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RESUMO

O sistema sanguineo Vel possui relevante importancia clinica e seu aloanticorpo esté envolvido
em reacdes transfusionais hemoliticas. Esse antigeno possui alta frequéncia populacional. O
fenotipo Vel negativo ¢ resultado da delegdo homozigdtica de 17 pares de base na regido
codificadora do gene SMIM1 (c.64 80del) e impede a expressdo da proteina SMIM1. Os
métodos sorologicos para determinar o fenétipo Vel negativo requerem o uso de soros raros e
podem apresentar resultados falso-negativos. O objetivo desse estudo foi rastrear doadores de
sangue Vel negativos do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC)
e determinar a frequéncia do fenotipo Vel negativo, deduzido do genotipo. Neste estudo, foi
aplicada uma estratégia de triagem molecular de baixo custo, por meio da metodologia PCR em
tempo real e utilizagdo do DNA extraido de pools de plasma provenientes da rotina do NAT -
Teste de Acido Nucléico - que seriam descartados. Posteriormente os homozigotos para o
alelo SMIM1*64 80del foram identificados pela metodologia PCR convencional seguida de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) em paralelo com
amostras de referéncia. A triagem molecular foi realizada em 17.472 amostras de doadores de
sangue utilizando os protocolos previamente padronizados. Dessas, 309 amostras apresentaram
a delegdo pesquisada e foram testadas por PCR-RFLP para determinar a zigozidade e cinco
foram identificadas como Vel negativas (0,03%). Considerando a tipagem sanguinea B do soro
utilizado, ap6s a realizacdo da PCR em tempo real, 146 amostras de doadores também foram
submetidas a triagem sorologica utilizando um soro com a presenga de anti-Vel do inventario
do hemocentro. Diferentes padrdes de reatividade foram observados nos testes sorologicos
variando de negativo a 2+ e com frequéncia de 98,63%. A frequéncia encontrada
do alelo SMIM1*64_80del foi de 0,90%, sendo que o local de doagdo de Blumenau possui a
maior frequéncia (1,14%) e Lages a maior probabilidade (7,53%) entre as regides estudadas.
Ha uma relagdo entre a autodeclaragdo étnico-racial branca com a frequéncia da dele¢do. Foi
realizado estudo familiar dos doadores Vel negativos e dois individuos foram identificados com
a presenga em homozigose da delecdo estudada. Ambos os métodos de genotipagem, TagMan-
PCR e PCR-RFLP, representam métodos confidveis e complementares para a deteccdo do
alelo SMIM1 *64-80del. A triagem molecular de doadores de sangue para o tipo sanguineo Vel
¢ eficiente e evita as limitagdes da tipagem soroldgica que pode apresentar resultados falso-
negativos. Os dados obtidos neste estudo foram registrados no Cadastro Nacional de Sangue
Raro do Ministério da Satde e irdo contribuir significativamente para o suprimento sanguineo
adequado e seguro de receptores aloimunizados com anti-Vel.

Palavras-chave: Sangue raro, Vel, doadores de sangue.



ABSTRACT

The Vel blood system has relevant clinical importance and its alloantibody is involved in
hemolytic transfusion reactions. This antigen has a high population frequency. The Vel nagative
phenotype is the result of a homozygous deletion of 17 base pairs in the coding region of the
SMIM1 gene (c.64 80del) and prevents the expression of the SMIMI1 protein. Serological
methods to determine the Vel-negative phenotype require the use of rare serum and may yield
false-negative results. The objective of this study was to screen Vel-negative blood and platelet
donors from the Santa Catarina Hematology and Hemotherapy Center (HEMOSC) and
determine the frequency of the Vel-negative phenotype, deduced from the genotype. In this
study, a low-cost molecular screening strategy was applied, using real-time PCR methodology
and using DNA extracted from pools of plasma from NAT Nucleic Acid Test) routine - which
would otherwise be discarded. Subsequently, homozygotes for the SMIMI*64 80del allele
were identified by conventional PCR methodology followed restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) in parallel with reference samples. Molecular screening was
performed on 17,472 blood donor samples using previously standardized protocols. Of these,
309 samples presented the investigated deletion and were tested by PCR-RFLP to determine
zygosity and five were concluded as Vel negative (0,03%). Considering the B blood type of the
serum used, after performing real-time PCR, 146 donor samples were also subjected to
serological screening using a serum with the presence of anti-Vel from the blood center's
inventory. Different reactivity patterns were observed in serological tests ranging from negative
to 2+ and with a frequency of 98,63%. The frequency found for the SMIM1*64 80del allele
was 0.90%, with the Blumenau donation site having the highest frequency (1.14%) and Lages
presents the highest probability (7.53%) among the regions studied. There is a relationship
between white ethnic-racial self-declaration and the frequency of the deletion. A family study
of Vel-negative donors was carried out and two individuals were identified with the
homozygous presence of the studied deletion. Both genotyping methods, TagMan-PCR and
PCR-RFLP, represent reliable and complementary methods for the detection of the SMIM1*
64-80del allele. Molecular screening of blood donors for Vel blood type is efficient and avoids
the limitations of serological typing that can present false-negative results. The data obtained
in this study were registered in the National Rare Blood Registry of the Ministry of Health and
will significantly contribute to the adequate and safe blood supply of recipient’s alloimmunized
with anti-Vel.

Keywords: Rare blood, Vel, blood donors.
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1 INTRODUCAO

Os antigenos eritrocitarios tém um papel importante na medicina transfusional, na
incompatibilidade materno-fetal, nos casos de individuos portadores de hemopatias e entre
outras situagdes. Desde a descoberta do grupo sanguineo ABO, 392 antigenos eritrocitarios
foram classificados em sistemas de grupos sanguineos — 359 antigenos em 45 sistemas de
grupos sanguineos e 23 antigenos em colegdes e séries (ISBT, 2023). A base molecular para a
maioria desses antigenos foi estabelecida e pode auxiliar na selecdo de hemocomponentes para
transfusao (Fasano; Chou, 2016; Costa, 2016).

A transfusdo de hemocomponentes ¢ fundamental para a assisténcia de receptores em situagdes
clinicas e cirurgicas, assim como outras intervengdes terapéuticas, porém nao € isenta de riscos.
O desenvolvimento de anticorpos antieritrocitarios ¢ uma das significativas complicagdes
associadas a terapia transfusional. A aloimunizagao eritrocitaria pode resultar na diminui¢ao da
sobrevida de hemécias por meio de reagdes transfusionais hemoliticas agudas e tardias, bem
como na doeng¢a hemolitica do feto e do recém-nascido (DHFRN), o que pode levar ao
comprometimento da condicdo clinica e at¢ mesmo da vida do receptor (Ministério da Saude,
2022).

A selecao do concentrado de hemacias torna-se mais dificil quando o receptor apresenta
anticorpos contra antigenos de alta frequéncia populacional ou, ainda, a combinagdo de
multiplos anticorpos de diferentes especificidades. O atendimento a demanda transfusional
desses receptores ¢ de grande desafio para os servigos de hemoterapia, visto que o suporte
depende da disponibilidade de unidades de concentrados de hemacias de doadores com
fenotipos raros de grupos sanguineos (Storry, 2013; Ministério da Saude, 2022). O suporte
transfusional em receptores com aloanticorpos contra antigenos de alta frequéncia ¢ desafiador
devido a dificuldade de encontrar sangue compativel, pela indisponibilidade de reagentes para
fenotipagem dos doadores ou pelo elevado custo, considerando a necessidade de fenotipagem
em larga escala (Seltsam et al., 2003). A determinagdo dos antigenos eritrocitarios, através da
analise de DNA, tem trazido beneficios na prevencao da aloimunizacdo, e na disponibilidade
de doadores fendtipo compativeis (Castilho; Junior, 2004; Guelsin, 2010; Dezan et al.., 2019).
O Vel foi o primeiro antigeno de alta frequéncia descrito e anticorpos anti-Vel podem causar
reacdes hemoliticas graves. O mecanismo molecular responsavel pelo fendtipo Vel negativo ou

diminuicdo da sua expressao esta relacionado a delecdo, inser¢ao e/ou mutagdes de nucleotideos
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(Storry et al., 2013; Ballif et al., 2013).

O fornecimento de concentrado de hemacias com fenotipo Vel negativo ¢ um dos mais dificeis
em muitas regides do mundo. Isso se deve, em parte, a baixa frequéncia da delegao
c.64 80dell7 em homozigose no gene SMIMI, que acarreta no fenotipo Vel negativo, mas
também a falta de triagem sistematica em doadores de sangue (Ballif et al.., 2013). Métodos
laboratoriais de amplificacao de &cidos nucleicos t€ém permitido o rastreio molecular em grande
escala, seja para agentes infecciosos ou mesmo para mutacdes de implicacao na saude e na
busca de polimorfismos de grupos sanguineos raros (Dezan, 2019).

A frequéncia do fenotipo Vel negativo esta relacionada com a composi¢ao étnica da populacao
e embora seja mais comum em individuos caucasianos, este fendtipo ¢ considerado raro em
todas as regides do mundo. No sudeste do Brasil foi demonstrado que a alteragdo estava
presente em aproximadamente 1 a cada 12.000 amostras analisadas (Dezan, 2019). Estudos
populacionais estimam uma frequéncia de individuos Vel negativos de 1 a cada 4.000 na
Europa, sendo maior no norte da Escandinévia (1 a cada 1.700) (Storry et al., 2013).

