GYPA, AA = GYPA*01/GYPA*01 (antigeno M/M), AB = GYPA*01/ GYPA*02
(antigeno M/N) e BB = GYPA*02/ GYPA*02 (antigeno N/N).

**Para o genotipo GYPB, AA = GYPB*03/GYPB*03 (antigeno S/S), AB = GYPB*03/ GYPB*04
(antigeno S/s) e BB = GYPB*04/ GYPA*04 (antigeno s/s).

*»**SNP 230 C>T: AA = auséncia de mutacdo silenciadora de antigeno S com expressdo de
antigeno U variante ou U negativo e AB = presenca da mutacgdo silenciadora de antigeno S
com expresséo de antigeno U variante ou U negativo, em heterozigose.

*** SNP In5 G>T: AA = auséncia de mutagéo silenciadora de antigeno S com expressao de
antigeno U variante ou U negativo e AB = presenca da mutacgdo silenciadora de antigeno S
com expressédo de antigeno U variante ou U negativo, em heterozigose.

Ax = ocorréncia de hemizigose, onde h& hibridizagcdo de umas das sondas dos SNPs
esperados do teste em um dos alelos, porém o outro ndo apresenta ligacdo com nenhuma das
sondas com 0s SNPs esperados.

n: frequéncia absoluta de doadores; %: frequéncia relativa
Fonte: Prépria do autor.

Em relacdo ao gendtipo GYPA que codifica a expressao dos antigenos
M/N e do gendtipo GYPB que codifica a expressao os antigenos S/s, obteve-se
uma frequéncia genotipica maior para o genotipo GPA*01/GPA*02 concordante

com os dados de Costa (2016) e Ribeiro (2009).

Para o genotipo GYPB, a frequéncia genotipica para GPB*04/GPB*04
de 0,451 foi mais predominante. O gendtipo GYPB*03N.02 relacionado ao
fendtipo Uvar decorrente de um SNP que silencia expressdo do gene GYPB foi
encontrado em heterozigose na frequéncia de 0,015 para doadores de sangue
do Amazonas e fenotipo U- devido ao SNP In5 g>t (GYPB-Int5), em frequéncia

de 0,002, respectivamente. Estes genotipos séo raros de serem encontrados
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em caucasianos e pode ser encontrado em aproximadamente 1% de individuos

afrodescendentes (DANIELS, 2013).

Para o gendtipo GPB, a frequéncia genotipica para GPB*04/GPB*04 de
0,451 foi mais predominante e concorda dos dados de Ribeiro (2009) que teve
predominio de gendtipo GPB*04/GPB*04 e discorda com os dados de Costa
(2016). Hashmi et al. (2007) fez um estudo comparando frequéncia conforme
origem étnica obtida por autodeclaracdo de doadores de sangue, achando
predominio de frequéncia GPB*04/GPB*04 em doadores de origem
afrodescendente e hispanicos. Isso deve ter ocorrido porque a apesar da
miscinegacdo étnica populacional brasileira, ha determinadas concentracdes

de caucasianos no sul do Brasil.

6.6. SISTEMAS LUTHERAN, DIEGO, COLTON e DOMBROCK

A frequéncia genotipica dos doadores de sangue do Amazonas para 0s

sistemas LU, DI, CO e DO apresenta-se consolidada na tabela 10.

Tabela 10. Frequéncia genotipica para os genétipos LU, DI, CO e DO e predi¢do fenotipica
para os antigenos Lu, Di, Co, Do, Hy e Jo (n = 803).

Lu?® LuP? Di?/DiP 2 Co%Co” 3  Do¥ DoP* Hy+MHy®> Jo(a+)/Jo(a)®
230 A>G 2561 C>T 134 C>T 793 A>G 323 G>T 350 C>T

Genobtipos
esperados
n/% n/% n/% n/% n/% n/%
AA 1(0,001) 2 (0,002) 786 (0,979) 85(0,106) 792 (0,986) 782 (0,974)

AB 34(0,042) 77(0,096) 17 (0,021) 344 (0,428) 11 (0,014) 21 (0,026)

BB  768(0,956) 722 (0,901) - 374 (0,466)

TOTAL 803 (1,000) 801*(1,000) 803 (1,000) 803 (1,000) 803(1,000) 803 (1,000)
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1 Para o genétipo LU, AA = LU*01/LU*01 (antigeno Lu?/ Lud), AB = LU*01/LU*02 (antigeno Lu?/
Lub) e BB = LU*02/LU*02 (antigeno Lu®/ Lub).

2Para o genoétipo DI, AA = DI*01/DI*01 (antigeno Di?/ Di#), AB = DI*01/DI*02 (antigeno Di&/ Dib) e
BB = DI*02/DI*02 (antigeno Dit/ Di?). Duas genoipagens tiveram pouca emissdo de sinal para os
alelos deste gendtipo, sendo desconsiderados para analise. * Foi considerado n = 801.

3 Para o genétipo CO, AA = CO*01/CO*01 (antigeno Co? Co?) e AB = CO*01/CO*02 (antigeno
Co?/ Cob).

4 Para o gendtipo DO, AA = DO*01/DO*01 (antigeno Do?# Do%), AB = DO*01/DO*02 (antigeno
Do?/ Do) e BB = DO*02/DO*02 (antigeno Do/ Dab).

