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Resumo

Introducdo: O sistema Rh é um dos mais importantes sistemas de grupos
sanguineos, pois € considerado altamente imunogénico e polimérfico. Dois genes
codificam os antigenos do sistema Rh, RHD e RHCE, sendo os mais importantes
os antigenos D, C, c, E, e. O desenvolvimento de anticorpos contra antigenos do
sistema Rh esta associado a reacdes transfusionais hemoliticas imediatas e tardias
e a Doenca Hemolitica do Feto e do Recém-nascido (DHFN). No ambito da
imunohematologia, as técnicas de sequenciamento de DNA podem ser muito Uteis
para elucidar casos de discrepancias entre genotipagem e fenotipagem e para

identificacdo de novas variantes de grupos sanguineos.

Objetivos: Compreender as discrepancias entre os resultados de genotipagem e
fenotipagem para os antigenos C/c, E/e em amostras de doadores de sangue do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre utilizando o sequenciamento das regides
codificantes e adjacentes dos genes RHD e RHCE com discrepancia, avaliando a
presenca de possiveis variantes que expliguem a discrepancia. Devido a grande
importancia dos antigenos do sistema Rh no desenvolvimento da DHFN, a tese
também tem como objetivo realizar uma busca sistematica na literatura sobre o
tema DHFN e a frequéncia de anticorpos antieritrocitarios em gestantes
descrevendo mais prevalentes.

Método: O presente estudo avaliou 395 amostras fenotipadas e genotipadas para
os antigenos C/c e E/E de doadores de sangue do Hospital de Clinicas, dentre
estas foram avaliadas quais amostras apresentaram discrepancias entre genotipo
e fendtipo para os alelos RHCE*e/*E (rs609320) e RHCE*c/*C (rs676785). A
fenotipagem foi realizada utilizando a metodologia de tubo com antissoros
monoclonais e a genotipagem atraves da técnica de PCR em tempo real utilizando
sistema TagMan®. As amostras discrepantes para os dois alelos foram
seqguenciadas utilizando 20 pares de primers para abranger as regides codificantes
e adjacentes dos éxons dos genes RHD e RHCE. As reacdes de sequenciamento
foram realizadas pelo método Sanger. Também foi realizada uma busca sistematica

na literatura sobre o desenvolvimento de DHFN e a presenc¢a aloimunizacdo em



gestantes. O estudo foi conduzido sob aprovacdo do CEP da UFCSPA
2.753.780).

Resultados: Dentre as 395 amostras avaliadas para as metodologias de
genotipagem e fenotipagem, 15 apresentaram discrepancia entre genotipo e
fendtipo para os dois alelos investigados concomitantemente, em duas amostras a
analise do sequenciamento confirmou o resultado obtido na genotipagem para o
alelo RHCE*E/*e. Foram identificadas variantes, que possivelmente possam
explicar as discrepancias nestas amostras. Dentre as variantes encontradas, duas
ainda ndo estdo descritas. Utilizando ferramentas de andlise in silico foi possivel
observar que as variantes podem apresentar potencial de causar alteracdes na
expressdo da proteina RhCE e, consequentemente, na expressao dos alelos. A
variante encontrada no éxon 6 do gene RHCE foi classificada como “provavel dano”
utilizando o software PolyPhen-2 com score de 0,999 (sensibilidade = 0,99) e
classificada como “tolerada” pelo software SIFT. A segunda nova variante descrita,
localizada no final do intron 7 do gene RHCE, utilizando o software RegulomeDB
foi obtido um score de 1,0 o que significa que a nova variante pode alterar a ligagcéo
e a expressao génica. A partir da busca sistematica sobre DHFN e aloimunizacéao,
revisamos 75 artigos publicados, ao total 13.966 gestantes apresentavam
aloimunizacéao. Os anticorpos mais prevalentes neste estudo de revisao do sistema
foram, anti-D (35,01%), anti-K (14,69%), anti-E (11,21%), anti-c (5,48%), anti-C
(4,93%) e anti-M (2,35%).

Conclusao: Embora o gendtipo seja preditor do fenétipo, ha algumas situacdes em
gue expressado génica é alterada, como por exemplo, no sistema Rh a presenca de
antigenos fracos e parciais. Nosso estudo contribui com a identificagdo de novas
variantes que possivelmente podem ter influéncia na expresséo da proteina RhCE.
Em relacdo a DHFN, embora o anti-D ainda seja o anticorpo mais frequente
associado a DHFN, podemos observar que outros anticorpos contra antigenos dos
sistemas Rh, Kell e MNS apresentam grande prevaléncia, principalmente, o anti-K
e anti-E. Sendo assim, ha a necessidade de atentar para a DHFN com o
entendimento de que outros anticorpos contra antigenos de grupos sanguineos
estdo associados ao desencadeamento da doenca implicando em anemia com

implicag&o leve a grave e inclusive no 6bito do feto ou recém-nascido e de que é



necessario identificar e acompanhar a gestantes com risco de incompatibilidade
materno fetal.

Palavras-chave: Sistema Rh, Doenca Hemolitica do Feto e do Recém-nascido, Rh

variantes, discrepancias entre genotipagem e fenotipagem



Abstract

Introduction: The Rh blood system is one of the most important blood group
systems, as it is considered highly immunogenic and polymorphic. Two genes
encode the antigens of the Rh system, RHD and RHCE, the antigens D, C, c, E,
and e are the most important antigens of this system. The development of antibodies
against Rh system antigens is associated with immediate and late hemolytic
transfusion reactions and Hemolytic Disease of the Fetus and Newborn (HDFN). In
the context of immunohematology, DNA sequencing techniques can be very useful
for elucidating cases of discrepancies between genotyping and phenotyping, and

for identifying new blood group variants.

Aim: Understand the discrepancies between the genotyping and phenotyping
results for the C/c, E/e antigens in samples from blood donors at the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre using sequencing of the coding and adjacent regions of the
RHD and RHCE genes with discrepancies, evaluating the presence of possible
variants that explain the discrepancy. Due to the great importance of Rh system
antigens in the development of HDFN, this thesis also aims to carry out a systematic
search in the literature on the topic of HDFN and the frequency of anti-erythrocyte
antibodies in pregnant women, describing the most prevalent alloantibodies.

Methodology: The present study evaluated 395 samples of phenotype and
genotype for C/c and E/E antigens from blood donors at Hospital de Clinicas, among
which samples were evaluated that presented discrepancies between genotype and
phenotype for the alleles for the RHCE*e/*E (rs609320), and RHCE*c/*C (rs676785)
alleles. Phenotyping was performed using tube methodology with monoclonal
antisera and genotyping using real-time PCR using the TagMan® system. The
discrepant samples for the two alleles were sequenced using 20 pairs of primers to
cover the coding and adjacent regions of the exons of the RHD and RHCE genes.
Sequencing reactions were performed using the Sanger method. A systematic
search was also carried out in the literature on the development of HDFN and the
presence of alloimmunization in pregnant women. The study was conducted with
approval from UFCSPA ethical committee (number 2,753,780).



Results: Among the 395 samples evaluated for genotyping and phenotyping
methodologies, 15 samples showed a discrepancy between genotyping and
phenotyping, 2 confirmed the RHCE*E/*e genotype. Variants were identified, which
may explain the discrepancies in these samples. Among the variants found, two
have not yet been described. Using in silico analysis tools, it was possible to observe
that the variants have great potential to cause changes in protein expression and,
consequently, in the expression of alleles. The variant found in exon 6 of the RHCE
gene was classified as “probable damage” using the PolyPhen-2 software with a
score of 0.999 (sensitivity = 0.99) and classified as “tolerated” by the SIFT software.
The second new variant described, located at the end of intron 7 of the RHCE gene,
using the RegulomeDB software, obtained a score of 1.0, which means that the new
variant can alter gene binding and expression. From the systematic search on
HDFN and alloimmunization, we reviewed 75 published articles; a total of 13,966
pregnant women had alloimmunization. The most prevalent antibodies in this
system review study were anti-D (35.01%), anti-K (14.69%), anti-E (11.21%), anti-c
(5.48 %), anti-C (4.93%), and anti-M (2.35%).

Conclusions: Although the genotype is a phenotype predictor, there are some
situations in which gene expression is altered, such as, in the Rh system, the
presence of weak and partial antigens. Our study contributes to identifying new
variants that may influence the expression of the RhCE protein. Regarding to HDFN,
although anti-D is still the most common, we can observe that other antibodies
against antigens from the Rh, Kell, and MNS systems are highly prevalent, mainly
anti-K and anti-E. Therefore, there is a need to pay attention to HDFN with the
understanding that other antibodies against blood group antigens are associated
with the onset of the disease, resulting in mild to severe anemia and even death of
the fetus or newborn and that it is necessary to identify and monitor pregnant women

at risk of maternal-fetal incompatibility.

Keywords: Rh blood group system, Hemolytic disease of the fetus and newborn,

Rh genetic variants, genotype and phenotype discrepancies.
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1. Introducéo e referencial tedrico

1.1 Grupos Sanguineos

Os antigenos de grupos sanguineos sao partes especificas de estruturas
formadas por proteinas, glicoproteinas, glicolipidios e carboidratos presentes na
membrana eritrocitaria, as quais desempenham diferentes funcées na membrana
eritrocitaria, como estrutural, de receptor/adesdo, de transporte, entre outras.
Dependendo da imunogenicidade do antigeno, o sistema imunolégico pode
desencadear uma resposta imune induzindo a formacao de um anticorpo contra um
antigeno eritrocitario especifico (BONIFACIO; NOVARETTI, 2009; CARTRON;
COLIN, 2001; ISBT, 2023).

Desde 1900 com a descoberta do sistema ABO por Karl Landesteiner, até o
momento sdo reconhecidos pela ISBT 378 antigenos, dos quais 360 estdo
agrupados em 45 sistemas de grupos sanguineos codificados por 50 genes. As
bases genéticas de 33 antigenos ainda permanecem desconhecidas (GASSNER
et al., 2022; ISBT, 2023).

Os antigenos que néo estao incluidos em algum dos 45 sistemas de grupos
sanguineos estdo alocados entre as colecdes (caracterizadas por antigenos que
apresentam algumas caracteristicas soroldgicas, bioquimicas e genéticas
semelhantes) e séries (estruturas antigénicas conhecidas do ponto de vista
sorologico e agrupadas em dois grupos distintos, os antigenos de baixa frequéncia
na populacdo, menor do que 1% da populacao, e alta frequéncia, maior do que
90%) (ISBT, 2023).

Os grupos sanguineos ABO e Rh sdo os mais importantes a serem
considerados para que uma transfusdo segura seja realizada, por isso a
fenotipagem dos antigenos ABO e antigeno RhD devem ser realizadas em bancos
de sangue para pacientes e doadores de sangue. De acordo com a Portaria de
Consolidacao n° 5, de 2017, que regulamenta a atividade hemoterapica no Brasil,
€ obrigatéria a realizacdo da tipagem ABO (direta e reversa) e RhD para

qualificagdo do sangue do doador, a fim de garantir a eficicia terapéutica e a



14

seguranca da futura doacdo e também em receptores de hemocomponentes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A descricdo de um antigeno de grupo sanguineo geralmente ocorre a partir
da identificacdo de um anticorpo contrario ao antigeno, devido a incompatibilidade
materno-fetal ou a reacdo transfusional hemolitica imune (HENDRICKSON;
DELANEY, 2016). A formacdo de anticorpos antieritrocitarios irregulares pode
ocorrer tanto por resposta imune pela exposi¢cdo do individuo a antigenos nao
préprios (aloanticorpos), quanto ao desenvolvimento de anemia hemolitica
autoimune (autoanticorpos). A aloimunizacdo pode ocorrer por meio de transfusées
sanguineas, gestacdes, transplante de O6rgdos/tecidos. O mecanismo de
aloimunizacdo é mediado pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) as
quais carregam moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
classe Il, que funciona apresentando antigenos processados e ativando linfécitos.
Apés a transfuséo e/ou gestacao interacdes entre as moléculas doadoras de MHC
Il em globulos brancos (White blood cell - WBCSs) residuais e linfocitos receptores
podem resultar em aloimunizacdo ou supressao imune (REMY et al., 2018). Além
da exposicdo ao antigeno ndo proprio outros fatores que influenciam no
desencadeamento da aloimunizacdo sao: fatores genéticos relacionados ao
sistema imunoldgico, dose e tipo do anticorpo e potencial imunogénico do anticorpo
(DASARARAJU; MARQUES, 2015). O que provavelmente determina se os WBCs
alogénicos residuais irdo induzir aloimunizacdo ou tolerancia imune sao
caracteristicas como a funcionalidade da APC do doador, o estado inflamatério do
receptor e o grau de compatibilidade de HLA (REMY et al., 2018).

1.2 Imunohematologia e biologia molecular

Os antigenos de grupos sanguineos expressos na membrana eritrocitaria
podem ser identificados utilizando técnicas de imunohematologia, em que a
hemacia é testada com um antissoro especifico para o antigeno desejado (técnica
Coombs indireto) podendo utilizar a metodologia de gel centrifugacao ou tubo.

A técnica de Coombs indireto também é utilizada para realizar a busca e

identificacdo de anticorpos livres no plasma, para isso séao realizados os testes de
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pesquisa (PAI) e identificacdo (IAl) de anticorpos antieritrocitarios, sendo
necessaria a amostra de plasma ou soro do paciente ou doador de sangue, um kit
de hemé&cias testes comerciais e um potencializador como a antiglobulina humana
(AGH) (Figura 1) (ACKER et al., 2020). Estas hemécias comerciais apresentam
fenotipagem eritrocitaria conhecida para os principais antigenos dos sistemas de
grupos sanguineos (Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, Diego, Lewis, P, Lutheran) que
podem apresentar algum anticorpo significativo clinicamente, ou seja, aqueles que
a 37°C e podem desencadear aloimunizacdo. Na resolugdo de casos complexos
podem ser realizadas técnicas adicionais de adsorcao e eluicdo (ISBT, 2023).
Entretanto, o paciente pode apresentar um baixo titulo do anticorpo irregular,
levando a um teste PAI falso negativo com risco de que uma unidade de
concentrado de hemacias aparentemente compativel seja transfundida, o que
podera desencadear uma reacao transfusional imune devido a incompatibilidade
pela presenca do anticorpo no plasma do paciente e 0 antigeno na membrana do
eritrocito transfundido. As falhas na identificacdo dos anticorpos irregulares podem
levar a reacao transfusional hemolitica (RTH) aguda ou tardia de intensidade
variavel, a qual implica em complicacGes para o receptor agravando sua condicéo
clinica (HARMENING, 2006). Por isso, investir na prevencado a aloimunizacédo é
necessario.

O teste de Coombs direto (Figura 2) pode ser utilizado para avaliar se existe
algum anticorpo ligado a hemacia in vivo, ou seja, as hemacias coletadas do
paciente ou doador ja apresentam anticorpos ligados a elas. Quando positivo, este
resultado deve ser avaliado em conjunto com os dados clinicos do paciente e pode
ser um indicativo de reacao transfusional hemolitica mediada por anticorpos. A fim
de confirmar a reagéo transfusional devem ser realizados testes que possibilitem
identificar o anticorpo ligado a hemacia.(HARMENING, 2012)
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Hemaécias

w .
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Anticorpos livres no L ) .
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Figura 1: Teste de Coombs Indireto
Anticorpos ligados a Reac¢do de hemaglutinacao

antigenos nas hemacias apos adicao de AGH

Figura 2: Teste de Coombs Direto

As aloimunizacdes sao mais frequentes em pacientes politransfundidos, ou
seja, aqueles que recebem diversas transfusGes ao longo da vida, dentre eles os
pacientes com anemia falciforme, talassemias, com aplasia de medula. Além do

risco aumentado de aloimunizagdo quando comparado com um individuo que
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recebeu transfusdo eventualmente (por exemplo devido a realizacdo de uma
cirurgia) os servicos de hemoterapia poderao ter dificuldade de encontrar doadores
de sangue compativeis para esses pacientes quando eles apresentarem muitos
anticorpos irregulares ou quando apresentam um perfil fenotipico raro (CHOU et
al., 2013; GEHRIE et al., 2017). Além disso a fenotipagem eritrocitaria nesses
pacientes pode apresentar resultados discrepantes devido as muitas transfusdes
em periodos menores do que trés meses, ndo sendo possivel identificar se os
antigenos encontrados sdo das hemacias do proprio paciente ou das obtidas pela
transfusdo (PUTZULU et al., 2017).

A resolucdo de casos complexos em imunohematologia, bem como
resolucdo de discrepancias, confirmacéo de fendtipos raros, pode ser auxiliada
utilizando técnicas de biologia molecular, desde a genotipagem para predizer o
fendtipo, até o sequenciamento dos genes envolvidos na expressao dos antigenos
de grupos sanguineos (ISBT, 2023).

