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Resumo

Neste século uma nova tecnologia esta gradativamente se infiltrando na medicina
transfusional e complementando as técnicas sorologicas: a genotipagem de
grupos sanguineos através de diferentes métodos moleculares. O futuro dos
grupos sanguineos sem duvida envolve a biologia molecular. Neste contexto,
novos procedimentos técnicos se tornam necessarios para possibilitar a
introducdo da genotipagem de grupos sanguineos na rotina transfusional bem
como, a investigacdao de novos polimorfismos caracteristicos de duas diferentes
populacdes: doadores de sangue e pacientes. A tecnologia baseada em
“‘microarrays” tem sido avaliada para deteccdo de polimorfismos de grupos
sanguineos. Com a perspectiva de que esta metodologia permitira a realizacao da
genotipagem de grupos sanguineos em larga escala de forma automatizada e
rapida, os objetivos deste trabalho foram: validar em uma populacdo brasileira os
chips de DNA para a genotipagem dos principais alelos de grupos sangliineos;
determinar a freqiiéncia genotipica dos principais alelos de grupos sanguineos em
doadores voluntarios de sangue e, viabilizar a criacdo de um banco de dados
eletrdbnico com as caracteristicas genotipicas comuns e raras de doadores
voluntarios de sangue, possibilitando a compatibilidade sanguinea mais exata
entre doadores e pacientes portadores de anemia falciforme. Os resultados
obtidos durante a validacdo do “microarray” mostraram concordancia com 0s
resultados da genotipagem convencional e a fenotipagem. A genotipagem de
grupos sanguineos em larga escala utilizando a plataforma HEA BeadChip
possibilitou a determinacao da freqiéncia dos principais genétipos dos sistemas

de grupos sanguineos em uma populacao brasileira de doadores voluntarios de




sangue e demonstrou agilidade na identificacao de alelos raros. Esta metodologia
possibilitou também a criacdo de um banco de dados de doadores genotipados,
através do qual foi possivel promover a compatibilidade mais exata entre
doadores de sangue e os pacientes falciformes. A partir deste banco de dados
composto por 948 doadores, foi possivel encontrar sangue fenétipo compativel
(RhCc, RhEe, Do(a/b), Jk(a/b), Fy(a/b), S/s e K1/K2) para 134 dos 144 pacientes
falciformes avaliados. Onze (11/144) pacientes aloimunizados, que apresentavam
discrepancias entre os resultados da fenotipagem e da genotipagem passaram a
receber sangue compativel levando em consideracao os resultados do gendtipo.
Estes pacientes se beneficiaram das transfusdes recebidas, uma vez que houve
aumento dos niveis de hemoglobina e aumento no intervalo entre as transfusoes.
Estes resultados nos levam a crer que esta metodologia podera ser utilizada
como complemento a hemaglutinacdo e possivel substituicio da mesma para
alguns sistemas de grupos sanguineos. Este trabalho que utilizou a metodologia
de “microarray” para genotipagem de grupos sanguineos pela primeira vez no
Brasil abre a possibilidade de determinar os alelos de grupos sanguineos em
larga escala e constituir um banco de genétipos de grupos sanguineos raros que
poderdo ser disponibilizados para consulta pela internet em situacées onde a
hemaglutinacdo nao forneca resultados seguros para a realizagdo da transfusao
sanguinea. Esta tecnologia demonstrou ser um procedimento rapido e eficiente
para busca de sangue fenétipo compativel para pacientes portadores de anemia
falciforme permitindo assim a reducao da aloimunizacao e a compatibilidade mais

exata diminuindo o risco de reacgdes transfusionais hemoliticas.
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Abstract

In this century a new technology is gradually infiltrating in the transfusion medicine
and complementing the serological techniques: blood group genotyping through a
series of molecular methods. The future of blood groups undoubtedly involves
molecular biology. In this context, new technical procedures are necessary to
make possible the introduction of blood group genotyping in the blood bank. The
microarray-based technology has been evaluated for detection of blood group
polymorphisms in large scale. We evaluated the usefulness of a high-throughput
genotyping based on DNA microarrays commercially available to obtain a fully
typed donor database to be used for a better matching between Sickle Cell
Disease (SCD) Patients and donors to prevent adverse transfusion reactions. We
selected DNA samples from 144 SCD patients with multiple (receiving > 5 units)
transfusions previously phenotyped for ABO, Rh(D, C, c, E, e), K1, Fy* and Jk®.
We also selected DNA samples from 948 Brazilian blood donors whose ABO/RhD
phenotype matched that of the patients. All samples were analyzed by DNA array
analysis (HEA Beadchip™, BioArray Solutions) to determine polymorphisms
associated with antigen expression for 11 blood group systems (Rh, Kell, Kidd,
Duffy, MNS, Dombrock, Lutheran, Landsteiner-Wiener, Diego, Colton, Scianna).
Based on genotype results we were able to predict phenotype compatible donors
needed in order to provide compatible units to this group of patients. Based on
their ABO/Rh phenotype we were able to find in this pool of donors compatible
units for 134 SCD patients. In addition, we also determined the frequency of
clinically relevant blood group antigens and identified donor blood with rare

phenotypes in the studied population. Our results demonstrate that the DNA array

Xii




technology can identify blood group genotypes for SCD patients and is useful to
readily identify compatible donors for those patients. This routine DNA analysis of
donors and recipients would allow the selection of donors for given recipients on
the basis of the respective antigen repertoires. We can use the information
obtained by molecular methods to identify donors who may meet the special
requirements, and serologic tests are performed only on those samples. The
provision of antigen-negative blood forms the basis for safe blood transfusion by
minimizing the risk of adverse transfusion reactions and alloimmunization. The
implementation of automated platforms allows all donors to be genotyped,
expanding the blood donor extended antigen database and the reduction of
extended phenotype testing. With this additional tool, more donors presenting with
rare and uncommon antigens are discovered, which improves the likelihood that
patients requiring frequent transfusions will be provided with antigen-specific

blood.
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1.0 INTRODUCAO



Os sistemas de grupos sanguineos sao caracterizados pela presenga ou
auséncia de antigenos na membrana eritrocitéria. Estes antigenos séo parte integrante

dos componentes da membrana e possuem caracteristicas polimérficas bem definidas

(1).

Os antigenos eritrocitarios sdo herdados geneticamente e caracterizados
por sequéncias de aminoacidos especificas, constituindo proteinas que podem
ou nado estar ligadas a carboidratos ou a lipidios (2) (Figura 1). A diversidade
dos antigenos de grupos sanguineos, como qualquer outro traco bioldgico,

encontra-se ao nivel do gene (3-4).

GPA/GPB(MNS)
GPC/GPD(Gerbich)
CD239(Lutheran,B-CAM)

ERMAP(S0)
C AChE(Yt)
CD44(Indian) Dombrock(ART4)
CD89(Xp) DAF(CD55, Cromer)
CD147(0k) i CD108(JMH)
Banda 3 (Diego)
C238 kel RN/RhAG . * NH,
NH COOH Kx
Y 2 AQP-1(Colton) N
CD234(Duffy) Kidd ~

/,E SN N LSRN ;
Ty
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9
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e
—_—
JE—
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e
_—
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—_—
e ——
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e
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csdsecie.

o0 000000000 O0FO
COOH NH2 COOH NH2 COOH
Carboidrato  Tipo | Tipo Il Multipass GPI
Simple Simple ligante

Figura 1. Insergcdo dos antigenos de grupos sanguineos na membrana eritrocitaria. Adaptado
de Reid (4)
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De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea
(ISBT), existem atualmente 308 antigenos eritrocitarios distribuidos em 30
sistemas de grupos sanguineos (5) (Figura 2). Os sistemas Rh, MNS e Kell sao

0s mais complexos, contendo 50, 46 e 34 antigenos, respectivamente.

Os genes que codificam 29 das 30 proteinas que contém os antigenos
de grupos sanguineos ja foram sequenciados. O gene que codifica os
antigenos do sistema P, apesar de ja ter sido atribuido ao cromossomo

especifico, ainda nao foi clonado (6).

RAFH

MNS {46)

KELL (33) | LU (20}

Figura 2. Distribuicdo dos antigenos dos sistemas de grupos sanguineos. Adaptado de
Avent (2).

Muito se descobriu sobre a complexidade dos antigenos de grupos

sanguineos ap6és a clonagem dos genes que os codificam, pois o
25
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conhecimento da sequéncia génica possibilitou a identificacdo de diversas

formas polimérficas destes genes.

Os polimorfismos de grupos sanguineos originam-se
predominantemente de mutagbes de ponto (SNPs) mas, processos como
recombinacdes génicas, delecoes e insercdes (Figuras 3-8) também ocorreram
ao longo da evolugdo dos genes que codificam os sistemas de grupos
sanguineos e promoveram o desenvolvimento de formas variantes destes

genes (7-8).

Figura 3. SNP missense no gene KEL: polimorfismo K/k e representacdo esquematica
da glicoproteina Kell e a proteina adjacente XK. Adaptado de Wester et al (4).

k.3
AleloA” MZIE3E— o] Z |
261AG
o
Alelo O 3l | 7 —

Figura 4. Delecao de nucleotideo: alteragao no quadro de leitura gene ABO. Adaptado
de Reid&Lomas-Francis (3)
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Figura 5. SNP na regido reguladora (T>C) do GATA box: alteracdo na expressao do antigeno
Fyb nos eritrécitos. Adaptado de Reid&Lomas-Francis (3).
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Figura 6. Conversdo génica entre os genes RHD e RHCE: formagéo de alelos hibridos.
Adaptado de Reid&Lomas-Francis (3)
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3 mutacdes missenses nc exon 5
RHD¥ M218l, F223V, S225F

Insercao de 37 bp na
juncaointron 3/exon 4 Stop codon prematuro

no nt 269

~ —
4+

Zuadro de leitura

Nenhum transcrito detectado:
Nenhum RhD na superficie das hemacias

Figura 7. Adicao de nucleotideos - mudanca no quadro de leitura: um mecanismo responsavel

pela ndo expressao do antigeno RhD nas hemacias.

*
GYFPBrnormal
T (S+f54)

*

- GYPBvariante
N = (S-s)

Remocao completa do exon 5do gene GYFPB:
MNenhum antigeno presente na superficie da hemacia

Figura 8. Delecdo em sitio de splicing: remogao completa do exon 5 do gene GYPB

desencadeia o fendtipo S-s-.

Pelo fato dos antigenos de grupos sanguineos estarem presentes na
parte externa da membrana eritrocitaria, eles apresentam importancia na

medicina transfusional, uma vez que a auséncia de um antigeno pode levar

28

Introdugao




a aloimunizacdo de um individuo apds transfusdo de hemécias com o
respectivo antigeno, além de aumentar o risco transfusional nas transfusées

subsequentes (9-10).

Pacientes que recebem transfusdo de sangue podem desenvolver
anticorpos contra diversos de antigenos eritrocitarios. De acordo com Poole
e Daniels (11), a aloimunizagdo apresenta consequéncias negativas aos
pacientes politransfundidos (Tabela 1), dentre os quais se destacam o
aumento do risco de reagao transfusional hemolitica e a redu¢do do numero

de bolsas de sangue compativeis para futuras transfusoes.

Os anticorpos mais implicados na reacao transfusional hemolitica
tardia sdo os dirigidos contra antigenos dos sistemas Rh(34%), Kidd(30%),
Duffy(14%) e Kell(13%) (12). Aloanticorpos desenvolvidos contra outros

antigenos eritrocitarios ocorrem em menos que 1% da populacao (13-16).

Tabela 1. Possiveis consequéncias da aloimunizagao eritrocitéaria

Aumento do risco de reagao transfusional

Reducgéo do numero de bolsas de sangue compativel

Destruigao dos eritrocitos alogénicos (reacao hemolitica transfusional - RHT)

Destruicao dos eritrocitos autélogos (anemia hemolitica auto imune -AHAI)

Destruicao dos eritrocitos do feto (doenga hemolitica Peri-natal - DHPN)

Danos a tecidos transplantados
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O significado clinico dos anticorpos anti-eritrocitarios depende da
frequéncia do antigeno (que pode variar em diferentes origens étnicas), da
sua imunogenicidade e de situacdes clinicas especificas. A ocorréncia de
anticorpos irregulares em pacientes politransfundidos estimulou varios
pesquisadores a determinar a frequéncia da aloimunizagdo em populagdes
distintas, levando em consideracdo as diferencas étnicas existentes entre

elas (17).

A literatura apresenta estudos mostrando a frequéncia da producgao
de anticorpos irregulares em populacbes selecionadas de pacientes
politransfundidos (18-19). Estes trabalhos mostraram que a prevaléncia de
formacao de anticorpos em pacientes com anemia aplastica, leucemia
mieléide aguda, insuficiéncia renal e hemorragia gastrointestinal era similar
(11-16%). Em pacientes com hemoglobinopatias, o indice de aloimunizagao
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 hepatica e

sindromes mielodisplasicas (20).