5 Para o genétipo DO, AA = Auséncia do alelo DO*04 (antigeno Hy+/Hy+) e AB = -/DO*04
(antigeno Hy+/Hy.

6 Para o genétipo DO, AA = Auséncia do alelo DO*05 (antigeno Jo(a+)/ Jo(a+) e AB = -/DO*05
(antigeno Jo(a+)/Jo(a).

n: frequéncia absoluta de doadores; %: frequéncia relativa.

Fonte: Prépria do autor.

Em baixa frequéncia populacional, a frequéncia genotipica para o
gendtipo LU*01/LU*01 foi de 0,001 e para o genétipo DI*01/ DI*01 foi de 0,002.
N&o houve, para a mesma andlise, presenca de doadores com genétipos em

homozigose para os genétipos CO*02, DO*04 e DO*05.

Os sistemas Diego, Colton, Dombrock, LW e Scianna apresentam uma
distribuicdo populacional mais preservada e, consequentemente, seus
respectivos antigenos. Atualmente, ndo sdo considerados antigenos que
precisam ser respeitados em relacdo a seguranca transfusional para pacientes
politransfundidos aloimunizados contra antigenos eritrocitarios ou em esquema
de transfusédo crénica, conforme descrito no artigo 188, paragrafo 18, anexo 1V,
da portaria de consolidacédo N.° 5, que dispde sobre o regulamento técnico de
procedimentos hemoterapicos, emitida pelo Ministérios da Saude (BRASIL,

2017).

Porém, os anticorpos produzidos em relacdo a aloimunizacdo que
podem causar reacOes transfusionais importantes e que precisam ser
discutidas caso a caso, em fung¢do da clinica do paciente assim como das
peculiaridades regionais relacionadas a frequéncia populacional considerando
a presenca de um determinado antigeno, como por exemplo os do Sistema
Diego em populacbes com mais presenca de individuos asiaticos e/ou

amerindios (ZACARIAS et al., 2016; CASTILHO, 2016).
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A frequéncia genotipica para o0 genétipo LU*01/LU*01, que ¢é
considerada de baixa frequéncia populacional, foi concordante neste estudo
conforme os dados de Delaney et al. (2015) e Langer et al. (2019). Os
anticorpos do Sistema Lutheran normalmente n&o sao clinicamente
significativos, apesar de haver registros DHPN de forma branda, os titulos
destes anticorpos diminuem ao ponto de ndo serem detectados apos alguns

meses do evento de alo imunizagcédo causado (PINHEIRO, 2021).

A frequéncia genotipica de DI*01/DI*01 (0,002) e DI*01/DI*02 (0,096)
deste estudo foi discordante dos dados de Soares (2022), pois para
homozigose do alelo de baixa frequéncia populacional, na amostra estudada,
os resultados dos doadores foram diferentes (p<0,05). Porém, concordantes
com os dados trabalhos realizados em Rio Grande do Sul, por Costa (2016),
em Sado Paulo e Bahia, por Costa (2016). Para DI*01/DI*02, a frequéncia
genotipica de 0,096 deste concordou com as frequéncias de Di® encontradas
nos trabalhos realizados por Caldas et al. (2022) em Belém-PA e Sanguino et
al. (2016) em Manaus, porém divergindo dos dados encontrados em estudos

realizados em demais regides brasileiras publicados até o momento (p<0,05).

Em relacdo ao Sistema Colton, a frequéncia genotipica foi de 0,979 para
0 gendtipo CO*01/CO*01 enquanto para o genétipo CO*01/CO*02 foi de 0,021.
Esses dados concordam com os resultados de Hajar et al., 2020, em estudo
realizado na Malasia.

Os anticorpos Colton sdo normalmente da classe IgG, produzidos apos
exposicao seja por transfusdo sanguinea, seja por gestacdo. Sao detectados
principalmente em testes que envolvem o uso de antiglobulina humana, com
temperatura O6tima de reagdo a 37°C. S&o clinicamente significativos,
envolvidos com casos graves de reacdes transfusionais hemoliticas e doenca

hemolitica perinatal.

Para o Sistema Dombrock, a frequéncia genotipica foi analisada através
do polimorfismo dos SNPs para o genétipo DO*01, DO*02, DO*04 e DO*05. O

resultado da frequéncia de DO*01 (0,106) foi semelhantes as frequéncias de



68

africanos em um grupo de doadores que se autodeclaram afro-americanos
(p>0,05), porém discordantes dos grupos caucasianos, asiaticos e hispanicos
do mesmo estudo (p<0,05) (HASHMI, 2007).

Analisando as frequéncias genotipicas de outros trabalhos realizados no
Brasil, observa-se que a frequéncia de DO*B/DO*B deste estudo (0,466) foi
maior em relacdo ao estudo de Bianchi (2016) a qual demonstrou que a maior
frequéncia genotipica observada no sistema Dombrock foi para o gendtipo
DO*A/DO*B, assim como os resultados descritos por Piassi et al. (2013), na
populacdo estudada de doadores de Minas Gerais. Os alelos DO*02.04 (Hy) e
DO*02.05 (Jo?) sao de alta frequéncia na populacdo e foram observados em
frequéncia de 0,986 e 0,974, respectivamente. Porém, em heterozigose para
DO*02.04 e DO*02.05 com frequéncia genotipica que concorda com os dados

destes autores.

6.7.SISTEMAS LANDSTEINER-WIENER E SCIANNA

A frequéncia genotipica dos doadores de sangue do Amazonas para
os sistemas LW e SC apresenta-se consolidada na tabela 11.

Tabela 11. Frequéncia genotipica para os genoétipos LW e SC e predicdo fenotipica para os
antigenos LW e Sc (n = 803).