A identificagdo de doadores com fendtipo Vel negativo € crucial para os receptores de
concentrados de hemadcias que sejam sensibilizados com anticorpos anti-Vel. Na maioria dos
servicos de hemoterapia, a busca de doadores raros ¢ realizada utilizando antissoros humanos
policlonais, quando disponiveis. As técnicas soroldgicas, no entanto, sdo trabalhosas, com
possiveis erros de interpretacdo dos resultados, pois o antigeno Vel possui variabilidade na
densidade antigénica (Haer-Wigman ef al., 2015).

Considerando a importancia do antigeno Vel na medicina transfusional e que o Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC) € responsavel por aproximadamente
99% da coleta e distribuicdo de sangue no estado (Governo de Santa Catarina, 2023), a
implantacao de técnicas de biologia molecular para a realizacao de genotipagem desse antigeno
nos doadores de sangue do HEMOSC representa uma grande relevancia e aumento da qualidade
e seguranca dos procedimentos, além de poder contribuir para a composi¢cdo do banco do dados

nacional de sangue raro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar doadores de sangue com o fen6tipo Vel negativo, deduzido do gendtipo, do Centro
de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC) por meio de triagem molecular

utilizando material genético obtido de pools de plasma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a frequéncia alélica da delecdo de 17 pares de bases (pb) no gene SMIM1
(c.64 80del), que caracteriza o fenotipo Vel negativo e Vel em heterozigose nos
doadores de sangue atendidos pelo Hemocentro de Santa Catariana;

e [Estabelecer a frequéncia da delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI em diferentes
regides do estado de Santa Catarina de acordo com o local de doagao;

e Associar a naturalidade com os resultados encontrados para o fenotipo Vel negativo,
deduzido do gendtipo, e Vel em heterozigose para a dele¢do c.64 80del no gene SMIMI,

e Pesquisar por sorologia os doadores com a delecdao c.64 80dell7 no gene SMIMI,
considerando a tipagem sanguinea do soro humano com a presenca de anticorpos de
especificidade anti-Vel disponivel,

e Realizar estudo familiar dos doadores identificados como Vel negativos;

e Apresentar analise de custo considerando a utilizacdo do material genético em pool;

e Contribuir para o incremento do banco de dados de doadores raros a nivel nacional;

e FElaborar um informativo sobre sangue raro a ser divulgado aos doadores com esta

caracteristica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 GRUPOS SANGUINEOS E ANTIGENOS ERITROCITARIOS

Os antigenos eritrocitarios sdo definidos por anticorpos que ocorrem naturalmente
devido ao encontro de antigenos no ambiente ou sdo formados como resultado da imunizacao
ativa para antigenos de hemacias ndo proprias apos exposi¢cdo a hemacias de outro individuo
(Daniels, 2014; ISBT, 2022). Sdo estruturas funcionalmente importantes, constituidos por
sequéncias de aminoacidos especificos formando uma proteina ou, por carboidratos ligados a
estas proteinas ou a lipidios. Os antigenos formam partes da membrana das hemdcias e podem

ser expressos em outros tecidos (Figura 1) (Torney; Hendrickson, 2019).
Figura 1 - Desenho ilustrativo de uma hemacia com antigenos de grupos sanguineos representativos.
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Os sistemas de grupos sanguineos sdo caracterizados pela presenca ou auséncia de
antigenos, com caracteristicas polimoérficas bem definidas na membrana eritrocitaria e
consistem em um ou mais antigenos governados por um unico gene ou por um complexo de
dois ou mais genes homologos que sao intimamente ligados, sendo que, geneticamente, os

sistemas de grupos sanguineo devem ser distintos entre si (Daniels, 2014; ISBT, 2022). Assim,
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¢ a presenca ou a auséncia, devido a varia¢ao herdada geneticamente dos antigenos de superficie
das hemadcias, que define o grupo sanguineo de um individuo (Daniels, 2014; Torney;
Hendrickson, 2019).

Atualmente, os genes de todos os sistemas de grupos sanguineos ja foram identificados
e localizados em regides cromossdmicas especificas. Também conhecidos sdo os alelos que
codificam os polimorfismos nos grupos sanguineos, a estrutura dos produtos génicos e, em
muitos casos, a sua fun¢do, sendo essencialmente: componente estrutural, transporte, receptor
ou molécula de adesdo, enzimatica, regulador do sistema complemento, proteina regulatéria e
dentre outras (Figura 2) (Anstee, 2011; Baptista et al.., 2011; Daniels, 2014; Bettinotti;
Caruccio, 2015; Torney; Hendrickson, 2019).

Figura 2 — Ilustrag¢do das estruturas onde estio localizados os grupos sanguineos ¢ as fungdes
atribuidas a estes.
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O principal sistema sanguineo na pratica transfusional ¢ o ABO, descrito por Karl
Landsteiner em 1900, o qual observou que ocorria aglutinagao dos globulos vermelhos quando

misturados aos soros de outros individuos devido & incompatibilidade entre antigenos nas
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hemacias e anticorpos no soro. Em 1902, Alfredo Castello e Adriano Sturli descreveram o grupo
AB, cuja nomenclatura foi oficializada em 1927 (Daniels, 2014; Girelo; Kiihn, 2016).

Com o desenvolvimento da Imuno-hematologia, novos antigenos foram descobertos e
agrupados em sistemas, colecdes e séries. O Grupo de Trabalho da Sociedade Internacional de
Transfusdo de Sangue (ISBT) de Imunogenética de Células Vermelhas e Terminologia de
Grupos Sanguineos mantém um registro oficial de todos os sistemas de grupos sanguineos.
Atualmente existem 392 antigenos de grupos sanguineos, sendo que, 359 antigenos estio
completamente caracterizados em 45 (001 a 045) sistemas de grupos sanguineos. A ISBT
mantém trés categorias para antigenos que ainda ndo foram associados a sistemas de grupos
sanguineos. As colecdes (série 200) foram projetadas para agrupar antigenos que sao
bioquimicamente, geneticamente ou sorologicamente semelhantes, mas cujas bases
moleculares ainda ndo foram elucidadas. Existem também duas séries de antigenos: a Série
700 que contém antigenos que ndo se encaixam em nenhum sistema ou cole¢do e que tém uma
frequéncia inferior a 1% em todas as populacdes étnicas humanas, ¢ a Série 901 que contém
antigenos que t€ém uma frequéncia superior a 90% em populagdes de diferentes ancestrais
étnicos (ISBT, 2023).

Os polimorfismos de grupos sanguineos originam-se predominantemente de mutagdes
de ponto, principalmente os polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs); mas
recombinagdes génicas, delecdes e insercdes também podem ocorrer ao longo da evolucao dos
genes que codificam os sistemas de grupos sanguineos. A ocorréncia natural de gendtipos
variantes dos grupos sanguineos ou dos genes que codificam os antigenos eritrocitarios pode
causar alteracOes qualitativas e quantitativas na expressao dos antigenos na membrana dos
eritrocitos, o que contribui para aumentar a complexidade desses sistemas (Daniels, 2005;
Denomme, 2011).

O conhecimento dos antigenos eritrocitarios € essencial na pratica transfusional, uma
vez que o desenvolvimento de anticorpos contra estes antigenos pode se tornar um problema na
clinica, principalmente no caso em que o receptor ¢ portador de hemoglobinopatias ou outras

doengas que requerem transfusoes sanguineas periddicas (Costa, 2016).

3.2 ALOIMUNIZACAO
O desenvolvimento de anticorpos pode ocorrer quando hd exposicao do individuo a

antigenos ndo proprios. Isso acontece em transfusdes de sangue, sendo resultado da disparidade


https://www.isbtweb.org/asset/5079AB1D-5F23-4965-A7F0256DFF681354/
https://www.isbtweb.org/asset/B307C8E5-2A15-4CCE-A989C3EE3F6EF6DA/
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genética entre doador e receptor, € em gestantes, cujos fetos expressam em suas células
sanguineas antigenos de origem paterna (Webb; Delaney, 2018; Torney; Hendrickson, 2019).

O risco de aloimunizagdo depende da exposi¢do do receptor ao antigeno estranho, do
numero e da frequéncia de transfusdes ou do numero de gestagdes, do diagndstico e da
imunogenicidade, definida como a capacidade de um dado antigeno estimular a producao de
anticorpos em um receptor que nao possua o antigeno em questao (Torney; Hendrickson, 2019;
Gerritsma et al.., 2021).

A aloimunizagdo eritrocitdria ¢ uma complicagdo grave e frequente da terapia
transfusional. Isso dificulta os procedimentos de selecdo de doadores para futuras transfusoes,
resultando em disponibilidade limitada de sangue compativel e possivel atraso no fornecimento
de transfusdes em emergéncias médicas, podendo resultar em reagdes transfusionais
hemoliticas caso ndo sejam localizados concentrados de hemacias compativeis; ou ainda, nas
gestacdes, podendo acarretar em DHFRN (Torney; Hendrickson, 2019; Castleman; Kilby,
2020; Kukar, 2020; Gerritsma et al.., 2021).

A frequéncia dos anticorpos antieritrocitarios varia de acordo com o diagnostico, idade,
histérico de transfusdes, etnia, frequéncias dos antigenos nos receptores em relacdo aos
doadores na regido geografica, polimorfismo genético e outros fatores de risco que levam a
aloimunizag¢ado (Gerritsma ef al.., 2021; Garraud; Chiaroni, 2022). Existem alguns estudos que
consideram esses ou alguns desses fatores e determinam a probabilidade de produzir um ou
mais anticorpos antieritrocitarios. Em 1996, Redman e colaboradores avaliaram 452 amostras
de individuos submetidos a cirurgia eletiva antes e apds receberem transfusdo de concentrado
de hemécias. Neste estudo foi concluido que a probabilidade de um individuo produzir
anticorpos antieritrocitarios ¢ de aproximadamente 8,4% por unidade de sangue transfundida.
Outro estudo, publicado em 2012 por Alves e colaboradores, avaliou 143 individuos e 10,49%
desenvolveram aloanticorpos irregulares, demonstrando uma correlagdo com o nimero de
transfusdes. As incidéncias de aloimunizagdes sdo significativamente maiores na anemia
falciforme em comparagao com a populagdo geral e variam de 18 a 65% em estudos de coortes
pareados (Sins et al.., 2016).

