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APRESENTACAO DA TESE

A presente tese “Caracterizacdo molecular e fenotipica de grupos
sanguineos em doadores de sangue de uma cidade no noroeste do Rio Grande
do Sul” segue o formato proposto pelo Programa de Pés-Graduacéao em Ciéncias
da Saude:

1) A tese serd apresentada com uma introducdo e uma revisao
bibliografica sobre os principais conceitos envolvidos na medicina
transfusional, tais como aloimunizacédo eritrocitaria, funcdes dos
antigenos eritrocitarios, grupos sanguineos, reacdes transfusionais e
tipagem soroldgica e molecular.

2) A seguir, o capitulo I, com a descricdo da andlise experimental
desenvolvida durante o trabalho e os resultados obtidos
apresentados no artigo original: “Frequencies of genetic variants of
the Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS and Diego systems of northwest Rio

”

Grande do Sul, Brazil publicado no periédico Hematology,
Transfusion and Cell Therapy.

3) As consideracdes finais com as perspectivas acerca da
caracterizacao do perfil genético no progresso da tipagem molecular
sanguinea. Os documentos suplementares estdo apresentados na

forma de anexos.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AHAI — Anemia hemolitica autoimune

DARC — Duffy antigeno/ receptor de citocinas (Duffy Antigen receptor for
chemokines)

DHFRN — Doenca hemolitica do feto e do recém-nascido

DHRN — Doenca hemolitica do recém-nascido

DNA - Acido desoxirribonucleico

EDTA- Acido etilenodiamino tetra-acético

GPA - Glicoforina A

GPB - Glicoforina B

GPI — Glicosilfosfatidilinositol

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ISBT — Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (International
Society of Blood Transfusion)

LISS - Solucéo salina de baixa forga idnica (Low lonic Strength Saline)
PCR — Reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)
PCR-RFLP — Reacédo em Cadeia da Polimerase-Polimorfismo de Fragmentos
de Restricdo (Polymerase chain reaction restriction fragment length
polymorphism)

PCR-SSP - Reacdo em Cadeia da Polimerase-Sequéncia Especifica
(Polymerase chain reaction sequence-specific primers)

PEG - Polietilenoglicol

RHA — Reacdes hemoliticas agudas

RHT — Reagbes hemoliticas tardias

RS — Rio Grande do Sul

SBHH — Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia

SNPs — Polimorfismo de nucleotideo unico (single nucleotide polymorphism)
SMPL1 - Pequena Proteina de Membrana 1(Small Membrane Protein 1)
TAD - Teste da Antiglobulina Direta

TAI - Teste da Antiglobulina Indireto

TCLE — Termo de consentimento livre e esclarecido
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RESUMO

A frequéncia alélica dos grupos sanguineos € variavel dependendo da origem
étnica da populacédo, o que torna importante a determinacdo da variabilidade
desses alelos em diversas regides do Brasil, e também em varias regiées do
estado do Rio Grande do Sul. Os antigenos eritrocitarios séo polimérficos devido
a diferentes variacdes genéticas, desde polimorfismos de um Unico nucleotideo
até inversdes, dele¢bes, insercdes, entre outros. Na prética transfusional, tem-
se cada vez mais, procurado reduzir as chances de um individuo formar
aloanticorpos. Em alguns casos, dependendo do fenétipo de um paciente, o
doador pode ser encontrado com facilidade, porém em alguns casos especificos,
no qual ha a necessidade de uma combinacdo de antigenos negativos, € mais
eficiente pesquisar doadores a partir de uma populacdo de mesma origem étnica.
Portanto, a pesquisa da frequéncia dos alelos e gendétipos envolvidos na
expressdo dos antigenos de grupos sanguineos em doadores e correlacionar
com os diferentes fenétipos encontrados na rotina imuno-hematologica pode ter
relevancia para a pratica transfusional. O presente trabalho teve como objetivo
analisar o perfil antigénico dos grupos sanguineos dos sistemas Rh, MNS, Kell,
Duffy, Diego e Kidd em doadores de sangue de uma cidade do noroeste do RS.
Foram analisados o perfil genotipico de 810 doadores de sangue, as andlise das
variantes genéticas de grupos sanguineos foram realizadas utilizando a técnica
de PCR em tempo real. Ja a fenotipagem eritrocitaria foi realizada pela técnica
de hemaglutinacdo com kits de cartdo-gel (Bio-rad®). Para a genotipagem foram
utilizadas sondas de hidrolise do sistema TagMan® (Thermo Fisher) para o
sistema Diego ¢.2561C>T (DI*01/*02, rs2285644), Kell ¢.578C>T (KEL*01/*02,
rs8176058), Duffy c.125A>G e ¢.1-67T>C (FY*01/*02, rs12075; FY*02N.01,
rs2814778), Kidd c¢.838G>A (JK*01/*02, rs1058396) e MNS c.143T>C
(GYPB*S/GYPB*s, rs7683365). As frequéncias alélicas foram comparadas
utilizando o teste de qui-quadrado com correcdo de Yates. Todas as frequéncias
genotipicas estdo de acordo com o esperado para populacdes em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Os fendtipos sanguineos estimados através dos genoétipos
mais frequentes na populacdo do presente estudo foram: RHC*Cc (51,5%),
RHC*ee (70,1%), FY*A/IFY*B (49,2%), GATA-67T/T (93,5%), KEL*02/KEL*02
(93,3%) JK*A/JK*B (53,2%) e DI*02/DI*02 (95,4%). Também calculamos a
distancia genética Dst entre a populacdo do nosso estudo com outros estudos
semelhantes realizados em diferentes regides do Brasil. O principal resultado da
analise Dst mostrou que as populacdes dos estados do Parana, Minas Gerais e
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Bahia sé&o geneticamente diferentes das demais populagbes. A populagédo do
nosso estudo, por outro lado, é semelhante as populacdes dos estados de Sao
Paulo e Santa Catarina. Estudos que caracterizem o impacto funcional das
variantes genéticas associadas a predicdo de novos alelos de grupos
sanguineos, sao fundamentais no embasamento e implementacdo de técnicas
moleculares seguras para a genotipagem desses antigenos. As técnicas
moleculares podem contribuir para a prética transfusional através do manejo de
unidade de sangue apropriada de acordo com as necessidades de cada
individuo e em situacdes complexas, nas quais a sorologia nao € eficiente,
tornam-se uma boa opcédo, pois possibilitam uma aplicacdo em escala maior
guando comparada as técnicas soroldgicas.

Palavras-chave: grupos sanguineos; polimorfismo de um Unico nucleotideo
(SNPs); doadores de sangue; hemaglutinacdo; PCR em tempo real; genétipo-
fenotipo.



ABSTRACT

The allele frequency of blood groups varies depending on the ethnic origin of the
population, which makes it important to determine the variability of these alleles
in different regions of Brazil, and also in several regions of the state of Rio Grande
do Sul. Erythrocyte antigens are polymorphic due to different genetic variations,
from single nucleotide polymorphisms to inversions, deletions, insertions, among
others. In transfusion practice, there has been an increasing effort to reduce the
chances of an individual forming alloantibodies. In some cases, depending on the
phenotype of a patient, the donor can be easily found, but in some specific cases,
in which there is a need for a combination of negative antigens, it is more efficient
to search for donors from a population of the same origin ethnic. Therefore,
investigating the frequency of alleles and genotypes involved in the expression
of blood group antigens in donors and correlating them with the different
phenotypes found in the immunohematological routine may have relevance for
transfusion practice. The present study aimed to analyze the antigenic profile of
the blood groups of the Rh, MNS, Kell, Duffy, Diego and Kidd systems in blood
donors from a city in the northwest of RS. The genotypic profile of 810 blood
donors were analyzed, the analysis of genetic variants of blood groups were
performed using the real-time PCR technique. Erythrocyte phenotyping was
performed using the hemagglutination technique with gel card kits (Bio-rad®). For
genotyping, hydrolysis probes from the TagMan® system (Thermo Fisher) were
used for the Diego ¢.2561C>T system (DI*01/*02, rs2285644), Kell ¢.578 C>T
(KEL*01/%02 , rs8176058), Duffy ¢.125 A>G and c.1-67T>C (FY*01/*02, rs12075;
FY*02N.01, rs2814778), Kidd ¢.838G>A (JK*01/* 02, rs1058396) and MNS
€.143T>C (GYPB*S/GYPB*s, rs7683365). Allele frequencies were compared
using the chi-square test with Yates correction. All genotypic frequencies are as
expected for populations in Hardy-Weinberg equilibrium. The blood phenotypes
estimated through the most frequent genotypes in the population of the present
study were: RHC*Cc (51.5%), RHC*ee (70.1%), FY*A/FY*B (49.2%), GATA-
67T/T (93.5%), KEL*02/KEL*02 (93.3%) JK*A/JK*B (53.2%) and DI*02/DI*02
(95.4 %). We also calculated the Dst genetic distance between the population of
our study with other similar studies carried out in different regions of Brazil. The
main result of the Dst analysis showed that the populations of the states of
Parana, Minas Gerais and Bahia are genetically different from the other
populations. The population of our study, on the other hand, is similar to the
populations of the states of S&o Paulo and Santa Catarina. Studies that
characterize the functional impact of genetic variants associated with the
prediction of new blood group alleles are fundamental in the foundation and
implementation of safe molecular techniques for the genotyping of these
antigens. Molecular techniques can contribute to transfusion practice through the



X

management of an appropriate blood unit according to the needs of each
individual and in complex situations, in which serology is not efficient, they
become a good option, as they allow an application in larger scale when
compared to serological techniques.

Keywords: Blood group systems; single nucleotide polymorphisms (SNP); blood
donors; hemagaglutination; real-time PCR; genotype-phenotype.
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1. INTRODUCAO

A transfusdo de hemocomponentes é uma pratica comum, estima-se
que 15 a 53% dos pacientes gravemente enfermos séo transfundidos durante o
periodo de internacdo !. A transfusdo sanguinea é uma terapia eficaz em
situacdes em que ha desequilibrio do sistema circulatério, ocasionado por
hemorragias, traumatismos, doencas hemorragicas e processos cirargicos.
Embora a transfusdo sanguinea seja uma atividade que proporciona bastante
beneficios ao receptor, ela também pode oferecer riscos.

A transfusdo de sangue alogénico é considerada uma forma de
transplante temporario, uma vez que o procedimento expde o receptor a uma
infinidade de antigenos estranhos. Essa exposi¢ao pode estimular uma resposta
imune, o que leva a formacé&o de anticorpos nos individuos receptores, processo
chamado de aloimunizacéo.

Na rotina transfusional métodos de prevencao a aloimunizacédo incluem
transfusbes com fenotipos compativeis para os sistemas ABO, Rh e Kell, e
também para os sistemas Duffy, Kidd e MNS, quando possivel 2. A fenotipagem
€ realizada pela técnica de hemaglutinacdo, na qual as hemacias suspensas em
uma solucéo salina, sdo adicionadas a um antissoro especifico, sendo essa
técnica até hoje considerada o “padréo ouro” para identificacdo dos antigenos
na rotina laboratorial. A hemaglutinacdo € uma técnica de facil execucéo,
relativamente rapida, e capaz de identificar a maior parte dos antigenos, quando
bem executada, mas possui limitacdes técnicas e clinicas, uma vez que utiliza
antissoros comerciais.

A maior limitagéo dos testes soroldgicos estd em encontrar no mercado
0s anticorpos especificos disponiveis para antigenos raros. Em situacdes em
gue o banco de sangue necessita realizar a triagem de antigenos de alta ou baixa
prevaléncia, onde ndo ha antissoros disponiveis e/ ou os recursos financeiros
Sa0 escassos, a genotipagem pode ser utilizada para predicdo do fenétipo. Os
testes moleculares sdo ferramentas poderosas e podem complementar a
fenotipagem, mas ainda € preciso avaliar a correlacdo entre o fendtipo
determinado a partir de testes sorologicos e fenoétipos preditos a partir da analise

dos genes envolvidos nas expressdes dos antigenos sanguineos.
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Assim, considerando a importancia de caracterizacdo do perfil dos
doadores em bancos de sangue, aliado ao uso de novas ferramentas
moleculares para inferir os fenoétipos, este trabalho teve como objetivo principal
estabelecer a frequéncia fenotipica e molecular de grupos sanguineos em

doadores de sangue de uma cidade no noroeste do Rio Grande do Sul.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Medicina transfusional

O primeiro grande avanco na medicina transfusional ocorreu em 1900
quando o médico austriaco Karl Landsteiner ao realizar um experimento de prova
cruzada com hemacias e soro dos seus colegas observou aglutinacdes 3. Com
base nos distintos padrées de aglutinacdes, ele nomeou os dois primeiros
antigenos dos grupos sanguineos A e B, usando as primeiras letras do alfabeto.
Hemécias ndo aglutinadas foram chamadas C, posteriormente renomeadas de
“O”. O grupo sanguineo ABO é&, até hoje, considerado o mais importante sistema
de grupos sanguineos na clinica transfusional, pois uma transfusdo ABO
incorreta pode resultar na morte do receptor 4.