As técnicas moleculares podem ser utilizadas em diversas situa¢des, como
por exemplo, quando o paciente € politransfundido e/ou recebeu transfusdo nos
altimos trés meses, em situacdes de pesquisa populacional quando ndo ha mais
amostra de sangue total disponivel para realizacéo dos testes imunohematolégicos
(fenotipagem) (Rodrigues et al., 2021) e, na genotipagem fetal ndo invasiva
auxiliando na decisao de utilizagéo de profilaxia com imunoglobulina anti-D (Rhlg)
(BENACHI et al., 2012; LUO et al., 2018). Além disso, 0 sequenciamento pode ser
utilizado para confirmacéao da identificacdo de novos antigenos e de novos sistemas
de grupos sanguineos.

A genotipagem dos grupos sanguineos avalia qual a alteracao molecular que
ocasiona a formacao dos diferentes antigenos de grupos sanguineos, bem como
aguelas variantes previamente conhecidas pela fraca ou nula expressdo dos
antigenos na membrana eritrocitaria. A maioria dessas alteracdes moleculares
ocorre por uma substituicdo de um unico nucleotideo (polimorfismo de nucleotideo
anico - SNP), mas também podem ocorrer por delecdes, insercdes, formacao de
genes hibridos (FLEGEL; GOTTSCHALL; DENOMME, 2015).

Metodologias diferentes podem ser empregadas para a realizagdo da

genotipagem, entre elas, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) alelo especifico
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(AS—-PCR), PCR seguido de clivagem com enzimas de restricdo (PCR-RFLP), PCR
multiplex, PCR em tempo real (QPCR) utilizando sondas de hidrolise, high resolution
melting (HRM). Por ndo necessitarem de manipulacdo na etapa pés PCR, as
técnicas de gPCR e HRM, diminuem o risco de erros referentes as etapas manuais
e também tempo dispendido na execucdo da técnica (DENOMME; JOHNSON;
PIETZ, 2011; TANAKA et al., 2011).

Além dessas metodologias, € possivel utilizar microarray, MALDI-TOF e
sequenciamento (Sanger e sequenciamento de nova geragao), essas técnicas sdo
consideradas mais robustas, pois oferecem a possibilidade de identificar variacbes
no numero de cépias (CNVs) e outros tipos de alteracbes gendmicas nos genes
codificadores de proteinas que séo capazes de estimular a producéo de anticorpos
especificos. Essas metodologias podem ser aplicadas com o proposito de
solucionar casos discrepantes entre a fenotipagem e genotipagem eritrocitaria na
busca por variantes que alteram a expressdo génica e consequentemente a
expressdo do antigeno na membrana do eritrocito (BELSITO; MAGNUSSEN;
NAPOLI, 2017).

1.2 Sistema Rh

O sistema Rh foi descrito em 1939 por Levine e Stetson, quando uma mulher
necessitou de transfusdo sanguinea apés o parto e mesmo recebendo hemacias
ABO compativeis apresentava RTH grave e seu soro apresentava reagdo de
aglutinacdo com aproximadamente 80% dos doadores eurodescendentes ABO
compativeis. Como Landstainer e Wiener, observaram que 85% das heméacias
humanas aglutinavam com soro de coelhos imunizados com hemacias de macaco
Rhesus (antigeno Rh), os pesquisadores pensaram que 0 mesmo antigeno estava
envolvido nos dois casos e nomearam o0 sistema sanguineo de Rh. Entretanto, foi
observado posteriormente que 0s anticorpos envolvidos eram diferentes, por isso o
aloanticorpo (humano) foi renomeado como o anti-D e o heteroanticorpo (de coelho)
como anti-LW, mas o sistema Rh continuou com o mesmo nome (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).
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O sistema Rh € altamente polimorfico, apresentando 56 antigenos descritos
até o0 momento (GASSNER et al.,, 2022), a Tabela 1 apresenta alguns dos
antigenos do sistema Rh bem como a prevaléncia. Dois genes, localizados no
cromossomo 1, sao responsaveis por codificar os antigenos do sistema Rh, RHD e
RHCE. A posicdo em que 0s genes sao transcritos favorece a grande diversidade
genética deste sistema, uma vez que sao transcritos em sentidos opostos, gerando
possibilidade de rearranjos com a formagéao de hibridos entre os dois genes (Figura
1) (PEDINI et al., 2022). A expressao do sistema Rh também esta associada ao
gene RHAG, que codifica a glicoproteina RhAG, a qual forma um complexo com as
proteinas do sistema Rh (RhD e RhCE). Este complexo provavelmente tem como
funcéo o transporte i6nico (CO2/02, NH4*/NH3s) e é expresso apenas nos eritrocitos,
por isso, os antigenos do sistema Rh sdo encontrados apenas nessas linhagens
celulares. O gene RHAG néo é polimorfico como os genes RHD e RHCE, porém
guando ocorrem alteracdes nesse gene que levam a perda da funcdo proteica
nenhum dos antigenos Rh é expresso na membrana eritrocitaria (DANIELS, 2009).

O gene RHD caodifica principalmente o antigeno D, sendo o gene RHCE o
responsavel pela codificacdo da maioria dos antigenos do sistema Rh, dentre eles
antigenos antitéticos C/c e E/e. Uma Unica troca de nucleotideo, SNP, no éxon 2
ocasiona a presenca dos alelos RHCE*c/*C pela substituicdo ¢.307C>T, gerando a
troca de aminoacido p.Prol103Ser (rs676785). Para os alelos RHCE*e/*E o SNP
que codifica os antigenos ocorre no éxon 5, na posi¢ao ¢.676G>C levando a troca
de aminoacido p.Ala226Pro (rs609320) (ISBT, 2022).

A auséncia da proteina RhD (altamente imunogénica) leva ao fenétipo RhD
negativo, podendo ser determinado por diferentes alteragcbes genéticas,
dependendo da ancestralidade do individuo. Em popula¢bes eurodescendentes
predominantemente ocorre a delecdo completa em homozigose do gene RHD
(RHD*01N.01), ja em populacdes afrodescendentes outras altera¢cdes moleculares
além da delecdo do gene RHD levam a ndo expressao proteica, por exemplo: o
RHD*y (RHD*08N.01) e o RHD*DIllla-CEVS(4-7)-D. O RHD*y ocorre devido a uma
mudanca no quadro de leitura que conduz a um stop cédon prematuro devido a
duplicacéo de 37 pb dos ultimos 19 nucleotideos do intron 3 e dos primeiros 18

nucleotideos do éxon 4 e apresenta mutacdes nas seguintes posi¢cdes c.609G>A;
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€.654G>C; ¢.667T>G; ¢.674C>T; c¢.807T>G. A formacdo do gene hibrido
RHD*Dllla-CEVS(4-7)-D (RHD*03N.01) compreende os éxons 1 a 3, 8 a 10 do
gene RHD, éxons 4 a 7 do gene RHCE. Esse gene hibrido além de n&do produzir o
antigeno D, também pode produzir um antigeno C fraco, e os individuos com esse
genotipo se expostos ao antigeno C apresentam risco de desenvolver anticorpos
anti-C (DANIELS, 2009; CHOU et al., 2013).

A presenca de outras variantes genéticas em RHD e RHCE pode resultar em
antigenos com fraca expressao, parciais, novos antigenos, bem como, a perda de
antigenos de alta frequéncia e/ou presenca de antigenos de baixa frequéncia
(VENDRAME et al., 2023). Os antigenos RhD resultantes destas variantes
genéticas podem ser classificados em trés grupos diferentes, D fraco, D parcial e
DELL. Algumas variantes sdo raras, como a D-- e Rhnui. As variantes que geram
expressao parcial do antigeno RhD séo caracterizadas pela alteracdo nos epitopos
presentes no antigeno, podendo ocorrer a perda de epitopos e/ou novos epitopos
no antigeno. Estas alteracdes podem ocasionar o desenvolvimento do aloanticorpo
anti-D em situacdes de transfusdo RhD positivo e incompatibilidade materno fetal.
A presenca do antigeno D fraco ocorre quando ha diminuicdo da expressao dos
antigenos RhD na membrana do eritrécito, sem alteracdo de estrutural ou de
sequéncia de aminoéacidos do antigeno codificado (Bakry et al., 2019).

No ambito da hemoterapia, a presenca do antigeno D é avaliada utilizando
antissoro anti-D, quando o resultado € negativo, em doadores de sangue, é
necessario realizar a técnica confirmatdéria (pesquisa de D fraco) na qual € utilizada
um potencializador (antiglobulina humana) para avaliar a presenca do antigeno.
Quando positivo, os hemocomponentes séo considerados RhD positivos (fraco ou
parcial), ndo sendo realizada obrigatoriamente a diferenciagéo entre as variantes
fraca ou parcial. Para fins transfusionais, na tipagem RhD do receptor quando
negativa ou com intensidade de reagdo menor do que 2+, o receptor deve receber
concentrado de hemacias RhD negativo para evitar a aloimunizacgéo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017). A diferenciagéo entre as variantes D fraca e D parcial podem
ser realizadas utilizando técnicas de biologia molecular complementares as

técnicas soroldgicas da imunohematologia (Bakry et al., 2019).



21

Tabela 1: Principais antigenos do sistema Rh e frequéncia populacional.

Terminologia

Ag ISBT Prevaléncia Observacoes
(simbolo)

D RH1 comum 85% Eurodescendentes, 92% Afrodescendentes
e 99% Asiaticos

C RH2 comum 68% Eurodescendentes, 27% Afrodescendentes
e 93% Asiaticos

E RH3 comum 29% Eurodescendentes, 22% Afrodescendentes
e 39% Asiaticos

C RH4 comum 80% Eurodescendentes, 96% Afrodescendentes
e 47% Asiaticos

e RH5 comum 98% Eurodescendentes, 98% Afrodescendentes
e 96% Asiaticos

f RH6 comum 65% Eurodescendentes e 92% Afrodescendentes

G RH12 comum 84% Eurodescendentes e 92% Afrodescendentes

Hro RH17 alta

HrS RH18 alta

hr®  RH31 98%

Hr®  RH34 alta

JAL RHA48 baixa

Adaptada do Manual Técnico da Associagdo Americana de Bancos de Sangue (AABB)
(ACKER et al., 2020) e Blood Groups and Red Cell Antigens (DEAN, 2005)
Ag: antigeno



22

Fita dupla de DNA

5 > 3

<@ RHCE

3 5'

'Y

Fita simples de DNA

I <

5 dme 0w

X

3 IDHA B

Gene hibrido

Figura 2: Genes do sistema Rh e formacao de gene hibrido.

A variabilidade genética em RHD e RHCE ¢ alta e extremamente diversa
entre diferentes populacfes. Populacdes africanas e afrodescendentes apresentam
um maior numero de variantes descritas (CHOU et al., 2018). Aproximadamente
85% dos pacientes afrodescendentes, diagnosticados com anemia falciforme,
apresentam pelo menos um alelo Rh variante que difere do encontrado na
populacao de doadores de sangue, podendo resultar em aloimunizagéo e reacdes
transfusionais hemoliticas tardias (Chou et al., 2018). Considerando este dado, a
transfusdo em pacientes com anemia falciforme consiste em um desafio para os
servicos de hemoterapia, a fim de otimizar o atendimento a esta populacdo é

importante avaliar o perfil fenotipico do paciente (imunohematologia) e se possivel
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a presenca de variantes Rh utilizando as técnicas de genotipagem e
sequenciamento.

A variante D-- é decorrente da ndo expressdo dos antigenos RhCE na
membrana do eritrécito, a qual pode ser ocasionada por genes hibridos CE-D-CE,
delecdes ou insercbes (CHEN et al.,, 2021; DEZAN et al., 2022). Em diversas
populacdes, pode ser observada a presenca de D--, por exemplo, Chen e
colaboradores (2021) identificaram em uma paciente chinesa da etnia Han uma
duplicacdo em homozigose de quatro pares de base (CTCT) na posi¢ao 569 a 572
do éxon 4 de RHCE. Essa duplicacdo gera um cdédon de terminacdo prematuro na
sequéncia ocasionando a nao expressao dos antigenos RhCE (CHEN et al., 2021).
Em uma doadora de sangue de origem peruana, uma outra variante genética foi
detectada em homozigosidade no éxon 5 do gene RHCE (c.659G > A). Esta
variacdo também causa um codon de terminacéo prematuro (DEZAN et al., 2022).
Além das variantes citadas, ja foram documentadas pelo menos 25 variacées em
RHCE associadas ao fenétipo D-- (CHEN et al., 2021).

O fendtipo Rhnui ocorre em decorréncia de diferentes variacées genéticas e
pode ser classificado em dois tipos: tipo amorfo e o tipo regulatério. O tipo amorfo
ocorre devido a variacbes nos genes codificantes do sistema Rh, ja o tipo
regulatorio € causado por alteracdes no gene RHAG, o qual tem como funcao
codificar a proteina RhAG que serve de ancoragem para as proteinas do sistema
Rh (RhD e RhCE), ou seja, sem a proteina ndo ha expressdo funcional dos
antigenos Rh (KATO-YAMAZAKI et al., 2000; JUNCA et al., 2021).

A frequéncia antigénica é diferente dependendo da populacdo avaliada e a
presenca de variantes e hibridos no sistema Rh pode ocasionar a ndo expressao
de antigenos de alta frequéncia. Considerando pacientes politransfundidos que
apresentam variantes que podem ser raras, hd o risco de sensibilizacao,
ocasionando aloimunizagdo contra um antigeno de alta frequéncia populacional,
dificultando a compatibilizacdo de unidades de concentrado de heméacias
compativeis com 0 paciente, para isso é importante identificar doadores com
fendtipos raros para suprir possiveis demandas transfusionais (RISTOVSKA et al.,
2022).
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1.4 Doenca hemolitica do feto e do recém-nascido

A DHFN ou DHPN ocorre devido a incompatibilidade materno-fetal, em que
a gestante apresenta um anticorpo antieritrocitario no plasma e o feto apresenta na
membrana do eritrocito o antigeno correspondente ao anticorpo materno (Zwiers et
al., 2018). Para que a DHFN ocorra de fato existem diversos fatores que devem
estar presentes: 1) resposta imune primaria materna, ou seja, a gestante deve ter
sido sensibilizada previamente, o que pode ocorrer por gestacdo prévia ou
transfusdo prévia; 2) resposta imune secundaria, quando os eritrocitos fetais
expressam o antigeno ao qual a gestante apresenta anticorpo; 3) presenca de
anticorpo de classe 1gG, o qual apresenta capacidade de atravessar a placenta; 4)
ligagcdo do anticorpo com antigeno eritrocitario; 5) hemalise intra ou extra vascular,
dependendo do anticorpo envolvido na reacdo. A DHFN pode levar a anemia fetal
progressiva, hidropisia fetal e até morte intrauterina. Apos o nascimento, persistindo
a hemolise ocorrera anemia neonatal e hiperbilirrubinemia, que pode levar a dano
do sistema nervoso central, condicdo chamada de kernicterus (ZINEB et al., 2015;
DE WINTER et al., 2023).

A incompatibilidade materno-fetal mais conhecida é a causada pela
presenca do anti-D, principalmente em gestantes com fenétipo RhD negativo com
fetos RhD positivo. Devido a grande importancia clinica desta incompatibilidade, na
década de 1960 foi introduzida a utilizacdo profilatica da Rhlg, mais conhecida
como Rogan (Chatziantoniou et al., 2017). Entretanto, a DHFN mediada por anti-D
ainda continua um problema de saude publica, uma vez em que nem todos 0s
paises realizam a profilaxia com Rhlg, principalmente os paises em
desenvolvimento e em baixo desenvolvimento (Zonneveld et al., 2017).

Diversos outros anticorpos antieritrocitarios também tem a capacidade de
causar a DHFN, porém apenas para o anti-D existe profilaxia. Além do anti-D, os
demais anticorpos contra antigenos do sistema Rh e o anti-K (sistema Kell), séo de
grande importancia, pois podem levar a DHFN grave, incluindo na manifestacéo de
kernicterus (ZWIERS et al., 2018).

O acompanhamento pré-natal é importante para todas as gestantes. A

utilizacdo de ultrassonografia com doppler da medida da velocidade de pico
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sistélico da artéria cerebral média (MCA-PSV) para diagnostico precoce de anemia
fetal € uma técnica que pode ser utilizada para diminuir procedimentos invasivos
(O’Riordan et al., 2022). Os testes imunohematologicos também sao utilizados
durante o acompanhamento, a fim de avaliar a presenca de anticorpos
antieritrocitarios no plasma materno e o possivel desenvolvimento de DHFN (de
Winter et al., 2023). Durante o periodo pré-natal é importante a realizacao do teste
tipagem ABO RhD da mée, a pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) e a
identificagcéo do anticorpo irregular (IAl) materno em casos de PAI positiva, a fim de
avaliar a possibilidade do desenvolvimento de DHFN. Se possivel, também é
importante avaliar o fenotipo paterno, uma vez que se 0 pai possuir o antigeno
correspondente ao anticorpo materno ha possibilidade de o feto apresentar o
antigeno. Entretando, muitas vezes a avaliacao paterna ndo € realizada ou ndo esta
disponivel para realizacdo (Sanchez-Duran et al., 2019).