Considerando o risco associado as transfusdes, tem-se procurado minimizar o risco de
um individuo formar aloanticorpos antieritrocitarios. Dessa maneira, recomenda-se a transfusao
de sangue fenotipicamente compativel com antigenos eritrocitdrios mais imunogénicos aos

receptores com maior risco de formar anticorpos (Gerritsma ef al.., 2021).
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3.3GENOTIPAGEM DE GRUPOS SANGUINEOS

A utilizagdo das ferramentas de biologia molecular tem sido fundamental para a inser¢ao
de novas metodologias na rotina laboratorial da Imuno-hematologia, aumentando a seguranca
e a eficacia transfusional. Os testes de hemaglutinagdo detectam o produto do gene e a
genotipagem identifica o codigo genético (Figura 3), podendo ser uma excelente alternativa
para os casos onde os testes de soroldgicos ndo apresentam eficiéncia; seja devido a auséncia
de antissoros comerciais para fenotipagem ou nos casos de receptores com transfusdo recente,
quando ha hemacias do doador ainda circulantes no receptor; ou ainda, em receptores que

possuam autoanticorpos (Westhoff, 2019; Dezan et al.., 2019; Sullivan; Gleadall; Lane, 2022).

Figura 3. Genes codificadores de alguns antigenos de grupos sanguineos por localiza¢ao
cromossomica.
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A genotipagem pode ser realizada sempre que a sequéncia de um gene for conhecida e
que as mutacdes responsaveis por um antigeno tenham sido determinadas. Os protocolos
comumente utilizados na determinacdo de antigenos de grupos sanguineos sdo baseados em
iniciadores alelo-especificos e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), ou ainda na anélise de
arranjo de DNA ou sequenciamento do DNA (Hyland; Roulis; Schoeman, 2019; Sullivan;
Gleadall; Lane, 2022; Li; Guo, 2022). Os resultados devem ser cuidadosamente interpretados,
principalmente na aplicagdo clinica. Existem situacdes em que a genotipagem detecta a
presenca de um gene que ndo € expresso e, portanto, a proteina carreando o antigeno ndo sera

expressa (Castilho, 2007).
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Em larga escala, a genotipagem de grupos sanguineos, pode ser util para a criacao de
bancos de dados eletronicos de doadores de sangue com caracteristicas raras, possibilitando a
identificacdo de doadores compativeis com os receptores em tempo reduzido, permitindo a
determinagdo de polimorfismos em uma unica reacdo com redugao de tempo e custo

(Tournamille, 2013; Sullivan; Gleadall; Lane, 2022).

3.4 SANGUE RARO

De acordo com a ISBT, um tipo sanguineo ¢ considerado raro quando a frequéncia do
fenotipo na populagdo € inferior a um para cada mil individuos e inclui grupos sanguineos de
fenotipo negativos para antigenos de alta frequéncia ou negativos para multiplos antigenos
comuns. Como a distribui¢do dos grupos sanguineos varia entre os diferentes grupos étnicos,
um fenoétipo considerado raro para uma determinada populagdo pode ndo ser raro para outras
populagdes (ISBT, 2022; Ministério da Saude, 2022; Schorner, 2015).

O fornecimento de sangue compativel para receptores com globulos vermelhos que nao
possuem um antigeno de alta incidéncia e que produziram o aloanticorpo correspondente, ou
para aqueles que produziram uma combinacao de aloanticorpos de diferentes especificidades €
um desafio. Em algumas situagdes, como cirurgias eletivas, dependendo do quadro clinico, o
proprio individuo pode ser candidato a doagdo. Em casos nos quais somente ¢ possivel
considerar doagdes do tipo alogénicas para a transfusdo, a busca familiar passa a ser uma
estratégia recomendada para encontrar o fendtipo raro de interesse ou ainda pode-se recorrer ao
banco de dados nacional ou internacional de doadores de sangue com fendtipos raros
(Ministério da Saude, 2022; Nance, 2016).

Considerando a importancia do fornecimento de sangue compativel, em 2016, o
Ministério da Satde, por meio da Coordenagdo-Geral de Sangue e Hemoderivados (CGSH/MS)
instituiu o Cadastro Nacional de Sangue Raro (CNSR), um banco de dados centralizado que
conta com informagdes sobre doadores com fenotipos eritrocitarios raros cadastrados nos
hemocentros publicos do Brasil (Ministério da Satde, 2022). A nivel internacional, em 1965, a
ISBT instituiu o Painel Internacional de Doadores de Sangue Raro (IRDP) da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) por meio da cooperacdao do Laboratério Internacional de Referéncia
de Grupos Sanguineos (IBGRL) e do grupo de trabalho da Sociedade Internacional de
Transfusdo de Sangue. A disponibilidade do banco de dados permite a localizacdo rapida e

precisa das unidades de sangue raro para atendimento aos receptores (Schorner, 2015).
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3.5 SISTEMA VEL

O antigeno Vel foi o primeiro antigeno de alta frequéncia descrito ha mais de 70 anos,
por Sussman e Miller (1952). A identificacdo do anticorpo com uma nova especificidade foi
realizada no soro da Sr* 'Vel', que, apds receber transfusao de um concentrado de hemacias nao
compativel, sofreu reagdo transfusional hemolitica intravascular aguda. Esse antigeno ¢
expresso nas hemadcias da maioria dos individuos, de modo que, uma triagem subsequente em
10.000 doadores de sangue identificou apenas quatro individuos cujas hemacias nio reagiram
com o soro da receptora (Sussman; Miller, 1952; Storry; Peyrard, 2017). O antigeno Vel,
inicialmente, foi incluso na Série 901 e, em 2008, tornou-se parte de uma cole¢ao. Em 2013, a
base genética do antigeno Vel foi determinada e esse antigeno teve sua classificacio
reorganizada, passando a fazer parte do sistema Vel (ISBT 034) (Storry et al.., 2013; Balif et
al.., 2013; Dezan, 2019).

O mecanismo molecular responsavel pelo fenotipo Vel negativo foi determinado por
grupos independentes que mostraram que o antigeno Vel esta associado a uma proteina de
membrana de passagem unica, conhecida como pequena proteina integral de membrana 1
(SMIM1) (Ballif et al.., 2013; Cvejic et al.., 2013; Storry et al.., 2013; Arnaud et al.., 2015). O
gene correspondente estd localizado na extremidade do brago curto do cromossomo 1
(1p36.32), ¢ composto por quatro éxons e trés introns, sendo que cédon de iniciacdo ATG esta
no éxon 3, produzindo uma proteina de 78 aminoacidos (Storry ef al.., 2013; Arnaud et al..,
2015; Aniweh et al.., 2019). Anteriormente foi descrito que a proteina era transmembranar tipo
I (Storry et al.., 2013), posteriormente foi demonstrado ser uma proteina do tipo Il com
aminoacidos nas posi¢oes 1 a 47 previstas para constituir o dominio citoplasmatico, enquanto
as posicoes 68 a 78 formam a haste extracelular (Figura 4) (Arnaud et al.., 2015; Aniweh et al..,

2019).

Figura 4 - Proteina SMIM1. Estrutura em 3D mostrando o dominio extracelular (em verde), a
hélice transmembranar (em amarelo) e o dominio citosolico (em azul).
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O fenotipo Vel negativo ¢ resultado da delecao homozigotica de 17 pares de bases (pb)
em SMIMI(c.64 80del), que acarreta na formacdo do alelo c.64 80dell7 e impede a
expressao da proteina SMIM1 (Figura 5) (Storry et al.., 2013; Dezan et al.., 2019; Arnoni et
al.., 2019; Aniweh et al.., 2019). A expressao do antigeno Vel nos eritrocitos pode variar pela
delecao heterozigotica dos 17 pb, SNPs e sequéncias de inser¢ao ou mutagdes no gene SMIM]

(Aniweh et al.., 2019; Rijst e al.., 2019).

Figura 5 - Localizagdo cromossomica dos quatro éxons do gene SMIMI que codificam a
proteina SMIM1. Delegdo c.64 80dell7 indicada no éxon 3 (em vermelho) € responsavel pelo
fenotipo Vel negativo na membrana das hemadcias.
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Fonte: Adaptado de Storry et al.., 2013; The Human Protein Atlas, 2023

No intron 2 do gene SMIM1, regido que modula a expressdo do antigeno Vel, podem
ocorrer SNPs; assim a diminuicao da expressdao do antigeno Vel pode estar correlacionada com
a variante rs117555, correspondente a substitui¢ao do alelo A pelo alelo G, ou ainda pode estar
relacionado com outros polimorfismos, como: rs143702418, rs1181893, rs191041962,
rs6673829, rs9424296, entre outros. Além disso mutacdes de sentido unico heterozigoticas no
éxon 4 de VEL*01 W.01 (c.152T>A, p.Met51Lis), de VEL*01 W.02 (c.152T>G, p.Met51Arg)
e VEL*0IW. 03 (c.161T>C, p.Leu54Pro) também podem acarretar em expressao fraca do
antigeno Vel (Cvejic et al.., 2013; Dezan et al.., 2019; Rijst et al.., 2019; Aniweh et al.., 2019;
Rijst et al.., 2020; Gnommad, 2023).