Considerando as frequéncias génicas e a prevaléncia destes
anticorpos em diferentes populacbées, Giblett (13) estimou que a
probabilidade de um individuo produzir um ou mais anticorpos anti-
eritrocitarios € de aproximadamente 1%, por unidade de sangue

transfundida.
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Na prética transfusional atual, devido ao risco associado a transfusées e
gestagdes 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 (21).
Outros tém recomendado transfusdes fenotipicamente compativeis com os
antigenos eritrocitarios mais imunogénicos: D, Kell, RhE, Rhc, Fy? Jk? S e s
(18,20). A fenotipagem eritrocitaria € essencial para a confirmacao de
aloanticorpos e também pode facilitar a identificacdo de anticorpos que podem

ser formados no futuro.

O método classico para fenotipagem de grupos sanguineos se baseia no
principio da hemaglutinacao (22-23). Segundo Reid (24), este procedimento,
que utiliza métodos sorolégicos, foi largamente adotado por ser, até entdo, um
teste de baixo custo e por apresentar eficiéncia, quando bem executado, nos

testes de compatibilidade entre pacientes e doadores de sangue.

Apesar de constantemente utilizado nos bancos de sangue, o teste de
hemaglutinagdo apresenta limitagdes técnicas e clinicas que merecem atencao

(Tabela 2).

Atualmente, estas limitagdes da fenotipagem podem ser supridas com o
uso de técnicas moleculares (22,24-28), as quais tém contribuido para
aumentar a seguranca e eficacia dos procedimentos transfusionais de

pacientes politransfundidos (23-24,29).
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Tabela 2. Limitagbes da Hemaglutinagao

Limitacdes técnicas

Interpretacéo subjetiva

Procedimentos trabalhosos, demorados e pouco automatizados
Alto custo dos reagentes, em especial dos soros raros

Muitos soros raros nao séo registrados e sao de origem humana

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 determinagéo da zigozidade RHD

Poucos doadores fenotipados para um pequeno nimero de antigenos, limitando
os estoques e registro de doadores raros

Enquanto os testes de hemaglutinacao avaliam os produtos dos genes
de grupos sanguineos, a genotipagem detecta a sequéncia do DNA
responsavel pela expressao destes produtos (os antigenos eritrocitarios). Desta
forma, a genotipagem torna-se uma excelente alternativa para os casos onde

os testes de hemaglutinagao nao apresentam eficiéncia (7,22,25).

Entre as indicagbes para a realizacdo de testes moleculares em
imunohematologia estdo a identificacdo dos antigenos eritrocitarios em
pacientes recém-transfundidos, em pacientes com teste direto da antiglobulina
positivo (TAD+) e a identificacdo do risco do desenvolvimento de doenca

hemolitica peri natal (DHPN) (22,30-31).
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As técnicas moleculares podem ainda identificar a presenca de genes
que codificam antigenos de grupos sanguineos fracamente expressos na
membrana, contribuindo para a prevencao de possiveis reacdes transfusionais

hemoliticas (24).

Os procedimentos moleculares atualmente empregados na genotipagem
de grupos sanguineos baseiam-se na reacao em cadeia da polimerase (PCR-

RFLP e PCR alelo especifico).

A técnica de genotipagem por PCR, apesar de bastante eficiente, pode
ser trabalhosa dependendo da quantidade de alelos pesquisados, demandando
o0 uso de muitos reagentes e horas de trabalho, além de exigir profissionais

qualificados na execucao dos procedimentos e interpretacdo dos resultados.

Assim, embora o método de PCR tenha contribuido para importantes
avancos na caracterizagdo molecular dos antigenos de grupos sanguineos,
esta poderosa ferramenta so6 € utilizada em pequena escala, para resolucao de
casos isolados (32-35), uma vez que, para cada paciente ou doador analisado,
dezenas de alelos diferentes devem ser pesquisados para garantir a eficiéncia
da analise, o que s6 pode ser feito através da execucao de diversos protocolos

de PCR.

A alternativa é a aplicacdo de técnicas moleculares que permitam o

trabalho em larga escala (tecnologia de microarranjos -“microarray”), ou seja, a
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identificagdo em uma mesma amostra de diversos antigenos em um uUnico

procedimento.

A técnica de “microarray” utiliza uma PCR multiplex que faz a
amplificagdo simultdnea de vérios fragmentos de DNA onde ocorrem o0s
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 graficos ou

tabelas de gendtipos (29).

Este procedimento é indicado para a genotipagem em larga escala por
ser uma plataforma rapida de genotipagem (analise de diversas amostras ao
mesmo tempo), com excelente descriminagao alélica, redugdo no numero de
procedimentos isolados (execucdo de um uUnico PCR multiplex) e resultado

totalmente automatizado (32-33).

A genotipagem de grupos sanguineos por “microarray” também pode ser
util para a criacdo de banco de dados eletrbnicos de doadores com
caracteristicas genotipicas raras, o que permitiia a troca de amostras de
sangue fenotipado entre o0s servicos de Hemoterapia, possibilitando a
identificacdo de doadores mais compativeis com os pacientes em tempo
reduzido (32). Esta metodologia apresenta ainda grande potencial para
fornecer importantes informacdes sobre o perfil molecular completo dos

antigenos eritrocitarios de grupos sanguineos de popula¢des miscigenadas.
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Semelhante a um censo demografico, a identificacdo dos sistemas de
grupos sanguineos por meio de avancadas técnicas de tipagem por DNA
podera ajudar a desenvolver procedimentos mais seguros para transfusdo, a
cadastrar portadores de sangues raros € a prevenir doencas hemoliticas em

recém-nascidos causadas por incompatibilidade sanguinea dos pais.

Com o desenvolvimento destas plataformas de analise em larga escala,
o custo da genotipagem tem sido reduzido drasticamente e a esperanca é que
esta metodologia permita a realizagcdo da genotipagem de grupos sanguineos
de forma automatizada, rapida e segura, para que possa ser utilizada nas

rotinas dos bancos de sangue.

No entanto, para se estabelecer protocolos seguros de genotipagem de
grupos sanguineos € importante realizar uma triagem sistematica dos alelos e
variantes de grupos sanguineos de uma determinada populagcédo para que seja
possivel substituir com seguranca as técnicas soroldgicas atualmente
empregadas nas rotinas de bancos de sangue. Embora muitos pesquisadores
estejam trabalhando neste contexto (2,35-41), poucos dados foram publicados
e a diversidade genética dos grupos sanguineos em algumas populacdes ainda

continua desconhecida.
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2.0 OBJETIVOS



Diante da possibilidade de utilizacao de plataformas automatizadas para
a realizacdo da genotipagem de grupos sanguineos em larga escala e,
considerando o importante papel da biologia molecular na medicina

transfusional, os nossos objetivos foram:

1. Validar em duas populacbes brasileiras uma plataforma de
“microarray” para a genotipagem em larga escala dos principais alelos

de grupos sangulineos;

2. Determinar a freqiéncia genotipica dos principais alelos de grupos
sanguineos em doadores de sangue e pacientes portadores de anemia

falciforme;

3. Avaliar a eficiéncia da utilizagdo de uma plataforma de “microarray”
para genotipagem em larga escala na constituicio de bancos de
doadores de sangue genotipados para os principais alelos de grupos

sanguineos e na busca de fenoétipos raros;

4. Verificar a possibilidade de aplicagdo da tecnologia “microarray” na

selecao de sangue compativel para pacientes politransfundidos.
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3.0 CASUISTICA



Apo6s consentimento informado, foram coletadas amostras de sangue
periférico de doadores voluntarios de sangue e pacientes falciformes

politransfundidos em tubo de 5ml contendo o anticoagulante EDTA.

O numero de amostras coletadas e sua classificacdo estdo abaixo

discriminados:

a. Amostras de sangue de doadores voluntarios de sangue

Ap6s serem considerados aptos a doacao de sangue (de acordo
com o0s procedimentos operacionais da Instituicdo), foram coletadas
1.000 amostras de sangue de doadores voluntarios do Hemocentro da

Unicamp.

b. Amostras de sangue de pacientes portadores de anemia

falciforme politransfundidos

Foram coletadas 160 amostras de sangue de pacientes
portadores de Anemia Falciforme (homozigotos para hemoglobina S)
atendidos no ambulatério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp,
no Hospital Sdo Rafael, Salvador, Bahia e no Hemocentro de Ribeirao
Preto. Estes pacientes tinham recebido no minimo 5 (cinco) transfusées
de concentrado de hemécias e tinham sido previamente fenotipados
para os antigenos ABO, Rh (D, C, c, E, e), K1, Fy?, Jk® e S/s por testes

de hemaglutinacao.
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4.0 MATERIAS E METODOS



4.1 MATERIAIS UTILIZADOS

4.1.1 Cartoes Gel (ID-Micro Typing Cards)

Os cartoes ID-Liss/Coombs utilizados na realizacdo da
fenotipagem eritrocitaria e foram obtidos junto a Diamed AG ®, Morat,
Switzerland. Cada cartao ID-Liss/Coombs, continha 6 microtubos e, em cada

um deles, uma mistura de gel e soro antiglobulina humana poliespecifica.

4.1.2 Tampao LISS Modificado (Diluente 2)

Tampao de baixa forga ibnica, utilizado na diluicdo dos anti-soros
e das hemdcias, para a realizacdo da fenotipagem (Diamed AG ®, Morat,

Switzerland).

4.1.3 Suspensao de hemacias a 0,8%

Foram preparadas suspensdes de hemacias a 0,8%, em LISS
modificado (Diluente 2). Ap6s lavar 3 vezes as hemacias em solugao
fisioldgica, usando centrifugacdo a 100 g durante 1 minuto, a cada vez, 2 ul
do concentrado de hemacias obtido foi ressuspenso em 0,5 ml de LISS

modificado.
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4.1.4 Anti-soros

Os anti-soros empregados na determinacdo dos antigenos
pesquisados derivaram das empresas Immucor, Norcross, GA e Diamed AG

®, Morat, Switzerland.

4.1.5 Diluicao dos Anti-soros

As diluicbes dos anti-soros foram realizadas em tampao LISS
modificado (diluente 2) na razdo 2 contra hemacias especificas. A diluicao
de trabalho foi definida na dltima diluicdo que apresentou reacdo de

aglutinacao de 4 + do anti-soro com o antigeno correspondente.

4.1.6 Kits de extracao de DNA

Para a extragdo do DNA do sangue periférico foi utilizado o Kits

comercial QlAamp Blood Mini Kit da Qiagen (Chattlesworth,CA, EUA).

4.1.7 Taq DNA Polimerase

As enzimas Taq DNA polimerase, utilizadas nas reacoes de PCR
convencional foram obtidas da Invitrogen ® (Carlsbad, CA). O Kit contendo 5
unidades/ul desta enzima, incluia 1 ml de tampao 10X (200 mM Tris-HCI
(pH8.4) e 500 mM de KCIl e 1 ml de MgCl, 50mM. O protocolo de PCR

multiplex para genotipagem em larga escala utilizou 5,0 U da enzima DNA
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polimerase de alta fidelidade Hot Start Tag DNA polimerase

(Chattlesworth,CA, EUA) em cada reacao.

4.1.8 dNTP 10mM

As dNTPs foram obtidas da empresa Invitrogen ® (Carlsbad, CA).
Para as reacdes de amplificacdo foram utilizados dNTPs na concentragao de
10 mM (diluicdo de 20 ul de cada nucleotideo em 120 uL de &gua

deionizada).

4.1.9 Primers

Os primers utilizados para os protocolos de PCR convencional foram

obtidos da empresa Invitrogen ® (Carlsbad, CA) e estao descritos na Tabela 3.

Para a execugao da técnica de “microarray” foram utilizados as
sondas (primers) contidas no Human Erythrocyte Antigen Kit (HEA), adquiridos
da empresa BioArray Solutions (Warren, NJ, USA). O HEA kit continha junto as
sondas especificas (Tabela 4), as solu¢des de 1X tampao de PCR (10mM Tris-
HCI, pH 8.0, 50 mM KCI, 0.1% Triton X-100), 3.5 mM MgCl e 200 umol de cada

dNTP e outros reagentes, que serdo descritos oportunamente.

4.1.10 Enzimas de restricao

As enzimas de restricao utilizadas neste trabalho foram adquiridas
das empresas New England Biolab® (Beverly MA) e MBI Fermentas ®
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(Amherst, NY, USA) e foram utilizadas para digestdo dos produtos de PCR

de acordo com o polimorfismo estudado (Tabela 4).

Tabela 3. Alelos avaliados na genotipagem individual. Sequencia primers Castilho et al (25).

