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RESUMO

A genotipagem de grupos sanguineos em larga escala pela té¢nica de “microarray” tem se
mostrado importante para doadores e pacientes, pois permite a determinacdo simultanea de
multiplos alelos que codificam antigenos de grupos sanguineos e pode contribuir para a selecdo
mais exata de unidades de sangue compativeis para pacientes politransfundidos. Neste trabalho,
avaliamos a utilizacdo da genotipagem em larga escala em 283 amostras de DNA de pacientes
falciformes e, em 504 amostras de DNA de doadores de sangue pela plataforma HEA
BeadChip™ na selecdo de doadores fenétipo compativeis em 4 niveis de compatibilidade de
antigenos de grupos sanguineos. Com o auxilio de um software e considerando que todos os
doadores eram do grupo sanguineo O, fomos capazes de encontrar um ndmero significativo de
doadores de sangue antigeno-negativo para pacientes aloimunizados e ndo aloimunizados quando
buscamos por compatibilidade Nivel 1 (ABO, D e um aloanticorpo) e Nivel 2 (ABO, D, C, c, E,
e, K1). Em Nivel 1 encontramos uma média de 482 doadores compativeis e em Nivel 2 uma
média de 237 doadores compativeis. Entretanto, a média de doadores compativeis Nivel 3 (ABO,
D, C, ¢, E, e, K1, Fy*, Fy®, JK* JK", S, s, Di®) foi de 75 e, Nivel 4 (ABO, D, C, ¢, E, e, K1, Fy*,
Fy®, JK*, JK”, S, s, Di*, Lu®, Lu®, M, N, Do*, Do®, Hy, Jo® k, Js") foi de 31. Além disto, realizamos
compatibilidade genética para 35 pacientes com as amostras de DNA dos pacientes e das
unidades de sangue compatibilizadas para eles por técnicas sorolégicas. Vinte e hum pacientes
apresentaram discrepancias para varios antigenos entre o seu perfil antigénico e as unidades de
sangue sorol6gicamente compatibilizadas para eles, o que demonstra que as técnicas moleculares
sdo superiores as técnicas soroldgicas na identificagdo de unidades de sangue compativeis para

estes pacientes.
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ABSTRACT

DNA arrays, with their high-throughput capability are particularly suited for mass screening
donors because they permit the simultaneous determination of multiple alleles encoding RBC
antigens and can facilitate the provision of more extensively matched blood for patients. Based
on this we evaluated the usefulness of DNA array technology to provide a means to precisely
genotype match donor blood units to the antigen-negative type of patients with SCD. We
searched for compatible units for 283 SCD patients performing extended human erythrocyte
antigen (xHEA) typing on the patient samples and on 504 donor samples. The degree of matching
was determined at 4 increasingly stringent levels of compatibility. Using a special software, we
were able to find 482 compatible donors for Level 1 (ABO, D and 1 Antibody) , 237 for Level 2
(ABO, D, C, ¢, E, e, K1), 75 for Level 3 (ABO, D, C, ¢, E, e, K1, Fy*, Fy®, JK* JK", S, s, Di*) and
31 for Level 4 (ABO, D, C, ¢, E, e, K1, Fy*, Fy", Jk* JK", S, s, Di*, Lu*, Lu®, M, N, Do, Do”, Hy,
Jo* k, Js®). We also investigated antigen-match RBC units with 35 recipients using blood group
genotypes at the 4 levels of matching stringency. Units selected were serologically matched to the
patients based on their ABO, Rh and K phenotypes and presence of antibody (ies). Twenty-one
from 35 SCD patients presented discrepancies or mismatches for multiple antigens between their
xHEA antigen profile and the blood units antigen profile serologically matched for them.
According to these results we were able to find a better match for the patients in our extended
HEA (xHEA)-typed units, and in the majority of cases the degree of matching was enhanced and
the patients benefit to receive the transfusions as shown by better in vivo RBCs survival. DNA
array based blood grouping typing of donors and patients showed to be a cost-effective procedure
and has demonstrated improvements in SCD patients care facilitating their transfusion support

and preventing the alloimmunization and hemolytic transfusion reactions.
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1. INTRODUCAO



Os sistemas de grupos sanguineos sdo caracterizados pela presenca ou auséncia de

antigenos na membrana eritrocitdria. Estes antigenos, como parte integrante dos componentes da

membrana, possuem caracteristicas polimorficas bem definidas (ISSIT e ANSTEE, 1998).

Os antigenos eritrocitdrios sdo herdados geneticamente e definidos por sequéncias

especificas de aminodcidos, constituindo proteinas que podem ou nao estar ligadas a carboidratos

ou a lipidios. A diversidade dos antigenos de grupos sanguineos, como para qualquer outro traco

biolégico, encontra-se ao nivel do gene (REID e YAZDANBAKHSH, 1998).
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Figura 1: Insercao dos antigenos de grupos sanguineos na membrana eritrocitaria. Figura

adaptada de Reid (REID, 2008).

Atualmente, de acordo com a Nomenclatura da Sociedade Internacional de

Transfusdo Sanguinea (ISBT), estdo descritos 328 antigenos eritrocitarios, distribuidos em 30

sistemas de grupos sanguineos (DANIELS et al, 2009). Os sistemas Rh, MNS e Kell sao os mais

complexos, contendo 50, 46 e 31 antigenos, respectivamente.
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Os genes que codificam os 30 sistemas de grupos sanguineos ja foram clonados e
sequenciados, e as bases moleculares associadas com a maioria dos antigenos ja foram

determinadas (REID, 2009).

IN

MNS(46)

YT b1y

LU(19) 3

Figura 2: Distribuicao dos antigenos dos sistemas de grupos sanguineos (AVENT, 2008).

Assim, o conhecimento da sequéncia génica possibilitou a identificacdo de diversas
formas polimérficas destes genes o que melhorou muito o entendimento da complexidade dos

antigenos de grupos sanguineos.

Os polimorfismos de grupos sanguineos originam-se predominantemente de
mutacdes de ponto, principalmente os polimorfismos de um udnico nucleotideo (SNPs), mas
recombinacdes génicas, dele¢des e inser¢des também ocorreram ao longo da evolucdo dos genes
que codificam os sistemas de grupos sanguineos e promovem o desenvolvimento de formas

variantes destes genes (DANIELS, 2005; WESTER et al, 2005).

Pelo fato dos antigenos de grupos sanguineos estarem presentes na parte externa da

membrana eritrocitdria, eles sdo extremamente importantes na medicina transfusional, uma vez
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que a auséncia de um antigeno pode levar a aloimuniza¢do de um individuo apds transfusdo de
hemdcias com o respectivo antigeno e aumentar seu risco transfusional nas transfusdes

subsequentes (REID, 1997; ISSIT e ANSTEE, 1998).

Pacientes que recebem regime de transfusdo de sangue cronica tais como, os
pacientes portadores de anemia falciforme, podem desenvolver anticorpos a uma centena de
antigenos eritrocitdrios. A maior causa de aloimunizacdo nestes pacientes é a diferente
distribuicdo destes antigenos entre doadores de ancestralidade Européia e os pacientes

falciformes de ancestralidade africana (CHOU e WESTHOFF, 2009).

Um efeito indesejavel grave diretamente associado as transfusdes é aquele que resulta
em hemdlise do sangue transfundido, devido a anticorpos pré-formados no plasma do receptor.
Segundo Poole e Daniels (POOLE e DANIELS, 2007), a aloimunizacdo apresenta
consequéncias negativas aos pacientes politransfundidos (Tabela 1), dentre os quais se destacam
o aumento do risco de reacdo transfusional hemolitica e a redu¢do do nimero de bolsas de sangue

compativeis para futuras transfusoes.

Tabela 1: Consequéncias da aloimunizacao eritrocitaria

- Aumento do risco de reagdes transfusionais hemoliticas e destrui¢do dos eritrdcitos alogénicos
- Destruicao dos eritrdcitos autélogos (Anemia Hemolitica Auto-Imune — AHAI)

- Destruicao dos eritrécitos do feto (Doenca Hemolitica Peri-Natal — DHPN)

- Danos a tecidos e 6rgdos transplantados

- Reduc¢do do niimero de bolsas de sangue compativel

A transfusdo de sangue incompativel, que causa reacdo transfusional hemolitica
imediata com destruicdo intravascular das hemaécias transfundidas, pode levar a morte. A grande
maioria destes casos estd relacionada a incompatibilidade ABO, uma vez que os anticorpos anti-
A e anti-B ativam o Sistema Complemento e estdo presentes em altas concentragdes no plasma
(PETZ, 1989; ISSIT e ANSTEE, 1998).
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Pacientes que recebem transfusdo de sangue e componentes sanguineos podem
desenvolver anticorpos a vdrios antigenos eritrocitdrios. Estes pacientes, meses ou até mesmo
anos apds as transfusdes, podem apresentar reacdes transfusionais hemoliticas tardias, com
destruicdo extravascular das hemadcias, devido a anticorpos ndo detectados em testes pré-
transfusionais. Os anticorpos mais implicados na reagdo transfusional hemolitica tardia sdo os
dirigidos contra antigenos dos sistemas Rh(34%), Kidd(30%), Duffy(14%) e Kell(13%)
(MOLISSON et al, 1988). Aloanticorpos desenvolvidos contra outros antigenos eritrocitarios
ocorrem em menos que 1% da populacao (GIBLETT, 1961, 1977; HOELTGE et al, 1995;
GEIFMAN-HOTZMAN et al, 1997).

O significado clinico dos anticorpos anti-eritrocitarios depende da frequéncia do
antigeno (que pode variar em diferentes origens étnicas) e da sua imunogenicidade. A ocorréncia
de anticorpos irregulares em pacientes politransfundidos estimulou vérios pesquisadores a
determinar a frequéncia da aloimunizacdo em populacdes distintas, levando em consideragdo as

diferencas étnicas existentes entre elas (ISSIT, 1994).

A literatura apresenta vdrios estudos mostrando a frequéncia da producido de
anticorpos irregulares, em populacdes selecionadas de pacientes politransfundidos (ORLINDA
et al, 1978; COLES et al, 1981; BLUMBERG et al, 1983; DAVIES et al, 1986; REISNER et
al, 1987; COX et al, 1988; VICKINSKY et al, 1990; ROSSE et al, 1990). Estes autores
mostraram que a prevaléncia de formacdo de anticorpos em pacientes com anemia aplastica,
leucemia mieldide aguda, insuficiéncia renal e hemorragia gastrointestinal era similar (11-16%).
Em pacientes com hemoglobinopatias, o indice de aloimuniza¢do encontrado foi mais alto (29%).
Outros relataram que a probabilidade mais alta (33,4%) de resposta imune a antigenos
eritrocitarios, foi encontrada em pacientes com anemias hemoliticas auto-imunes, cirrose hepética

e sindromes mielodispladsicas (SALMON et al, 1990).

Considerando as frequéncias génicas e a prevaléncia destes anticorpos em diferentes
populacdes (GIBLETT, 1961), estimou que a probabilidade de um individuo produzir um ou
mais anticorpos anti-eritrocitirios € de aproximadamente 1%, por unidade de sangue

transfundida.
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Na prética transfusional atual, devido ao risco associado a transfusdes e gestacdes
futuras, tem-se procurado minimizar as chances de um individuo formar aloanticorpos anti-
eritrocitarios. Alguns autores estimulam as transfusdes intra-raciais em pacientes portadores de
anemia falciforme (ORLINDA et al, 1978). Outros, recomendam transfusdes fenotipicamente
compativeis com os antigenos eritrocitdrios mais imunogénicos (D, K, E, ¢, C, e, Fy", Jk% S)
(COLES et al, 1981; SALMON et al, 1990). A fenotipagem eritrocitaria é essencial também na
confirmacao de aloanticorpos e facilita a identificagdo de anticorpos que podem ser formados no

futuro.

Os procedimentos de fenotipagem sdo baseados no principio da hemaglutinacio, que
€ o método cldssico para testes de antigenos de grupos sanguineos e anticorpos. Esta técnica tem
sido utilizada por décadas, requer poucos equipamentos € quando executada da forma correta,
apresenta especificidade e sensibilidade apropriada para a seguranga transfusional da maioria dos

pacientes que necessitam de transfusdo sanguinea (REID, 2009).

A fenotipagem eritrocitdria apesar de muito utilizada em laboratérios de
imunohematologia, apresenta certas limitacdes técnicas e clinicas (Tabela 2), depende da
disponibilidade de anti-soros raros e reagentes de alto custo que, associado a outros fatores de
ordem técnica, dificultam a sua utilizagdo, tornando-os algumas vezes até mesmo invidveis na
rotina transfusional. Por exemplo, ainda € dificil fenotipar corretamente um paciente
recentemente transfundido devido a presenca de hemdcias do doador na sua circulacdo (REID et

al, 20002, 2000b).
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Tabela 2: Limitacoes da Hemaglutinaciao

Limitacoes Técnicas

- Teste subjetivo (interpretacao subjetiva)

- Procedimentos trabalhosos e dispendiosos para a determinacdo de diversos antigenos
- Alto custo dos reagentes, em especial dos soros raros

- Requer o uso de soros confidveis

- Indisponibilidade de anti-soros comerciais para muitos antigenos

Limitacoes Clinicas

- Fenotipagem de pacientes com transfusdes recentes

- Fenotipagem de hemacias de pacientes com autoanticorpos

- Falha na determinacdo da zigosidade RHD

- Dificuldade de transfundir pacientes aloimunizados

Diante dessas limita¢des, tem se procurado identificar meios mais seguros para evitar

as reacoes transfusionais em pacientes politransfundidos. Atualmente tem merecido destaque os

procedimentos de genotipagem molecular (REID et al, 2000a; ROZMAN et al, 2000;

CASTILHO et al, 2002a, 2002b).

Desde a clonagem e sequenciamento dos genes que codificam os sistemas de grupos

sanguineos, tem havido um grande progresso nos mecanismos moleculares que levam a

diversidade dos antigenos de grupos sanguineos. Alguns destes mecanismos sdo: mutacdo de

ponto, delecdo, inser¢do, mecanismos de splicing alterados, crossing over intragénico, crossing

over intergénico, conversdo génica e outros rearranjos génicos. No entanto, a maioria dos

polimorfismos de grupos sanguineos surgem de mutagdes de ponto missenses ou seja, de uma

Introducdo

46



mudanca na identidade do aminodcido codificado (AVENT, 1997; REID e YASDANBAKHSH,
1998).