LWa/ LWP * Scl/Sc2 **
) 308 A>G 169 G>A
Gendétipos esperados
n/% n/%
AA 801 (0,998) 799 (0,995)
AB 2 (0,002) 2 (0,002)
BB - 2 (0,002)
TOTAL 803(1,000) 803(1,000)

*Para 0 gendtipo LW, AA = LW*05/LW*05 (antigeno LW#/ LW2) e AB = LW*05/LW*07
(antigeno LWa/ LWh),

**Para 0 gendtipo SC, AA = SC*01/SC*01 (antigeno Sc1/Scl), AB = SC*01/SC*02 (antigeno
Sc1/Sc2) e BB = SC*02/SC*02 (antigeno Sc2/Sc2).

n: frequéncia absoluta de doadores; %: frequéncia relativa.

Fonte: Prépria do autor.
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Em baixa frequéncia populacional, a frequéncia genotipica para o
gendtipo SC*02/ SC*02 foi de 0,002. Ndo houve, para a mesma analise,
presenca de doadores com genétipos em homozigose para 0s genotipos
LW*07.

Os resultados encontrados para a frequéncia do genodtipo LW neste
estudo, com alta frequéncia para LW*05 (LW?) e baixa frequéncia LW*Q7
(LWP), sdo concordantes com os dados de Srivastava (2014), de forma

bastante difundida em diferentes populacoes.

O sistema Scianna apresentou frequéncia para o alelo SC*02/SC*02
de 0,002 sendo que Ribeiro (2009) obteve frequéncia genotipica de 0,000 para

0 mesmo alelo.

6.8. COMPARATIVO DE GENOTIPAGENS EM OUTRAS REGIOES DO
BRASIL

Soares (2022) fez um comparativo de alguns estudos de genotipagens
realizadas no Brasil e que permite uma analise junto aos dados das
genotipagens de doadores de sangue do Amazonas, conforme demonstrado no
Quadro 1.

Assim, € possivel visualizar como ha variacdo das frequéncias
genotipicas dos principais sistemas de grupos sanguineos conforme a

miscigenagéao étnico-populacional brasileira.
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Quadro 1. Frequéncias genatipicas para os sistemas de grupos sanguineos RH, FY, K, JK, GPA/B e DI de doadores de sangue do Estado do Amazonas
comparados a genotipagens realizadas em outros Estados.

DOADORES RS SC PR SP MG BA
Gendtipo HEMOAM (n = 810) (n = 373) (n = 400) (n = 948) (n = 287) (n = 196)
(n = 803)

Sistema Rh
RHCE*C/C 0,296 (238) 0.175 (142) 0.161 (60) 0.175 (70) 0.170 (161) 0.132 (38) 0.102 (20)
RHCE*C/c 0,248 (199) 0.515 (417) 0.427 (159) 0.427 (171) 0.490 (465) 0.369 (106) 0.398 (78)
RHCE*c/c 0,456 (366) 0.310 (251) 0.412 (154) 0.398 (159) 0.340 (322) 0.499 (143) 0.500 (98)
RHCE*E/E 0,086 (69) 0.067 (54) 0.026 (10) 0.022 (9) 0.020 (19) 0.027 (8) 0.020 (4)
RHCE*E/e 0,188 (151) 0.232 (187) 0.255 (95) 0.257 (103) 0.260 (246) 0.212 (61) 0.189 (37)
RHCE*e/e 0,726 (583) 0.701 (564) 0.719 (268) 0.721 (288) 0.720 (683) 0.761 (218) 0.791 (155)
Sistema Duffy
EY*A/EY*A 0,299 (240) 0.176 (143) 0.184 (69) 0.125 (50) 0.120 (114) 0.098 (28) 0.127 (25)
EV*A/EY*B 0,486 (390) 0.493 (399) 0.473 (176) 0.480 (192) 0.480 (455) 0.397 (114) 0.460 (90)
EY*B/EY*B 0,213 (171) 0.331 (268) 0.343 (128) 0.395 (158) 0.400 (379) 0.505 (145) 0.413 (81)
Duffy Silenciado
GATA-67 T/T 0,741 (595) 0.935 (757) 0.944 (352) 0.780 (312) 0.690 (654) 0.568 (163) 0.318 (62)
GATA-67 T/C 0,227 (182) 0.061 (50) 0.037 (14) 0.195 (78) 0.250 (237) 0.297 (85) 0.492 (97)
GATA-67 C/C 0,032 (26) 0.004 (3) 0.019 (7) 0.025 (10) 0.060 (57) 0.135 (39) 0.190 (37)
Sistema Kidd
IKFALIK*A 0,295 (156) 0.225 (182) 0.295 (110) 0.272 (109) 0.280 (265) 0.383 (110) 0.378 (74)
JK*AJIK*B 0,508 (408) 0.532 (431) 0.472 (176) 0.480 (192) 0.520 (493) 0.457 (131) 0.480 (94)
IK*B/IK*B 0,295 (237) 0.243 (197) 0.233 (87) 0.248 (99) 0.200 (190) 0.160 (46) 0.142 (28)




DOADORES RS SC PR SP MG BA
Genotipo HEMOAM (n = 810) (n =373) (n = 400) (n =948) (n =287) (n = 196)
(n =803)