Grupo
Alelos Polimorfismo Sequéncia dos primers

Sanguineo

Duffy Fy*/Fy° 125 G>A 5-TCCCCCTCAACTGAGAACTC -3’
5-AAGGCTGAGCCATACCAGAC 3’

Fy* 265C>T  5-CAAGGCCAGTGACCCCCATA -3

5-CATGGCACCGTTTGGTTCAG -3

Duffy-GATA Silency Duffy 33T>C 5-CAAGGCCAGTGACCCCCATA -3
5-CATGGCACCGTTTGGTTCAG -3

Kidd KK 838G>A  5-TGAGATCTTGGCTTCCTAGG-3'
5-ATTGCAATGCAGGCCAGAGA-3'

Kell Kk 698T>C 5 AAGCTTGGAGGCTGGCGCAT -3
5-CCTCACCTGGATGACTGGTG —3'

MNS GYPB (Sfs) 143T>C 5GGTAAGACTGACACATTACCTCAC-3’
5GAAACGATGGACAAGTTGACGC-3’

a RhE/e 676 G>C  5.GGC AAC AGA GCA AGA GTG CA -3'
5-CTG ATC TTC CTT TGG GGG TG -3

RhC/c (N68S) 203A>T 5 CAGGGCCACCACCATTTGAA 3
5 -GAACATGCCACTTCACTCCAG 3
5°-TCGGCCAAGATC TGACCG 3'
5 -TGATGACCACCT TCCCAGG 3
RhD

5 -GTG TCT GAAGCC CTT CCATC -3’
5-GAA ATC TGC ATA CCC CAG GC -8
5ATT AGC TGG GCATGG TGG TG 3’
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4.1.11 Marcadores moleculares

Marcadores de 100 pb e 1 kb (Invitrogen ®, Carlsbad, CA e MBI
Fermentas ®, Amherst, NY, USA), foram utilizados na analise do tamanho

dos fragmentos de DNA.

Tabela 4. Enzimas utilizadas para digestao dos produtos dos PCR-RFLP

Grupo
Alelos Polimorfismo . s
Sanguineo Enzima de Restrlgao
Duffy Fy®/Fy® 125 G>A
Ban |
Fy* 265 C>T MspA |
Duffy-GATA Silency Duffy -33T>C Sty |
Kidd JK?/JK® 838 G>A Mnl |
Kell K/k 698 T>C Bsm |
GYPB (S/s) 143 T>C Afl 1l
Rh RhE/e (A226P) 676 G>C Mnl'|

4.1.12 Tampao Tris-Borato (TEB) 10x

Este tampéao foi preparado, dissolvendo-se 108 g de Tris (Sigma
Chemical CO), 55 g de acido bdérico (Sigma Chemical CO) e 40 ml de EDTA
0,5 M pH 8.0 (Sigma Chemical CO), em 1000 ml de agua deionizada e

destilada (ddH20).

4.1.13 Tampao Tris-Borato (TEB) 1x

O tampéao TEB 1X foi preparado diluindo-se 100 ml de TEB 10X

em 900 ml de agua deionizada e destilada (ddH»0).
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4.1.14 Gel de agarose (1%, 1,5% e 2%)

A solucdo de agarose foi preparada dissolvendo-se 1,5 g de
agarose (Invitrogen ®, Carlsbad, CA) em 100 ml de TEB 1X. Esta solucao
era aquecida em forno e microondas, durante 1 minuto e, apds resfriamento,
era adicionado a ela 50 ug de brometo de etidio (Invitrogen ®, Carlsbad,

CA).

4.1.15 Gel de poliacrilamida 12%

A solugéao de poliacrilamida foi preparada misturando-se, em, 23,3
ml de acrilamida 40% (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD), 8,8 ml de TEB 10X,
55 ml de ddH.O, 363 ul de persulfato de aménio 10% (Gibco BRL ®,
Gaithersburg, MD) e, 66 ul de TEMED (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD ).
Esta solucdo era colocada em uma placa de vidro, previamente preparada,

até que ocorresse a sua polimerizacao.

4.1.16 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 pacientes falciformes e doadores de sangue.
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Esta plataforma, o HEA BeadChip™, utiliza um Kit de reagentes
comercializados pela empresa BioArray Solutions que contém todos os
reagentes necessarios para a execucado da técnica, incluindo: laminas de
vidro com chips de DNA (sondas de oligonucleotideos especificas) com
capacidade para 8 ou 96 amostras, uma solu¢cao denominada HEA eMAP PCR
Mix (contendo sondas de oligonucleotideos, dNTPs e tampéo para a reacao de
PCR multiplex) e outros reagentes (enzima ExoSAPIT (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway), A exonuclease (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway) e Thermo Sequenase (Amersham Pharmacia Biotech)) que sao

utilizados durante as outras etapas da técnica.
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4.2 METODOS EMPREGADOS

4.2.1 Fenotipagem eritrocitaria

A fenotipagem eritrocitaria dos antigenos de grupos sanguineos (ABO,
Rh, Kell, Duffy, Kidd, S/s) foi determinada através do teste de hemaglutinacédo

em gel em todos dos doadores voluntarios de sangue.

Apés identificacdo dos cartdes de fenotipagem (com 6 microtubos em
cada cartdao) 50 ul das hemacias em teste a 0,8% diluidas em Diluente 2 foram
adicionadas aos microtubos contendo gel e soro antiglobulina humana. A
seguir, 25 ul do anti-soro diluido, contendo anticorpos especificos ao antigeno
a ser estudado foram adicionados ao mesmo tubo. Apés incubacdo a 37°C
durante 15 minutos, os cartdes foram centrifugados a 70 g por 10 minutos. A
leitura das reacdes foi realizada em funcédo dos padrbées de aglutinacao do gel

teste.

4.2.2 Extracao de DNA

Depois de identificadas, todas as amostras de sangue tiveram o DNA
gendmico extraido dos leucdcitos de acordo com o protocolo recomendado
pelo fabricante do Kit de extragdo utilizado, tendo sido ao final, obtido um

volume de 100uL de DNA em solucado de cada amostra de sangue coletado.

Apoés extracdo, a qualidade/quantidade do DNA foi avaliada através de

leitura Optica da absorbancia (DO 260/280nm) e da concentragdo em ng/ulL
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através de um equipamento de espectrofotometria (NanoDrop ND — 1000 Full-

spectrum UV/Vis Spectrophotometer, Wilmington, DE 19810 USA).

As amostras de sangue cuja concentracao final do DNA foram inferiores
a 20ug/ul ou o valor de absorbancia (DO 260/280) estavam fora do intervalo
1.7-1.9 nm, 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.

4.2.3 Genotipagem eritrocitaria convencional

A genotipagem convencional (PCR e digestao enzimatica) dos principais
antigenos de grupos sanguineos (Tabela 2) foi realizada em 250 amostras de
DNA dos doadores de sangue, a fim de que, os resultados destas
genotipagens pudessem servir como parametro de comparacdo para as
reacbes da técnica de “microarray”, uma vez que estas amostras foram

utilizadas como controle positivo da reagao.

Para a execucdo da genotipagem convencional, foram utilizados
diferentes tipos protocolos de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), onde,
independente do tipo de PCR desenvolvido, cada reacao individual continha
200 ng de DNA, 50 pmol de cada primer, 2 nmol de cada dNTP, 1,0 U de Taq

DNA polimerase, cofator, tampao e dgua destilada em um volume final de 50
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ul. Os ciclos de amplificagdo foram executados em um termociclador Perkin

Elmer 9700 (Foster City, CA, USA).

Para a identificacao dos polimorfismos FY*A/B, FY-GATA, K/k, JK*A/B,
GYPB S/s, e RH*E/e, o seguinte protocolo de PCR-RFLP foi utilizado:
desnaturacdo 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 extensao de 10 minutos a 72°C.

Os polimorfismos RHD(+/-) e RH*C/c (PCR-ASP) foram identificados
(Figura 9a) através do protocolo: desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos; 35 ciclos
de 1 minuto a 94 °C; 1 minuto a 65°C; 3:30 minutos a 72°C e extens&o final do

DNA por 7 minutos a 72°C.

Os produtos do PCR-RFLP foram digeridos overnight com enzimas de
restricdo apropriadas (Tabela 3). As reacdes de digestao enzimatica utilizaram
10 ul do produto de PCR e, 10 ul da mistura de enzima/tampao, totalizando um
volume final de 20 ul, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.
Apoés a digestao, foi possivel analisar os fragmentos de PCR-RFLP através de

eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (Figura 9b e 10).
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Figura 9. Foto gel de agarose (a) para identificagdo polimorfismos RH*C/c e gel de

acrilamida (b) para identificacao polimorfismos JK*A/B.
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Figura 10. Géis de acrilamida para identificagdo polimorfismos FY*A/B (a), GATA

(N(normal)/M(mutado)) (b), RH*E/e (c) e GYPB*S/s (d).
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4.2.4 Genotipagem em larga escala: PCR multiplex, hibridizacao e
leitura dos chips

O protocolo utilizado para a realizacao da genotipagem em larga
escala através da plataforma HEA BeadChip™ foi padronizado segundo
Hashmi et al (383). A descricdo dos procedimentos realizados encontra-se a

sequir:

4.2.4.1 PCR-Multiplex e purificacao da reacao

Cada reacado de PCR multiplex, realizada para que houvesse a
amplificacéo das sequéncias alvo do DNA (Tabela 5) de todos os polimorfismos
avaliados, utilizou 200 ng de DNA, 50 pmol da mistura de primers fosforilados,
1X tampéao de PCR (10mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM KCI, 0.1% Triton X-100),
3.5 mM MgCl,, 200 umol de cada dNTP (HEA eMAP PCR Mix) e 5,0 U de Hot
Start Tag DNA polimerase, totalizando um volume final de 25 ul. Em todas as
reacdes foram incluidos uma amostra controle positivo (amostra com gendétipo
e fenotipo conhecido) e um controle negativo (agua 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 emissdo de luz) devem ser inferiores a 200 para que o teste seja
considerado ndo contaminado. Amostras contendo DNA apresentam sinais

maximos de fluorescéncia que variam de 2.000 a 12.000.
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As amplificagdes foram feitas no termociclador Perkin Elmer 9700
(Foster City, CA), através do seguinte protocolo: desnaturacéo 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 reacéo de
PCR multiplex, foram obtidos 20 amplificacées génicas para cada amostra de

DNA.

Tabela 5. Alelos e SNPs contidos no HEA BeadChip™

Sistema de grupo sanguineo Alelos SNPs
Rh RH*C/c 103 T>C
RH*E/e 226 C>G
Duffy FY*A/B 125 G>A
FY*B-265 265 C>T
Duffy-GATA Fy(a- b-) -33 T>C
Dombrock DO*A/B 793 A>G
HY*1/2 323 G>T
JO*A/B 350 C>T
Kidd JK*A/B 838 G>A
Kell K*1/2 698 T>C
MNS GYPA (M/N) 59 C>T
GYPB (S/s) 143 T>C
GYPB (silencing) 230 G>T
GYPB (silencing) +5 intron 5 (g>t)
Landstainer-Wiener LWA/B 308 A>G
Lutheran Lu*A/B 230 A>G
Scianna SC*1/2 169 A>G
Colton Co*A/B 230 A>G
Diego Di*A/B 2561 C>T
Hemoglobina S HgbS 173 A>T
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4.2.4.2 Remocao do excesso de primers e dNTP

A remocao de todo o excesso de reagentes do produto da
reacdo de PCR multiplex foi feita através da adicdao de 2 ul da solucao
ExoSAPIT a 6.5 ul do produto de PCR amplificado, seguido da incubacao a

37°C por 25 minutos e a 80°C por 15 minutos.

4.2.4.3 Obtencao da fita simples de DNA

Apés 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 digestdao enzimatica do produto do PCR multiplex com 0.5
unidades de A exonuclease em tampdo 1X, a 37°% por 25 minutos, e

incubagao final a 75°C por 10 minutos.

4.2.4.4 Hibridizacao do DNA alvo ao BeadChip™

Uma aliquota de 10ul de produto do PCR multiplex (DNA em
fita simples) foi adicionada ao mesmo volume de uma mistura contendo 3U
da enzima Thermo Sequenase, 1X tampao da enzima e 1umol de cada
dNTP (dCTP marcada com fluoréforos). Em cada BeadChip™, foi

adicionado um volume de 15ul desta mistura.

As laminas contendo os chips foram entdo incubadas a 53°C
por 15 minutos, para que houvesse ou nao a hibridizacdo do DNA alvo
amplificado as sondas pré existentes no HEA BeadChip™. Diante da

hibridizacdo, seguia-se a extensdo das fitas de DNA pela técnica
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“elongation-mediated multiplex analysis of polymorphisms” (eMAP), que
através da enzima Thermo Sequenase adiciona dNTPs a nova fita de DNA

formada (Figura 11).

Depois de completado o periodo de incubacdo, todos os
BeadChip™ foram lavados 3 vezes com agua destilada, a fim de, remover
todo e qualquer excesso de dNTP, a fim de, minimizar a emissao indesejada

de sinal .

MISMATCH

DNA Polymerase

eMAP ™

YN EF Y Yy r.
FA AL E T FOF FES

Figura 11. Hibridizacdo e emissao de fluorescéncia. Em (a) é possivel ver a emissdo da
fluorescéncia (visualizada através de um ponto branco na imagem) que ocorreu em fungao
da hibridizacdo do DNA alvo com a sonda pré-existente no BeadChipTM. Em (b) ndo houve
hibridizagdo entre o DNA alvo e a sonda e desta forma, ndo se visualiza a emissdo 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 12.
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Figura 12. Resumo das etapas da técnica de “microarray” - plataforma HEA BeadChip™

4.2.4.5 Aquisicao automatica da imagem e analise dos
dados obtidos e interpretacao dos resultados

Ao término da hibridizaco, as laminas contendo o BeadChip™
foram levadas a um sistema de captura de imagem, o AIS Data Acquisition
Basis™ (BioArray Solutions Information System), responsavel pela captura e
decodificagdo da fluorescéncia (Figura 13). Este sistema € composto por um
leitor 6ptico de codigo de barras (laminas) e um microscépio de fluorescéncia
acoplado a uma camera fotografica interligada a um software, o WHEA™ (Web-
Based Human Erythrocyte antigen and Hemoglobinopathy analysis — BioArray
Solutions, Ltd), que possibilita a identificacdo e interpretacdo do alelo
hibridizado através da comparacao dos valores de fluorescéncia obtidos com

os valores de fluorescéncia dos polimorfismos depositados no Banco de Dados
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Basis™ (BioArray Solutions). A emissdo dos resultados é feita na forma de

tabelas e graficos (Figuras 14-15).