A utilizacdo das ferramentas de biologia molecular tem sido fundamental para a
inser¢do de novas metodologias na rotina laboratorial da Imunohematologia, aumentando a
seguranca e eficdcia transfusional de pacientes politransfundidos, como os portadores de anemia
falciforme. Isto pode ser facilmente visualizado durante os procedimentos de genotipagem de
grupos sanguineos, onde as técnicas moleculares suprem as deficiéncias das técnicas de
hemaglutinacdo, principalmente na fenotipagem de pacientes com transfusio recente, quando ha
hemdcias do doador na circulagdo do receptor e, em pacientes com autoanticorpos (ROZMAN et

al, 2000; CASTILHO et al, 2002a, 2002b).

As técnicas moleculares podem ainda identificar a presenca de genes que codificam
antigenos de grupos sanguineos fracamente expressos na membrana, contribuindo para a

prevencdo de possiveis reacdes transfusionais hemoliticas (REID, 2007).

Enquanto os testes de hemaglutinacdo avaliam os produtos dos genes de grupos
sanguineos, a genotipagem detecta a sequéncia do DNA responsdvel pela expressdo destes
produtos (os antigenos eritrocitdrios). Desta forma, a genotipagem torna-se uma excelente
alternativa para os casos onde os testes de hemaglutinacdo ndo apresentam eficiéncia

(DANIELS, 2005; REID e LOMAS-FRANCIS, 2002; CASTILHO et al, 2002a).

Os protocolos moleculares atualmente empregados na genotipagem de grupos
sanguineos baseiam-se na reacdo de polimerase alelo-especifico (AS-PCR), PCR seguido por
andlises dos fragmentos com enzimas de restricio (PCR-RFLP) (REID e YASDANBAKHSH,
1998; REID e RIOS, 1999; DENOMME et al, 2000) e, mais recentemente as plataformas de
microarray. (BEIBOER et al, 2005; HASHMI et al, 2005).

Uma das principais aplicacOes clinicas da genotipagem de grupos sanguineos é
auxiliar no processo de identificacdo de anticorpos de pacientes recentemente transfundidos e
encontrar sangue fendtipo compativel para os mesmos. Estudos mostram que a presenga de

leucécitos nos produtos de sangue transfundidos ndo interferem na genotipagem de grupos
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sanguineos (REID, 1997; REID et al, 2000a; RIOS, 1999; ROZMAN et al, 2000;
CASTILHO et al, 2002a).

Outra aplicagdo clinica da genotipagem inclui situacdes onde as hemdcias estdo
revestidas com anticorpos IgG (isto €, na presenca de um teste direto da antiglobulina positivo
TAD+), pois a maioria dos anti-soros utilizados para a fenotipagem sdo reativos pelo teste da

antiglubulina (REID et al, 2000a; CASTILHO et al, 2001).

A genotipagem molecular tem sido utilizada também para identificar pacientes
falciformes com fenétipo Fy(b—), que podem ser transfundidos de forma segura com hemdcias
Fy(b+), sem o risco de desenvolverem anticorpos anti-Fyb (REID e RIOS, 1999; CASTILHO et
al, 2000).

Dois ter¢os da populacdo de origem Africana com fenétipo Fy(a—b—), possuem o gene
FY*B com uma mutacdo no promotor eritréide (GATA) que leva a auséncia de expressdo da
proteina Duffy e, consequentemente, do antigeno Fy” na superficie das hemécias. No entanto, a
proteina € expressa em outros tecidos, como por exemplo, nas células do endotélio de vasos

sanguineos (TOURNAMILLE et al, 1995; IWAMOTO et al, 1996; PARASOL et al, 1998).

A genotipagem pode ser empregada na selecdo do sangue a ser transfundido em
pacientes falciformes que apresentam anticorpos dirigidos a antigenos de alta frequéncia
populacional (REID e LOMAS-FRANCIS, 2002). Isto € particularmente ttil, quando anticorpos
nao estdo disponiveis ou sdo fracamente reativos. Um bom exemplo, € o polimorfismo de grupo
sanguineo Dombrock em que, a genotipagem tem sido utilizada para determinar o perfil

antigénico de pacientes e doadores e auxiliar no processo de identificacdo dos anticorpos

presentes, diminuindo assim os efeitos de potenciais rea¢des hemoliticas.

A possibilidade de identificar variantes Rh que ocorrem predominantemente em
Africanos (HUANG, 1997; HEMKER et al, 1999; WESTHOFTF et al, 2001; CASTILHO et
al, 2001) , bem como os mecanismos moleculares envolvidos, pode também ser de grande auxilio
na prevencdo da aloimunizacdio contra o antigeno RhD em pacientes falciformes

politransfundidos e inclusive identificar novos alelos.
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Considerando ainda que alguns sistemas de grupos sanguineos como Rh, Kell, Kidd e
Diego estdo diretamente envolvidos em reacdes transfusionais hemoliticas (HUANG, 1997;
ZELINSKI, 1998) ¢ importante avaliar o papel destes sistemas em pacientes portadores de

hemoglobinopatias através de estudos sorolégicos, moleculares e clinicos.

Embora a genotipagem venha complementar o teste de hemaglutinagdo, o genétipo de
uma pessoa pode ndo se correlacionar com o fendtipo. Existem situacdes onde a genotipagem
detecta a presenca de um gene que ndo € expresso e, portanto, a proteina ndo € expressa na
superficie das hemdcias. Estas discrepincias entre fendtipo e gendtipo sdo atribuidas as
transfusdes cronicas ou macicas, em que o fendtipo do paciente reflete o sangue transfundido,
alteracdes no gene que afetam sua transcricdo (mutacdo de ponto em elementos reguladores,
mutacdo em sitios de splice, stop codon prematuro), auséncia da proteina de interacdo necessdria
para a expressao do antigeno na superficie da hemacia, crossing over e outros rearranjos génicos
(REID et al, 2000b). Portanto, os resultados devem ser cuidadosamente interpretados,

principalmente na aplicagdo clinica.

Por exemplo, para uma correlacdo adequada entre o fendtipo e gendtipo no sistema
Rh em populagdes de ascendéncia Africana € necessdrio analisar a presenga do pseudogene RHD
e do gene hibrido RHD-CE-D. Quando estes genes estdo presentes, fendtipo e genétipo sdo
discordantes e deve-se considerar o resultado do fenétipo (RODRIGUES et al, 2002). Esta
andlise é extremamente importante na selecdo do sangue para pacientes falciformes transfundidos

(SINGLETON et al, 2000).

Embora este método tenha contribuido para importantes avangos na caracterizagao
molecular dos antigenos de grupos sangiiineos, esta poderosa ferramenta sé € utilizada em
pequena escala, para resolugdo de casos isolados (RODRIGUES et al, 2004; CASTILHO et al,
2005), uma vez que para cada paciente ou doador analisado, dezenas de alelos diferentes devem
ser pesquisadas para garantir a efici€éncia da andlise, o que desencadeia a execucdo de diversas
técnicas de PCR para cada amostra tornando a técnica trabalhosa dependendo da quantidade de
alelos pesquisados, demandando o uso de muitos reagentes e horas de trabalho, além de exigir

profissionais qualificados na execucdo dos procedimentos e interpretacao dos resultados.
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A alternativa para a resolug@o destes conflitos € a aplicacdo de técnicas moleculares
que permitem o trabalho em larga escala (tecnologia de Microarray), ou seja, a triagem
automatizada dos SNPs dos grupos sanguineos, identificando em uma mesma amostra diversos
antigenos em um unico procedimento, possibilitando uma compatibilidade mais exata entre
doadores e receptores. Isto possibilitaria um considerdvel aumento na qualidade de vida dos
pacientes falciformes politransfundidos, pelo aumento da sobrevida das hemadcias transfundidas, e
uma reducgdo acentuada no uso de técnicas que pesquisam a presenga de anticorpos em pacientes,

minimizando desta forma, os custos com a automacao.

A tecnologia Microarray, utiliza uma PCR multiplex que faz a amplificacdo
simultanea de varios fragmentos de DNA onde ocorrem os polimorfismos, por meio de sondas de
oligonucleotideos depositadas em uma placa (vidro, silica ou outros suportes) que, quando
hibridizadas com DNAs alvo emitem fluorescéncia. A fluorescéncia emitida é detectada e
interpretada por um sistema automatizado capaz de avaliar a intensidade da fluorescéncia e
fornecer resultados que sao facilmente visualizados através de gréaficos ou tabelas de gendtipos e

fenétipos deduzidos a partir do resultado do gendtipo (PETRIK, 2001).

Este procedimento € indicado para genotipagem principalmente por possuir uma
plataforma rdpida de genotipagem (andlise de diversas amostras ao mesmo tempo), com
excelente descriminagdo alélica, redu¢do no ndmero de procedimentos isolados (execu¢do de um
unico PCR multiplex) e resultado altamente automatizado (ANSTEE, 2005; HASHMI et al,
2005).

Estas caracteristicas conferem a técnica de microarray um valor laboratorial relevante
no que se refere ao aumento da qualidade e precisdo das técnicas utilizadas na rotina
Imunohematolégica (DENOME e VAN, 2005). A rapidez e a confiabilidade de resultados
proporcionados por esta tecnologia aumentardo a exatidio da compatibilidade entre doador e
receptor, bem como a seguranga das transfusdes. Além disto, ampliard significativamente o

conhecimento dos grupos sanguineos na populacao brasileira.

A genotipagem de grupos sanguineos por “microarray” pode também ser util para a

criacdo de bancos de dados eletronicos de doadores com caracteristicas genotipicas raras, o que
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permitiria a troca de amostras de sangue fenotipado entre servigcos de Hemoterapia, possibilitando
a identificacdo de doadores mais compativeis com os pacientes em tempo reduzido (ANSTEE,
2005). Esta metodologia apresenta ainda grande potencial para fornecer importantes informacdes
sobre o perfil molecular completo dos antigenos eritrocitdrios de grupos sanguineos de

populacdes miscigenadas.

Estudos preliminares utilizando a tecnologia BeadChip™ (HASHMI et al, 2005)
para identificacdo de 18 polimorfismos de grupos sanguineos em 1000 amostras de DNA de

doadores voluntdrios de sangue possibilitaram validar esta metodologia para utilizacdo na

populacdo brasileira (RIBEIRO et al, 2009).

Apesar de alguns protocolos de genotipagem de grupos sanguineos estarem bem
estabelecidos e ja validados em nossa populagdo torna-se ainda necessdrio a implementaciao dos
mesmos na clinica como forma de auxilio direto. Embora estudos ja tenham sido realizados
demonstrando que a genotipagem de grupos sanguineos pode contribuir, substancialmente, na
qualidade da transfusdo de sangue fenotipado, sobretudo em pacientes que necessitam de
transfusdes de repeticdo, como por exemplo, pacientes portadores de anemia falciforme
(CASTILHO et al, 2002a, 2002b, RIBEIRO et al, 2009), ainda ndo foram estabelecidos os

protocolos para utilizacdo clinica.

Nao existem na literatura estudos de acompanhamento e aproveitamento transfusional
dos pacientes falciformes transfundidos com sangue fenotipado a partir dos resultados do

genOtipo e portanto ainda nao foi estabelecida uma conduta transfusional para estes pacientes.

Confirmadas as expectativas de que a genotipagem de grupos sanguineos supre na
pratica todas as deficiéncias das atuais técnicas de fenotipagem, acreditamos que em um breve
periodo de tempo, a tecnologia de andlise em larga escala substituird boa parte dos atuais
procedimentos de hemaglutina¢do e consequentemente a atual configuracdo dos laboratérios de
imunohematologia, o que permitird a realizacdo de genotipagem de grupos sanguineos na rotina

de bancos de sangue de forma automatizada, rdpida e segura.

Os novos conhecimentos obtidos com o auxilio desta tecnologia poderdo reduzir

drasticamente os riscos do desenvolvimento de aloanticorpos em pacientes falciformes que
Introducdo

51



recebem transfusdo sanguinea, o que representaria um estimado valor na clinica transfusional,

tanto no que diz respeito a redugdo de custos quanto a qualidade e seguranca dos procedimentos.

Recentemente a literatura apresentou um estudo observacional prospectivo mostrando
ser teoricamente possivel para um servi¢o de transfusao, criar ¢ manter um estoque de unidades
de sangue tipadas por DNA, utilizando a plataforma de Microarray, para facilitar a busca de
sangue para pacientes aloimunizados e aumentar o grau de compatibilidade para pacientes ndo
aloimunizados (KLAPPER et al, 2010). Futuros estudos sdo necessdrios para determinar a

utilidade e a aplicacdo que a estratégia utilizada no estudo observacional pode ter na prética.

Pelo fato de acreditarmos que a biologia molecular pode ser uma alternativa
importante na determinacdo do perfil antigénico e auxiliar no esclarecimento dos mecanismos
moleculares envolvidos com as diversas variantes de grupos sanguineos, consideramos
fundamental a realizagdo de estudos que possam contribuir no aumento da seguranca
transfusional dos pacientes portadores de hemoglobinopatias, como por exemplo, os pacientes

falciformes.

O fato de ndo existirem estudos de acompanhamento e aproveitamento transfusional
dos pacientes falciformes com sangue fenotipado a partir dos resultados do gendtipo e a
necessidade da aplicacdo da genotipagem estendida na pratica clinica, nos estimulou a realizar
um estudo que permitisse buscar por uma melhor conduta transfusional para estes pacientes. A
partir desse estudo, acreditamos que € possivel estabelecer uma estratégia eficiente para busca de

unidades compativeis para pacientes falciformes.
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2. OBJETIVOS



Considerando a importincia da genotipagem de grupos sanguineos na seguranca
transfusional de pacientes portadores de anemia falciforme, bem como os mecanismos
moleculares envolvidos na expressdo dos antigenos de grupos sanguineos nestes pacientes, foram

nossos objetivos:

1. Realizar genotipagem em larga escala para os sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd,
MNS, Diego, Colton, Scianna, Dombrock, Lutheran e Landsteiner-Weiner em pacientes

falciformes e seus potenciais doadores de sangue;

2. Identificar pacientes com fenétipo Fy(b—) que podem seguramente ser

transfundidos com hemdcias Fy(b+);

3. Identificar variantes de antigenos do sistema Rh que podem estar envolvidas na

aloimunizacgdo de pacientes portadores de anemia falciforme;

4. Verificar a frequéncia dos alelos Dombrock e sua importancia na aloimunizagdo de

pacientes falciformes politransfundidos;

5. Desenvolver uma estratégia eficiente para encontrar unidades de sangue com alto
grau de compatibilidade para pacientes falciformes utilizando andlises moleculares por

microarray para garantir a qualidade da transfusdo de sangue fenotipado nestes pacientes.
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3. CASUISTICA



3.1 Amostras de sangue

Ap6s consentimento informado, foram coletadas amostras de sangue periférico de
doadores voluntdrios de sangue e pacientes falciformes politransfundidos em tubo de Sml

anticoaguladas com EDTA.