A fenotipagem do feto € possivel utilizando técnicas invasivas, como
cordocentese. Entretanto, técnicas moleculares podem predizer o fenétipo do feto
e estimar o risco de DHFN, sem a necessidade de utilizacdo de técnicas invasivas.
A utilizacdo do DNA fetal de células livres na circulacdo materna (cffDNA) é uma
alternativa que tem sido realizada em alguns paises. A técnica de cffDNA tem sido
utilizada para que apenas mulheres RhD negativa com fetos RhD positivos
recebam Rhlg em paises como Alemanha (Tiblad et al., 2013; Papasavva et al.,
2016).

1.5 Aplicacdes da técnica de sequenciamento de DNA na imunohematologia

No ambito da imunohematologia, a técnica de sequenciamento de DNA pode
ser bastante Util para elucidar casos de discrepancia entre genotipagem e
fenotipagem, para identificacdo de novas variantes de grupos sanguineos, assim
como, para identificagdo de novos sistemas. Até o momento, a técnica de
sequenciamento pode ser dividida em primeira, segunda e terceira geracao.

Descrito inicialmente por Sanger e colaboradores na década de 1970, Smith
e colaboradores e Jorgensen e colaboradores aprimoraram a técnica na década de

1980. O sequenciamento de 12 geracdo consiste em avaliar a sequéncia de
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nucleotideos - adenina (A), citosina (C), timina (T) e guanina (G) — utilizando
dideoxinucleotideos marcados com fluorescéncia. O DNA é sequenciado utilizando
eletroforese capilar, em que os fragmentos sao separados de acordo com o
tamanho, no equipamento ha um detector sensivel a fluorescéncia emitida, gerando
um gréfico de eletroferograma com a sequéncia avaliada (TIPU; SHABBIR, 2015).

No ambito da imunohematologia, 0 sequenciamento de 12 geracéo pode ser
utilizado para solucionar os casos de discrepancias entre gendtipo e fendtipo,
sendo efetivo para caracterizacdo molecular de variantes. Entretanto, esta técnica
apresenta limitacdes referentes a deteccdo de InDels e resolugcédo cis/trans de
polimorfismos de grupos sanguineos (Stabentheiner et al., 2011).

Utilizando o sequenciamento de alto rendimento (22 geracdo) é possivel
avaliar varios pequenos fragmentos de DNA (50 a 500 pb), simultaneamente, e
identificar InDels acima de 50 pb. As metodologias mais utilizadas séo lon Torrent
(sequenciamento semicondutor) e lllumina (técnica de sintese). A metodologia lon
Torrent utiliza a deteccao indireta do nucleotideo a partir da mudanca do potencial
elétrico apods a insercdo do nucleotideo na sequéncia avaliada. O sequenciamento
por lllumina utiliza a deteccao direta via fluorescéncia do nucleotideo inserido na
sequéncia, esta metodologia permite que a leitura em duas vias do fragmento, ou
seja, sequéncia direta e reversa ha mesma analise, apresentando uma taxa de erro
de aproximadamente 0,1% (FURST et al., 2020). Entretanto, como limitacdes
apresenta dificuldade na leitura de genomas com areas muito repetitivas, como por
exemplo, os genes do sistema Rh (THUN; GUEUNING; MATTLE-GREMINGER,
2023).

A utilizacdo do sequenciamento de 32 geracdo permite a leitura de
sequéncias de DNA e RNA longas, ndo sendo necesséria a amplificagdo por PCR.
Dentre as metodologias utilizadas na imunohematologia estdo: Sequenciamento
em tempo real de molécula uUnica [The single-molecule real-time (SMRT)] e o
Nanopore (Oxford Nanopore’s MinlON). A técnica SMRT utiliza a deteccédo de
fluorescéncia emitida pelos nucleotideos marcados adicionados a sequéncia pela
polimerase, o sinal de fluorescéncia é identificado em tempo real. O Nanopore
MinlON realiza o sequenciamento de fita-simples por meio de deteccado de

alteracdo meio i6nico da membrana do nanoporo de proteina (Furst et al., 2020).
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Dentre as vantagens desta técnica esta a possibilidade de identificar variacdes
estruturais amplas, como grandes inser¢cdes ou delecdes; identificacdo de genes

hibridos e definicdo de sequéncias hemizigotas (D parcial e D fraco).
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2. Objetivos:

2.1 Objetivo geral

Estudar aspectos moleculares e clinicos do sistema Rh para doacdo de

sangue e DHFN.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Artigo 1

2.2.1.1 Realizar o sequenciamento da regiao codificante dos genes RHD e
RHCE em amostras de doadores de sangue com discrepancia de resultados entre
as técnicas de genotipagem e fenotipagem.

2.2.1.2 Avaliar a presenca de possiveis variantes que expliqguem a

discrepancia entre genadtipo e fendtipo.

2.2.2 Artigo 2
2.2.2.1 Revisar a frequéncia de anticorpos antieritrocitarios em gestantes e

o desenvolvimento de DHFN.
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Hemolytic disease of the fetus and newborn - a perspective of immunohematology

Abstract

Background: Hemolytic disease of the fetus and newborn (HDFN) is a public health problem
caused by maternal-fetal incompatibility and for most alloantibodies that can induce HDFN, no
prophylaxis is available. This study performs a review regarding which antibodies were the most

present in maternal plasma and which were involved with HDFN.

Method: 75 studies were included in this review using a systematic search. Two independent

authors extracted studies of interest from PubMed and SciELO databases.

Main results: From case reports, 44 cases were extracted, and of these 11 evolved to death. From
17 prevalence studies, the alloimmunization rate was 0.17% (6,007 women) with 161 babies
performed intrauterine transfusion (IUT), and 23 performing transfusion. From 28 studies with
alloimmunized pregnant women (7,616 women), 455 babies performed IUT, and 21 performed

transfusion.

Conclusion: Rh, Kell, and MNS were the most frequent blood systems involved. Geographical
distribution of studies points out, that there was a disproportional number in different continents,
which enhanced that more studies should perform in different countries. Investing in early

diagnosis is important for managing the risks and complications of HDFN.

Keywords: Hemolytic disease of the fetus and newborn, alloimmunization, immunohematology
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1.1 Introduction

Hemolytic disease of the fetus and newborn (HDFN) is caused by maternal-fetal
incompatibility when the mother has an antibody (IgG subclass) against an antigen expressed on
the fetal erythrocyte and this antibody crosses the placenta.! The presence of alloantibody usually
occurs when exposure to non-self-antigens after transfusion, transplantation, or pregnancy
results in sensibilization and formation of antibodies against red blood cell (RBC) antigens.? HDFN
has different degrees of complications and can be classified into mild, moderate, and severe.
Physiopathology results in various complications such as anemia, aplastic anemia,

hyperbilirubinemia, fetal hydrops, kernicterus, and death.?

Different maternal alloantibodies can cause HDFN, the most common is anti-D and other
Rh antibodies, and Kell.! However, antibodies against high prevalence antigens can also cause
severe HDFN, as the case report described by Levitt et al (2018).* Administration of prophylactic
anti-D immunoglobulin (RhIG) in women RhD negative after delivery of a child RhD positive has
significantly reduced the incidence of HDFN related to anti-D in the high-income countries after
the 1960s,"* however, in lower development countries HDFN is a significant problem.® Besides
that, pregnant women classified as RhD positive for the D variant (partial D phenotype) and who

do not receive RhIG prophylaxis, may develop anti-D antibodies.’

Until now ISBT recognized 43 blood group systems and 378 RBC antigens of which 345 are
within the blood group system.® No prophylaxis is available to other antibodies from blood
groups.! In this way, identifying other antibodies implied in HDFN and which alloantibodies were
the most frequent in populations could corroborate to new research and development to
alloantibodies prophylaxis. In addition, is also important to monitor fetuses and babies with
chance to developed HDFN and identify correct the alloantibody involved in HDFN and know the

pathophysiology of these, enhancing the safety of the fetus’ healthy development. This study
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aims to perform a review regarding which antibodies were the most prevalent in maternal plasma

and which were involved with HDFN.

1.2 Material and Methods

1.2.1 Eligibility criteria and literature search:

A systematic search performed by two independent authors extracted studies of
electronic databases, including MEDLINE (accessed by PubMed) and The Scientific Electronic
Library Online (SciELO). The terms used in our search were “hemolytic disease of the fetus and
newborn”, “alloimmunization”, “isoimmunization”, “hydrops fetalis”, “fetal hemolytic anemia”
using the function “AND” and “OR”. Also, the exact words and synonyms were used as text words

for searches in titles and abstracts, we obtained 1690 results. The search restricted studies

published between 2013 and 2023.

After reading the title and abstract 101 studies remain. Finely after reading papers, 75
were selected for data collection. To be considered eligible, case report studies should present at
least one case identified by the study authors of HDFN (anemia, presence of alloantibody causing
anemia). For other study types (cross-sectional, case-control, cohort), the presence of maternal
alloimmunization was accepted even though the study did not mention the clinical outcome of
the babies or the development of HDFN and mentioned only the risk of development of HDFN.
Were excluded, case reports without HDFN, even alloimmunization was present if the newborn or
fetus did not present symptoms of HDFN the study was excluded. To case controls, cross-sectional
and cohort studies were excluded when alloantibodies did not mensurate and when the study

was only about phenotyping and/or genotyping pregnant without alloimmunization.



36

1.3 Results

Table 1 shows data collected from case-report studies, #7°-3” Table 2 presents data from
prevalence studies, ¥>%35! and Table 3 presents data from alloimmunized preghant women.
L1L52-77 A total of 75 studies were reviewed, 31 case reports, 19 cohorts, 22 cross-sectional, and 3

case-control. One study was classified both in the case report and review and was included in

both tables (1 and 3).

Our results extracted from case reports included 47 cases with antibody detection, but 3
cases were excluded because the babies did not show any signs of HDFN, one with anti-H,? two
with anti-Jk3. 2* Table 1 presents 44 cases with HDFN, 26 women had already been screened for
antibodies before the reported pregnancy. The antibodies implicated as causing HDFN were anti-
D (10 cases alone and 5 with antibodies associated), anti-E (3 cases alone and 3 cases antibodies
associated), anti-M (6 cases), anti-Jk3 (1 alone and 1 with antibody-associated), anti-Jk® (1 alone
and 1 other antibody associated), anti-G (2 cases with antibodies associated), anti-K (2 alone and
1 other antibody associated), anti-S (2 cases), anti-SARA (2 cases), anti-C (4 cases with antibodies
associated), anti-e and anti-A (1 case associated each) and anti-Ku, anti-Goa , anti-Ge3, anti-Kp?,
anti-Rd, anti-HTML and anti-H with one alone each. Regarding the mentioned complications,
severe anemia (13 cases), mild anemia (6 cases), and jaundice (12 cases) were the most observed.
Of the 44 cases, 11 evolved to death. Of the anti-D cases, two women were D partial”®
responsible for 5 cases of anti-D HDFN. A total of 20 IUTs were performed in 9 fetuses, 16
exchange transfuse in 12 babies and 33 transfusions were performed in 14 babies. Phototherapy

were necessary as treatment for 25 patients.

Table 2 presents 17 prevalence studies (15 cross-sectional, 1 cohort, and 1 case-control).
A total of 3,555,414 pregnant women were evaluated; of these 6,007 women presented

alloantibodies in the gestational period, corresponding to 0.17% of the alloimmunization rate.
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HDFN was present in 470 babies, of these 161 babies performed at least one intrauterine
transfusion (IUT), 23 performed transfusion, 23 performed exchange transfusion, and 115
performed phototherapy. Four babies had hydrops fetalis, and 20 evolved to death [15

intrauterine death (IUD)].

For alloimmunized pregnant women, 28 studies were included (1 review, 2 casecontrol, 7
cross-sectional, and 18 cohorts) according to Table 3. A total of 7,911 women presented
alloantibodies in the gestational period. HDFN was present in 2,996 babies, of these 1,768 babies
performed at least one IUT, 397 performed exchange transfusion, 573 performed transfusion, and

1,071 performed phototherapy.

The presence of single or multiple maternal antibodies was input in Table 4 according to
present in the original study (alone or with other antibodies), multiple antibodies were found in
1,791 cases. The antibodies were present in maternal plasma and could cause HDFN. From case-
report studies, 19 different alloantibodies which cause HDFN in different severities and clinical
outcomes were cited. From observational studies the total number of all antibodies present in
maternal plasma, even the clinical outcome was not implied in HDFN or was not reported in the

original study. ABO incompatibility was found in 3,307 cases.

Figure 1 presents the number of alloantibodies found (alone or with other antibodies).
Anti-D was the most present in maternal plasma (4,890 cases), anti-K (2,051 cases), and anti-E
(1,566 cases). Figure 2 presents the number of antibodies against RBC antigens classified
according to the blood group system. Rh was the most frequent, with 7,358 cases, Kell (2,080
cases), MNS (394 cases), Duffy (237 cases), and Kidd antibodies (200 cases). Anti-Lewis was not

mentioned in Figure 1 and Figure 2 because not implied in HDFN.”®
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1.4 Discussion

HDFN is an important public health problem, caused by maternal-fetal incompatibility,
which occurs due to RBCs fetal or neonatal hemolysis caused by IgG antibodies transfer through
the placenta.? Only the presence of alloantibody on maternal plasma was not sufficient to cause
HDEFN, it is necessary that antibody cross the placenta and the fetus or neonate have the antigen

expressed on his RBC.

In this review, we found 13,966 pregnant women alloimmunized, that anti-D was the
most frequent alloantibody (35.01%) followed by anti-K (14.69%), anti-E (11.21%), anti-c (5.48%),
anti-C (4.93%) and anti-M (2.35%). From prevalence studies, 0.17% of pregnant women were
alloimmunized, and from studies with alloimmunized pregnant women, 36.84% had a baby with
HDFN and these numbers could be higher because some studies do not mention newborn clinical
outcomes. When verifying the geographical distribution of alloantibodies studies, we found a
disproportional number of studies in different continents, the major number of studies was
performed in Europe (35 studies), America (16 studies), and Asia (15 studies). These data
enhanced the need to perform more studies in different countries, contributing to the
understanding of alloimmunization (for example which antibody was the most involved in HDFN)

and HDFN in different locations.

The Rh blood system is a highly polymorphic blood group,’® until now 56 antigens were
described.®’ The most important antigens are D, E, e, C, c. Table 4 describes antibodies present in
the plasma of pregnant alloimmunization, Rh antibodies were found in 7,358 cases of 13,966
cases, alone or with other antibodies, corresponding to 52.69%. From the Rh system, anti-E was
the second alloantibody most frequent (Figure 1 and Table 4), followed by anti-c, anti-C, anti-C*,
anti-e, anti-G, anti-f and anti-Go? . Concern about anti-G alloantibody is important for correct

identification of this alloantibody and differentiation of anti-C and anti-D because if the pregnant
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does not present anti-D the prophylaxis is strongly recommended to avoid alloimmunization to

anti-D.82#

ABO maternal-fetal incompatibility is frequent because ABO antibodies were developed
naturally, Table 4 presents 3,307 cases of these, Matteocci et al* analyzed HDFN due to ABO
incompatibility, 81 babies had a direct antiglobulin test (DAT) positive, and 32 requiring invasive
treatments (exchange transfusion or intravenous immunoglobulins) (Table 2).* When ABO
incompatibility was present, historically blood group O was associated with reduced
alloimmunization to other blood group antigens because of the presence of anti-A/anti-B
antibodies in maternal plasma, these could occur because of the clearance of A or B fetal red cells
in maternal plasma mediated by ABO antibodies. This clearance could avoid other
alloimmunizations. Doyle et al (2014) analyzed anti-D levels and IUT, when comparing IUT
between ABO blood group, A women have a high risk of carrying a fetus with significant HDFN

compared with O women.*?

After Rh alloantibodies, Kell alloantibodies are the second to matter in HDFN.** Anti-K is
associated with the risk of HDFN, and the titer did not always necessarily correlate to the clinical
severity of HDFN.?® However, in a retrospective cohort that evaluated 1026 Kell immunized
pregnancies, 93 with K-positive fetuses established a cut-off value to risk for severe HDFN, a value
of 4 was the best titer to select the risk of severe HDFN.** Still, there is the occurrence of severe
cases of HDFN with low titer anti-K, demonstrating there is no correlation between clinical
outcome and titer.8! Therefore any case of anti-K positive pregnancy should be accompanied
when fetus phenotype was not possible to predict because of anti-K cause erythropoiesis

suppression and the destruction of erythroid progenitors.

