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RESUMO

De acordo com a Nomenclatura da Sociedade Internacional de
Transfusdo Sanguinea (ISBT), ja foram descritos mais de 340
antigenos eritrocitarios, distribuidos em 36 sistemas de grupos,
colecbes e séries. Esses antigenos sdo codificados por genes
altamente polimorficos e a distribuicdo de alelos varia entre
diferentes populacGes e grupos étnicos. Portanto, 0 conhecimento
e a deteccdo dos antigenos eritrocitarios sdo essenciais na pratica
transfusional, pois o desenvolvimento de anticorpos contra esses
antigenos pode se tornar um grande problema clinico,
principalmente nos casos onde o0s pacientes sdo portadores de
hemopatias ou em outras doencas que requerem transfusdes
sanguineas periddicas. Os métodos moleculares para a
identificagdo dos antigenos de grupos sanguineos ja sdo aplicados
em alguns paises e inclusive ja existem protocolos de
genotipagem de antigenos eritrocitarios bem estabelecidos e
validados na populacdo brasileira contudo, devido & grande
diversidade étnica presente em nosso pais, ainda ha necessidade
de se identificar os polimorfismos dos grupos sanguineos nas
diferentes regies brasileiras, como, por exemplo, na populagéo
do Estado de Santa Catarina, onde ndo foi publicado nenhum
estudo até o presente momento com esse tema. Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi investigar o polimorfismo de genes de grupos
sanguineos em doadores voluntarios de sangue e em pacientes
com hemopatias politransfundidos no Estado de Santa Catarina.
Para avaliar os polimorfismos dos sistemas de grupos sanguineos
Rh, Kell, Duffy, Kidd e Diego em doadores de sangue e pacientes
portadores de hemopatias do estado de Santa Catarina foram
genotipadas amostras de 373 doadores de sangue de sete regides
do estado que compdem a hemorrede de hemoterapia no estado
de Santa Catarina e 31 amostras de pacientes que necessitam de
transfusdo encaminhadas ao Laboratério de Oncologia
Experimental e Hemopatias (LOEH) entre agosto de 2011 e
marco de 2014. Para a identificagdo do gene RHD e alelos
RHCE*C/c, RHCE*E/e, KEL*01.1/KEL*02, FY*01l/FY*02,
FY*02N.01 (mutagdo GATA), JK*01/JK*02 e DI*01/DI*02 foi
utilizada a técnica de PCR Multiplex e a reacdo em cadeia da
polimerase seguida da digestdo enzimatica com enzimas de
restricdo (PCR-RFLP, do inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism),  respectivamente.  Posteriormente para a



identificacdo do alelo SMIM1*64_80del responsavel em
homozigose pelo fendtipo Vel- foi utilizada a técnica de PCR em
Tempo real aplicada somente na analise de amostras de doadores
voluntarios de sangue. Na andlise dos resultados, foi observada
gue os genotipos RHCE*Ee, KEL*01.1/KEL*02, FY*01/FY*01,
JK*01/JK*01, JK*02/02 foram o0s mais frequentemente
encontrados no estado de Santa Catarina. As frequéncias
genotipicas obtidas neste estudo foram comparadas com diversas
populacdes brasileiras e com populacbes europeias de outros
estudos e diferencas significativas foram encontradas, inclusive
entre as populagdes das diferentes regibes do estado de Santa
Catarina 0 que mostra que, mesmo no interior do estado, ha uma
populacdo heterogénea. As frequéncias desse estudo foram
similares a de populagdes caucasianas, italianas e alemds para 0s
sistemas Kell e Kidd. Os dados obtidos neste trabalho, além de
permitir conhecer a populacdo estudada, também possibilitardo
criar um banco de dados com os resultados da genotipagem
obtidos em doadores, com a finalidade de se melhorar a
compatibilidade transfusional para o0s pacientes que necessitam
de transfusdo sanguinea.

Palavras-chave: sistemas de grupos sanguineos, polimorfismos,

doadores, pacientes com hemopatias.



ABSTRACT

According to the nomenclature of the International Society of
Blood Transfusion (ISBT), there are more than 340 red cell
antigens described in 36 groups of systems, collections and
series. Polymorphisms of the blood group systems are highly
polymorphic and distribution of alleles varies between different
populations and ethnic groups. Therefore, knowledge and
detection of red cell antigens are essential in transfusion practice,
due to the fact that the development of antibodies against these
antigens can become a major clinical problem, especially in cases
where patients have blood disorders or other diseases that require
periodic blood transfusions. Molecular methods for the
identification of blood group antigens are already applied in some
countries and there are, in fact, red cell antigens genotyping
protocols well established and validated in the Brazilian
population. Nevertheless, due to the great miscegenation present
in our country, there is still a need to identify polymorphisms of
blood group systems in different regions of Brazil; for example,
the population of the State of Santa Catarina, which has no study
published with the subject up to now. The objective of this study
was to investigate the polymorphism of genes of blood group
systems in voluntary blood donors and patients with
hematological multiple transfusions in the State of Santa
Catarina. To evaluate the polymorphisms of blood group systems
Rh, Kell, Duffy, Kidd and Diego in blood donors and patients
with hematological State of Santa Catarina, were genotyped
samples from 373 blood donors from seven regions of the state
that make up the Hemotherapy Service Net in the state of Santa
Catarina and 31 transfusion-dependent patients forwarded to
Experimental Oncology and Hematology Laboratory (LOEH)
between August 2011 and March 2014. To identify RHD gen and
RHCE*C/c alleles and RHCE*E/e, KEL*01.1/KEL*02,
FY*01/FY*02, FY*02N.01 (GATA mutation), JK*01/JK*02 and
DI*01/DI*02 was used the technique Multiplex PCR and
polymerase chain reaction followed by enzymatic digestion with
restriction enzymes (PCR-RFLP, the restriction Fragment Length
Polymorphism), respectively. Posteriorly, to the identification of
SMIM1*64 80 del allele responsible in homozygous for Vel-
phenotype, was used the PCR technique in real time only applied
to the analysis of samples of voluntary blood donors. In analyzing



the results, it was observed that the RHCE*Ee, KEL*01/KEL*02,
FY*01/FY*01, JK*01/JK*01 e JK*02/JK*02 genotypes were the
most frequently found in the state of Santa Catarina. The
genotypic frequencies obtained in this study were compared with
several Brazilian populations and European populations of other
studies and significant differences were found even among the
populations of the different regions of the state of Santa Catarina,
which shows that even inside the state, there is a heterogeneous
population. The genotype frequencies were similar to those in
Caucasian samples and from Naples-Italy and Zurich-Germany,
studied in other groups for the Kell and Kidd Systems. The data
obtained in this work, besides allowing to know the studied
population also enables to create a database with the genotyping
results obtained from donors, in order to improve a secure
transfusion compatibility for patients who require blood
transfusion.

Keywords: Blood grupo systems, polymorphisms, donos,

transfusion-dependent patients
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1. INTRODUCAO

O conhecimento e a detec¢do dos antigenos eritrocitarios
sdo essenciais na préatica transfusional, pois o desenvolvimento de
anticorpos contra esses antigenos pode se tornar um grande
problema clinico, principalmente nos casos de pacientes
portadores de hemopatias ou em outras doengas que requerem
transfusbes sanguineas periddicas.

Grande parte dos centros de coleta e de doacdo de sangue
selecionam doadores a partir de um limitado nimero de
antigenos, em geral apenas unidades compativeis para ABO e Rh
sdo transfundidos a um paciente (ROZMAN et al., 2000).
Geralmente, os demais antigenos dos sistemas Rh, tais como, C,
¢, E e e, e outros sistemas, Kell, Duffy, Kidd, dentre outros, s&o
avaliados somente nos casos em que 0S pacientes apresentam
aloanticorpos contra esses antigenos. A investigacdo desses
antigenos ¢é realizada pela fenotipagem que é um método classico
para identificagdo de antigenos de grupos sanguineos e anticorpos
e é baseado no principio da hemaglutinagdo (REID, 2009).
Apesar de muito utilizada em laboratérios de imuno-hematologia,
essa metodologia apresenta algumas limitaces técnicas, pois é
um procedimento trabalhoso para a determinacdo de diversos
antigenos simultaneamente, depende da disponibilidade de
antissoros raros e reagentes de alto custo e a pesquisa de alguns
antigenos ndo é possivel pela indisponibilidade de antissoros
comerciais. Além disso, os procedimentos de fenotipagem
também apresentam restricdes, que a tornam algumas vezes
invidveis na rotina transfusional, como por exemplo, a
fenotipagem correta de um paciente recentemente transfundido
devido a presenca de hemacias do doador na sua circulacdo ou de
autoanticorpos (REID et al., 2000a, 2000b).

A utilizacdo de métodos de biologia molecular para
identificacdo de antigenos, tem sido fundamental para a insercao
de novas metodologias na rotina laboratorial da
imunohematologia, 0 que aumenta a seguranca e a eficacia
transfusional de pacientes politransfundidos, como os portadores
de hemopatias e outras doencas que requerem transfusdes
sucessivas. Isto pode ser facilmente visualizado com 0s
procedimentos de genotipagem de grupos sanguineos, nos quais
as técnicas moleculares suprem as deficiéncias das técnicas de
hemaglutinac&o, principalmente na fenotipagem de pacientes com
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transfusdo recente, quando ha hemacias do doador na circulagdo
do receptor e, em pacientes com autoanticorpos (ROZMAN et al.,
2000; CASTILHO et al., 2002a, 2002b). Outro aspecto relevante,
é que enquanto os testes de hemaglutinacdo avaliam os produtos
dos genes de grupos sanguineos, ou seja, o fendtipo, a
genotipagem detecta a sequéncia do DNA responsavel pela
expressao dos antigenos eritrocitarios, o gendtipo. Dessa forma, a
genotipagem é uma excelente alternativa e uma das suas
principais aplicacBes clinicas é auxiliar no processo de
identificacdo de anticorpos de pacientes recentemente
transfundidos e encontrar o sangue com o fen6tipo compativel
para os esses pacientes. (REID e LOMAS-FRANCIS, 2002;
CASTILHO et al., 2002a).

A aplicacdo da genotipagem de grupos sanguineos
eritrocitarios oferece vantagens na pratica clinica transfusional,
dentre elas, pode-se destacar a avaliagdo do perfil antigénico de
pacientes submetidos a transfusGes sanguineas recentes e de
pacientes com teste direto da antiglobulina positivo (TAD+), a
identificacdo de pacientes com o fen6tipo Fy(b-) que apresentam
0 alelo FY*02.NO1. Esses pacientes podem ser transfundidos de
forma segura com hemacias Fy(b+) sem o risco de desenvolver
anticorpos anti-Fy®? (REID e RIOS, 1999; CASTILHO et al.,
2000) o que significa um aumento da disponibilidade de bolsas
sanguineas para esses individuos. Além disso, a genotipagem
possibilita a identificacdo de um feto em risco de doenca
hemolitica no feto e no recém-nascido (DHFRN) sem fazer uso
de métodos invasivos que podem oferecer risco a saude fetal.
Nessa metodologia utiliza-se 0 DNA fetal que pode ser extraido
do plasma materno, ou simplesmente a partir do conhecimento do
genotipo dos pais. Em adicdo, a genotipagem ainda possibilita
identificar doadores quando reagentes para realizagdo de métodos
sorologicos ndo estdo disponiveis ou sdo fracamente reativos
(REID, 20009).

Como visto, a biologia molecular pode ser uma alternativa
importante para superar as limitagcbes das técnicas sorolégicas
para a determinacdo do perfil antigénico dos pacientes, e,
portanto, é de fundamental importancia realizar estudos que
possam contribuir com o aumento da seguranca transfusional dos
pacientes politransfundidos, com a identificacdo de novos alelos
na populagdo e determinar as frequéncias genotipicas nas
diferentes regifes do Brasil.
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Os métodos moleculares para a identificacdo dos antigenos
de grupos sanguineos ja sdo aplicados em alguns paises. Inclusive
ja existem protocolos de genotipagem de antigenos eritrocitarios
bem estabelecidos e validados na populacdo brasileira, contudo,
devido a diversidade étnica presente em nosso pais, ainda ha
necessidade de identificar os polimorfismos dos grupos
sanguineos nas diferentes regides brasileiras, como, por exemplo,
na populacdo do estado de Santa Catarina, onde ndo tinha sido
realizado nenhum estudo com esse tema.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar o polimorfismo de genes de grupos sanguineos
em doadores de sangue e em pacientes portadores de hemopatias
e politransfundidos no Estado de Santa Catarina.

2.2. Objetivos especificos

= Validar e implantar a metodologia de genotipagem de
grupos sanguineos para os sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd, Diego
e Vel na Universidade Federal de Santa Catarina;

= Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos de sistemas de grupos sanguineos nos doadores de
sangue de Santa Catarina e pacientes portadores de hemopatias
politransfundidos;

= Encontrar doadores portadores de fenétipos raros;

= Investigar os antigenos de grupos sanguineos envolvidos
nas reagOes transfusionais nos pacientes portadores de
hemopatias;

= Analisar se houve concordéancia entre os resultados
obtidos na fenotipagem e na genotipagem.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Os sistemas de grupos sanguineos sdo caracterizados pela
presenga ou auséncia de antigenos na membrana eritrocitaria.
Esses antigenos fazem parte da composicdo da membrana
eritrocitaria com funcgdes bioldgicas distintas (BONIFACIO et al.,
2009) e possuem caracteristicas polimorficas bem definidas
(ISSIT e ANSTEE, 1998), como pode ser observado na Figura 1.

Os antigenos de grupos sanguineos estdo direta ou
indiretamente codificados por genes de grupos sanguineos
especificos (DENOMME, 2011) e sdo definidos por sequéncias
especificas de aminoacidos, 0s quais constituem proteinas que
podem ou ndo estar ligadas a carboidratos ou a lipidios. A
diversidade dos antigenos de grupos sanguineos é herdada dos
progenitores assim como qualquer outra caracteristica genética
(REID e YAZDANBAKHSH, 1998).

Figura 1: Inser¢do dos antigenos de grupos sanguineos na membrana
eritrocitaria
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De acordo com a Nomenclatura da Sociedade
Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT), ja foram descritos
mais de 340 antigenos eritrocitarios, dos quais 296 antigenos
estdo distribuidos em 36 sistemas de grupos sanguineos e 0s
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demais antigenos estdo organizados em colec@es e séries. (Figura
2) (REID, 2008; 2009; STORRY et al., 2014; CASTILHO et al.,
2015).

Figura 2: Sistemas de grupos sanguineos e antigenos descritos
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Fonte: AVENT, 2008; STORRY et al., 2014.

Os genes que codificam os 36 sistemas de grupos
sanguineos ja foram clonados e sequenciados, e as bases
moleculares associadas com a maioria dos antigenos foram
determinadas (REID, 2008, 2009; STORRY et al, 2014
CASTILHO et al., 2015).

O mecanismo responsavel pelos polimorfismos da maioria
dos sistemas de grupos sanguineos origina-se predominantemente
de mutacdes de ponto, principalmente os polimorfismos de um
Unico nucleotideo (SNPs), mas recombinacgdes génicas, delecdes
e insergcdes também ocorreram ao longo da evolugdo dos genes
gue codificam os sistemas de grupos sanguineos e promovem o
desenvolvimento de formas variantes destes genes (DANIELS,
2005; WESTER et al., 2005, DENOMME, 2011). O
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conhecimento das bases moleculares dos sistemas de grupos
sanguineos atravées do estudo de diversas mutacdes,
principalmente SNPs, proporcionaram um meio para deduzir o
fenétipo do genétipo (DENOMME, 2011).