A medicina transfusional € uma ciéncia que vem apresentando expressivos
progressos e modifica-se continuamente, ndo apenas no Brasil como em outros
paises. No Brasil, nos anos 40, surgiram 0s primeiros servigos especializados
em doacao de sangue localizados na cidade do Rio de Janeiro. Na época, gracas
a remuneracdo oferecida aos doadores esses servicos foram crescendo. Nos
anos 50, foi fundada a Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia
(SBHH) 35, J4 na década de 80, apdés conhecimento da possibilidade de
transmissao de doencas via transfuséo de sangue, proibiu-se de forma definitiva
a doacdo remunerada, critério esse estabelecido pela Constituicdo Brasileira de
1988, a qual proibiu toda e qualquer forma de comercializacdo de sangue e
derivados ®.

A transfusdo sanguinea é um ato no qual ocorre transferéncia de
hemocomponentes (hemécias, plaquetas, plasma, crioprecipitado) ou

hemoderivados (albumina, fator VIII, fator IX, entre outros) de um doador para
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um receptor. Deve ser realizada sob prescricdo e supervisdao meédica, seguindo
as boas praticas de manipulacdo e as recomendacdes das legislacOes

brasileiras 27.

2.2 Imuno-hematologia eritrocitaria

A membrana eritrocitaria é composta de lipidios, proteinas e carboidratos,
0s quais interagem de forma dinamica e proporcionam forca e flexibilidade
necessaria para hemacia sobreviver por cerca de 120 dias na circulacdo. A
superficie externa da membrana, contém estruturas antigénicas, as quais
formam os grupos sanguineos &°. Os antigenos sdo estruturas polimérficas que
se constituem em proteinas, que podem ou nao estar ligadas a carboidratos ou
lipidios, podendo ser reconhecidas pelo sistema imune e induzir a formacgéo de
anticorpos 4.

Quando um individuo é exposto a antigenos eritrocitarios ndo proprios, seu
organismo € capaz de rejeita-los. A aloimunizacéo é caracterizada pela producéo
de anticorpos contra antigenos eritrocitarios transfundidos %11, Alguns
anticorpos de grupos sanguineos, por exemplo do sistema ABO, formam-se sem
a necessidade de um contato prévio com 0 antigeno. Sabe-se que algumas
bactérias que fazem parte da microbiota intestinal, possuem carboidratos
similares aos antigenos A e B, consequentemente essas bactérias estimulam a
producéo de anticorpos anti-A e anti-B 2. No entanto, a maioria dos anticorpos
de grupos sanguineos sao formados em resposta a exposicdo aos antigenos
nao préprios, como resultado de uma transfusdo sanguinea ou de uma gestacao
12_

A aloimunizacdo pode ser entendida como um efeito indesejavel da
transfusdo que pode resultar em hemdlise do sangue transfundido devido a
presenca dos anticorpos no plasma do receptor 1. O significado clinico dos
anticorpos anti-eritrocitarios depende da frequéncia do respectivo antigeno na
populacdo, o que pode variar de acordo com suas origens étnicas 11314 Na
pratica transfusional tem-se, cada vez mais, procurado reduzir as chances de um

individuo formar aloanticorpos, assim, a transfusdo de sangue fenotipicamente
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compativel com os antigenos eritrocitarios mais imunogénicos tem sido
recomendada 2.

A legislacdo brasileira de hemoterapia recomenda a realizagdo da
fenotipagem de antigenos eritrocitarios dos sistemas ABO, Rh (D, C, ¢, E, e) e
Kell (K) nas amostras de sangue de doadores. E a realizacdo da fenotipagem
para os antigenos eritrocitarios dos sistemas ABO, Rh (E, e, C, c), Kell (K), Duffy
(Fy?, FyP), Kidd (Jk?, JkP) e MNS (S, s) no sangue do receptor, e em pacientes
aloimunizados que estao ou poderao entrar em esquema de transfuséao cronica
2. Esta recomendacéo visa auxiliar a identificacdo de possiveis anticorpos anti-
eritrocitarios irregulares.

Quanto maior o numero de transfusdes que um paciente recebe, maior a é
a probabilidade de ser exposto a antigenos ndo préprios e maior a probabilidade
gue ele desenvolva anticorpos. A resposta primaria produz anticorpos da classe
IgM, e resposta secundaria produz anticorpos da classe IgG. Os anticorpos com
importancia clinica sdo da classe 1gG, que se ligam aos seus antigenos na
temperatura corporal e podem atravessar a placenta ocasionando a destruicao
imunologica das hemécias do feto. Os anticorpos mais frequentemente
encontrados na triagem transfusionais, sdo contra os antigenos dos cinco
principais sistemas de grupo sanguineos: Rh, Kell, Duffy, Kidd e MNS. Os
anticorpos produzidos sdo quase sempre da classe IgG e clinicamente
relevantes 121315,

Se anticorpos clinicamente significantes sdo encontrados no soro de um
receptor, os componentes de hemacias a serem transfundidos ndo devem
apresentar o antigeno correspondente, assim a selecdo de uma unidade de
hemécia para transfusdo deve ser mais proéxima e exata com a relacdo de
antigenos do receptor. A probabilidade de encontrar unidades de sangue
compativeis depende na frequéncia do antigeno na populagdo em geral.

A maioria dos antigenos de grupos sanguineos possui um padrdo de
heranca mendeliana. A diversidade dos antigenos eritrocitarios é originada a
partir de mudancgas ao nivel genético que variam desde polimorfismos de um
anico nucleotideo (SNPs) a trocas génicas como inversdes, delecdes, insercdes,
splicing alternativo, dentre outros mecanismos 6. O conhecimento da
distribuicdo dos antigenos de grupos sanguineos entre diferentes grupos étnicos

€ importante na busca de sangue com fendtipo compativel, entre doadores e
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receptores, em especial, nos casos de fenotipos raros ou variantes, que sao

predominantes em determinadas populacoes.

2.3 Func¢des dos antigenos eritrocitarios

Os antigenos eritrocitarios sdo formados por sequéncias especificas de
aminoacidos que constituem uma proteina, essas podem ser encontradas na
membrana do eritrocito como estrutura de passagem uUnica, multiplas passagens

ou ligadas a glicosilfosfatidinositol (GPI) conforme demonstrado na figura 1 7.

MNSs
Gerbich
GIED]
Knops
Lutheran
LW

Ok
Sc [ Kell |

NH,  COOH

ABO

Hh Duffy

NH,

ILems i

COOH
i Multlpla Ligada a
Passagem Res R GPI

Tipo |
Passagem Unica
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Figura 1: Bicamada lipidica da membrana eritrocitaria com as diferentes
estruturas que carregam 0s antigenos de grupos sanguineos. Adaptado de Reid
& Westhoff, 2007 7.

Essas proteinas desempenham importantes fungdes bioldgicas, tais como:
transporte de anions, funcéo estrutural, de adeséo, receptora, entre outras 1718,
A proteina banda 3, que expressa antigenos do grupo sanguineo Diego, € a
proteina de transmembrana eritrocitaria mais abundante, codificada pelo gene
SLC4A1, pertence a familia dos genes transportadores de anions 1°. Ja a
glicoproteina Kidd codificada pelo gene JK ou SLC14Al1 é da familia dos
transportadores de ureia 2°. O Gene FY ou ACKR1, é responsavel por codificar

a glicoproteina Duffy, também chamada de Duffy Antigen Receptor for



17

Chemokines (DARC) que também é expressa em outros tecidos nao eritroides,
tem funcéo de receptor para as formas merozoitas do parasita Plasmodium vivax
em humanos 222, A glicoproteina Kell, produto do gene KEL, possui sequéncia
homéloga com a familia da endopeptidases neutras, uma enzima conversora de
endotelina 3, é possivel que a glicoproteina Kell esteja envolvida com a

regulacdo do tono vascular °.

2.6 Sistemas de Grupos Sanguineos

Até o momento, a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea
(ISBT) reconhece 345 antigenos de grupos sanguineos, dos quais 322 estdo
dispersos em 43 grupos sanguineos determinados geneticamente por 48 genes
23, Os demais antigenos ndo estdo, atualmente, atribuidos a um sistema
conhecido.

Os antigenos dos grupos sanguineos também sao importantes marcadores
de estudos genéticos e antropoldgicos, uma vez que, alguns desses sdo
considerados especificos em determinadas populacdes 2426,

Antigamente, 0s antigenos de grupos sanguineos eram nomeados com o
nome da primeira pessoa cuja hemacias apresentavam o antigeno ou anticorpo
correspondente em seu plasma. Por quase 30 anos, ndo havia regras nem
supervisao, somente a partir de 1980, a ISBT organizou 0s grupos sanguineo de
forma mais pratica em; “sistemas sanguineos”, “colecbes” e “séries”. Um
“sistema sanguineo” pode ser representado por um Unico gene ou por genes
estritamente relacionados, em que 0s antigenos apresentam caracteristicas
genéticas e bioquimicas semelhantes e definidas 1227,

As “colecbes” sdo caracterizadas por antigenos que apresentam algumas
relacbes sorologicas, e genéticas, porem ndo estdo relacionadas a gene
especifico. As “séries” sdo formadas por estruturas antigénicas conhecidas do
ponto de vista sorologico e agrupadas em dois grupos distintos, os antigenos de
baixa frequéncia na populagéo (< de 1% da populacéo) e os antigenos de alta
frequéncia (> de 90%), quando um antigeno de uma “coleg¢do” ou de uma “série”
de alta ou baixa prevaléncia é associado com um gene especifico, ele é provido

ao status de “sistema sanguineo” 1227,
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2.6.1 Sistema Rh

O sistema Rh (ISBT 004) é considerado o mais complexo dos sistemas de
grupos sanguineos devido a presenca de numerosos polimorfismos 22
Atualmente, o grupo Rh compreende 54 antigenos nos quais os antigenos D, E,
e, C e ¢ sdo os mais importantes clinicamente >2°. A expresséo dos antigenos
do sistema Rh é controlada por dois genes, altamente homologos, localizados
no cromossomo 1 (1p36.13-p34.3). Os genes RHD e o RHCE que tém 98%
homologia, cada um tem 10 éxons, distribuidos por 69 kbp de gDNA em
orientacdes opostas 163031 Esses genes sdo separados por uma regido com
cerca de 30 kbp que contém o gene TMEM50A (previamente chamado de SMP1
- Small Membrane Protein 1) 6. O gene RHD, também é flanqueado por duas
regides homdlogas denominadas caixas Rhesus 16,

Cada gene codifica uma proteina de transmembrana com 417 aminoacidos,
e diferem entre si em apenas por 32-35 aminoacidos. O gene RHD é responsavel
pela expressao do antigeno D, e o gene RHCE pelos antigenos C/c e E/e 223032,
Do ponto de vista clinico, o antigeno D € o mais importante por ter alto grau de
imunogenicidade. As hemacias humanas sao classificadas como “Rh positivas”
ou “Rh negativas”, dependendo da presenca ou auséncia do antigeno D 152,

Os antigenos Rh sao exclusivos eritrocitarios. Na membrana do eritrécito,
as proteinas Rh formam um complexo com outras proteinas codificadas por
genes independentes, como por exemplo, a glicoproteina RhAG, codificada pelo
gene RHAG localizado no cromossomo 6 (6p12-p21), que sdo necessarias para
expressdo dos antigenos do sistema Rh 2°. A presenca ou auséncia dos
antigenos Rh na membrana dos eritrocitos esta diretamente associada a
presenca ou auséncia do complexo de proteinas RhD, RhCE e RhAG. Mutagdes
no gene RHAG codificam uma glicoproteina RhAG alterada que pode levar ao
fenétipo Rhnuio, caracterizado pela auséncia dos antigenos Rh 1529,

A causa mais comum para o fenétipo “RhD negativo” é delecdo do gene
RHD em individuos homozigotos, mas outros mecanismos ainda estao sendo

descritos 3334, A exclusédo do gene inclui uma porcédo de cada caixa Rhesus,
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deixando uma caixa Rhesus hibrida, um marcador para exclusdo RHD (veja
figura 2) 2235, Cerca de 66% dos africanos com o fenétipo “RhD negativo” tém
um gene RHD inativo, um pseudogene (RHD*¥), o qual é resultado de uma
insercédo de 37 bp no éxon 4 que introduz um cédon de parada, enquanto que,
cerca de 16% tém o gene hibrido RHD-CE-Ds 33, Nesse gene, faltam varios
exons do gene RHD e contém, em vez disso, éxons correspondentes do gene
RHCE, com isso ndo expressam o antigeno D, porém codificam um antigeno C
parcial 30:33:35,

A distincdo soroldgica entre hemacias RhD* e RhD- nem sempre é uma
tarefa facil, devido a presenca de antigenos de D variantes. Alelos variantes do
gene RHD apresentam variacfes de expressao qualitativas ou quantitativas. O
antigeno D é considerado um mosaico composto por 30 epitopos, dos quais, até
0 momento, 9 epitopos ja foram definidos por diferentes anticorpos monoclonais
1516 pessoas com hemdacias faltando um ou mais epitopos tém expresséo
parcial do antigeno D (alteracdo qualitativa), individuos RhD* podem
desenvolver aloanticorpos anti-D dirigidos contra um ou mais epitopos ausentes
em suas heméacias. Antigenos D parciais ocorrem pela presenca de varios SNPs
no gene RHD 16, Pacientes portadores de antigenos D parcial devem ser
transfundidos com sangue “RhD negativo” 1°.