O fendtipo Vel negativo ¢ transmitido por heranga autossdmica recessiva. Atualmente,
nenhuma condicao fisiopatologica foi relacionada a falta de SMIM1 em humanos, em grande
parte, atribuivel a auséncia de funcao fisioldgica conhecida (Aniweh ef al.., 2019). No entanto,
experimentos em peixes-zebra associaram a auséncia da proteina a baixos niveis de

hemoglobina (Cvejic et al.., 2013). Além disso, estudos sugerem uma possivel relagdo da


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6416411/#bb0060
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proteina SMIM1 com a patogénese da malaria. Ha indicios que os sitios de fosforilacao na
regido citoplasmatica da proteina podem estar relacionados a invasdo e desenvolvimento de
Plasmodium falciparum nos eritrocitos humanos (Christophersen et al.., 2017; Aniweh et al..,
2019).

A avaliagdo do significado clinico ¢ obtida através da literatura, definido, de maneira
geral, quando ¢ frequentemente associado com DHFRN, reacdo hemolitica transfusional ou
com diminuic¢ao da sobrevida das hemacias transfundidas e subsequente queda da hemoglobina.
(American Association of Blood Banks, 2020). Individuos previamente sensibilizados com
anticorpos anti-Vel podem sofrer rea¢do transfusional hemolitica aguda ou tardia caso sejam
transfundidos concentrados de hemacias Vel positivo ou positivo fraco, que podem induzir a
insuficiéncia renal com risco de evolugdo a 6bito. Da mesma maneira, mulheres gravidas com
fenotipagem Vel negativo sensibilizadas possuem o risco de aborto por DHFRN, caso o feto
seja Vel positivo (Rijst et al.., 2019; Aniweh et al.., 2019; Dutra et al.., 2023).

Existem algumas metodologias laboratoriais que mensuram o significado clinico dos
anticorpos, pelo rastreio automatizado através de plataformas que analisam a fluorescéncia e
também pela quantificagdo da fagocitose (Kahl, 2021). O teste de Citotoxicidade mediada por
Célula dependente de Anticorpos (ADCC) apresenta resultados preditivos positivos, porém ¢
um meétodo invasivo aos receptores e utiliza um elemento radioativo administrado na corrente
sanguinea, o que torna a implementacdo desta metodologia ndo passivel a maioria dos
laboratérios. Como alternativa tem-se o teste de quimioluminescéncia (CLT) e o Ensaio da
Monocamada de Monocitos (MMA), que apresentam uma simulagao in vitro do comportamento
dos anticorpos. Essas metodologias utilizam mondcitos primarios € hemacias do possivel
doador opsonizadas pelos anticorpos do receptor, a fim de avaliar se havera fagocitose ou nao
destes eritrocitos sensibilizados. O diferencial do teste CLT ¢ a quantificagcdo da fagocitose de
maneira automatizada (Tong, 2018). Nos casos de estudo avaliados com receptores que
possuem anticorpos anti-Vel, o MMA apresenta um indice monocitario superior a 5%, o que
esta relacionado ao risco de reacao hemolitica (Dutra et al.., 2023).

O fendtipo Vel negativo ¢ comumente mais associado a populagdo de etnia caucasiana
e ¢ considerado raro em todas as regides do mundo. O concentrado de hemacias Vel negativo ¢
um dos tipos sanguineos mais dificeis de fornecer em muitas regides. Isso se deve em parte a
raridade, mas também a falta de triagem sistematica em doadores de sangue (Balif et al.., 2013).

A determinagdo sorologica do fendtipo Vel é pouco confiavel devido aos niveis

varidveis de expressdo do antigeno Vel. Dessa forma, alguns individuos podem ser



31

incorretamente classificados como Vel negativo por essa metodologia, podendo causar reagdes
transfusionais hemoliticas em receptores previamente sensibilizados. (Haer-Wigman et al..,
2015; Aniweh et al.., 2019; Dezan et al.., 2019; Rijst et al.., 2020). Nao existe, até 0 momento,
nenhum reagente padronizado no Brasil e disponivel comercialmente para a fenotipagem Vel
(Dezan et al.., 2019).

Em 2015, Danger e colaboradores caracterizaram um novo anticorpo monoclonal
humano dirigido contra o antigeno Vel, que demonstrou um nivel heterogéneo de expressao
nos diferentes painéis de hemadcias utilizados. Outro estudo também propds um anticorpo
monoclonal anti-Vel recombinante com um desempenho superior aos reportados em outros
estudos publicados (Rijst et al.., 2019). De acordo com os autores, os reagentes podem ser
usados de forma confiavel a critério de pesquisa, porém o elevado custo ainda ¢ uma limitacao
para a fenotipagem em larga escala (Danger ef al.., 2015; Rijst et al.., 2019).

Ap6s a elucidacdo das bases moleculares do sistema Vel, a genotipagem tem sido a
técnica de escolha para identificar o fendtipo Vel negativo, deduzido do genotipo, associada
com as investigagdes moleculares que tém contribuido para explicar a variabilidade da
expressao de Vel em algumas amostras (Storry et al.., 2013). Podem ser aplicados alguns
métodos de genotipagem, incluindo a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com sequéncia de
iniciador especifico e PCR convencional seguida de polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restrigdo (PCR-RFLP). Além disso, o sequenciamento de DNA também ¢ uma
abordagem que pode ser utilizada e permite a avaliagdo das variantes (Storry et al.., 2013; Ballif
etal..,2013; Dezan et al.., 2016).

Considerando a importancia clinica do aloanticorpo, a identificacdo de doadores Vel
negativos ¢ de extrema relevancia para a seguranca das transfusdes de sangue em receptores

aloimunizados (Rijst et al.., 2019; Aniweh et al.., 2019).

4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAGEM E LOCAL DE ESTUDO

Para a amostragem foi utilizada a equagao (1), na qual ¢ ¢ a frequéncia suposta da

alteragdo (Dezan, 2019).
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Equagdo 1 — Formula para calcular o tamanho amostral necessario para a localizagao de um
doador Vel negativo considerando a frequéncia do local de estudo.

N=(1,96)*x p x q/E? (D)
p=1-q 2)
E (erro tolerado)= q x precisdo da estimativa em percentual 3)

Fonte: Dezan, 2019.

Com a aplicagdo do calculo, para possivelmente localizar um doador, sdo necessarias 8.500
amostras de doadores de sangue do Hemocentro de Santa Catarina. Visando a localizagdo de
mais doadores, esse valor foi extrapolado para 17.000 amostras.

Considerando que sao realizadas em média 10 mil doagdes de sangue em todo o estado
de Santa Catarina, que sdo processadas em Florianopolis, foi possivel alcangar o valor calculado
em dois meses, divididos em dois periodos que compreenderam da segunda quinzena de junho
& primeira quinzena de agosto de 2023. Primeiramente a pesquisa foi realizada com as amostras
de doacao de sangue provenientes de toda a hemorrede (segunda quinzena de junho a julho -
Periodo 1) e em um segundo momento foi concentrada nas amostras dos hemocentros que
apresentaram uma maior frequéncia para a delegao de 17 nucleotideos (c.64 80dell17) no éxon
3 no gene SMIM1I, tendo por base a média de doagdo de cada regido (primeira quinzena de
agosto - Periodo 2).

Cada doador participou da pesquisa uma Unica vez, ou seja, foi excluida a segunda

amostra dos doadores de plaquetas obtidas por aférese.

42 ESTRATEGIA DE BUSCA PARA IDENTIFICACAO DE DOADORES COM
GENOTIPO VEL NEGATIVO
O Fluxograma (Figura 6) apresenta a estratégia de busca para identificacao de doadores

raros com o geno6tipo Vel negativo.



Figura 6 - Fluxograma demonstrando a metodologia aplicada para a localizacdo de doadores Vel negativo.
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4.2.1 Preparo do pool e extra¢do do material genético

As amostras foram genotipadas por PCR em tempo real para detectar a delecao de 17
nucleotideos (c.64 80dell7) no éxon 3 no gene SMIM1 (Figura 5), que determina o fenotipo
Vel negativo, utilizando DNA extraido de pools de plasmas provenientes de seis doadores
rotineiramente descartados apos a liberagdo dos resultados da rotina viral NAT (Teste de Acido
Nucleico). A confecgdo do pool que ¢ utilizado para a rotina do NAT ¢ realizada de maneira
automatizada pelo equipamento Chemagic Prime® que engloba um pipetador automatico
(Janus®) e um extrator de material genético (Chemagic®) da Perkin Elmer®. A rotina do setor
foi reformulada de modo que todos os pools utilizados fossem compostos por amostras de
doadores de Santa Catarina, excluindo as amostras de ndo doadores e provenientes do
Hemocentro do Rio Grande do Sul.

No equipamento Janus, acontece a etapa de preparagao do pool de um conjunto de seis
amostras (com a utilizagdo de 167uL de cada plasma). As amostras sdo coletadas em tubos
primdrios especificos ao NAT de flebotomia a vacuo do tipo K2 EDTA com gel de poliéster
para separacgao de plasma e fracdo celular do sangue total. A transferéncia das amostras foi feita
para uma placa com pogos de 2 mL (96 pocos).

A adicdo do Controle Interno (CI) na rotina do NAT tem o objetivo de controlar a
condicdo da reacgdo (intra-ensaio) validando o resultado das determinagdes. O CI ¢ adicionado
a cada determinagao na rotina do NAT.