O namero de amostras coletadas e sua classifica¢ao estao descritos abaixo:

3.1.1 Amostras de sangue de doadores voluntarios de sangue

Ap0s serem considerados aptos a doagdo de sangue (de acordo com os procedimentos
operacionais da instituicdo), foram coletadas 504 amostras de sangue de doadores voluntarios de
sangue de repeticdo, sendo 308 doadores de Campinas e regido atendidos no Hemocentro da
Unicamp em Campinas, Sdo Paulo e 196 doadores de Salvador atendidos no Hospital Sdo Rafael

em Salvador, Bahia.

3.1.2 Amostras de sangue de pacientes portadores de anemia falciforme

Foram coletadas amostras de sangue, de 283 pacientes portadores de anemia
falciforme (homozigotos para hemoglobina S), atendidos no ambulatério de Hematologia e
Hemoterapia do Hemocentro da Unicamp e no Hospital Sao Rafael, Salvador, Bahia. Estes
pacientes foram previamente fenotipados para ABO, Rh (D, C, c, E, e) e K por testes de

hemaglutinacdo.
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4. MATERIAIS E METODOS



4.1 Materiais utilizados

4.1.1 Kits de extracio de DNA

Para a extragdo do DNA do sangue periférico foi utilizado o kit comercial QIAamp
DNA Blood Mini Kit da empresa Qiagen® (Chattlesworth,CA, US). O kit incluia Buffer AL,
Buffer AW1, Buffer AW2, QIAamp colunas, tubos de lise e proteinase K.

4.1.2 Agua livre de nuclease

A 4gua livre de nuclease utilizada neste trabalho foi adquirida da empresa Applied
Biosystems® (Foster City, CA, US). Este reagente foi utilizado na etapa final da extragdo de

DNA, na reconstitui¢do dos primers e nas reagdes de microarray.

4.1.3 Etanol

O etanol utilizado no protocolo de extragdo foi obtido da empresa Allkimia

(Campinas, SP, BR).
414 Primers

Os primers utilizados para os protocolos de PCR convencional foram obtidos da

empresa Invitrogen® (Carlsbad, CA, US) e estdo descritos nas Tabelas 5, 7, 8, 10 e 12.

Para a execucdo da Técnica de “microarray” foram utilizadas as sondas (primers)
contidas no Human Erythrocyte Antigen Kit (HEA 1.2), adquiridos da empresa BioArray
Solutions (Warren, NJ, USA). O HEA 1.2 Kit continha junto as sondas especificas (Tabela 3), as
solucdes de 1X tampdao de PCR (10mM Tris-HCI , pH 8.0, 5S0mM KCI, 0,1 % Triton X-100),

3,5mM MgCl e 200umol de cada NTP e outros reagentes, que serdo descritos oportunamente.
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4.1.5 Enzimas de restricio

As enzimas de restri¢do utilizadas neste trabalho foram adquiridas das empresas New
England Biolab® (Beverly MA) e MBI Fermentas® (Amherst, NY, USA) e foram utilizadas para

digestdo dos produtos de PCR de acordo com o polimorfismo estudado (Tabela 6,9 e 11).

4.1.6 Taq DNA Polimerase

As enzimas Taq DNA polimerase, utilizadas nas reacdes de PCR convencional foram
obtidas da Invitrogen ® (Carisbad, CA). O Kit contendo 5 unidades/Ul desta enzima, incluia 1ml
de tampao 10X (200mM Tris-HCL (pHS8.4) e 500mM de KCl e Iml de MgCl2 50mM. O
protocolo de PCR multiplex para genotipagem em larga escala utilizou 5,0U da enzima DNA
polimerase de alta fidelidade Hot Start Taqg DNA polimerase (Chattlesworth, CA, EUA) em cada

reacio.
4.1.7 dNTP 10Mm

As dNTPs foram obtidas da empresa Invitrogen ® (Carisbad, CA). Para as reacoes de
amplificacdo foram utilizadas dNTPs na concentragdo de 10mM (diluicio de 20ul de cada

nucleotideo em 120ul de 4gua deionizada).
4.1.8 Marcadores moleculares

Marcadores de 20pb, 50pb (New England Biolab®, Beverly, MA, US), 100pb
(Fermentas Life Science®, Burlington, ON, CA), foram utilizados na andlise do tamanho dos

fragmentos de DNA.
4.1.9 Tampao Tris-EDTA-Borato (TEB) 10x

Este tampao foi preparado, dissolvendo 108g de Tris (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, US), 55g de 4cido boérico (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, US) e 40ml de EDTA 0,5M pH
8.0 (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, US), em 1000ml de dgua deionizada e destilada (ddH,0).
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4.1.10 Tampao Tris-EDTA-Borato (TEB) 1x

O tampao TEB 1X foi preparado diluindo 100ml de TEB 10X em 900ml de dgua
deionizada e destilada (ddH,0).

4.1.11 Gel de agarose a 2%

A solucdo de agarose foi preparada dissolvendo 2g de agarose (Invitrogen ®,
Carlsbad, CA, US) em 100ml de TEB 1X. Esta solucdo era aquecida em forno microondas,
durante 1 minuto e, apds resfriamento, era adicionado a ela 50pg de brometo de etidio

(Invitrogen ®, Carlsbad, CA, US).
4.1.12 Gel de poliacrilamida 12 %

A solugdo de poliacrilamida foi preparada misturando 23,3ml de acrilamida 40%
(Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD, US), 8,8ml de TEB 10X, 55ml de ddH,O, 363ul de persulfato
de amoénio 10% (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD, US) e 16ul de TEMED (Gibco BRL ®,
Gaithersburg, MD, US ). Esta solu¢do era colocada em uma placa de vidro, previamente

preparada, até que ocorresse a sua polimerizagao.

4.1.13 Plataforma HEA BeadChip™

O HEA BeadChip™ (Human Erythrocyte Antigen), plataforma de “microarray” da
empresa BioArray Solutions Ltd., Warren, NJ — USA, foi utilizado para a genotipagem de

pacientes falciformes e doadores de sangue.

Esta plataforma, o HEA BeadChip™ , utiliza um kit de reagentes comercializados
pela empresa BioArray Solutions que contém todos 0s reagentes necessarios para a execugao
da técnica, incluindo: ldminas de vidro com chips de DNA (sondas de oligonucleotideos
especificas) com capacidade para 8 ou 96 amostras, uma solu¢do denominada HEA eMAP PCR
Mix (contendo sondas de oligonucleotideos, dNTPs e tampao para a reacdo de PCR multiplex) e
outros reagentes (enzima ExoSAPIT (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway) e Thermo
Sequenase (Amersham Pharmacia Biotech) que sdo utilizados durante as outras etapas da

técnica.
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O HEA BeadChip™ (Human Erythrocyte Antigen), plataforma de “microarray” da
empresa BioArray Solutions Ltd., Warren, NJ — USA, foi utilizado para a genotipagem de

pacientes falciformes e doadores de sangue.

4.2 Métodos Empregados

4.2.1 Coleta e classificacdo das amostras e extracao do DNA

Todas as 504 amostras de sangue de doadores voluntérios de sangue e 283 amostras
de sangue de pacientes falciformes pretendidas foram coletadas, apds assinatura do termo de
consentimento. As amostras foram classificadas, os respectivos DNAs foram extraidos de
leucocitos utilizando-se 0 QIAmp DNA Blood Mini kit (QIAamp, Qiagen, Missisauga, Canada) e

0
armazenados a —20°C.

ApOs extragdo, a qualidade/quantidade do DNA foi avaliada através de leitura optica
da absorbancia (DO 260/280nm) e da concentracdo em ng/ulL através de um equipamento de
espectrofotometria (NanoDrop ND — 1000 Fullspectrum UV/Vis Spectrophotometer,
Wilmington, DE 19810 USA).

As amostras de sangue cuja concentracdo final do DNA foram inferiores a 20ng/ul ou
o valor de absorbancia (DO 260/280) estavam fora do intervalo 1.7-1.9nm, tiveram o DNA
extraido novamente, uma vez que, estas amostras podem apresentar quantidades significativas da
sigla LS (low signal), que caracteriza a auséncia de fluorescéncia minima detectada pelo sistema

automatizado.

4.2.2 Determinacao em larga escala do perfil genético dos grupos sanguineos em

doadores voluntarios e pacientes falciformes

Considerando que esta tecnologia ja encontra-se padronizada em nosso laboratdrio
(RIBEIRO et al, 2009), realizamos a genotipagem em larga escala de todas as amostras

coletadas. Utilizamos a versdo do Kit HEA (HEA 1.2 BeadChip™ Bioarray Solutions) que
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contém os polimorfismos adicionais Kp“/Kpb, Js/Js" e variantes do gene RHCE (VS, V, r’s)
importantes para individuos de origem Africana como os pacientes falciformes. A descricdo dos

procedimentos realizados encontra-se a seguir:

1. PCR multiplex e purificacao da reacao

Cada reacdo de PCR multiplex, realizada para que houvesse a amplificacdo das
sequéncias alvo do DNA de todos os polimorfismos avaliados, utilizou 200ng de DNA, 50pmol
da mistura de primers fosforilados, 1X tampao de PCR (10mM Tris-HCI, pH 8.0, 50mM KClI,
0.1% Triton X-100), 3.5mM MgCI2, 200pmol de cada ANTP (HEA eMAP PCR Mix) e 5,0U de
Hot Start Taq DNA polimerase, totalizando um volume final de 25ul. Em todas as reagdes foram
incluidos uma amostra controle positivo (amostra com genétipo e fenétipo conhecido) e um
controle negativo (dgua ao invés de DNA). Devido a auséncia de DNA, este controle negativo
deve apresentar como resultado em todos os polimorfismos a sigla LS (“Low Signal”). Caso
algum polimorfismo apresente resultado ao invés da sigla LS, os valores de fluorescéncia (medida
da emissao de luz) devem ser inferiores a 200 para que o teste seja considerado nao contaminado.
Amostras contendo DNA apresentam sinais maximos de fluorescéncia que variam de 2.000 a
12.000.

As amplifica¢des foram feitas no termociclador GeneAmp Thermal Cycler Elmer
9700 (Foster City, CA), através do seguinte protocolo: desnaturacao a 95°C por 15 minutos; 35
ciclos de 20 segundos a 94°C; 20 segundos a 62°C; 20 segundos a 72°C e uma extensdo final de
10 minutos a 72°C. Ao término da reagdo de PCR multiplex, foram obtidos 24 amplificagdes

génicas para cada amostra de DNA.
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Tabela 3: Alelos e SNPs contidos no HEA BeadChip™

Landsteiner-Wiener
Diego
Colton

Scianna

Hemoglobin S

LW*/LW?
Di*/Di"
Co“/Co®

Scl/Sc2
HgbS

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

Materiais e Métodos

68




2. Remocao do excesso de primers e ANTP

A remocdo de todo o excesso de reagentes do produto da reacdo de PCR multiplex foi
feita através da adicdo de 2ul da solucdo ExoSAPIT a 6.5ul do produto de PCR amplificado,

seguido da incubacdo a 37°C por 25 minutos e a 80°C por 15 minutos.
3. Obtencao da fita simples de DNA

Ap6s a limpeza do produto do PCR multiplex, fitas simples de DNA de cada uma das
amostras de DNA de doadores e de pacientes foram obtidas através da digestdo enzimdtica do
produto do PCR multiplex com 0.5 unidades de lambda exonuclease em tampao 1X, a 37°C por

25 minutos, e incubag¢do final a 75°C por 10 minutos.
4. Hibridizaciio do DNA alvo ao BeadChip™

Uma aliquota de 10ul de produto do PCR multiplex (DNA em fita simples) foi
adicionada a0 mesmo volume de uma mistura contendo 3U da enzima Thermo Sequenase, 1X
tampdao da enzima e Ipumol de cada dANTP (dCTP marcada com fluoréforos). Em cada
BeadChip™, foi adicionado um volume de 15pl desta mistura. As laminas contendo os chips
foram entdo incubadas a 53°C por 15 minutos, para que houvesse ou nao a hibridizagdo do DNA
alvo amplificado as sondas pré existentes no HEA BeadChip'". Diante da hibridizagdo, seguia-se
a extensdo das fitas de DNA pela técnica “elongation-mediated multiplex analysis of
polymorphisms” (eMAP), que através da enzima Thermo Sequenase adiciona dNTPs a nova fita
de DNA formada (Figura 3). Depois de completado o periodo de incubacdo, todos os
BeadChip™ foram lavados 3 vezes com 4gua destilada, a fim de, remover todo e qualquer

excesso de ANTP, a fim de, minimizar a emissao indesejada de sinal.
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MISMATCH

DMNA Polymerase

eMAPT
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Figura 3: Hibridizacdo e emissdo de fluorescéncia. Em (a) € possivel ver a emissido da
fluorescéncia (visualizada através de um ponto branco na imagem) que ocorreu em funcio da
hibridizacio do DNA alvo com a sonda pré-existente no BeadChip™. Em (b) nio houve

hibridizacao entre o DNA alvo e a sonda e desta forma, ndo se visualiza a emissido da Fluorescéncia.

O resumo de todos os procedimentos que compde a técnica de genotipagem em larga

escala da plataforma HEA BeadChip™ que duram em média 5 horas encontra-se na Figura 4.

Processo de
amp lific acho
(primers)
2:00 horas

|

Limpeza e
Dizestio
1:00 hora

l

Anelhmento e
Elongacio
0:30 horas

l

Capiura de
imagem
1:00 hora

Figura 4: Resumo das etapas da técnica de “microarray” - plataforma HEA
BeadChip™.
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5. Aquisicao automatica da imagem e analise dos dados obtidos e interpretacao dos

resultados

Ao término da hibridizagdo, as 1dminas contendo o BeadChip™ foram levadas 2 um
sistema de captura de imagem, o AIS Data Acquisition Basis™ (BioArray Solutions Information
System), responsavel pela captura e decodificacdo da fluorescéncia (Figura 5). Este sistema ¢é
composto por um leitor 6ptico de cédigo de barras (l1aminas) e um microscépio de fluorescéncia
acoplado a uma cimera fotografica interligada a um software, 0 WHEA™ (Web-Based Human
Erythrocyte antigen and Hemoglobinopathy analysis — BioArray Solutions, Ltda), que possibilita
a identificacdo e interpretacdo do alelo hibridizado através da comparacdo dos valores de
fluorescéncia obtidos com os valores de fluorescéncia dos polimorfismos depositados no Banco
de Dados Basis™ (BioArray Solutions). A emissdo dos resultados € feita na forma de tabelas e

graficos (Figuras 6 a 9).

Figura 5: Sistema automatizado de captura e analise de dados AIS 400 (Array Imaging
System). Este sistema é formado por um microscopio de fluorescéncia acoplado a um leitor de
codigo de barras e a um computador. Cada lamina contendo os chips de DNA possui um codigo de
barras que a identifica e fornece ao sistema importante informacoes sobre a localizacao das beads

na lamina.
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ApOs a leitura do c6digo de barras, o microscépio inicia a leitura de cada um dos
BeadChip ™ e transmite a captura da imagem para um sistema capaz de detectar a imagem e

determinar a quantidade de fluorescéncia emitida por cada bead.