Cerca de 0,2-1% dos europeus tém hemacias com uma expressao reduzida
do antigeno D (fenétipo D fraco), uma alteracdo quantitativa 2236, No fenétipo D
fraco, o antigeno estd presente com todos 0s epitopos, porém expressos
fracamente na membrana da hemacia. E muito dificil determinar os tipos de D
fraco sorologicamente, pois 0s anticorpos monoclonais anti-D podem
simplesmente nado reagir pela baixa avidez do anticorpo nas células D fraco .

No geral, os genes RHD e RHCE sédo muitos polimérficos devido a eventos,
tais como: conversdo génica, crossing-over, translocacoes, entre outras. Esses
eventos dificultam a identificacdo dos antigenos Rh utilizando plataforma de
larga escala customizada, tornando-se necessario desenhos de ensaios

exclusivos para identificacdo do sistema Rh .
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Figura 2: Estrutura esquematica do gene RHD. a) Em individuos “RhD positivos”
b) Individuos “RhD negativos” ¢) Pseudogene RHD*p. €) Gene hibrido RHD
(RHD-CE-D?®). Adaptado de Papasavva et al., 2016 4.

2.6.2 Sistema Kell

O sistema Kell (ISBT 006) tem 34 antigenos descritos até 0 momento,
sendo o terceiro sistema mais polimérfico depois dos sistemas Rh e MNS 35, O
gene KEL esta localizado no cromossomo 7 (7g34) e seus antigenos sao
expressos na glicoproteina de transmembrana Kell (metallo-endopeptidase) .
O antigeno KEL*01 (K, “Kell”), € mais importante na clinica transfusional, pois o
anticorpo anti-K pode causar rea¢fes transfusionais hemoliticas, e na gravidez,
tem uma importancia particular, pois pode causar anemia fetal grave pela
consequente supressao da eritropoiese fetal decorrente da reacdo hemolitica
imunomediada em células eritrocitarias circulantes e progenitoras da medula
6ssea .

O antigeno K tem uma frequéncia de cerca de 9% na populacéo de origem
europeia, e 2% na populacdo de origem africana, enquanto seu antigeno
antitético KEL*02 (k, “Cellano”) tem uma frequéncia >90% (alta prevaléncia na
populacdo) 3/-2°. O SNP na posicédo ¢.578C>T (rs8176058) codifica os alelos
KEL*02 e KEL*01 ocasionando uma troca de aminoacidos treonina (antigeno k)
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por metionina (antigeno K) na posicdo 193 (p.Thr193Met) no éxon 6 do gene
KEL (figura 3) 16.

A expressao fraca dos antigenos Kell também pode ser vista no fenétipo
KELmod, que esta associada a uma variagéo (1208G>A) no éxon 10 do gene KEL
1425 Individuos portadores de fenétipos com baixa expresséo antigénica de kell,
representam um desafio na pratica transfusional, uma vez que, o padrdo de
aglutinacdo com antissoros anti-Kell € fraca e nesses casos faz-se necessario o
uso de técnicas mais sensiveis para deteccdo do antigeno na superficie da
heméacia.

O fenotipo KELnui (Ko) € um tipo sanguineo raro no qual ha falta de
expressdo de todos os antigenos Kell na membrana da hemacia. A frequéncia
de alelos Ko é estimada em 0,007% nas populacdes europeias e 0,008% nas
populacdes japonesas 4041 A base molecular desse fenétipo ainda néo esta
elucidada. Sabe-se que individuos com o fenétipo Ko tém o potencial de formar
VArios outros anticorpos especificos contra o Sistema Kell, como anti-K, anti-k e
anti-Kp2 40,

Localizacdo 7q34
578C>T 841C 1790T>C
|
|
KEL™02/KEL"01 3 4/KE KEL*07/KEL*06

Antigeno: K-> Alelo: KEL*01-> Nucleotideo: 578T - Aminoacido: Met193
Antigeno: k = Alelo: KEL*02-> Nucleotideo: 578C - Aminoacido: Thr193
Antigeno: Kp(a+) = Alelo: KEL*03-> Nucleotideo: 841T - Aminoacido: Trp281
Antigeno: Kp(b+) - Alelo: KEL*04-> Nucleotideo: 841C -> Aminoacido: Arg281
Antigeno: Js(a+) = Alelo: KEL*06-> Nucleotideo: 1790C —> Aminodcido: Pro597
Antigeno: Js(b+) = Alelo: KEL*07-> Nucleotideo: 1790T > Aminoacido: Leu597

Figura 3: Gene KEL e as representacfes de SNPs que forma os antigenos do
sistema Kell. Disponivel em Reid et al., 2004 16 e Bianchi, 2016 %,

2.6.3 Sistema Duffy

O sistema Duffy (ISBT 008) é conhecido também como Duffy antigen
receptor for Chemokines-DARC (antigeno receptor de citocinas) #3. Os principais
antigenos do sistema Duffy sdo Fy?2 e Fy, codificados pelos alelos codominantes

FY*A e FY*B, respectivamente, que diferem pela substituicdo de um aminoé&cido
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na posicao ¢.125G>A (rs12075) no éxon 2. O gene ACKR1, também conhecido
como FY ou ACKR1l possui somente dois éxons, e esta localizado no
cromossomo 1 (1¢23.2 esse gene) 4.

Os quatro possiveis fenotipos do sistema Duffy sdo: Fy (a+b-), Fy (a-b+),
Fy (a+b+) e Fy (a-b-) #°. Esses antigenos ja estéo desenvolvidos ao nascimento,
sendo detectados em células de embries com 6-7 semanas de gestacao, e tém
sua expressdao tdo forte em hemacias fetais, quanto em hemacias de adulto .

Existem mutac6es no gene ACKR1 que podem levar a fraca expressao dos
antigenos ou a auséncia da expressao dos antigenos Duffy. O fenétipo Fy (a-b-
) é resultado de uma mutacéo pontual no local de ligacdo do fator de transcricao
GATA-1 na regido promotora do gene na posi¢céo —67 alterando um nucleotideo
T para um C (c.1-67T>C, rs2814778). Essa variante impede que o antigeno Fy®
seja expresso nos eritrocitos 4647 (Figura 4). Este genétipo é conhecido também
como eritrdcito silencioso (Fy°ES ou FY*02N.01) porque individuos homozigotos
para esta variacdo ndo possuem a proteina Duffy nos eritrocitos, ja individuos
heterozigotos expressam aproximadamente 50% do total esperado de proteina
Duffy 47.

O fendtipo Fy (a-b-) € comum em africanos com uma frequéncia em torno
de 98% 22. Outras formas alélicas de FY*B também podem modificar a expressao
do antigeno FyP, o que pode ocasionar resultados soroldgicos fracos ou
equivocados, como por exemplo, SNP ¢.265C>T (Arg89Cys) que ocorre em
cerca de 1-2% dos europeus, levando a expressdo do fenotipo (FyP fraco) 48 A
mutacao c.1-67t>c também foi encontrada no alelo FY*A (FY*01N.01), mas é
rara 4°.

O interesse no grupo sanguineo Duffy aumentou substancialmente, apos
a demonstracdo experimental da dependéncia do Plasmodium vivax, parasita
causador da malaria em humanos, nos antigenos Duffy que servem de
receptores para internalizacéo das formas merozoitas do P. vivax no eritrgcito e
assim causar a infeccdo. O Plasmodium vivax esta praticamente ausente na

Africa Ocidental, onde mais de 98% da populacéo € Duffy negativa 2259,
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Figura 4: Estrutura do gene ACKRL1. A figura indica a localizagdo de GATA-1 na
regido promotora, e outros locais de ligacdo regulatéria conhecidos. Disponivel
em Oliveira et al >L.

2.6.4 Sistema Kidd

O sistema Kidd (ISBT 009), consiste em trés antigenos localizados na
glicoproteina Jk; Jk? (JK*01), JkP (JK*02) e antigeno de alta prevaléncia JK*03
16O antigeno Jk? e seu antitético Jk° sdo encontrados com a mesma prevaléncia
em europeus, mas apresentam grandes diferencas em outros grupos
populacionais. O antigeno JK*03 é expresso em todos os individuos, exceto
naqueles com o fenétipo raro de Kidd-nulo.

Os antigenos Jk2 e JkP s&o produtos de alelos codominantes, o alelo JK*01
(G) e o alelo JK*02 (A) que sdo determinados por uma mutacdo pontual
€.838G>A (rs1058396) no éxon 9 do gene SLC14A1 localizado no cromossomo
18 (18g12-g21). Os fendtipos do sistema Kidd séo; Jk (a+b-), Jk (a-b+), Jk (a+b+)
e Jk (a-b-) %2. A frequéncia dos alelos, JK*01 e JK*02, é diferente em cada
populacao, por exemplo, o alelo JK*01 é mais frequente em africanos (77,2%),
ja o alelo JK*02 em americanos (51,9%) 5253,

O fendtipo nulo de Kidd, Jk (a-b-), resultado da homozigose de um gene
silencioso no lécus Jk, foi descrito pela primeira vez em 1959, em um caso de
ictericia logo apds transfusdo sanguinea em uma mulher filipina >*. Ela ja havia
dado a luz a dois filhos sem evidéncia de doenca hemolitica do recém-nascido
(DHRN) e néo tinha histérico de abortos ou transfusées de sangue anteriores >4,

Dada a falta de transfusGes anteriores e o fenétipo Jk (a-b+) do seu marido, é
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mais provavel que ela tenha sido imunizada contra os antigenos Kidd nas
gestacdes anteriores.

Os anticorpos do sistema Kidd podem causar rea¢do hemolitica aguda
(RHA) e reacao hemolitica tardia (RHT), sendo responsaveis por até 1/3 dessas
reacoes. Outra caracteristica desses anticorpos é que séo dificeis de detectar
por testes soroldgicos rotineiros, devido a rapida queda dos seus titulos, e fraca

reatividade 415,

2.6.5 Sistema MNS

O sistema MNS (ISBT 002) s6 perde em complexidade para o sistema Rh.
Atualmente, esse sistema compreende 49 antigenos transportados na glicoforina
A (GPA) e na glicoforina B (GPB) ou em hibridos dessas glicoforinas %°. Os
principais antigenos desse sistema sdo M e N, presentes na proteina glicoforina
A (GPA), e S, s, U, presentes na glicoforina B (GPB). Os genes GYPA e GYPB,
codificam as proteinas GPA e GPB, respectivamente, representam dois lécus
intimamente ligados, localizados no cromossomo 4 (4p28-q31) %657,

Os genes GYPA (7 éxons) e GYPB (5 éxons) sdo homologos compartilham
mais de 95% de similaridade em suas sequéncias, 0 que sugere que ambos 0s
genes derivam de um ancestral comum %6, Durante o isolamento dos genes
GYPA e GYPB, um terceiro gene, o GYPE, foi descoberto 6. GYPE normalmente
nao expressa proteinas detectaveis no eritrécito, mas esta envolvido em alguns
rearranjos de genes que codificam proteinas hibridas que podem ser expressas
na membrana celular 8. Os trés genes demostraram homologia >90% 5.