Sistema Kell
KEL*01/KEL*01 0 0.006 (5) 0 0.002 (1) 0 0 0
KEL*01/KEL*02 0,036 (29) 0.060 (49) 0.057 (21) 0.050 (20) 0.049 (47) 0.041(12) 0.036 (7)
KEL*02/KEL*02 0,964 (774) 0.934 (756) 0.943 (352) 0.948 (379) 0.951 (901) 0.959 (275) 0.964 (189)
Sistema Diego
DI*01/DI*01 0,002 (2) 0.016 (13) 0 NR 0 NR 0
DI*01/DI*02 0,096 (77) 0.030 (24) 0.056 (21) NR 0.040 (38) NR 0.030 (6)
DI*02/DI*02 0,901 (772) 0.954 (773) 0.944 (352) NR 0.960 (910) NR 0.970 (190)
Sistema MNS
GYPB*S/GYPB*S 0,101 (81) 0.126 (102) NR NR 0.090 (86) NR NR
GYPB*S/GYPB*s 0,448 (360) 0.436 (353) NR NR 0.380 (360) NR NR
GYPB*s/GYPB*s 0,451 (362) 0.438 (355) NR NR 0.530 (502) NR NR

n = NUimero de amostras testadas; NR = Nao realizado. RS: Doadores de Rio Grande do Sul; SC: Doadores de Santa Catarina; PR: Doadores

do Parand; SP: Doadores de Sdo Paulo; MG: Doadores de Minas Gerais; BA: Populagdo mista da Bahia.
p<0,05 para os dados deste estudo comparados com os dados das demais regifes, marcados em negrito.
Fonte: Adaptado de Soares et al. (2022) com dados proprios do autor.
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De fato, a genotipagem eritrocitaria pode contribuir com identificacdo de
gendtipos com predicdes fenotipicas que auxiliam nas tomadas de decisdo para
diminuir os riscos transfusionais (WILKINSON, 2016; CASTILHO, 2016).

Na é&rea da medicina transfusional, a possibilidade de fornecer
sangue fendtipo compativel para pacientes politransfundidos abre uma nova
perspectiva podendo inclusive reduzir o numero de testes pré-transfusionais.
Embora seja pouco provavel que a genotipagem molecular venha
substituir totalmente a hemaglutinacdo nos proximos anos, estas técnicas
utiizadas em conjunto tém um valor potencial importante na seguranca
transfusional e materno-fetal.

O levantamento, interpretacdo de descricdo dos dados obtidos neste estudo
podem possibilitar aplicabilidade na instituicdo local de obtencdo das genotipagens em
questao para fins de identificacdo dos genoétipos e consequente predicdo fenotipica de
doadores de sangue que compde o banco de dados com os registros destes resultados.
Sendo assim, ha a possibilidade de identificacdo de resultados de doadores com
sangues considerados raros e que podem ser informados para a Coordenacéo-Geral de
Sangue e Hemoderivados e consequente alimentacdo do banco nacional de Sangues
Raros, assim como ampliar as possibilidades fenotipicas para os pacientes atendidos

na hemorrede do HEMOAM.

Sugere-se que novos estudos sejam realizados a fim de buscar possiveis
doadores que tiveram um dos alelos ndo reconhecidos pelas sondas previstas na
metodologia utilizada. Além disso, em estudo complementar, € proposto investigar a
origem étnica dos participantes para correlacionar as frequéncias analisadas, além de
novas pesquisas para analisar a frequéncia genotipica de doadores e pacientes no

norte do Brasil.
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7. CONCLUSOES

Considerando os objetivos do presente trabalho a partir dos dados de
genotipagens eritrocitarias dos sistemas de grupos sanguineos de doadores voluntarios

de sangue, pode-se concluir:

- Foram analisadas 803 genotipagens eritrocitarias dos genes relacionados aos
sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, Lutheran, Dombrock, Landsteiner-Wiener, Diego,
Colton e Sciana que permitiu conhecer a frequéncia genotipica de doadores de sangue

do Estado do Amazonas;

- As frequéncias genotipicas RHCE*C/C (0,296), RHCE*C/c (0,248), RHCE*E/E (0,086),
FY*A/FY*A (0,299), JK*B/JK*B (0,295) e DI*01/DI*02 (0,096) foram diferentes das
genotipagens realizadas em outros Estados do Brasil, sendo caracterizadas como um

diferencial em relacédo a frequéncia genotipica de individuos na regido Amazonica.

- A partir da frequéncia genotipica dos SNPs 733C>G RhCE-L245V e 1006G>T RhCE-
G336C no gene RHCE foi observada uma frequéncia de 0,109 de doadores com

fenotipos VS+V+ e 0,006 com fenétipos VS+V-;

- Houve 6 casos de predicéo fenotipica para C como (0)* (frequéncia de 0,007) para o
antigeno RHC, o que implica na possivel presenca de antigeno C alterado codificado

pelo haplétipo (C) ces;

- O genotipo GYPB*03N.02 relacionado ao fendtipo UY® decorrente de um SNP que
silencia expressao do genétipo GPB foi encontrado em heterozigose na frequéncia de
0,015 para doadores de sangue do Amazonas e fenétipo U- devido ao SNP In5 g>t

(GYPB-Int5), em frequéncia de 0,002;



74

- Foram encontrados os genoétipos raros para os genétipos DI*01/DI*01 (0,002),
KEL*06/KEL*06 (0,001) para o genétipo LU*01/LU*01 foi de 0,001, e para o gendétipo
SC*02/ SC*02 foi de 0,002. N&o houve, para a mesma andlise, presenca de doadores

com genotipos em homozigose para 0s genétipos CO*02, DO*04, DO*05 e LW*07.
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ANEXOS