Na plataforma HEA BeadChip™, cada polimorfismo é representado por um par de
sondas contendo um alelo normal e um alelo mutado. Durante a hibridizacdo, somente as
sequéncias de DNA que hibridizaram totalmente com as sondas de oligonucleotideos tem suas
sequéncias complementadas (processo de extensdo do DNA) e sao capazes de emitir intensos
sinais de fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia produzida por um par de sondas, uma
contendo o alelo A (normal) e a outra, o alelo B (mutado), forneceram a base para a

discriminacio dos alelos.

1 0000
Chip: HEABIBZE Ad Semple: Ad
8000
&000
4000
2000 —
S # 5 ¢
& @ & R & P @ &
AL F LT T F T F TS

Figura 6: Emissdo dos resultados: Intensidade grafica do Sinal (cada primer) de
discriminac¢io entre cada alelo. O eixo-X contém o nome de cada polimorfismo e o eixo-Y contém a
intensidade do sinal emitido. Para cada gene estudado ha um par de sondas. Um para o alelo A
(WT-Normal) e outra para o alelo B (mutado). Neste grafico, o alelo B esta em verde e o alelo A esta
representado em azul. Desta forma, a presenca de dois alelos B significa homozigose para a este
alelo enquanto que a presenca de dois alelos A significa homozigose para este alelo, e no caso de
existir um alelo A e um B, isto significa heterozigose para o alelo em questido. Desta forma, apos o
término da reacio, é possivel obter imediatamente os genétipos AA, BB e/ou AB para cada um dos

polimorfismos estudados.
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Figura 7: Relatério de resultado do genotipo (doadores) gerado automaticamente pelo
sistema apos a aquisicio da intensidade de hibridizacio. (AA) significa homozigozidade para o alelo
Selvagem, assim como (BB) indica presenca do alelo mutado em homozigose, enquanto que (AB)
caracteriza o alelo em questio como sendo heterozigoto e relatério de resultado do fenétipo

deduzido do genétipo, onde o sinal (+) significa presenca do alelo e (0) significa auséncia do alelo.

1.5
SNP = FY-GATA (-33T=C) |
1.0 T o e i _—q “nA*r
- 7 7 7UAC(indeterminated ca)
I e s e e e e e e e e e e e e e s
A 00 ———— — CAB”
- " IC (indeterminated call) ]
©.s4 "> -—-""">=>""""™"
io B e i —=4 ._q- "‘BB”
DNA Analysis - A Plot
A5

Figura 8: Imagem do software de analise WHEA™: possibilita a discriminaco alélica.
Amostras situadas entre as linhas tracejadas (-0,5 a -0,1 e 0,5 a 0,75) apresentam com resultado a

sigla IC, demonstrando a incapacidade do software em caracterizar o alelo.
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Figura 9: Relatério de resultados de fenoétipos deduzidos dos genétipos (paciente)

gerado automaticamente pelo sistema apoés a aquisicio da intensidade de hibridizacdo para cada

amostra analisada.

4.2.3  Calculos de frequéncias génicas

Os célculos das frequéncias génicas foram realizados de acordo com o descrito por

Beiguelman (BEIGUELMAN, 2003).

4.2.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) utilizou 200ng de DNA, 50pmol de cada
primers, 2nmol de cada dANTP, 1.0U de Tag DNA polimerase e tampdao em um volume final de
50ul. Todas as reagdes de PCR incluiram um protocolo padrao com variagcdes na temperatura de
anelamento e o numero de ciclos encontrados na Tabela 4, realizados em um termociclador

GeneAmp Thermal Cycler Elmer 9700 (PE Applied Biosystems). A analise final dos produtos de
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PCR obtidos foi realizada apds eletroforese em gel de agarose a 2,0%, e gel de poliacrilamida

12%. As sequéncias dos primers utilizados encontram-se nas Tabelas 5, 7, 8, 10 e 12.

Tabela 4: Variacoes de temperatura de anelamento e niimero de ciclos das técnicas de PCR utilizadas

Genotipagem Temperatura de Anelamento N° de ciclos

DI*A/DI*B, FY*A/FY*B, FY-
20 segundos a 94°C, 20 segundos a

GATA, KEL*1/KEL*2, 35
62°C, 20 segundos a 72°C

JK*A/JK*B, RHCE*Ee
1 minuto a 94°C, 1 minuto
RHD, RHDY a 65°C, 3 minutos e 30 32
segundos a 72°C
25 segundos a 95°C, 15 segundos a o
RHD*DIIla ¢ RHD*DAR 62°C, 20 segundos a 72°C
20 segundos a 94°C, 20 segundos a
RHCE*ceBI 35

58°C, 20 segundos a 72°C

20 segundos a 94°C, 20 segundos a

. 35
RHCE*ceSM 60°C, 20 segundos a 72°C

4.2.5 Analise dos fragmentos de PCR apés digestao com enzimas de restricao

(RFLP)

Os produtos de PCR amplificados foram digeridos overnight com enzimas de
restricdo apropriadas (New England Biolab ®, e MBI fermentas®, Amherst, NY) em um volume
final de 20ul, utilizando-se 10ul do produto de PCR e 10ul da mistura de enzima/tampao, de
acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. A andlise do tamanho dos fragmentos
obtidos com a digestdo enzimatica foi realizada ap0s eletroforese em gel de agarose a 2% e
poliacrilamida 12%. As enzimas de restri¢do encontram-se descritas nas Tabelas 6,9 e 11.
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4.2.6 Genotipagem convencional para a determinacdo dos polimorfismos

DI*A/DI*B, FY*A/FY*B, FY-GATA, KEL*1/KEL*2, JK*A/JK*B, RHCE*Ee

A genotipagem convencional dos principais antigenos de grupos sanguineos foi
realizada para 35 amostras de DNA de pacientes falciformes e doadores voluntarios, nas quais
obtivemos LS (low signal) ou IC (Indeterminated call) na genotipagem por microarray. Para a
determina¢do dos antigenos de grupos sanguineos dos Sistemas Diego, Duffy, Duffy-GATA,
Kell, Kidd e Rh (Ee) foi realizada uma técnica de PCR-RFLP (PCR seguido de digestiao

enzimatica) com primers especificos para cada sistema estudado (descritos na Tabela 5).

Tabela 5: Sequéncias de primers utilizados na determinacio dos polimorfismos DI*A/DI*B, FY*A/FY*B,

FY-GATA, KEL*1/KEL*2, JK*A/JK*B, RHCE*Ee de acordo com CASTILHO et al, 2002

Grupo . . .
) Alelos Polimorfismos Sequéncias dos primers
sanguineo
5°-TGG CGC ATG CAC TTA TTC AC -3’
Diego DI*A/DI*B 2561 T>C
5°-TTC CTG AAG ATG AGC GGC AG -3
5’ -~ TCCCCCTCAACTGAGAACT -3
Duffy FY*A/FY*B 125 G>A
5’ — AAGGCTGAGCCATACCAGAC-3
5> - CAAGGCCAGTGACCCCCATA -3
Duffy-GATA FYnull -33T>C
5> - CATGGCACCGTTTGGTTCAG -3’
5’ - AAGCTTGGAGGCTGGCGCAT -3’
Kell KEL*1/KEL*2 698 T<C
5> - CCTCACCTGGATGACTGGTG -3
5’ - TGAGATCTTGGCTTCCTAGG -3’
Kidd JK*A/JK*B 838 G>A
5’ — ATTGCAATGCAGGCCAGAGA -3
5" - GGC AACAGA GCAAGAGTCCA-3
Rh RHCE* Ee 676 G>C

5 - CTG ATC TTC CTT TGG GGG TG - 3’
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Os produtos do PCR-RFLP foram digeridos overnight com enzimas de restri¢cao
apropriadas (Tabela 6) e apds a digestdo, foi possivel analisar os fragmentos de PCR-RFLP

através de eletroforese em gel de agarose a 2% e poliacrilamida a 12% (Figuras 10 a 15).

Tabela 6: Enzimas utilizadas para digestdo dos produtos dos PCR-RFLP

Grupo Sanguineo Alelos Polimorfismo Enzimas de restricao
Diego DI*A/DI*B 2561 T>C Msp 1
Duffy FY*A/FY*B 125 G>A Ban 1
Duffy-GATA Silency Duffy -33 T>C Sty I
Kell KEL*1/KEL*2 698 T>C Bsm I
Kidd JK*A/JK*B 838 G>A Mnl I
Rh RHCE*Ee (A226P) 676 G>C Mnl 1

Ladder
50pb

DI*A(160pb)

DI*B(94pb)

PCR DI*A/DI*'B DI*A/DI*A DI*B/DI*B

L

Figura 10: Foto do gel de agarose a 2% para identificacio do

polimorfismo DI*A/DI*B.
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392pb
306pb
210pb

86-96pb

FY#A/FY*A FY*A/FY*B  FY*B/FY*B

Ladder
50pb

Figura 11: Foto do gel de agarose a 2% para identificacao do

polimorfismo FY*A/ FY*B.

Ladder PCR 1
100pb

2

Mutado Normal

Ladder

189 pb
108 pb

81pb
61 pb

Figura 12: Foto do gel de agarose a 2% para identificacdo do

polimorfismo GATA Normal (W/W) e Mutado (M/M).

KEL'2/KEL*2 KEL'1/KEL'2 KEL'1/KEL'1

Figura 13: Foto do gel de agarose a 2% para identificacdo do

polimorfismo KEL*1/KEL*2.
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Ladder
50pb

JK*A/IK*B  JK*B/IK*B  JK*A/IK*A

Figura 14: Foto gel de agarose a 2% para identificacdo do polimorfismo
JK*A/JK*B.

Figura 15: Foto do gel de poliacrilamida a 12% para identificacao do

polimorfismo RHCE*Ee.

4.2.7  Genotipagem RHD

Para a determinacdo do gene RHD foi realizada uma técnica de PCR alelo-especifico
que permitiu a amplificagdo de 2 regides gendmicas: Intron 4 e Exon 7. Foram utilizados primers
que permitem determinar a presenga do gene RHD, pela andlise direta do produto de PCR, apds
eletroforese em gel de agarose a 2,0% (Figura 16). Em cada reagdo foi adiciona um controle
interno (HGH) para sucesso de amplificacdo. As seqiiéncias dos primers utilizados encontram-se

descritas na Tabela 7.
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Tabela 7: Sequéncias de primers utilizados para a determinacio de RHD ¢ RHDY de acordo

com CASTILHO et al, 2002

Grupo sanguineo Alelos Sequéncias dos primers

—AGCTCCATCATG GGCTACAA -3

5’ — ATT GCC GGC TCC GAC GGT ATC-3

RHD
-GGG TTG GCT GGG TAAGCTCT-3%
Rh
— GAA CCT GCT CTG TGA AGT GCT -3
5’ — AAT AAA ACC AGT AAG TTC ATG TGG -3’
RHD*Y
— AAC CTG GGA GGC AAATGTTT -3
5’TGC CTT CCC AAC CATTCCCTTA ¥
HGH
5°CCA CTC ACG GAT TTC TGT TGT GTTTC 3’
Lladder Lladder Branco 1 2 3
100pb  50pb
14 (498pb)
E GH (434ph)
300
200
100 HD Ex7 (95pb)
e RHO- RHD+RHD: ]
Figura 16: Foto do gel de agarose a 2% para identificacdo do
polimorfismo RHD.

4.2.8 Determinacio do Pseudogene (RHDYP)

Para determinacdo do pseudogene RHD foi realizada uma técnica de PCR alelo
especifico que permite a detec¢do da duplicagdo de 37pb no gene RHD. Foram utilizados primers
que permitem determinar a presenga do pseudogene RHD, pela anélise direta do produto de PCR,

apos eletroforese em gel de agarose a 2,0% (Figura 17). Em cada reacdo foi adiciona um controle
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interno (HGH) para sucesso de amplificacdo. As sequéncias dos primers utilizados encontram-se

descritas na Tabela 7.

Ladder  Ladder 1 2 3
100pb  50pb

HGH (434pb)
RHDY (250pb)

Positivo NeEativo Neﬁativo
Figura 17: Foto do gel de agarose a 2% para identificacao do

polimorfismo RHD*Y.

4.2.9 Determinacdo das variantes RHCE*ceBlI (RHCE*818C>T) e RHCE*ceSM
(RHCE*1132G>C)

Para a determinacdo de variantes do gene RHCE predominantes em populacdes de
origem Africana foi realizada genotipagem convencional através de uma técnica de PCR-RFLP
utilizando primers especificos (Tabela 8) para a determinacdo dos alelos RHCE*ceBI (RHCE*ce
48C, 818T) e RHCE*ceSM (RHCE*ce 48C, 818T, 1132C). Os produtos do PCR-RFLP foram
digeridos overnight com enzimas de restricao apropriadas (Tabela 9) e apds a digestdo enzimatica
foi possivel analisar os fragmentos de PCR-RFLP através de eletroforese em gel de agarose a 2%

(Figuras 18 e 19).
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Tabela 8: Sequéncias de primers utilizadas para a determinacio das variantes do gene RHCE

5’-GAGTGTGATGGGTGCCTAGGATGCTGAGCACCT-3’

RHCE*ceBI RHCE 818 C>T
5’-CCTGCTGGCCTTCAGCCAAAGCAGAGAGCA-3¥

5’-CTGGAGGCTCTGAGAGGTTAAAGG-¥
RHCE*ceSM RHCE 1132 G>C
5’-CATAGACATCCAGCCACACGGCA-3’

Tabela 9: Enzimas utilizadas para digestao dos produtos do PCR-RFLP das variantes RHCE

RHCE*ceBI RHCE 818 C>T Mwol

RHCE*ceSM RHCE 1132 G>C Tsp451

" — e 269 pb
S . € 195 pb

e

<—52pb

Figura 18: Foto do gel do produto de PCR da reacio RHCE*1132 G>C
Exon 8, digerido apés digestao enzimatica com Tsp45 1. Os fragmentos 269, 195, 52pb na reacio
RHCE*1132C determinam tipo selvagem (wild type) e os fragmentos 269, 109, 86, 52pb

determinam a variante RHCE*ceSM.
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Ladder PCR 1 2

Figura 19: Foto do gel do produto de PCR da reacio RHCE*818 C>T
Exon 6, digerido apés digestao enzimatica com Mwo 1. Os fragmentos 218, 165, 74 e 21pb na reacio
RHCE*818T determinam tipo selvagem (wild type) e os fragmentos 383, 74, 21pb determinam a
variante RHCE*ceBlI.