Anti-M is one alloantibody with the presence of IgM and IgG antibodies, when IgG is

present could cross the placenta and cause HDFN in variable degrees. A review of the Japanese
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population presented thirty-three cases of HDFN caused by anti-M, of those twenty-nine with
severe HDFN, five present IgG subclass (IgG1 or 1gG3).1! Six case reports caused by anti-M (Table
1) present HDFN, three with different titer and clinical outcomes, in which three newborns
required transfusion (RBC and platelet), one required intrauterine transfusion for severe fetal
anemia, and 2 intrauterine death caused by anti-M. These data showed that severity was
independent of the anti-M titer and the importance of differentiation of IgG and IgM antibody

ClaSS 11,13,21

The physiopathology of anti-M is similar to anti-K and anti-Ge3 (anti-Gerbich) the
mechanism involving apoptotic or erythropoietic suppression, which differs from the

physiopathology of anti-D which is extracellular hemolysis.??

Kidd blood group antigens imply hemolytic transfusion reaction (HTR) and HDFN. The
most common antibodies are anti-Jk? and anti-Jk° , which are involved in mild to severe HDFN.
There is also another antibody, anti-Jk3 which can be induced by alloimmunization in a Kidd null
phenotype people. 2 That antibody, reacts with both antigens, Jk* and Jk°.2* In HDFN the anti-Jk3
titers remain unclear to measure clinical significance risk HDFN, according to Lawicki et al,** titers

of 16 or 32 or greater should be fetal monitoring for HDFN.

Multiple maternal alloantibodies could represent an increased risk of developing HDFN,
one study from Israel showed that 6.8% of pregnancies with multiple alloantibodies developed a
severe HDFN.3 Phung et al (2018) compared the mean estimated daily decrease in Hb between
the first and second IUT when the pregnant had only anti-D and when anti-D was associated with
two other antibodies showing that the decrease was lower when the pregnant had only anti-D.*®
These datasets corroborate that the presence of multiple maternal alloantibodies could imply an

increase in the risk of severity of HDFN. In this review, Table 4 presents data extracted from
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observation studies with the presence of multiple maternal antibodies and six case reports in

which the HDFN was caused by the presence of multiple alloantibodies.57/16-18,24.37,38,40,43,58

One key factor in the risk of HDFN is the antibody class, IgM antibodies were not implied
in HDFN because they were not capable of crossing the placenta. IgG antibodies cross the
placenta and could cause HDFN. IgG was subclassified into 1gG1, 1gG2, 1gG3, and IgG4. The severity
of HDFN could be related to the IgG subclass, IgG1, and IgG3 cause severe HDFN, and these

parameters should be included in protocols for measuring the intensity of the HDFN.*°

When all antigens’ sites were occupied by the respective antibody the reaction of these
erythrocytes with commercial antisera produced a false negative phenotype in the antihuman
globulin (AHG) phase.?® These cases are rare but could occur when a direct antiglobulin test is
positive. Using methods without AHG phase with saline monoclonals IgM antiserum is an option
to solve these cases, but these reagents were not always available.® 1gG blocking technique could
be used for RBCs that have a weak to moderately positive (2+) DAT, 8 other methods use

acid/EDTA elution, chloroquine diphosphate (CPD), and heat elution to remove IgG from RBCs.?®

Molecular tests present an option to solve cases of false negative phenotype newborns.
Novoselac et al (2020) used a genotyping test (PCR-SSP) to confirm baby K*01/K*02 genotype and
solve an anti-K mediated HDFN. 2 Lawicki et al (2018) also used genotyping test (PCR-SSP) to

confirm baby JK*A/JK*B genotype and solve an HDFN mediated by anti-Jk3.%*

Knowing the molecular basis of blood group antigens is also important to understanding
predicting phenotype and the formation of null alleles which might cause a lack of expression of
the phenotype. The ISBT presents all blood groups' antigens discovered until now and genes
involved in the antigen’s expression. The null phenotype was caused by different mutations in the

genes. However, some had more frequency in population groups, for example, Fy null (¢.1-67T>C,
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rs2814778) in African descendants® and Jk null caused by T871C mutation in Polynesian

descendants which cause Jk® null expression.

Sequencing tests are useful to understand unexplained discrepancies between phenotype
and genotype, discover antigens variants, such as Rh variants, and predict the risk and significance
of alloimmunization causes HDFN and HTR.?> To understand the risk of HDFN is recommended
performed maternal and paternal phenotyping or genotyping testing to predict fetal phenotype.®®
However, paternal phenotyping is not available to all cases of suspect HDFN, 2* which could be a

potential confounder in HDFN analysis.

The screening of irregular erythrocyte antibodies, antibody identification panel, and
maternal antibody titer using the indirect antiglobulin test (IAT) during prenatal care is important
for correct diagnosis and early clinical intervention associated with image diagnosis, as Doppler
measurement of peak velocity of systolic blood flow in the middle cerebral artery (PVS-MCA).5*
The corrected identification of maternal alloantibodies and estimated risk of the fetus carrying
the RBC antigen is important in prenatal considering the risk of fetal anemia and newborn
anemia.”’ The precise identification of one or multiple alloantibodies and their clinical significance
help to select RBC units for transfusion without the presence of the correspondent antigens,
when IUTs were needed, and after birth if the newborn needed any transfusion. In the newborn is
important to perform DAT, and if DAT is positive, perform an elution to identify the antibody

bound on the RBC membrane.”®

Some developed countries use non-invasive prenatal with cell-free fetal DNA (cffDNA)
circulating in the maternal plasma of pregnant women to perform fetus genotype and estimate
the risk of HDFN.?” To RhD incompatibility performing cffDNA is an efficient prevention strategy
because providing anti-D prophylaxis only if the fetus is RhD-positive. 6! To other RBC antigens

cffDNA is useful to determine if the fetus presents the antigens which the mother has
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alloantibodies and determine the risk of development HDFN. That method is not invasive but is

not available for all hemotherapy services.

IUTs was needed at least one time in 1,938 fetus in this review however, this data was
limited because some studies did not mention fetal outcomes. IUT is an intervention related to
anemia severity, and early IUT (before 20 weeks) is associated with a higher risk of fetal damage.”
Despite the risk, IUT is an important intervention to treat fetal anemia. The need for IUT should be
considered in prenatal care. However, there is a high difference between countries' prenatal care

and some pregnant women who need an IUT could not receive an IUT when it is needed.

Unfortunately, some countries do not screen all pregnant women for alloantibodies, due
to many reasons such as the absence of a universal access program for all pregnant women,
failure to recognize events in pregnancy that could trigger an alloimmunization, and geographical

difficulties in accessing a hemotherapy reference center.”

1.5 Conclusions:

Investing in early diagnosis is important for the management of risks and complications of
the development of HDFN. Approaches using serological and molecular tests were useful in the
early diagnosis. Knowing the physiopathology of alloantibody is also helpful in understanding this
pathology's evolution. Furthermore, considering the highest population diversity of blood group
alleles, there is a need to research the frequency of pregnant alloimmunization and HDFN in

different populations.
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Figures:

Figure 1: RBC antibodies present in maternal plasma.
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Others: anti-N (n=7), anti-U (n=7), anti-Yta (n=6), anti-Bga (n=6), anti-s (n=5), anti-Cra (n=5), anti-f
(n=4), anti-k (n=4), anti-Vel (n=3), anti-Jk3 (n=3), anti-SARA (n=2), anti-H (n=2), anti-Chido (n=2),
anti-Jra (n=2), anti-Wra (n=2), anti-Goa, anti-Kna, anti-Ku, anti-Kpb , anti-Cha , anti-Rd, anti-
ATML, anti-Ge3 (n=1 each)



Figure 2: RBC blood group system present in maternal plasma
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Table 1: RBC alloantibodies in case-report studies

Pregnant woman Infant
. Highest Lowest
First author, P.reV|o.us Bil Hb Intervention outcome
Case year Country histories —
P of . Antibody Titer DAT (me/dL) (g/dL) Major complaint RBC Other
antibody
screening Intrau Ex
Tr tr Tr
jaundice, severe
anemia,
1 Usman et al, Malaysia na anti-E na + 23.45 6.2 thrombocytopenia 1* IVIG, photo alive
2013° IVIG, photo, 1 fresh
jaundice, mild frozen plasma
2 na anti-E na + na 10.2 anemia 1 transfusion alive
IVIG, photo, calcium
Pitan et al, hepatosplenomegaly, infusion, and platelet
3 2013 Ireland Yes anti-S 64 + 9.59 5.23 hypocalcemia 1 transfusion alive
Unterscheider
4 et al, 2013% Ireland P3  vyes anti-K 512 na na Na severe anemia 1 death
Yasuda et al, IVIG, photo,
5 20141 Japan Yes anti-M 4 - 17.00 6.7 severe anemia 6 corticosteroid alive
Reddy and IVIG, photo, platelet
6 Kohan, 2014% Australia Yes anti-S na + 11.70 8.1 1 transfusion alive
jaundice, prolonged
7 Arora et al, India Tl na Anti-M 32 - na Na anemia 3 photo alive
20151 jaundice, prolonged

8 T2 na 32 - na Na anemia 2 photo alive
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anti-D, -
9 P4 No C 1,096 na na Na hydrops fetalis death
Houston et al, Canada (22;?\18
2015% anti-D, -
c D), 4
(anti- hydrops fetalis,
10 P5 Yes Q) na 180 18 severe anemia photo alive
Kamei etal, Japan anti-D
11 2015% P5 Yes 512 + Na 11.2 1 photo alive
Zineb et al, . hepatomegaly,
12 2015% Maroc Yes anti- na na na 6 hydrops fetalis 1 death
Mittal et al,
13 2016 India na anti-Jk* 64 + 2050 Na photo alive
Mattaloni et jaundice, mild
14  al,2017% Brazil Yes anti-Ku na na Na na anemia photo alive
+
(anti-
K
anti-K, 1,024 and
DeMoss et al, anti-C, (anti- anti-
15  2017% USA Yes anti-e K) Q) 13.19 6 photo alive
Liand anti-D
Blaustein, and anti-
16 2017¥ USA Yes G na + 4.70 4.8 jaundice 3* IVIG, photo alive
anti-D,
Yousuf et al, anti-G,
17 2017% Malaysia Yes anti-C 512 na 13.59 9.7 mild anemia photo alive
anti-
18 Venkataraman SARA na na na na severe anemia 1 alive
and Yusuf, Canada Yes . .
2017 anti- IVIG, photo, ventilatory
19 P10 SARA na + 17.00 na jaundice 2 support alive
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anti-D,
Quantock et Australia anti-E,
20  al, 2017’ P1 na anti-A na + 16.90 na jaundice photo alive
21 P2 na anti-D 256 + 15.14 na mild anemia IVIG, photo alive
Rauch et al,
22 2017% Germany No anti-Rd 256 + na 3 severe anemia 2 ventilatory support, alive
23 P1 na anti-M 256 na na na hydrops fetalis IUD
24  Hubinont et . P2  Yes anti-M na na na na hydrops fetalis IUD
”n Belgium ) _
25 al, 2017 P3  Yes anti-M  na na na na severe fetal anemia IUD
26 P4  Yes anti-M 2048 na na 10.9 mild anemia photo alive
27 P2 No anti-D 2048 na na na hydrops fetalis IUD
Colpo et al, Italy spontaneous
28  2017* P3  Yes anti-D 2048 na na na abortion IUD
29 P4 Yes anti-D 4096 + 13.68 5.7 severe fetal anemia 1 2 |IVIG, photo alive
Bullock et al, UK
30 2018% na anti-H 4000 + 2104.00 19.0 photo alive
cardiac failure,
Millard et al, anti- pleural effusion,
31 2018% Australia na ATML na + na 4.5 generalized edema 2 4 alive
Levitt et al, mild intrauterine
32 2018* USA Yes anti-Ge3 256 + 6.60 6.1 anemia 3 alive
case
33 Lawicki et al 1 Yes anti-Jk3 128 + 7.00 11.4 IVIG alive
50182 " USA case anti—Jk3, .
34 2 Yes anti-E 16 + 9.60 na photo alive
35 Turl | P2 No anti-D na na na na alive
36 zgrlgg/set ab Canada P3  Yes anti-D na na na na IUD
37 P4  Yes anti-D 32 + 11.52 13 1* alive
Lee et al, UK anti-E severe anemia,
38 2019* P2 No 8 + 7.84 6.4 moderate hypoxic- 1 photo alive
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ischemic
encephalopathy,
jaundice,
hepatomegaly.
8
(anti-
E) and
2
Mandal et al, Anti-E, (anti-
39  2020% India Yes anti-Jk*  Jka) na na na respiratory distress alive
Novoselac et severe anemia,
40 al, 2020% Croatia Yes anti-K 32 + 6.55 na jaundice 2 photo alive
severe anemia,
Riis et al, jaundice,
41  2021% Denmark P1 No anti-D 16,000 + 27.01 7.25 hepatosplenomegaly 1 photo alive
Souabni et al,
42 20213 Maroc P3  Yes anti-D na na na 5.8 severe anemia death
Moreno et al, severe anemia,
43  2022% Spain No anti-Kp* 16 + na 4.2 hydrops fetalis 1 death
Fives et al,
44  2023% USA No anti-Go® na + 18.8 6.7 jaundice 2 photo alive

DAT, direct antiglobulin test; Bil, bilirubin; Hb, hemoglobin; photo, phototherapy; Intrau Tr, intrauterine transfusion; Ex tr,
exchange transfusion; Tr, transfusion; IVIG, intravenous immunoglobulin; +, positive; -, negative; IUD, intrauterine death; P,
pregnancy; T, Twin; np, not performed; *, double volume exchange transfusion; na, not available



Table 2: Frequency of RBC alloantibodies in prevalence studies
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presence of alloantibody Intervention*® Outcomes

Study study type Country n total n pregnant (%) n HDFN uT Ex Tr Photo

pregnant Tr
Altuntas et al, 201338 cross sectional Turkey 4,840 65 1.34 30 3 30 3 hydrzzzfﬁtalls, !
Hassan et al, 2014 *3° cross sectional Malaysia 5,163 30 0.58 14 1 1 14 1 hydrops fetalis
Velkova, 20154 cross sectional Macedonia 22,009 205 0.93 48 2 deaths
Mbalibulha et al, 20154 cross sectional Uganda 726 88 12.12 NA
Krstic et al, 2016* cross sectional Croatia 102,982 184 0.18 3 1 2
Sidhu et al, 2016 cross sectional India 750 15 2.00 NA
Girault et al, 2017 cross sectional France 113 78 69.00 78 78
Peeters et al, 2017% cross sectional Belgium 9,419 46 0.49 25 1 1 1 death
Zonneveld et al, 2017°¢ cross sectional Suriname 214 19 8.87 11 2 4
Chatziantoniou et al, 2017°>  cross sectional UK 46,182 130 0.28 65 6 9 19 81UD
Slootweg et al, 2018% cohort Netherlands 3,200,000 1,026 0.000003 49 48 1 31UD
Kahar, 2018% cross sectional India 1,960 20 1.02 NA
Matteocci et al, 2019% cross sectional Italy 28,089 3,000 11.00 81
Moinuddin et al, 2019% cross sectional USA 4,545 34 0.74 NA
Rahimi-Levene et al, 20203  cross sectional Israel 90,948 900 0.99 17 2 2 13 1 death
Ozkose et al, 2021°° case-control Turkey 37,344 153 0.40 49 23 8 8 45 4 |UD
Ali et al, 2022% cross sectional Sudan 130 14 10.77 NA
total 3,555,414 6,007 0.17 470 161 23 23 115

®, 9 cases of intravenous immunoglobulin
%, rate of n pregnant with antibody; IUT, intrauterine transfusion; Ex tr, exchange transfusion; Tr, transfusion; Photo, phototherapy; NA, not available;
IUD, intrauterine death
* Some cases of HDFN have not received clinical intervention or the study does not mention the intervention



Table 3: Studies with alloimmunized pregnant women, HDFN, and intervention.