Os antigenos M e N séo decorrentes de variacdes na proteina GPA, maior
glicoforina presente no eritrocito, com aproximadamente 1.000.000 cépias na
membrana. Esses antigenos diferem na composicdo dos seus aminoacidos na
extremidade extracelular da GPA; os SNPs c.59C>T (rs7682260), c.71G>A
(rs7687256), c.72G>T (rs7658293) no gene GYPA sdo responsaveis pela
expressdo dos antigenos M e N 3257 A glicoforina B (GPB), produto do gene
GYPB, transporta os antigenos S (MNS3) e s (MNS4). A diferenca entre esses

antigenos é determinada por uma alteracdo de aminoéacidos: o S esta associado
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a presenca de metionina, enquanto s a presenca de treonina (Met29Thr),
consequéncia do SNP ¢.143T>C (rs7683365) °>°7,

O antigeno U é de alta frequéncia populacional, sendo o fenétipo U
negativo sempre associado ao fenétipo S-s-, porém o fendtipo S-s- nem sempre
esta associado ao fenétipo U negativo °°. Os raros fenoétipos S-s-U- e S-s-U+
originam-se de delecdes de GYPB ou de formas variantes de GYPB que levam
a expressao alterada do antigeno U. Os fenoétipos S-s-U- ou S-s-U+ séo
exclusivos de descendentes de africanos %°. Embora o antigeno U esteja
presente nas formas variantes, sua deteccao por métodos soroldgicos requer um
potente anti-U 2.

E comum a ocorréncia natural de anticorpos anti-M e anti-N, podendo ser
encontrados em individuos que ndo foram expostos as hemacias humanas *°.
Geralmente, reagem a temperaturas abaixo de 37°C, sendo consideradas
aglutininas frias, com temperaturas oOtimas de reacdo a 4°C, raramente
apresentam significado clinico, embora h& na literatura relatos de reacéo
hemolitica tardia (RHT) envolvendo anti-N %8, Os anticorpos S, s e U ocorrem
apos aloimunizacédo, e sdo da classe 1gG, esses sao capazes de causar reacdes

hemoliticas transfusionais e DHRN 15,

2.6.6 Sistema Diego

O sistema Diego (ISBT 010) foi descoberto em 1955, em uma pesquisa de
anticorpos no soro de uma mulher venezuelana, apds o filho recém-nascido
apresentar grave DHRN. Esse anticorpo nomeado de anti-Di?, em homenagem
a mulher foi usado o seu sobrenome “Diego” para designar o novo sistema Diego
59_

A clonagem e sequenciamento do gene SLC4Al, localizado no
cromossomo 17 (17g21-g22), permitiu a identificacdo do gene que controla a
expressdo da proteina banda 3 na membrana do eritrcito, e caracteriza 0s
alelos Di2 (DI*01), Di® (DI*02), assim como, outros antigenos do sistema Diego
16,19.

Atualmente, estéo descritos 22 antigenos para o sistema Diego, sendo 0s

antigenos Di? (DI*01) e Di° (DI*02) os mais importantes na clinica transfusional.
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Os alelos codominantes DI*01 e DI*02 s&o derivados de um SNP ¢.2561C>T
(rs2285644) no éxon 19 do gene SLC4Al, ocorrendo a substituicdo do
aminoacido prolina (Di®) por leucina (Di?) na posicdo 854 (p.Pro854Leu) da
glicoproteina de multipla passagem na membrana denominada banda 3 3260,

A frequéncia populacional do antigeno Di° € >99,9% em praticamente todas
as populacdes, exceto em algumas populacdes orientais e nativos americanos
16, J4 o antigeno Di? é considerado um importante marcador antropolégico, por
ocorrer exclusivamente em descendentes de mongois, particularmente em
japoneses, chineses, e indios sul-americanos e estar totalmente ausente em
populacdes africanas e europeias 242, No Brasil a frequéncia do antigeno Di? foi
estudada em diversas tribos indigenas e os resultados variam, cerca de 36,1%
nos indios Carajas, 45,8% em indios Caingangues e 75% em Parakafias *°. Os
anticorpos anti-Di?/Di® sdo da classe IgG, e podem causar reagdes hemoliticas

transfusionais e estdo envolvidos em casos de DHRN 32,

2.7 Reagdes transfusionais

As reacdes transfusionais podem ser classificadas em agudas ou tardias.
A reacdo hemolitica aguda € consequéncia de uma transfusdo ABO
incompativel, € grave e pode ser fatal, ocorre geralmente por erros na
identificacdo de amostras de pacientes. Sempre que houver suspeita de reacao
hemolitica aguda, a transfusdo deve ser imediatamente suspensa %. Reacdes
hemoliticas tardias, ocorrem em 0,05-0,07% das transfusdes e a hemolise
nesses casos, € extravascular e ocorre devido a producdo de anticorpos anti-
eritrocitarios, apdés uma transfusdo ou gestacdes prévias, no qual ocorre
exposicdo do paciente a antigenos que ele ndo possui. O quadro clinico é
caracterizado por febre, ictericia, queda da concentracdo da hemoglobina e mau
aproveitamento da transfuséo. Esse tipo de reacdo deve ser suspeito sempre
gue o paciente apresentar febre sem causa aparente apds uma transfuséo °.

Aloanticorpos eritrocitarios clinicamente significativos se desenvolvem em
mais de 30% dos pacientes que recebem multiplas transfusdes, como por
exemplo, pacientes com: anemia falciforme, talassemia, anemia aplasica e
anemia hemolitica autoimune (AHAI) 1112, Um estudo realizado por Cruz e

colaboradores ! com 12.904 pacientes, dos quais 3.044 pacientes eram
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politransfundidos, mostrou que 227 (7,5%) apresentaram anticorpos eritrocitarios
irregulares, com a seguinte ordem de prevaléncia de aloanticorpos: anti-E > anti-
D > anti-K > anti-C > anti-Di? > anti-c > anti-Jk? > anti-S. No mesmo estudo, 79
pacientes (34,8%) tinham combina¢des de aloanticorpos contra antigenos dos

sistemas Rh e/ou Kell 11,

2.8 Tipagem soroldgica e molecular

O teste de hemaglutinacdo que detecta aglutinacdo direta de anticorpos,
pouco mudou desde que a técnica foi utilizada pela primeira vez, ha mais de 100
anos 12, As maiores mudancas foram feitas para aumentar a velocidade e a
sensibilidade com adicdo de potencializadores, como por exemplo o
polietilenoglicol (PEG), e a solugdo de baixa forga idnica (solucdo de LISS).
Atualmente, ha vérios antissoros disponiveis comercialmente para a
fenotipagem da maioria dos antigenos, mas nao para todos.

Coombs, Mourant e Race, descreveram o “Teste da antiglobulina” ou
“Teste de Coombs”, em 1945 62, Este teste representa a forma mais importante
de aglutinacéo artificial em imuno-hematologia, permitindo revelar a presenca de
anticorpos na membrana da hemacia. O “teste de Coombs” pode ser realizado
de duas formas: Direto (Teste antiglobulina direto-TAD) que detecta hemacias
sensibilizadas por anticorpos ou fracdes do complemento in vivo, € utilizado na
investigacdo de DHRN e na anemia hemolitica autoimune (AHAI) ou indireto
(Teste da antiglobulina indireto-TAl) que detecta hemacias sensibilizadas in vitro
por anticorpos, e € utilizado para a pesquisa de anticorpos anti-eritrocitarios
irregulares no plasma em provas de compatibilidade 122,

Os testes de aglutinacéo direta ou indireta séo simples, de facil execucéo,
nao necessitam de equipamentos caros, e quando realizados corretamente, séo
reprodutiveis, sensiveis e especificos. Porém, é importante ressaltar que a
hemaglutinagéo pode ser influenciada por varios fatores, tais como: localizagéo
do antigeno na membrana, densidade antigénica, interacao antigeno-anticorpo,
temperatura, tempo de incubacado, preparo inadequado das suspensfes de
hemécias, centrifugacdo excessiva, além da subjetividade na interpretacdo dos

resultados, entre outros 12,
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Durante décadas os testes de hemaglutinacdo foram usados para
determinar o fenotipo e deduzir o gendtipo. Atualmente, com o conhecimento da
sequéncia de varios genes de grupos sanguineos e de seus alelos
determinantes, assim como a disponibilidade de novas técnicas moleculares,
tem-se possibilitado determinar o genétipo e prever o fenétipo de um individuo.

Os testes de hemaglutinacdo avaliam os produtos dos genes de grupos
sanguineos, enquanto os testes moleculares avaliam o DNA responséavel pela
expressdo destes produtos (os antigenos eritrocitarios) 3864, A genotipagem
pode ser realizada pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificar uma regido de interesse. Os primers de amplificacdo e as sondas de
deteccdo devem ser projetados para evitar falsos positivos devido as regifes
homologas em um gene (por exemplo, testes para RHD e RHCE), e controles de
ensaio adequados devem ser usados para garantir a validade do teste 3°.

S&o varias as razfes para introducdo da genotipagem na pratica clinica.
Os testes moleculares estdo avancando rapidamente e sdo uma ferramenta
poderosa para complementar e superar as limitagdes da sorologia. Em certos
cenarios, a genotipagem molecular pode ser o Unico método capaz de fornecer
unidades sanguineas precisas e compativeis, principalmente para pacientes
politransfundidos, reduzindo o risco de reacdes transfusionais 1525, Estudos tém
demonstrado que os ensaios de genotipagem sdo mais precisos que o método
sorologico de hemaglutinagcdo em pacientes com transfusdes recentes, e sao
Uteis para resolucédo de discrepancias da fenotipagem 4-68,

Quirino et al % comparam as técnicas de hemaglutinagdo em gel,
Microarray, PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) e PCR-SSP
(sequence-specific primers) em termos de custo, tempo de reacdo e
confiabilidade dos resultados. O PCR-SSP foi mais econdmico comparado a
outros métodos, com um custo de U$ 18,07 por amostra, e o método sorologico
teve um custo U$ 32,45 por amostra, porém o tempo de analise do método
soroldgico foi mais curto do que os métodos moleculares. E importante observar
que, para as reagfes de PCR-SSP, é possivel reduzir o custo consideravelmente
processando multiplas amostras em cada ensaio. Em relagdo a confiabilidade
dos resultados, todos os métodos mostraram-se eficazes na deteccdo de

antigenos eritrocitarios.
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As técnicas moleculares podem ainda identificar a presenca de variacdes
em genes que codificam antigenos de grupos sanguineos fracamente expressos
na membrana, contribuindo para a prevencdo de possiveis reacdes
transfusionais hemoliticas 6. A genotipagem tem se mostrado muito Util em
algumas situacdes, como por exemplo, nos casos de pacientes portadores de
antigenos com fraca expressao e portadores de alelos que provocam a néo
expressao proteica, como por exemplo, alelo FY*B do sistema Duffy silenciado
com a variante ¢.1-67T>C na regido promotora GATA-1 12,

E importante esclarecer que os testes soroldgicos de hemaglutinacio
continuam sendo a espinha dorsal na imuno-hematologia, uma vez que os
ensaios baseados em DNA caracterizam o genétipo e na pratica transfusional o
fendtipo € o mais importante. Embora os métodos moleculares sejam
considerados mais sensiveis e especificos, devemos considerar que a presenca
de um gene em particular ndo garante sua expressao ha membrana eritrocitaria,
ou seja, pacientes com fenoétipos nulos podem ser genotipados como positivos
para um determinado antigeno, levando a resultados falsos positivos.

Apesar da limitacdo de estar testando o gendétipo e ndo o fendtipo, a
genotipagem é considerada uma ferramenta essencial nos laboratérios de
imuno-hematologia. Em um estudo realizado por Menegati e colaboradores
foram analisados todos os resultados discrepantes entre sorologia e testes
moleculares em pacientes e doadores de sangue durante um periodo de dois
anos, sendo observadas 452 discrepancias, com uma alta prevaléncia de
discrepéancias entre fenétipos e gendtipos em doadores de sangue (13,73%). A
analise dos motivos que levaram as discrepancias revelou que transfusfes
recentes, dificuldades na diferenciagdo de auto e aloanticorpos, limitagdes na
fenotipagem por antissoro ruim ou indisponivel, expressées fenotipicas fracas e

parciais foram as principais causas.