4.2.10 Determinacio da variante RHD*DIIla

A determinacdo da variante DIIIa foi realizada através de uma técnica de PCR-RFLP
previamente padronizada em nosso laboratério (CASTILHO et al, 2005) amplificando-se o exon
3 do gene RHD que contém a mutagdo especifica da variante RHD*DIIla. Foram utilizados
primers especificos (Tabela 10) para a identificagdo da mutacdo 455A >C no exon 3 do gene RHD

e os produtos do PCR-RFLP foram digeridos overnight com enzimas de restricdo apropriadas

(Tabela 11).

Tabela 10: Primers utilizados na técnica de PCR para a determinacio da variante DIIla

Variantes Primers Sequéncias dos primers

RHDEX3F . .
RHD*DIIla 5-TAT TCG GCT GGC CAC CAT GA-3

RHDI3R 5’-TTC TAA TTT TGC CTG TAA TC-3’
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Tabela 11: Enzimas utilizadas para digestdo dos produtos do PCR-RFLP das variantes
RHD*DIIIa e RHD*DAR.

RHD*DIlla 455A>C Ban I

RHD*DAR. 1025T>C Hph 1

Apoés a digestdo, foi possivel analisar os fragmentos de PCR-RFLP através de

eletroforese em gel de agarose a 2% (Figura 20).

Figura 20: RFLP apés digestdo com a enzima Ban I dos produtos de
PCR amplificados em gel de agarose a 2%. Amostra 1: Produto de PCR nao digerido. Amostras 2 e
3: RHD normal. Amostra 4: RHD*DIIIa homozigota.

4.2.11 Determinacio da variante RHD*DAR

A determinacdo da variante RHD*DAR foi realizada através de uma técnica de PCR-
RFLP previamente padronizada em nosso laboratério (CASTILHO et al, 2005) amplificando-se
o exon 7 do gene RHD que contém a mutacio especifica da variante RHD*DAR. Foram
utilizados primers especificos (Tabela 12) para a identificacdo da mutacdo /0257>C no exon 7
do gene RHD e os produtos do PCR-RFLP foram digeridos overnight com enzimas de restri¢do
apropriadas (Tabela 11).
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Tabela 12: Sequéncia de Primers utilizados na técnica de PCR para a determinacio da

variante DAR

Variante Primers Sequéncias dos primers
RHD16F 5°-TCA TAC TGT GGT CCG TAA AC-3°
RHD*DAR
RHDEX7R 5°- CAA TCA TGA CCATTG CC -3

Apés a digestdo, foi possivel analisar os fragmentos de PCR-RFLP através de

eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (Figura 21).

ladder 1 2 3 4 5 6 7 Ladder
100pb 100pb

Figura 21: RFLP apés digestio com a enzima Hph I dos produtos de
PCR amplificados em gel de poliacrilamida a 12%. Amostras 1, 3 e 6: RHD*DAR heterozigotas.
Amostras 2,4 e 5: RHD*DAR homozigotas. Amostra 7: Produto de PCR néao digerido.

4.2.12 Desenvolvimento de estratégia para busca de unidades de sangue com alto

grau de compatibilidade para pacientes falciformes

De acordo com os resultados obtidos nas genotipagens em larga escala dos doadores e
pacientes falciformes, desenvolvemos uma estratégia eficiente para selecdo ndao s6 de doadores
compativeis, mas também das unidades de sangue nos estoques dos Servicos de Hemoterapia. A
estratégia desenvolvida foi a compatibilidade eletronica em niveis de compatibilidade baseado no
trabalho de Klapper e colaboradores (KLAPPER et al, 2010) e de acordo com a necessidade da
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populacdo brasileira. Para tal, foi desenvolvido um software, que facilitou e tornou mais rdpida a
busca por unidades compativeis para os pacientes. Os niveis estabelecidos encontram-se na

Figura 22.

Nivel 1 Nivel 2

Figura 22: Niveis de compatibilidade estabelecidos baseados no trabalho de Klapper e
colaboradores e de acordo com as necessidades da populacio brasileira, no nivel 3 adicionamos o
antigeno Di® e no nivel 4 adicionamos o antigeno Js”, que sdo antigenos importantes para pacientes

falciformes.

4.2.13 Propostas de compatibilidade genética que podem melhorar a seguranca

transfusional de pacientes falciformes

Para que pudéssemos comparar se realmente a compatibilidade genética era superior
a compatibilidade soroldgica para pacientes politransfundidos, realizamos a compatibilidade
genética de acordo com os resultados obtidos pelo HEA BeadChip™ entre as amostras de DNA
de pacientes politransfundidos e das unidades de sangue de doadores que foram compatibilizadas
para eles, no laboratério de Imunohematologia, nos 4 niveis de compatibilidade estabelecidos na

Figura 22.
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4.2.14 Desenvolvimento de um software para realizacao de compatibilidade genética

eletronica

Durante a realizacdo da genotipagem em larga escala das amostras de DNA dos
pacientes e doadores de sangue, foi desenvolvido um software para que fosse possivel a insercao
dos resultados de genotipagem, quando estes estivessem disponiveis e para realizar a
compatibilidade eletronica em niveis de compatibilidade estabelecidos entre pacientes

falciformes e doadores.

Com o auxilio desse software foi possivel realizar compatibilidade eletronica
permitindo a busca de doadores com alto grau de compatibilidade para os pacientes falciformes,

de acordo com o perfil génico selecionado em um curto periodo de tempo.

As telas abaixo ilustram como foi realizada a busca de doadores compativeis para
pacientes falciformes utilizando-se o software desenvolvido especificamente para este trabalho.

(Figuras 23 a 28).

Figura 23: A figura ilustra a tela inicial de acesso ao software.
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[rea

HEA39248_8

HEA39245_1

HEA39249_2
| HEA39245_3
| HEa3s249_a

|} rocalizar | | €3 Fechar |

ﬁ

Figura 24: Tela do software onde é selecionado o paciente para o qual
sera feita a busca de compatibilidade. No software todas as amostras de doadores e pacientes sao

identificadas pelo nimero do chip da lAmina que foi utilizada para a genotipagem em larga escala.

1'«\' r""
) @b
|

1 |
Pesquisa

Paciente

HEA39246_7

| Locatzar || €3 rechar

TXNefebrcs

Figura 25: Tela do software que permite selecionar a regido de origem
dos doadores que serao compatibilizados para os pacientes falciformes.
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Paciente

|HEA39247_6 | Topas...

Grafico

204

| |
il L J—

| Q rocalizar | | € Fechar |

Figura 26: A figura ilustra a tela gerada pelo software, indicando em
graficos de niveis de compatibilidade (Nivel 2, 3 e 4) a quantidade de doadores encontrados para o

paciente selecionado.

| Q) ocatizar || € Fechar |

Figura 27: A figura ilustra o grafico do nivel 2 selecionado (em
vermelho), mostrando que a busca por compatibilidade para o paciente selecionado sera realizada

para nivel 2.
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Nivel 2

¥
¥

chip. Sample

MEA39246_7 | PC 15

=
o+
+ e
+ o
oo
o+
+
o+
S|
o +
+ o
+ o

HEA435E1_6

) rivat 2 [ wivel 3 [ Mivel 4[] Complementar

Figura 28: Resultados dos fendtipos de 29 doadores compativeis em nivel

2 encontrados para o paciente selecionado (Fenétipo em negrito).
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5. RESULTADOS



5.1 Genotipagem em larga escala dos alelos de grupos sanguineos em

amostras de doadores voluntarios de sangue e de pacientes falciformes

A genotipagem em larga escala dos alelos de grupos sanguineos pela técnica de HEA
BeadChip™ foi realizada em 504 amostras de DNA de doadores voluntdrios de sangue e em 283
amostras de DNA de pacientes falciformes. Esta andlise possibilitou a determinacdo das
frequéncias genotipicas e alélicas dos principais genes de grupos sanguineos na populacio

estudada (Tabelas 13 a 16).

Os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas de grupos sanguineos observadas
nos doadores voluntarios de sangue encontram-se nas Tabelas 13 e 14 e os resultados das
frequéncias genotipicas e alélicas observadas nos pacientes falciformes encontram-se nas Tabelas

15 e 16.

Foram identificados nas amostras estudadas 209 fenétipos de dificil caracterizacao
sorolégica em virtude da auséncia ou dificuldade na obten¢do dos anti-soros comerciais para

identificacdo destes antigenos (Tabela 17).

Além disso, nestas amostras foram identificados 11 fenétipos raros, ou seja, fendtipos

com frequéncia menor que 1% da populagdo (Tabela 18).
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Tabela 17: Fenétipos identificados de dificil caracterizacio sorolégica devido a falta de insumos

Genétipos Fenétipos deduzidos Nuamero de amostras
FY*B 265 Fy* 16
HY-/HY+ Hy+/Hy- 31
JO*A-/JO*A+ Jo(a+)/Jo(a-) 41
LU*A/LU*B Lu(a+b+) 55
KEL*1/KEL*2 K+k+ 30
CO*A/CO*B Co(a+b+) 36

Tabela 18: Fenétipos raros identificados nas amostras de doadores e pacientes

GYPB¥*del S-s-U- 5
GYPB.P2 S-s-U™ 2
GYPB.NY S-s-U™" 1
HY/HY Hy- 2
DI*A/DI*A Di(a+ b-) 1
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5.1.1 Identificacdo de pacientes Fy(b-) que apresentaram a mutacao -33T>C

Na andlise dos resultados para o sistema Duffy, dos 283 pacientes falciformes
estudados foram identificados 132 (46,6%) pacientes que apresentam o fenétipo Fy(b—) com a
presenca da mutacdo —33 T>C no promotor eritréide GATA, que inibe a expressdo do antigeno
Fy" na superficie das hemdcias mas ndo em outros tecidos. Os resultados dos fendtipos e

genotipos encontrados nestes pacientes encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19: Resultados dos Fenoétipos e Genotipos FY/GATA em 283 pacientes falciformes

FY/GATA
Fendétipos Genotipos
n % nt 125 n GATA n nt 265 n

Fy (a+b+) 35 124 G/A 35 T/T 35 C/IC 35 FY*A/FY*B

C/C 34
T/T 36 FY*B/FY*B
C/T 2
Fy(a-b+) 96 339 A/A 96
c/C 59
T/C 60 FY*B/FY*B-33
C/T 1

G/G 20 T/T 20 C/IC 20 FY*A/FY*A
Fy (a+b-) 77 272
G/A 57 T/IC 57 CIC 57 FY*A/FY*B-33

Fy(a-b-) 75 265 A/A 75 C/IC 75 C/IC 75 FY*B-33/FY*B-33
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5.1.2 Genotipagem Dombrock em pacientes falciformes

Na genotipagem Dombrock de 283 pacientes estudados, 21 (7,4%) pacientes foram
genotipados como DO*A/DO*A, 111 (39,2%) como DO*A/DO*B e 112 (39,6%) como
DO*B/DO*B. Encontramos ainda 23 (8,1%) pacientes heterozigotos para o SNP 350 que
caracteriza o alelo JO*A, 14 (4,9%) pacientes heterozigotos para o SNP 323 que caracteriza o
alelo HY e 2 (0,7%) homozigotos para o SNP 323 que caracteriza o fenétipo Hy(-). Os resultados

podem ser visualizados na Tabela 20.

Tabela 20: Resultados da genotipagem Dombrock em 283 pacientes falciformes

DO*B/DO*B
JO/DOA A/A T/C G/G 5 1,76
JO/DOB A/G T/C G/G 18 6,36
HY/DOA A/G C/C T/G 4 1,41
HY/DOB G/G C/C T/G 10 3,53
HY/HY G/G C/C T/T 2 0,70
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5.1.3 Identificacao de variantes de antigenos do sistema Rh

a. Variantes RHCE

Variantes do gene RHCE foram encontradas nas amostras de pacientes estudadas
quando realizamos a genotipagem em larga escala (Tabela 21). Setenta e nove (28%) dos
pacientes falciformes estudados apresentaram o alelo homozigoto RHCE*ce(733G) que codifica
o aminodcido 245 Val e estd associado com o fenStipo VS+V+hr®—, uma variante do antigeno
Rhe que caracteriza um antigeno e-parcial. Onze pacientes (3,8%) apresentaram o alelo
heterozigoto RHCE*ce(733G)/(1006T) que codifica os aminodcidos 245Val e 336Cys e estd
associado com o fenétipo VS+V—hr®+, uma outra variante do antigeno e. Dez (2,8%) pacientes
apresentaram o gene hibrido (C)ce’/ce’ responsével pelo enfraquecimento dos antigenos RhC e

Rhe na membrana eritrocitaria.

Tabela 21: Variantes RHCE encontradas em pacientes falciformes

Pacientes 10 3,5 79 28 11 3.8

Foram também pesquisadas variantes do gene RHCE em 244 pacientes falciformes
pela genotipagem convencional, utilizando a técnica de PCR-RFLP com sequéncias de primers
especificas (Tabela 22). Um (0,04%) dos 244 pacientes estudados apresentou os alelos
RHCE*818T e RHCE*I1132C que caracterizam o genétipo RHCE*ceBI/RHCE*ceSM
responsavel pela presenca do antigeno Rh STEM e enfraquecimento do antigeno Rhe nas
hemdcias.
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Tabela 22: Variantes RHCE identificadas em pacientes falciformes

Pacientes 1 0,004 1 0,004

b. Variantes RHD

Com relagdo as variantes RHD estudadas nestes pacientes, verificamos a presenca de
5 pacientes portadores da variante RHD*DIlla, 6 pacientes portadores da variante RHD*DAR e, 1
paciente portador da variante RHD*DOL (Tabela 23).

Tabela 23: Variantes RHD identificadas em pacientes falciformes

Pacientes 5 1,8 6 2,1 1 0,3

5.2 Aloimunizacio nos pacientes falciformes estudados

Dos 283 pacientes falciformes estudados, 98 (34,6%) apresentaram aloanticorpos
(Tabela 24). Destes, 39 possuiam anticorpos contra um Uunico antigeno e 59 pacientes

apresentavam multiplos anticorpos.
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Tabela 24: Namero e especificidade dos anticorpos encontrados em 98 pacientes falciformes

aloimunizados

Anticorpos detectados

Numero de pacientes

Anti-D 4
Anti-E 24
Anti-K 11
Anti-C, -E 17
Anti-c, -E 2
Anti-C, -E, -K 9
Anti-C, -E, -JK" 7
Anti-E, -Fy*, -Jk" 5
Ant-E, Jk* 7
Anti-E, -K, -Di* 4
Anti-K, -S 3
Anti-E, -Fy* 1
Anti-S, -Fy* 3
Anti-C, -K, -JKk" 1
Total 98
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5.3 Selecao de doadores compativeis para pacientes falciformes através

do software

A selecdo de doadores de sangue compativeis para os pacientes falciformes estudados
foi realizada em 4 niveis de compatibilidade (Figura 22) com o auxilio de um software especifico
desenvolvido para este trabalho. Assim, procuramos avaliar para cada paciente a disponibilidade

de doadores compativeis em cada nivel de compatibilidade.