Dentre os sistemas de importancia clinica, nos quais os
polimorfismos ja sdo conhecidos, pode-se destacar o Sistema
ABO e Rh, e, posteriormente, Kell, Kidd e Duffy (DENOMME,
2015). Logo abaixo, segue uma breve descricdo sobre os sistemas
Rh, Kell, Duffy, Kidd, Diego e o Vel, 0 novo sistema de grupo
sanguineo descrito.

Sistema de grupo sanguineo Rh

O sistema Rh é o mais complexo dos sistemas de grupos
sanguineos e encontra-se composto por 54 antigenos, dos quais 0s
principais sdo RhD, RhC, Rhc, RhE e Rhe (STORRY et al.,
2014). Estes antigenos formam oito complexos génicos
conhecidos como haplétipos de Rh: CDe (R1), cDE (R2), cDe
(R0), CDE (Rz), cde (r), Cde (r’), cdE ("), CdE (ry).

Os principais antigenos do sistema Rh, sdo codificados por
dois loci de genes altamente homologos, o gene RHD que
codifica o antigeno RhD e o gene RHCE que codifica os
antigenos RhC, RhE, Rhc e Rhe (DANIELS, 2013). Esses genes
sdo compostos por 10 éxons cada e estdo localizados no brago
curto do cromossomo 1 entre as regides p36.13 e p34.3, na
orientagdo 3'RHD 5- 5’"RHCE 3" (CARTRON, 1994; COLIN et
al., 1991, DANIELS et al., 2009).

O polimorfismo Rh mais importante sobre o aspecto
clinico ¢ o polimorfismo de D, devido ao seu alto grau de
imunogenicidade. Aproximadamente, 85% dos caucasianos sdo
caraterizados como RhD-positivos e 15% sdo RhD-negativos.
Colin e colaboradores (1991) encontraram que o fenétipo RhD-
negativo resulta da homozigosidade para completa delecdo do
gene RHD que leva a auséncia da proteina RhD na membrana
eritroide, 0 que explica a alta imunogenicidade de D comparado
com outros antigenos do sistema Rh. Em raras excecBes, 0
fendtipo RhD-negativo relaciona se a presenca de alguns éxons
do gene RHD (YE et al., 2009). Em africanos, o fenétipo RhD
negativo pode ser decorrente da presenga do pseudogene RHD
(RHD ), que contém uma duplicacdo de 37 pares de bases (pb)
inseridas no éxon 4, que gera um stop cddon na posi¢do 210. A
frequéncia do pseudogene em negros da Africa do Sul é de
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aproximadamente 0,0714, o que corresponde a 66% dos
individuos RhD-negativos (SINGLETON et al., 2000).

A proximidade dos dois genes no cromossomo 1, bem
como, o arranjo dos genes RHD e RHCE no locus RH promove a
troca genética que, por sua vez, criou muitos antigenos
clinicamente significantes do sistema Rh (WAGNER &
FLEGEL, 2000). Dentre esses, é possivel destacar as variantes do
antigeno RhD conhecidas como D fraco, D parcial e Del. O
fendtipo D fraco é caracterizado pela fraca expressdo dos
antigenos D; doadores de sangue com esse fendtipo podem
aloimunizar pacientes RhD negativos. O fendtipo D parcial é
caracterizado por alteragdes ou surgimento de novos epitopos na
superficie extracelular da proteina D, que podem gerar proteinas
muito distintas do antigeno D; individuos com esse fenotipo
podem inclusive desenvolver anti-D.

O fendtipo RhDel, outra variante do antigeno RhD é
caracterizado por uma significante reducdo da expressdo do
antigeno RhD na membrana eritrocitéria, identificada em
populacdes asiaticas. (QUIN et al., 2005). Esse fenétipo é
identificado como RhD negativo pelos testes soroldgicos
rotineiros, mas adsorvem e eluem o anti-D (WAGNER et al.,
2001; WESTHOFF, 2007). O grande problema é que doadores de
sangue portadores do fendtipo Del podem estimular o
desenvolvimento de anti-D em pacientes RhD negativo.

A base genética dos antigenos RhC/c (103Ser—Pro) é
complexa e resulta de seis substituicGes de nucleotideos no gene
RHCE, dentre as quais apenas quatro resultam em diferentes
aminoécidos. A genética do polimorfismo RHCE*E/e
(226Pro—Ala) ¢ mais simples, causada por um SNP no éxon 5 do
gene RHCE (CARTRON, 1994; NOIZAT-PIRENNE et al.,
2002).

Sistema de grupo sanguineo Kell

O Sistema de grupo sanguineo Kell ¢é altamente
polimérfico e depois dos sistemas ABO e Rh, é o mais importante
dos sistemas de grupo sanguineo para a medicina transfusional,
pois alguns dos seus antigenos sdo potentes imundgenos e 0s
aloanticorpos desenvolvidos podem levar a graves reagdes
transfusionais incompativeis e doenca hemolitica do feto e recém-
nascido (DHFRN) (LEE et al., 2007; DENOMME, 2015).
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Atualmente, esse sistema compreende pelo menos 36
antigenos, que sdo carreados em uma glicoproteina
transmembrana de 93kDa tipo Il e sdo expressos em eritrocitos,
testiculos, e em menor quantidade, no tecido cerebral, 6rgdos
linfoides, coracdo, musculo esquelético e células progenitoras
mieldides (WHESTHOFF; REID, 2004; REID, 2012;
BOTURAO-NETO, 2015). A maioria dos antigenos esta
classificada dentro de seis pares de antigenos antitéticos de alta e
baixa frequéncia, e outros antigenos que se expressam de forma
independente (REID, 2012; ARNONI et al., 2013, BOTURAO-
NETO et al., 2015).

Os antigenos do sistema de grupo sanguineo Kell sédo
codificados a partir de polimorfismos de um Unico nucleotideo
(SNPs) no gene KEL, o qual é composto por 19 éxons que estdo
localizados no brago longo do cromossomo 7qg33. Os alelos
responsaveis pela expressdo dos antigenos sdo herdados de forma
codominante; o alelo KEL*2, que codifica o antigeno de alta
frequéncia KEL 2 (k, “Celano”) e o alelo KEL*1, que codifica o
antigeno KEL1 (K, “Kell”). Esses alelos resultam do SNP
(C578T) no éxon 6 que leva a substituicdo do aminoacido T193M
(REID, 2012; ARNONI et al., 2013).

As frequéncias antigénicas variam em populacBes de
diferentes origens étnicas e podem ser significativas na medicina
transfusional, principalmente entre europeus e afrodescendentes.
O antigeno KEL1 esta presente em 9% dos caucasianos e 2% dos
negros, enquanto que o antigeno k (KEL2) apresenta frequéncia
de 91% em Caucasianos e 98% em negros (REID &LOMAS-
FRANCIS, 2004; BOTURAO-NETO et al., 2015).

Aloanticorpos contra os antigenos do Sistema de grupo
sanguineo Kell sdo normalmente da classe 1gG, e o de maior
importancia clinica é o anti-Kell (anti-KEL1) (LEE et al., 1993;
2007; DANIELS et al., 2009).

Sistema Duffy

O gene DARC ou FY que codifica os seis antigenos
pertencentes ao sistema Duffy, Fy?, Fy°, Fy®, Fy* Fy%e Fy®, sdo
expressos nas hemécias e em varios tecidos ndo eritréides, como
0 rim, o bago, o coragdo, o pulmao, os musculos, o duodeno, o
pancreas, a placenta, o cérebro, o intestino, a glandula tiredide e
em células de Purkinje do cérebro (YAZDANBAKHSH et al.,
2000; JEANS et al., 2005). Esse foi o primeiro gene humano
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designado como autossdbmico. O locus FY, localizado no
cromossomo 1, na posicdo 1g22-q23 € caracterizado pelos
principais alelos FY*01 (FY*A), FY*02 (FY*B) e FY*02.N0O1. Os
alelos FY*01 e FY*02 sdo distinguidos por uma mutacdo de
ponto missense no nucleotideo 125G>A, o que resulta na
substituicdo do amino&cido glicina por um 4&cido aspartico na
posicdo 42 (Gly42Asp) originando os antigenos antitéticos Fy? e
Fyb, (JENS et al., 2005; NATHALANG et al., 2015). Esses
antigenos sdo responsaveis pelos fenétipos Fy(a+b+), Fy(a+b-) e
Fy(a-b+) cujas frequéncias variam entre os diferentes grupos
étnicos. Além disso, o silencioso alelo FY*02.NO1 é raro em
populagdes caucasianas, mas frequente em negros africanos, e é
responsavel pelo fen6tipo Fy(a-b-) particularmente em area com
incidéncia de malaria.

A glicoproteina Duffy, codificada pelo gene DARC
também é conhecida como antigeno receptor de quimiocina
Duffy (do inglés, DARC), é um receptor de células vermelhas
para uma variedade de quimiocinas de ambas as classes CXC e
CC, incluindo as quimiocinas angiogénicas CXC (ELR+), mas
ndo as angiostaticas CXC (ELR-) 17 (HADLEY; PEIPER, 1997;
PRUENSTER; ROT, 2006). Essa proteina também atua como
receptor para o Plasmodium vivax e Plasmodium knowlesi,
agentes responsaveis por diferentes formas da malaria no homem
e no macaco, respectivamente (MILLER et al., 1975; HADLEY;
PEIPER, 1997).

O fenodtipo Fy(a-b-) é o resultado de um SNP na posicéo -
67T>C no promotor eritroide GATA-1 (motivo repetitivo do sitio
de ligagdo no promotor da linhagem eritroide) que impede a
transcricdo do ntigeno FY02 ou Fy® nas heméacias, mas ndo nas
demais células onde esse antigeno também é expresso. Individuos
com esse fendtipo possuem hemadcias resistentes a invasdo de
Plasmodium vivax e Plasmodium knowlesi, parasita da malaria. O
fenétipo Fy(a-b-) identificado em caucasianos é o resultado de
alelos silenciosos, FY*AO e FY*BO. Esses alelos sdo gerados por
quatro diferentes mecanismos associados com um stop cédon
também causado por um SNP ou por delecdo no éxon 2
(MALLINSON et al., 1995; RIOS et al., 2000; JEAS et al., 2005;
CASTILHO et al., 2007). Esse fendtipo ainda pode ser decorrente
do alelo FY*X, resultado de 2 SNPs concomitantes no éxon 2,
265C>T e 298G>A, o qual é responsavel pela fraca expressdo do
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antigeno Fy®, que na maioria das vezes é erroneamente
fenotipado como Fy(b-) (TURLAMINE et al., 1998).

O sistema de grupo sanguineo Duffy é clinicamente
significante para a medicina transfusional devido ao fato dos
anticorpos desenvolvidos contra os antigenos estarem envolvidos
em reagdes transfusionais hemoliticas e doenga hemolitica do feto
e recém-nascido. Os anticorpos anti-Fy? e anti-Fy® sdo da classe
IgG, e quando presentes, estdo associados a presenca de outros
anticorpos, principalmente em individuos politransfundidos
(COTORRUELO et al., 2009).

Sistema Kidd

O sistema sanguineo Kidd é composto por dois antigenos
antitéticos Jk? e Jk° e um antigeno de alta incidéncia, o Jk3. O
gene que codifica esses antigenos (SLC14A1) possui 11 éxons
que codificam a glicoproteina transmembrana Kidd madura
(LOMAS-FRANCIS, 2007). Os trés fen6tipos comuns Jk(a+b-),
Jk(a-b+) e Jk(a+b+) do sistema de grupo sanguineo Kidd sdo
codificados por dois alelos co-dominantes, JK*01 e JK*02, no
locus 18912.3 (LIN et al., 2009). A diferenga entre os dois alelos
¢ a troca do aminoacido Asp280Asn decorrente do SNP 838G>A
no éxon 9. Quando o acido aspartico estad presente no residuo
280, 0 antigeno Jk? é expresso e a substituicdo pela asparagina na
mesma posicao resulta na expressao do antigeno Jk® (OLIVES et
al.,, 1997). As bases genéticas para o fenotipo Jk(a-b-) séo
variadas e os alelos diferentes, que codificam o fenétipo null, ja
foram descritos.

Os anticorpos desenvolvidos contra os principais antigenos
do sistema Kidd, anti-Jk? e anti-Jk®, sdo geralmente da classe IgG,
e, em particular, as subclasses 1gG1 e 1gG3. Esses anticorpos séo
capazes de se ligar ao fragmento C3d do complemento,
resultando na hemolise intra e extravascular, caracterizadas como
reacdes hemoliticas transfusionais agudas e tardias (DHTRS).
Além disso, esses anticorpos estdo envolvidos em DHFRN e
rejeicdo de transplantes em pacientes que receberam transplante
de 6rgdos sélidos (VUCELIC et al., 2005; SANFORD et al.,
2015).
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Sistema Diego
O sistema de grupo sanguineo Diego é constituido por 22

antigenos localizados na glicoproteina banda 3 da membrana
eritrocitaria. Compreende quatro antigenos antitéticos Di?/DiP,
Wra/WrP e 17 antigenos de baixa incidéncia populacional. Os
polimorfismos DI*01/DI1*02 resultam da substituicdo de um
Unico aminoacido na 72 alga extracelular da banda 3 (Troca do
nucleotideo 2561 (T>C), que leva a substituicdo do aminoacido
Prolina (Di") para Leucina (Di?) na posicdo 854 no gene SLC4Al
(POOLE, 1999; REID, 2012; FIGUEROA, 2013). O antigeno Di?
é de baixa frequéncia em caucasianos, mas pode ser comum entre
indios e japoneses. Esse antigeno é considerado um marcador
antropologico devido a sua ocorréncia quase exclusivamente
entre populagcdes mongoloides, incluindo orientais (3 a 6%) e
indigenas, com frequéncia que pode variar de 5 a 54%. Em 2003,
no Brasil, foi descrita uma prevaléncia ainda maior, de 75,7% na
tribo indigena Parakand (BALEOTTI et al., 2003). Por outro
lado, o antigeno Di® é de alta frequéncia, e é encontrado em quase
100% na populacdo geral. Doadores de sangue portadores do
antigeno Di (b-) sdo considerados raros pela ISBT (Wu, 2002;
REID, 2012; FIGUEROA, 2013). Anticorpos contra os antigenos
Di e Di® sdo geralmente IgG e tem sido reportado como
responsaveis por doenca hemolitica do feto e recém-nascido e
também por reagdes transfusionais hemoliticas (REID, 2012;
FIGUEROA, 2013).

Sistema Vel

O antigeno Vel foi descrito inicialmente em 1952 por
Sussman & Miller. Investigacbes recentes sobre as bases
moleculares responséaveis pela expressdo do antigeno Vel nos
eritrdcitos resultou na transferéncia do antigeno Vel, previamente
localizado na Colecdo 212 para a posicdo 342 dos sistemas de
grupos sanguineos (BALLIF et al., 2013; HAER-WIGMAN,
2015; STORRY et al., 2013). O Vel é um antigeno de alta
frequéncia, e é expresso nos eritrécitos da maioria dos individuos,
mas podem estar ausentes em casos raros (SUSSMAN LN,
MILLER EB, 1952; BALLIF et al., 2013). A frequéncia global
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do fenotipo Vel- na populagdo caucasiana é de aproximadamente
0,025% e tem sido descrito em outras popula¢es, tais como
negra, asiatica e populac@es indigenas canadenses (REID, 2012;
HAER-WIGMAN, 2015).