2.9 Composigéao étnica da populacéo

A partir de 1500, com a descoberta do Brasil, houve a migracdo dos
portugueses, espanhdis, africanos e, posteriormente, no inicio do século XX,
também italianos, japoneses, aleméaes e poloneses em todo territério nacional.

Além das migracdes externas, ocorreram internas. Essas migragfes
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contribuiram ao longo do tempo para um elevado grau de miscigenacdo da
populacéo brasileira °.

Sabe-se que mundialmente as populac¢des variam consideravelmente em
relacdo as suas pré-disposicfes a doencas e nas frequéncias alélicas de
importantes locus, provavelmente como resultado das variagdes genéticas, mas
também devido a adaptacédo a fatores seletivos locais, como clima e nutrientes
disponiveis. A populagdo brasileira é formada por uma extensa mistura de trés
raizes ancestrais: amerindios, europeus e africanos. O Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), emprega poucas categorias de cores ja pré-
estabelecidas, baseadas na autoclassificacdo. Desde 1991, elas sdo cinco:
preta, parda, amarela, branca e indigena. Em um estudo realizado com 934
brasileiros das quatros regides mais populosas do Brasil (Norte, Nordeste,
Sudeste e Sul), utilizando um painel de 40 polimorfismos validados com delecéo-
insercdes do DNA utilizados como informativos de ancestralidade (HGDP-
CEPH), demostrou que a populacdo brasileira apresenta uma diversidade
ancestral evidente nas propor¢cdes amerindias, europeias e africanas nas
diferentes regides estudadas, principalmente em individuos que se autodeclaram
pardos de acordo com a classificacdo do IBGE 7071,

Os processos migratorios no Rio Grande do Sul (RS) também ocorreram
de forma heterogénea. Esses processos tiveram inicio no século do século XVII,
quando o atual Estado do Rio Grande do Sul era constituido pela chamada
"Provincia do Tape", situada entre a "Provincia do Uruguai" conhecida pelo
povoamento europeu e a "Provincia Ibiaca" que se estendia até Santa Catarina.
Na vasta extensdo da "Provincia do Tape" os indigenas eram 0s Unicos
habitantes, divididos em diferentes grupos que se espalhavam pelo territorio. Os
Guaranis, povoavam a margem esquerda do Uruguai, desde Palmeira das
Missdes até Itaqui. Existe uma grande controvérsia sobre qual teria sido a
nacionalidade dos primeiros desbravadores da regido noroeste e campanha do
estado do Rio Grande do Sul. Alguns afirmam que foram os padres jesuitas
portugueses, sob o comando do Padre Roque Gonzales de Santa Cruz, a partir
de 1605. Outra corrente, entretanto, afirma ter sido os jesuitas espanhdis que, a
contar de 1609, deslocaram-se para o noroeste do Rio Grande do Sul 2. Em
1890, iniciou-se a expanséao colonizadora da regiao do Alto Uruguai, até entado

gquase toda despovoada. Para ali se dirigiram imigrantes de varias
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nacionalidades e seus descendentes, originando a formacdo de colbnias
etnicamente heterogéneas "2 .

Face ao exposto, o conhecimento das variagdes genotipicas ou fenotipicas
dos varios grupos sanguineos na populacao brasileira € essencial para promover
melhor selecédo de sangue compativel, e para isso se faz necessario conhecer o
perfil antigénico dos doadores. A populacdo da regido noroeste do RS,
caracteriza-se pelo seu povoamento heterogéneo, sugerindo que a populagéo
dos doadores e receptores possa ser geneticamente diferente devido as suas
ancestralidades, uma vez que o0s antigenos eritrocitarios sdo herdados
geneticamente, essa questdo deve ser levada em consideracdo em

doacgbes/recepcgoes.

2.10 Hemocentro Regional de Santa Rosa — HEMOSAR

O Hemocentro Regional de Santa Rosa esta localizado na regido noroeste
do estado do Rio Grande do Sul. A cidade de Santa Rosa esta a uma distancia
de 496 km da capital Porto Alegre, localiza-se a uma latitude 27°52'15" sul e a
uma longitude 54°28'53" oeste, sua populacdo, conforme estimativas do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2018 era de 72.919 habitantes
73, O HEMOSAR tem como misséo fornecer aos seus conveniados, através da
hemorrede publica, acesso a servicos hemoterapicos de qualidade, e tem a visdo
de consolidar-se como centro de referéncia na area da hemoterapia na regiao
noroeste do RS. Atualmente, 0 HEMOSAR abrange 52 municipios, e possui
contrato firmado com 25 hospitais da regido, atende uma area de abrangéncia
com uma populacéo aproximada de 600.000 habitantes.

O HEMOSAR é um dos 2.156 servigos de hemoterapia existente no Brasil,
estes estabelecimentos, sao responsaveis por cerca de 3,3 milhdes de coletas e
pela producdo de aproximadamente 8 milhdes de hemocomponentes. Estes
servicos hemoterapicos (SH) estdo distribuidos em todo o territorio nacional é
uma rede bastante capilarizada, em funcéao das dimensdes territoriais brasileiras,
aproximadamente 75% desses servigos sdo publicos ou conveniados ao SUS 74,

O uso de sangue e hemocomponentes € uma pratica cara para o SUS, que

necessita e utiliza tecnologia de ponta e recursos humanos altamente
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especializados. Tais particularidades tornam indispensavel a racionalizacédo na
utilizacdo dos hemocomponentes, considerando sempre a seguranca do doador
e do receptor. A transfusdo de sangue e seus componentes deve ser utilizada
criteriosamente na medicina, devendo ser indicada de forma criteriosa quando
nao ha alternativas terapéuticas.

Os produtos gerados nos servicos de hemoterapia, a partir do sangue total,
por meio de processos fisicos (centrifugacéo e congelamento) sdo denominados
hemocomponentes. Ja os produtos obtidos em escala industrial, a partir do
fracionamento do plasma por processos fisico-quimicos sdo denominados
hemoderivados. No HEMOSAR sdo produzidos o0s  seguintes
hemocomponentes: concentrado de hemacia (CH), concentrado de plaquetas
(CP), plasma fresco congelado (PFC) e crioprecipitado (CRIO). Os
hemocomponentes de grande consumo mensal sdo os CH e o CP.
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3. JUSTIFICATIVA

A transfusdo sanguinea deve ser segura também na perspectiva imuno-
hematoldgica. A frequéncia dos antigenos dos grupos sanguineos varia
conforme o grupo étnico populacional. Em alguns casos, dependendo da
prevaléncia do fenétipo de um paciente, o doador pode ser encontrado com
facilidade, porém em alguns casos especificos, no qual ha a necessidade de
uma combinacado de antigenos negativos, € mais eficiente pesquisar doadores a
partir de uma populacdo de mesma origem étnica. No Brasil, ja tivemos um caso
de um menino indigena Pataxd, que precisava realizar cirurgia cardiaca e teve
que aguardar por dois meses para conseguir um doador de sangue compativel
>, O tipo sanguineo dele é "O positivo", que é um dos mais comuns entre 0s
brasileiros, porém a dificuldade estava em encontrar um doador “DiP negativo” o
que é raro na maioria da populacao brasileira. Neste caso, fez-se necessario
pesquisar em diferentes bancos de sangue ou doadores da mesma etnia.

Sabe-se que a populacao brasileira é formada por uma extensa mistura de
trés raizes ancestrais: amerindios, europeus e africanos, sendo considerada
uma das populacdo mais heterogéneas do mundo 76. O conhecimento das
variacdes genotipicas e fenotipicas dos varios grupos sanguineos é essencial
para estimar a disponibilidade de sangue compativel para pacientes que
apresentam anticorpos contra antigenos eritrocitarios. Assim, para promover a
melhor selecdo de sangue compativel, se faz necessario conhecer o perfil
antigénico dos doadores, para reduzir o risco de uma aloimunizacdo e de

possiveis reagdes transfusionais adversas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

I.  Analisar o perfil antigénico dos grupos sanguineos dos sistemas Rh,
MNS, Kell, Duffy, Diego e Kidd em doadores de sangue de um
hemocentro da regido noroeste do RS.

5.2 Objetivos Especificos

I.  Analisar os polimorfismos dos sistemas MNS c¢.143C>T (GYP*S/s,
rs7683365), Kell ¢.578 C>T (KEL*01/*02, rs8176058), Duffy ¢.125 A>G e
c.67T>C (FY*01/*02, rs12075; FY*02N.01, rs2814778), Diego ¢.2561C>T
(DI*01/*02, rs2285644), Kidd ¢.838G>A (JK*01/*02, rs1058396) e Rh
c.676G>C e ¢.307C >T (RHCE*E/e, rs609320; RCHE*C/c, rs676785)
através da técnica de PCR em tempo real, determinando a frequéncia

dessas variantes.

II. Determinar a frequéncia de genaétipos raros na populacdo amostrada e

comparar com dados ja publicados para outras regides do pais.
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Introduction

Erythrocyte antigens are polymorphic structures that can
induce an immune response with a risk of hemolytic transfu-
sion reactions. Currently, the International Society for Blood
Transfusion (ISBT) recognizes 340 antigens organized into 43
blood group systems, with ABO, Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS
and Diego being the most clinically relevant." The molecular
mechanisms responsible for these polymorphisms are
diverse, although the majority represent single nucleotide
polymorphisms (SNPs) encoding amino acid substitutions.”
The clinical relevance of an erythrocyte antigen in transfu-
sion depends on the incidence of the antigen in the popula-
tion, which can vary in different ethnic groups, and Brazil is
characterized by its mixture of ethnicities with specific char-
acteristics for each region of the country.”* The frequency of
these antigens is also quite variable across the country.>® The
most implicated antibodies in delayed hemolytic transfusion
reactions are directed against antigens D, K, E, C, ¢, Fy®, Di%, S
and Jk3.+®

In transfusion practice, knowing the blood profiles of
donors/recipients can contribute to transfusion safety, as
knowing the frequencies of antigens of the main blood
groups in each population can help in the search for com-
patible donors. Although there are data on allelic variability
and genotypic frequency of erythrocyte antigens in the
country,”®*~'! these data are still scarce in Rio Grande do
Sul (RS) in southern Brazil.'” The colonization of the capital
and the metropolitan region is different from that in the
interior of the state; thus, our study is the first carried out
in a population in the northwest region of the state of Rio
Grande do Sul.

The aim of this study was to determine the allelic and
genotypic frequencies of variants in genes of blood groups,
including Diego ¢.2561C>T (DI"01/02), Kell ¢.578 C>T (KEL*01/
*02), Duffy ¢.125 A>G and c.67T>C (FY"01/°02 and FY"02N.01)
and Kidd c.838G>A (JK'01/°02), MNS c.143C>T (GYPB'S/s), Rh
¢.676G>C (RHCE'E/e) and c.307C >T (RCHE*C/c) in blood donors
in a city in northwestern Rio Grande do Sul, Brazil and com-
pare these frequencies between donors and patients with
those found in other Brazilian regions.

Methods

Sample selection

All donors participating in this study agreed to participate
through written informed consent. This study was approved
by the Ethics Research Committee of the Hemocentro
Regional de Santa Rosa (HEMOSAR) (No: 1964/2018) and the
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
(UFCSPA) (No: 3.225.821). The sample consisted of individuals
of both sexes between 18 and 70 years of age. Considering an
error of 5% and a confidence level of 95%, the sample size for
estimating the frequency of antigens must be greater than
400. A total sample of 818 regular voluntary blood donors of
both sexes was collected from the Blood Bank of Hemocentro
Regional de Santa Rosa (HEMOSAR), Rio Grande do Sul, Brazil
(“54°28'53 S, 27°52'15 W”), between April 2019 and August
2019.

Sample collection and DNA extraction

To obtain the DNA, 5 mL of peripheral blood was collected in
tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and
centrifuged (2,500 rpm for 10 min.) to obtain the buffy coat.
Genomic DNA was extracted from peripheral whole blood
using a standard salting-out procedure.’” The concentration
and purity of DNA samples were analyzed by optical density
at 260/280 nm (BioSpec-Nano, Shimadzu, Columbia, MD),
diluted to 10 ng/uL and kept at —20°C for long-term storage.