64

Study

Rath et al, 2013%°
Smits-Wintjens et al, 2013%
Tiblad et al, 2013°*

Doyle et al, 201452

Kapur et al, 2014

Yasuda et al, 2014"*
Verduin et al, 2015
Garabedian et al, 2015%
Garabedian et al, 2015%2
Philip et al, 2015%°
Kristinsddttir et al, 2016°°
Stetson et al, 2017°®
Sonneveld et al, 2017’
Zwiers et al, 2018*

Phung et al, 2018
Healsmith et al, 2019%
Sanchez-Durdn et al, 2019°¢
Snelgrove et al, 2019%”
Crawford et al, 2020°8
Gudlaugsson et al, 2020%
Lieberman et al, 20207°
Savkli et al, 20207

Liu et al, 202172
Maisonneuve et al, 202173
Lee et al, 202274

Vlachodimitropoulou et al, 20227°

study type
cohort

cohort

cohort

cross sectional
cross sectional
review

cohort

cohort

cohort

cross sectional
cross sectional
cross sectional
cohort
case-control
cross sectional
cohort

cohort

cohort

cohort

cohort

cohort

cohort

cohort
case-control
cohort

cohort

Country
Netherlands
Netherlands
Sweden
Ireland
Netherlands
Japan
Netherlands
France
France
India
Iceland
USA
Netherlands
Netherlands
France
Australia
Spain
Canada
UK
Iceland
Canada
Turkey
Sweden
France
USA
Canada

presence of
alloantibody

n pregnant
393
347
290

1,106
70
34

260
81
77
42
375
146
679
1,326
106
115
337
232
11
130
128
42

1,079
41
36

128

n HDFN

393
347
108
62
NA
34
287
81
77
42
179
NA
37
232
106
59
103
232
11
35
21
42
157
41
35
128

Intervention

T
70
240
37
62

287
81
77
42

106
11
45

232
11

42
87
41
36
128

Ex Tr Tr
93
134 255
46
28 42
13
8
13
6
24 21
13 7
2 7
52
4
12 26

Photo

94

70

179

24

59

38

131

32
17

216

54



Ghesquiére et al, 20237° cohort France 207 126 105
Kureba et al, 202377 cross sectional Ethiopia 98 21 21
total 7,916 2,996 1,768

53
15
397

92
4
573

133
20
1,071
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IUT, intrauterine transfusion; Ex tr, exchange transfusion; Tr, transfusion; Photo, phototherapy; NA, not available



Table 4: RBC antibodies present in maternal plasma.
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Anti-D
Anti-D, -C
anti-D, -c
anti-D, -E
anti-D, -C, -E
anti-D, -E; -K
anti-D, -Jk®
anti-D; -S
anti-D; -Le?

Antibody

*anti-D and multiple antibodies

Alloimmunized

Alloimmunized

anti-D,
anti-D,
anti-D,
anti-D,
anti-D,
anti-D,
anti-D;
anti-D;
anti-D,

-C, -G
-G

-E; -A
-Ce

-cE

-Cc

-K
-Cce
-C; -Jk@

Prevalence pregnant . Case report Prevalfence pregnant
Case report studies women (Table Antibody (Table 1) (:taubc:;e;) women (Table
(Table 1) (Table 2) 3) 3)
n n n n n n
11 821 3366 anti-C, -G; -K
2 24 354 anti-c 85 543
3 anti-c; -K 5
45 anti-c; -K; -Jk%; -M 1
31 anti-c; -Le? 1
1 anti-cE 12
7 anti-cE; -Jk® 1
anti-ce 1
3 anti-Ce 1
36 104 anti-c, -C 1
1 2 anti-c, -C" 1
2 anti-c; -JkP 1
anti-c, -E; -Fy? 1
13 anti-c, - E; -Jk@ 1 1
1 anti-c, -E; -K 2
1 anti-c; -Fy?; -K 1 1
1 anti-c, -E; -Lu? 1
5 anti-c; -s 1
8 anti-c; -Fy? 2 2




anti-D; -K

anti-D, -C; -M
anti-D, -C; -Kp?
anti-D; -Fy?®
anti-D, -C; -Jk®
anti-D, -C; -K
anti-D, -C; -Fy®
anti-D, -C; -Kp?
anti-D, -C, -Fy?
anti-D, -E; -Fy?
anti-D, -E; -Jk®
anti-D; -Jk?; -S
anti-CD
anti-CD; -K
anti-D, -E, -G
anti-D; -s

anti-D, -C; -S
anti-D; -Fy?; -Jk?
anti-D, -C, -E; -Fy?
anti-D; -K; -M
anti-C 20
anti-C; - K
anti-C, -C%
anti-C, -G
anti-C, -e
anti-C, -E
anti-C; -JkP

N N O P N -

R R R AN R R OR R R OR R WERRNND

N
~N

156

anti-c,
anti-c;
anti-c;
anti-E
anti-E;
anti-c,
anti-E,
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E;
anti-E,
anti-E,
anti-E;
anti-E;
anti-e
anti-e,
anti-e;

-E; -Le®; -M
-S
-Jk@

-K
-E
_Cw
_Fya
-Jk?
-Le?
-Le®

-Lu®

-P1

-M

-K; -C%

-Fy?; -K

-S; -Le?

-Fy?, -Fy®; -K; -S
-C%; -Fy?; -S; -Jk?
-f; -K; -Le?; -JkP
-S

-s

-Ce
-S

*anti-E or anti-c
anti-C%

182

S
o O

R P P NRFRP PP NDNNDD

37

67

1130

46

29

10



anti-C; -Le?
anti-C; -Lu?
anti-C; -Jk®
anti-C; -Fy?
anti-C, -E; -K
anti-C, -K, -e
anti-C, - E; -Le?
anti-C; -K; -Le?
anti-K

anti-K; -U
anti-K; -Le?
anti-K; -Le®

anti-K; -Le?, -Le®

anti-K; -Jk®
anti-K -Jk°
anti-K; -Fy?
anti-K; -Jk?; -S
anti-K, -Kp?
anti-K; -C%
anti-K; -Bg®
anti-K; -Kn?
anti-K or -Lu®
anti-k
anti-Ku
anti-k; -Lu®
anti-Kp?
anti-Kp?; -Le®

[ = N

1176

W Ul P, P NN P WERE NP

16

805

anti-C%; -P1
anti-C%, -Le®
anti-C%; -Fy®
anti-C%; -S
anti-f
anti-Go?

* anti-Le?

* anti-Le?; -M
* anti-Le®

* anti-Le?, -Le®

* anti-Le?, -Le®; -Lu?

anti-S
anti-S, -U
anti-s

anti-U
anti-M
anti-M; -Lu?
anti-N
anti-SARA
*anti-Jk
anti-Jk?
anti-Jk?; -Cr®
anti-Jk?; -Le?
anti-Jk®
anti-Jk3
anti-Jk3; -E
anti-Lu®

108

34
14

16

104

22

35

68

26

19

207

93
19
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anti-Kp?; -P1 anti-Lu®

anti-Kp® * anti-Ch?

*anti-Fy 129 * anti-Bg?

anti-Fy® 3 * anti-Rd

anti-Fy®; -M 1 anti-Cr® 4

anti-Fy® 12 55 anti-ATML

anti-Fy?; -M 1 anti-Ge3

anti-Fy3 1 anti-H 1

anti-P1 14 1 anti-Chido 1

anti-Yt® anti-Jr? 1

anti-wr? 1 anti-Vel 1
ABO incompatibility and other

ABO incompatibility 3000 291 antibodies 15

Antibody not indicated or

unidentified® 5 468

Total 43 5999 8133

* Rarely imply in HDFN; ® unspecified; RBC, red blood cell

Important: Lewis’s antibodies do not imply HDFN.
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5. Discussao

Até o momento, foram identificados 45 sistemas de grupos sanguineos, 0s
quais apresentam funcgdes bioldgicas para funcionamento celular (GASSNER et al.,
2022; ISBT, 2023). Considerando os aspectos da medicina transfusional, alguns
sistemas apresentam maior capacidade imunogénica, ou seja, a capacidade de
estimular a formacéo de um anticorpo especifico ao antigeno.

O sistema Rh é considerado altamente imunogénico e polimorfico,
apresentando implicacdes clinicas tanto no ambito transfusional como materno-
fetal (ACKER et al., 2020). Os anticorpos contra antigenos do sistema Rh estéo
implicados em reacdes transfusionais hemoliticas imediatas e tardias e em DHFN,
devido a incompatibilidade materno-fetal.

Identificar corretamente os antigenos eritrocitarios € de grande importancia,
no ambito transfusional, uma vez que os principais antigenos do sistema Rh tém
potencial imunogénico, resultando em auto ou aloimunizacdo (MENEGATI et al.,
2020). A correta classificacdo e identificacdo norteia a escolha do
hemocomponente a ser transfundido, principalmente, quando o paciente ja
apresenta anticorpo no plasma e a bolsa de concentrado de hemacias deve carecer
do antigeno correspondente (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

No presente estudo avaliamos 15 amostras com resultados discrepantes
entre genotipagem e fenotipagem dos antigenos do sistema Rh C/c e Ele. As
regides codificantes e adjacentes de cada gene foram sequenciadas e comparadas
com a sequéncia consenso, a fim de, identificar novas variantes e compreender as
discrepancias evidenciadas entre gendtipo e fenétipo. Dentre as 15 amostras
avaliadas, duas (amostra 46 e 149) apresentaram concordancia entre o resultado
obtido na técnica de genotipagem e o sequenciamento de DNA para os alelos
RHCE*E/*e, sendo consideradas como fendtipo falso negativo e gendtipo
verdadeiro positivo. As demais amostras confirmaram os resultados obtidos na
fenotipagem, ou seja, fendtipo verdadeiro negativo e genotipo falso positivo. Para
os alelos RHCE*C*c, 12 amostras apresentaram fenotipo verdadeiro negativo e
genatipo falso positivo, em 2 amostras o teste de sequenciamento ndo funcionou,

mesmo apos repeticdes.
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Discrepancias entre os testes de genotipagem e fenotipagem foram
evidenciadas em outros estudos, tanto com doadores de sangue quanto com
pacientes. Um estudo com 200 doadores de sangue da Jordania, em que a maioria
apresentou alto grau de concordancia entre os testes, identificou em dois casos
discrepantes a variante rs586178, c.48 G>C, presente no éxon 1 do gene RHCE
(IRSHAID et al., 2002). A mesma variante € mencionada pelo ISBT como causa de
fenotipos Rh c+ parcial ou fraco (ISBT, 2022). Entretanto, ainda n&o ha relato de
associacdo desta variante com a fraca ou nula expressdo do antigeno Rh E+,
podendo ser uma nova associag¢ao encontrada neste trabalho.

Genes variantes ou hibridos podem estar associadas as discrepancias entre
genotipagem e fenotipagem eritrocitaria, ocasionando fraca, parcial ou nula
expressdo de um determinado antigeno (MENEGATI et al., 2020). Duas novas
variantes foram identificadas, neste estudo, utilizando ferramentas de anélise in
silico foi possivel observar que as mesmas tém grande potencial de causar
alteracbes na expressdo da proteina e, consequentemente, na expressao dos
alelos. A variante encontrada no éxon 6 do gene RHCE da amostra 149 foi
classificada como “provavel dano” utilizando o software PolyPhen-2 (ADZHUBEI;
JORDAN; SUNYAEV, 2013) com score de 0,999 (sensibilidade = 0,99) e
classificada como “tolerada” pelo software SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant)
(KUMAR; HENIKOFF; NG, 2009). A segunda nova variante descrita, esta localizada
no final do intron 7 do gene RHCE da amostra 46, utilizando o software
RegulomeDB (BOYLE et al., 2012) foi obtido um score de 1,0 o que significa que a
nova variante pode alterar a ligacao e a expressao génica.

Menegati e colaboradores (2020) avaliaram discrepancias em amostras de
doadores de sangue e pacientes para os antigenos dos sistemas Rh, MNS, Duffy,
Kidd, Kell, Diego e Dombrock, totalizando em doadores de sangue 13,7% de
discrepancias, sendo o sistema Rh responsavel por 12,7% (MENEGATI et al.,
2020). Em nosso estudo, o percentual de discrepancia foi de 4,44% para 0s
antigenos E/e (Kappa = 0,894) e 21,27% para os antigenos C/c (Kappa = 0,108).
Entretanto, Shih e colaboradores (2020), observaram grande variabilidade para os
dois pares de antigenos C/c (Kappa = 0,47) e E/e (Kappa = 0,17), o estudo foi
conduzido em pacientes com anemia falciforme (SHIH et al., 2020), os quais tém
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grande probabilidade de apresentarem antigenos Rh variantes ou nulos (CHOU;
WESTHOFF, 2009), diferente do esperado em uma populacéo de doadores de sangue.

Além disso, os sistemas de grupos sanguineos sdo importantes quando ha
incompatibilidade materno-fetal. Alguns anticorpos anti-eritrocitarios apresentam a
capacidade de atravessar a placenta, quando o feto apresenta o antigeno
correspondente ao anticorpo materno ha o processo de desencadeamento de
hemolise dos eritrocitos, implicando em DHFN com gravidade diferente, com
anemia leve a grave, podendo inclusive evoluir para dano neurolégico no recém-
nascido e ébito do feto ou do recém-nascido (RAHIMI-LEVENE et al., 2020).

A partir da busca sistemética sobre DHFN e aloimunizagéo, revisamos 75
artigos publicados, ao total 13.966 gestantes apresentavam aloimunizacdo. Os
anticorpos mais prevalentes neste estudo de revisdo do sistema foram, anti-D
(35,01%), anti-K (14,69%), anti-E (11,21%), anti-c (5,48%), anti-C (4,93%) e anti-M
(2,35%). Embora o anti-D ainda seja o mais frequente, podemos observar que
outros anticorpos contra antigenos dos sistemas Rh, Kell e MNS apresentam
grande prevaléncia, principalmente, o anti-K e anti-E. Cabe ressaltar que a
profilaxia existe apenas com imunoglobulina anti-D (Rhlg), sendo importante o
desenvolvimento de novas imunoglobulinas para profilaxia dos demais anticorpos
implicados com maior frequéncia na DHFN, como o anti-K.

Considerando os anticorpos do sistema Rh, € de grande importancia realizar
a fenotipagem correta dos antigenos deste sistema, principalmente, que ha
presenca de antigenos variantes, como o D parcial. Se na execucdo da
fenotipagem, a gestante for classificada RhD positivo e apresentar RhD parcial, ela
nao recebera a profilaxia com Rhlg, existindo ha a possibilidade de sensibiliza¢éo
em casos de incompatibilidade materno fetal (QUANTOCK et al., 2017; TURLEY et
al., 2018). Além disso, quando ha presenca no plasma materno séo identificados
0s anticorpos anti-D e anti-C concomitantemente, ha a possibilidade da presenca
de outro anticorpo do sistema Rh, o anti-G, sendo importante o servico de
hemoterapia confirmar a identificacdo dos trés anticorpos, pois se a gestante ndo
apresentar o anti-D a profilaxia é indicada (HOUSTON et al., 2015; YOUSUF et al.,
2017).
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Quando avaliamos geograficamente os estudos publicados sobre DHFN e
aloimunizacdo, observamos que sdo necessarios mais estudos que avaliem
diferentes populacdes. Considerando as caracteristicas de ancestralidade local e
que a frequéncia dos antigenos de grupos sanguineos varia conforme a etnia e em
populacdes miscigenadas, inclusive em regides distintas de um grande pais como

o Brasil (WASKOW et al., 2020), a frequéncia dos aloanticorpos também é variavel.

6. Concluséo

A utilizacdo de técnicas moleculares para genotipagem e sequenciamento
de grupos sanguineos tem crescido nos ultimos anos, auxiliando na resolucao de
casos complexos na imunohematologia, na pesquisa de novas variantes e
descricdo de novos sistemas de grupos sanguineos. Compreender as variantes
associadas a cada sistema e as limitacdes de cada técnica, seja as convencionais
(fenotipagem) ou as moleculares (genotipagem e sequenciamento), é de suma
importancia para a interpretagéo critica dos resultados.

Embora o gendtipo seja preditor do fendtipo, ha algumas situacdes em que
expressdo génica é alterada, como por exemplo, no sistema Rh a presenca de
antigenos fracos e parciais. Nosso estudo contribui com a identificacdo de novas
variantes que podem ter influéncia na expresséo da proteina RhCE, bem como na
compreensao de que os testes de genotipagem podem apresentar falsos positivos
devido a altera¢cdes moleculares que ndo puderam ser explicadas pelas técnicas
utilizadas neste trabalho. Para a utilizacdo de qualquer metodologia na pratica
clinica, incluindo os testes moleculares, ha a necessidade de validacdo da técnica
e a compreensdao das limitacdes de cada teste, bem como o entendimento clinico
e interpretacdo adequada dos resultados.

Além disso, ha a necessidade de atentar para a DHFN com o entendimento
gue outros anticorpos contra antigenos de grupos sanguineos estao associados ao
desencadeamento da doenca implicando em anemia leve a grave e inclusive no
Obito do feto ou recém-nascido. Com isso, a revisdo realizada aponta para a
necessidade de identificar e acompanhar a gestantes com risco de

incompatibilidade materno fetal e identificar corretamente os anticorpos presentes
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no plasma materno e o significado clinico do anticorpo presente. Além disso, ha a
necessidade de quantificar e identificar corretamente os casos de DHFN e quando
possivel para estimar risco do desencadeamento de DHFN realizar a fenotipagem
paterna.

Devido a grande complexidade do sistema Rh se faz necessario mais
estudos para continuar compreendendo a variabilidade deste sistema, tanto em

doadores de sangue como em pacientes.
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Abstract

We evaluated genetic variability among the blood groups Kell (c.578C>Tandc.1790T>C), Kidd (c.838A>G), Duffy
(c.125A> G, ¢.265C> Tand ¢.1-67T> C), Diego (c.2561C> T), MNS (c.143T> C) and Rh (c.676G> C) in Rio
Grande do Sul in southern Brazil. Genetic profiling from 382 volunteer blood donors was performed through allelic
discrimination assays using a hydrolysis probe (TagMan®) with a real-time PCR system. The sample was divided
into two groups: Euro-Brazilian and Afro-Brazilian. A comparison with studies from other regions of Brazil and the
1000 Genomes Database showed significant differences for almost all polymorphisms evaluated in our
population.