O principal mecanismo molecular responsavel pelo
fendtipo Vel- é a delecdo de 17 nucleotideos no éxon 3 do gene
SMIM1 que codifica o sistema de grupo sanguineo. O SMIM1 é
um gene pequeno com 97 kb, o qual estd localizado no
cromossomo 1, e, é constituido por 4 éxons. O fenétipo Vel- é
transmitido por heranca autossémica recessiva, e devido a
auséncia de triagem, normalmente, sé é revelado quando os
individuos Vel- desenvolvem anti-Vel apds a transfusdo ou
gestacdo (STORRY; CVEIJIC, 2013). Anti-Vel é bem conhecido
por sua atividade hemolitica agressiva. Individuos com anti-Vel
podem sofrer reagfes transfusionais hemoliticas agudas severas
ap6s a transfusdo de sangue incompativel. Doadores com
fendtipo Vel- sdo raros, mas sua identificacdo € necessaria para a
transfusdo segura em apoio a pacientes (BALLIF et al., 2013;
HAER-WIGMAN et al., 2015). Transfusdo de pacientes com
anti-Vel é um desafio, ndo s6 devido a raridade de doadores
compativeis, mas principalmente devido a indisponibilidade de
reagentes comerciais para triagem soroldgica (REID, 2012).

Importéncia clinica dos antigenos

Como visto anteriormente, os antigenos de grupos
sanguineos estdo ancorados na membrana do eritrdcito, mais
especificamente na parte externa da membrana eritrocitaria e sao
de extrema importancia na medicina transfusional, pois a
auséncia de um antigeno pode levar a aloimunizacdo de um
individuo ap6s transfusdo de heméacias com o0 respectivo
antigeno, e, dessa forma, aumentar o seu risco transfusional em
transfusbes subsequentes (REID, 1997; ISSIT e ANSTEE, 1998).
Além da fundamental importancia na medicina transfusional, os
antigenos de grupos sanguineos tém um papel importante na
incompatibilidade materno-fetal, nas anemias auto-imune e nos
transplantes de orgdos sélidos e medula Ossea (ISSITT e
ANSTEE, 1998).

Pacientes em regime de transfusdo de sangue crénica como
0s pacientes portadores de anemia falciforme, podem desenvolver
anticorpos contra varios antigenos eritrocitarios. A maior causa
de aloimunizagdo nesses pacientes é a diferente distribuicdo dos
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antigenos entre doadores de ancestralidade européia e 0s
pacientes falciformes de ancestralidade africana (CHOU e
WESTHOFF, 2009).

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

Quadro 1: Consequéncias da aloimunizacéo eritrocitéria
Aumento do risco de reages transfusionais hemoliticas e
destruicdo dos eritrécitos alogénicos
Destruicdo dos eritrdcitos autélogos (Anemia Hemolitica Auto-
Imune — AHALI) através da hemdlise by standard
Destruicdo dos eritrdcitos do feto (Doenca Hemolitica do Feto e
Recém-Nascido — DHFRN)

Danos a tecidos e 6rgdos transplantados
Reduc&o do nimero de bolsas de sangue compativel
Atraso nos procedimentos transfusionais

Custos adicionais aos servicos
Fonte: POOLE e DANIELS, 2007.

A transfusdo de sangue incompativel, que causa reagao
transfusional hemolitica imediata com destruicdo intravascular
das hemacias transfundidas, pode levar a morte. A grande maioria
dos casos esta relacionada a incompatibilidade ABO, pois 0s
anticorpos anti-A e anti-B ativam o sistema complemento e estdo
presentes em altas concentragcdes no plasma (PETZ, 1989; ISSIT
e ANSTEE, 1998). Pacientes que recebem transfusdo de sangue e
de componentes sanguineos com antigenos eritrocitarios
diferentes dos seus podem desenvolver anticorpos contra esses
antigenos. Esses  pacientes podem apresentar reagdes
transfusionais hemoliticas tardias, com destruicdo extravascular
das hemacias, devido a anticorpos ndo detectados em testes pré-
transfusionais. Os anticorpos mais implicados na reacdo
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transfusional hemolitica tardia sdo os dirigidos contra antigenos
dos sistemas Rh (34%), Kidd (30%), Duffy (14%) e Kell (13%)
(MOLISSON et al., 1988). Aloanticorpos desenvolvidos contra
outros antigenos eritrocitarios ocorrem em menos que 1% da
populacdo (GIBLETT, 1961, 1977; SPIELMANN & SEIDL, 1974;
HOELTGE et al, 1995; GEIFMAN-HOTZMAN et al, 1997;
SCHONEWILLE etal., 1999; CASTILHO, 2008).

O significado clinico dos anticorpos antieritrocitarios
depende da frequéncia do antigeno que pode variar de acordo
com as diferentes origens étnicas e sua imunogenicidade. A
ocorréncia  de  anticorpos  irregulares em  pacientes
politransfundidos estimulou a investigacdo da frequéncia da
aloimunizacdo em populacBes distintas, levando-se em
consideracdo as diferencas étnicas existentes entre elas (ISSIT,
1998; CASTILHO, 2008).

Vérios trabalhos mostram a frequéncia da producdo de
anticorpos irregulares em populagcfes selecionadas de pacientes
politransfundidos (ORLINDA et al, 1978; COLES et al., 1981;
BLUMBERG et al., 1983; DAVIES et al., 1986; REISNER et al., 1987;
COX et al., 1988; VICKINSKY et al., 1990; ROSSE et al., 1990;
TALANO et al., 2003; NOIZAT-PIRENNE, 2013). Esses trabalhos
mostraram que a prevaléncia de formagdo de anticorpos em
pacientes com anemia aplastica, leucemia mieldide aguda,
insuficiéncia renal e hemorragia gastrointestinal era similar, 11 a
16% (BLUMBERG et al., 1983; SOOD, et al., 2013). Em
pacientes com hemoglobinopatias, o indice de aloimunizacdo
encontrado foi o mais alto, 29%, podendo atingir até 36% em
pacientes com anemia falciforme (ORLINDA et al., 1978; COLES et
al., 1981; DAVIES et al., 1986; REISNER et al., 1987; COX et al.,
1988; VICKINSKY et al., 1990; ROSSE et al., 1990; TALANO et al.,
2003, NOIZAT-PIRENNE, 2013). Outros trabalhos relatam que é
alta a probabilidade de resposta imune a antigenos eritrocitarios
em pacientes portadores de anemias hemoliticas autoimunes,
cirrose hepética e sindromes mielodisplésicas (SALMON et al.,
1990, ARRIAGA et al.,1995; STIEGLER et al., 2001; SCHONEWILLE
etal., 2009; ZALPURI et al., 2012; SANZ et al., 2013).

Considerando-se as frequéncias génicas e a prevaléncia
desses anticorpos em diferentes populagdes (GIBLETT, 1961), a
probabilidade de um individuo produzir um ou mais anticorpos
antieritrocitarios foi estimada em aproximadamente 1% por
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unidade de sangue transfundido, e podem ocorrer em 2 a 6% dos
pacientes que recebem transfusdo sanguinea.

Na pratica transfusional, tem-se procurado minimizar as
chances de um individuo formar aloanticorpos antieritrocitarios,
devido ao risco associado a transfusfes e gestacdes futuras. Por
isso, alguns autores estimulam as transfusdes intraraciais em
pacientes portadores de anemia falciforme (ORLINDA et al.,
1978; ROSSE et al., 1990). Outros recomendam transfusdes
fenotipicamente compativeis com os antigenos eritrocitarios mais
imunogénicos (D, K, E, ¢, C, e, Fy?, Jk?, S) (COLES et al., 1981;
SALMON et al., 1990; AYGUN et al., 2002; ZALPURI et al.,
2012).

A fenotipagem eritrocitaria é essencial para a confirmacao
de aloanticorpos e auxilia a identificacdo de anticorpos que
podem ser formados no futuro. A fenotipagem é um método para
investigar os antigenos de grupos sanguineos e anticorpos, o qual
é baseado no principio da hemaglutinacdo. Esta metodologia vem
sendo utilizada ha mais de século, e é considerada o padrdo ouro,
pois requer poucos equipamentos e quando executada da forma
correta, apresenta especificidade e sensibilidade apropriada para a
seguranca transfusional da maioria dos pacientes que necessitam
de transfusdo sanguinea (REID, 2009). No entanto, apesar dessa
metodologia ser muito utilizada em laboratérios de
imunohematologia, apresenta determinadas limitagfes técnicas e
clinicas que merecem atencdo (Quadro 2), pois é um
procedimento trabalhoso para a determinacdo de diversos
antigenos simultaneamente e depende da disponibilidade de
antissoros raros e reagentes de alto custo. Além disso, a pesquisa
de alguns antigenos ndo é possivel pela indisponibilidade de
antissoros comerciais, e, € dificil fenotipar corretamente um
paciente recentemente transfundido devido a presenca de
hemacias do doador na sua circulacdo (HILLYER et al., 2008;
REID 2009).
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Quadro 2: LimitacGes da Hemaglutinagdo
Limitacoes Técnicas
Teste subjetivo (interpretagéo subjetiva)

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

Requer o uso de soros confiaveis
Indisponibilidade de antissoros comerciais para muitos
antigenos
Limitages Clinicas
Fenotipagem de pacientes com transfusdes recentes
Fenotipagem de heméacias de pacientes com autoanticorpos
Falha na determinacéo da zigosidade RHD
Dificuldade de transfundir pacientes aloimunizados
Adaptado de: HILLYER et al., 2008.

Em virtude dessas limitacGes, tem se procurado identificar
meios mais seguros para evitar as reacdes transfusionais em
pacientes politransfundidos. Atualmente, as tecnologias baseadas
em métodos moleculares, tem sido o0 método de escolha para os
procedimentos de genotipagem molecular (REID et al., 2000a;
ROZMAN et al., 2000; CASTILHO et al., 2002a; HILLYER et
al., 2008).

Desde a clonagem e o sequenciamento dos genes que
codificam os sistemas de grupos sanguineos, tem havido um
grande progresso nho entendimento sobre 0s mecanismos
moleculares que levam a diversidade dos antigenos de grupos
sanguineos. Alguns desses mecanismos sdo: SNPs (Substituicdo
de Nucleotideos), delegdo, insercdo, mecanismos de splicing
alterados, crossing over intragénico, crossing over intergénico,
conversdao génica e outros rearranjos génicos. No entanto, a
maioria dos polimorfismos de grupos sanguineos surge de
mutages de ponto missenses, ou seja, de uma mudanga na
identidade do amino&cido codificado (AVENT, 1997; REID e
YASDANBAKHSH, 1998).

A utilizagdo das ferramentas de biologia molecular tem
sido fundamental para a inser¢do de novas metodologias na rotina
laboratorial da imunohematologia, principalmente em situagdes
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clinicas mais complexas para melhorar a seguranca e a eficacia
transfusional para os pacientes politransfundidos. Isso pode ser
visualizado durante os procedimentos de genotipagem de grupos
sanguineos, pois as técnicas moleculares suprem a deficiéncia da
técnica de hemaglutinacdo, principalmente na fenotipagem de
pacientes com transfuséo recente, quando ha hemacias do doador
na circulacdo do receptor e, em pacientes com autoanticorpos,
como os portadores de anemia hemolitica autoimune (AHAI)
(ROZMAN et al., 2000; CASTILHO et al., 2002a, 2002b). Além
disso, as técnicas moleculares podem identificar a presenca de
genes que codificam antigenos de grupos sanguineos fracamente
expressos na membrana, o que contribui para a prevengdo de
possiveis reacdes transfusionais hemoliticas (REID, 2007).

Enquanto os testes de hemaglutinagéo avaliam os produtos
dos genes de grupos sanguineos, a genotipagem detecta a
sequéncia do DNA responsavel pela expressdo dos antigenos
eritrocitarios. Dessa forma, a genotipagem representa uma
excelente alternativa para 0s casos em que 0s testes de
hemaglutinagdo sdo insuficientes (DANIELS, 2005; REID e
LOMAS-FRANCIS, 2002; CASTILHO et al., 2002a).

H& mais de 10 anos os laboratdrios de referéncia em
imunohematologia comecaram a implementar métodos
moleculares para identificacdo de SNPs especificos que
codificam antigenos de grupos sanguineos. Dentre os protocolos
empregados para a determinacdo dos antigenos de grupos
sanguineos encontram-se reacdo em cadeia de polimerase alelo-
especifico (AS-PCR), PCR seguido por analises dos fragmentos
com enzimas de restricdo (PCR-RFLP) (REID e
YASDANBAKHSH, 1998; REID e RIOS, 1999; DENOMME et
al., 2000), as técnicas de PCR em tempo real (PCR Real-Time)
(REID, 2003; NOVARETTI et al, 2010), a técnica de
microarranjos (microarray) (BEIBOER et al., 2005; HASHMI et
al., 2005; RIBEIRO et al.,, 2009; COSTA et al. 2013) e
recentemente, Maldi-Toff (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization Time-of-Flight) (GASSNER et al., 2013; MEYER, et
al., 2014).

As principais aplicagcbes clinicas da genotipagem de
grupos sanguineos incluem a confirmacéo de discrepancias ABO
e RhD (especialmente de antigenos fracamente expressos em
hemécias de doadores), determinacdo de zigozidade do antigeno
RhD (principalmente em pais RhD positivos), auxilio no processo
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de identificagdo de anticorpos de pacientes recentemente
transfundidos e a busca de sangue com fendtipo compativel para
0s mesmos. Estudos mostram que a presenca de leucécitos nos
produtos de sangue transfundidos ndo interferem na genotipagem
de grupos sanguineos (REID, 1997; REID et al., 2000a; RIOS,
1999; ROZMAN et al., 2000; CASTILHO et al., 2002a). Outra
aplicacdo clinica da genotipagem inclui situagdes onde as
hemécias estdo revestidas com anticorpos IgG (teste direto da
antiglobulina positivo - TAD+), pois a maioria dos antissoros
utilizados para a fenotipagem sdo reativos pelo teste da
antiglobulina (REID et al., 2000a; CASTILHO et al., 2001,
HILLYER et al., 2008).

A genotipagem molecular tem sido utilizada para
identificar pacientes falciformes com fenétipo Fy(b-), que podem
ser transfundidos de forma segura com hemécias Fy(b+), sem o
risco de desenvolverem anticorpos anti-Fy? (REID e RIOS, 1999;
CASTILHO et al., 2000). Dois tercos da populacdo de origem
Africana com fen6tipo Fy(a—b-) possuem o gene FY*B com uma
mutacdo no promotor eritréide (GATA). Essa mutacdo quando
presente, leva a auséncia de expressdo da proteina Duffy e,
consequentemente, do antigeno Fy® na superficie das hemécias.
No entanto, a proteina é expressa em outros tecidos, como por
exemplo, nas células do endotélio de vasos sanguineos
(TOURNAMILLE et al., 1995; IWAMOTO et al., 1996;
PARASOL et al., 1998).

A genotipagem pode ser empregada na selecdo do sangue a
ser transfundido em pacientes que apresentam anticorpos
dirigidos a antigenos de alta frequéncia populacional (REID e
LOMAS-FRANCIS, 2002). Isto é particularmente Gtil quando os
antissoros nao estdo comercialmente disponiveis ou apresentam
reatividade fraca. Isso pode ser visualizado na genotipagem
molecular de pacientes e doadores de sangue para a identificacdo
do antigeno Vel, recentemente descrito (BALLIF et al., 2013). O
fendtipo Vel- é um dos mais dificeis de serem identificados em
muitos paises. 1sso pode ser explicado em parte pela raridade do
tipo sanguineo Vel-, mas também pela falta de rastreios em
doadores de sangue. Doadores de sangue podem ser
erroneamente fenotipados como Vel- devido a baixa expressao do
antigeno nas hemaécias, e isso pode colocar em risco transfusional
pacientes com anti-Vel. O anti-Vel é de grande importancia
clinica, pois apresenta uma atividade hemolitica agressiva e esta



44

envolvido em reagdes transfusionais hemoliticas agudas e tardias
que podem induzir faléncia renal (BALLIF et al., 2013).