Genotyping

The genotypes of blood group polymorphisms were deter-
mined by allele discrimination using a hydrolysis probe with
TagMan 5'-nuclease assays on a real-time PCR system (StepO-
nePlus, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The follow-
ing assays were used: (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA): C__26654865_10 (DI"01/"02 — 1rs2285644), AHABI4V
(KEL"01/702 - rs8176058), C___2493442_20 (FY"01/°02 — rs12075),
C__15769614_10 (FY'02N.01 — rs2814778), C__1727582_10
(JK*01/°02 — 1rs1058396), ANMF7P2 (GYPB'S/GYPBs —
rs7683365), AH6R2NT (RHCE'C/c - rs676785) and AHSI4HL
(RHCE"E/e - rs609320). The reactions were performed with fast
thermal cycling conditions and the reagent concentrations
were as follows: 10 ng of DNA, 1X TagMan genotyping assay,
1X TagMan genotyping master mix and nuclease-free water
(final volume 8 pL).

The polymorphisms chosen were those that define the
evaluated blood groups, based on the genotype-phenotype
correlation, according to the International Society of Blood
Transfusion (https://www.isbtweb.org/isbt-working-parties/
rcibgt.html).

Statistical analysis

Categorical variables are presented as absolute numbers and
proportions. The Chi-square test (x?), or Fisher's exact test,
was used to determine the differences between genotypic
and allelic frequencies in the present study and data from
populations (POPs) in other regions of Brazil: POP-Porto Alegre
(RS)"?; POP-Santa Catarina (SC)*'%; POP-Parana (PR)”; POP-Sdo
Paulo (SP)'%; POP-Minas Gerais (MG)'®; and; POP-Bahia (BA).®'*
A p-value < 0.05 was considered significant and comparisons
were performed using the Winpepi version 11.65 software.*®
The Arlequin computer version 3.5.2.2, available at (http:/
cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/), was used to test the
Hardy-Weinberg equilibrium. Pairwise Nei's Dsr genetic dis-
tances”’ were employed to estimate genetic distances
between populations, using the Poptree2.'® The nonmetric
multidimensional scaling (MDS) for distances was performed
to visualize the populations in a two-dimensional frame. A
stress (distortion) lower than 0.05 was considered to be
acceptable. To conduct the MDS, we employed the Statistical
Package for Social Sciences Version 23.0 software (SPSS, Chicago,
IL). For the statistical tests, a p-value < 0.05 was considered
significant. The sample power was calculated using the Win-
Pepi v. 11.65 (http://www.brixtonhealth.com/pepi4windows.
html). Considering our sample and the smallest comparison
sample (POP-BA), the study has a power of 80% to detect a
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difference of 8 percentage points and 93% for 10 percentage
points. Considering the study sample and the largest compar-
ison population (POP-SP), the study has a power of 83% to
detect a difference of 5 percentage points and 100% to detect
a difference of 10 percentage points.

Results

In total, 818 blood samples were collected from the HEMOSAR
donors. Eight samples that did not have good performance in
the DNA extraction were discarded, totaling 810 individuals
analyzed. The donors were between 18 and 70 years old (38.48
+ 11.91 years) and from both sexes (male, 59.5% and female,
40.5%). Regarding ethnicity, according to the Brazilian Insti-
tute of Geography and Statistics (IBGE), 81.5% declared them-
selves white, 13.7% brown, 1.2% black, 2.1% yellow, 0.4%
indigenous (native-American) and 1.1% did not declare their
ethnicity.

The Rh system

According to the HEMOSAR database, 25.4% of the donors
were classified as negative for the RHD phenotype and 74.6%,
positive for the RHD phenotype. The frequencies for the RHCE
gene, producing the Cc and Ee antigens, were 17.5% for the
RHCE*C/C genotype, 51.5% for the RHCE'C/c, 31.0% for the
RHCE*c/c and 6.7% for the RHCE'E/E, 23.2% for the RHCE'E/e
and 70.1% for the RHCE"e/e. Compared to other regions of Bra-
zil, the RHCE"c/c was more frequent in Santa Catarina and Par-
ana (p < 0.01) and Minas Gerais and Bahia (p < 0.001). The
comparison with the RHCE'E/E was different in Minas Gerais
and Bahia (p < 0.01), Santa Catarina and Parana (p < 0.01) and
Sao Paulo (p < 0.001) (Table 1).

The Duffy system

The FY*A/FY*A genotype was observed in 143 (17.6%) samples,
FY'A/FY'B, in 399 samples (49.3%) and FY'B/FY'B, in 268

Table 1 - Comparison of genotype frequencies for the Rh, Duffy, Kell, Kidd, MNS and Diego blood group systems in volun-

tary blood donors in the population of northwest Rio Grande do Sul with other populations of Brazil.

Genotype Our study POP-SC™™* POP-PR’ POP-SP™’ POP-MG"* POP-BA®
(n=2810) (n=373) (n = 400) (n=948) (n=287) (n=196)
Rh system
RHCE'C/C 0.175 (142) 0.161 (60) 0.175 (70) 0.170 (161) 0.132(38) 0.102 (20)*
RHCE'C/c 0.515 (417) 0.427 (159)* 0427 (172)° 0.490 (465) 0.369 (106)° 0.398 (78)°
RHCE’c/c 0.310 (251) 0.412 (154)° 0.398 (159)° 0.340 (322) 0.499 (143)° 0.500 (98)°
RHCE'E/E 0.067 (54) 0.026 (10)° 0.022 (9)" 0.020 (19) 0.027 (8)* 0.020 (4)*
RHCE'E/e 0.232 (187) 0.255 (95) 0.257 (103) 0.260 (246) 0.212 (61) 0.189 (37)
RHCE'e/e 0.701 (564) 0.719 (268) 0.721 (288) 0.720 (683) 0.761 (218) 0.791 (155)°
Duffy system
FY'A/FY*A 0.176 (143) 0.184 (69) 0.125 (50)* 0.120 (114)° 0.098 (28)" 0.127 (25)
FY'A/FY'B 0.493 (399) 0.473 (176) 0.480 (192) 0.480 (455) 0.397 (114) ° 0.460 (90)
FY*B/FY'B 0.331 (268) 0.343 (128) 0.395 (158)" 0.400 (379)" 0.505 (145)° 0.413 (81)°
Duffy Null
GATA-67 T/T 0.935 (757) 0.944 (352) 0.780 (312)° 0.690 (654)° 0.568 (163)° 0.318 (62)°
GATA-67 T/C 0.061 (50) 0.037 (14) 0.195 (78)° 0.250 (237)° 0.297 (85)° 0.492 (97)°
GATA-67 C/C 0.004 (3) 0.019 (7)° 0.025 (10)” 0.060 (57)° 0.135 (39)° 0.190 (37)°
Kidd system
JK'AJKA 0.225 (182) 0.295 (110)° 0.272 (109) 0.280 (265)" 0.383 (110)° 0.378 (74)°
JK*A/JK'B 0.532 (431) 0.472 (176) 0.480 (192) 0.520 (493) 0.457 (131)° 0.480 (94)
JK'BJK'B 0.243 (197) 0.233 (87) 0.248 (99) 0.200 (190)* 0.160 (46) ° 0.142 (28)°
Kell system
KEL'01/KEL"01 0.006 (5) 0 0.002 (1) 0® 0 0
KEL*01/KEL"02 0.060 (49) 0.057 (21) 0.050 (20) 0.049 (47) 0.041(12) 0.036 (7)
KEL'02/KEL"02 0.934 (756) 0.943 (352) 0.948 (379) 0.951 (901) 0.959 (275) 0.964 (189)
Diego system
DI"01/DI*01 0.016 (13) 0° -nt 0° -nt 0
DI"01/DI'02 0.030 (24) 0.056 (21)* -nt 0.040 (38) -nt 0.030 (6)
DI*02/DI°02 0.954 (773) 0.944 (352) -nt 0.960 (910) -nt 0.970 (190)
MNS system
GYPB'S/GYPB*S 0.126 (102) -nt -nt 0.090 (86)° -nt -nt
GYPB'S/GYPB*s 0.436 (353) -nt -nt 0.380 (360)" -nt -nt
GYPB"s/GYPB's 0.438 (355) -nt -nt 0.530 (502)° -nt -nt

n = number of subjects, n = number of subjects with genotype, -nt = not-tested.

* p<0.05
P p<001

p < 0.001 with Chi-square test or Fisher's exact test, compared in our study. POP-SC: Blood donors in Santa Catarina,”'* POP-PR: Bloed donors in Parana,” POP-
: Blood donors in Sao Paulo, '?, POP-MG: Blood donors in Minas Gerais, ® POP-BA: Admixed population in Bahia.®
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(33.1%) samples. The FY'B/FY'B compared frequencies were
different, mainly in Minas Gerais (p < 0.001), Sao Paulo (p <
0.01) and Bahia (p < 0.05) (Table 1). The mutation (c.1-67T>C),
which occurs in the GATA-box gene promoter region and pre-
vents the expression of the FY'B allele on the membrane of
red blood cells, was evaluated. For this polymorphism, 3
(0.4%) samples were genotyped as being homozygous (GATA-
67C/C), 50 (6.1%), as heterozygous (GATA-67T/C) and the vast
majority, 757 samples (93.5%), without this mutation (GATA-
67T/T). All of the homozygous samples (GATA-67C/C) had the
FY'B/FY*B genotype, which corresponds to the Fy(a-b-) pheno-
type. The GATA-67C/C genotype was more frequent in other
regions than in our study (p < 0.01).

The Kidd system

The genotype distribution for the Kidd system for the geno-
type JK"A/JK"A was observed in 182 (22.5%) samples, JK"A/JK'B,
in 431 (53.2%) and JK'B/JK'B, in 197 (24.3%). For comparisons,
the JK"A/JK*A was more frequent in Santa Catarina, Sao Paulo
(p < 0.01) and Minas Gerais, Bahia (p < 0.001) (Table 1).

The Kell system

For the Kell system, 5 samples (0.6%) were genotyped for the
rare KEL'01/KEL'01 genotype, 49 samples (6.0%), for the

KEL*01/KEL*02 genotype and 756 genotyped samples (93.4%),
for the KEL"02/KEL"02 genotype. The Kell values were not dif-
ferent from those of the other regions.

The Diego system

The genotype frequencies for the Diego blood group were 13
samples (1.6%) for DI"01/DI"01, 24 samples (3%), for DI"01/DI*02
and 773 samples (95.4%), for DI'02/DI"02. The presence of
genotype DI'01/DI'01 was higher in our study than in Santa
Catarina (p < 0.05) and Sao Paulo (p < 0.001) (Table 1).

The MNS system

The genotype distribution for the MNS system for the geno-
type GYPB'S/GYPB'S was observed in 102 (12.6%) samples,
GYPB'S/GYPB's, in 353 (43.6%) and GYPB"s/GYPB's, in 355
(43.8%). The genotype GYPB's/GYPB"s was more common in
relation to Sao Paulo (p < 0.001) (Table 1).

Comparison of allelic frequencies with other Brazilian
populations

The allelic frequencies are shown in Table 2. For the Rh system,
allele c was the most frequent (56.8%) for comparisons and was
significantly different from all other regions, except Sao Paulo

Table 2 - Comparison of allelic frequencies for the Rh, Duffy, Kell, Kidd, MNS and Diego blood group systems in voluntary

blood donors in the population in northwest Rio Grande do Sul with other regions of Brazil.