Figura 22: Niveis de compatibilidade estabelecidos no presente trabalho

A8(0),D, {Ab) FYLRYIRE K, S, 5, DO

Nivel1 Nivel 2

Com base nos resultados dos gendtipos dos doadores e dos pacientes falciformes e de
acordo com a compatibilidade definida para cada paciente, foi realizada a busca de doadores de
sangue compativeis em nosso banco de 504 doadores genotipados (308 doadores de Campinas e

regido e 196 doadores de Salvador).

O exemplo abaixo ilustra a forma como foi realizada a compatibilidade eletronica

pelo software para cada paciente e os resultados obtidos para um determinado paciente.

Como podemos observar (Figura 29), o paciente precisava receber sangue fendtipo
compativel no minimo nivel 3 e foram encontrados 23 unidades compativeis em nivel 3 e 3

unidades compativeis em nivel 4.
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Figura 29: Exemplo da busca eletronica de doadores de sangue em 4 niveis de compatibilidade para

um paciente falciforme que apresentava em seu prontuario anticorpos anti-D, anti-C e anti-Di".
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Com o auxilio do software desenvolvido e considerando que todos os doadores eram
do grupo sanguineo O, foi possivel encontrar na média, 11% de unidades compativeis em Nivel
3, 5% de unidades compativeis em Nivel 4 no grupo de doadores de Campinas e regido e 20,9%
de unidades compativeis em Nivel 3 e 8,7% de unidades compativeis em Nivel 4 no grupo de

doadores de Salvador .

Como podemos observar na Tabela 25, encontramos mais doadores compativeis em
nivel 3 e 4 para os pacientes falciformes no grupo de doadores de Salvador do que no grupo de

doadores de Campinas e regido.

Tabela 25: Média de doadores de sangue compativeis em 4 niveis para pacientes falciformes

Compatibilidade
Doadores Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
n % n % n % n %
Campinas 295 96,0 140 45,5 34 11 14 4,5
Salvador 187 95,4 97 49,5 41 20,9 17 8,7

5.4 Compatibilidade genética em pacientes politransfundidos

Em 35 pacientes com solicitacdo de transfusdo foi realizado a compatibilidade
genética entre os pacientes e as unidades de sangue dos doadores selecionados pelas técnicas

soroldgicas no laboratério de Imunohematologia.

Na analise dos nossos resultados, observamos que 14 dos 35 pacientes cronicamente
transfundidos apresentavam discrepancias entre os resultados da genotipagem pelo método xHEA
e o da fenotipagem. As principais discrepancias encontradas ocorreram nos Sistemas RH, FY, JK

e MNS e estdo apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26: Discrepancias encontradas em 14 pacientes cronicamente transfundidos

FY*A/FY*A (T/T) 0 0 0
FY*A/FY*B (T/T) 0 4 2
FY*A/FY*B (T/C) 0 0 0
FY*B/FY*B (T/T) 0 0 6
FY*B/FY*B (T/C) 0 0 2
FY*B/FY*B (C/C) 0 0 0
| ssemka medy  geb)  Besy |
JK*A/JK*A 2 0 0
JK*A/JK*B 0 3 6
JK*B/JK*B 1 0 2
I
GYPA*MM 3 1 0
GYPA*MN 0 9 0
GYPA*NN 0 0 1
e
GYPB*SS 1 0 0
GYPB*Ss 0 5 2
GYPB*ss 0 0 6
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Na tabela 26 podemos observar as discrepancias encontradas nos 14 pacientes
falciformes politransfundidos. Dez das discrepancias observadas ocorreram no sistema Rh, 3
discrepancias ocorreram no sistema Kell, 7 discrepancias ocorreram no sistema Kidd, 2

ocorreram no sistema Duffy e 3 no sistema MNS.

Além disso, foi observado que 17 pacientes que estavam recebendo sangue
compativel nivel 1 ou 2, apresentavam discordancias nos niveis 3 e 4 entre as unidades de sangue
compatibilizadas por sorologia em comparacdao ao perfil antigénico das bolsas que estavam

recebendo.

Para melhor compreensdo destes resultados, apresentamos abaixo alguns dos
exemplos de discrepancias encontrados entre os resultados do perfil antigénico dos pacientes e

das unidades compatibilizadas para eles. (Figuras 30 a 32).

Figura 30: Paciente recebendo sangue O Rh e K compativel.
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Figura 31: Paciente fenotipado como Ryr (C —, E-), K- e recebendo unidades de sangue ABO/Rh

e K fenotipo compativel.
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Figura 32: Paciente recebendo unidades de sangue ABO, Rh e K fenétipo compativel

apresentando um baixo rendimento transfusional e um anticorpo nao identificado.
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A Figura 30 apresenta discrepancias encontradas entre o perfil genético do paciente, que
estava recebendo sangue O, Rh e K compativel e dos doadores sorologicamente compatibilizados
para ele. Na Figura 31 observamos um paciente fenotipado como Rgr (C-, E-), K- que estava
recebendo unidades de sangue ABO, Rh e K fenétipo compativel, pelos resultados da
genotipagem observamos que o paciente era RjR; ou seja, C+, c- e além disso, 3 unidades
preparadas para ele eram Fy(a+), uma unidade era Di(a+) e outra VS+ e ainda na Figura 32
encontramos um paciente que estava recebendo unidades de sangue ABO, Rh e K fenétipo
compativel apresentando um baixo rendimento transfusional e um anticorpo nao identificado. Os
resultados da genotipagem demonstraram que o paciente era Do™, estava recebendo sangue

Do(a”, no momento suspeitou-se de um anti-Do", posteriormente confirmado.
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6. DISCUSSAO



6.1 Genotipagem em larga escala dos alelos de grupos sanguineos em

amostras de doadores voluntarios de sangue e de pacientes falciformes

A andlise dos resultados obtidos com a genotipagem em larga escala pela técnica
HEA BeadChip™ possibilitou a determinacio das frequéncias genotipicas e alélicas de 24 genes
de grupos sanguineos em uma populacdo de 504 doadores voluntérios de sangue e 283 pacientes

falciformes.

Apesar das frequéncias genotipicas observadas em doadores de Salvador estarem
mais proximas das encontradas em pacientes falciformes, especialmente para os haplotipos RH,
nao foi observado diferenca estatistica significativa entre as frequéncias genotipicas dos 2 grupos
de doadores (Salvador e Campinas) e pacientes. A regidao Sudeste do Brasil possui alta densidade
populacional e tem continuamente recebido imigrantes da regiio nordeste. E também
caracterizada pelo alto grau de mistura entre descendentes de Europeus e Africanos. Assim
doadores desta regido constituem uma amostra representativa de uma populagdo miscigenada, o
que poderia talvez explicar esta similaridade de frequéncias genotipicas encontradas entre os

doadores de sangue e pacientes falciformes.

Ao compararmos as frequéncias alélicas por nds obtidas em doadores de sangue com
as frequéncias obtidas por Hashmi (HASHMI et al, 2007) que utilizaram a mesma tecnologia,
verificamos que a nossa populacdo apresenta frequéncias similares a Caucasianos e Hispanicos,
com excecdo do alelo DI*A que difere totalmente das populagdes estudadas por Hashmi,
demonstrando a influéncia indigena na popula¢do brasileira (BALLEOTI et al, 2003). Estes
resultados sdo interessantes uma vez que esperdvamos que as frequéncias alélicas da nossa

populacdo estivessem mais proximas de populacdes Caucasianas e Africanas.

Na analise dos resultados de todas as amostras de DNA estudadas, encontramos 209
fenétipos de dificil caracterizagdo soroldgica devido a auséncia ou dificuldade na obtencdo dos
anti-soros comerciais para identificacdo dos antigenos. Este resultado demonstra que estes
fenétipos podem ser encontrados em um pequeno pool de doadores utilizando-se um método que

possibilite a identificacdo desses antigenos, como a plataforma de microarray aqui empregada.

Discussdo

113



Em nosso estudo, identificamos ainda 11 fendtipos raros dificeis de se identificar
soroldogicamente devido a escassez ou inexisténcia de soros para estas fenotipagens. A tecnologia
de Microarray abre a possibilidade de estender a tipagem por DNA a antigenos raros que sio
dificeis de fenotipar, devido a dificuldade na obten¢do de reagentes e possibilita a inclusdo de
fenotipos raros em painéis de hemdcias auxiliando assim a identificacdo de anticorpos raros e
auxilia na resolucio de problemas imunohematoldgicos complexos. E um procedimento rapido
para genotipar doador de sangue, aumentando assim os estoques de sangue raro e facilitando a

compatibilidade mais exata entre pacientes com aloanticorpos e doadores.

A possibilidade de identificar doadores de sangue raros, ou seja, portadores de
fendtipos que ocorrem em menos que 1% da populagdo, através de uma metodologia de
genotipagem em larga escala abre perspectivas para a criacdo de um programa nacional de
doadores de sangue raros que possibilitaria a busca de unidades de sangue compativeis para
pacientes portadores de anticorpos raros e, consequentemente o aumento da seguranca

transfusional.

6.1.1 Identificaciao de pacientes Fy(b-) que podem ser transfundidos com hemacias

Fy(b+)

Na andlise das amostras identificamos 132 (46,6%) pacientes falciformes com o
fendtipo Fy(b—) que teoricamente poderiam receber sangue Fy(b+) pois apresentam a mutacdo
—33 T>C no promotor eritréide GATA. Essa mutacio frequente em descendentes de Africanos
leva a ndo expressdo do antigeno Fy® nas hemdcias, mas ndo em outros tecidos. Nestes casos, o
gene FY*B é expresso em outros tecidos, como por exemplo, nas células do endotélio dos vasos
sanguineos. Pacientes com genétipo FY*B com GATA mutado, podem ser transfundidos com
hemacias Fy(b+), sem o risco de aloimuniza¢do, uma vez que o gene FY*B € expresso em outros
tecidos (CASTILHO, 2007). Isto significa que a disponibilidade de sangue compativel para estes

pacientes pode aumentar consideravelmente.
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6.1.2 Genotipagem Dombrock em pacientes falciformes

Devido a dificuldade sorolégica em se conhecer a frequéncia dos antigenos
Dombrock e identificar os anticorpos deste sistema e, considerando sua importancia clinica,
determinamos a frequéncia dos alelos Dombrock na populagao de pacientes falciformes estudada
para que pudéssemos determinar o risco de aloimunizagdo. Nossos resultados demonstram maior
frequéncia do alelo DO*B nestes pacientes, o que estd de acordo com a literatura em estudos com
individuos de origem Africana. Isto significa que estes pacientes podem desenvolver anticorpo
anti-Do”* com maior frequéncia do que anti-Do”. Em nosso estudo, identificamos um paciente
com anti-Do" que apresentava um baixo rendimento transfusional pelo fato de estar recebendo
sangue Do(a+) (Figura 32). Além disto, encontramos 2 pacientes portadores do fendtipo raro
Hy(-) que podem desenvolver anti-Hy. Como estes anticorpos sdo dificeis de caracterizar
sorolégicamente, em situacOes de baixo rendimento transfusional e suspeita de anticorpos
Dombrock, recomendamos selecionar doadores genotipados para transfundir sangue compativel a

estes pacientes e assim, evitar reagdes transfusionais hemoliticas.

6.1.3  Identificacdo de variantes de antigenos do sistema Rh

Variantes de antigenos do sistema Rh também foram encontradas nos pacientes
falciformes estudados. Setenta e nove (28%) dos pacientes falciformes estudados apresentaram o
alelo homozigoto RHCE*ce(733G) que codifica o aminodcido 245Val e estd associado com o
fen6tipo VS+V+hr"—, uma variante do antigeno Rhe. Onze (3,8%) dos pacientes apresentaram o
alelo heterozigoto RHCE*ce(733G)/(1006T) que codifica os aminodcidos 245Val e 336Cys e esta
associado com o fendtipo VS+V—hr"+, uma outra variante do antigeno Rhe. Estes pacientes sdo

fenotipados como e+ mas podem desenvolver anti-e quando transfundidos com sangue e+.

Ficamos impressionados com a alta freqiiéncia desta variante nos pacientes
estudados, embora j4 tivéssemos conhecimento que esta variante ndo € rara em individuos de

origem Africana.

Dez (2,8%) pacientes apresentaram o gene hibrido (C)ce’/ce’ responsdvel pelo

enfraquecimento dos antigenos RhC e Rhe na membrana eritrocitdria e, portanto, podem
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desenvolver anti-C e anti-e quando transfundidos com sangue C+ e e+. A partir destes
resultados, investigamos amostras de DNA de 6 pacientes falciformes que apresentaram fraca
expressdo do antigeno RhC para a presenca do gene hibrido (C)ce’/ce’. Esta variante foi
encontrada em 5 destes pacientes. Dois pacientes transfundidos com heméacias C+ desenvolveram
aloanticorpo anti-C e apresentaram hemolise pds-transfusdo. Nossos resultados demonstram a
importancia de identificar variantes de antigenos Rh nestes pacientes para se evitar a

aloimunizagao e hemolise.

Outras variantes de antigenos do gene RHCE foram pesquisadas em 244 pacientes
falciformes estudados quando realizamos genotipagem convencional. Encontramos 1 (0,04%)
paciente que apresentou resultado heterozigoto para os polimorfismos RHCE*818C/T e
RHCE*1132G/C caracterizando a presenca de 2 variantes RHCE em heterozigoze: RHCE*ceBlI,
e RHCE*ceSM. Esses dois alelos codificam um antigeno do sistema Rh de baixa frequéncia
denominado STEM que estd associado a um fendtipo Rhe- alterado que também pode levar a

aloimunizagao.

Este estudo se mostra muito importante neste aspecto, pois ndo existe soro comercial
para identificacdo destas variantes e, portanto muitos pacientes acabam se aloimunizando.
Portanto, a compatibilidade genética RH entre pacientes e doadores Afrodescendentes pode

auxiliar na reducdo da aloimunizagdo e das reagdes transfusionais hemoliticas.

Neste trabalho, com relacdo as variantes RHD estudadas, verificamos a presenca de 5
pacientes portadores da variante RHD*DIlla, 6 pacientes portadores da variante RHD*DAR e, 1
paciente portador da variante RHD*DOL. Todos estes pacientes podem se aloimunizar se

receberem sangue RhD-positivo pois estas variantes sdo classificadas como D parcial.