ANEXO | -PROTOCOLO 1- Extracdo de DNA gendmico (BrazolTM LAC
Biotecnoldgica)

Fase 1 — extracdo do DNA

Pipetar 200uL da amostra de sangue em um microtubo de 2,0 mL, devidamente
identificados. Se possivel pipetar somente o creme leucocitario (buffy coat);
Adicionar 400uL de Brazol gelado (4°C) e agitar no vortex até a mostra adquirir um
aspecto homogéneo;

Adicionar 100uL de cloroférmio gelado (4°C) e misturar no vortex até a amostra
adquirir uma coloragdo marrom;

Centrifugar a amostra 12 minutos a 10.000 rpm em T.A;

Apoés a centrifugacao, retirar o microtubo cuidadosamente da centrifuga e verificar
se a solucéo esta dividida em duas fases;

Pipetar cuidadosamente o sobrenadante e transferir para tubos para tubos de 1,5

mL devidamente identificados;

Fase 2 — precipitacdo do DNA genbémico

Adicionar 500pL e etanol a 100% gelado (4°C), homogeneizar no vortex e observar
a formacédo de um precipitado. O precipitado é usualmente visualizado em 30 e 60
segundos;

Centrifugar por 15 minutos a 10.000 rpm em T.A;

Decantar o sobrenadante e adicionar novamente 500uL de etanol a 100% gelado
(4°C); 4- Centrifugar por 12 minutos a 10.000 rpm em T.A;

Decantar o sobrenadante;

Remover o etanol residual com pipeta e colocar no banho seco a 56°C por 10
minutos; 7- Adicionar 200uL de agua destilada estéril em cada tubo (H20dd);

8- Quantificar o DNA genbmico utilizando o equipamentp NanoDrop 1000; 9-
Armazenar o DNA purificado a 4°C ou a -20°C.
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PROTOCOLO 2- Genotipagem — PCR - BeadChip® KIT HEA

83

1. Os controles positivo e negativo (HO livre de nuclease) devem ser incluidos em cada conjunto de

testes.

2. Podem ser utilizadas pipetas multicanais ou monocanal, de acordo com a preferéncia do

laboratorio. Todas as pipetas utilizadas devem ser calibradas.

3. Misturar corretamente as amostras e os reagentes. Evite fazer espuma ou bolhas.

4. Retirar as quantidades necessarias de reagentes, amostras e controles. Se estiverem congelados,
descongelar antes da sua utilizagao.

5. Retirar as laminas do BeadChip da geladeira e deixar em temperatura ambiente durante 15
minutos antes de utilizar

6. E extremamente importante evitar a contaminagdo cruzada entre os varios pogos BeadChip.
Tenha cuidado quando pipetar, lavar ou remover fluidos.

7. E necessaria uma pipetagem precisa das amostras e dos reagentes para obter resultados
precisos.

8. O BioArray Solutions AIS 400 Array Imaging System e o forno de hibridizagao (Boekel Inslide-Out,
modelo 241000) devem ser ligados no minime 30 minutos antes do funcionamento e ajustado a
temperatura para 53°C. Coloque 2 toalhas de papel no tabuleiro do forno de hibridizagao e umedeca-
as com 25mlL de agua destilada e deionizada (H.Odd) para manter as condi¢des de umidade durante
a incubagao. Se o forno de hibridagao foi utilizado anteriormente durante o dia, substitua as toalhas
de papel por 2 novas e umedega-as novamente com a mesma quantidade da agua deionizada.



DESCRICAO DO PROCEDIMENTO
Preparo dos reagentes:

Determinar o numero de amostras e controles que devem ser testados.

2. Verificar o nome dos reagentes, lotes, validade e fabricante

3. Comparar o lote do kit de reagentes com o lote das laminas a serem utilizadas (Os lotes devem
ser 0s Mesmos).

4. Os reagentes devem permanecer resfriados (gelo) por um periodo de 5 a 10 minutos antes de
serem utilizados (exceto a Clean Up que deve ser mantido no freezer até a hora do uso).

5. Depois de descongelados, todos os reagentes devem ser agitados (vortex e spin) e armazenar
imediatamente o restante do reagente que nao foi utilizado.

Nota: Recomendam-se areas laboratoriais distintas para os procedimentos pré-PCR e p6s-PCR,
para prevenir contaminagao. Os passos descritos abaixo devem ser realizados na area do laboratorio
pré-PCR e sempre devem ser utilizadas ponteiras com filtro.

6. Consultar a tabela abaixo para preparar os reagentes. A tabela é uma diretriz, com acréscimo de
10% do volume necessario para a realizagao dos ensaios (o volume para 1 amostra é exato sem
reagente em excesso).

7. Preparar o PCR Master Mix de acordo com a tabela abaixo e manter em gelo (rack térmica) até o

momento de ser utilizado. Quando calcular o nimero de testes, lembre-se de incluir os controles.

Reagentes | Amostras 1 8 | 18 | 24 | 32| w a8 56 64 72 20 L] 9
16 | 144 | 206 | 448 | 502 | 736 | vs0 | 1008 | 1168 | 1206 | 1456 | 1584 | 1744

Adicionar em

HotStar Tag DNA wn Flaconsle
L”'”'""': w0 1| 9 [ws| 2 |37 | a6 [ s5 | 63 | 73 | 81 | o0 | 90 | 109

8. De acordo com a tabela abaixo, aliquotar o PCR Master Mix numa tira de 8 tubos.

Até a amostra L] 1% 24 22 a0 48 56 (1 72 80 o8 0

Ir para etapa 9 30 86 76 02 12 120 149 164 188 200 224

NOTA: Se aplicavel utilizar cubeta alternativa para a pipetagem com a pipeta multicanal.
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NOTA: Se aplicavel utilizar cubeta alternativa para a pipetagem com a pipeta multicanal.