Alleles Our study POP-RS* POP-SC** POP-PR’ POP-SP*° POP-MG** POP-BA°®
n=_810 n =382 n=373 n =400 n=948 n =287 n=19
RHCE*C 0.432 (701) -nt 0.373 (279) 0.388 (311) 0.415 (786) 0.318 (182) 0.301 (118)
RHCE'c 0.568 (919) -nt 0.627 (467) 0.612 (489) 0.585 (1.110) 0.682 (392) 0.699 (274)
P 0.008 0.043 0.293 < 0.001 < 0.001
RHCE'E 0.183 (295) 0.149 (114) 0.154 (115) 0.151 (121) 0.150 (284) 0.134 (77) 0.110 (43)
RHCE'e 0.817 (1.315) 0.851 (650) 0.846 (631) 0.849 (679) 0.850 (1.612) 0.866 (497) 0.890 (349)
p 0.046 0.094 0.058 0.009 0.009 0.001
FY*01 0.423 (685) 0.432 (330) 0.421 (314) 0.365 (292) 0.360 (682) 0.297 (170) 0.357 (140)
FY*02 0.577(935) 0.568 (434) 0.579 (425) 0.635 (508) 0.640 (1.214) 0.703 (404) 0.643 (252)
P 0.675 0.928 0.007 < 0.001 < 0.001 0.021
-67T 0.965 (1.566) 0.882 (674) 0.946 (706) 0.877 (702) 0.815 (1.543) 0.716 (411) 0.564 (221)
-67C 0.035 (56) 0.118 (90) 0.054 (40) 0.123 (98) 0.185 (350) 0.284 (163) 0.436 (171)
p <0.001 0.038 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
JK*01 0.491 (795) 0.588 (449) 0.530 (396) 0.513 (410) 0.540 (1.024) 0.611 (351) 0.620 (243)
JK*02 0.509 (825) 0.412 (315) 0.470 (350) 0.487 (390) 0.460 (872) 0.389 (223) 0.380 (149)
P 0.001 0.077 0.335 0.004 <0.001 <0.001
KEL'01 0.037 (59) 0.030 (23) 0.030 (23) 0.028 (22) 0.025 (48) 0.020 (12) 0.020 (8)
KEL'02 0.963 (1.561) 0.970 (741) 0.970 (723) 0.972 (778) 0.975 (1.848) 0.980(562) 0.980 (384)
P 0.503 0.569 0.304 0.070 0.095 0.153
DI'01 0.030 (50) 0.010 (8) 0.028 (21) -nt 0.005 (10) -nt 0.020 (8)
DI'oz 0.970 (1.570) 0.990 (756) 0.972 (725) -nt 0.995(1.886) -nt 0.980 (384)
P 0.003 0.818 <0.001 0.346
GYPB'S 0.344 (557) 0.322 (246) -nt -nt 0.280 (532) -nt -nt
GYPB"s 0.656 (1.063) 0.678 (518) -nt -nt 0.720 (1.364) -nt -nt
P 0.314 <0.001

n = number of subjects, -nt = not-tested.
*p<0.05

bp<0.01
e

p < 0.001 with Chi-square test or Fisher’s exact test, compared in our study. POP-RS: Blood donors in Porto Alegre, Rio Grande do Sul.'” POP-SC:
Blood donors in Santa Catarina,®** POP-PR: Blood donors in Parand, southern Brazil,® POP-SP: Blood donors in Sao Paulo,'® POP-MG: Blood

donors in Minas Gerais,'® POP-BA: Admixed population in Bahia.*'
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Figure 1-Nonmetric multidimensional scaling of DA genetic distances among 7 population samples, based on the Rh, Kell,
Kidd, MNs, Duffy and Diego red cell polymorphisms. OUR: Populations of this study, RS: Blood donors in Porto Alegre, Rio
Grande do Sul,"* SC: Blood donors in Santa Catarina,”® PR: Blood donors in Parana, southern Brazil,'® SP: Blood donors in Sao
Paulo,' MG: Blood donors in Minas Gerais,’* BA: Admixed population in Bahia.>"*

(p = 0.293). The allele e was the most frequent (81.7%) and was
significantly different from Porto Alegre (p = 0.046), Sao Paulo,
Minas Gerais (p = 0.009) and Bahia (p < 0.001).

The FY'02 allele was more frequent (57.7%) and different
from that in Parand (p = 0.007), Sdo Paulo, Minas Gerais (p <
0.001) and Bahia (p = 0.021). For variant ¢.1-67T>C, the allele
-67T was most frequent (96.5%) and different from Porto Ale-
gre, Parand, Sao Paulo and Minas Gerais (p < 0.001). The JK*02
was 50.9% in our study and was different from Porto Alegre,
Minas Gerais, Bahia (p < 0.001) and Sao Paulo (p = 0.004). The
alleles KEL"01 and KEL"02 were not different from those in our
study. The frequency of the allele DI'01 was 3% in our study
and was different from Porto Alegre (p = 0.003) and Sao Paulo
(p < 0.001). The GYPB"S were different in Sao Paulo (p < 0.001).

We also computed pairwise Dgr genetic distances between
populations of the study. Multidimensional scaling was
applied to Dsr distances to produce Figure 1. The main result
of the genetic distance analysis showed that the populations
of the states Parand, Minas Gerais and Bahia are genetically
different from other populations. The population in our study,
on the other hand, is similar to populations in the states Sao
Paulo and Santa Catarina and shows some differences from
the population of Porto Alegre (RS).

Discussion

The Brazilian population is one of the most heterogeneous in
the world, as a result of the intense process of miscegena-
tion.” The process of colonization was highly diverse in

different regions; for instance, in the Rio Grande do Sul popu-
lation, the composition of Europeans, Africans and Amerin-
dians was 72.9%, 14% and 13%, respectively,4 which explains
the high prevalence of European ancestry in this study.

The most frequent blood group genotypes found in this
study population were RHC'Cc, RHC"ee, FY"A/FY*B, GATA-
67 T/T, KEL'02/KEL"02, JK’A/JK'B and DI"02/DI"02. Some signifi-
cant differences were observed when comparing the popula-
tion in this study with populations from other states in Brazil,
mainly with populations from Minas Gerais (MG), Bahia (BA)
and Sao Paulo (SP) for the Rh, Duffy, Kidd, Diego and MNS
blood group systems.***

In our study, the frequency of the RHCE*Cc genotype was
higher, when compared to the populations of the studies from
Santa Catarina and Parand,®*'* which is also different from
the study carried out in the southeast (Minas Gerais) and the
study in the northeast (Bahia)®'*; in these populations, the
most frequent genotype was the RHCE"cc. There is a high prev-
alence of the RHCE'cc in Afro-descendants,” which can be
explained by the southeast and northeast of the country hav-
ing the greatest African presence.®'” The RHC"ee genotype was
more frequent, in relation to the RHC'Ee and RHC'EE, similar to
those found in the other Brazilian populations studied.***

The most frequent genotype for the Duffy system was
FY"A/FY'B, different from the studies in Minas Gerais and
Bahia. In a study carried out in the population of the state of
Para, the frequency for the FY'A/FY'B was 29.1%,” while the
present study showed 49.3%. The Duffy glycoprotein is a
receptor in the erythrocyte membrane for malaria protozoa in
red blood cells (RBCs).”" The point mutation ¢.1-67T> C in the
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promoter region of the GATA-box gene impairs the expres-
sion of the Fyb antigen, causing the phenotype known as Fy
(a-b-), which is also known as erythrocyte silent (Fyb®s).””
Comparing the allelic frequencies of our study, performed in
northwest Rio Grande do Sul, with the study carried out in
Porto Alegre, we observed differences for the null allele
(FY'02N.01 or FY'B®) homozygotes. The frequency of this
allele was higher in Porto Alegre,”” Parana,’, Sao Paulo’ and
Bahia.®™* This difference can probably be explained by the
fact that these studies present a population with a greater
presence of African descent, as this allele has a frequency
greater than 98% in Africans.”® On the other hand, in SC, the
frequency of this allele was 5.3%, similar to that in our study.

For the Kidd system, the genotype JK"A/JK'B was more fre-
quent, similar to the frequencies found in the studies in SC, PR
and SP. However, the opposite was observed in the MG and BA
studies, in which the JK*A/JK*A genotype was the most fre-
quent. There was a significant difference in the presence of the
JK'01 allele in Sao Paulo, Minas Gerais and Bahia in our study.

There were no differences in the Kell system antigens,
both genotypic and allelic, when compared to the other Bra-
zilian populations studied.

In transfusion practice, antibodies against the M and N
antigens are not problematic and rarely cause hemolysis. On
the other hand, antibodies against S, s and U antigens are
clinically significant. There are few studies that report the fre-
quency of the MNS system in blood donors in Brazil, compar-
ing the frequency of the GYPB'S allele with the study
performed with SP donors, we observed differences.*®

The first antigen identified in the Diego blood system was
the Di* antigen, in 1953, in a Venezuelan woman after the
birth of a baby with hemolytic disease of the newborn
(HDRN).?* Years later, the Di° antigen was identified.* Since
then, a total of 22 Diego antigens have been discovered dis-
persed; two alleles, DI'B and DI*A, responsible for the expres-
sion Di® and Di* antigens respectively. The Di* antigen (DI'01
allele) is considered an anthropological marker of Native
American populations.”*” In our study, the frequency of the
genotype DI'01/DI'01 was 1.6%, different from studies carried
out in SC, SP and BA, that did not observe the genotype in
their work. In the study by Zacarias et al. (2016),° which evalu-
ated donors of Japanese descent in southwest Parana, the fre-
quency for the genotype was 0.4%.

In our work, the frequency found for the DI'01 allele was
3.0%, similar to the frequency found in SC (2.8%) and greater
than those found in SP (0.5%) and BA (2%). The higher fre-
quency of the DI'01 allele in our study can be explained by the
possible presence of native Americans in our study popula-
tion. Santa Rosa was a neighborhood in the territory of the
“Sete Povos das Missoes”, the name given to the group of
seven indigenous villages founded by the Jesuits and Span-
iards at the end of the 17th century and beginning of the 18th
century. In the study performed by Rodrigues et al. (2021),”
which evaluated samples of native Americans, a frequency
for the DI'01 allele of 11.8% was found in the Kaigang and
6.8% in the Guaranis, presenting a high frequency, when com-
pared to the Brazilian population (range: 0.9% - 4.3%),”’ except
when compared to the study with the population of Japanese
descent, which presented a frequency for the allele of 4.8%,
similar to that of the Guarani.”

It is not always possible to phenotype all clinically relevant
antigens in routine blood bank screening due to difficulties in
finding specific anti-sera, such as for the Diego system anti-
gens. Anti-serum for the Di* and Di° antigens is extremely
expensive and has a short shelf life and low volume, which
make them inefficient for use in routine immunohematol-
ogy.”® Currently, the Brazilian legislation does not include
research on Diego antigens in the phenotyping of erythro-
cytes, so these antigens are only researched in specific
cases.”” In hemotherapy services, knowledge on the preva-
lence of blood group antigens is important to meet the trans-
fusion needs of the population served; therefore, these
services must be prepared for opportune cases or for low-fre-
quency occurrences.**’

In general, the analysis of the genetic distance is similar to
those of the populations in the studies performed in Sao
Paulo and Santa Catarina. Although the self-declaration of
ethnicity does not accurately assess ancestry in the Brazilian
population, our results indicate that the population of our
study was not very close to the population of Porto Alegre, a
city located in the same state. This was expected because, in
our study, only 1.2% declared themselves black, while in the
study in Porto Alegre, 12.5% declared themselves black. The
same situation can be applied to studies in Parand, Minas Ger-
ais and Bahia, as they have a greater African presence **

It is important that studies determining the frequencies of
the genotypes be useful in transfusion medicine in creating a
database of genotyped donors to facilitate the selection of
suitable blood components for patients. Genotyping can also
contribute to the identification of rare alleles. We highlight
the importance of identifying rare alleles, such as the Di*
(DI'o1) and K (KEL'01) antigens and variation c.1-67T>C. Over-
all, the results obtained in our study can be used for anthro-
pological comparisons and contribute to the knowledge of the
distribution of genotypes and phenotypes in the donors in Rio
Grande do Sul.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Até meados da década de 1990, a fenotipagem sanguinea dependia
inteiramente de técnicas sorolégicas. A hemaglutinacdo até hoje é o “padréao-
ouro” para identificacéo de antigenos eritrocitarios, usada em todos o0s servicos
de hemoterapia. Apesar desse classico ser método confiavel, reprodutivel e facil
execucao, ele apresenta limitacbes que podem ser supridas por testes
moleculares. A clonagem e sequenciamento dos genes envolvidos na expressao
dos antigenos de grupo sanguineo tém fornecido um grande progresso no
entendimento dos eventos moleculares que levam a diversidade desses
antigenos. A aplicacdo deste conhecimento é importante na tipagem sanguinea
e possui impacto na medicina transfusional que busca cada vez mais por
processos seguros e eficazes para os pacientes. As variacfes nas sequencias
génicas podem direta ou indiretamente afetar a expressdo ou a natureza do
epitopo dos antigenos na superficie das hemécias o que pode levar a uma
tipagem sanguinea discrepante pelo método sorolégico. Presumindo que o
genatipo reflete o fendtipo, alguns pesquisadores defendem que a medicina
transfusional poderia adotar um processo “Genétipo-Fendtipo” no qual a base
genética é reconhecida para predicdo do fendtipo. Desta forma, estudos que
caracterizem o impacto funcional de variantes genéticas associadas a predicéo
de novos alelos de grupos sanguineos sdo fundamentais para o
desenvolvimento das plataformas de genotipagem. Além disso, o conhecimento
das variacdes genotipicas e fenotipicas dos Vvarios grupos sanguineos €
essencial para estimar a disponibilidade de sangue compativel para pacientes
gue apresentam anticorpos contra antigenos eritrocitarios. Assim, para promover
a melhor selecdo de sangue compativel, se faz necessario conhecer o perfil
antigénico dos doadores locais e regionais, para reduzir o risco de uma
aloimunizacgéo e de possiveis reacdes transfusionais adversas. Com estes dados
poder-se-a implementar um banco regional de gerenciamento de estoque de
sangue com doadores genotipados e fenotipados para melhor atender as

necessidades da populacao.
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APENDICE A - Dados suplementares

De acordo com a legislacdo brasileira, o servico de hemoterapia devera
realizar os seguintes exames imuno-hematoldgicos para qualificagdo do sangue
do doador: tipagem ABO direta e reversa, tipagem RhD e pesquisa do antigeno
D-fraco para doadores fenotipados com Rh negativo; pesquisa de anticorpos
irregulares (PAI) e pesquisa de hemoglobina S. A mesma portaria recomenda a
realizacdo da fenotipagem de antigenos eritrocitarios dos sistemas Rh (D, C, c,
E, e) e Kell (K) nas amostras de sangue de doadores, conforme as demandas
do servico de hemoterapia, além disso € recomendada a realizacdo da
fenotipagem para os antigenos eritrocitarios dos sistemas Rh (E, e, C, c), Kell
(K), Duffy (Fy?, Fyb), Kidd (Jk?, Jk°) e MNS (S, s) no sangue do receptor, e em
pacientes aloimunizados que estdo ou poderdo entrar em esquema de
transfusédo cronica 2.