Figura 13. 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 l&mina contendo os chips de DNA possui um
cédigo de barras que a identifica e fornece ao sistema importante informagdes sobre a
localizagdo das beads na lamina. Apés a leitura do codigo de barras, o microscopio inicia a
leitura de cada um dos BeadChipT'VI 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 &
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 sdo capazes

de emitir intensos sinais de fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia
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produzida por um par de sondas, uma contendo o alelo A (normal) e a outra, o

alelo B (mutado), forneceram a base para a discriminag¢ao dos alelos.

10000

Chip: HEAD1823_44  Sample: A4
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Figura 14. Emissdo dos resultados: Intensidade grafica do Sinal (cada primer) de discriminagdo 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 hd um par de sondas. Um para o alelo A (WT-Normal) e outra
para o alelo B (mutado). Neste gréfico, o alelo B estad em verde e o alelo A esta representado
em azul. Desta forma, a presenga 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 questdo. Desta forma,
apds o término da reacdo, € possivel obter imediatamente os genoétipos AA, BB e/ou AB para

cada um dos polimorfismos estudados.

Problemas relacionados a falhas técnicas (Tabela 6) durante o
desenvolvimento dos procedimentos da plataforma HEA BeadChip™ podem
conduzir a resultados inconclusivos, com a presengca da sigla IC
(indeterminated call). Esta sigla indica que o software responsavel pela analise
dos polimorfismos, o wHEA, nao foi capaz de fazer a discriminacao alélica do
polimorfismo em questao (Figura 16).
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As siglas LS (low signal) ou IC (inderminated call) podem
aparecer como resultado de qualquer um dos 20 polimorfismos analisados

(Figura 15) e ambas inviabilizam a interpretacao do resultado.

Tabela 6. Falhas técnicas que conduzem a presenca da sigla IC

- pipetagem incorreta de reagentes
- auséncia de produtos (amplicon) para o polimorfismo em questao
- hibridizagao (elongagéo) ineficiente
- p6s-PCR inadequado:
- limpeza do PCR ineficiente

- desnaturacao inadequada

»
4
&0 wHEA GENOTYPE Result Table
AAAS
()
@
8| e © g2 e 2|2 |3
Paymorpnism umggﬁggﬁﬁjﬁquigg;iﬁ’g
E|& |82 8| E|E |5 |5 |5 |5 |8 |8 2|55 |8|E
PVL_240
HEAT0208_T Resut A A8 Aa B8 AL el a8 AB Aas AB A8 AB el AL AB &8 BE A4 Aa el
Comment
PVL_250
HEA16236_2 Resut AB AB A B8 An an an a8 an AB Ax AB an an A BB BB an A an
p—
PvL_zs1
HEA10208_3 Resut A A8 AB B8 AL el AB A4 Aas Aa xx AB el AL AB A8 BE A4 Aa o
Cammert [©) i©
P28
HEA10206 4 Resut AE A8 Aa &8 AL AR AB BE AR Aa £ a8 el as A 8 o s A el
p— ©
PVL_253
HEA16236_5 Resut BB aa A BB aa A BB AB aa 4B AB AB A aa AB BB BB an A A
Comment
PV 264
HEAI0208_0 Resut A B Aa A8 AL el a8 AB Aas Aa xx AB el AL BE &8 BE A4 Aa el
p— ©@
PVL_3265
HEAIO20E T Resut AB A4 Aa B8 AL el AB AB Aas Aa AB el AL BE &8 BE A4 A o
prs— =
PVL_268
HEAI0206_0 Resut A A4 AB B8 AL el a8 BE Aas a8 AB el AL A4 &8 BE A4 Aa el
Comment i

Figura 15. Relatdrio de resultado (doadores) gerado automaticamente pelo sistema apds a
aquisi¢ao da intensidade de hibridizagdo. (AA) significa homozigozidade para o alelo Selvagem, assim
como (BB) indica presenca do alelo mutado em homozigose, enquanto que (AB) caracteriza o alelo em
questdo como sendo heterozigoto. Em destaque (vermelho), alguns polimorfismos com resultados
inconclusivos devido a presenca de LS e IC.
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Figura 16. Imagem do software de analise WHEA™: possibilita a discriminagéo 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.

4.2.5 Criacao do banco de dados

Durante a realizacdo da genotipagem em larga escala das
amostras de DNA dos doadores de sangue e pacientes, uma planilha
eletrénica foi elaborada (Figura 17) para que fosse possivel a inser¢cao dos
resultados de genotipagem e de fenotipagem, quando estes ultimos

estivessem disponiveis.

Através do uso do recurso de filtros, esta planilha eletronica
possibilitou a busca de determinados perfis génicos de grupos sanguineos,
permitindo a localizacdo de doadores e pacientes com o perfil selecionado

em um curto periodo de tempo.
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4.2.6 Calculos de frequéncias génicas

Os calculos das frequéncias génicas foram realizados de acordo com

o descrito por Beiguelman (42).

A B V W AB AC AD AE AG Al AR

1 Atualizagdo: 18/07/08
3 DESTAS PLANILHAS FORAM EXCLUIDOS TODOS OS PACIENTES E DOADORES COM IC ou LS I:TUTﬁl. AN
4

s FENOTIPO GENOTIPO DOADORES

6 ABO ~ D RH C |[+7| RH E [+7) DO-793 |7 Fy*a/B [+7| Fy-265 [~ |GaTA [~ |GPBS [+7| *a/B [+ Kk*1/2 ~]
167 © - BB 88 AA 88 BB AA 88
264 © BB BB AA AA BB AA B8
524 0 BB BB AA B8 BB 2B BB
699 A BB BB AA AA BB AA BB
882 A BB BB AA AA BB AB B8
953

Figura 17. llustragdo da planilha eletrénica utilizada para selegao eletronica do perfil génico de doadores

e pacientes.
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3.0 RESULTADOS



5.1 Validacdo da plataforma HEA BeadChip™ (BioArray Solutions) para a

genotipagem de grupos sanguineos em larga escala

Para a validacdo da plataforma HEA BeadChip™ nas populagdes estudadas,
foram selecionadas 250 amostras de DNA de doadores voluntarios de sangue para

analise. Os fatores preponderantes para esta validacao foram:

5.1.1 Controles

Em todas as baterias de testes, o resultado dos controles negativo,
denominados “branco”, contendo agua ao invés de DNA, e dos controles positivo,
amostras previamente genotipadas e/ou fenotipadas para os principais sistemas de
grupos sanguineos, foram os esperados, ou seja, 0s controles negativo apresentaram
a sigla “LS” e as amostras controles positivo apresentaram resultados idénticos aos

obtidos por genotipagem convencional e pela fenotipagem.

5.1.2 Concordancia entre os resultados de genétipos obtidos entre as
técnicas de genotipagem convencional (PCR-ASP ou PCR-RFLP) e a

técnica de “microarray”

Apos a genotipagem das 250 amostras de DNA de doadores utilizadas para a
validacdo do método, pelas técnicas de genotipagem convencional e pela técnica de
“microarray” (HEA BeadChip™), os resultados obtidos em ambas as técnicas

moleculares foram totalmente concordantes.
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5.1.3 Reprodutibilidade dos resultados

A reprodutibilidade do método HEA BeadChip™ foi avaliada através da anélise
em duplicata de 1 amostra de DNA de doador escolhida aleatoriamente antes do
inicio da genotipagem, para cada plataforma de oito chips, perfazendo o total de
30/250 amostras analisadas. Como os resultados obtidos com a mesma amostra em

duplicata foram concordantes, o método demonstrou ter boa reprodutibilidade.

5.1.4 Concordancia entre os resultados da genotipagem e de

fenotipagem

Houve concordancia entre os resultados dos fenétipos e dos gendétipos para os
sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd e MNS em todas as amostras analisadas. No entanto,
no sistema Duffy, foram observadas 46 (18,4%) discrepancias entre os resultados de
fenotipagem e de genotipagem (Tabela 7) relacionadas aos polimorfismos FY-GATA e
FY-265, responsaveis por alteragdes na expressdo do antigeno Fy° nos eritrécitos.

Estas amostras foram genotipadas como FY”B e fenotipadas como Fy(b-).

5.2 Genotipagem em larga escala de doadores de sangue e pacientes

Apés a realizacao da genotipagem em larga escala pela técnica de “microarray”
de todas as amostras coletadas, 52 (5,2% do total de 1000) amostras de DNA de
doadores de sangue e 16 (10% do total de 160) amostras de DNA de pacientes

apresentaram resultados inconclusivos (LS ou IC) para diferentes polimorfismos.
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Estas amostras foram excluidas da analise final dos resultados restando 948

amostras de DNA de doadores e 144 amostras de DNA de pacientes falciformes.

Tabela 7. Amostras com resultado de genotipagem x fenotipagem Duffy discordantes observadas

durante a validagao da técnica de “microarray”

N.amostras Fenétipo  Genétipo HEA BeadChip™ Genotipagem convencional

FY GATA FY-265 FY -GATA FY-265
8 Fy(a-b-) FY*B/B AB AB FY*B/B AB AB
29 Fy(atb-)  FY*A/B AB AA FY*A/B AB AA
9 Fy(a-b-) FY*B/B BB AA FY*B/B BB AA

Total: 46

Interpretagdo dos gendtipos GATA e FY-265: AB - heterozigoto para a mutagao -33T>C ou 265C>T; BB - homozigoto mutado
e AA - homozigoto normal.

Os resultados dos gendétipos obtidos para os principais sistemas de grupos
sanguineos utilizando a plataforma HEA BeadChip™ nas amostras de DNA de

doadores e pacientes estao apresentados no Tabela 8.

A analise dos resultados da genotipagem em larga escala utilizando a
plataforma HEA BeadChip™ nos dois grupos estudados (doadores e pacientes),
possibilitou a determinacdo do perfil antigénico através do calculo de frequéncia dos
genotipos apresentados (Tabela 9). Nao foi encontrada diferenga significativa nas

frequéncias genotipicas observadas entre os dois grupos.
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Tabela 8. Resultado dos genétipos de pacientes e doadores obtidos para os principais sistemas de

grupos sanguineos

Pacientes

h=144 Genotipo

Alelos Cc  Ele FYAB GATA FY-265 DO'A/B HY  JO'A KEL*1/2
AA 55 102 13 84 144 10 141 134 0
AB 66 36 62 40 0 69 3 10 4
BB 23 6 69 20 0 65 0 0 140

D?‘i%zrses Genotipo

Alelos Cc  Ele FYAB GATA FY-265 DO'A/B HY  JO'A KEL*1/2
AA 322 683 114 654 920 133 920 910 2
AB 464 246 455 238 28 426 27 36 46
BB 162 19 379 86 0 389 1 2 901

Panc=i¢;.-22es Genotipo

Aelos  JK'AB GYPA GYPB PP LuaB DraB coaB sctz LWAB
AA 48 45 10 141 0 0 141 141 143
AB 69 72 56 3 6 0 3 3 1
BB 27 27 78 0 138 144 0 0 0

D?‘i%zrses Genotipo

Nelos  JK'AB GYPA GyPB SIPBS iuam pras coas scz Lwas
AA 265 284 86 939 2 2 920 929 939
AB 493 493 360 3 45 36 27 29 9
BB 190 171 502 6 901 910 1 0 0

Dos 144 pacientes falciformes politransfundidos estudados, 42 (29%)

possuiam aloanticorpos (Tabela 10). Destes 42 pacientes aloimunizados, 15
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apresentaram discrepancias entre os resultados do fenétipo e do gendtipo para os

sistemas Rh, Duffy e Kidd (Tabela 11).

Tabela 9. Resultados das frequéncias genotipicas observadas em doadores e pacientes falciformes.

Gendtipo /e Efe FY*A/B GATA FY-265 DO*A/B HY Jo*A KEL*1/2
Pacientes
n=144
AA 0-38 on 0-09 0-58 1 007 0-98 093 0
AB 0-46 025 0-43 028 1] 048 0-02 007 003
RR 016 004 0-48 014 1] 045 0 0 097
Doadores
n=948
AA 0-34 072 012 0-69 097 014 097 0-96 0
AB 0-49 026 0-48 025 003 045 003 004 005
BB 017 002 0-40 0-06 1] o4 0 0 095
GYPB*S
Genotipo IK*A/B GYPA GYPB 'Silence’ LU*A/B DIFA/B CO*A/B sC1/2 LW*A/B
Pacientes
n=144
AA 033 03 007 0-98 1] 1] 0-98 [1+98 099
AB 0-48 050 0-39 002 004 0 002 002 0
RR 019 019 0-54 1] 096 1 0 0 0
Doadores
n=948
AA 028 030 009 099 0 0 097 0-93 099
AB 052 052 038 0,00 005 004 003 002 00
BB 020 018 053 0,01 095 096 0 0 0

No sistema Rh, dois pacientes foram fenotipados como RhEE e genotipados
como RH*Ee. Outros dois pacientes foram fenotipados como RhEe e genotiapdos
como RH"ee e, um paciente foi fenotipado como Rhee e genotipado como RH*Ee.
Com relacao aos alelos RH*Cc, quatro pacientes foram fenotipados como Rhcc e
genotipados como RH*Cc e, um paciente foi fenotipado como RhCc e genotipado
como RH*cc. No sistema Kidd, um paciente foi fenotipado como Jk(a—b+) e
genotipado como JK*A/B e outros trés pacientes foram fenotipados como Jk(a+b+)
e genotipados como JK*B/B. No sistema Duffy, um paciente foi fenotipado como

Fy(a+b—) e genotipado como FY*B/B.