Population differentiation between the Euro- and Afro-Brazilian groups was low (Fsrvalue 0.055). However, when
each locus was evaluated individually, KEL*06 and FY*02N.01 allele frequencies were significantly higher in the
Afro-Brazilian group than in the Euro-Brazilian group. Ethnic classification that uses phenotypic criteria to find
blood units with rare antigens may be important when there is a need to detect blood units with an absence of
Duffy antigens. There is also a greater probability of finding donors in the Afro-Brazilian group. Taken together,
the data indicate strong European and African contributions to the gene pool, with intense admixture.

Keywords: Genotyping techniques, blood group antigens, genetic variation, transfusion reaction, genetic polymorphism.
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complication directly associated with blood
transfusion is HTR, which is mainly induced by the

Introduction presence of antibodies for blood group antigens

Blood group systems are characterized by the (Issitt and Anstee, 1998).
presence of antigens on red blood cells (RBCs) (Issitt
and Anstee, 1998). Currently, 345 blood group
antigens are recognized, of which 316 are dispersed
among 36 blood group systems (International

Overall, better characterization of the profiles
of blood donors/recipients might increase
compatibility and
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(HTR) and hemolytic disease of the fetus and



consequently blood transfusion safety. Some rare
blood antigens have highly variable frequencies
among distinct populations (Pellegrino et al., 2001),
which directly impacts transfusion practice, and
knowledge of the frequencies of antigens of the
main blood groups in each population may help in
the search for compatible donors. This is notably
true for admixed populations, such as those in
Brazil.

Identification of variability in blood groups
provides insight into gene ethnic diversity
(Pellegrino et al., 2001). Brazil has a territory of
continental size, with an area of more than 8 million
km? (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
2017). Moreover, in Brazil, interethnic crosses from
four continents, Europe, Africa, America and Asia,
have formed one of the most heterogeneous
populations in the world (Parra et al., 2003; Pena et
al., 2011; Durso et al., 2014). Although there are
data concerning RBC allelic variability throughout
the country (Ribeiro et al., 2009; Baleotti et al.,
2011; Credidio et al., 2011; Guelsin et al., 2011; Cruz
etal.,, 2012; Faria et al., 2012; Mota et al., 2012;
Arnoni et al., 2013; Piassi et al., 2013; Costa et al.,
20164, 2016b; Zacarias et al., 2016), such data are
not available for Rio Grande do Sul in southern
Brazil. In general, these data may improve the
searchability and availability of compatible blood
units for patients with antibodies to blood group
antigens.

Therefore, the aim of this study was to
determine the allelic frequencies of polymorphisms
in genes in clinically important blood groups,
including Kell (c.578C > T and ¢.1790T > C), Kidd
(c.838A > G), Duffy (c.125A > G,

€.265C> T and c.1-67T > C), Diego (c.2561C>T),
MNS (¢.143T > C), and Rh (c.676G > C), in blood
donors from a city in southern Brazil. Additionally,
the study aimed to evaluate whether ethnic
classification might improve the search for rare
blood units in a blood center.
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Material and Methods
Sample characterization

A total sample of 382 regular repetitive
voluntary blood donors of both sexes was collected
from the Blood Bank of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), Rio

Grande do Sul, Brazil (30°01'59”’S 51°13’48"),
between 2012 and 2015. The population from
southern Brazil is ethnically admixed (Santos, 2002;
Fl6res et al., 2014); thus, the sample was divided
into Euro-Brazilian (n= 334) and Afro-Brazilian (n=
48) groups. This classification was performed by
trained blood bank professionals according to the
following phenotypic characteristics: color and
texture of hair, skin color in the medial part of the
arm, and the shape of the nose and lips (Parra et al.,
2003). This is a standard classification used to assist
rare phenotypes.

The blood donors agreed to participate
through written informed consent. This study was
approved by the Ethics Research Committee of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (No: 110418)
and the Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre (UFCSPA) (No:

1829-12).

DNA extraction and genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral
blood leukocytes by a standard salting out
procedure (Lahiri and Nurnberger, 1991). The DNA
samples were quantified based on optical density at
260 nm (BioSpec-Nano, Shimadzu, Columbia, MD)
and diluted to 10 ng/L.

As listed in Table 1, single nucleotide
polymorphisms SNPs) ¢.578C > T and ¢.1790T > Cin
KEL (Kell, rs8176058 and rs8176038), c.838A > G in
SLC14A1 (Kidd, rs1058396), c.125A > G, ¢.265C>T
and ¢.1-67T > Cin ACKR1 (Duffy, rs12075,
rs34599082 and rs2814778), c.2561C > T in SLC4A1
(Diego, rs2285644), ¢.143T > Cin GYPB (MNS,
rs7683365), and ¢.676G > C in RHCE (Rh, rs609320)
were analyzed by allelic discrimination using



TagMan 5’-nuclease assays with a real-time PCR
system (StepOnePlus, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). The following assays were used:
AH8979I, C_25596899 20, C_1727582_10,
C_2493442_10,

C_11324554 10, C_15769614_10, C_26654865_10,
C_34183121_10, and AH5I4HL (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA). The reactions were
performed with fast thermal cycling conditions with
1X TagMan® genotyping master mix, 1X TagMan®
genotyping assay, 10 ng of DNA and nuclease-free
water (final volume 8 L).

Statistical analyses

A chi-square adjustment test was applied to
determine whether the distribution of observed
genotype frequencies agreed with those expected
under Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). We
compared the allele frequencies in the present
study with data in the 1000 Genomes database
(Ensembl GRCh38 — phase Ill) (African — AFR,
European — EUR, East Asian — EAS, South Asian —
SAS, and Admixed American - AMR) and data for
blood donors from other states of Brazil [Santa
Catarina - SC (Costa et al., 2016a,b), Parana — PR-
POP1 and PR-POP2
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(Guelsin et al., 2011; Zacarias et al., 2016), Sdo
Paulo - SP (Ribeiro et al., 2009), Bahia — BA (Costa et
al., 2016a,b), and Minas Gerais — MG (Alves et al.,
2018)]. Comparison of allelic frequencies was
performed using Fisher’s exact test with R software
in the Remdr package (Fox, 2005). A p-value < 0.05
was considered significant.

Genetic distance was determined as Fsrusing
the Arlequin v.3.5 program (Excoffier and Lischer,
2010), and 95% confidence intervals were estimated
with R software using the diveRsity package with
3000 bootstraps (Keenan and McGinnity, 2013).

Results

The distribution of genotype frequencies was
in HWE. Minor allele frequencies (MAFs) of the
investigated polymorphisms in the Euro- and Afro-
Brazilians of our sample, 1000 Genomes database,
and data of blood donors from other states of Brazil
are shown in Table 2. In our study, KEL*06 and
FY*02N.01 allele frequencies differed between the

Euro- and Afro-Brazilian subgroups (p=0.023
and p < 0.001, respectively; Table 2). When
compared to the 1000 Genomes database, the allele
frequencies of our Euro-Brazilians were different
from those described for AFR, EAS, and SAS

Table 1 - Characterization of blood groups alleles evaluated in present study.

BGS Gene Allele dbSNP Nucleotide Amino acid
Kell KEL KEL*01 rs8176058 c.578C>T p.Thri193Met
KEL*02
Kell KEL KEL*06 rs8176038 ¢.1790T > C p.Leu597Pro
KEL*07
Kidd SLC14A1 JK*01 rs1058396 c.838A>G p.Asn280Asp
JK*02
Duffy ACKR1 FY*01 rs12075 c.125A>G p.Asp42Gly
FY*02
Duffy ACKR1 FY*02w.01 rs34599082 c.265C>T p.Arg89Cys
Duffy ACKR1 FY*02N.01 rs2814778 c.1-67T>C p.0
Diego SLC4A1 DI*01 rs2285644 €.2561C>T p.Pro854Leu
DI*02
MNS GYPB GYPB*S rs7683365 c.143T>C p.Met48Thr
GYPB*s
Rh RHCE RHCE*E rs609320 c.676G >C p.Ala226Pro
RHCE*e

Data obtained from ISBT; (Issitt and Crookston, 1984). BGS = Blood group system.
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populations, except for the GYPB*S allele in the SAS
population and the KEL*06 allele in the EAS and SAS
populations. When compared to EUR, the allele
frequencies in Euro-Brazilians for JK*02 (p=0.002),
FY*02N.01 (p < 0.001,) and DI*01 (p=0.002) variants
differed. Comparison with the AMR population also
revealed differences in JK*02 (p < 0.001), DI*01 (p <
0.001), and RHCE*E (p < 0.001) variants.

Comparison of Euro-Brazilians with blood
donors from other regions of Brazil indicated
differences in allele frequencies for FY*01 (p <

0.001), FY*02N.01 (p=0.047), and DI*01 (p=0.014)
from

Table 2 - Minor allele frequencies of blood groups variants in Euro and Afro-Brazilians from Rio Grande do Sul, 1000 Genomes Database and
previous studies performed at Brazil.

Sample (n) KEL*01 KEL*06 JK*02 FY*01 FY*0o2w.01 FY*02N.01 DI*01 GYPB*S
Euro-Brazilians  0.033 0.003 0.424 0.444 0.015 0.076 0.010 0.320
(334)

Afro-Brazilians  0.010 0.021 0.353 0.357 0.000 0.408 0.011 0.350
(48)

P ns 0.023 ns ns ns <0.001 ns ns
EUR (503)* 0.038 0.000% 0.501% 0.398 0.013 0.006* 0.000* 0.339
AFR (661)? 0.002* 0.099% 0.228% 0.019% 0.000% 0.964% 0.001* 0.185%
EAS (504)3 0.000* 0.000¢ 0.526% 0.923% 0.001*¥ 0.000% 0.026% 0.035%
SAS (489)* 0.006* 0.000¢ 0.371% 0.640% 0.004* 0.000% 0.002¥ 0.325
AMR (347)° 0.022 0.009 0.519% 0.461 0.007 0.078% 0.052* 0.344
SC (373)¢ 0.030 nt 0.460 0.560% nt 0.050% 0.030¢ nt
PR-POP1 (251)” 0.043 nt 0.498% 0.436 nt 0.023% 0.022 nt
PR-POP2 (400)® 0.028 nt 0.488% 0.365% nt 0.123% nt nt
SP (948)° 0.024 nt 0.460°8 0.360¢ 0.016 0.185% 0.020 0.279¥
BA (196)° 0.020 nt 0.380 0.357% nt 0.436* 0.020 nt
MG (170)** 0.015 nt 0.406 0.297* nt 0.229% nt nt

Data are presented as relative frequency. Euro-Brazilians and Afro-Brazilian, present study. ns, non-significant; nt, non-tested; ¥ p-value < 0.05 when
compared with Euro-Brazilians; $ p-value < 0.05 when compared with Afro-Brazilians; £ statistical analysis for comparison between Afro-Brazilians
and AFR cannot be performed.

1

EUR: European (CEU, Utah Residents (CEPH) with Northern and Western Ancestry; TSI, Toscani in Italia; FIN, Finnish in Finland; GBR, British in
England and Scotland; IBS, Iberian Population in Spain). 2AFR: African (YRI, Yoruba in Ibadan, Nigeria; LWK, Luhya in Webuye, Kenya; GWD, Gambian
in Western Divisions in the Gambia; MSL, Mende in Sierra Leone; ESN, Esan in Nigeria; ASW, Americans of African Ancestry in the SW USA; ACB,
African Caribbeans in Barbados). 3EAS: East Asian (CHB, Han Chinese in Beijing, China; JPT, Japanese in Tokyo, Japan; CHS,Southern Han Chinese;
CDX, Chinese Dai in Xishuangbanna, China; KHV, Kinh in Ho Chi Minh City, Vietnam). *SAS: South Asian (IH, Gujarati Indians from Houston, Texas;

PJL, Punjabi from Lahore, Pakistan; BEB, Bengali from Bangladesh; STU, Sri Lankan Tamils from the UK; ITU, Indian Telugu from the UK).
5

AMR: Admixed American (MXL, Mexican Ancestry from Los Angeles USA; PUR, Puerto Ricans from Puerto Rico; CLM, Colombians from Medellin,
Colombia; PEL, Peruvians from Lima, Peru) of 1000 Genomes Project; ¢ SC: Blood donors from the state of Santa Catarina (Costa et al. (2016a and
2016b);” PR-POP1: Blood donors from the Southwest region of the state of Parana (Zacarias et al. (2016),  PR-POP2: Blood donors from the state of
Parana (Guelsin et al. (2011), °SP: Blood donors from the state of S0 Paulo (Ribeiro et al., 2009),'° BA: Admixed population from the state of Bahia
(Costa et al., 2016a and 2016b and * MG: Blood donors from the state of Minas Gerais (Alves et al., 2018).



SC; JK*02 (p=0.013), FY*02N.01 (p < 0.001), and
RHCE*E (p=0.048) from PR-POP1; JK*02 (p=0.016),

FY*01 (p=0.003), and FY*02N.01 (p=0.004) from PR-

POP2; FY*01 (p < 0.001), FY*02N.01 (p < 0.001), and
GYPB*S (p=0.047) from SP; and FY*01 (p=0.005 and
p < 0.001) and FY*02N.01 (p < 0.001 and p < 0.001)
from BA and MG, respectively.

The allele frequencies for KEL*06 observed in Afro-
Brazilians were similar only in AMR (Table 2),
though the JK*02 allele distribution in Afro-
Brazilians was similar to that observed in the SAS,
SC, BA and MG populations. Moreover, the FY*01
allele frequency in Afro-Brazilians was similar to
that in the EUR, AMR, PR, SP, BA and MG
populations, but the FY*02N.01 allele frequency
observed in the present sample was different in all
populations, except for BA (Table 2). The frequency
of the DI*01 variant was similar in all populations
assessed. The GYPB*S variant showed different
distributions in AFR (p < 0.001) and EAS (p < 0.001)
and the RHCE*E variant in SAS (p=0.028).

Pairwise Fsrvalues for the samples of the present
study and the 1000 Genomes database are shown
in Table 3. Low genetic distance (Fsr=0.055)
between Euro- and Afro-Brazilians of Rio Grande do
Sul was observed when evaluated for population
differentiation. In relation to EUR populations, the
Euro- and Afro-Brazilian groups showed the lowest
Fstvalues (0.004 and 0.080, respectively), and lower
Fsrvalues were also observed in comparisons of our
groups and AMR populations (0.009 for Euro- and
0.061 for Afro-Brazilians). In contrast, the highest
genetic distance was found between Euro-Brazilians
of Rio Grande do Sul and the AFR population (0.431)
and between AfroBrazilians and AFR (0.297). Figure
1 shows the genetic distance observed for the
populations analyzed in this study based on blood
group alleles. The main result of Fsranalysis
indicated that the AFR population is genetically
more distinct than the other populations. To
evaluate the contribution of each variant to the
genetic distance observed, Fsrvalues were also
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estimated for each SNP by examining the present
sample and the 1000 Genomes Database. According
to Fsrvalues, rs2814778 (c.1-67T > C) and rs12075
(c.125A > G) polymorphisms in the ACKR1 gene
(Duffy blood group) present high differentiation
among populations (0.865 and 0.399, respectively,
Table 4).

Discussion

We examined population differentiation for the
distribution of blood group alleles in blood donors
from Rio Grande do Sul. Analysis of all variants
together demonstrated that Euro- and Afro-
Brazilian individuals from Rio Grande do Sul are
genetically close (Fs7=0.055; Table 3). However,
when each locus was evaluated individually, KEL*06
and FY*02N.01 allele frequencies were found to be
significantly higher in the Afro-Brazilian group when
compared with the Euro-Brazilian group (Table 2).
Furthermore, based on data for AFR and EUR
populations of the 1000 Genomes database, KEL*06
allele frequencies differ between these continents,
with higher frequencies in AFR than in EUR. The Fy?
and Fy® antigens of the Duffy blood group act as
receptors for malarial parasites on human RBCs
(Miller et al., 1976). The FY*02N.01 allele
predominates in malaria-endemic areas, such as
some Africa regions, because it prevents expression
of the receptor on the erythrocyte membrane, and
consequently, these erythrocytes become
refractory to infection by malarial parasites. These
antigenic determinants have been used for
determining ethnic composition and as
anthropological markers (Cavasini et al., 2007),
possibly due to their impact on natural selection in
different geographical regions (Miller et al., 1976;
Hamblin et al., 2002). Taken together, these
findings for KEL*06 and FY*02N.01 allele
frequencies distributions indicate, as expected, a
greater African background in the genetic pool of
Afro-Brazilians than in EuroBrazilians in Rio Grande
do Sul.
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Table 3 - Pairwise Fsramong South Brazilian population and populations evaluated in 1000 Genome Database.