Pelo exposto, a implantagdo dos testes moleculares permite
uma compatibilidade entre pacientes e doadores mais exata que
pode diminuir o risco de reacBes transfusionais devido a
aloanticorpos existentes e prevenir a aloimunizacdo. Além disso,
pode proporcionar um aumento na eficacia e na seguranga
transfusional, reduzindo a necessidade de transfusdes e o risco de
lesdo pulmonar aguda relacionada a transfusdo (COSTA et al.,
2013). Em adicéo, a genotipagem também possibilita rastreios em
busca de doadores portadores de fendtipos raros, até entdo
limitados devido a indisponibilidade de reagentes comerciais ou
fracamente reativos.

Embora alguns protocolos de genotipagem de grupos
sanguineos estejam bem estabelecidos e ja validados em algumas
populacdes brasileiras, principalmente em laboratérios de
referéncia em imuno-hematologia, no estado de Santa Catarina a
implantacgdo e a validacdo dessas metodologias se faz necesséria.
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4. CASUISTICA E METODOS
4.1. Amostras utilizadas

4.1.1. Amostras de doadores de sangue e pacientes

Apbs a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica de
Pesquisa em Seres Humanos da UFSC (CEPSH n°2270/2011) e a
assinatura do Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), foram coletadas amostras de sangue anticoaguladas com
EDTA de 373 doadores voluntarios de sangue, atendidos no
Hemocentro de Santa Catarina (HEMOSC) no periodo de agosto
de 2011 a abril de 2014 e de 31 pacientes portadores de
hemopatias que necessitavam de transfusdes e que estavam sendo
acompanhados pelo Servico de Hematologia do Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago da
Universidade Federal de Santa Catarina e pelo Hemocentro de
Santa Catarina (HEMOSC).

As amostras incluidas nesse estudo foram amostras de
doadores de sangue de repeticdo, tipo sanguineo O, que tinham
doado sangue mais de uma vez, procedentes de sete regides do
estado de Santa Catarina (Floriandpolis, Lages, Blumenau,
Joagaba, Criciima, Chapecd e Joinville), as quais compreendem a
hemorrede do estado de Santa Catarina (Figura 4). Desse estudo,
foram excluidas amostras de doadores de sangue que ja possuiam
resultados de fenotipagem eritrocitaria, com tipo sanguineo A, B
e AB e procedentes de regides que ndo as destacadas acima.
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Figura 4: Hemorrede do Estado de Santa Catarina
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Fonte: o autor

Legenda: Imagem representativa das sete regides do estado de Santa
Catarina que caracterizam o estado de onde foram coletadas as amostras
de doadores voluntérios de sangue.

4.1.2. Fluxograma e processamento das amostras

Apbs a coleta, as amostras de sangue dos doadores
voluntarios foram submetidas a fenotipagem eritrocitaria para
identificacdo dos antigenos dos Sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd,
Diego e Vel no Laboratério de Imuno-hematologia do HEMOSC
(Hemocentro de Santa Catarina), e, posteriormente, enviadas ao
Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias (LOEH)
da UFSC juntamente com as amostras dos pacientes, para serem
submetidas a extracdo do DNA e genotipagem dos polimorfismos
dos genes de grupos sanguineos dos sistemas Rh, Kell, Duffy,
Kidd, Diego e Vel.

O fluxo das amostras de doadores de sangue e pacientes
pode ser visualizado no Fluxograma abaixo (Figura 5).
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Figura 5: Fluxograma do processamento das amostras sanguineas de
doadores e pacientes politransfundidos
TCLE TCLE
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| |
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RH, K, FY, JK, Dl e Vel

Fonte: o autor

4.2. Metodologia

4.2.1. Fenotipagem eritrocitaria

A fenotipagem eritrocitaria para os antigenos C, ¢, E, e
(Sistema Rh), K, k (Sistema Kell) Fy?, Fy? (Sistame Duffy), JKk?,
JkP (Sistema Kidd), Di? (Sistema Diego) e Vel (Sistema Vel) foi
determinada nos doadores de sangue pelo teste de
hemaglutinacdo em gel, utilizando-se cartdes ID-Liss/Coombs da
Bio-Rad Laboratories, Califérnia, Estados Unidos, no
Laboratério de Imuno-hematologia do HEMOSC. O
procedimento para a fenotipagem foi realizado conforme
instrucbes do fabricante. Ap6s a identificacdo dos cartBes de
fenotipagem (com 6 microtubos em cada cartdo), foram
preparadas suspensdes de hemacias a 0,8% em LISS modificado
(Diluente 2) e 50 pl da suspensdo de hemacias foram adicionadas
aos microtubos contendo gel e soro antiglobulina humana. A
seguir, 25 pul do antissoro diluido, contendo anticorpos
especificos ao antigeno a ser estudado, foi adicionado ao mesmo
tubo. Apods incubacdo a 37°C durante 15 minutos, os cartdes
foram centrifugados a 70 g por 10 minutos. A leitura das reacGes
foi realizada de acordo com os padrdes de aglutinacdo do gel
teste.
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4.2.2. Extracdo de DNA

Depois de identificadas, todas as amostras de sangue
tiveram 0 DNA gendmico extraido de sangue total utilizando-se o
kit comercial QlAamp DNA Blood Mini Kit da empresa
Qiagen® (Chattlesworth, CA, US) de acordo com o
recomendado pelo fabricante do Kit de extracdo utilizado. Foi
obtido ao final um volume de 100ul de DNA em solucéo de cada
amostra de sangue coletado.

Apos a extracdo do DNA a qualidade de todos 0os DNASs
extraidos foi analisada no equipamento de espectrofotometria
Nanovue Plus da empresa GE Healthycare Life Sciences,
avaliando-se a densidade Optica na relagdo 260/280, onde valores
de D.O. entre 1,7 e 1,9 e concentragfes maiores que 20ng/uL
foram considerados ideais para o sucesso da amplifica¢éo.

4.2.3. Genotipagem individual de grupos sanguineos -
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A genotipagem individual (dos mais importantes alelos de
sistemas de grupos sanguineos, descritos no Quadro 3 e 4 foi
realizada em doadores voluntarios de sangue e em pacientes
portadores de hemopatias por meio da reacdo em cadeia da
Polimerase (PCR). Para a reacao foi utilizado 200 ng de DNA, 50
pmol de cada oligonucleotideo inciador (DNA Brasil)
previamente descritos (RIOS et al.,, 1999; REID et al., 2000;
SINGLETON et al., 2000; CASTILHO et al., 2002; BALLEOTI
et al., 2003; BALLIF et al.,, 2013, 2 nmol de cada dNTP
(Invitrogen Life Technologies®, Grand Island, NY, USA), 1,0 U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies®, Grand
Island, NY, USA) e tampéo para um volume final de 50 pl. Todas
as reacdes de PCR seguiram um protocolo padrdo com variagdes
de temperatura de pareamento dos oligonucleotideos e o nimero
de ciclos determinados, conforme Quadro 3. As reacdes de PCR
foram realizadas em um termociclador Mastercycler personal
(Eppendorf, Hamburg, Germany). Vale ressaltar que previamente
as reacdes de PCR passaram por padronizacao apés gradiente de
temperatura com variacbes entre 55° e 65°C para 0s
polimorfismos dos Sistemas de grupos sanguineos Rh, Kell,
Duffy, Kidd e Diego e a 65° a 75° para o Sistema Vel, utilizando-
se amostras controle com resultados previamente determinados
pela fenotipagem.
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4.2.4. Genotipagem para a determinac¢do dos polimorfismos
FY*01/FY*02, FY*02N.01(mutagéo GATA),
KEL*01.1/KEL*02, JK*01/JK*02, DI*01/D1*02 e RHCE*E/e e
SMIM1*64_80 del.

A genotipagem convencional foi realizada em amostras de
DNA de doadores voluntarios de sangue e de pacientes
portadores de hemopatias. Para a determinacdo dos
polimorfismos dos sistemas de grupos sanguineos Rh
(RHCE*E/e), Duffy, Duffy-GATA, Kell, Kidd, Diego e Vel foi
realizada a técnica de PCR-RFLP (PCR seguida por andlise de
fragmentos com enzimas de fragmentacao) com oligonuleotideos
especificos para cada sistema estudado (Quadro 3).

A andlise final dos produtos de PCR foi realizada apds
corrida eletroforética em gel de agarose a 2,0% corados com
brometo de etidio. Em seguida, os produtos de PCR amplificados
foram digeridos em 12 horas de incubacdo com as enzimas de
fragmentacdo (New England Biolab Beverly, MA, USA)
descritos no Quadro 5, utilizando-se um volume final de 20pul,
10ul do produto de PCR e 10ul da mistura de enzima/tampao, de
acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.

A analise do tamanho dos fragmentos obtidos com a
fragmentacdo enzimatica foi realizada ap6s eletroforese em gel de
agarose a 2% e poliacrilamida 12% por 2 horas na voltagem de
100 volts utilizando marcador de peso molecular. O padrdo
encontrado nas reacBes pode ser observado nas Figuras 6 a 14.

4.25. Genotipagem RHD, RHD ¥e RHCE*C/c

A genotipagem dos alelos do sistema Rh foi realizada
segundo protocolo de SINGLETON et al. (2000), com
modificagbes. Para amplificacdo dos alelos RHCE*C/c e
avaliacdo da presenca do gene RHD, foi utilizada a técnica de
PCR-Multiplex que amplifica os alelos RHCE*C/c e avalia a
presenca de RHD pela analise dos éxon 7 e intron 4 desse gene.
A deteccdo da duplicacdo de 37 pb no gene RHD, conhecida
como pseudogene RHD ou RHD ¥, foi realizada utilizando-se o
método de PCR-AS (PCR alelo especifico), com um par de
oligonucleotideos especificos para essa regido génica e um par de
oligonucleotideos como controle interno (HGH — horménio do
crescimento humano). A analise dos produtos de PCR obtido foi
realizada apds eletroforese em gel de agarose a 2,0%. As
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mutagbes de ponto associadas a este polimorfismo e as
sequéncias dos oligonucleotideos que foram utilizados
encontram-se no Quadro 4.



Quadro 3. Sequéncias de oligonucleotideos e Condig¢des da PCR

Sistema Oligonucleotideos Temperatura de Ciclagem Referéncias
Diego 5 TCCCCCTCAACTGAGAACT 3’ 1 ?éré‘itg %grﬁirijtisr?ggto BALLEOTI
5 TTCCTGAAGATGAGCGGCAG 3 sequndos 5 72°C em 32 ciclos, etal., 2003
5" AAGGCTGAGCCATACCAGAC 3’
Duffy 5" AAGGCTGAGCCATACCAGAC 3°
5" CAAGGCCAGTGACCCCCATA 3° 1 minuto a 94°C, 1 minuto
5’ CATGGCACCGTTTGGTTCAG 3’ a65°C, 1 minuto a72°Cem35  CASTILHO
Kell 5 AAGCTTGGAGGCTGGCGCAT 3’ ciclos. etal., 2002
5'CCTCACCTGGATGACTGGTG 3°
Kidd S TGAGATCTTGGCTTCCTAGG 3’
5’ ATTGCAATGCAGGCCAGAGA 3’
Vel 5’ CTGGAGTGTGCTGGAAGGA 3’ i;ﬁ:&‘:})";ﬁ; é:?lrmmg‘; Z ?22% BALLIF et
5’ AGAGAGGAGGCTGTAGCTG 3° ' al., 2013

em 35 ciclos.

Fonte: o autor
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Quadro 4. Sequéncias de oligonucleotideos e Condig¢fes da PCR

Sistema Oligonucleotideos Terrg:g’:;:l;a et Referéncias
20 segundos a 94°C, 20 RIOS et al
RHCE*E/e 5’GGCAACAGAGCAAGAGTCCA 3° segundos a 62°C, 20 1999: REIIS
5’CTGATCTTCCTTTGGGGGTG 3’ segundos a 72°C em 35 et al ’ 2000
ciclos. "’
5’AGCTCCATCATGGGCTACAA 3’
RHD 5" ATT GCCGGCTCCGACGGTATC 3’ 15 segundo a 95°C, 15 REID et al
Rh 5> GGGTTGGCTGGGTAAGCTCT 3’ segundos a 94°C, 1 2000 N
5’GAACCTGCTCTGTGAAGTGCT 3° minuto a 65,5°C, 3 SIN GLE,TO
5> CAGGGCCACCACCATTTGAA 3° minutos e 3Q segundos a N et al
RHCE*Clc 5" GAACATGCCACTTCACTCCAG 3’ 72°C (30 ciclos); 72°C 2000"
5’TCGGCCAAGATCTGACCG 3’ por 10’ e 4°C.
5" TGATGACCACCTTCCCAGG 3’
5’AATAAAACCAGTAAGTTCATGTGG 3° 1 minuto a 94°C, 1
Rib¥ 5’ AACCTGGGAGGCAAATGTTT 3’ Cminutoa6s’c,3 S NOTO
HGH 5’TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA 3’ minutos e 30 segundos a 2000"

5’CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC 3’

72°C

Fonte: o autor
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Quadro 5: Enzimas utilizadas para a fragmentagdo enzimética dos produtos das PCR-RFLP e tamanho dos fragmentos das

reacoes
Sistema/ Alelos Alelos Polimorfismo f Sl ~ AU
ragmentacdo (pb)
Diego DI*01/DI1*02 2561 T>C Msp | 149,79e 70
Duffy FY*01/FY*02 125 G>A Ban | 306, 210, 96 e 86
FY*02N.01 -67T>C Sty | 189, 108, 81 e 61
Kell KEL*01.1/KEL*02 698 T<C Bsm | 156, 100 e 56
Kidd JK*01/JK*02 838 G>A Mnl | 110,80e 50
RHCE*E/e 676 G>C Mnl | 152 e 115
Rh RHD 498 e 95
RHDY 250
RHCE*C/c 320, 177
Vel SMIM1*64 80 del  17nt deletion Sty | 1200, 800 e 400

Fonte: o autor



54

Figura 6: Imagem ilustrativa do gel de agarose a 2% para identificagéo

do gene RHD
—_ 14 (498pb)
W — — o) (13400
300—> “Ep-——

200 —
100 —

NG

~

S s —RHD EX7 (95pb)

2 3 4 s 6 j

I

Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 100 pb; Coluna 2:
Marcador de tamanho molecular de 50 pb; Coluna 3: Controle negativo;
Coluna 4: amostra RHD negativo; Colunas 5 e 6: amostras RHD

positivas.

Figura 7: Imagem ilustrativa do gel de agarose a 2% para identificacdo
do RHDY (pseudogene)

L

<

400 =
300—>

I

< HGH (434pb)
== RHDW (250pb)

Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 100 pb; Coluna 2:
Marcador de tamanho molecular de 50 pb; Coluna 3: Amostra RHDY¥Y
positiva; Coluna 4 e 5: Amostras RHD ¥ negativas.
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Figura 8: Imagem ilustrativa do gel de poliacrilamida a 12% para
identificacdo dos alelos RHCE*E/e

AT EEEER
m_'.E o

e/
200 — Hsz pb
100 —> s ==/ =115 pb
| ——

—— | - —=

N2 s s/

Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 100 pb; Coluna 2:
Amostra homozigota para o alelo RHCE*E apresentando o genotipo
RHCE*EE; Coluna 3: Amostra heterozigota para os alelos RHCE*E e
RHCE*e apresentando o genotipo RHCE*Ee; Coluna 4 e 5: Amostras
homozigotas para o alelo RHCE*e apresentando o genttipo RHCE*ee.