67

Resultados




Tabela 10. Aloanticorpos de grupos sanguineos em 42/144 pacientes politransfundidos
portadores de anemia falciforme.

Anticorpos detectados Numero de pacientes
Anti-E 9
Anti-K 7
Anti-C, -E 5
Anti-U 1
Anti-C, -e 1
Anti-C, -K, -JK° 4
Anti-E, -Fy?, -Jk°, -S 1
Anti-E, -Jk® 5
Anti-E, -K, -Di® 2
Anti-K, -S 3
Anti-S, -Fy* 2
Anti-S, -Jk® 2
Total 42

Tabela 11. Discrepéncias observadas entre o fen6tipo e gendtipo em 15 amostras de DNA
dos pacientes falciformes

Genotipo Fenotipo
Sistema Rh RhEE RhEe Rhee
RHCE"E/e 2 0 1
RHCE"e/e 0 2 0
Sistema Rh RhCC RhCc Rhcc
RHCE*C/c 0 0 4
RHCE"c/c 0 1 0
Sistema Kidd Jk(a+b-) Jk(a+b+) Jk(a—b+)
JKAJK*B 0 0 1
JK*B/JK*B 0 3 0
Sistema Duffy Fy(a+b-) Fy(a+b+) Fy(a-b+)
FY*B/FY*B 1 0 0
68

Resultados




5.3 Selecao e transfusao de sangue fenotipo compativel para os pacientes

falciformes a partir dos resultados dos genétipos

Os fendtipos deduzidos dos genétipos dos doadores e pacientes com
resultados conclusivos foram inseridos em uma planilha, criando um banco de dados
que foi utilizado para a busca da compatibilidade eletrbnica, de acordo com a

compatibilidade inicial entre os fenétipos ABO e Rh do paciente e do doador.

Desta forma, foi possivel encontrar sangue compativel para 134 (93%) dos
144 pacientes falciformes (Tabela 12). Para os 10 pacientes restantes (7%), a
dificuldade em encontrar sangue fenétipo compativel foi devido a baixa frequéncia dos
fenétipos que eles apresentam (Tabela 13), como por exemplo os fenétipos R2Rz e

R2Ro.

Onze pacientes falciformes politransfundidos aloimunizados que
apresentaram discrepancias entre os resultados da fenotipagem e genotipagem, se
beneficiaram ao receber sangue fendtipo compativel a partir dos resultados do
genotipo, observado pela elevacdo dos niveis de hemoglobina e diminuicdo da

frequéncia entre as transfusdes.
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Tabela 12. Fendtipos deduzidos dos gendtipos e numero de doadores compativeis para pacientes

falciformes
Fenétipo Fenoétipos deduzidos dos gendétipos n? pacientes n? doadores
ABO/Rh falciformes compativeis

O Ryr K-, Fy(a—-) 1 47
O Ryr K-, Jk(b-) 1 23
O Ryr K-, S—, Jk(b-) 1 4
O Rr K-, S—, Jk(a-) 1

O Ror K-, Fy(a-), s— 3 3
O Rr K-, Fy(a-), S— 1 24
O Ryr K-, Fy(a—), S—, Jk(b-) 1

O Ryr K-, Fy(a—), Jk(b-) 1 16
O Ryr K-, Fy(a—), S—, Jk(b-), Do(a-) 1

O Ryr K-, Jk(a—), Do(a-) 2

ORyr K-, Jk(a— 1 94
ORr K—, S—, Jk(a-) 2 45
ORr K—, Fy(a-), s—, Jk(b-) 1 6
ORr K—, S—, Fy(a-) 2 92
ORyr K-, S—, Fy(a—), Jk(b-) 1 23
ORyr K-, Fy(b-) 1 46
ORyr K-, Jk(b-), s—, Do(a-) 1 4
ORyr K—, S—, Do(a-) 2 90
O Ryr K—, Fy(b—), Do(a-) 2 19
ORr K—, Fy(b-), S—, Do(a-) 1 12
O Ryr K-, Fy(a-), Jk(a—), Do(a-) 1 10
ORyr K-, Fy(a—), S—, Do(a-) 1 42
ORyr K-, Fy(a—), Jk(a-), S—, Do(a-) 1 7
O Ryr K-, Fy(a—), Jk(b-), S—, Do(a-) 1 11
ORyr K-, Fy(a—), Jk(a-), S—, Do(b-) 1 3
ORr K—, Do(b-) 1 59
O Ror K-, S— 1 92
O RJr K-, S—, Fy(a-) 1 41
O Ror K-, S—, Fy(a-), Jk(a-) 1 5
ORyr K-, S—, Fy(a—), Do(a-) 2 18
O R4R; K-, Fy(a—-) 1 44
O RiR; K-, S—, Fy(b—), Do(a-) 1 4
O RiR; K-, Jk(a—), Do(a-) 1 12
O R;R; K—, Jk(b-) 1 27
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Tabela 12 (cont.) Fendtipos deduzidos dos genoétipos e nimero de doadores compativeis para

pacientes falciformes

Fenétipo Fenoétipos deduzidos dos gendtipos n? pacientes n? doadores
ABO/Rh falciformes compativeis

O R4R; K-, Jk(a-) 1 28
O R4R; K-, S—, Fy(a-) 1 19
O R¢R; K-, Fy(a-), S—, Jk(b-) 2 3
O RyR; K-, Do(b-) 1 17
O RR; Jk(b-) 1 152
O RR; K-, S— 1 278
OR:R, K—, Fy(b-), Jk(b-) 1 16
O RiR; K—, Fy(a—), Jk(b-) 1 68
O RiR; K-, S—, Fy(a-), Do(a-) 1 52
O RiR; K-, Do(a-) 1 49
O RiR; K-, S—, Fy(a-), Do(a-) 1 52
O R{R; K-, Do(a-) 1 49
O R{R; S—, Fy(a-), Jk(b-) 1 3
O R:R; K-, S—, Jk(b-) 1

Orr K- 1 58
Oorr K-, S— 1 28
Orr K-, Fy(b-) 1 12
Oorr K—, S—, Jk(a-), Do(a-) 1 1
Orr S—, Fy(b—), Do(a-) 1 3
Orr K—, Jk(b—), Do(b-) 1 2
Oorr K-, s—,Jk(b—), Do(a-) 1 8
Oorr” K- 1 71
B Ror K-, S—, Fy(a-), Jk(b-), Do(a-) 2 4
B Ror K-, S— 1 46
B Ry K-, S— 1 202
B Ry K-, Fy(a—), Jk(b-) 1 51
B Ry K—, S—, Fy(a-) 1 95
B Rqr K-, Do(a-) 1 165
B Ry K-, S—, Fy(a—), Do(a-) 2 42
B Ryr K-, S—, Jk(b-) 1 24
B Rur K-, S—, Jk(a-) 1 32
B RR; K- 1 104
B R;R1 K-, S— 1 47
B RsR. K—, S—, Do(a-) 1 126
B R{R; K-, S—, Fy(a-), Jk(a—), Do(a-) 1 9
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Tabela 12 (cont.) Fendtipos deduzidos dos gendtipos e nimero de doadores compativeis para

pacientes falciformes

Fenétipo Fendtipos deduzidos dos n? pacientes n? doadores
ABO/Rh gendtipos falciformes compativeis
B R{R, K-, Fy(a-), Jk(b-), Do(a-) 1 25
B RyR; S—, Fy(a-), Jk(b-) 1
A Rr K-, Fy(b-), Jk(b-) 1
A Rt K-, S, Fy(b-) 1
A Ror K-, S—, Fy(b-), Jk(a-) 1
A Rr K-, Jk(b—), Do(a-) 1 16
A Ryr K-, S—, Jk(a-), Do(a-) 1
A Ryr K-, Fy(a—), Do(a-) 1 31
A Ryr K-, Fy(a—), S—, Do(a-) 1 17
A Ryr K-, S—, Fy(b-), Do(a-) 1 17
A Ryr K- 3 394
A Ryr K-, S—, Jk(b-) 1 78
A Ryr K-, S— 2 258
A Ryr K-, s— 1 66
A Ryr K-, Do(a-) 1 230
A Ryr K-, Jk(b—), Do(a-) 1 56
A Ryr K-, S—, Do(a-) 1 134
A Ryr K-, S—, Jk(b-), Do(a—) 2 33
A Ryr K-, S—, Fy(a—), Do(a-) 1 61
A Ryr K-, Fy(a-), Jk(a—), Do(a-) 1 16
A Ryr K-, Fy(a-), Jk(a—), Do(a-) 1 9
A Ryr K-, s—, Fy(a-), Jk(b-) 2 8
A Ryr K-, S—, Fy(a-), Jk(a-) 1 25
A Ryr K-, S—, Jk(a-) 1 59
A Ryr K-, S—, Fy(a-) 1 131
A R;R; K-, s—, Jk(a—), Do(a-) 1 5
A R4R; K-,S—, Jk(a-), Do(a-) 1 8
A R4R; K—,S—, Jk(b-), Do(a-) 1 9
A R4R; K-, Fy(b-), Jk(a—), Do(a-) 1 3
A R4R; K-, S—, Fy(a—), Jk(a—), Do(a-) 1 3
A RR; K-, S—, Jk(b-) 1 108
A RR; K-, s—, Jk(b-) 1 29
A R{R; K-, s—, Fy(b-) 1 9
A RR; K-, Fy(a—), Jk(b-) 1 93
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Tabela 12 (cont.) Fendtipos deduzidos dos genétipos e nimero de doadores compativeis para

pacientes falciformes

Fenétipo Fendtipos deduzidos dos n? pacientes n? doadores
ABO/Rh genotipos falciformes compativeis
RiR; K-, Do(a-) 1 325
A RR; K-,S—, Jk(a-), Do(a-) 1 37
A R;Rz K- 1 57
A R:Rz K-, S—, Fy(a-) 1 25
A R;Rz K-, Do(b-) 1 24
ARR K- 1 68
ARR K-, Jk(b-), Do(a-) 1 10
Arr K-, S—, Jk(b-) 1 9
Ar’r K-, Do(a-) 1 8
AB Rir K-, S—,Do(a-) 1 155
AB Ryr K-, S—,Fy(a-), Jk(b-), Do(a-) 2 18
AB Rqr K—, Fy(a-), Do(b-) 1 34
AB Ryr K—, S—, Do(a-) 2 126
Total 134

Tabela 13. Fenotipos deduzidos dos gendtipos de pacientes falciformes sem doadores

compativeis
Fenétipo Fendtipos deduzidos dos gendtipos n? pacientes n2 doadores
ABO/Rh falciformes compativeis
O RsR1 K-, Jk(b-), Do(b-) 1 0
O RiR; K-, S—, Jk(a—), Do(b-) 1 0
O R;R; K-, Jk(b-), s—, Do(a—) 1 0
O R,R; K-, Fy(a—), Jk(a—), Do(a-) 1 0
O R.R; K-, Jk(b-), S—, Do(a-) 1 0
B R2R; K-, S—, Jk(b-) 1 0
ARyr K-, S—, Fy(b-), Jk(b-), Do(a-) 1 0
A R4R; K-, S—, Fy(b-), Jk(a—), Do(b-) 1 0
Arr K-, Fy(a-) 1 0
Arr K-, Jk(b—), Do(b-) 1 0
Total 10 0
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6.0 DISCUSSAO



6.1 Comparacao entre os resultados de genotipagem e fenotipagem

durante a validagdo da plataforma HEA BeadChip™

Nas 250 amostras estudadas durante a validacdo da plataforma HEA
BeadChip™, houve concordancia entre os resultados de fenotipagem e

genotipagem para os antigenos dos sistemas Rh, Kell, Kidd e MNS.

No sistema Duffy, os resultados de fenotipagem e genotipagem nao
foram concordantes em 46 (18,4%) amostras em funcdo de alteragdes
qualitativas e/ou quantitativas nos antigenos codificados pelo gene FY*B. Estas

amostras foram genotipadas como FY*B e fenotipadas como Fy(b-) (Tabela 7).