NOTA: Remover todas as bolhas de ar existentes no fundo da tira antes de pipetar os

reagentes. Este passo é muito critico.

9. Dispensar 17uL do PCR Master Mix em cada microtubo apropriadamente identificado.
Sempre utilizar ponteiras com filtros.

10. Selar os microtubos e transferir para area especifica para a adigao do DNA, fora da area pré-
PCR

11. Pipetar 8uL de DNA em cada microtubo de PCR e homogeneizar 3 vezes com a pipeta ou
utilizar vortex

12. Para o controle negativo dispensar 8uL de H,Odd (nuclease free) no microtubo apropriado e
homogeneizar 3 vezes com a pipeta utilizando sempre ponteira com filtro.

13 Selar cuidadosamente os microtubos, agitar levemente (vortex) e centrifugar (spin).

14. Colocar os microtubos no termociclador e selecionar o protocolo do PCR desejado.

Por exemplo: Modelo Applied Biosystems — Modelo Veriti

94°C - 15 min

94°C - 30 seg, rampa de 60%

60°C - 30 seg, rampa 50% 30 ciclos

68°C - 50 seg, rampa 35%

68°C — 8 min

4°C até a retirada das amostras. As amostras nao devem ficar no equipamento por mais de 24 horas.

Apés o término da reagao, retirar os produtos de PCR do termociclador e centrifugar.

NOTA: Devido a diferenca entre os termocicladores, cada instrumento deve obrigatoriamente
ser validado com amostras conhecidas para avaliar o seu desempenho.
As amostras centrifugadas e os controles devem ser usados imediatamente, mas podem ser

armazenados a temperatura < -20°C durante 4 semanas.
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PROCESSAMENTO POS-PCR (Tratamento Amplicons)

1. Agitar os produtos de PCR vigorosamente e centrifugar (vortex e spin — segurar o botdo de
spin até a velocidade maxima da centrifuga e soltar).
Preparar e identificar uma nova tira

3. Transferir 6,5uL de cada produto de PCR para a nova tira. Utilizar somente ponteiras com
filtro.

4. Aliquotar o Reagente Clean Up para a realizagao dos testes numa tira de 8 ou 16 tubos.Utilizar

pipeta monocanal, e adicionar reagentes conforme tabela abaixo:

Amostras 1 8 16

Clean Up Stock solugho de

trabaiho pl Flaconetes 2 18 38

Se for realizar teste > 16 amostras utilizar pipeta multicanal conforme tabela abaixo:

Atéa amostra 8 16 2 n 40 48 56 64 72 80 (1) 96
Volume (p) do Reagents Irpara a
Clean up por tubo natira etapa 5§ s ’ 12 " 16 18 20 2 2 2 2

5. Adicionar 2uL de reagente Clean Up a cada pogo e homogeneizar 3 vezes com pipeta.
Descartar o reagente que nao foi utilizado. Utilizar somente ponteiras com filtro.

Nota: Realizar o procedimento cuidadosamente para garantir resultados corretos quando
for pipetar volumes pequenos.

Armazenar o reagente Clean Up que nao foi utilizado e manter os demais reagentes em
gelo.

6. Selar cuidadosamente o microtubo, agitar levemente (vortex) e centrifugar (spin).



7. Colocar o microtubo no termociclador e executar o seguinte protocolo:

37 °C 25 min.
80°C 15 min.

4 °C até a remogao das tiras. O tempo nao deve ultrapassar a 3 horas
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NOTA: As amostras centrifugadas e os controles devem ser usados imediatamente, mas podem ser

armazenados a temperatura < -20°C até 24 horas no freezer “no frost free”.

PROCESSAMENTO POS-PCR - OBTENGAO DA FITA SIMPLES (LAMBDA EXONUCLEASE)

1. Homogeneizar (vortex) e centrifugar (spin) os microtubos contendo os produtos de PCR

limpos.

2. Aliquotar o reagente Lambda Exonuclease para realizagao dos testes numa tira de 8 ou 16

microtubos. Se for utilizar pipeta monocanal, adicionar reagentes conforme tabela abaixo:

Amostras 8 16
Volume (ui)
Lambda Exonuclease Flaconetes 18 36

Se for realizar teste > 16 amostras utilizar pipeta multicanal conforme tabela abaixo

Atea amostra 8 16 24 32 40 48 56
Volume (pl) do Reagente Irpars 8
Lamtda Exonuclease por etona 3 6 9 12 1" 16 18
tubo natira

Armazenar o reagente Lambda Exonuclease nao utilizado e manter os reagentes em gelo.




3.

Adicionar a cada microtubo 2pL da solugdo de Lambda Exonuclease e homogeneizar 3 vezes
com uma pipeta

Selar cuidadosamente o microtubo, agitar levemente (vortex) e centrifugar (spin).

Colocar o microtubo no termociclador e executar o seguinte protocolo:

37 °C 25 min.
80°C 15 min.

4 °C até a remogao das tiras. O tempo nao deve ultrapassar a 3 horas

NOTA: As amostras centrifugadas e os controles devem ser usados imediatamente, mas podem ser

armazenados a temperatura <-20°C até 16 horas no freezer “no frost free".