Figura 9: Imagem ilustrativa do gel de agarose a 2% para
identificacdo dos polimorfismos DI*01/DI*02

———
| —
200 =N qu— 149pb
150 =y | o e — =
100 =% —
— 79pb
pul
WS = 70pb

50 =N

Linha 1 2 3 4 5

Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 50 pb; Coluna 2: Produto
de PCR; Coluna 3: Amostra heterozigota para os alelos DI*01 e DI*02
apresentando o genétipo DI*01/DI1*02; Coluna 4: amostra homozigota
para o alelo DI*01 apresentando o genétipo DI*01/DI*01 e Linha 5:
amostra homozigota para o alelo DI*02, com o gen6tipo DI*02/D1*02.
Os alelos DI*01 e DI*02 correspondem aos antigenos Di* e DiP
respectivamente.
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Figura 10: Imagem ilustrativa do gel de agarose a 2% para identificagdo
dos polimorfismos FY*01/FY*02

4 N

e 392pb
—_— <= 306pb
— — e 210pb

W €=——386-96pb

| S S R S S

Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 50pb; Coluna 2: Produto
da PCR; Linha 3: Amostra homozigota para o alelo FY*01 apresentando
0 gendtipo FY*01/FY*01; Coluna 4: Amostra heterozigota para os alelos
FY*01 e FY*02 apresentando o genétipo FY*01/FY*02; Coluna 5:
Amostra homozigota para o alelo FY*02, apresentando o genétipo
FY*02/FY*02. Os alelos FY*01 e FY*02 correspondem aos antigenos
Fy* e Fy®, respectivamente.

Figura 11: Imagem ilustrativa do gel de agarose a 2% para identificacdo
do pilomorfismo GATA Normal (-67T/T) e Mutado (-67C/C)

_r = TR

500

400 —5 —
300> S—

200> — g ~ | =—=189pb
e 81pb
— 61pb

N S S

Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 100pb; Coluna 2: Produto
de PCR; Coluna 3: Amostra heterozigota para a mutagdo GATA -67 C/T;
Coluna 4: Amostra homozigota para o alelo normal, sem a mutacdo
GATA -67 C/T, gendtipo GATA -67T/T.
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Figura 12: Imagem ilustrativa do gel de agarose a 2% para identificagdo
do polimorfismo KEL*01.1/KEL*02

-

200

150 156pb

100 100pb
50 56pb

e s . s

Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 50 pb; Coluna 2: Amostra
de PCR; Coluna 3: Amostra homozigota para o alelo KEL*02 com o
genétipo KEL*02/KEL*02; Coluna 4: Amostra heterozigota para os
alelos KEL*01.1 e KEL*02, com o genétipo KEL*01.1/KEL*02; Coluna
5. Amostra homozigota para o alelo KEL*01.1, com o genétipo
KEL*01.1/KEL*01.1. Os alelos KEL*01.1 e KEL*02 correspondem aos
antigenos K (Kell) e k (celano), respectivamente.

Figura 13: Imagem ilustrativa do gel de agarose a 2% para identificacdo
do polimorfismo JK*01/JK*02

-, N

—
| —
200 —
150—
100— —_— —— <€——110pb
S = 30pb
50— — 50pb

)

Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 50 pb; Coluna 2: Amostra
heterozigota para os alelos JK*01 e JK*02 apresentando 0 gendtipo
JK*01/JK*02; Coluna 3: Amostra homozigota para o alelo JK*02
apresentando o genétipo JK*02/JK*02; Coluna 4: Amostra homozigota
para o alelo JK*01, apresentando o gen6tipo JK*01/JK*01; Os alelos
JK*01 e JK*02 correspondem aos antigenos Jk? e JK?, respectivamente.
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Figura 14: Imagem ilustrativa do gel de agarose a 2% para identificagdo
do alelo SMIM1*64_80 del

(g o,

120034 — <€—1200pb
800—> o ‘€= 800pb
a00—> S —— = 200pb

300—>
200—>
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Coluna 1: Marcador de tamanho molecular de 100 pb; Coluna 2:
Amostra de PCR; Coluna 3: Amostra homozigota para o alelo Wild type
que caracteriza o fenotipo Vel +; Coluna 4: amostra homozigota para o
alelo SMIM1*64_80 del que caracteriza o fenotipo Vel-; Coluna 5:
Amostra heterozigota Wild type/SMIM1*64_80 del.

4.26. Analise por PCR em tempo real do alelo
SMIM1*64_80 del

Para a avaliagdo do alelo SMIM1*64 80 del
oligonucleotideos especificos foram desenhados utilizando o
software Primer 38 para regido 127 pb do éxon 3 do gene SMIML.
Uma sonda interna a amplificacdo foi sintetizada e a extremidade
3 foi desenhada para especifica hibridizacdo da sequéncia de
nucleotideo, a qual existe somente em individuos que carregam a
delecdo de 17pb (GenBank NM_001163724). Todos 0s
oligonucleotideos e sondas foram previamente descritos por
DEZAN et al., 2015.

Os oligonucleotideos e as sondas foram sintetizados junto
com a ferramenta PrimeTime g PCR assay (IDT, USA). A PCR
Real-Time foi realizada de acordo com o protocolo previamente
descrito por DEZAN et al., (2015) como segue: 10uL de Master
Mix  (Applied Biosystems®), 1luL de solugdo de
oligonucleotideos/probes na concentracdo final de 500nM de
primers e 250nM de sonda) e 9uL de DNA extraido de buffy-coat
de leucocitos de sangue periférico. Ao final 20uL da reacédo foi
submetida a analise pelo sistema de analise StepOne™ Real Time
PCR (Applied Biosystems®) programado para incubacdo de
50°C de 2 minutos e 95 °C por 10 minutos, seguido por 50 ciclos
de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 minuto. Todas as amostras
positivas para o alelo pesquisado foram repetidas em triplicata
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para confirmar os resultados e a média de Ct observada foi de
32,97.

Figura 15: Imagem obtida da PCR em tempo real qualitativa de
amostras com a presenca do alelo SMIM1*64_80 del

Amplfication Plot

4.2.7. Analise estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por
contagem direta em planilhas do programa Excel (Microsoft®
Office Excel 2007). Foi realizada a comparagdo das frequéncias
génicas e alélicas de grupos sanguineos entre a populagdo de
doadores voluntarios de sangue do presente estudo e de doadores
de sangue do Parand (GUELSIN et al., 2010), S&o Paulo
(PELLEGRINO et al., 2001; RIBEIRO et al., 2009) e Bahia
(COSTA, 2011). A comparacao das frequéncias foi realizada por
meio do Teste do Qui-quadrado com corre¢do de Yate’s,
utilizando 0 software Openepi
(http://www.openepi.com/v37/twobytwo/twobytwo.htm) ou teste
exato de Fisher, quando adequado, usando uma tabela de
contingéncia 2x2 (SVEJGAARD et al., 1974), utilizando o
software SISA (Simple Interactive Statistical Analysis). O valor
de p<0,05 foi considerado significante.



http://www.openepi.com/v37/twobytwo/twobytwo.htm
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5. RESULTADOS

5.1. Genotipagem eritrocitaria dos polimorfismos de
grupos sanguineos em amostras de doadores voluntarios de
sangue e pacientes portadores de hemopatias

A genotipagem eritrocitaria dos polimorfismos de grupos
sanguineos do Sistema Rh, Kell, Duffy, Kidd e Diego foi
realizada em todas as 373 amostras de doadores voluntarios de
sangue e 31 amostras de pacientes portadores de hemopatias.

Das 373 amostras de doadores de sangue das sete regides
de Santa Catarina, 105 (28,2%) eram de Floriandpolis, 47
(12,6%) de Blumenau, 55 (14,7%) de Lages, 36 (9,7%) de
Chapecd, 58 (15,5%) de Criciima, 33 (8,8%) de Joacaba e 39
(10,5%) de Joinville.

A analise dos resultados da genotipagem de grupos
sanguineos das 373 amostras e 31 amostras de pacientes
possibilitou a determinacdo da frequéncia genotipica e a
frequéncia alélica dos principais genes de grupos sanguineos em
uma populagdo de doadores voluntarios de sangue e pacientes
portadores de hemopatias. Os resultados observados, separados
por sistemas de grupos sanguineos, estdo descritos abaixo e
podem ser visualizados nas Tabelas 1 a 4.

5.1.1. Sistema Rh

5.1.1.1. Doadores voluntarios de sangue

Entre as 373 amostras de doadores de sangue analisadas,
159 (42,6%) foram genotipadas como RHCE*Cc, 154 (41,3%)
como RHCE*cc e 60 (16,1%) RHCE*CC. As frequéncias alélicas
encontradas para RHCE*C e RHCE*c foram de 0,55 e 0,45,
respectivamente. Além disso, 268 (71,8%) amostras foram
genotipadas como RHCE*ee, 95(25,5%) RHCE*Ee, 10 (2,7%)
RHCE*EE, e as frequéncias alélicas obtidas foram 0,15 para o
alelo RHCE*E e de 0,85 para RHCE*e (Tabela 1).

5.1.1.2. Pacientes

O genotipo mais frequente observado nos pacientes foi
RHCE*Cc em 16 (51,6%), seguido de RHCE*CC em 9 (29,0%) e
RHCE*cc em 6 (19,4%) amostras. Além disso, foram
encontradas 24 (71,8%) amostras com o genotipo RHCE*ee, 6
(19,4%) RHCE*Ee e uma (3,2%) RHCE*EE. As frequéncias
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observadas para os alelos RHCE*C, RHCE*c, RHCE*E e
RHCE*e foram de 0,55, 0,45, 0,13 e 0,87, respectivamente
(Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia genotipica e alélica em doadores e pacientes
para o Sistema Rh

Fendtipo Gendtipo Doadores Pacientes
n (%) n (%)
C+c- RHCE*CC 60 16,1 9 29,0
C+c+ RHCE*Cc 159 42,6 16 51,6
C-c+ RHCE*cc 154 41,3 6 19,4
E+e- RHCE*EE 10 2,7 1 3,2
E+ et RHCE*Ee 95 255 6 194
E- e+ RHCE*ee 268 71,8 24 77,4
Antigeno Alelos Frequéncia
C RHCE*C 0,37 0,55
C RHCE*c 0,63 0,45
E RHCE*E 0,15 0,13
e RHCE*e 0,85 0,87

5.1.2. Sistema Kell

5.1.2.1. Doadores voluntarios de sangue

Na analise dos resultados das amostras de doadores para o
Sistema Kell, o gendtipo mais frequente foi KEL*02/KEL*02
observado em 350 (94,0%) amostras, seguido do genétipo
KEL*01.1/KEL*02 presente em 23 (6,0%) amostras. O genotipo
KEL*01.1/KEL*01.1 n&o foi observado em nenhuma amostra. A
frequéncia do alelo KEL*01.1 foi 0,03 e do KEL*02, 0,97 (Tabela
2).

5.1.2.2. Pacientes

O gendtipo mais frequente observado nas amostras de
pacientes foi KEL*02/KEL*02, presente em 28 (90%) amostras,
seguido do gen6tipo KEL*01.1/KEL*02 em duas (6%) amostras e
KEL*01.1/KEL*01.1 em uma (3%) amostra. A frequéncia do
alelo KEL*01.1 foi 0,03 e do KEL*02, 0,97 (Tabela 2).
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Tabela 2: Frequéncia genotipica e alélica em doadores e pacientes
para o Sistema Kell
Fendtipo Gendtipo Doadores  Pacientes
n f(%) N (%)
K+ k- KEL*01.1/ KEL*01.1 O 0 1 3
K+ k+ KEL*01.1/KEL*02 23 60 2 6
K- k+ KEL*02/KEL*02 350 940 28 90

Antigeno Alelos Frequéncia
K KEL*01.1 0,03 0,03
K KEL*02 0,97 0,97

5.1.3. Sistema Duffy

5.1.3.1. Doadores voluntarios de sangue

O gendtipo mais frequente nas amostras de doadores para
o Sistema Duffy foi FY*01/FY*01, presente em 176 (47,2%)
amostras, seguido do gendtipo FY*02/FY*02, presente em 107
(28,7%) amostras e FY*01/FY*02 em 57 (15,3%) amostras. A
mutacdo -67T/C que ocorre no promotor eritroide e previne a
expressdo do antigeno FY:2 (Fy®) na membrana do eritrocito
também foi avaliada. Assim, do total de amostras analisadas, 26
(7,0%) apresentaram o gendtipo GATA -67T/C, sete (2,0%)
GATA -67C/C e 340 (91,0%) amostras GATA -67T/T, ou seja,
ndo apresentaram a mutacdo. Todas as amostras homozigotas
para a mutacdo, genétipo GATA-67C/C, apresentaram o genotipo
FY*02N.01/FY*02N.01, que corresponde ao fendtipo Fy(a-b-).
Do total das amostras heterozigotas para a mutacdo GATA -
67T/C, 12(3,2%) apresentaram o genétipo FY*01/FY*02N.01 que
corresponde ao fendtipo Fy(a+b-), e 14 (3,8%), 0 genodtipo
FY*02/FY*02N.01, que corresponde ao fenotipo Fy(a-b+). Esse
fendtipo € caracterizado pela reducéo da expressdo do antigeno
Fy® na membrana do eritrdcito. A frequéncia dos alelos FY*01,
FY*02 e FY*02N.01 foi de 0,41, 0,54 e 0,05, respectivamente,
(Tabela 3).

5.1.3.2. Pacientes

Na andlise das frequéncias genotipicas nas amostras de
pacientes para o Sistema Duffy, foi observado maior frequéncia
do gendtipo FY*02/FY*02, presente em 12 (38,7%) amostras,
seguido do genétipo FY*01/FY*02, em 11 (3,5%) amostras e
FY*01/FY*01, em trés (9,7%) amostras. Na analise realizada em
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relacdo a mutacdo -67T/C, foi possivel identificar somente 5
(16,1%) amostras com o gendtipo FY*01/FY*02N.01 que
corresponde ao fenétipo Fy(atb-). A frequéncia alélica
observada foi de 0,35 para o alelo FY*01, 0,57 para o alelo
FY*02 e 0,08 para o alelo FY*02N,01 (Tabela 3).

Tabela 3: Frequéncia genotipica e alélica em doadores e pacientes
para o Sistema Duffy

Fenotipo Genotipo Doadores Pacientes
N f(%0) N f(%0)
Fy(a+b+) FY*01/FY*02 176 472 11 355
Fy(a+b-) FY*01/FY*01 57 15,3 3 9,7
FY*01/FY*02N.01 12 3,2 5 16,1
Fy(a-b+) FY*02/FY*02 107 28,7 12 38,7
FY*02/ FY*02N.01 14 3,8 0 0
Fy(a-b-)  FY*02N.01/ FY*02N.01 7 1,8 0 0
Antigeno Alelos Frequéncia
Fy? FY*01 0,41 0,35
Fy® FY*02 0,54 0,57
FY*02N.01 0,05 0,08
5.1.4. Sistema Kidd

5.1.4.1. Doadores voluntarios de sangue

O geno6tipo mais frequente observado para o Sistema Kidd
foi o JK*01/JK*02, presente em 156 (46,3%) amostras, seguido
do gendtipo JK*01/JK*01 observado em 104 (30,9%) amostras e
JK*02/JK*02 em 77 (22,8%) amostras. As frequéncias alélicas
observadas foram 0,54 para o alelo JK*01 e 0,46 para o alelo
JK*02 (Tabela 4).