Esta discrepancia observada entre os resultados, pode ocorrer devido a
presenca de uma mutacao no promotor eritréide GATA (nt —33C), frequente em
descendentes de africanos e que impede a expressdo do antigeno Fy° nas
heméacias. Nestes casos, 0 gene FY*B é expresso em outros tecidos, como por
exemplo, nas células do endotélio de vasos sanguineos (43). A presenca do
polimorfismo 265T no gene FY de Caucasianos, pode também causar
resultados discrepantes entre o fenétipo e o gendtipo. Estas mutagdes levam a
um enfraquecimento da expressdo do antigeno Fy° nas hemacias, conhecido
como fendtipo Fy*, geralmente interpretado como Fy(b-) na rotina de

fenotipagem (44,50).

Assim, para uma correlacao apropriada entre o fenétipo e o genétipo no

sistema Duffy € necessario analisar a presenca da mutacdo GATA e do
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polimorfismo 265T. Quando GATA e a expressao do gene FY*B estdo normais,
fendtipo e gendtipo sdo concordantes. Quando GATA esta mutado, ou o gene
FY*B se expressa fracamente nas hemacias (fenétipo Fy*), observa-se uma
falsa discrepéancia entre o fenotipo e o gendétipo, devido a auséncia ou fraca

expressao do antigeno Fy® nas hemécias.

Pacientes com fenétipo Fy(b—) e gendtipo FY* B com GATA mutado ou
que apresentam o polimorfismo 265T, podem ser seguramente transfundidos
com hemacias Fy(b+), sem o risco de aloimunizacdo, uma vez que o gene
FY*B é expresso em outros tecidos. A utilizacao da fenotipagem associada a
genotipagem, em pacientes politransfundidos, pode reduzir a necessidade de
sangue Fy(b—-), um fenoétipo presente em somente um terco da populacao
brasileira. Neste estudo, quarenta e seis (18,4%) dos 250 doadores Fy(b-)
identificados como FY*B poderiam, teoricamente, receber sangue com o

fendtipo Fy(b+).

6.2 Genotipagem em larga escala de doadores de sangue e pacientes

A utilizacdo da técnica de “microarray” para genotipagem em larga
escala possibilitou a determinagao da freqiiéncia génica de 20 alelos de grupos
sanguineos em uma populacado de 948 doadores voluntarios de sangue e 144

pacientes falciformes.

N&ao foi encontrada diferenca significativa nas freqiéncias genotipicas
observadas entre os grupos de doadores e pacientes. A regidao sudeste do

Brasil possui alta densidade populacional e tem continuamente recebido
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imigrantes da regido nordeste. E também caracterizada pelo alto grau de
mistura entre descendentes de europeus e africanos. Assim, doadores desta
regiao constituem uma amostra representativa de uma populagcao miscigenada,
0 que poderia talvez explicar esta similaridade de freqUéncias genotipicas

encontradas entre os doadores de sangue e pacientes falciformes.

Ao serem comparadas as frequéncias genotipicas obtidas neste
trabalho com as frequéncias obtidas por Hashmi et al (34) que utilizaram a
mesma tecnologia, verificamos que a populacdo aqui estudada apresenta
frequéncias similares as encontradas em populacdes Hispanicas, com excecao
do alelo DI*A , demonstrando a influéncia indigena na populacdo brasileira

(51).

Estes resultados sao interessantes tendo em vista que era esperado
que as frequéncias genotipicas das populagdes que constituiram este trabalho
estivessem mais préximas de populacbes Africanas, uma vez que houve

grande influéncia africana na composicao racial dos individuos brasileiros.

Neste trabalho, identificamos 16/948 (1,68%) doadores de sangue com
fenétipos raros que geralmente ocorrem em menos que 1% da populacao
(Tabela 14). Este resultado foi surpreendente uma vez que a frequéncia de
alelos raros por n6s encontrada nesta populacao, foi superior a encontrada em

outras populagdes (Figura 18).

A possibilidade de identificar doadores de sangue raros atraves de uma

metodologia de genotipagem em larga escala abre perspectivas para a criacao
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de um programa nacional de doadores raros que possibilitaria a busca de
unidades de sangue compativeis para pacientes portadores de anticorpos

raros.

Tabela 14. Fendétipos raros identificados a partir dos genoétipos de 948 doadores

Genotipo Fenotipo deduzido Numero de amostras/
frequéncia genotipica

GYPB*del S-s-U- 6 (0.630)
DO-323 G>T Hy- 1(0,105)
DO-350 C>T Jo(a-) 2(0.210)

LU*A/A Lu(a+b-) 2(0.210)
KEL*1/1 K+k— 2(0.210)
DI*A/A Di(a+b-) 2(0.210)
CO*B/B Co(a—b+) 1(0,105)
Total 16 (1.68)

Figura 18. Frequéncia genotipica observada por Hashmi et al (34)

AFA (n=680) ASN [n=51) CAU (n=1243) HIS {n=119)

Genotype AA AB BB AA AB BB AA AB BB AA AB BB
FYAFYB 0.04 0.19 0.77 0.69 0.25 0.06 0.18 043 0.39 0.15 0.45 0.4
GATA 012 0.33 0.55 0.98 0.02 0 0.97 0.02 0.01 0.68 0.26 0.06
FY-265 0.99 0.01 0 1.00 0 0 0.98 0.02 0 0.99 0.01 0
GYPBS 0.07 0.24 0.69 0.08 0.12 0.8 0.14 04 0.46 0.13 0.32 0.55
GYPA 041 0.32 0.27 0.27 0.57 0.16 0.34 0.44 0.22 0.39 0.44 0.17
Ki/K2 0 0.02 0.98 0 0 1.00 0 0.05 0.95 0 0.02 0.98
JKA/JKB 0.54 0.37 0.09 0.22 0.53 0.256 0.3 0.44 0.26 0.36 0.42 0.22
DO-323 0.92 0.08 0 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00 0 0
DO-350 0.92 0.07 0.01 1.00 0 0 1.00 0 0 0.95 0.05 0
DO-793 0.09 0.41 0.50 0.06 0.31 0.63 0.13 0.51 0.36 0.13 0.53 0.34
LUA/LUB 0 0.06 0.94 0 0.02 0.98 0 0.05 0.95 0.01 0.02 0.97
SCi1/3C2 1.00 0 0 1.00 0 0 0.98 0.02 0 0.99 0.01 0
DIB/DIA 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00 0 0
COA/COB 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00 0 0
LWa/LWB 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00 0 0
HbS173 0.95 0.05 0 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00 0 0

AFA= individuos Afro-Americanos, ASN=Asiaticos, CAU=Caucasianos e HIS=Hispanicos

Além da ocorréncia destes genotipos raros, também foram identificados
em nossas amostras 1.230 fenétipos de dificil caracterizagdo soroldgica em

virtude da auséncia ou dificuldade na obtencao dos antisoros comerciais para a
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identificacdo dos antigenos (Tabela 15). Este fato demonstra que a utilizacdo
desta plataforma (HEA BeadChip™) em doadores de sangue possibilita a
identificacdo de hemacias com diferentes fenétipos eritrocitarios em um tempo
reduzido. Isto facilitaria a constituicado de painéis de hemacias de identificacdo
de anticorpos e, consequentemente, a resolucdo de problemas

imunohematol6gicos complexos.

Tabela 15. Fendétipos identificados de dificil caracterizagao sorolégica

Genotipo Fenotipo deduzido Numero de amostras
FY*B 265 Fy* 28
DO-323 G>T Hy+ 27
DO-350 C>T Jo(a+) 36
LU*A/B Lu(a+b+) 45
KEL*1/2 K+k+ 45
DI*A/B Di(a+b+) 36
DO*A/A Do(a+b-) 133
DO*A/B Do(a+b+) 426
DO*B/B Do(a—b+) 389
CO*A/B Co(a+b+) 27
LW*A/B Lw(a+b+) 09
Sc*1/2 SC:1,2 29
Total 1.230

6.3 Selecao e transfusao de sangue fenotipo compativel para os

pacientes falciformes a partir dos resultados dos genétipos

As consequéncias da aloimunizagcdo em pacientes portadores de
anemia falciforme tém levado alguns autores a recomendar transfusdes
fenotipicamente compativeis para os antigenos dos sistemas Rh, Kell, Duffy e

Kidd (45,52-53).
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O sucesso da utilizagdo de protocolos de sangue fenotipado, depende
da correta interpretacdo da fenotipagem destes pacientes. Quando se
consegue realizar a fenotipagem eritrocitaria do paciente, antes da primeira
transfusdo, os testes de hemaglutinacdo nos fornecem resultados seguros,
uma vez que ndo existe interferéncia das hemacias do doador na circulagao do

receptor.

Quando a fenotipagem ¢é realizada ap6s a transfusdo de concentrado
de hemacias, a interpretacdo dos resultados dos testes de hemaglutinagéao é
dificil, devido a presenca de reacdes de campo misto (dupla populacéo de

células).

Dependendo ainda do numero de transfusdes recebidas, alguns
pacientes passam a expressar o fenétipo do doador, o que além de
comprometer a utilizacdo de sangue fenotipado, ap6s algumas transfusdes de
sangue com fendtipo ndo compativel, estes pacientes podem desenvolver
aloanticorpos contra os antigenos de grupos sanguineos mais imunogénicos
(25-26). Consequentemente podem vir a apresentar diminuicdo na sobrevida
das hemacias transfundidas (reacdo hemolitica tardia), devido a presenca de

aloanticorpos nao detectados nos testes pré-transfusionais.

A analise dos resultados encontrados nos cento e quarenta e quatro

pacientes portadores de anemia falciforme demonstra que 15 dos 42 pacientes
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que tinham se aloimunizado (Tabela 10), apresentaram discrepancias entre o0s
resultados do fendétipo e genédtipo para os sistemas Rh, Duffy e Kidd. Nestes
casos, tivemos a oportunidade de realizar nova determinagao do gendtipo pela
técnica de “microarray” e também pela técnica de genotipagem convencional e,
pudemos verificar, que os fenotipos obtidos pertenciam aos doadores e nao

aos receptores.

No sistema Rh, dois pacientes foram fenotipados como RhEE e
genotipados como RH*Ee. Este gendtipo foi confirmado com nova
determinacdo e através da analise dos polimorfismos (Cys16, VS) que
silenciam ou enfraquecem a expressao do antigeno Rhe. O fen6tipo RhEE, foi
provalvelmente atribuido, devido a unidade de sangue que tinha sido
recentemente transfundida. Estes pacientes estavam recebendo sangue com o
fenétipo R2R2 (e-negativo), que ocorre na frequéncia de 1/50 em nossa
populacdo. A partir da genotipagem, eles passaram a receber sangue com o
fendtipo R2r (Ee), cuja frequéncia é de 1/7, facilitando, desta forma, o
atendimento transfusional do paciente pelo aumento da disponibilidade de

sangue.

Outros dois pacientes foram fenotipados como RhEe e genotipados
como RH*ee e, desenvolveram anti-E, pelo fato de estarem recebendo sangue

de acordo com o fendtipo.

Com relacao aos alelos RH*Cc, um paciente foi fenotipado como RhCc

e genotipado como RH*cc e, desenvolveu anti-C.
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No sistema Kidd, um paciente foi fenotipado como Jk(a—b+) e
genotipado como JK*A/B. Este paciente, estava recebendo sangue com o
fenétipo Jk(a—), que ocorre na frequéncia de 1/5 em nossa populacao. A partir
da genotipagem, eles passaram a receber sangue com o fenétipo Jk(a+) cuja
frequéncia € de 1/2, facilitando, desta forma, o atendimento transfusional do
paciente pelo aumento da disponibilidade de sangue compativel. Outros trés
pacientes foram fenotipados como Jk(a+b+) e genotipados como JK*B/B e, um

deles desenvolveu anti-Jk®.

No sistema Duffy, um paciente foi fenotipado como Fy(a+b—-) e
genotipado como FY*B/B e, desenvolveu anti-Fy® pelo fato de estar recebendo

sangue de acordo com o fenétipo.

A determinacao do gendtipo no sistema Duffy em pacientes falciformes,
pode ainda contribuir para a selecdo adequada do sangue a ser utilizado na
transfusdo, em especial, para os pacientes que apresentam o fenétipo Fy(a—

b—) como ja mencionado.

Os 15 pacientes que apresentaram discrepancias entre os resultados
do fendtipo e gendtipo foram selecionados para receberem transfusdes de
sangue (2 a 3 unidades) fendtipo-compativel, baseado nos resultados de

genotipagem obtidos.

Apo6s as transfusbes, o acompanhamento clinico de onze destes
pacientes demonstrou que eles se beneficiaram das transfusbes recebidas,
uma vez que houve aumento dos niveis na hemoglobina e aumento do
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intervalo entre as transfusGes, que passou de 7 para 35 a 40 dias,
demonstrando que houve maior sobrevida e aproveitamento das hemécias

transfundidas.

Nossos resultados sugerem que a genotipagem de grupos sanguineos
em larga escala contribui substancialmente na qualidade da transfusao de
sangue fenotipado, sobretudo em pacientes que necessitam de transfusdes de

repeticdo, como por exemplo, os pacientes portadores de anemia falciforme.

A relevancia da genotipagem de grupos sanguineos para selecao de
sangue antigeno-negativo para transfusdo destes pacientes foi previamente
demonstrada (10,19), no entanto, o sucesso desta selecdo depende também
da disponibilidade de um estoque de unidades de sangue de doadores

fenotipados.