A extragdo de acido nucléico das amostras biologicas (plasma) € totalmente
automatizada de acordo com o protocolo do Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos Bio-
Manguinhos. No Janus, as amostras sdo lisadas com tampao de lise, poli(A) RNA e proteinase
K sob condigdes desnaturantes. No extrator Chemagic® ¢ realizado o isolamento de 4cidos
nucléicos. A extracdo aplica a tecnologia de beads (particulas) magnéticas e utiliza hastes
magnetizadas para separar os acidos nucléicos das solugdes, fornecendo isolamento de alta
qualidade, alto rendimento e diminui¢do do risco de contaminagdo das amostras. O produto
final eluido ¢ livre de albumina sérica, outras proteinas, nucleases, sais inorganicos € organicos
e outros possiveis interferentes.

O moédulo Chemagic®, esta programado para extrair 70 uL de material genético, sendo
que as reacoes de PCR utilizam 10 pL de material genético para a reacdo de HIV/HBV e 10
microlitros para reagao de HCV/Malaria; dessa maneira, da placa de elui¢ao da extragdo hd um

volume remanescente em torno de 50 pL (considerando a variagdo de volume). Assim, o DNA
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foi fornecido pelo HEMOSC e os pools ¢ o material genético de interesse foram obtidos
conforme protocolo do fabricante.

Quando identificado um poo! positivo por PCR em tempo real (indicando que ha uma
ou mais amostras com a presenca da delecao c.64 80dell7 no éxon 3 no gene SMIMI em
homozigose ou em heterozigose), descrito no item 4.2.2, as seis amostras foram cedidas do
setor de Imuno-hematologia ou de Sorologia, dependendo da disponibilidade da amostra, e
tiveram seu DNA extraido em amostra de sangue tratadas em EDTA ou do soro em amostras
coletadas em tubo com gel separador por metodologia manual utilizando o kit comercial
Wizard® Genomic DNA purification (Promega®) empregando um processo de purificagdo e

precipitacdo, conforme instrugdes do fabricante.

4.2.2 Validagdo das metodologias moleculares

Os testes para a validacdo das metodologias de PCR em tempo real e PCR-RFLP foram
realizados utilizando material genético de amostras de referéncia, conhecidamente portadores
da mutagdo em heterozigose ou homozigose, considerando que o desenho dos iniciadores foi
validado anteriormente por Dezan (2019).

A concentragdo e a pureza do DNA foram calculadas medindo a densidade optica em
260 e 280 nm usando o espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermal Scientific, Uniscience
Inc., Sao Paulo, SP, Brasil). A concentracdo do DNA para as metodologias deve estar entre 20-
150 ng/uL, com grau de pureza aproximadamente 1,80 da relagao 260/280 nm.
Considerando que os pools de DNA, liberados pelo setor de sorologia do HEMOSC, sao
confeccionados com seis amostras, para a validagdo da PCR em tempo real, os pools foram
montados com cinco amostras de plasma de doadores da rotina NAT e o plasma controle (Vel
negativo ou Vel positivo em heterozigose), totalizando seis amostras, sendo esse processo de
extracdo realizado em triplicata. Além disso, para avaliar a reprodutibilidade, foi realizada a
comparagdo do Ciclo de quantificagdo (Cq) em triplicata em pool, com DNA extraido do
plasma e DNA extraido do buffy coat, para amostras Vel negativo e¢ Vel positivo em
heterozigose. Para verificar o consumo de reagentes, o que poderia ocasionar resultados falso-
negativos, foi realizado teste com DNA plasmatico diluido na propor¢do 1:10 e 1:20 para
amostra Vel negativo e Vel positivo em heterozigose. Foi considerada também na valida¢do em
pool a presenca de duas amostras com a delecdo que corresponde os fendtipos Vel negativo e

Vel positivo em heterozigose.
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A PCR-RFLP foi realizada considerando a concentracdo ¢ o volume dos reagentes
recomendados pelo fabricante da enzima e o protocolo descrito por Storry e colaboradores,

2013.

4.2.3 Triagem molecular

Conforme protocolo estabelecido por Dezan (2019), para a reagdo de amplificagdo por
PCR em tempo real foi utilizada a enzima TagMan Fast Advanced (Applied Biosystems —
Thermo Fisher®); os iniciadores (Sigma®), desenhados abrangendo 127pb do éxon 3 do gene
SMIMI (Quadro 1); a sonda (Sigma®) marcada pelo fluoréforo FAM (Carboxyfluorescein),
desenhada para hibridizar a extremidade 3' e reconhecer a sequéncia de nucleotideos existentes
apenas nos individuos portadores da delecdao de 17nt (Figura 7); e o DNA extraido do pool de
seis plasmas de doadores de sangue (Quadro 1). A reacdo foi colocada no equipamento ABI
7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher®) com programacao de 95°C por 10 minutos e
50 ciclos de 95°C por 15 segundos e 62°C por 1 minuto. As amostras dos pools com resultados
positivos tiveram seu DNA extraido de forma individual e foram genotipadas novamente por
PCR em tempo real nas mesmas condicdes para selecionar a(s) amostra(s) que apresenta(m) a

delecao em homozigose ou heterozigose.

Quadro 1 — Protocolo para PCR em tempo real para pesquisa da delecdo c.64 80dell7 e
sequéncia dos iniciadores e da sonda utilizados.

Insumo Volume / Concentracao
TagMan Fast Advanced 10 uL
Iniciador: SMIM1 Vel senso
5'-CCACTATAGTAGGTGGGAGGA - 3 0,5uL/250nM
Iniciador: SMIM1 Vel antissenso
5'- TCTCTGGAGGGAGACACC - 3’ 0,5uL/250nM
Sonda: SMIM1_Velneg/FAM
FAM-AGCAGGGACGGAGTCCAG-TAMRA 0,5uL/250nM
Volume do MIX 11,5 uL
Volume do DNA 8,5 uL
Volume final 20 uL

Fonte: Extraido de Dezan, 2019.
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Figura 7 — Ilustragdo do desenho da sonda utilizada para triar os doadores com a presenca da
delegdo c.64 80dell7 no gene SMIMI e esquema de como ocorre parte da reagdo, com a
fluorescéncia esperada. O destaque em azul corresponde ao gen6tipo VEL*01.01 e em vermelho
VEL*01.01/0IN.01 ou VEL*0IN.01/0IN.01.
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4.2.4 Triagem sorologica

O teste soroldgico para o antigeno Vel foi realizado nas amostras com tipagem ABO
classificada como B ou O que apresentaram a dele¢do c.64 80dell7 identificadas por meio de
PCR em tempo real, considerando que o antissoro humano com a presenga de anticorpos de
especificidade anti-Vel apresenta a tipagem sanguinea B. Foi realizada a metodologia indireta
da antiglobulina na técnica de gel-centrifugacdo com um soro proveniente de um receptor
aloimunizado com a presenca de anticorpos de especificidade anti-Vel (titulo 4; escore 26)! e
com tipagem sanguinea B.

Para a fenotipagem foi adicionada a suspensdo de heméacias em solucdo de baixa forga
ionica a 1% ao cartdo LISS-Coombs (Grifols®) e 25uL do soro humano com a presenga de
anticorpos de especificidade anti-Vel. Apos incubagdo e centrifugacdo, a reatividade foi
classificada por observacao da presenca ou auséncia de aglutinacdo. Independentemente do
resultado da sorologia a metodologia de PCR seguida de andlise do polimorfismo dos

fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) foi aplicada.

! Escore: soma do valor numérico atribuido (pontuagdes) por observagdes macroscOpicas que avaliam a
caracteristica da aglutinacdo e o sobrenadante da reacdo. Manual técnico da AABB, 2020.
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4.2.5 Classificagdo da zigozidade

Apos identificar pela metodologia de PCR em tempo real a amostra com a presenga da
delecao, foi realizada a PCR convencional para classificar o doador em homozigoto ou
heterozigoto para a dele¢do, empregando PCR-RFLP, conforme descrito por Storry e
colaboradores (2013) e Dezan (2019). Todas as reagdes foram realizadas em paralelo com
amostras controle que apresentam a presenca da delegdo em homozigose ou em heterozigose.

O protocolo consiste na adicdo dos reagentes, conforme descrito no Quadro 2, com o
seguinte programa no termociclador: 94°C por 10 minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 segundos,
64°C 30 segundos, 72°C por 72 segundos; e 72°C por 3 minutos. Ap6s amplificagdo, o produto
de aproximadamente 1.200 pb foi visualizado em eletroforese em gel de agarose a 2%. As
bandas de DNA foram detectadas pela exposi¢do a luz ultravioleta (UV) apds utilizagdo do

corante fluorescente brometo de etidio.

Quadro 2— Protocolo para PCR-RFLP para pesquisa da zigozidade da delegdo c.64 80dell7.

Insumo Concentracao
Agua livre de nuclease
Tampao 10X
MgCl, 50 mM
dNTP 0,2 mM
LOC388588-3 (Sigma®)
5'- CTGGAGTGTGCTGGAAGGA - 3’ 10 ng/uL
LOC388588-5 (Sigma®)
5'- AGAGAGGAGGCTGTAGCTG - 3’ 10 ng/uL
Taq Polymerase (Invitrogen®) S5U/uL
Volume do MIX 20 uL
Volume do DNA 5uL
Volume final 25 uL

Fonte: Adaptado de Storry et al., 2013 e Dezan, 2019

A etapa de fragmentacdo enzimatica consiste em adicionar 10 pL do produto
amplificado por amostra e incubar por 1 hora a 37°C com 0,5 pL da enzima de restrigdo Styl-
HF (Biolabs®). A visualiza¢do foi realizada apds a eletroforese em gel de agarose a 2%. Em
amostras heterozigotas ocorreu a fragmentagdao na sequéncia C/CWWGG (Figura 8), sendo
possivel visualizar duas bandas (800 pb e 400 pb). Em amostras homozigotas ndo ocorre a

digestdo enzimatica mantendo-se o fragmento de 1.200 pb.
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Figura 8 - Ilustragdo do local de corte da enzima de restrigdo Sty/-HF em amostra com a
presenga da delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI em heterozigose, VEL*01.01/0IN.01,
formando um produto com 800 pb e 400 pb. Em VEL*0IN.01/0IN.0I ha a delecao dos 17
nucleotideos e nao ha o sitio de restri¢ao.
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4.2.6 Estudo familiar

Apos identificar os doadores com o fenotipo, deduzido do gendtipo, Vel negativo foi
realizado o estudo familiar com anonimizac¢ao dos dados (Apéndice B) e aplicagdo do TCLE
(Apéndice C).