Euro- AFR? EUR? EAS? SAS*
descendants Afro-descendants AMR3
Euro- -
descendants
Afro-descendants 0.055 -
(0.021 - 0.097)
AFR? 0.431 0.297 -
(0.410-0.450)  (0.218-0.370)
EUR? 0.004 0.080 0.456 -
(0.001-0.008)  (0.042-0.131)  (0.441-0.469)
EAS3 0.200 0.350 0.633 0.205 -
(0.178 - 0.222) (0.274 - 0.415) (0.621 - 0.646) (0.186 - 0.224)
SAS* 0.037 0.137 0.514 0.046 0.132 -
(0.024 - 0.051) (0.080 - 0.199) (0.499 - 0.529) (0.034 - 0.060) (0.116 - 0.150)
AMR> 0.009 0.061 0.438 0.009 0.174 0.044 -
(0.003 - 0.016) (0.024 - 0.104) (0.417 - 0.459) (0.005 - 0.015) (0.154 - 0.195) (0.033 - 0.058)

Data are presented as Fst(95% confidence interval).

1

AFR: African (YRI, Yoruba in Ibadan, Nigeria; LWK, Luhya in Webuye, Kenya; GWD, Gambian in Western Divisions in the Gambia; MSL, Mende in
Sierra Leone; ESN, Esan in Nigeria; ASW, Americans of African Ancestry in the SW USA; ACB, African Caribbeans in Barbados). 2EUR: European (CEU,
Utah Residents (CEPH) with Northern and Western Ancestry; TSI, Toscani in Italia; FIN, Finnish in Finland; GBR, British in England and Scotland; IBS,
Iberian Population in Spain). 3EAS: East Asian (CHB, Han Chinese in Beijing, China; JPT, Japanese in Tokyo, Japan; CHS,Southern Han Chinese; CDX,
Chinese Dai in Xishuangbanna, China; KHV, Kinh in Ho Chi Minh City, Vietnam). *SAS: South Asian (IH, Gujarati Indians from Houston, Texas; PJL,
Punjabi from Lahore, Pakistan; BEB, Bengali from Bangladesh; STU, Sri Lankan Tamils from the UK; ITU, Indian Telugu from the UK).

5

AMR: Admixed American (MXL, Mexican Ancestry from Los Angeles USA; PUR, Puerto Ricans from Puerto Rico; CLM, Colombians from Medellin,
Colombia; PEL, Peruvians from Lima, Peru).
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Table 4 - SNPs population differentiation.

Gene dbSNP Fs7(95% Cl)

ACKR1 rs34599082 0.007 (0.003 - 0.012)
KEL rs8176058 0.018 (0.012 - 0.025)
SLC4A1 rs2285644 0.028 (0.018 - 0.040)
RHCE rs609320 0.029 (0.020 - 0.038)
SLC14A1 rs1058396 0.064 (0.051 - 0.079)
KEL rs8176038 0.082 (0.066 - 0.097)
GYPB rs7683365 0.083 (0.072 - 0.094)
ACKR1 rs12075 0.399 (0.384 - 0.413)
ACKR1 rs2814778 0.865 (0.847 - 0.881)

Based on the comparison of allele frequencies, which was conducted separately for blood
group systems, it is evident that our Euro-Brazilian group had more similarities with the EUR and
AMR populations in the 1000 Genomes database than with the AFR, EAS and SAS populations
(Table 2). Although some significant differences have been reported, the frequencies observed for
these alleles were not highly discrepant among these populations. Moreover, these findings were
corroborated by analyses of all genetic markers together (EUR: Fs;=0.004 and AMR: Fs;=0.009,
Table 3). In the same way, the Afro-Brazilians were found to be closer to EUR (Fs=0.080) and AMR
(Fs7=0.061) than to AFR (Fsr=0.297) populations. It is important to emphasize that the classification
of ancestry in our sample was performed according to phenotypic characteristics, as it is
performed in the blood bank. Previous studies have also demonstrated a discrepancy between
skin color information and genetic ancestry (Boquett et al., 2015; Lima-Costa et al., 2015). For
example, Boquett et al. (2015) evaluated self-assessed skin color and HLA genetic information of
bone marrow donors from the state of Rio Grande do Sul and found that Brazilian individuals self-
assessing as Black were closer genetically to European populations than to African populations
(Boquett et al., 2015). Lima-Costa et al. (2015) also demonstrated that the association between
ethnoracial self-classification and genome-based ancestry is not linear.

Although the KEL*06 and FY*02N.01 allele frequencies indicated more African ancestry in
the Afro-Brazilian group than in the Euro-Brazilian group, these allele frequencies in the former
are intermediate between the AFR and EUR populations. These findings were expected due to the
colonization process of southern Brazil, which is predominantly characterized by admixture
between European descendants. Consequently, this population has a distinct genetic background
in relation to populations from other Brazilian regions (Pena et al., 2011; Salzano and Sans, 2014).

When our data were compared to allele frequencies of blood donors from Santa Catarina
(Costa et al., 2016a,b), Parana (Guelsin et al., 2011; Zacarias et al., 2016), Sdo Paulo (Ribeiro et al.,
2009), Bahia (Costa et al., 2016a,b) and Minas Gerais (Alves et al., 2018), JK*02, FY*01 and
FY*02N.01 variants presented greater differences in frequency among Brazilian regions (Table 2).
Regardless of the similarities in the ancestral process of colonization among some localities,
European ancestry is uniformly preponderant in southern Brazil. For instance, in the Rio Grande
do Sul population, the composition of Europeans, Africans, and Amerindians is 72.9%, 14%, and
13%, respectively. In Santa Catarina, it is 79.7%, 11.4%, and 8.9%, respectively. In the state of
Parana, the average individual has 71% European ancestry, followed by 17.5% African, and 11.5%
Amerindian. In Sdo Paulo, the genetic background of the population is composed of 62.9%
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European, 25.5% African, and 11.6% Amerindian. In Minas Gerais, it is 59.2%, 28.9%, and 11.9%,
respectively (Manta et al., 2013). The genomic ancestry of the Bahia population is

42.4% European, 50.5% African, and 5.8% Amerindian (Lima-Costa et al., 2015). Despite observed
interethnic genetic similarity, there are significant differences in the frequencies of RBC
polymorphisms among these populations. This suggests that data must be well documented and
considered within the perspective of transfusion medicine.

Although similarity was demonstrated between Euroand Afro-Brazilians when all variants
were analyzed together, the ethnic classification that uses phenotypic criteria to find blood units
with rare antigens may be important when the KEL*06 and, mainly, FY*02N.01 alleles are
considered for this southern Brazilian population. Thus, when there is a need to detect blood units
with an absence of Duffy antigens, there is a greater probability of finding donors in this group. To
the best of our knowledge, no other studies have reported RBC genetic variability in Rio Grande
do Sul, emphasizing the intense process of admixture that makes the Brazilian population unique
in its ethnic background.
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ribos Guarani & Kaingang.

Siluacha: Em andamento Matureza: Projelos de pesquisa

Alines efvolados: Mealrads scadimion (4);

Integrantes: Mirelen Moura de Oliveira Rodhgues: Sandrine Comparsi Wagner, Gabriela Waskow; Tor
Gunnar Hugo Onsten; Silvana de Almeida (Responsdvel), Samantha Brom Leite; Masilu Fisgenbam;
Gabriela Haher

Avalacio dinica de infeccdes por Trichospanon Sp.
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piénens Trichosparon =p_. Com o abjelive de avaliar cinicaments os casos de infeceies por Trichosparon
e, fol realizads urn estudo de casos dagnostesdos da IMmandade Santa Casa de Misenodrdia de Porta
Alegre (2000 - 2010). revisando a apresentacdo clinica, condigho predisponente, terapia ullizada &
evoluchno dos packnles.

Siluacho: Concluide Malureza: Projelos de pesquisa

Alunos envolidos: Graduagia (1)

Integrantes: Minalen Moura de Oliveira Rodhgues; Cristing Soura Goebel (Responsivel) Fldvio Matios de
Olfveira; Luiz Cafos Severa: Alessandro Cormard Passualatte
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Projeto de
extensao

2015 - 2015

2013 - 2015

99

Liga do Sangue

Descriglo: A Liga do Sangue & um drgdo académico com aulanomia no que ooncame a a
scondmico-dinanceios, ddalicss, gerencial-admnisiralivos, comunitanios & centificos. A Liga do Sangue
tern por finaidades: | - Congregar académicos da UFCSPA inberesasdas no aprendizads e no
desenvalvimenls dé conhecimenios bistns & lEcnso-ciantificos, dos mas vaiados aspectas,
redacionados & doacho de sangue & & hamolerapia; |l - Promover cursos, sefmindnios, discussies de casos
& paesiras sobre o lema & afins; Nl - Construir wn cagasine dos parcipanes ineressados na doagls de
sangue, para que pericdicamente, pequencs grupos sejam convidados a realizar a doacio de sangue no
hemacenirol banco de sangue mas praximo; IV - Fomar doadores de repeligho voluritnos e
conscienbes, que possam também ser deseminadones destas informagies fora da universidade; W -
Pesrilir & engajaments nas alividades da Liga de pessnas que sefam inagtos lempardrios ou definitivos
pafa & doacho, ras que se inefessem no assunlo, promavenda outfos muliplicadores da deia; VI -
Congregar académicos dos clrses da sadde, como Medicina, Enfermagem, Fammack, Biomedicina,
Psicalogia, mostrands possibilidades de aluacso na drea de medicng ranslusional junts aos
hemacenires bancos de sangue, Vil - Promaver cunsos, simposios & congressos com enfoque no ambilo
laboralonal da hemalologia & da hemoberapia (que inclu oo o el do sangue am bancos de
sanguahemocanios, desde a caplacho de doadores, processamento @ andises laboratoriaie, até a
tramslusdo) com o abjelive de divulgd-las.

Siluacia! Concluids Naturaza: Prajeto de exdensdo

Alunos envolvidos: Gradusgio (4);

Inbegrantes: Mirelen Maoura de Oliveira Rodrgues; Sandrine Compars Wagner (Responsdvel); Gabrieta
VWaskonw, Samantha Brum Leie; Erika Lectéria

Tipagesm sanguines & agenm de anemias am ascolas piblicas de Porlo Algre

Descriglo: O curso de biomedicina realiza o projeto de "Tipagem sanguinea e iiagem de anemias em
escolas pablicas de Porto Alegre” na Feira de Sadde/UFCSPA, objelivando a conscientizacho da
importincia da doaglo de sangue. Neste contexto, proparcionamas a interagio entre os acadimicos de
difererites séries & cursos, docentes & a comunidade para promover a sadde.

Situacho: Concluids Malureza: Projels de exiensfio

Inbegrantes: Miselen Madra de Oliveira Rodngues: Cristing Soura Gaebel (Responsdvel) Pedio Roosevell
Tormes Romdo; Sandrine Compansi Wagner

Areas de atuacdo

Idiomas

1. Biclogia Malecular
2. Hemolerapia
3. Micologia

Inglés Compresnde Razoavelmente , Fala Rarsavelmente , Escreve Razoavelments | L& Razoavelimenls

E!llﬂl"ld Compreande Razeavelmente , Fala Poucs | Esoreve Poucs |, LE Razsavelmenla

Portugués Compreends Bem , Fala Bermn , Escreve Bem . L& Bam

Prémios e titulos

2018 Melhor dissenagso de mesirado dos programas de pos-gradusslo da Universidade Federal de Cigncias
da Saiide de Porto Megre [UFCSPA), Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Poro Alegre
(UFCSPA)

2017 Menglo honfosa pela pamicipacio no prémio Francisca Mauro Salzano, rabalho inilulads "Genatyping of
blood groups alleles in South American Indians™ no Brazikan-Intemational congress of genelics, Sociedade
Brasieira de Genélica

2015 Trabalko destague na calegoria Trabalhes relacionados 4 pesguisa®. Tille: Genolipagenm dos slelos
DH°01 & Di"02 &m doadores de sangue de Porto Alegre., UFCSPA

2044 Trabalho destague na calegoria Trabalhos relationsdos 4 extensas”. Tiuls: Tipagem sanguines e

incentive & doaglo de sangue &m escolas de Poro Alegre, UFCSPA
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.45, p. 5616 - 5617, 2003,
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Projelo de exlensdo - Faira de sadde do curso de bomedicina da Universidade Federal de Ciéncias da
Sadde de Porlo Alegre: aproximando a universidade da comunidade. Revista Extensdo. , v, p 166 -
175, 2014,

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)
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RODRIGUES, M. M. O.. WASKOW, G.; HOHER, G,. BURG, P. V. V., HUTZ M. H.. SALZANO, F. M._;
ALMEIDA, S_; FIEGENBAUM, M
Genolipagem de grupos sanguineos em tibos Kaingang & Guarani In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
HEMATCLOGIA, HEMOTERAPIA E TERAPIA CELULAR - HEMO 2017, 2017, Curitiba.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia |, 2017 v.38. p 8349 . S350

HOHER, G.. RODRIGUES, M. M. O, WASKOW, G.. AGNES, G.. BURG, P. V. V., ALMEIDA, S..
FIEGENBAUM, M_; ONSTEN, T. G_ H.
IDENTIFICAGAO DE VARIANTES DO GENE ACKR1 ASSOCIADAS A EXPRESSAO ALTERADA DO
FENOTIPO DUFFY EM BRASILEIROS DA REGIAO SUL In: CONGRESSO BRASILEIRC DE
HEMATCLOGIA, HEMOTERAPIA E TERAPIA CELULAR - HEMO 2017, 2017, Cunitiba.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia , 2017 v.38 p S314. 5314

LEITE, S. B.; WAGNER, S. C.. RODRIGUES, M. M. O.. ALMEIDA, S., WASKOW, G, ONSTEN. T. G. H.
Classificacdo de Fitzpatrick: perfil fenotipico em doadores de sangue do HCPA -RS In: XV Congresso
Brasdeiro de Biomedicina e Il Cong Internacional de Biomedicina, 2018, Bento Gongalves.

Anais do XV Congresso Brasileiro De Biomedicina & Il Congresso Intemacional de Biomedicina |
2016.

WASKOW, G.; RODRIGUES, M. M. O, HOHER, G., WAGNER. S. C., ONSTEN, T G. H.. FIEGENBAUM,
M. ALMEIDA, S.
Perfll de alelos raros de grupos sanguineos em doadores de sangue do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre/ RS In: XV Congresso Brasileiro de Biomedicing e Il Congresso internacional de Biomedicina,,
2016, Bento :

Anais do XV Congresso Brasileiro De Biomedicina & Il Congresso Intemacional de Biomedicina. .
2016.



5 WASKOW, G RODRIGUES, M. M. O, GALVAD, A. C. 5., LEITE, 5. B, ONSTEN, T. G. H.. ALMEIDA, 5.
GENOTIPAGEM DE ANTIGENCS ERITROCITARIOS RAROS EM DOADORES DE SANGLE DO
HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE In: Cangresses Braslaine de Hamalslogia, Hemolerapia e
Terapia Celular (HEMO), 2015, S30 Paiils.

Revista Bragileira de Hematologia @ Hemoterapia , 2015, v.37. p.2838 - 269

€ LEITE, 5. B; GALVAD, A. C. 5 WAGNER, 5. C.; RODRIGUES, M. M. O.; WASKOW, G.; ALMEIDA, 5.
PERFIL DE FENOTIPO ERITROCITARID EM DOADORES DE SANGUE DE ACORDO COM A
CLASSIFICACAD DE FITZPATRICK In: Congressn Brasisir de Hemalologia, Hematerapia e Terapia
Celudar (HEMO), 2015, Sha Paula.

Revisla Brasileira de Hematologia & Hemoterspia | 2015 v.37. p.250 - 250

7. RODRIGUES, M. M. O.: ROMAD, P. . T WAGNER, 5. C.; CASTRO, E. C.; CAMARGO, A. L. GOEBEL.
C. 5.
Tipagem sanguinea am escolas piblicas de Porto Alegre/RS: uma estraldgia de incentivo A doagdo de
sangue In: Congreses Brazieiro de Hemalologia, Hemolerapia e Terapia Celular (HEMD), 2014,
Floitantpalis.
Reviata Brasileira de Hematologia @ Hemoterapia | 2014 w35 p 260 - 261

£ RODRIGUES, M. M. 0. OLIVEIRA, F. M. SEVERD, L C.: GOEBEL, C. 5.
Avaliaghe Clinica de leveduras emergentes. Dez ance de experigneia (2000-2010) In: ¥ Congresso
intemacional de binandlises, VIl Congressa sulbeasilein de Bomedicing & Xl Semana Gatcha de
Biometicina, 2012, Nove Hamurga.

W Congresss internacional de binanalises o VIll Congreaso sulbrasilsire de Biomedicina. | 2012,

Apresentacdo de trabalho & palestra

10.