Neste estudo, foi demonstrada a facilidade de selecionar unidades de
sangue compativel para pacientes falciformes utilizando a plataforma HEA
BeadChip™, genotipando pacientes e doadores e estabelecendo a
compatibilidade eletrénica entre eles, de acordo com o fen6tipo ABO e Rh de

cada um.

Apesar da diversidade genotipica encontrada entre os pacientes e que
praticamente cada um necessitava de um fenétipo antigeno-negativo diferente,
foi possivel encontrar sangue compativel para a maioria. Apenas para 10
pacientes ndo foi possivel encontrar sangue fend6tipo compativel no pool de

doadores analisado.
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Com base nas freqUéncias génicas observadas em nossa populacéo,
seria necessario um banco de dados composto com aproximadamente 2000
doadores de sangue para que fosse possivel encontrar amostras de sangue

fenétipo compativel para estes 10 pacientes.

Os resultados por nos obtidos foram de encontro as recentes discussdes
da comunidade cientifica (2,29,32-33,35,37) que afirmam que a tecnologia
“microarray” pode ser utilizada no gerenciamento, acompanhamento e controle
das transfusbes dos pacientes falciformes e demais pacientes
politransfundidos, pois permite uma selecdo mais exata das unidades de
sangue compativeis para prevenir a aloimunizacdo e potencias reacgdes

hemoliticas.

Estes resultados demonstram que a metodologia de genotipagem em
larga escala através da tecnologia “microarray” é bastante eficiente no que diz
respeito a constituicdo de bancos de doadores genotipados possibilitando a
busca rapida de unidades de sangue fenétipo-compativel para pacientes

falciformes e politransfundidos.

6.4 Métodos de genotipagem convencional, “microarray” e fenotipagem

para antigenos de grupos sanguineos: vantagens e desvantagens

Quando comparamos os métodos de genotipagem convencional, HEA
BeadChip™ e hemaglutinacdo, verificamos que a técnica de “microarray”

mostrou-se mais rapida, eficiente e apresentou menor custo (Tabela 16).
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Tabela 16. Comparacao entre os métodos de genotipagem convencional, genotipagem pela

técnica de “microarray” (larga escala) e fenotipagem por hemaglutinacéo.

Fenotipagem Genotipagem HEA
Hemaglutinacdo convencional BeadChip™
Amostras estudadas 96 96 96
PCR necessarios 0 18 1
Digestao enzimatica 0 6a8 0
Eletroforese 0 diversas 0
Reacdes de aglutinacao 2400 0 0
Tempo estimado 100-120 horas 100 - 120 horas 10 horas
Custo estimado R$ 15.000,00 R$ 8.640,00 R$ 2.750,00

A estimativa de custo dos trés procedimentos levou em consideracao
todos os materiais de consumo envolvidos nos procedimentos e que seriam
necessarios para a execucao de 96 tipagens para 18 polimorfismos de grupos
sanguineos. No caso da genotipagem pela técnica de “microarray”, o
incremento de novos polimorfismos ndo acarreta acréscimo no valor do chip,
mas ao contrario, a inclusdo de um numero maior de amostras analisadas em

uma unica placa diminui substancialmente o valor do chip.

Com relacao a fenotipagem, vale ressaltar que alguns anti-soros como
anti-Do, anti-Yt, anti-Co, anti-LW nao estdo disponiveis comercialmente e,
portanto, estes antigenos sao dificeis de serem fenotipados. Outras
desvantagens da hemaglutinagdo em relacao ao “microarray” dizem respeito as
limitacbes da técnica ja anteriormente apresentadas (Tabela 2) e ao tempo

gasto na obtencao dos resultados.
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No procedimento de genotipagem por “microarray”, uma vez que todos
0Ss recursos (reagentes e materiais) estejam disponiveis, uma Unica pessoa é
capaz de avaliar cerca de 50 a 96 amostras de DNA com seguranca a cada 10

horas.

Dentre as vantagens da tecnologia “microarray” destaca-se a
possibilidade de genotipar os pacientes e um grande numero de doadores
simultaneamente para varios antigenos e ainda agilizar a busca de fendtipos
raros. Isto facilita a criacado de um estoque de sangue fenotipado importante
na selecdo de componentes sanguineos para pacientes politransfundidos e, a
criacdo de um banco de dados com genétipos raros que poderia ser
disponibilizado para consulta via internet para utilizagcdo em transfusbes de

pacientes portadores de anticorpos raros.

A anadlise automatizada dos resultados impede interpretacdes erréneas,
aumentando a confiabilidade dos resultados, que podem ser rapidamente
utilizados para aplicagéo na clinica transfusional. No entanto, vale ressaltar que
como toda técnica, a genotipagem em larga escala também apresenta

limitacdes (Tabela 17).

Com o desenvolvimento destas plataformas, o custo da genotipagem
tem sido reduzido drasticamente. A esperanca é que esta metodologia permita
a realizacdo da genotipagem de grupos sanguineos em larga escala de forma
automatizada, rapida e segura e que possa ser utilizada nas rotinas dos bancos
de sangue.
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Tabela 17. Limitagbes da tecnologia “microarray”

Limitagbes técnicas

Boa qualidade do DNA (>20ng/ul e absorbancia-DO entre 1.7-1.9)

Contaminagéao pode levar a perda de um grande numero de resultados

Necessita de acesso a internet para andlise dos dados

Mao de obra qualificada (conhecimento molecular dos grupos sanguineos)

Técnica ainda néo licenciada pela ANVISA

A aplicacado da biologia molecular em Imunohematologia sem davida tera
um grande impacto na medicina transfusional. Os problemas encontrados na
rotina de doadores de sangue, como a busca de hemacias antigeno-negativo e,
a identificagdo correta de individuos RhD-negativo serdo facilmente
solucionados. Na area da medicina transfusional, a possibilidade de fornecer
sangue fendtipo compativel para pacientes politransfundidos abre uma nova

perspectiva podendo inclusive reduzir o numero de testes pré-transfusionais.

Embora seja pouco provavel que a genotipagem molecular venha
substituir totalmente a hemaglutinagdo nos préximos anos, estas técnicas
utiizadas em conjunto tém um valor potencial importante na seguranca

transfusional e materno-fetal.
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7.0 CONCLUSOES



Considerando os objetivos do presente trabalho e as condigbes em que foi
realizada a genotipagem de grupos sanguineos em larga escala pela técnica de
“microarray” HEA BeadChip™ em amostras de DNA de doadores voluntérios de

sangue e pacientes portadores de anemia falciforme , podemos concluir que:

1. Foi possivel padronizar e validar uma plataforma de “microarray” para

genotipagem de grupos sanguineos em larga escala em uma populagéo brasileira.

2. Para obtencdo de resultados de gendétipos conclusivos de todos os
polimorfismos presentes na plataforma HEA BeadChip™ é importante que a
concentracdo do DNA esteja acima de 20 ng/ul e que os valores de absorbancia(DO)

de 260-280nm estejam entre 1,7 a 1,9.

3. Nao foi encontrada diferenca significativa nas freqliéncias genotipicas

observadas entre os grupos estudados (doadores e pacientes).

4. A genotipagem de grupos sanguineos em larga escala pela técnica de
“microarray” analisada (HEA BeadChip) é mais rapida, mais eficaz e apresentou
menor custo, quando comparada a genotipagem convencional, e a técnica de

hemaglutinagéo.

5. A utilizacao da técnica de “microarray” possibilita a realizacao da genotipagem
de grupos sanguineos em pacientes e em um grande numero de doadores

simultaneamente para varios antigenos.
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6. A genotipagem em larga escala é eficiente na constituicdo de bancos de
doadores de sangue genotipados para os principais alelos de grupos sanguineos e

agiliza a busca de fenétipos raros.

7. Neste trabalho, identificamos 16/948 (1,68%) doadores de sangue com

fenétipos raros que geralmente ocorrem em menos que 1% da populacéo.

8. A realizacdo da genotipagem de grupos sanguineos para numMerosos
polimorfismos em pacientes e doadores de sangue utilizando uma uUnica plataforma
facilita a selecdo de unidades de sangue compativel para pacientes aloimunizados e,

pode estabelecer a compatibilidade eletrdnica entre eles.

9. O acompanhamento clinico de onze pacientes falciformes que receberam
transfusbes de sangue compativel de acordo com os resultados do genétipo
demonstrou que eles se beneficiaram das transfusdes recebidas, uma vez que houve
aumento dos niveis na hemoglobina e aumento do intervalo entre as transfusées, que
passou de 7 para 35 a 40 dias, demonstrando maior sobrevida e aproveitamento das

hemacias transfundidas.

10. A genotipagem de grupos sanguineos em larga escala contribui
substancialmente na qualidade da transfusdo de sangue fenotipado, sobretudo em
pacientes que necessitam de transfusdes de repeticdo, como por exemplo, 0s

pacientes portadores de anemia falciforme.

11. Embora seja pouco provavel que a genotipagem molecular venha substituir
totalmente a hemaglutinagéo nos préximos anos, estas técnicas utilizadas em conjunto

tém um valor potencial importante na seguranga transfusional e materno-fetal.
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Background Blood samples from patients with sickle cell disease (SCD) present to
transfusion service with numerous antibodies, making the searching for compatible
red blood cells (RBC] a challenge. To overcome this problem we developed an effective
strategy to meet needs of supplying RBC-compatible units to SCD patients using DNA
arrays.

Methods We selected DNA samples from 144 SCD patients with multiple
(receiving = 5 units) transfusions previously phenotyped for ABO, RhiD, C, c, E, €),
K1, Fy* and Jk* We also selected DNA samples from 948 Brazilian blood donors
whose ABO/EhD phenotype matched that of the patients. All samples were analysed
by DNA array analysis (HEA Beadchip™, Bioarray Solutions) to determine polymaor-
phisms associated with antigen expression for 11 blood group systems (Rh, Kell, Kidd,
Duffy, MNS, Dombrock, Lutheran, Landsteiner-Wiener, Diego, Colton, Scianna); and
ane mutation associated with haemoglobinopathies.

Results Based on genotype results we were able to predict phenotype-compatible
donors needed in order to provide compatible units to this group of patients. Based
on their ABO/Eh phenotype we were able to find in this pool of donors compatible
units for 134 SCD patients.

Conelusion Blood group genotyping by DNA array contributes to the management of
transfusions in SCD patients by facilitating the transfusion support with antigen-
matched blood. [t has the potential to improve the life of thousands of SCD-transfused
patients by reducing mortality due to transfusion reactions and immunization.

Key words: immunohematology, molecular biology, transfusion complications-non
infectious, sickle cell disease patients, DNA array, blood group genotyping

Introduction

causes them to produce an antibody or antibodies to the
antigens they lack. Once a clinically significant antibody is

Patients with sickle cell disease (3CD) reguire multiple trans-
fusions with red blood cell [RBC) components, which exposes
them to numerous, possible foreign antigens, and potentially
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produced, units of RBCs that lack the associate antigens should
be transfused [1-7]. Programs to prevent alloimmunization
to RBC antigens have been designed and implemented to
provide antigen-matched RBC transfusions to patients with
SCD particularly those who are alloimmunized and/or in need

~ of chronic ransfusion 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 C, ¢, E and e to providing
extended phenotype-matched RBCs for C, c, E, e, K, S, Fy®
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and Jk* [12-15] prior to transfusion aiming both to prevent
the alloimmunization to these RBC antigens, and as part of
the antibody identification process. Independent of the
provecol used, itis important that the RBC units can be readily
available in order to supply the SCD patient’s transfusion
need [12].

Accurate phenotyping of SCD patients is often complicated
by either the presence of transfused donor RBCs in the
recipient’s circulation, by positive direct antiglobulin tests, or
by the lack of available direct agglutinating antibodies. In
addition, the screening for minor blood group antigens in
blood donors is limited due to the lack of sufficient volumes of
appropriate antibodies, labour-intensive haemagglutination
testing and data entry. As a result, most donor cenires screen
only a selected cohort of donors and maintain a limited
inventary.

The molecular basis of many blood group antigens has been
determined and DNA analysis for minor blood group typing
is playing a support role in transfusion medicine, especially
to provide antigen-matched blood for chronically transfused
patients [13-17].

However, polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism [PCE-RFLF), allele-specific [AS)-PCR
and real-time PCR for genomic typing are all labour intensive
and each sample has to undergo multiple assays. As a result,
DNA microchips have been used successfully in these situa-
tions o provide a fast procedure and an automared analysis
of a large number of blood group polymorphisms and have
the potential not only to increase the inventory of antigen-
negative blood but also o facilitate the matching REC

components to the recipient’s blood type and change daily
practice of transfusion medicine [18-24].

We report here the use of a bead amay technology to provide
a means to precisely match donor blood to the antigen-
negative type of multitransfused patients with sickle cell disease
by large-scale testing of random Brazilian blood donors.

Materials and methods
Patients

We studied DNA samples from 144 SCD patients (homozygous
for haemoglobin 5] with multiple transfusions, previously
phenotyped for ABO, Rh(D, C, ¢, E, ¢, K1, Fy* and Jk* who
agreed to participate in this study by signing an institutional
review board (IRB)-approved informed consent. All the
patients had received five or more units of red cells within
the previous 6 months,

Donors

We selected DNA samples from 948 Brazilian blood donors,
according to the ABO/RhD phenotype fram the patients, wha

agreed to participate in this study by signing an [RB-approved
informed consent.