De acordo com os resultados obtidos nos testes moleculares que identificaram as
variantes RHD e RHCE, verificamos que os antigenos variantes RhD, RhC e Rhe que
apresentaram baixa expressdo soroldgica eram na verdade antigenos parciais que continham

SNPs nos genes RHD e RHCE ou genes hibridos.

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura para pacientes

falciformes que mostram uma grande recombinag¢do génica entre os genes RHD e RHCE em
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individuos de origem Africana gerando assim um grande nimero de variantes Rh (CHOU &

WESTHOFF, 2010).

Assim, a genotipagem RHD e RHCE em pacientes falciformes tem-se mostrado
importante na caracterizagc@o destas variantes e na selecdo de unidades de sangue compativeis

com o mesmo background genético.

6.2 Aloimunizacao nos pacientes falciformes estudados

Dos 283 pacientes falciformes estudados, 98 (34,6%) possuiam aloanticorpos (Tabela
17). Destes, 81 (82,6%) apresentavam anticorpos contra antigenos do sistema Rh e 11 (13,6%)
contra o antigeno K, demonstrando mais uma vez a importancia da utilizacio de sangue
fenotipado para os sistemas Rh e Kell nestes pacientes. Anti-E e anti-C foram os anticorpos do
sistema Rh mais encontrados, o que estd de acordo com a alta frequéncia do fenétipo D— C— E—
(Rp) em individuos de origem Africana. Outros anticorpos (3,8%) identificados incluiram anti-
Fy*, -Jk%, -JK®, -S, e -Di* em pacientes que estavam recebendo transfusdes de sangue Rh e K
fendtipo compativel, o que demonstra que para alguns pacientes este nivel de compatibilidade

ndo € suficiente para evitar a aloimunizacao.

6.3 Selecao de doadores compativeis para pacientes falciformes através do

software

O fornecimento de sangue antigeno-negativo para pacientes falciformes € a base para
a transfusdo segura pela redu¢do do risco de reagdes adversas e aloimunizacdo
(SCHONEWILLE et al, 2006). A técnica de microarray ¢ um método que possibilita obter um
grande nimero de doadores extensivamente genotipados e, permite uma selecdo mais exata de

unidades de doadores compativeis para pacientes falciformes.

A possibilidade de genotipar um grande nimero de pacientes e doadores para varios

antigenos simultaneamente, juntamente com a andlise computadorizada e interpretacdo dos dados
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(RIBEIRO et al, 2009; KLAPPER et al, 2010), viabiliza também o aumento do estoque de
unidades de doadores fendtipo compativeis , facilitando uma compatibilidade mais exata entre

paciente e doador de sangue.

Com o a finalidade de reduzir os riscos de possiveis aloimunizagdes e reacodes
transfusionais, realizamos a selecdo de unidades de sangue com alto grau de compatibilidade para
pacientes falciformes com base nos resultados da genotipagem em larga escala de todas as

amostras estudadas, utilizando a plataforma HEA BeadChipTM.

A busca eletronica de doadores compativeis para pacientes falciformes foi realizada
de acordo com os 4 niveis de compatibilidade propostos por KLAPPER et al, 2010 e adaptados
para nossa populacdo com o auxilio de um software desenvolvido para este trabalho. Assim,
procuramos avaliar para cada paciente a disponibilidade de doadores compativeis em cada nivel
de compatibilidade e como parte da estratégia, compatibilizamos doadores tipo sanguineo O para
todos os pacientes. Encontramos um nidmero significativo de doadores de sangue antigeno-
negativo para pacientes aloimunizados e ndo aloimunizados quando buscamos por
compatibilidade Nivel 1 (ABO, D e um conhecido aloanticorpo) e Nivel 2 (ABO, D, C, c, E, e,
K1). Em Nivel 1 encontramos uma média de 482 doadores compativeis e em Nivel 2 uma média
de 237 doadores compativeis. Entretanto, a média de doadores compativeis Nivel 3 (ABO, D, C,
¢, E, e, K1, Fy*, Fy", JK*, Jk°, S, s, Di*) foi de 75 e, Nivel 4 (ABO, D, C, ¢, E, e, K1, Fy*, Fy®, JK*,
JK%, S, s, Di, Lu?, Lu®, M, N, Do% Do", Hy, Jo* k, Js?) de 31. A possivel razdo da queda do
numero de doadores compativeis em Nivel 3 e Nivel 4 é o numero de antigenos-negativos
necessarios e um limitado grupo de doadores Afrodescendentes. Nossos dados sugerem que €
mais facil encontrar maior compatibilidade para pacientes falciformes em doadores de Salvador
que apresentam maior influéncia Africana do que em doadores de sangue de uma populacio

mista como Campinas e regido.

A tabela 27 mostra uma andlise realizada das frequéncias de haplétipos RH em
pacientes falciformes de Campinas e Salvador e, de doadores de sangue de Campinas e Salvador.
Como pode ser observado, encontramos mais doadores RH compativeis para os pacientes

falciformes em doadores de Salvador.

Discussado

118



Nossos resultados demonstram que mesmo selecionando um maior pool de doadores
de uma populacdo mista, é mais facil encontrar sangue fendtipo compativel para pacientes

falciformes, em uma populacdo com maior nimero de doadores Afrodescendentes.

Tabela 27: Frequéncias de haplotipos RH em pacientes e doadores de sangue de Campinas e

Salvador
Pacientes Falciformes Doadores
Haplétipo Campinas Salvador Geral Haplétipo Campinas Salvador Geral
N % N % N % N % N % N %

Ror 64 3536% 37 3627% 101 3569% Rgr 38 1234% 55 2806% 93  1845%
Rgr's 4 2,21% 1 0,98% 5 1,77% Rgr's 4 1,30% 2 1,02% 6 1,19%

Rqr 39 21,55% 31 30,39% 70 24,73% Rqr 85 2760% 61 3L,12% 146 28,97%
R1R, 11 6,08% 8 788% 19  671% R{R, 56 18,18% 19 969% 75  14,88%
RiR; 11 6,08% 5 4%0% 16  5,65% R:R; 22 7,14% 13 663% 35  694%
RiR, RiR, 1 0,32% 1 0,51% 2 0,40%

Rar 36 19,89% 14 13,73% 50 17,67% Ryr 33 1071% 22 11,22% 55  10,91%
R,r's 1 0,98% 1 0,35% R,r's 1 0,32% 1 0,51% 2 0,40%
RoR; 3 1,66% 3 1,06% RoR; 6 1,95% 4 2,04% 10  1,98%
R:R, 2 1,10% 2 0,71% R;R, 1 0,39% 1 0,20%

r 7 3,87% 4 3,92% 11  3,89% r 50 16,23% 17 867% 67  13,29%

r'r 1 0,98% 1 0,35% r'r 2 0,65% 1 0,51% 3 0,60%
r'sr 4 2,21% 4 1,41% r'sr 5 1,62% 5 0,99%
r'r" e 3 0,97% 3 0,60%

r'r r'r 1 0,32% 1 0,20%
Total 181 102 283 Total 308 196 504
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6.4 Compatibilidade genética em pacientes politransfundidos

Quando realizamos a compatibilidade genética entre as amostras de DNA de 35
pacientes falciformes politransfundidos, e das unidades de sangue de doadores que foram
sorolégicamente compatibilizadas para eles, encontramos discrepancias para varios antigenos. Na
tabela 26 podemos observar as discrepancias encontradas nos 14 pacientes falciformes
politransfundidos, o que demonstra que as técnicas moleculares sdo superiores as técnicas
soroldgicas, por erros de fenotipagem, pela genotipagem estendida e na identificacdo de unidades

de sangue compativeis para estes pacientes.

A Figura 30 ilustra discrepancias antigénicas entre um paciente falciforme e dois
doadores. De acordo com os resultados obtidos pela técnica HEA BeadChipTM podemos observar
que o paciente poderia se aloimunizar aos antigenos Jk*, Lu®, Co® e VS se fosse transfundido com
as unidades soroldgicamente compatibilizadas para ele. Na Figura 31 observamos também
discrepancias entre resultados do fenétipo e gendétipo de um paciente falciforme e discrepancias
antigénicas. Se este paciente recebesse as unidades de sangue sorolégicamente compatibilizadas

para ele, poderia se aloimunizar aos antigenos ¢, Fy®, Di* e VS.

Em nosso trabalho, pudemos encontrar uma maior compatibilidade nas unidades
genotipadas, o que propiciou um aumento no grau de compatibilidade e, consequentemente

reduc¢do do risco de aloimunizacao e reacdes transfusionais.

Aloimunizacao pode causar graves problemas que vao desde inconvenientes devido a
demora na obtencdo de unidades compativeis até reagdes transfusionais hemoliticas tardias.
Acreditamos que a compatibilidade Nivel 4 € mais dificil e nem sempre necessdria, mas, no nosso
trabalho demonstramos que os pacientes falciformes podem se beneficiar ao receberem unidades

de sangue com compatibilidade genética pelo menos Nivel 3.

Além disto, verificamos a importancia da realizacdo da genotipagem estendida no
auxilio a identificacdo de aloanticorpos, muitas vezes mascarados por autoanticorpos ou nao
identificados pelos limites das técnicas soroldgicas. A possibilidade de diferenciacdo entre alo e
autoanticorpos e a identificacdo de anticorpos raros clinicamente significantes abre uma nova

perspectiva de seguranga transfusional para os pacientes falciformes.
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A genotipagem em larga escala pode contribuir no suporte transfusional com sangue
antigeno compativel e também possui um grande potencial para substituir a rotina de testes de
fenotipagem, reduzindo custos e tempo de trabalhos envolvidos na tipagem de pacientes e
doadores. A utilizagdo de um software especifico para esta pratica mostrou-se extremamente
importante para facilitar a busca de doadores e unidades de sangue compativeis, bem como, na

realizacdo da compatibilidade mais exata.

Os nossos resultados demonstram que a implementacdo da compatibilidade genética
pode melhorar a vida de milhares de pacientes falciformes pelo aumento do grau de
compatibilidade e, niveis de seguranca e eficiéncia transfusional. Acreditamos que em um futuro
proximo esta pratica comecgard a fazer parte da rotina da maioria dos bancos de sangue que

transfundem pacientes falciformes.
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7. CONCLUSOES



Considerando os objetivos do presente trabalho e as condi¢des em que foi realizada a

genotipagem de grupos sanguineos em larga escala pela técnica de “microarray” HEA

BeadChipTM em amostras de DNA de doadores voluntdrios de sangue e pacientes portadores de

anemia falciforme, podemos concluir que:

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

A genotipagem de grupos sanguineos em larga escala pela técnica de “microarray”
utilizada (HEA BeadChip™) ¢é eficiente e pode ser aplicada em amostras de DNA de

pacientes e doadores de sangue.

Nao foi encontrada diferenca estatistica significativa nas frequéncias genotipicas

observadas entre os grupos estudados (doadores e pacientes).

7z

A genotipagem de grupos sanguineos em larga escala é eficiente na constituicdo de
bancos de doadores de sangue genotipados para antigenos de dificil caracterizacdo
soroldgica, agiliza a busca de fenétipos raros e de unidades fenotipo compativel para

pacientes falciformes politransfundidos.

A genotipagem FY em pacientes falciformes auxilia na identificacdo de pacientes com o
fendtipo Fy(b—) que podem receber sangue Fy(b+) aumentando assim a disponibilidade de

unidades de sangue fendtipo compativeis.

Nossos resultados demonstram maior frequéncia do alelo DO*B em pacientes falciformes

o que significa que estes pacientes tem maior risco de desenvolver anti-Do®.

Encontramos uma alta frequéncia de variantes do antigeno RhD, RhC e Rhe nos pacientes
falciformes o que explica o alto indice de aloimunizagdo aos antigenos Rh nestes

pacientes.

A compatibilidade eletronica com o auxilio de um software possibilitou a busca de

unidades de doadores em até 4 Niveis de compatibilidade para pacientes falciformes.
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7.8.

7.9.

7.10.

7.11.

Encontramos unidades de sangue com maior grau de compatibilidade para os pacientes
falciformes em um grupo de doadores com maior influéncia Africana do que em um

grupo de doadores de uma populag@o mista.

A compatibilidade eletronica feita a partir de um software € ripida e eficiente para

selecionar doadores com compatibilidade mais exata para pacientes falciformes.

A compatibilidade genética é uma alternativa para as limitacdes dos atuais métodos

soroldgicos.

A compatibilidade genética € superior a soroldgica, pois além de evitar possiveis reagcdes
transfusionais por erros de fenotipagem em pacientes com transfusdes recentes, também
auxilia a minimizar os riscos de aloimunizacdo resultando em melhor aproveitamento

transfusional dos pacientes falciformes.
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Abstract

Background: DNA arrays, with their high-throughput capability are particularly
suited for mass screening donors because they permit the simultaneous
determination of multiple alleles encoding RBC antigens and can facilitate the
provision of more extensively matched blood for patients. Based on this we
evaluated the usefulness of DNA array technology to provide a means to precisely
genotype match donor blood units to the antigen-negative type of patients with
SCD. Methods: We searched for compatible units for 283 SCD patients performing
extended human erythrocyte antigen (xHEA) typing on the patient samples and on
308 random donor samples and 196 African Brazilian donor samples. We also
investigated antigen-match RBC units with 35 recipients using blood group
genotypes for C, ¢, E, e, K, Fy?, Fy°, Jk?, JK°, S, Lu?, Di?, Jsb, Do? and DoP. Units
selected were serologically matched to the patients based on their ABO, Rh and K
phenotypes and presence of antibody (ies). Results: We observed that we would
be able to find in the African Brazilian donors more extensively matched units to the
SCD patients than in the pool of random donors of a mixed Brazilian population.
Twenty-one from 35 SCD patients presented discrepancies or mismatches for
multiple antigens between their xHEA antigen profile and the blood units antigen
profile serologically matched for them. According to these results we were able to
find a better match for the patients in our extended HEA (xHEA)-typed units, and in
the majority of cases the degree of matching was enhanced and the patients benefit
to receive the transfusions as shown by better in vivo RBCs survival. Conclusion:

DNA array based blood grouping typing of donors and patients showed to be a
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cost-effective procedure and has demonstrated improvements in SCD patients care
facilitating their transfusion support and preventing the alloimmunization and

hemolytic transfusion reactions.
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Introduction

Transfusion therapy has played an important role in allowing sickle cell
disease (SCD) patients to live longer. However, while red blood cell (RBC)
transfusions have significantly improved the morbidity and mortality in this patient
population, its use is complicated by the high incidence of RBC alloimmunization (1-

7).