5.1.4.2. Pacientes

Na analise dos resultados das amostras de pacientes foi
observada que 0 genétipo JK*01/JK*02 foi o mais frequente,
presente em 18 (58%) amostras, seguido do genotipo
JK*01/JK*01, presente em 10 (32%) amostras e JK*02/JK*02
em trés (10%) amostras. As frequéncias dos alelos JK*01 e
JK*02 foram de 0,61 e de 0,39, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4: Frequéncia genotipica e alélica em doadores e pacientes
para o Sistema Kidd

Fendtipo Gendtipo Doadores Pacientes

n (%) N (%)

Jk(a+b+) JK*01/JK*02 176 472 18 58
Jk(a+b-) JK*01/JK*01 110 295 10 32
Jk(a-b+) JK*02/JK*02 87 23,3 3 10

Antigeno Alelos Frequéncia
Jkd JK*01 0,54 0,61
JkP JK*02 0,46 0,39

5.1.5. Sistema Diego

5.1.5.1. Doadores voluntarios de sangue

Nas analises das frequéncias genotipicas das amostras de
doadores para o Sistema Diego, o genétipo DI*02/DI*02 foi o
mais frequente, presente em 352 (94,4%) amostras, seguido pelo
genotipo DI*01/DI*02 presentes em 21 (5,6%) amostras. O
genotipo DI*01/DI1*01 ndo foi encontrado. A frequéncia alélica
observada foi de 0,03 para o alelo DI*01 e de 0,97 para o alelo
DI1*02 (Tabela 5).

5.1.5.2. Pacientes

O gendtipo mais frequente observado foi DI*02/DI1*02,
presente em 27 (87,1%) amostras, seguido do gendtipo
DI*01/DI*02, presente em quatro (12,9%) amostras. O gen6tipo
DI*A/DI*A ndo foi observado em nenhuma amostra. A
frequéncia alélica observada foi de 0,06 para o alelo DI*01 e de
0,94 para o alelo DI*02 (Tabela 5).
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Tabela 5: Frequéncia genotipica e alélica em doadores e pacientes
para o Sistema Diego
Fendtipo Gendtipo Doadores Pacientes
n f(%0) N (%)
Di(atb+) DI1*01/DI*02 21 5,6 4 12,9

Di(a+b-) DI*01/DI*01 0 0 0 0
Di(a-b+) DI*02/DI*02 352 94,4 27 87,1
Antigeno Alelos Frequéncia
Di? DI*01 0,03 0,06
Di® DI*02 0,97 0,94

As frequéncias genotipicas e alélicas dos doadores de
sangue das sete regifes de Santa Catarina também foram
determinadas separadamente e podem ser visualizadas na Tabela
6.



Tabela 6: Frequéncia genotipica e alélica em doadores das regifes de Santa Catarina
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) » FLN BLU LGS CPO CRI JOA oI
e N105 N47 N55 N36 N58 N33 N39
RHCE*CC 014(15)  015(7) 016(3 019(7) 010(6) 024(8) 02L(8)
RHCE*Cc 049(50) 036(17) 042(23) 050(18) 0,33(19) 043 (14) 046 (18)
RHCE*cc 038(40) 049(23) 042(23) 03L(11) 057(33) 033(11) 033(13)
RHCE*C 0,39 0,33 0,33 0,44 0,27 0,45 0,44
RHCE*c 0,61 0,67 0,64 0,56 0,73 0,55 0,56
Rh RHCE*EE 0(0) 002(1) 004(2) 006(2) 009(5) 006(2  0(0)
RHCE*Ee 026(27) 030(14) 029(16) 028(10) 024(14) 082(27) 025 (10)
RHCE*ee 0.74(78)  068(32) 067(37) 067(24) 067(39) 012(4) 074(29)
RHCE*E 0,13 0,17 0,18 0,19 0,21 0,47 0,13
RHCE*e 087 083 082 081 0.79 053 087
KEL*0LUKEL*0LL __ 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
KEL*0LLKEL*02  008(8)  009(4) 013(7) 003(1) 002() 003(1) 0,03 (1)
Kell KEL*02/KEL*02  0,92(97) 001 (43) 087 (48) 097(35) 098(57) 097 (32) 097 (38)
KEL*01.1 0,04 004 006 001 001 001 001
KEL*0? 0.96 096 097 099 099 0.99 0.99
FY*0L/FY*01 011(12) 015(7) 011(6) 022(8) 016(9) 0,16() 023(9)
FY*0L/FY*02 050 (52)  047(22) 045(25 050(18) 047(27) 039(13) 049 (19)
FY*01/FY*02.N01 0(0) 004(2) 007(4) 003(1) 007(8) 003(1) 0()
FY*02/FY*02 032(34) 030(14) 031(17) 019(7) 026(15) 033(11) 026 (10)
Duffy  FY=02/FY*02.NOL  006(6)  002(1) 004(2) 006(2) 003(2) 003(1) 0(0)
FY<02.NOUFY*02.NOL  001(1)  002(1) 002(1) 0()  001(1) 006(2)  0,02(L)
FY*01 0,36 0,40 0,37 0,49 0,42 0,36 0,47
FY*02 0,60 0,54 0,55 0,47 0,51 0,55 0,50
FY*02.NO1 0,04 0,06 0,08 0,04 0,07 0,09 0,03
JK*0L/IK*01 026(27) 049(22) 03L(17) 019(7) 03L(18) 030(10) 0.23(9)
IK*01/IK*02 051(54) 033(16) 049(27) 061(22) 038(22) 045(15) 051 (20)
Kidd IK*02/IK*02 023(24)  018(9 020(11) 020(7) 031(18) 024(8) 026 (10)
JK*01 0,51 0,64 0,55 0,50 0,50 0,53 0,49
JK*02 0,49 0,36 0,45 0,50 0,50 0,47 0,51
DI*01/DI*01 0(0) 000 0(0) 0(0) 000 0(0) 0(0)
DI*01/DI*02 006(6)  009(4) 005(3) O011(4 002() 003(1) 005(2)
Diego DI*02/DI*02 094(99) 091(43) 095(52) 089(32) 098(57) 097(32) 095 (37)
DI*01 0,03 0,04 0,03 0,06 0,01 0,02 0,03
DI*02 0,97 0,96 0,97 0,94 0,99 0,98 0,97
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5.2 Concordancia entre os resultados da fenotipagem e
genotipagem

Os resultados encontrados na genotipagem para 0S
sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd e Diego neste estudo foram
concordantes para a maioria das amostras de doadores e pacientes
analisadas com os fendtipos determinados pelo método de
fenotipagem baseado no principio da hemaglutinacdo. No
entanto, para o sistema Rh foram encontradas discordancias em
seis amostras de doadores, fenotipadas inicialmente com RhC+c+
e genotipadas como RHCE*cc que corresponde ao fenétipo RhC-
c+. Além disso, para o sistema Kidd, oito amostras foram
fenotipadas como Jk(a+b-) e genotipadas como JK*01/JK*02,
trés amostras fenotipadas como Jk(a+b+) e genotipadas como
JK*01/JK*01 e outras duas amostras como Jk(a-b+) e
genotipadas como JK*01/JK*02.

Para o sistema Duffy, foram observadas 20 discrepancias
entre os resultados de fenotipagem e de genotipagem (Tabela 7).
Essas discrepancias estdo relacionadas aos polimorfismos GATA-
67T/C, os quais sdo responsaveis pela auséncia da expressdo do
antigeno Fy® nos eritrocitos. As amostras foram genotipadas
como FY*02 (FY*B) e fenotipadas como Fy(b-), dessas 17 eram
amostras de doadores e trés de pacientes.
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Tabela 7: Amostras com resultados discordantes entre a genotipagem e fenotipagem para o Sistema Duffy

Sistema N. Amostras Fendtipo Gendtipo
Doadores Pacientes
Rh 5 0 Rh(C+c+) RHCE*cc
8 0 Jk(ath-) JK*01/JK*02
Kidd 3 0 Jk(a+b+) JK*01/JK*01
2 0 Jk(a-b+) JK*01/JK*02
FY GATA-67T>C
Duffy 10 3 Fy(a+b-) FY*01/FY*02 TC
7 0 Fy(a-b-) FY*02/FY*02 CC

Total 17 3



70

5.3. Identificagdo de pacientes Fy(b-) que apresentaram a
mutacao -67T/C

Na analise dos resultados para o sistema Duffy, dos 31
pacientes que necessitaram de transfusdo estudados, cinco
(16,1%) pacientes portadores de anemia falciforme apresentaram
o fenétipo Fy(b-), que teoricamente poderiam receber sangue
Fy(b+) pois apresentam a mutagdo —67T/C no promotor eritroide
GATA (alelo FY*02.N01).

5.4. Aloimunizagdo nos pacientes portadores de
hemopatias

Dos 31 pacientes participantes desse estudo, somente cinco
amostras apresentaram a identificacdo dos anticorpos irregulares
e estdo demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8: Aloanticorpos de grupos sanguineos em 5/31 pacientes
portadores de hemopatias politransfundidos
Ne Pacientes Anticorpos

identificados
Anti-c, E, K

Anti-E
Anti-Fy?, Jk?

Anti-E, K
Total

(SIS SN N

Esses resultados observados corroborama a dados da
literatura que relatam que esses anticorpos estdo mais envolvidos
no aloimunizacéao de pacientes politransfundidos.

5.5. Identificacdo de fendtipos de dificil caracterizagio
soroldgica

A partir da analise dos resultados da genotipagem das
amostras de doadores e pacientes, foi possivel detectar a presenca
de 25 amostras portadoras do fenétipo de dificil caracterizagio
sorologica Di(a+b+). Esse fenédtipo é de dificil caracterizacio
sorologica, devido a auséncia de antissoros comerciais para
identificacdo do antigeno de alta frequéncia DiP.

5.6. Sistema Vel
Das 448 amostras de DNA analisadas de doadores
voluntarios de sangue de sete regides que caracterizam o estado
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de Santa Catarina, 10 (2,23%) foram positivas para a delecdo de
17pb (64_80del) do gene SMIM1 em pelo menos um alelo
(10/448 = 2,23%).

As dez amostras positivas para a delecdo foram
caracterizadas como heterozigotas para o alelo SMIM1*64_80 del
usando PCR-RFLP como descrito por BALLIF et al., (2013). As
frequéncias alélicas e genotipicas estdo na Tabela 9.

Tabela 9: Frequéncia genotipica e alélica do Vel em doadores
voluntarios de sangue de Santa Catarina

Frequéncia Frequéncia genotipica
alélica

SMIM1*64_80 del /

- 0,
Wildtype ~ 98,88% SMIM1*64_80 del

0%

SMIM1*64_80

del 1,12%  Wild type / SMIM1*64_80 del 2,23%

Wild type / Wild type 97,77%

Todas as 10 amostras heterozigotas para o alelo
SMIM1*64 80del pela PCR-RFLP foram submetidas a analises
soroldgicas. As andlises foram realizadas utilizando-se um
antissoro anti-Vel humano e foi observado reatividade, a qual
variou de uma a trés cruzes, o que demonstra variacfes na
expressao do antigeno nas hemacias.

5.7. Estratégia para encontrar doadores de sangue com
fendtipos raros

Foram criadas estratégias para encontrar doadores de
sangue raros com o objetivo de suprir a necessidade de alguns
pacientes que requerem unidades de sangue Di(b-), diante da
presenca de aloanticorpos anti-Di°. Para isso, foram fenotipadas
1.931 amostras de doadores voluntarios de sangue para o
antigeno Di? do Sistema de grupo sanguineo Diego. Dessas, 56
(2,9%) apresentaram resultados positivos na fenotipagem
eritrocitaria, e dessa forma, foram submetidas para genotipagem
de grupos sanguineos para os alelos DI*01 (DI*A) e DI*02
(DI*B). Do total das 56 (98,2%) amostras genotipadas, 55
amostras  apresentaram resultados na  genotipagem
DI*01/DI*02(DI*A/DI*B) que determina o fenétipo Di(a+b+) e
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uma amostra (1,8%) DI*01/DI*01(DI*A/DI*A) que determina o
fendtipo raro Di(a+b-).

5.8. Comparacao das frequéncias genotipicas entre as sete
regibes do estado de Santa Catarina

Foram realizadas comparacdes das frequéncias genotipicas
observadas entre doadores de sangue das sete regides do estado
de Santa Catarina que compreendem, representam o estado.
Diferencas significativas foram observadas para os genotipos
RHCE*Cc, RHCE*cc, RHCE*EE, RHCE*Ee, RHCE*ee,
KEL*01.1/02, KEL*02/02, FY*01/FY*02.NO1, FY*02/FY*02,
JK*01/JK*01, JK*01/02. Destaca-se que as frequéncias dos
genotipos RHCE*Ee e RHCE*ee foram diferentes das outras seis
regides do estado. As diferencas significativas encontradas a
partir das andlises estdo destacados na Tabela 10.
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Tabela 10: Comparagdo das frequéncias genotipicas para os sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd e Diego entre doadores das sete

regides que caracterizam os estados de Santa Catarina

Genotipos FLN BLU LGS CPO CRI JOA JOI
Alelos N373 N47 N55 N36 N58 N33 N39
Sistema Rh
RHCE*Cc 0,33 (19)?
RHCE*cc 0,57 (33)2¢ 0,33 (11)® 0,33 (13)°
RHCE*EE 0,09 (5)°
RHCE*Ee 0,82 (27)2bcde 0,25 (10)f
RHCE*ee 0,12 (4)2bcde 0,74 (29)"
Sistema Kell
KEL*01.1/KEL*02 0,02 (1)°
KEL*02/KEL*02 0,98 (57)°
Sistema Duffy
FY*01/FY*02.NO1 0,07 (4)? 0,07 (4)?
FY*02/FY*02 0,19 (7)?
Sistema Kidd
JK*01/JK*01 0,49 0,19 (7)° 0,23 (9)°
(22)°
JK*01/JK*02 0,33 (16)* 0,61 (22)* 0,38 (22)¢

a Diferenca significativa na compacéo das frequéncias genotipicas de Floriandpolis (FLN) e as 6 regides do estado de Santa Catarina

b Diferenca significativa na compacéo das frequéncias genotipicas de Blumenau (BLU) e as outras 5 regides do estado de Santa Catarina
¢ Diferenca significativa na compagao das frequéncias genotipicas de Lages (LGS) e as outras 4 regides do estado de Santa Catarina

4 Diferenca significativa na compacéo das frequéncias genotipicas de Chapeco (CPO) e as outras 3 regides do estado de Santa Catarina

¢ Diferenca significativa na compagao das frequéncias genotipicas de Criciima (CRI) e as outras 2 regifes do estado de Santa Catarina

f Diferenca significativa na compacéo das frequéncias genotipicas de Joacaba (JOA) e Joinville (JOI)

N = nimero de sujeitos estudados; *p < 0,05.
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5.9. Comparacdo das frequéncias genotipicas entre
doadores de estados brasileiros

Foram realizadas comparacdes das frequéncias genotipicas
observadas entre doadores de Santa Catarina e outros estados
brasileiros como Parand, S8o Paulo e Bahia (GUELSIN et al.,
2010; RIBEIRO et al., 2009; PELLEGRINO et al., 2001 e
COSTA etal., 2011 “dados ndo publicados” (Tabela 11).

Diferencas significativas foram obtidas a partir das
analises entre as populagGes comparadas. Entre os estados de
Santa Catarina e Parand, somente polimorfismos do Sistema
Duffy apresentaram diferencas significativas (Tabela 11).