A comunicacao foi realizada por meio do doador e foram convidados os irmdos para
participarem da pesquisa. Foi explicado detalhadamente que possuem uma maior probabilidade
de serem portadores desse fenotipo raro e informados os procedimentos necessarios para a
realizacdo da coleta de amostra de sangue, com agendamento da data, horério e local.

A amostragem dessa etapa considerou os doadores que desejaram envolver a sua familia

e os familiares dispostos a participar.

4.3 ANALISE DE DADOS

A confecgdo do banco de dados e a analise estatistica foi realizada com o auxilio dos
programas Microsoft Excel 2016, Stata 13.0 e MedCalc 22.0. A razao dos riscos no segundo
periodo comparado com o primeiro foi determinada por meio da regressdo de Poisson com
intervalo de confianca de 95%, enquanto a associacdo entre a frequéncia e a naturalidade dos

doadores de sangue foi verificada pelo teste de Qui-quadrado. Para a andlise descritiva dos
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dados foi determinada a frequéncia da presenca dos alelos mutados na populagdo de Santa
Catarina por contagem direta.

Considerando que a informacao étnico-racial ¢ um fator limitante na extra¢do dos dados
do sistema informatizado do HEMOSC, nao sendo tratado como uma informagao essencial no
momento do cadastro dos doadores, foi definido um mapa de Santa Catarina com regides
relacionando a residéncia e o local de doagdo (Figura 9). Com essa informagdo foi possivel
determinar as regides do estado e, assim, associar a presenca da dele¢do c.64 80dell7 com a
naturalidade dos doadores de sangue e com a caracteristica étnico-racial autodeclarada branca
da populacdo de Santa Catarina do tltimo censo (2022) publicado pelo IBGE (IBGE, 2023).

A defini¢do dos municipios de abrangéncia para cada um dos hemocentros que
compdem a rede estadual de servicos de hemoterapia foi estabelecida levando-se em
considera¢do o local (hemocentro) em que as populacdes que ndo possuem hemocentro nas suas
cidades realizaram mais doagdes de sangue nos ultimos 10 anos (periodo entre 01/01/2014 e

31/12/2023) para cada um dos 295 municipios catarinenses (Figura 9).

Figura 9 — Subdivisdo do Mapa de Santa Catarina de acordo com a residéncia e o local onde
ocorreu mais doagdo de sangue no periodo (01/01/2024 a 31/12/2023). Os hemocentros e
unidades de coletas estdo destacados com a sua localizagdo aproximada.
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4.4 ASPECTOS ETICOS
Este estudo teve inicio apds a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do HEMOSC

e da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH). Foi aprovado pelos Comités de Etica
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em Pesquisa a dispensa da aplicagdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
para os doadores, por tratar-se de um estudo em que os dados serdao obtidos de forma anénima
e que ndo ha intervencdes clinicas ou alteragdes na rotina/tratamento do participante de
pesquisa, sem adi¢do de riscos ou prejuizos ao bem-estar dos participantes.

Considerando o baixo numero de pessoas sabidamente com o fenoétipo Vel negativo ou
com baixa expressao, poderd haver o risco, mesmo que pequeno, de quebra de sigilo de forma
involuntaria ou ndo intencional. Dessa maneira, para os controles negativos ou com baixa
expressio foi aplicado o Termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A). Mesmo
assim, as amostras foram processadas através de cddigo de barras, ndo permitindo a
identificacdo nominal dos doadores.

As amostras sdo processadas rotineiramente no HEMOSC apenas com codigo de barras,
nao permitindo a identificagdo nominal dos doadores. Nas circunstancias em que foi necessario
acesso ao sistema, foi realizada a anonimizag¢ao dos dados por dois colaboradores do HEMOSC,
com composicio de um banco de dados que nio identificasse os doadores (APENDICE B).

Para o estudo familiar foi aplicado o TCLE (APENDICE C), assegurando a manuteng&o

da privacidade e a confidencialidade dos dados acessados e/ou coletados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO DAS METODOLOGIAS MOLECULARES
5.1.1 PCR em tempo real

A validagdo da estratégia de genotipagem em pool utilizada durante a atribui¢cao dos
resultados da PCR em tempo real para identificar a delecao c.64 80dell7 no gene SMIMI
demonstrou ser eficaz e precisa na identificacao de doadores com fenotipos Vel negativos e Vel
positivo em heterozigose. Durante a validagao, todos os pools contendo as amostras Vel com a
delegdo foram identificados corretamente. Nao foram obtidos resultados de pool falso-
positivos, proporcionando 100% de sensibilidade e especificidade para este teste.

Com a validagao foi possivel demonstrar a reprodutibilidade e estabelecer o valor médio
do Cq, considerando a média dos valores obtidos em triplicata, para DNA plasmatico em pool,
DNA extraido do plasma e DNA extraido do buffy coat, para amostras com a presenca de
delegdo c.64 80dell7 no éxon 3 do gene SMIMI em homozigose e heterozigose (Tabela 1). A

Figura 10 demonstra graficamente o comportamento ao término da rea¢do, com a utiliza¢do da
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atividade 5' exonuclease da Taq DNA polimerase em sondas marcadas com corantes
fluorescentes para amostras com a presenga de delegdo dos 17nt mencionada em homozigose e

em heterozigose.

Tabela 1 - Determinagao do Ciclo de quantificagdao (Cq) médio da PCR em tempo real utilizada
para detectar a delecdo de 17 nucleotideos no éxon 3 do gene SMIMI em homozigose e em
heterozigose.

c.64_80dell7 Determinaciio do Ciclo de quantificaciao (Cq)

DNA em pool de DNA plasmatico DNA extraido do Buffy
no gene Controle
SMIMI plasma com 1 amostra de amostra com coat de amostra com —
com c.64_80dell7 c.64_80dell7 c.64_80dell7
28,75 23,37 23,10
Homozigoto 27,79 2421 23,57
27,42 25,57 21,83
Cq médio 27,99 24,38 22,83 Nao
33,61 29,34 34,71 detectado
Heterozigoto 30,44 25,29 35,98
32,78 27,56 35,82
Cq médio 32,28 27,40 35,50

Figura 10 — Graficos de amplificagdo da PCR em tempo real utilizada para detectar a delecao
c.64 80dell7 no gene SMIM1 em amostras heterozigotas e homozigotas.
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A: DNA em pool de plasma com uma amostra com gendtipo Vel negativo e A: DNA em pool de plasma com uma amostra com gendfipo Vel positive em

cinico amostras com gendtipo Vel positivo em heterozigose. B: DNA plasmdtico  heterozigose e cinco amostras com genotipo Vel positivo em heterozigose. B:

de amostra com gendtipo Vel negativo. C: DNA extraido do Buffy coat de DNA plasmdtico de amostra com gendtipo Vel positivo em heterozigose. C:

amostra com genotipo Vel negativo. DNA extraido do Buffy coat de amostra com gendtipo Vel positivo em
heterozigose.

Resultados falsos negativos nao sdo esperados, considerando a frequéncia esperada da
alteracdo génica e os resultados obtidos na validagcdo. A diluicdo do DNA plasmatico Vel

negativo em heterozigose ¢ homozigose na proporcao 1:10 e 1:20 ainda demonstra reatividade
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(Figura 11). A reagao também demonstrou ser eficiente, com a utilizacdo de duas amostras

apresentando a deleg¢do avaliada no mesmo pool, ou seja, com sete amostras (Figura 12).

Figura 11 - Graficos de amplificacdo da PCR em tempo real utilizada para detectar a delegao
c.64 80dell7 no gene SMIMI com utilizagdo de amostra diluida.
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Legenda: A: DNA plasmatico de amostra com genotipo Vel negativo e dilui¢do de 1:10. B: DNA
plasmatico de amostra com genotipo Vel positivo em heterozigose e diluicdo de 1:10 C: DNA plasmatico
de amostra com gendtipo Vel negativo e dilui¢do de 1:20. D: DNA plasmatico de amostra com genotipo
Vel positivo em heterozigose e dilui¢do de 1:20.

Figura 12 - Gréfico de amplificagdo da PCR em tempo real utilizada para detectar a delegado
c.64 80dell7 no gene SMIMI com utilizagdo de DNA em pool de plasma com uma amostra
gendtipo Vel negativo, uma amostra com gen6tipo Vel positivo em heterozigose e cinco
amostras com gendtipo Vel positivo em homozigose.
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A validagao da metodologia de PCR em tempo real para triagem de doadores com
fenétipo Vel negativo utilizando pools de plasmas demonstra ser um método rapido e

precisoquando comparado com as técnicas sorologicas.