Os testes imuno-hematoldgicos estdo baseados na interagdo de antigenos
eritrocitarios com anticorpos que reconhecem 0s respectivos antigenos. Esta
interacdo pode ser visualizada macroscopicamente sob a forma de aglutinacao.
Esses testes podem ser realizados utilizando a técnica em coluna de aglutinacao
em gel ou utilizando a técnica em tubo. Para todos os testes deve-se utilizar
reagentes inspecionados e com controles internos. A pesquisa de anticorpos
irregulares (PAI) é obrigatéria em pacientes e doadores de sangue. O teste deve
ter a capacidade de detectar anticorpos circulantes, dirigidos contra antigenos
eritrocitarios. Os reagentes utilizados no PAI sdo compostos, no minimo, de
hemécias de dois fendtipos distintos. Estas hemacias devem ser fenotipadas
para 0S principais antigenos eritrocitarios, cujos anticorpos apresentam
importancia clinica: D, C, ¢, E, e, K, k, Fy?, Fy?, Jk?, Jk°, Le?, Le®, M, N, S,s e PL.
Junto ao kit de reagentes para triagem do PAI, vem um diagrama que mostra o
perfil antigénico das hemacias, que permite a comparacdo dos resultados

obtidos ©3.



Tabela 1 — Dados dos doadores fenétipos cadastrados no HEMOSAR.

Sistemas Fenotipo Doadores Frequéncia %
ABO (N=818) A 325 39,73
B 77 9,41
O 386 47,18
AB 30 3,66
RhD (N=818)  RhD+ 614 75,06
RhD- 204 24,93
RhCE (n=177) E 14 7,90
e 163 92,09
C 28 15,81
Cc 149 84,18
Duffy (N=80) Fy (a+b+) 46 57,5
Fy (a+b-) 12 15,0
Fy (a-b+) 22 27,5
Fy (a-b-) 0 0
Kidd (N=80) Jk (a+b+) 40 50,0
Jk (a+b-) 23 28,8
Jk (a-b+) 16 20,0
JK(a-b-) 1 1,25
Kell (N=175) K+/k+ 10 57
K-/k+ 165 94,3
MNS (N=84) S-s+ 33 39,3
S+s- 14 16,7
S+s+ 37 44,0
s-S- 0 0
M+N- 29 34,5
M-N+ 11 13,1
M+N+ 44 52,4
M-N- 0 0
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Tabela 2 — Mostra o grau concordéancia entre a fenotipagem com a
genotipagem dos doadores cadastrados.

Sistemas Grau de concordancia Grau de Discordancia (discrepancias)
Kell¥

K 8/10 (80%) 2/10 (20%)

k 162/165 (98,1%) 3/165 (1,8%)
Duffy¥

Fya 12/12 (100%) 0

Fya/lFyb  44/46 (95,6%) 2/46 (4,4%)

Fyb 21/22 (95,4%) 1/22 (4,6%)
MNS

s 33/33 (100%) 0

S 14/14 (100%) 0

Ss 36/37 (97,2%) 1/37 (2,7%)
Kidd¥

Jka 21/23 (91,3%) 2/23 (8,7%)

Jka/Jkb  40/40 (100%) 0

Jkb 14/16 (87,5%) 2/16 (12,5%)

Rh*

C 14/17 (82,3%) 3/17 (17,6%)

c 128/139 (92%) 11/139 (7,91%)

Cc 18/19 (94,7%) 1/19 (5,2%)

E 1/1 (100%) 0

e 141/149 (94,6%) 7/149 (4,6%)

Ee 14/26 (53,8%) 7/26 (26,9%)

¥ sistemas com mais discordancia.



ANEXOS

Anexo A — Parecer do Comité de Etica em pesquisa da FUMSSAR

o%s FUMSSAR

AUTORIZACAO INSTITUCIONAL PARA

REALIZACAO DE PESQUISA CIENTIFICA

Considerando o parecer da Comiss&o Cientifica da FUMSSAR através
do processo administrativo n® 1964/2018 de 17/09/2018, autorizamos a
realizagdo e desenvolvimento do projeto de pesquisa intitulado:
“Caracterizagao molecular e fenotipicas de grupos sanguineos em
doadores de sangue de uma cidade no noroeste do Rio Grande do Sul.”. A
pesquisa estd vinculada a Trabalho de Conclusdo da Poés Graduagao
modalidade Doutorado, com coleta de dados junto ao Hemocentro da
Fundagao Municipal de Salde de Santa Ros.a. Este estudo esta sob a

responsabilidade da doutoranda Scheila da Silva Soartes de Oliveira.

Santa Rosa, 17 de setembro de 2018

k %
Anderson Mantei

Presidente FUMSSAR

Rua: Boa Vista, N° 401 - Santa Rosa / RS FUMSSAR
55 3512 6122 | www.fumssar.com.br v
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Anexo B — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da
UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE W““’
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizacdo molecular e fenotipica de grupos sanguineos em doadores de sangue
de uma cidade no noroeste do Rio Grande do Sul

Pesquisador: Marilu Fiegenbaum

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n&o necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2
CAAE: 03931018.7.0000.5345
Instituicao Proponente: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.225.821

Apresentacao do Projeto:

Os grupos sanguineos sao caracterizados pela presenca ou auséncia de antigenos polimérficos bem
definidos na membrana eritrocitaria. Os antigenos eritrocitarios sdo herdados geneticamente. Embora a
transfuséo sanguinea seja uma atividade que proporciona bastante beneficios aoreceptor, ela também pode
oferecer riscos inerentes. Um desses riscos & a aloimunizagéo, caracterizada pela produgéo de anticorpos
contra antigenos eritrocitarios transfundidos. O risco de aloimunizagdo € muito maior nos pacientes a serem
transfundidos que apresentam auséncia de

antigenos de alta frequéncia, ou seja, possuem tipos sanguineos raros. A frequéncia dos alelos de grupos
sanguineos é diferente de acordo com a

origem étnica da populagao, o que torna importante a determinagao da variabilidade desses alelos em
doadores de sangue. Quando a populagdo de

doadores de sangue é geneticamente diferente da de receptores a probabilidade de ocorrer aloimunizagao
aumenta. O conhecimento das variagdes genotipicas ou fenotipicas dos varios grupos sanguineos é
essencial para estimar a disponibilidade de sangue compativel para pacientes que apresentam anticorpos
contra antigenos eritrocitarios. Sendo assim, nosso trabalho tem por objetivo analisar o perfil antigénico dos
grupos

sanguineos dos sistemas MNSs, Kell, Duffy, Diego e Kidd em doadores de sangue de uma cidade

Enderego: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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do noroeste do RS. Com estes dados poder-se-ia implementar um programa de melhor gerenciamento de
estoque de sangue de doadores raros de acordo com as necessidades locais e promover melhor sele¢do de

sangue compativel com receptores e reduzir o percentual de aloimunizagées dos pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral

Analisar o perfil antigénico dos grupos sanguineos dos sistemas MNSs,
Kell, Duffy, Diego e Kidd em doadores de sangue de uma cidade do
noroeste do RS.

Objetivos especificos

Identificar doadores com fenétipos raros, possibilitando assim, agilidade
no atendimento das transfusdes sanguineas em populagées especiais.
Correlacionar as variantes raras identificadas com discrepéancias entre
genotipagem e fenotipagem em doadores de sangue.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Quais os riscos em participar?

O risco dessa pesquisa esta relacionado a coleta de sangue que sera realizada em uma das veias do brago,
com material estéril e descartavel, podendo causar desconforto semelhante a uma injegdo na veia e em
alguns casos deixar uma mancha roxa, que habitualmente melhoras algumas horas depois ou em poucos
dias. Para minimizar esses riscos as coletas serdo realizadas somente por profissionais treinados e
capacitados a fazé-los e sera feita juntamente com a doagdo de sangue.

Quais os beneficios para os participantes desse estudo?

Com a andlise, poderemos saber qual o seu tipo sanguineo com mais detalhes, o que pode trazer
beneficios em relagéo a transfusdes futuras, caso vocé venha necessitar, pois poderao ser utilizadas
unidades de sangue mais parecidas com o seu tipo sanguineo, do que é possivel atualmente. No entanto,

somente a longo prazo poderemos saber todos os beneficios desse estudo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A transfusdo de sangue, ou de componentes sanguineos é sempre restrita

Endereco: Rua Sarmento Leite ,245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br

Pagina 02 de 04

54



55

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE gm“"@
PORTO ALEGRE

Continuagao do Parecer: 3.225.821

e complicada pela incompatibilidade entre doador e receptor. Isso € determinado

por varios antigenos, como os dos grupos sanguineos e antigenos de plaquetas

humanas (APH), que atuam como marcadores de identidade tecidual. Esses

antigenos sao codificados por genes altamente polimérficos e, portanto,

apresentam um desafio para encontrar doadores adequados para pacientes

especificos. Os antigenos incompativeis tornam-se alvos do sistema

imunolégico do receptor. Assim, a correspondéncia de alta qualidade entre

doador e receptor tornou-se clinica importante para garantir procedimentos

transfusionais bem-sucedidos. Com estes dados poder-se-ia implementar um

programa de melhor gerenciamento de estoque de sangue de doadores raros de

acordo com as necessidades locais.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Além dos documentos obrigatérios solicitados pela Plataforma Brasil como de preenchimento obrigatério, o
pesquisador anexou todos os outros documentos conforme estad previsto na Resolugdo do Conselho
Nacional de Saude 466/2012.

Recomendagoes:

Encaminhou Carta Resposta esclarecendo todas as pendéncias.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Encaminhou Carta Resposta esclarecendo todas as pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informacdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 09/01/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1225059.pdf 17:16:40
Recurso Anexado resposta.pdf 09/01/2019 [Marilu Fiegenbaum Aceito
pelo Pesquisador 17:16:25
TCLE / Termos de |tcle.docx 09/01/2019 [Marilu Fiegenbaum Aceito
Assentimento / 17:16:14
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | projeto.pdf 09/01/2019 |Marilu Fiegenbaum Aceito
Brochura 17:16:06
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Investigador projeto.pdf 09/01/2019 [Marilu Fiegenbaum Aceito
17:16:06

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 13/11/2018 |SCHEILA DA SILVA | Aceito
10:05:34 |SOARES DE

OLIVEIRA

Qutros relatorio.pdf 12/11/2018 |Marilu Fiegenbaum Aceito
13:56:11

Declaragao de fumssar.pdf 12/11/2018 |Marilu Fiegenbaum Aceito

Instituicdo e 13:55:33

Infraestrutura

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

PORTO ALEGRE, 27 de Margo de 2019

Assinado por:

Luciane Dalcanale Moussalle
(Coordenador(a))