Na analise das frequéncias genotipicas entre os estados de
Santa Catarina e S&o Paulo muitas foram as diferencas. Os
gendtipos mais prevalentes no estado de Santa Catarina foram
RHCE*cc, RHCE*Ee, RHCE™*ee, KEL*01.1/KEL*02,
FY*01/FY*01, JK*01/JK*01, JK*01/02 e JK*02/02 enquanto que
na populacdo do estado de Sdo Paulo, os genétipos mais
frequentes foram RHCE*Cc FY*01/FY*02, FY*01/FY*02.NO1,
FY*02/FY*02, FY*02/FY*02.N0O1, FY*02.NO1/FY*02.NO1.



Tabela 11: Comparagdo das frequéncias genotipicas entre estados brasileiros

Genotipos sC PR SP-POP1 SP-POP2 SP-POP3 BA
Sistema N373 N400 N948 N250 N308 N196
Alelos
RHCE*CC 0,16 (60) 0,18 (72) 0,17 (161) 0,09 (22) 0,18 (57) 0,10 (20)*
RHCE*Cc 0,43 (159) 0,42 (172) 0,49 (465)* 0,33 (82) 0,40 (123) 0,40 (78)*
Rh RHCE*cc 0,41 (154) 0,40 (160) 0,34 (322) 0,58 (146)* 0,42 (128) 0,50 (98)*
RHCE*EE 0,03 (10) 0,02 (8) 0,02 (19) 0,02 (6) 0,02 (7) 0,02 (4)*
RHCE*Ee 0,25 (95) 0,26 (104) 0,26 (246) 0,10 (25)* 0,20 (61)* 0,19 (37)*
RHCE*ee 0,72 (268) 0,72 (288) 0,72 (683) 0,88 (219)* 0,78 (240)* 0,79 (155)*
Kell KEL*01.1/KEL*02 0,06 (23) 0,04 (20) 0,05 (47) 0,09 (23) 0,03 (7)* 0,04 (7)
FY*01/FY*01 0,47 (176) 0,12 (50)* 0,12 (114)* 0,14 (34)* 0,12 (36)* 0,05 (9)*
FY*01/FY*02 0,15 (57) 0,40 (157)* 0,45 (426)* 0,27 (68)* 0,34 (105)* 0,22 (43)*
Duffy FY*01/FY*02.NO1 0,03 (12) 0,08 (35)* 0,03 (29)* 0,11 (28)* 0,08 (25)* 0,18 (36)
FY*02/FY*02 0,29 (107) 0,26 (105) 0,38 (362)* 0,33 (82) 0,27 (83) 0,10 (19)*
FY*02/FY*02.NO1 0,04 (14) 0,10 (43)* 0,84 (8)* 0,01 (3)* 0,12 (36)* 0,22 (43)*
FY*02.NO1/FY*02.NO1 0,02 (7) 0,02 (10) 0,01 (9) 0,14 (35)* 0,08 (23)* 0,23 (46)*
JK*01/JK*01 0,29 (110) 0,27 (109) 0,28 (265) 0,22 (54)* 0,34 (105) 0,38 (74)*
Kidd JK*01/JK*02 0,47 (176) 0,48 (192) 0,52 (493) 0,64 (161)* 0,46 (143) 0,48 (94)
JK*02/IK*02 0,24 (87) 0,25 (99) 0,20 (190) 0,14 (35)* 0,20 (60) 0,14 (28)*

*p<0,05

SC: Populacéo do estado de Santa Catarina, sul do Brasil (referéncia)

PR: Populacédo do estado do Parand, sul do Brasil - GUELSIN et al., 2010.
SP (POP1, POP2 e POP3): Populagéo do estado de S&o Paulo, sudeste do Brasil — RIBEIRO et al., 2009.
PELLEGRINO et al., 2001; COSTA et al., 2011 "unpublished data".
BA: Populagdo do estado da Bahia, nordeste do Brasil - COSTA et al., 2011. "unpublished data".
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5.10. Comparacdo das frequéncias genotipicas entre
doadores de Santa Catarina e europeus

Quando as frequéncias genotipicas foram comparadas com
europeus estudados por outros grupos (POLIN et al., 2008.
HASHMI et al., 2007; MEYER et al., 2014; BELSITO et al.,
2015), somente os polimorfismos RHCE*EE, RHCE™ee,
KEL*01.1/KEL*01.1, JK*01/JJK*01 e DI*01/DI*01 néo
apresentaram diferencas significativas entre as populacGes. Foi
possivel observar similaridades entre as frequéncias obtidas em
Santa Catarina, Napoles, Zurique e Caucasianos para o Sistema
Kell e Kidd (Tabela 12).



Tabela 12: Comparagdo das frequéncias genotipicas dos doadores do estado de Santa Catarina e europeus

. - SC Austria Napoles Zurique Caucasianos
SEIE  CRMEIpESAEE e (N109) (N225) (N4000) (N1243)
RHCE*CC 0,16 (60) - 0,31 (69)* - -
RHCE*cc 0,41 (154) - 0,21 (47)* - -
RHCE*C 0,37 0,44
Rh RHCE*c 0,63 0,56
RHCE*Ee 0,25 (95) - 0,18 (42)* - -
RHCE*E 0,15 0,12
RHCE*e 0,85 0,88
KEL*01,1/KEL*02 0,06 (23) 0,08 (17) * 0,03 (7) 0,05 (196) 0,05 (62)
Kell KEL*02/KEL*02 0,94 (350) 0,45 (91)* 0,97 (218) 0,95 (3795) 0,95 (1181)
KEL*01.1 0,03 0,05 0,02 0,03 0,03
KEL*02 0,97 0,95 0,98 0,97 0,97
FY*01/FY*01 0,47 (176) 0,20 (40) * 0,18 (40)* 0,18 (703)* 0,18 (224)*
FY*01/FY*02 0,15(57) 0,36 (72)* 0,43 (98)* 0,47 (1862)* 0,43 (534)*
FY*0L/FY*02.NO1 0,03 (12) 0 (0) 0,02 (5) 0,01 (52)*
FY*02/FY*02 0,29 (107) 0,44 (88)* 0,36 (82)* 0,32 (1311) 0,39 (485)*
Duffy  FY*02/FY*02.NO1 0,04 (14) 0 (0)* 0 (0)* 0,01 (71)*
FY*02.NOL/FY*02.NO1 ~ 0,02 (7) 0 (0) 0 (0)* 0 (1)*
FY*01 0,41 0,38 0,41 0,42 0,41
FY*02 0,54 0,62 0,58 0,56 0,59
FY*02.N01 0,05 0 0,01 0,02
JK*01/JK*02 0,47 (176) 0,48 (97)* 0,52 (116) 0,50 (2001) 0,44 (547)
Kidd JK*02/IK*02 0,24 (87) 0,28 (56)* 0,24 (54) 0,24 (946) 0,26 (323)
JK*01 0,54 0,48 0,50 0,51 0,52
JK*02 0,46 0,52 0,50 0,49 0,48
DI*01/DI*02 0,05 (21) - 0 (0)* - 0 (0)*
Dl DI*02/DI*02 0,94 (352) - 1,0 (225)* - 1,0 (1243)*
DI*01 0,03 0 0
DI*02 0,97 1,00 1,00

*P<0,05 SC: Populagédo do estado de Santa Catarina, sul do Brasil (referéncia); Austria: POLIN et al., 2008;

Napoles, Italia: BELSITO et al., 2015; Zurique, Alemanha: MEYER et al., 2014; Caucasianos: HASHMI et al., 2007
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6. DISCUSSAO

O conhecimento dos polimorfismos de sistemas de grupos
sanguineos tem sido de interesse em diversas areas, principalmente na
medicina transfusional e na antropologia (BRECHER, 2005). Diversos
estudos tém demonstrado as frequéncias genotipicas em Vvarias
populacdes em diversos paises (HASHMI et al., 2007; THAKRAL et
al.,, 2010; KAPPLER-GRATIAS et al., 2010; TANAKA et al., 2011;
MEYER et al.,, 2014; BELSITO et al., 2015), inclusive no Brasil
(PELLEGRINO et al., 2001; RIBEIRO, et al., 2009; GUELSIN et al.,
2010; FLORES et al., 2013; RODRIGUES et al., 2015). Embora as
frequéncias genotipicas de diversas regifes do Brasil ja tenham sido
avaliadas, outras regifes, como Santa Catarina, eram desconhecidas até
entdo.

A populagdo brasileira é caracterizada por apresentar uma grande
heterogeneidade genética e um nivel de miscigenacdo significativo e
progressivo (ORLANDO et al., 2000). De acordo com Manta e
colaboradores (2013), a populagdo do estado de Santa Catarina €
predominantemente de origem europeia (79,7%), com contribui¢do de
africanos (11,4%) e indigenas (8,9%). Assim, como 0s antigenos de
grupos sanguineos sdo definidos geneticamente, a diversidade
genotipica na populacdo brasileira é muito grande, e, por isso, € dificil
para a medicina transfusional encontrar compatibilidade entre doadores
e receptores de componentes sanguineos. Esse obstaculo pode ser
contornado se conhecermos as frequéncias de antigenos de sistemas de
grupos sanguineos. Assim, neste estudo foi investigado o polimorfismo
dos genes que codificam antigenos dos sistemas grupos sanguineos Rh,
Kell, Duffy, Kidd e Diego em doadores voluntarios de sangue e em
pacientes com hemopatias politransfundidos no Estado de Santa
Catarina. Quando as frequéncias genotipicas dos doadores de Santa
Catarina, das sete regides do estado, foram comparadas, foi possivel
observar diferengas significativas para 0s genétipos RHCE*Cc,
RHCE*cc, RHCE*EE, RHCE*Ee, RHCE*ee, KEL*01.1/02,
KEL*02/02,  FY*01/FY*02.NO1, FY*02/FY*02, JK*01/JK*01,
JK*01/JK*02 (Tabelas 14). Essas diferencas podem ser explicadas pela
grande influéncia européia na constituicdo da populacdo do estado de
Santa Catarina. O estado foi colonizado predominantemente por
europeus, e cada regido possui influéncia de um ou outro grupo étnico.
De acordo com dados do IBGE, a populacdo de Florianépolis possui
influéncia de populagdes portuguesa, alemd, italiana, polonesa, sueca,
australiana e espanhola, Blumenau, Joagaba e Lages possui influéncia de
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populacdes alema e italiana e Chapeco possui influéncia de populacdes
italiana, alemd, polonesa, portuguesa e africana.

As frequéncias genotipicas da populagdo de Santa Catarina
também comparadas com populacBes de outros estados brasileiros,
apresentaram diferencas significativas (Tabela 15). As frequéncias
genotipicas dos estados de Santa Catarina e Parana (GUELSIN et al.,
2010) apresentaram similaridades para os polimorfismos dos Sistemas
Rh, Kell, Kidd e Diego o que pode ser explicada pela similaridade
genética entre essas duas populagdes, devido a um padrdo semelhante de
miscigenagdo. Segundo Probst e colaboradores (2000) a populacdo do
estado do Parana, assim como em Santa Catarina, também ¢é
predominantemente europeia (80,5%), com pequena influéncia africana
(12,5%) e indigena (7,0%). Apesar disso, diferencas significativas foram
observadas para o Sistema Duffy o que demonstram que embora haja
similaridade, os estados podem ter sido sujeito a uma maior influéncia
de um ou outro grupo étnico (PROBST et al., 2000; MANTA et al.,
2013).

As frequéncias genotipicas do estado de Santa Catarina quando
comparadas com outros estados brasileiros (RIBEIRO et al., 2009;
PELLEGRINO et al., 2001; COSTA et al., 2011 “dados ndo publicados)
também apresentaram diferencas significativas. As diferencas
observadas entre os estados de Santa Catarina e Sdo Paulo podem ser
explicadas pela forte influéncia da imigracdo no estado de S&o Paulo e
também pela sua alta densidade populacional e por continuamente
receber imigrantes do Nordeste do Brasil. Assim, os doadores dessa
regido constituem uma amostra representativa de uma populacdo
heterogénea. Um estudo realizado por Manta e colaboradores (2013)
demonstrou que a constituicdo da populacdo do estado de S&o Paulo é
composta por influéncias de populacdes européias (61,9%), africanas
(25,5%) e indigenas (11,6%). Essa percentagem de africano (25,5%)
poderia explicar a diferenga observada entre o0s estudos para 0s
genotipos FY*01/FY*02.NO1, FY*02/FY*02.NO1 e
FY*02.NO1/FY*02.NO1. O alelo FY*02.NO1 é raramente encontrado
entre populagdes caucasianas e asidticas, mas é comum em negros
africanos (TOURNAMILLE et al., 1995; IWAMOTO et al., 1996;
PARASOL et al., 1998). Além disso, foram realizadas comparacdes
com as frequéncias genotipicas de uma populacdo de doadores de
sangue de Salvador/BA, nordeste do Brasil. O objetivo dessa
comparacdo foi mostrar a diferenca das frequéncias genotipicas obtidas
no sul com as do nordeste do Brasil, populagdo esta caraterizada como
afrodescente  (MACHADO, 2008) e, buscar por uma maior
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compatibilidade para os pacientes portadores de anemia falciforme, uma
vez que nesse estudo 35,5% dos pacientes eram portadores de anemia
falciforme, doenca genética frequente em populagdes afrodescentes.
Embora fosse esperado uma maior compatibilidade para esses pacientes
em doadores de sangue afrodescendentes, diferencas significativas
foram encontradas para 0s genotipos RHCE*CC, RHCE*cc,
FY*01/FY*01, FY*02/FY*02, FY*02/FY*02N.01,
FY*02N.01/FY*02N.01, JK*A/JK*A, DI*01/D1*02 e DI*02/DI1*02.

Apesar disso, dos dez pacientes portadores de anemia falciforme
estudados e que necessitavam de transfusdo, seis (60%) pacientes
apresentaram o fendtipo Fy(b-), que teoricamente poderiam receber
sangue Fy(b+) pois apresentam a mutagdo —67T/C no promotor
eritroide GATA. Essa mutacdo é frequente em afrodescendentes leva a
auséncia da expressdo do antigeno Fy® nas heméacias, mas ndo em outros
tecidos, como por exemplo, nas células do endotélio dos vasos
sanguineos (RIBEIRO et al., 2009; CASTILHO, 2007). Pacientes com
gendtipo FY*02 com GATA mutado (alelo FY*02.NO1) podem ser
transfundidos com hemacias Fy(b+), isso significa que a disponibilidade
de sangue compativel para estes pacientes aumenta consideravelmente.

Além disso, outras comparacGes também foram realizadas para
avaliar a similaridade das frequéncias genotipicas do sul do Brasil com
europeus de outros estudos (MAASKANT-VAN et al., 1998; HASHMI
et al., 2007; BELSITO et al., 2015; MEYER et al., 2014) (Tabela 21).
As frequéncias genotipicas do estado de Santa Catarina apresentaram-se
similares com as populacdes de Naples (Italia), Zurick (Alemanha) e
Caucasianos estudados por Hashmi e colaboradores, (2007) para os
sistemas Kell e Kidd. A diferenga encontrada principalmente para o
sistema de grupo sanguineo Diego pode ser explicada pela influéncia
indigena na populacdo brasileira (BALLEOTI et al., 2003). De acordo
com um estudo genético publicado por Manta e colaboradores (2013), o
estado de Santa Catarina apresenta composicdo genética de 8,9%
indigena. O antigeno Di(a) ¢ dificilmente encontrado em caucasianos e
negros (frequéncia de 1,0%), mas pode ser encontrado em certos grupos
indigenas do norte e sul americano (frequéncia maior que 30%) e
asiaticos (frequéncia de 6 a 15 %)( JUNQUEIRA et al. 1956; POOLE,
1999; KOMATSU et al., 2004).