Control group

We tested DNA samples from 100 normal blood donors of
African ethnicity who had been previously phenotyped for
Rh(D, Clc, Efel, Kell (Kfk), Kidd (Jk*/Jk"), Duffy (Fy*/Fy"),
MNS (M/N, §/s), and Diego (DF/DI as control for our proce-
dure. This control group was representative of the ethnic
background of the patients.

Agglutination tests: Phenotypes were determined by hae-
magglutination in gel cards (Diamed AG, Morat, Switzerland)
using two different commercial sources of antisera (Immucor,
Norcross, GA; Diamed AG).

DMNA preparation

The genomic DNA was extracted from 200 pl aliquots of
whale blood by a manual spin column separation (QLAmp,
Qiagen, Valencia, CA, USA), according to the instructions of
the manufacturer and eluted into 100 pl of buffer. The DNA
concentration of each sample was determined by measure-
ment of optical density at 260 and 280 nm, and an aliquot of
8 ul, containing ~10 ng of gDNA, was transferred to the PCR.

BeadChip DNA analysis

The DNA array analysis was performed by using the Human
Erythrocyte Antigen BeadChip (HEA') containing probes
directed to polymorphic sites in RHCE, FY (including FY-
GATA and FY265), DO (including HY and JO), C0, DI, 5C,
GYPA, GYPE (including markers permitting the identification
of U-negative and U-variant types), LU, KEL, JK, LW and one
murtation associated with haemoglobinopathies [HghS)
(BioArray Solutions, Warren, NJ, USA] for all controls, donors
and patient samples. The HEA BeadChip assay was performed
in accordance with a previously described protocol [22,23]
and is briefly described helow.

An aliquot of 8 ul of gDNA was added to a proprietary
master mix to produce a 25-u multiplexed PCR amplifica-
tion reaction which was performed (using a GeneAmp 9700
thermal cycler, ABI, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), in a ‘single-tube’ format, using a set of primers
designed to generate a set of amplicons containing the
designated polymorphic sites of interest. The single-strand
amplicons produced by post-amplification processing were
combined with elongation mixture (Bioarray Solutions) and
were placed onto each BeaChip carrier. After barcode
scanning image was taken automatically from each chip. The
software combined the assay image with the pre-existing
bead information and generated results as bar graphs and
allele assignment. A phenotype report was generated

2009 The Author(s)
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automatically by BeadChip analysis software with Weh-based
software [wHEA)] and data were analysed.

Results

Controls

We found 100% concordance with phenotype results for RH,
KEL, MNS, JE, FY and DI and the HEA BeadChip assay resulis
in the contral group.

Patients

Ofthe 144 SCD patients selected who received multiple trans-
fusions of RBCs, 42 (29%) had alloantibodies. There were 67
alloantibodies, occurring alone or in comhinations, detected
among the 42 alloimmunized patients with SCD {Table 1). We
found discrepancies between the previous phenotype and
genotype-derived phenotype in 15 of those 42 alloimmu-
nized SCD patients chronically transfused [Table 2). The
genotypes on those patients were confirmed in DNA samples
abtained from buccal epithelial cells and molecular testing
indicated that mistyping by haemagglutination occurred in
these 15 polytransfused SCD patients. Stored segments fram
blood units that had been recently transfused into those 15
alloimmunized recipients were phenotyped, confirming that
the transfused red blood cells were the source of the dis-
crepancy between genotype and phenotype, Four of those
patients became immunized to the RhE antigen, 2 to RhC, 3
to Jk* 2 to S and Fy", 2 to E and JK®, 1 to K1 and S and 1
to E, K1 and Di* antigens. They had been receiving transfusion
more frequently than those who did not present discrepancies,
and were the only ones who had received transfusion within
the previous 3 months,

Table 1 Blood group allcantibodies detected in 42 of 144 patients with
sickle cell disease who received multiple transfusians

Antibodies detected MNumber of patients

Anti-E

Anti-K

Anti-C, -E

Anti-U

Anti-C, -¢

Anti-C, K, -k
Anti-E, -Fy*, =Jb°, -5
Anti-E, -k

Anti=E, =K, =Di
Anti-K, -5

Anti-5, -Fy?

Anti-5, -1k

Total 42

B RY OLI PRI EA — B — — fA wd LD
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Table 2 Phenotyping and genotyping discrepancies results found on
samples friom 15 patients with sickle cell disease

Phenotype
Genatype
Rh system RhEE RhEe Rhee
RHCE'Efe z 0 1
RHCE /e il 2 a

RhiC Rhle Rhee
RHCECe il ¥} 4
RMCE o/ il i 0
Kidd system Jkfa +b =) Jkfa+ b+ Jkla =b+)
ALK 0 0 1
SRR E 0 k! 0
Duffy system Fyla+b =) Fyla +b +) Fyla = b+
FrBIFY B 1 0 il

Genotype frequencies on SCD patients and blood
donors’ DNA samples

The frequencies of SNPs namely AA (homozygous wild type],
AB (heterozygous) and BB (homozygous alternate allele)
ohserved in the two groups (SCD patients and blood donors)
are shown in Table 3, No significant differences on genotype
frequencies were observed between these two groups (patents
and donors).

Predicted phenotypes and search of compatible units

Based on genotype results we were able to predict phenotype-
compatible donors need in order to provide compatible units
to this diverse group of SCD patients. We investigated match-
ing for ABQ, RH, Kell, FY, JK, 5s and DL An electronic link
{using a special software developed for searching of compat-
ible units] between the blood donor and the patient need was
established allowing an automatic identification of the mast
compatible blood available. Based on their ABQ/Rh pheno-
types, we were able to find in a pool of 948 donors compatible
units for 134 of 144 (93%)] 5CD patients (Tahle 4).

Transfusion of phenotype-matched donor RBC units
according to genotype results

After confirmation of the antgen-negativity by haemagglu-
tination for RhD, Cfc, Efe, K1/K2, Fy*(Fy®, Jk*/JK", Di* and Ss
antigens in the donor segments, 2 to 3 units of anfigen-
matched blood were transfused to the 134 SCD patients.
Eleven af the 15 alloimmunized patients previously mistyped
by haemagglutination benefit from receiving antigen-
matched RBCs based on genotype as shown by better in vive
RBCs survival, as assessed by raises in haemoglobin levels
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Table 3 Observed genotype frequencies in patients with sickle cell disease and blood donors

Genatype Cle Efe FrAJB GATA FY-265 DO"AJB HY 1A KEL*1/2
Fatients

=144

AR 038 o o049 0-58 1 o7 0-98 093 a

AR 0r46 0-25 0-43 028 4] 0-48 o-02 007 003

BB 016 004 048 014 0 045 0 0 097
Donors

n=948

AR 034 72 o112 0-65 057 014 o-a7 036 0

AR (49 026 0-48 025 003 0-45 0-03 04 005

BE 017 ILIE 0-40 006 4] 0-41 ] 0 035

GYPB"S

Genotype KRB GYPA GYPS ‘Silence’ LU"A/B DI"A/B CO"A/B scfz LA
Patients

=144

A 033 ) 407 0-a8 1] a 094 058 0-39

AR (-48 050 019 Ho2 004 ] 002 002 001

BE 019 a9 054 1] 096 1 0 0 V]
Daonors

=948

Ay 0-28 030 0-08 099 0 ] 097 o5 1] o9

AB 052 052 0-38 001 005 0-04 003 02 001

BB 020 LigF] 053 Li] 085 096 ] 0 i
Table 4 Genotype-derived phenotypes of compatitie donors to patients and diminished frequency of transfusions. The transfusion
with sickle cell disease (SCD) timeline hefore genotyping was about 1 week, and after

extended genotyping matched it changed 1o 30 to 45 days.
ABOYRh Predicted phenotype of SCD Blood
phenotype compatible donor patients donors . %
: Rk Discussion
'?' Ryt Fyla-), L_-"”‘["']' 5 e Jk{p-) 12 3 The serious consequences of alloimmunization have led some
:'_' :\.-I ::;:]I Eﬂ::l_;:fh-ll :.:::’ ;‘z SCD treatment centres l_':J prc:-.*.ufllcct h]jm.d I:JT- dmn_ur:i with
B r 5.-. Ke. Jidae] 6 1 closely matched RBC antigens for transfusion into sickle cell
OR,t S~ K-, Jklb-) 0 s recipients [5-7]. The success of this task depends on the ability
BR,r Dola-), K- 5 12 to accurately type polytransfused patients and to supply the
OR,r Dala-), 5=, K=, Jk[b=) 2 n SCD patient’s transfusion need. The relevance of genotype
OR,r Dola-), K-, Jkib=) )| 14 determination of blood groups for the management of
AR, r 5=, K- 16 37 multiple transfused patients with diseases such as SCD and
ORR, Dola-). s=, K=, Jk(b=) 3 8 f-thalassemia has been demonstrated [13,14] by allowing the
ORR, 5 K-, Jde-] E kR derermination of the true blood group genotype, and by
Om K-, Dofa-} 5 12 assisting in the identification of suspected alloantibodies and
0 Tt K- 5~ Jda-) : o the selection of antigen-negative RECs for transfusion.
EE’? :: j__.'j:::__]] 3 E r‘-‘]il..'ruul'l_‘d}’ Li:.chrji.tlum' L:'iI.TI mnlﬁhult:.lu the management
C-F:...r iy 5'_5_ . . of transfusions in SCD patients by allowing a more accurate
0 r,' K-, vaa-f. IKa-], 5 3 0 selection of donor units 1o prevent alloimmunization, ensure
Total 144 301/948 the best match and transfusion safety. The possibility to use
an automated DNA extraction method and the ability to test

Bold: The 10 patients we did not find compatitde units the patients and a large number of donors simultaneously

@ 2009 The Author(s)
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for several antigens, together with computer analysis and
interpretation of data [23,24], makes it leasible to easily
increase the inventary of donors to the SCD patients and to
facilitate the matching of RBC components to the recipient’s
blood rype.

Cur data show that BeadChips can be used to find RBC
compatible units to patients with SCD by selecting blood
donors according to the ABO/Rh phenatype from the patients
establishing an electronic link between the blood donor and
the patient need. Although the patients were diverse and each
one needed a different phenotype, we were able to find com-
patible units for 134 of 144 SCD patients, matching for ABO,
Rh, Kell, Duffy, Kidd, Ss, Dombrock and Diego. As part of the
miatching strategy we considered group O donors for all patients
and there were a sufficient number of antigen-negative com-
ponents on hand to meet the needs of those 134 patients after
serological confirmation,

Because ANVISA (Brazilian regulatory agency) requires
that all testing be completed using licensed reagents and test
methods prior to labelling a unit of blood we are still required
o confirm the results with serology but even with this double
resting, molecular testing saves stafT time and money.

The 10 patients we did not find compatible units in this
danor pool had unusual phenolype combinations or rare
phenotypes, like RZRZ, R2R2 and S-s-11. In theory and
according to the gene frequencies found in Brazilians, for
those 10 patients we would have 1o be tested 2000 donars to
be able to match all of them. The 11 alloimmunized patients
who benefit from receiving antigen-matched RBCs based on
Benotype as shown by better in wive RBCs survival, as
assessed by raises in haemoglobin levels and diminished
frequency of transfusions, presented discrepancies between
phenotype and genotype on Eh, Duffy and Kidd and were
previgusly mistyped by haemagglutination.

Our results demonstrate that the DNA armay technology
can identify blood group genotypes for SCD patients and is
useful to readily identify compatible donors for those
patients. This routine DNA analysis of donors and recipients
would allow the selection of donors for given recipients an
the basis of the respective antigen repertoires. We can use the
information obtained by molecular methods to identify
donors who may meet the special requirements, and seralog-

ical tests are performed only on those samples. The provision
of antigen-negative blood forms the basis for safe blood
transfusion by minimizing the risk of adverse transfusion
reactions and alloimmunization.

This technology also opens the opportunity to extend DNA
typing to other antigens and variants found in SCD patients as:
partial D and e-variants, especially unusual Rh phenotypes
such as hr™ and h-, antigens such as V/V5, DAK and Js*
difficult to analyse serologically hecause suitable reagents
are not available, they are not on screening cells and not
represented in antibody identification panels. However, for

£ 2009 The Authors)
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effective application of genotyping to such patients, it is
important that suitably genotyped donors are availahle, Qur
data strongly suggest that genotyping a large cohort of
regular blood donors at a blood bank is sufficient to provide
compatible blood for these patients,

The implementation of automated platforms allows all
donors to be genotyped, expanding the blood donor extended
antigen database and the reduction of extended phenotype
testing. With this additional tool, more donors presenting
with rare and uncommon antigens are discovered, which
improves the likelihood that patients requiring frequent
transfusions will be provided with antigen-specific blood,

As a word of caution, we should emphasize that the
interpretation of genotyping results must take into account
the potential of contamination of PCR-based amplification
assays and the observation that the presence of a particular
genotype does not guarantee expression of this antigen on
the REC membrane, The predicted antigen state should
ideally be confirmed by haemagglutination.

In conclusion, blood group genotyping by DNA array con-
tributes 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 and improve the life of thousands of SCD
transfused patients by reducing mortality due to transfusion
reactions and immunization.
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