5.1.2 PCR seguida de analise do polimorfismo dos fragmentos de restri¢do

A PCR-RFLP foi validada considerando a concentragdo o volume dos reagentes e o
tempo de incubagdo com a enzima de restrigdo recomendados pelo fabricante e o protocolo
descrito por Storry e colaboradores, 2013. A especificidade do iniciador foi testada com os
controles positivos (material genético contendo a delegdo c.64 80dell7 no gene SMIM1 em
homozigose e em heterozigose) e negativo (material genético sem a presenga da delegdo
c.64 _80dell7 no gene SMIM]I). Foi utilizado também branco da reagdo contendo apenas os

reagentes da PCR (Figura 13).

Figura 13 — Anadlise de restri¢ao dos produtos de PCR para definicao da zigosidade da delecao
c.64 80dell7 no gene SMIM].

1200pb =
800pb

400pb —»

Legenda: 1 — padrdo de tamanho molecular de 100 pb, 2 — produto da PCR; 3 - amostra sem a presen¢a
da delegdo (positiva em homozigose), controle negativo,; 4 — amostra com a dele¢do em heterozigose,
controle positivo, 5 - amostra com a dele¢do em homozigose, controle positivo,; 6 — branco da reagdo.

Para a digestdo com a enzima Sty/-HF nao foi observada diferenca utilizando os tempos
de incubacdo de 1h e de 5h para as amostras testadas, sendo validado com os controles.
Considerando que ndo houve diferenca com os tempos de incubagdo, atribuiu-se o tempo de 1h

de digestao para as analises (Figura 14).
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Figura 14 - PCR convencional tratada com enzima de restricdo Sty/-HF utilizada para verificar
a zigosidade da delecdo de 17 nucleotideos no éxon 3 do gene SMIM1 com diferentes tempos
de digestao.

A) Digestido do produto da PCR com  B) Digestdo do produto da PCR
a enzima Styl-HF por 1h com a enzima Styl-HF por Sh.

Legenda: 1,3 — amostra com a dele¢do em homozigose; 2 — amostra com a delecio em
heterozigose; 4 — controle positivo com a dele¢do em heterozigose; 5 — controle positivo com a
dele¢do em homozigose; 6 - padrao molecular de 100 pb.

A validag@o da PCR com posterior digestdo da enzima de restri¢ao Styl-HF apresentou
resultado suficiente para diferenciagdo das amostras com a presenga da delecdo c.64 80dell7
no gene SMIMI em homozigose (fendtipo Vel negativo) e em heterozigose (fenotipo Vel

positivo).

5.2 ANALISE DOS RESULTADOS MOLECULARES

A triagem molecular para delegdo c.64 80dell7 no gene SMIM1 foi realizada em 17.472
amostras de doadores de sangue. No periodo 1 foi realizada a pesquisa em 13.048 amostras de
doadores de sangue da hemorrede de Santa Catarina que doaram sangue no periodo. Com esse
nimero amostral foi possivel determinar que os hemocentros de Blumenau, Criciima, Joinville,
Lages e Chapeco possuiam maior frequéncia para a caracteristica avaliada. Dessa maneira, no
segundo momento (periodo 2), a andlise foi concentrada em 4.424 amostras dessas regides
(excluindo os doadores que realizaram a doa¢do em Floriandpolis e em Joacaba). A tabela 2
apresenta o niimero amostral analisado, sendo que o local de doagdo de Blumenau possui a

maior frequéncia para a delecdo e Lages possui a maior probabilidade de localiza¢ao do alelo
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mutado na populacao por 100.000 habitantes; com uma relagao linear entre a frequéncia alélica

e a probabilidade (Tabela 2; Grafico 1).

Tabela 2 — Descricao, de acordo com o local de doagdo de sangue, do niumero de amostras
analisadas com a atribuicdo da zigozidade para a delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI,
defini¢do da frequéncia e a probabilidade por 100.000 habitantes. Identificagdo por escala
gradual de cores.

Genoétipo Vel
Probabilidade (%)
locali
Localde |8 Homozigoto Frequéncia | Homozigoto Total de de localizar o
~ 3 X Alelo . alelo mutado na
doacdo de | ‘T | Heterozigoto para a alélica da sem a amostras N
sangue & deleci mutado deleci deleci populacio /
g S s s 100.000 habitantes
n.° n.° n.° (%) (%) n.° n.° n.° n.°
1 45 1 0,98 2361 2407
Bl 42 > 1,14 3581
amenan 35 0 149l 1138] 1174 559
Chapecé L 27 0 13 0.98 0,93 1345 1372 1783 2,75
2 6 0 0,73 405 411
Cricitima L 43 ! 34 1,01 1,05 2176| 2220 3205 6,83
2 22 0 1,12 963 985
Floriandpolis |1 34 0 14 0,52 0,52 3220| 3254| 3254 1,74
Joagaba 1 7 0 3| o058 052 595 602 602 0,36
Joinville ! 35 2 33 0,84 0,84 2285| 2322 3709 4,37
2 23 0 0,83 1364 1387
Lages ! 18 0 15 1,03 1,08 853 871 1338 7,53
2 9 1 1,18 457 467
Total (n.°) 304 5
Total (%) 1,74% 0,03% 0,90%]| 0,90% 17162 17472

Grafico 1 — Relacdo (linha vermelha) entre a frequéncia alélica da dele¢ao c.64 80dell7 no
gene SMIM1 e a probabilidade de localizar o Vel mutado, considerando os hemocentros de

doacdo de sangue de Santa Catarina.
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A probabilidade da localiza¢do da delegdao c.64 80dell7 no periodo 1 foi de 0,8315%
(IC 95%, 0,7281-0,9494) e no periodo 2 de 1,096% (IC 95%, 0,8985-1,336). A diferenga dos
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riscos (periodo 2 versus periodo 1) foi 0,2647% (IC 95%, 0,02142-0,5081) e a razdo dos riscos
1,3184 (IC 95%, 1,034-1,6728). Dessa maneira ¢ possivel afirmar que a identificacdo da
muta¢do aumentou, na média, 31,84% no periodo 2 comparado com o periodo 1. Isto demonstra
que a estratégia de selegdo dos hemocentros de acordo com os resultados do periodo 1,
considerando maior frequéncia da mutagao, foi eficiente.

Foi observado um aumento na altura da curva de amplificacdo nas amostras com a
presenca da delecdo c.64 80dell7 no gene SMIM1 em homozigose, quando comparado com as
outras amostras que possuem a delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI em heterozigose,
podendo estar relacionado com a presenca do alvo em maior quantidade considerando que ha a
dele¢do nos dois alelos (Figura 15) e ser um fator a ser considerado na priorizacdo dessas
amostras para classificacdo da zigozidade, quando ha necessidade de localizagdo mais rapida
desses doadores. O Cq das amostras com a delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI em
homozigose variou de 20 a 28, sendo que algumas amostras em heterozigose também
apresentaram esses valores, dessa maneira ndo ¢ possivel inferir que a homozigose esta

relacionada com o Cq da reacao.

Figura 15 — Comparativo entre os graficos de amplificagdo da PCR em tempo real utilizada
para detectar a dele¢do c.64 80dell7 no gene SMIM1 em heterozigose e em homozigose.

- A e B
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Legenda: A, B, C, D, E: DNA de amostra com gendtipo Vel negativo. *: DNA da amostra de referéncia com
genotipo Vel em heterozigose para a deleg¢do c.64_80dell7. **: DNA da amostra de referéncia com genotipo Vel
em homozigose para a deleg¢do c.64_80dell7.
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A média, mediana ¢ a moda do Cq dos pools reativos para a delecdo para as trés
categorias foi de 34, com valor maximo e minimo de 42 a 24, respectivamente. As 17.472
amostras constituiram 2.912 PCRs realizadas em pools, sendo que 290 pools apresentaram a
delecao c.64 80dell7 no gene SMIM] e as amostras foram estudadas individualmente. Havia
26 pools com mais de uma amostra com a delecdo. A delegao c.64 80dell7 foi encontrada em
homozigose em cinco amostras (0,03%; 1:3.994) e as outras 304 amostras (1,74%; 1:57) foram
classificadas como heterozigotas para a delecao c.64 80dell7. Considerando o gene testado,
34.944 analises foram realizadas e 314 (1:111) apresentaram a delecdo estudada em
homozigose ou heterozigose, apresentando uma frequéncia alélica de 0,90% (Tabela 02).

Os cinco doadores identificados como Vel negativos, respeitando a anonimizagdo de
dados, foram informados que possuem um sangue raro, consentiram o registro no CNSR ¢ a
coleta de outra amostra de sangue. Essa amostra foi utilizada para realizacdo da fenotipagem
estendida (para os antigenos: C, ¢, E, e, K, Fy?, Fy®, Jk? Jk®, S, s) e para a pesquisa de anticorpos
irregulares por outras duas metodologias distintas a que ¢ utilizada na triagem dos doadores.
Além disso, os doadores de sangue raro foram esclarecidos que a doagdo de sangue ¢
recomendada que seja realizada somente quando exista uma demanda transfusional e da
importancia de manter o cadastro atualizado (em caso de mudanga de endereco ou telefone).
Além disso, também foram esclarecidos sobre a relevancia de informar a equipe clinica, caso
precise receber transfusdo de concentrado de hemdcias (Apéndice D).