Pelo fato de nesse estudo ter sido encontrado uma frequéncia
consideravel de 3% do alelo DI*01 nos doadores do estado de Santa
Catarina, foram criadas estratégias, estendida a doadores além dos
incluidos no estudo, com o objetivo de encontrar doadores de sangue
com o fendtipo Di(a+b-). Esse fenétipo raro é deduzido do genétipo
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DI*01/DI*01 e é importante para suprir a necessidade de alguns
pacientes que requerem unidades de sangue Di(b-), diante da presenca
de aloanticorpos anti-Di®>. Em nosso estudo encontramos 1 (1,8%)
doador portador do fenétipo raro Di(ath-) que apresenta frequéncia
menor que 1% em populacdes caucasianas (REID; LOMAS-FRANCIS,
2004). As técnicas de biologia molecular permitem a identificagdo de
sequéncias de DNA responsaveis pela expressdo de antigenos raros que
sdo dificeis de fenotipar por métodos sorolégicos devido a falta de
reagentes. Além disso, possibilita a inclusdo desses fendtipos raros em
painéis de hemécias auxiliando assim a identificagdo de anticorpos raros
e ainda auxilia na resolucdo de problemas imunohematol6gicos
complexos.

Ainda nesse estudo, a partir do conhecimento prévio das bases
genéticas responsaveis pela expressdao do antigeno Vel por diversos
autores (BALLIF et al., 2013; STORRY, 2014; HAER-WIGMAN et al.,
2015) foi possivel pela primeira vez determinar a frequéncia do alelo
SMIM1*64_80 del que em homozigose, corresponde ao fendtipo Vel-1,
-2 ou em heterozigose ao fendtipo Vel-. A frequéncia obtida para o alelo
SMIM1*64_80 del foi de 1,12% e para o gendtipo Wild Type/SMIM1
*64_80 del, 2,23. Segundo a literatura, a frequéncia do fendtipo Vel- ou
homozigose para SMIM1*64 80 del em caucasianos é de 0,025%
(REID, 2012). Estima-se que para encontrar este fenotipo deve-se
analisar 5.000 amostras de doadores de sangue (HAER-WIGMAN et al.,
2015). Neste estudo foi observada uma frequéncia de 1,12%, do alelo
SMIM1*64_80 del em doadores voluntirios de sangue em Santa
Catarina. Esse valor € superior a frequéncia de 0,22% observada entre
doadores de sangue no estado de S&o Paulo, sudeste do Brasil (DEZAN
et al., 2015) que pode ser explicada pela forte influéncia da imigracéo
em S&o Paulo, que recebe continuamente imigrantes afrodescendentes.
Estudos realizados em negros africanos apresentaram uma frequéncia de
0,56% desse alelo (STORRY et al., 2013; HAER-WIGMAN et al.,
2015). Em estudo com populacdes caucasianas da Holanda também foi
observado alta frequéncia (1,46%) desse alelo, a qual foi similar a
encontrada no presente estudo (HAER-WIGMAN et al., 2015). Essa
similaridade entre as frequéncias pode ser explicada pela semelhanga da
composicédo étnica das populacBes caucasianas estudadas. A populacdo
brasileira é uma das mais heterogéneas do mundo, sendo composto por
etnias de trés continentes ao longo de um periodo de cinco séculos,
como os colonizadores europeus, principalmente de Portugal e da Italia,
0s escravos africanos, e as populagfes indigenas locais (CARVALHO-
SILVA et al., 2001; PARRA et al., 2003; GUELSIN et al., 2010). De
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acordo com Manta e colaboradores (2013), conforme ja& foi mencionado,
a populacdo do estado de Santa Catarina € predominantemente de
origem europeia (79,7%), com uma contribuicdo dos africanos (11,4%)
e amerindios (8,9%). Além disso, a frequéncia observada neste estudo
também foi superior a de outras populacdes descritas na literatura onde
relataram a frequéncia de 0,09% em afro-americanos, 0,56% em negros
africanos e 0,60% em populagdes chinesas (STORRY et al., 2013;
HAER-WIGMAN et al., 2015).

Embora os dados do presente estudo contribuam grandemente
para caracterizar o fen6tipo Vel em uma populagdo no Brasil, mais
estudos com um ndmero maior de amostras Sd0 necessarios para
determinar a frequéncia em outros estados, principalmente do fenétipo
Vel-, que ndo foi encontrado neste trabalho. Estes estudos sdo muito
importantes para o fornecimento de unidades de sangue compativel para
pacientes portadores de fenotipos raros. Esses pacientes necessitam de
unidades de sangue fendtipo compativeis, pois o aloanticorpo anti-Vel,
desenvolvido contra o antigeno Vel é de importancia clinica e €
responsavel por reacfes transfusionais hemoliticas agudas ou tardias
graves que podem induzir insuficiéncia renal com risco de vida, e estao
associados com doenca hemolitica do feto e do recém-nascido
(DANIELS, 2002; VAN GAMEREN et al., 2008). Os pacientes com
anticorpos dirigidos ao antigeno Vel e que necessitam de transfusdo de
sangue tém um risco de transfusdo em uma situacdo de emergéncia.
Quando um paciente com anti-Vel é transfundido com hemacias Vel
uma reacdo transfusional hemolitica imediata grave pode ocorrer devido
a hemolise intravascular (HAER-WIGMAN et al.,, 2015). Esses
pacientes sdo caracterizados pelo seu fendtipo ap6s contato prévio com
0 antigeno e a partir dai ha o desenvolvimento de anticorpos contra o
antigeno de alta frequéncia Vel. Colaboradores deste trabalho,
detectaram a presenca de anticorpos anti-vel em um paciente que
necessitava de transfusdo. Porém, como ndo haviam bolsas de sangue
Vel negativo e 0 paciente estava em boas condi¢Bes clinicas, foi
indicado a transfusdo autéloga, que foi bem-sucedido. No entanto,
guando esse procedimento ndo € possivel, esforcos intensos sdo
necessarios para o fornecimento de bolsas de sangue compativeis com o
fendtipo do paciente. Em geral é necessario auxilio de bancos de sangue
raros nacionais ou internacionais (NANCE, 2009).

Esses problemas podem ser evitados com a introdugéo da triagem
de doadores para fenétipos raros nos Servicos de bancos de sangue, bem
como o estudo de familias com potenciais doadores heterozigotos
identificados, usando ferramentas moleculares. O conhecimento dos
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mecanismos moleculares do sistema de grupo sanguineo Vel possilitara
esse estudo, anteriormente limitados por ensaios sorolégicos com
resultados ndo confiaveis devido a variagcBes na expressao do antigeno
Vel e a indisponibilidade de reagentes comerciais.

Os resultados desse estudo deixam claro que os conhecimentos
das bases moleculares dos sistemas de grupos sanguineos possibilitam o
estudo de diferentes populacdes de diversos paises, principalmente na
populacdo brasileira. Além disso, dados obtidos nesses estudos, de
frequéncias genotipicas, sdo Uteis para a medicina transfusional, para
criar um banco de doadores com gendtipos conhecidos, o que facilita na
selecdo de um hemocomponente adequado aos pacientes, e também para
descobrir novos alelos e encontrar doadores com fen6tipos raros.
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7. CONCLUSAO

Considerando os objetivos do presente trabalho e as condigdes

em que foi realizada a genotipagem de grupos sanguineos utilizando
testes de biologia molecular em amostras de doadores voluntérios de
sangue e em pacientes com hemopatias poliransfundidos, podemos
concluir que:
" Foi possivel padronizar e validar a genotipagem de grupos
sanguineos na identificacdo dos polimorfismos de sistemas de grupos
sanguineos Rh, Kell, Duffy, Kidd e Diego em amostras de DNA de
doadores voluntarios de sangue e de pacientes portadores de hemopatias
no estado de Santa Catarina.

" Os resultados da genotipagem obtidos possibilitaram o calculo
das frequéncias genotipicas e alélicas e o conhecimento das frequéncias
dos polimorfismos estudados na populacéo do estado de Santa Catarina,
populacdo que até entdo ndo havia sido estudada.

" Neste trabalho foi encontrado uma frequéncia de 3% do alelo
DI*01 em amostras de doadores voluntarios de sangue do estado de
Santa Catarina, e devido a essa consideravel frequéncia, foram criadas
estratégias que permitiram a identificacdo de um doador de sangue com
o fendtipo raro, Di(a+b-).

. A utilizagdo da genotipagem possibilitou neste estudo a
padronizagdo de metodologias que permitem a identificacdo de
fendtipos até entdo nédo identificados por técnicas imunohematoldgicas
convencionais devido a indisponibilidade de reagentes comerciais ou
variacdes na expressdo do antigeno como € o caso do Sistema de grupo
sanguineo Vel.

. Comparagdes antropoldgicas foram realizadas com outras
populacdes europeias e observou-se similaridades entre as frequéncias
do estado de Santa Catarina e a populacdo de Néapoles (ltalia), Zurique
(Alemanhd) e Caucasianos para o Sistema Kell e Kidd.

" Esse estudo foi Util para identificacdo de polimorfismos de
sistemas de grupos sanguineos na populacdo do estado de Santa
Catarina, e a metodologia utilizada apesar de convencional ¢ uma
alternativa para suprir limitacdes das convencionais técnicas
imunohematologicas.

] Os resultados obtidos nesse estudo, além de permitir conhecer a
populacdo do estado de Santa Catarina, também possibilitaram a criacdo
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de um banco de dados com os resultados da genotipagem nos doadores,
a fim de melhorar a compatibilidade entre pacientes que necessitam de
transfusdo e doadores de sangue. Uma vez ampliada a compatibilidade,
a tendéncia é a reducdo das reacdes transfusionais e melhoria da
qualidade de vida desses pacientes, pois ampliara o intervalo entre as
transfusGes e diminuira o nimero de transfusoes.
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ANEXO B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Departamento de Analises Clinicas - CCS
Campus Universitario - Floriandpolis, SC, 88040-900, Brasil
Tel: (048) 3721 8146
Profa. Dra. Maria Claudia Santos da Silva - e-mail: maclau@ccs.ufsc.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo da pesquisa: Investigacdo do polimorfismo de genes de
grupos sanguineos em doadores voluntarios de sangue e em
pacientes com hemopatias no Estado de Santa Catarina.

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma
pesquisa. Antes de decidir se deseja participar, € importante que
o(a) Senhor(a) entenda por que esta pesquisa sera feita, como suas
informacdes serdo usadas, 0 que o estudo envolve e 0s possiveis
beneficios, riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com
atencdo e cuidado as informacdes a seguir e se desejar, discuta
com sua familia e com o seu médico, para que a decisdo sobre a
sua participacdo possa ser uma decisdo bem informada.

1. QUAL OBgETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS?

Este estudo sera realizado no Laboratério de Pesquisas
Oncologicas Experimental e Hemopatias, situado no Hospital
Universitario (HU-UFSC) e a pesquisadora envolvida é a aluna do
curso de pos-graduacdo em Farmécia da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC): Daiane Cobianchi da Costa, sob a
orientacdo da professora Dr2 Maria Claudia Santos da Silva.

O objetivo principal desta pesquisa € identificar
polimorfismos de grupos sanguineos e nos pacientes que
necessitam de transfusdes e potenciais doadores de sangue para
garantirmos uma compatibilidade sanguinea mais exata no
momento da transfusdo. Assim, vamos analisar 0s grupos
sanguineos do seu sangue através de exames de DNA. Isto ajudara
0s pesquisadores a encontrar na populacdo brasileira doadores
compativeis para cada paciente com hemopatias que precisar de
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transfusdo de sangue, garantindo uma transfusdo mais segura e
eficiente.

A amostra de DNA s6 podera ser utilizada neste estudo
mediante prévia autorizacdo do Comité de Etica e sera descartada
apos sua utilizacao.

2.  EU TENHO QUE PARTICIPAR?

Cabe ao senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Mesmo
que o(a) senhor(a) ndo queira participar do estudo, o senhor(a) ndo
tera nenhuma desvantagem, inclusive em relagdo ao tratamento
meédico e aos cuidados que o(a) senhor(a) tenha direito de receber.
Caso decida participar, o(a) senhor(a) ir4 receber este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para assinar. Mesmo que decida
participar, o(a) senhor(a) ainda sera livre para sair do estudo a
qualquer momento, bastando para isso informar a sua desisténcia.
Isso ndo ira afetar de maneira nenhuma, o padrdo de cuidados que
o(a) senhor(a) ira receber.

3. O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU PARTICIPAR?

A pesquisa serd feita a partir de uma amostra de sangue
enviada até noés pelo seu(a) médico(a) hematologista. Sendo assim,
ndo haverd nenhum contato pessoal (do tipo avaliagdo fisica ou
entrevistas efetuadas pela pesquisadora), pois sera feita apenas a
andlise da sua amostra sanguinea afim de investigagdo diagndstica.

4. QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?

Vocé ndo ird sentir nenhum constrangimento pois ndo havera
avaliacéo fisica ou entrevista, apenas analise da sua amostra de
sangue. O Unico desconforto sera a coleta da amostra de sangue,
sendo que este procedimento é extremamente comum e necessario
para o acompanhamento e tratamento de patologias.

5. O QUE ACONTECERA COM AS INFORMAGCOES DESTA
PESQUISA E COMO OS DADOS PESSOAIS DO SENHOR(A)
SERAO UTILIZADOS?

Informo que seus dados serdo mantidos sob sigilo absoluto e

privado, de posse somente pelo pesquisador e orientador desta
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pesquisa. Também nado serdo tiradas fotos, nem realizadas
filmagens. E a divulgacao dos resultados visard apenas mostrar os
possiveis beneficios obtidos na pesquisa em questdo. A divulgacéo
das informacdes no meio cientifico serdo andbnimas e em conjunto
com as informac@es de todos os participantes da pesquisa, sendo
que o(a) senhor(a) podera solicitar informacfes durante todas as
fases da pesquisa, inclusive ap6és a publicacdo da mesma.

6. QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?

Por ser voluntario e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a)
ndo terd nenhum gasto extra e também néo tera direito a nenhuma
remuneracao.

7. QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR?

Espera-se, com esta pesquisa, estabelecer um protocolo
seguro para garantir uma compatibilidade sanguinea mais exata no
momento da transfusdo para pacientes que necessitam de multiplas
transfusbes, tais como pacientes portadores de hemopatias,
reduzindo assim as complicacdes clinicas graves, como
aloimunizacao e reacdes transfusionais hemoliticas tardias. Pode
ser que o(a) senhor(a) ndo tenha nenhum beneficio com o estudo.
Entretanto, as informa¢des que obtivermos poderdo nos ajudar a
encontrar uma estratégia para garantir a compatibilidade sanguinea
mais exata para pessoas que necessitam de transfusdo sanguinea.

8. COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE
NECESSITAR DE MAIS INFORMACOES?
Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre

que o(a) senhor(a) tiver qualquer duvida sobre o estudo, por favor
entre em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva
Fone: (48) 3721-8146

(Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias) e-mail:
maclau@ccs.ufsc.br

Pesquisadora: Daiane Cobianchi da Costa Fone: (48) 3721-
8146
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(Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias) e-mail:
maclau@ccs.ufsc.br

Eu, (nome do paciente ou responsavel legal em letras de
........................................................................................ confirmo que:

1. recebi informagdes sobre o estudo acima, além disso, li e entendi
todas as informagBes fornecidas sobre minha participagédo nesta
pesquisa.

2. Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as
minhas ddvidas foram esclarecidas satisfatoriamente e eu
voluntariamente concordo em participar deste estudo.

3. Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo
com os dados a serem coletados, podendo 0os mesmos serem
utilizados conforme descrito neste termo de consentimento.
Entendo que receberei uma coOpia assinada deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura do participante Nome do participante

Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador

Data: [/ [/
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