Ligar e preparar a incubadora Boekel Scientific (colocar papel toalha umedecido com H,0dd)
e deixar atingir a temperatura de 53°C,

Ligar o sistema de captura de imagem (X-Cite e o Opti Scan ll) e abrir o programa AISR3.0VIL.

Identificar as laminas contendo os BeadChips e deixa-las a TA por 15 minutos.
Transferir os dados do CD para o computador (Esta etapa deve ser realizada na abertura de
cada Kit).

HIBRIDIZACAO DO DNA ALVO NO BeadChip™

NOTA: Os passos 4 ao 11 nao podem ser interr idas em hi Iquma.

00 (I .

Verificar se o forno de hibridizagao esta na temperatura de 53°C.

Assegurar que as laminas do BeadChip estdo em temperatura ambiente.

Agitar os produtos de PCR vigorosamente e centrifugar (vortex e spin).

Aliquotar o reagente Elongagdo eMAP® para realizagao dos testes numa tira de 8 ou 16
microtubos. Ter cuidado para evitar a formagdo de espuma. Se for utilizar pipeta monocanal,
adicionar reagentes conforme tabela abaixo:

88



Amostras 1 8 16
Volume (ul) onetes 180
eMAP elongase P s i

Se for realizar teste > 16 amostras utilizar pipeta multicanal conforme tabela abaixo

Até a amostra . 1 24 2 a0 4 54 ot 72 50 " "
eMAP Elongase (ul)’
Volume {ul) por Irpara etapa 5 2 2 ar » 70 L 1] " 100 144 123 135
tubo na tirs

NOTA: Retirar todas as bolhas de ar no fundo da tira antes de prosseguir com a pipetagem

dos reagentes.

5.

10.

1.

Adicionar 10uL do reagente eMAP® em cada amostra e homogeneizar 3 vezes com a pipeta.
Utilizar somente ponteiras com filtro. Descartar o reagente que nao foi utilizado.

Transferir 15uL do Mix para o HEA BeadChip correspondente. Utilizar somente ponteiras
com filtro.

Colocar as laminas BeadChip™ no forno de hibridizagdo e incubar durante 30 minutos a
53°C.

Retirar as laminas do forno e lavar com H,0dd mantendo a lamina na vertical segurando nas
laterais.

Enxaguar cada BeadChip individualmente com H.Odd sob um fluxo de pressdo constante. 9]
fluxo de agua deve ser perpendicular a face da lamina e a aproximadamente 2,5 cm de
distancia. Enxaguar cada BeadChip durante aproximadamente 3 sequndos

Remover o excesso da agua da lamina utilizando ar comprimido. Nao agitar a embalagem de
ar comprimido. Remover o excesso de agua da parte traseira da lamina com papel toalha.

Ler as laminas BeadChip utilizando o BioArray Solutions AIS400 Array Imaging System.
Processar as imagens utilizando o software HEA Analysis no BioArray Solutions Information
System (BASIS).
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ANEXO Il - PARECER CONSUBSTANCIADO DA PLATAFORMA BRASIL

FUMDACAO DE
HEMATOLOGIA E w me
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INVEETIGA{;AO DA FREQUEMCIA ALELICA DOS PRIMCIPAIS SISTEMAS DE
GRUPOS SANGUINEDS ERITROCITARIOS EM DOADORES DE SANGUE DO
ESTADO DO AMAFZOMNAS

Pesquisador: MYLMER OLIVEIRA FERMIAND DE SOUZA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 3G716520.3.0000.0009

Instituigdo Proponente: Fundagdo de Hematologia & Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Himero do Parecer: 4.323 231

Apresentagio do Projeto:

A identificagdo dos anfigenos eritrocitarios & necessaria na pratica transfusional. As limitagdes das técnicas
sorolagicas para fenotipagem foram

ultrapassadas com usc da genotipagem para identificagio de alelos variantes nos genes cormespondentes &
expressao dos antigenos eritrocitarios.

Wisande o auments da seguranga transfusional dos pacientes poliransfundidos, a identificagéo de novas
alelos na papulag:in e Cadastro Macional

de Sangues Raros, o Ministério da Salde estruturou o servigo de genotipagem eritrocitaria em diferentes
regides do Brasil. O objetivo deste projeto

& investigar a frequéncia alélica dos principais sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios em doadores de
samgue do Estado do Amazonas.

Consiste em uma pesquisa aplicada, quantitativa, descritiva e refrospectiva, em doadores voluntarios de
sangue atendidos na Fundagio Hospitalar

de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). Serdo analisadas as frequéncias genotipicas
realizada por MicroArray dos sistemas Rh,

Kell, Duffy, Kidd, MMS, Lutheran, Dombrock, Landsteiner-Wiener, Diego, Colten & Sciana e as 24
frequéncias alélicas gque compdem o kit para cada

Enderego:  Aw. Constarding Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)

Balrro: Chapada CEP: £4.050-002
UF: AM Municipio:  MANAUS
Talefone: (02)3555-0114 Faw (S2@&ss-inz E-mall: cap@remoamam.goy.br

Picinei1 = 04
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FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W
HEMOTERAPIA DO

Contruatdo oo Parecer: £.323.231

um dos 1316 doadores. Espera-se investigar a frequéncia alélica dos sistemas, as provaveis varantes
génicas nos alelos identificados e, diante dos

possiveis resultados gerados, detectar gendtipos raros entre os doadores de sangue do Estado do
Amazonas.