Alloimmunization often makes finding compatible RBC products difficult and
is also associated with delayed hemolytic transfusion reactions (DHTRs) and
hyperhemolysis syndrome. In an effort to reduce alloimmunization, some programs
have been designed and implemented to provide antigen-matched RBC
transfusions to patients with SCD particularly those who are in need of chronic
transfusion support (8-9). Although transfusion services establish protocols to
reduce alloimmunization, there is no consensus about the phenotype-matching
protocols used (10-11). These protocols range from providing limited phenotype-
matched RBCs for only D, C, E and K antigens to providing extended phenotype-
matched RBCs for C, ¢, E, e, K, S, Fy?, and Jk? antigens prior to transfusion (12-

15).

Independent of the protocol used it’'s also important that the RBC units can
be readily available in order to supply the SCD patient’s transfusion need (12). An
approach to address the RBC antigenic differences between patients with SCD and

the random donor pool is to increase recruitment of African donors whose RBCs

John Wiley & Sons
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more commonly lack C, E, K, S, Fya, Fyb, and Jkb antigens compared to

Caucasian donors (11, 13).

Another approach to supply the SCD patient’s transfusion need is to
implement a large scale antigen screening to increase the inventory of donors.
Because screening a large number of donors for minor antigens by
hemagglutination is labor-intensive for testing and data entry and the supply of
typing grade reagents may be limited or unavailable, the recently introduced DNA
arrays, with their high-throughput capability, have been used for mass screening

donors (14-20).

In the past fifteen years, molecular DNA-based genetic methods have been
provided an excellent tool for improved transfusion therapy for patients with SCD. In
previous studies, we demonstrated the relevance of genotype determination of
blood groups for the management of multiply transfused patients with SCD disease
by allowing the determination of the true blood group genotype, and by assisting in
the identification of suspected alloantibodies and the selection of antigen-negative
RBCs for transfusion (21, 22).

The DNA array analysis of donors and recipients permit the simultaneous
determination of multiple alleles encoding RBC antigens and can facilitate the
provision of more extensively matched blood for patients by allowing a better
selection of donors for given recipients on the basis of the respective antigen
repertoires. A study by Klapper and coworkers (23) using the human erythrocyte
antigen (HEA) BeadChip DNA analysis and a Web-based inventory management

system to model donor-recipient matching showed that even with a limited donor
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pool, matching for Rh, Kell, Duffy, Kidd and MNS could be achieved at least 50% of
the time.

We report here the use of the HEA BeadChip to provide a means to precisely
genotype match donor blood units to the antigen-negative type of patients with
SCD. We also evaluated the usefulness of DNA array technology to guide selection
of compatible donor units by large-scale testing of random and African Brazilian
blood donors in order to prevent (further) alloimmunization and hemolytic

transfusion reactions.

Materials and Methods

Patients
We studied DNA samples from 283 SCD patients (homozygous for hemoglobin S)
previously phenotyped for ABO, Rh(D, C, c, E, €) and K1 who agreed to participate

in this study by signing an IRB approved informed consent.

Donors

DNA samples from 308 random Brazilian blood donors and 196 Brazilian African
donors who agreed to participate in this study by signing an IRB approved informed
consent were selected for HEA analysis (BeadChip, BioArray Solutions, Warren,

NJ, USA). All donors were repeated donors and group O.

Donor units

John Wiley & Sons
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Seventy-five donor units from our blood bank inventory serologically matched for 35
SCD patients were also selected for HEA typing. Units selected were serologically
matched to the patients based on their ABO, Rh and K phenotypes and presence of
antibody (ies). We investigated antigen-match RBC units with recipients using blood
group genotypes (“dry-matching”) for ABO, D, C, ¢, E, e, K, Fy?, Fy®, Jk?, Jk°, S,
Lu®, Di? , Jsb, Do? and Do°. The degree of matching was determined at the four
increasingly stringent levels of antigen matching proposed by Klapper et al [23] and
adapted according to the needs of Brazilian population. Level 1 included ABO/RhD
plus the presence of one antibody; Level 2 included Level 1 plus Rh C, c, E, e and
K antigens; Level 3 included Level 1 plus Level 2 and Fy2, Fyb Jkg, Jkb, S, s, Dia

antigens; Level 4 included Level 1 plus Level 2 plus Level 3 and Lu2, Lub, M, N,

Do?, Dob, Hy, Jo? k, Jsb antigens (Figure 1).

Data processing

To perform the data management, a Web-hosted inventory management system
was designed for this study. An electronic link using this specific software between
the blood donor units and the patients need was established allowing an automatic

identification of the most compatible blood.

DNA preparation
The genomic DNA was extracted from 200ul aliquots of whole blood by a manual
spin column separation (QIAmp, Qiagen, Valencia, CA), according to the

instructions of the manufacturer and eluted into 100ul of buffer. The DNA
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concentration of each sample was measurement of optical density at 260 and
280nm and an aliquot of 8ul, containing ~10ng of gDNA, was transferred to the

PCR reaction.

HEA BeadChip DNA analysis
The DNA array analysis was performed by using the HEA BeadChip containing

probes directed to polymorphic sites in RHCE, FY (including FY-GATA and FY265),
DO (including HY and JO), CO, DI, SC, GYPA, GYPB (including markers permitting
the identification of U-negative and U-variant types), LU, KEL, JK, LW and one
mutation associated with hemoglobinopathies (HgbS) (BioArray Solutions, Warren,
NJ, USA) for all donors and patients samples. The HEA BeadChip assay was

performed in accordance with a previously described protocol (17, 18, 22).

Results

Patients

Of the 283 SCD patients selected, 98 (34.6%) had alloantibodies. Thirty-nine
patients (39.8%) had an antibody against a single RBC antigen and 59 patients
(60.2%) had multiple antibodies. The number and antibody specificities found in

these 98 patients are shown in Table 1.

Predicted phenotype frequencies on SCD patients and blood donors DNA

samples

John Wiley & Sons
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The frequencies of the xHEA phenotypes observed in the 3 groups (283 SCD
patients, 308 random blood donors and 196 African Brazilian donors) are shown in
Table 2. We observed that we would be able to find in the African Brazilian donors
more extensively matched units to the SCD patients than in the pool of random

donors of a mixed Brazilian population.

Search of compatible donors

Based on genotype results we were able to predict phenotype compatible
donors need to this group of SCD patients. We searched for potential compatible
donors at the 4 Levels of matching stringency adapted from Klapper et al (Figure 1)
in our extended 504 HEA typed donors for 98 SCD alloimmunized patients and for
185 non SCD alloimmunized patients. Using the special software developed for
searching of compatible units between the blood donor and the patient need we
were able to find at least 1 compatible donor unit for the 283 SCD patients for
Levels 1 and 2 (Table 3). Although we have found 60 to 70% of compatible donors
for Level 3 for the patients need, we were able to find in this pool of donors
compatible donors for all 29 alloimmunized patients who needed Level 3-matched
units. We found more compatible donors for Levels 3 and 4 in the African Brazilian
donors, even with a smaller pool of units typed, than in the random Brazilian

donors.

“Dry matching”
Twenty-one from 35 SCD patients presented discrepancies or mismatches

for multiple antigens between their xHEA antigen profile and the blood units antigen
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profile serologically matched for them. The main discrepancies or mismatches
occurred in RH, FY, JK, MNS and DO systems. We found discrepancies between
the previous phenotype and genotype-derived phenotype in 14 alloimmunized
patients chronically transfused who were not having a good in vivo RBC survival
and mismatches for multiple antigens in 17 patients receiving blood units matched
afor Levels 1 or 2. According to these results we were able to find a better match
for the patients in our extended HEA (xHEA)-typed units, and in the majority of
cases the degree of matching was enhanced and the patients benefit to receive the
transfusions as shown by better in vivo RBCs survival. These results were also very
important to clarify and confirm the specificities of alloantibodies and were essential

to distinguish between alloantibodies and autoantibodies.

Discussion

The provision of antigen-negative blood forms the basis for safe blood
transfusion by minimizing the risk of adverse transfusion reactions and
alloimmunization (24).

High-throughput genotyping based on DNA microarrays is a very feasible
method to obtain a large pool of well-typed blood donors and can contribute to the
management of transfusions in SCD patients by allowing a more accurate selection
of donor units to prevent alloimmunization, ensure the best match and transfusion
safety. The ability to test the patients and a large number of donors simultaneously

for several antigens, together with computer analysis and interpretation of data

John Wiley & Sons
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(22,23), makes it feasible to easily increase the inventory of donor units to the SCD
patients and to facilitate the matching of RBC components to the recipient’s blood
type.

Klapper and colleagues (23) concluded that if patients and donors are
extensively DNA typed, it is feasible to provide units for transfusion that are more
extensively matched than is the current standard of practice. Our data also show
xHEA typing of recipient samples and donor units of known ABO/D status can be
used to find RBC compatible units to patients with SCD at the 4 Levels of matching
stringency proposed by them. As part of the matching strategy we considered group
O donors for all patients and found a sufficient number of antigen-negative units in
alloimmunized and non-alloimmunized SCD patients when matching for ABO, D,
and known alloantibodies (Level 1) or ABO, D, C, c, E, e and K1 (Level 2) were
taken into account. However, the provision of antigen-negative blood for
alloimmunized and non alloimmunized patients for Levels 3 and 4 decreased from
100% to 50%, although we were able to find compatible donor units for all 29 Level
3 antibodies. A possible reason to this lower percentage of compatible donor units
for Levels 3 and 4 of matching stringency is the requirement of antigen-negative
blood for the SCD cohort and a limited pool of African Brazilian Donors.

In our institution, patients with SCD who require multiple transfusions are
placed on chronic prophylactic transfusion protocols. For effective application of
genotyping to such patients it is important that suitably genotyped donors are
available. Our data strongly suggest that even selecting large pool of random
donors in a mixed population, it is easier to find more extensively match for SCD

patients in African donors.
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When we applied a “dry-matching” on 35 SCD patients we found
discrepancies or mismatches for multiple antigens between their xHEA antigen
profile and the blood units antigen profile serologically matched for them. For those
patients, we were able to find a better match in our extended HEA (xHEA)-typed
units, enhancing the degree of matching to Levels 3 and 4 and reducing the risk of
alloimmunization and delayed transfusion reactions.

The patients who benefit from receiving antigen-matched RBCs based on
genotype as shown by better in vivo RBCs survival, as assessed by raises in
hemoglobin levels and diminished frequency of transfusions, presented
autoantibodies underlying clinical significant alloantibodies. The use of this DNA
approach was essential to distinguish between those alloantibodies.

Alloimmunization may cause several problems ranging from inconvenience
due to delay in obtaining matched blood to delayed hemolytic transfusion reaction.
We demonstrate the benefits that donor-recipient blood group genotype “dry-
matching” would have on reducing the incidence of delayed transfusion reactions.
Donor and SCD patient extended matching at Level 3 would also reduce the
development of the majority alloantibodies that are currently occurring in more
than 90% of the immunized SCD patients.

It is not a feasible goal to provide a complete antigen-match blood
transfusion to all SCD patients for all antigens. However, extensive DNA-based
blood group typing of African donors and patients is shown to be a cost-effective
procedure and now chronically SCD patients can be screened at least for the lack

of C, ¢, E, e, K, S, Fy?, Jk? and JKk® antigens.

John Wiley & Sons
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The reliable prediction of XHEA phenotypes offers a potential alternative
to the current serologic methods of screening donor units and typing transfusion
recipients. DNA array technology can contribute to the management of transfusions
in SCD patients by facilitating the transfusion support with antigen-matched blood. It
has the potential to replace the routine blood group phenotyping reducing costs as
well as workload involved in donor and patient antigen typing.

In summary, we showed that the implementation of “dry-matching” can
improve the life of thousands of SCD transfused patients by reducing mortality due
to transfusion reactions and immunization. We also demonstrated that the degree of
enhanced matching was over that which occurred by random chance based only on
ABO, Rh and K. Matching at DNA level can provide an added level of safety and

efficacy.
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Figure 1: Antigen matching stringency levels
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Table 1: Number and antibody specificity in 98 SCD alloimmunized patients

Antibody specificities Number of patients
Anti-D 4
Anti-E 24
Anti-K 11

Anti-C, -E 17
Anti-c, -E 2
Anti-C, -E, -K 9
Anti-C, -E, -Jk° 7
Anti-E, -Fy?, -Jk° 5
Anti-E, -Jk® 7
Anti-E, -K, -Di® 4
Anti-K, -S 3
Anti-E, -Fy? 1
Anti-S, -Fy? 3
Anti-C, -K, -JK° 1

John Wiley & Sons
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Table 2: Observed phenotype frequencies in SCD patients, random Brazilian

donors and Brazilian African donors

S oy D Dombrok Seanms
o ceE o of o oo o' o'y [ 5 52

NEG 19 163 5 209 268 0 279 0 259 0 40 123 171153 42 86 171 28 268 0 275 0 0 271123 27 2 2 0 283 0 283
% 67 57,6 18 739947 0 936 0 915 0 141 435 604 541 148 304 604 99 947 0 97,2 0 0 958435 95 07 07 0 100 0 100

SCD Patients 283

93,3 424 98,2 261 53 100 1,4 100 85 100 859 56,5 39,6 459 85,2 69,6 38,6 90,1 53 100 23 100 100 42 56,5 90,5 99,3 993 100 0 100 0
NEG 57 127 & 240301 0 304 0 297 O 60 104 142 83 63 87 169 34 286 0 297 1 0 287124 34 0 O O 308 0 307

% 185412 26 779977 0 97 0 9,4 0,0 19,5 33,8 461 26,9 20,5 28,2 54,9 1,0 929 0 94 0 0 932403110 00 00 0 1200 0 100

Random donor: 308

81,5538 074 221 23 100 1,3 100 3,6 100 805 66,2 53,9 73,1 79,5 71,8 45,1 89,0 7.1 100 3,6 100 100 6,8 59,7 39,0 100 100 100 0 100 0O
NEG 20 98 4 155189 0 196 0 187 0 28 74 108 91 50 38 175 21 179 1 150 0 O 134 92 20 0 O O 1% 0 1%

% 10,2 50,0 2,0 791 9,4 0,0 100 0,0 954 0,0 143 37,8 551 464 25,5 19,4 89,3 10,7 91,3 0,5 96,9 0,0 0,0 99,0 46,9 10,2 0,0 00 00 100 0,0 100

African donors 196

89,8 50,0 9,0 20,9 3,6 100 0,0 100 4,6 100 857 622 449 536 745 80,6 10,7 88,3 87 995 31 100 100 1,0 53,1 89,8 100 100 100 0,0 100 0,0
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Table 3: Percentage of xHEA compatible donor units for 98 SCD

alloimmunized patients and for 185 non SCD alloimmunized patients at the 4 levels

of matching stringency.

Matching stringency

Alloimmunized SCD

Non-SCD Alloimmunized

Random donors African donors

Random donors African donors

Level 1
Level 2
Level 3
Level 4

100% 100%
100% 100%
61% 67%
50% 58%

100% 100%
100% 100%
72% 74%
54% 62%
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