1.

12

1. RODRIGUES, M. M. O.: AGNES, G.: ALMEIDA, 5. FIEGEMBALIM, M.
AVALIAGAD DE DISCREPANCIA ENTRE GENOTIPAGEM E FENOTIPAGEM DO SISTEMA DE
GRUPOS SANGUI NEOS RH EM DOADORES DE SANGUE DE UM HOSPITAL PUBLICO DE PORTO
ALEGRE, 2023, (Congresso Agresentaco de Trabalha)

RODRIGUES, MIRELEN MOURA DE OLIVEIRA
Solicitei hemocomponente, e agora? Urgéncias, 2023. (Conferéncia ou palestra Apresentacio de
Trabaiho)

RODRIGUES, M. M. O.. WOHLENBERG, M. F.. FERNANDES, MS
TWO YEARS OF USING LOW-TITER GROUP O WHOLE BLOOD TRANSFUSION EXPERIENCE IN A
TRAUMA HOSPITAL IN SOUTH BRAZILIAN, 2023 (Congresso Apresentacdo de Trabalho)

RODRIGUES, M. M. O.
HA SANGUE ESCORRENDO EM SUAS VEIAS ... TUDO SOBRE DOAGCAO DE SANGUE, 2022
(Conferdncia ou palestra Apresemacio de Trabaiho)

RODRIGUES, M. M. O.
Hemoterapia: quais s30 08 processos gue antecedem a transfus3o?, 2022 (Simpssio Apresentacio
de Trabalho)

RODRIGUES, M. M. O.
Reagdes transfusionais, 2022. (Conferéncia ou palestrs Apressntacio de Trabaho)

RODRIGUES, MIRELEN MOURA DE OLIVEIRA; KNAU. T. GLADZIK, S; ROMAN, L. SANTOS, ARCD.
ALVES, AP, WINCKLER, MA: ANGNES, DI, FERNANDES, MS

CAPTACAO DE DOADORES EM UM HOSPITAL DE TRAUMA DE PORTO ALEGRE/ RS DURANTE A
PANDEMIA. 2021. (Congresso Apresentacio de Trabalho)

RODRIGUES, MIRELEN MOURA DE OLIVEIRA SILVA, HM. GLADZIK, S. MENEGOTO, PR, MATTOS,

D. WINCKLER. MA; FERNANDES, MS
IMPLEMENTACAO DO PROTOCOLO DE SANGUE TOTAL NO HOSPITAL CRISTO REDENTOR/ RS
ESPECIALISTA EM TRAUMA, 2021. (Congresso Apresentacdo de Trabalho)

RODRIGUES, MIRELEN MOURA DE OLIVEIRA; GOEBEL,C. S.
Projeto piloto: triagem de anemias em escolas piblicas de Porto Alegre, 2015,
(Congresso Apresentacio de Trabalho)

RODRIGUES, MIRELEN MOURA DE OLIVEIRA, GOEBEL,C.S.
Tipagem sanguinea e incentivo a doagdo de sangue em escolas de Porto Alegre. 2014,
(Congresso Apresentacio de Trabalho)

RODRIGUES, MIRELEN MOURA DE OLIVEIRA, GOEBEL,
por Trichosporon sp. em pacientes mnsplanudoc 2013 (Congresso, Aprasentacio de
Trabalho)

RODRIGUES, MIRELEN MOURA DE OLIVEIRA, GOEBEL,C_S.
Avaliag3o Clinica de leveduras emergentes. Dez anos de experiéncia (2000-2010). 2012,
(Congresso Apresentacio de Trabaiho)
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Orientacbes e Supervisies

Orenta;des e supervisdes

Orientagies e supervisdes concluidas

Orientagao de outra natureza

1. @

Eventos

Palricia Dias Barbosa Andliss molecular dos antigenos e/C & o/E do sistema Rh em tribos
indigenas Kaingang & Guarani. 2019 Orientacia de culra naslers |Blomeddicna) - Fundacao
Universidase Federal de Cidncias da Saide de Pano Alsgre

Eventos

Participacdo em eventos

1.

6.

10.

1.

Apresentacio de Poster | Painel no(a) 3° Congresso UFCSPA: ciéncia para um mundo em
movimento, 2023. (Congresss)

AVALIACAD DE DISCREPANCIA ENTRE GENOTIPAGEM E FENOTIPAGEM DO SISTEMA DE
GRUPOS SANGUIZNEOS RH EM DOADORES DE SANGUE DE UM HOSPITAL PUBLICO DE PORTO
ALEGRE.

Apresentacio de Poster | Painel no(a) Congresso brasileiro de hematologia, hemoterapia e terapis
celular, 2023. (Congresso)

TWO YEARS OF USING LOW-TITER GROUP O WHOLE BLOOD TRANSFUSION EXPERIENCE INA
TRAUMA HOSPITAL IN SOUTH BRAZILIAN

Coﬂlerenuua no(a) | JORNADA DE HEMOTERAPIA GHC, 2023. (Simpdsio)
| Hey v e, & agora? Urgénciss.

Simposista no(a) SIMPOSIO DE SEGURANGA DO PACIENTE HOSPITAL CRISTO REDENTOR | 2022,
2022. (Simpdsio)
Hemolerapia: quais S50 08 processos que antecedenm a lransfusdo?

scmpomm(a)s.m de Prevengio de Acidentes de Trabalho Cuidados com a Saide
do trabathador Cristo Redentor, 2022. (Simpsio)
HA SANGUE Escoaneuno EM SUAS VEIAS ... TUDO SOBRE DOAGAD DE SANGUE.

Simpossts nola) Semana de Enfermagem Hospital Cristo Redentor, 2022, (Simpdsio)
Reagbes ransfusionais.

Apresentaclio de Poster [ Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular - HEMO PLAY 2021, 2021 (Congresso)

CAPTACAO DE DOADORES EM UM HOSPITAL DE TRAUMA DE PORTO ALEGRE! RS DURANTE A
PANDEMIA.

Apresentaclio de Poster | Pained no(s) (:ongnao Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular - HEMO PLAY 2021, 2021. (Congrasso

IMPLEMENTACAO DO PROTOCOLO DE smeus TOTAL NO HOSPITAL CRISTO REDENTOR! RS
ESPECIALISTA EM TRAUMA".

Apresentaciio de Poster | Pained no(a) Il ENCONTRO DO PPG BIOCIENCIAS DA UFCSPA E
ENCONTRO DE PESQUISA EM BIOLOGIA CELULAR, 2018, (Encontro)

AVALIAGAOD DE VARIANTES MOLECULARES DO GRUPO SANGUINEO RH EM DOADORES DE
SANGUE DE PORTO ALEGRE/ RS.

Apresentacio de Poster | Palnel no(a) Brazilian international congress of genetics, 2017 (Congressa)
Genotyping of biood groups allsles in South American indisns.

Apresentaciio Oral nofa) Brazilian international congress of genetics, 2017 (Congresso)
Genotyping of bioed groups allsles in South American indians.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

21.

25.

Agresentachio de Poster ! Painel no(s) Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapis e Terapia
Celular (HEMO), 2017. (Congresso)

Identification of ACKR1 genetic variants lated with altered expression of Dufly phenolype in Southem

Brazlians.

Aoresentacio de Poster [ Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular (HEMO), 2017 (Congresso)
Genotipagem de grupos sanguinecs em bibos Kaingang e Guarani.

Apresentaclio de Poster / Painel no(g) Il Encontro do PPG Biociéncias da UFCSPA & Encontro de
em Fisiologia, 2017. (Encontro)
Genolipagem de grupos sanguineocs em tibos Kaingang & Guaranl.

Apresentacio de Poster / Painel no(a) Il Encontro do PPG Biociéncias da UFCSPA & Encontro de
em Fisiologia do RS, 2017. (Enconto)

identificacdo de variantes do gene ACKR1 associadas com expressdo alterada do fendtipa Dufly em

doadores de sangue de Porio AlegreRS.

Apresentacio de Poster ! Painel no(s) Il Encontro do PPG Biociéncias da UFCSPA & Encontro de
em Fisiologia do RS, 2017. (Encontro)
Perfil aléhco de variantes do grupo sanguineo Dully na populacso brasseira

1l Jornada da Liga do Sangue, 2017. (Simpésio)

Apresentacio de Poster | Painel no(a) | Encontro do Programa de Pos-graduacio em Biociéncias,
XIX Encontro de geneticistas do Rio Grande do Sul e | Encontro Regional Sul da Sociedade
Brasileira de genética médica. 2016. (Encontro)

Andlise de anligenos raros de grupos sanguineos em doadores de sangue do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.

Apresentacio de Poster | Painel no(s) | Encontro do Programa de Pés.graduacdo em Biociéncias,
XIX Encontro de geneticistas do Rio Grande do Sul e | Encontro Regional Sul da Sociedade
Brasileira de genética médica, 2016. (Congresso)

Investigacas da variabilidade do gene ACKR1 em doadores de sangue de Porto Alegre/ RS.

Apresentacho de Poster | Painel no(s) | Encontro do Programa de Pés.graduacdo em Biociéncias,
XIX Encontro de geneticistas do Rio Grande do Sul e | Encontro Regional Sul da Sociedade
Brasileira de genética médica. 2016. (Congresso)

Variabilidade gendtica dos grupos sangui na populagio brasileira.

1 Jornada da Liga do Sangue, 2016. (Simpdeio)

Apresentacio de Poster | Painel no(s) XV Congresso brasileiro de biomedicina e Ill Congresso
internacional de biomedicina, 2016. (Congresso)
Classificacio de Fitzpatrick: perfil fenotipico em doadores de sangue do HCPA -RS.

Agresentacio de Poster | Palnel no(a) XV Congresso brasileiro de biomedicina e 1ll Congresso
internacional de biomedicina, 2016 (Congresso)
Pefil de alelos raros de grupos sanguineos em doadores de sangue do HCPA/ RS.

de Poster | Painel no(s) Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia o Terapia

Apresentacio

Celular (HEMO), 2015. |

Genotipagem de anligenos erilrocitarios raros em doadores de sangue do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

Apresentaclio de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia

Celular (HEMO), 2015 (Congresso)
Pedfil de fentlipo erirocitano em doadores de sangue de acordo com a dlassificacdo de Fizpatrick.
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| Mostra de trabalhos de ensino, pesquisa ¢ extensdo da UFCSPA, 2015. (Oulra)
Freguénca dos Alalos KELL"1, KELL"Z, KELL"E & KELL"T am doadores de sangue do Hospital de
Clinicas de Porto Alegrne.

Agresentaco Oral noja) | Mostea de trabalhos de ensine, pesquisa & extens®o da Universidade
Federal de Ciéncias da Saide de Porto Alegre, 2015, (Oulra)
Genolipagem dos aleles D101 & Di'02 em doadores de sangue de Porlo Alegre.

| Mastra de trabalhos de ensino, pesguisa & extensio da Universidade Federal de Cidneias da
Saide de Porto Alegre, 2015 (Dulra)
Projelo plats: trisgem de anemias em escolas plbicas de Porto Alegre.

1% CONGRESS0 BRASILEIRD DE BIOSSEGURANGA [X SIMPOSIO LATING AMERICAND DE
BIDSSEGURANGA DE PRODUTOS TRANSGENICOS [X EXPOSIGAD DE EQUIPAMENTOS E
DISPOSITIVOS DE BIOSSEGURANCA, 2015, (Congressa)

Agresentacio de Pester | Pained nofa) Congresse Brasileiro de Hematologia, Hemolerapia e Terapia
Celular [HEMO), 2014. [Congressa)

Tipagem sanguinea am escolas piblicas de Porta Alegre/RS: uma estralégia de incentive & doagdo de
SAMNGUE.

Il Sernana scadémica da UFCSPA, 2014 (Dutra)
Tipagem sanguinea & incentivo & doacdo de sangue am escolas de Porlo Alegre.

Il Semana scadémica da UFCSPA, 301 3. (Outra)
Infecihn por Trichosporon sp. em pacienles ransplanlados.

FeSBE, 2012. (Congressn)

| Semana Acadiémica da UFCSPA 2012, 2012, {Dulra)
Avaliacio Clinica de leveduras amergenbes. Daz anos de expedi@ncia (2000-2010)

| Simpéeio de Circulacie Extracorptrea Institute de Cardiologia do RS, 2012 (Simptsis)

1ll Simpdaio de Infeccbes em Pacientes Transplaniades 2012 (Simpsio)

Apresentacio de Poster | Painel nofa) ¥ Congresso Internacional de Bioandlises, VIl Congrasso
Sulbrasibeiro de Biomedicina e X 3emana Gadcha de Biomedicina, 2012, [Congresas)
Avalacio Clinkca de levedurss amergentes. Daz anos de experignca (2000-2010)

Workshop - Microbiologia Aplicada, 2012, (Ouira)

| Ciclo de Palestras em Andlises Clinicas do curse de Biomedicina da UFCSPA, 2011, (Dulra)

IV Semana Cigntifica da UFCSPA & | Semana de Tecnologia @ Inovagio, 2011, (Outra)

Médule de Primeires Socorros da Liga do Trauma da UFCSPA, 2011, [Dutra)

Simpasio de Infecctes em Pacientes Transplantadas, 2011, (Simposio)

Vil Jornada Académica de Biomedicina UFCSPA e Il Simposio Habilitagées da Biomedicing, 2011,
(Sirpdsio)

Organizagio de evento

RODRIGUES, M. M. 0.

Nl Encontro do PPG Biockncias da UFCSPA & Encontro de pesquisa em biologia celular da
Universidade Federal de Cidéncias da Sapude de Porto Alegre, 2016, (Congresss, Organizacio de
avanio)

RODRIGUES, M. M. O.
| Mostra de trabalhos de ensino, pesquisa & extensdo da UFCSPA, 2015, (Dutro, Organizesis de
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Bancas

Participagdo em banca de trabalhos de conclusao

Graduagao

1.

RODRIGUES, M. M. O.

Partiaipacio em banca de Thamires Packwoski Braga. Desempenho de proficiéncia de servigos de
hemoterapia e laboratdrios clinicos participantes de um programa de qualidade externa: uma
andlise retrospectiva de 10 anos., 2023

{Biomedicina) Fundagio Universidade Federal de Cléncias da Sadde de Porlo Alegre

RODRIGUES, M. M. O.. FROHLICH, A ALMEIDA, S.

Participaco em banca de Leonardo Moraes dos Santos. Frequincia fenotipica dos grupos

sanguineos ABO, Rh, Kell Duffy, MNS, Mmmmom&owﬁnﬂadommm

Sistema P1PK em doadores de sangue do Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul, em Porto
2023

(Biomedicna) Fundaglo Universidade Federal de Cléncias da Sadde de Porlo Alegre

RODRIGUES, M. M. O.
Participacio em banca de Pauta Hubert Janzen. SOROPREVALENCIA DE SIFILIS EM DOADORES DE
SANGUE DE UM HOSPITAL TERCIARIO DE PORTO ALEGRE, 2023

{Biomedicna) Fundagio Universidade Federal de Ciéncias da Sadde da Porto Alegre

WAGNER, S. C.. RODRIGUES, M. M. O., FROHLICH. A.
Participacdo em banca de Aice Margues Ferrani. TESTE DE COOMBS DIRETO E ELUATO PARA
INVESTIGACAO DE DOENGA HEMOLITICA PERINATAL POR INCOMPATIBILIDADE ABO, 2021

(Biomedicina) Fundagdo Universidade Federal de Ciéncias da Sadde de Porto Alegre

ALMEIDA, S FEISTAUER, V., RODRIGUES, M. M. O ALVES A F.
Participacio em banca de Carolina Kalkmann. Andlise da expressio génica do receptor de dopamina
D2 em Areas cerebrais de camundongos fémeas Isctantes submetidos a trés diferentes dietas,
2018

(Biomedicina) Fundagdo Unlversidade Federal de Cléncias da Salde de Porio Alegre

FIEGENBAUM, M.; RODRIGUES, M. M. O.; ALMEIDA_ S.

Paticipacio em banca de Andressa Glaeser. Andlise molecular dos genes GPC3 e GPC4 em
pacientes com suspeita clinica da Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel tipo |, 2018
{Biomedicina) Fundacdo Universidade Federal de Cléncias da Saide de Porto Alegre

RODRIGUES, M. M. O,; GENRO, J. P.

Participacdo em banca de Maria Paula Oliveira de Moraes. Estudo de associagio entre o gene ADORA
1 & o transtomno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), 2018

(Biomedicina) Fundagio Universidade Federal de Ciéncias da Sadde da Porio Alegre

FIEGENBAUM, M., RODRIGUES, M. M. O.

Participacdo em banca de Simone Scherer. Influéncia de polimorfismos de SEPP1 (rs3877889 ¢
rs7579) sobre 8 memoria episodica e sobre a doenga de Alzheimer. 2018

(Biomedicina) Fundagdo Universidade Federal de Ciéncias da Sadde de Porto Alegre
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