Hipdtese:

HO: Os polimorfismos alélicos dos grupos sanguineos na populagio do Estado do Amazonas, onde ndo
tinha side realizade nenhum estudc com

esse tema, aprezentam uma frequéncia dentro do esperado com outros estudos em outras regides
brasileiras.H1: Os polimorfismos alélicos dos

grupos sanguinecs na populagio do Estado do Amazonas apresentam uma frequéncia que diverge do
ezperado com outros estudos em outras

regides brasileiraz, permitindo que os dados colaborem com o aumento de seguranga transfusional dos
pacientes da regido de estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar a frequéncia alélica dos principais sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios em doadores de
zangue do Estado do Amazonas.

Objetivo Secundario:

Investigar a frequéncia alélica dos sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, Lutheran, Dombrock, Landsteiner-
Wiener, Diego, Colton e Sciana;Levantar a frequéncia de variantes génicas nos alelos idenfificados; Detectar
gendtipos raros entre os doadores de sangue do Estado do Amazonas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os pesquisadores acataram a comegao referente a este itern questionado no parecer passado.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

O itern referente ao material e métodos questionado no parecer passado também foi inseridao.
Congideragdes sobre os Termos de apresentagfo obrigatdria:

Todos o= termos foram apresentados.

Recomendagoes:

Todas as recomendagies foram atendidas.

Endarego: Av. Constanting Mery, 4397, Bloco A, 23la do CEP-HEMOAM (sala 13)

Balrro: Chapada CEP: G9.050-002
UF: &AM Municiple: MANAUS
Telefona: [(92)3655-0114 Fax: (392j3655-0112 E-mall: cepf@hemaam.am.gov.br

Pigne 02 <a 04
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FUNDACAO DE

HEMATOLOGIAE
HEMOTERAPIA DO

Contiracio o Parscer: £.323.239

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Auwrtor Situacao
Informagoes Basicas| PE_INFORMACCES_BASICAS DO P 2E/08/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1577478 pdf 14.27.06
Parecer Anterior PBE_PARECER_CONSUBSTANCIADO | 26082020 [MYLNER OLIVEIRA | Aceito

CEP_4237649 pdf 14:26:37 |FERMIAMO DE
_ SOUFA
Outros CARTA_RESPOSTA_AD CEP_HEMO | 26/08/2020 [MYLMNER OLIVEIRA | Aceito
AM_ASSINADA pdf 14:25:55 |FERMIANOC DE
_ SOLFA
Projeto Detalhado / |PROJETO_DOUTORADD MYLMER_C| 26/08/2020 |MYLMER OLIVEIRA | Aceito
Brochura ORRIGIDOD_CEP.docx 142503 |FERMIANG DE
Investigador _ _ SOUZA
Outros 12_Temo_De Compromisso Para Uili| 18082020 |MYLNER OLIVEIRA | Aceito
zacao_De Dados E Prontuanios_ASSI 10:28:26 |FERMIANO DE
MADD 2. pdf SOLZA
TCLE/ Termos de |13 _Declaracac_de_dispensa_do TCLE | 18082020 |MYLNER OLIVEIRA | Aceifo
Assentimento / _ASSINADA, pdf 10:26:44 |FERMIANO DE
Justificativa de SOUZA
Auséncia _ _
Outros 12_Termo_De_Compromisso_Para_ UGl 18082020 [MYLNER OLIVEIRA | Aceito
zacao_De Dados_E_Prontuanos_ASS| 0&:28:25 |FERMIANC DE
MADC. pdf SOUZA
Outros JOSE_NETO _Modelo_Termo_de_Anue | 18082020 [MYLNER OLIVEIRA | Aceito
ncia_Pesquisadores_assinado. pdf 075930 |FERMIANG DE
SOUZA
Outros SERGIO_Modelo_Termo_de Anuencia_| 18082020 [MYLMER OLIVEIRA | Aceito
Pesquisadores_ ASSIMNADO pdf 075855 |FERMIAMO DE
SOLIFA
Outros Termo_de_Compromisso_Pesquisador. 18/08/2020 |MYLMNER OLIVEIRA | Aceito
pf 07.56:21 |FERMIANO DE
_ SOUFA
TCLEF Termos de | JUSTIFICATIVA_DE_TCLE_ASSINADA] 17/08/2020 [MYLNER OLIVEIRA | Aceito
Assentimento § pdf 21:36:52 |FERMIANOC DE
Justificativa de SOUZA
Auséncia
Dutros 02_Temo_Institucional HEMOAM. pdf 170872020 |MYLMER OLIVEIRA | Aceito
211837  |FERMIANOC DE
SOUZA
Enderego:  Av. Constanting Mery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13}
Balrra: Chapada CEP: g9.050-002
UF: &AM Municiplo: MANAUS
Talefone- [92)3655-0114 Fax: (92j3655-0112 E-mall: cepf@nhemaam.am.gov.or
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HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO

Corfirscho do Parscer £.323.231

QRBroa ™

Folha de Rosto 01_FOLHA_ROSTO_FINAL_ASSINADA] 17/08/2020 |MYLNER OLIVEIRA | Aceio
pdf 21:16:39 |FERMIANC DE
SOUZA

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

MAMAUS, 06 de Outubro de 2020
Aszinado por:
Allyson Guimaraes da Costa
{Coordenador{a)}

Enderego:  A¥. Constanting Nery, 4397, Bloco A, Sala do CEP-HEMOAM (sala 13)
Balrro: Chapada CEP: g9.050-002
UF: &AM Munlciplo: MANAUS
Telefona: [92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mall: cepf@hemaam.am.gov.br

Pigne 04 Za 04
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