Diferentes alelos podem ser testados simultaneamente nos ensaios multiplex com PCR
em tempo real ou em andlise de arranjo de DNA, otimizando a busca genética de doadores
raros. Até o momento, o antigeno Vel ndo estd incluso em nenhum painel comercial dessas
metodologias, limitando a analise pelas técnicas de PCR convencionais e sorologia. As técnicas
soroldgicas sdo trabalhosas com possiveis erros de interpretagdo dos resultados, considerando
a varia¢do na expressao antigénica. A metodologia aplicada neste estudo ¢ uma alternativa para
identificar doadores Vel negativos que utiliza uma estratégia de alto rendimento. A
genotipagem com o material genético em pool utilizada no ensaio da PCR em tempo real para
identificar a delecao c.64 80dell7 no gene SMIMI demonstrou ser eficaz na identifica¢do de
doadores com Vel negativo e Vel positivo em heterozigose, além de, economicamente atrativa,
por utilizar o acido nucleico purificado da rotina do NAT que seria descartado. O uso de
ferramentas moleculares tem sido essencial na rotina dos laboratérios de Imuno-hematologia,

aumentando a segurancga e eficicia transfusional em receptores politransfundidos.
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5.3 TRIAGEM SOROLOGICA PARA O ANTIGENO VEL

A expressao do antigeno do grupo sanguineo Vel foi determinada em 146 amostras (com
tipagem sanguinea B ou O e que apresentaram a delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI
identificada por PCR em tempo real) utilizando o ensaio de aglutinacdo a base de gel-
centrifugacdo, com frequéncia de 98,63%. Nas amostras analisadas a reatividade variou de

negativo a 2+ com intensidade forte, nenhuma amostra apresentou resultado falso negativo

(Figura 16).

Figura 16 - Fenotipagem representativa utilizando soro anti-Vel humano com a suspensdo de
hemaécia com tipagem B ou O em teste em gel-centrifugagcdo. A aglutinagdo foi categorizada
em intensidades de reacdo, variando de negativa (0) a positiva (2+) - podendo ainda ser
subclassificada como forte (s) ou fraca (w).

Resultado ¥ + + - + + + + ot & - + 4+

Intensidade
da reacdo

4% 24 24w 0 24 Qs I+ 1+ 1+ 2+ 0 1+ 2+

A técnica soroldgica para avaliagio do antigeno Vel ¢ propensa a variagdes na
interpretagdo dos resultados e, portanto, pode acarretar resultados falso-negativos,
principalmente devido a grande variagdo na expressdo do antigeno, associado com
polimorfismos especificos no intron 2 do gene SMIMI. Estudos demonstram uma forte
associagdo entre a expressao do antigeno Vel com a presenca da delecdo (c.64 80del) no gene
SMIM1 em heterozigose € do SNP rs1175550 em haplétipos ndo deletados, embora outros
polimorfismos possam estar relacionados e a causalidade ndo ¢ totalmente clara (Cvejic et al..,
2013; Haer-Wigman et al.., 2015; Wieckhusen et al.., 2015; Christophersen et al.., 2017;
Arnoni et al.., 2019). Para avaliagdo dos resultados encontrados seria necessario fazer o
sequenciamento genético.

Os resultados apresentados da determinagao sorologica sao uma complementacao apos

a triagem molecular com posterior determinacao da zigozidade para a delecdo c¢.64 80dell7 do


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Christophersen%20MK%5BAuthor%5D
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gene SMIMI e podem ser considerados complementares ao estudo, ndo sendo observados

resultados falsos negativos.

5.4 ASSOCIACAO COM A NATURALIDADE

A populagdo brasileira apresenta origem étnica heterogénea, resultante de intenso
processo de miscigenagdo, caracterizado pelo alto grau de mistura entre individuos de
descendéncia europeia, africana e indigena. Adicionalmente, a vasta extensdo territorial do
Brasil permitiu que a imigra¢ao dos diferentes grupos étnico-raciais ocorresse de forma desigual
entre as regides do pais, o que contribuiu para a variacdo étnica regional também observada
(Figura 17) (IBGE, 2023). Devido a grande variabilidade genética da populacdo brasileira,
encontrar sangue compativel para atender & demanda para os receptores que necessitam de

sangue raro tem sido um desafio significativo no Brasil.

Figura 17 - Mapa a esquerda apresenta a cor/raga predominante no Brasil e a direita a proporg¢ao
da populagdo branca residente no Brasil. Dados provenientes do Censo de 2022.
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Fonte: IBGE, 2023

Segundo uma meta-andlise que compilou varios estudos sobre ancestralidade genética
da populagdo brasileira, a regido Sul do Brasil teve uma maior contribuicao de origem europeia
quando comparada com as outras regides brasileiras (Grafico 2) (Moura et al.., 2015). De
acordo com o ultimo censo publicado, Santa Catarina ¢ o segundo estado do pais com maior
percentual de populacdo com identificacdo étnico-racial branca (76,3%) (Grafico 2), atras apenas

do Rio Grande do Sul (78,4%) (IBGE, 2023).
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Grafico 2 — Distribuicdo percentual da populacio residente, por cor ou raga, no Brasil, nas
grandes regides e no estado de Santa Catarina.
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Fonte: dados extraidos do Censo 2022 (IBGE,2023)

Hé uma maior frequéncia do fen6tipo Vel negativo no estado quando comparado com o
unico estudo equivalente em tamanho amostral realizado no pais, o que esta relacionada
diretamente com os dados populacionais descritos. No estudo citado foram localizadas 208
amostras (0,4% 1:122) heterozigotas e duas amostras homozigotas (0,008 1:12.611) para a
delecao em 25.322 amostras analisadas de doadores de sangue no sudeste do Brasil (Dezan,
2019). Outro estudo publicado por Arnoni e colaboradores (2019) utilizando quantidade menor
de amostras de doadores de sangue do sudeste brasileiro (n: 1.995) ndo localizou nenhum
doador homozigoto para o alelo SMIM1*64_80del. No sul do Brasil foi realizado em 2016 um
estudo do tipo coorte com 448 amostras de doadores de sangue e foi determinada a frequéncia
alélica de 1,12% e ndo foram localizados doadores com a delegao em homozigose (Costa et al..,
2016). Quando comparados os dados com estudos internacionais, ¢ importante destacar que
devido a miscigenacdo da populacdo brasileira, podem ocorrer diferengas nos valores
encontrados. Na populagdo europeia ha uma variagao de 1,46% a 2,90% (Wieckhusen et al..,
2015), diferindo da variagdo encontrada em estudos realizados em paises na Africa e na Asia,

nos quais foram relatadas frequéncias alélicas de 0,56 e 0,60%, respectivamente (Aniweh et
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al.., 2019). Esses dados sugerem maior expressao de SMIMI1 e menor frequéncia de individuos
Vel negativos na populacdo afro-americana em comparacao com a caucasiana. Apesar de estar
de acordo com a literatura, os tamanhos amostrais, particularmente para a Africa, usados nesses
estudos podem ser considerados pouco representativos da populacao africana (Wieckhusen et
al.., 2015; Aniweh et al.., 2019).

E possivel observar que ha uma correspondéncia entre a distribui¢do da populagio com
identificacdo étnico-racial branca em Santa Catariana (Figura 18 A) e a localizagdo dos
doadores que apresentam a delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI em heterozigose e
homozigose (Figura 18 B) (Gréfico 3). Quando analisada a Figura 18 C essa correlagdo nao
parece estar diretamente relacionada para todas as regides, fato esse que pode ser explicado pela
influéncia da naturalidade de outros locais, principalmente pessoas vindas do Parand, do Rio
Grande de Sul e de Sao Paulo, além da propria migra¢do dentro do estado (Tabela 3). Para
regido de Joinville ndo € observada uma correlacdo direta entre a porcentagem de individuos
caucasianos ¢ a presenga da delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI em heterozigose e
homozigose; porém a alteracao dos doadores de Joinville foi identificada em individuos com
naturalidade principalmente de Blumenau, Chapeco e Criciima. O mesmo ocorre para a regiao

de Lages, onde hd uma contribuicao do estado de Sao Paulo (Tabela 3).

Grafico 3. Grafico de dispersao relacionando a propor¢ao de individuos identificados como
portadores da delecdo c.64 80dell7 no gene SMIMI em heterozigose e homozigose ¢ a
identificacao étnico-racial branca com os dados extraidos do Censo de 2022 (IBGE, 2023).
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Figura 18. Mapas geografico do estado de Santa Catarina demonstrando a distribui¢do da identificagdo étnico-racial branca segundo dados do
Censo 2022 e a naturalidade e a frequéncia da dele¢do c.64 80dell7 no gene SMIMI em heterozigose e homozigose nos doadores de sangue,

segundo o estudo realizado.
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por corfraca branca. Dados extraidos do Censo, 2022 (IBGE, 2023)
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Tabela 3. Dados, por hemocentro, da populagdo total e com identificagdo étnico-racial branca
de Santa Catarina; relacionado com o numero de alelo mutado (delecdo c.64 80dell7 no gene
SMIM]1 em heterozigose e homozigose) e a frequéncia alélica. Identificagao por escala gradual
de cores. Dados da populacio extraidos do Censo de 2022 (IBGE, 2023).

Alelo mutado com
naturalidade externa a
Populacio branca| Alelo Santa Catarina Alelo mutado
Hemocentro Populagio mutado Outro | / populacio L I
total RS | PR | sP POPWIACA0 |\ cica (%)
(n.°) s branca (%o)
i Total de amostras testadas
Numero %
1432 1423 790| 1374
Blumenau 1434122 1125043 | 78,45% 42 14 12 11 3,73% 1,14
Chapeco 980580| 725134| 73,95% 13 4 1,79% 0,93
Criciima 938458| 783219 83,46% 34 4,34% 1,05
Florian6polis 1956590 1474169| 75,34% 17 1,15% 0,52
Joagaba 497198 349120| 70,22% 3 1 0,86% 0,58
Joinville 1418219 1075469 75,83% 33 3,07% 0,84
Lages 385194 273398( 70,98% 15 6 5,49% 1,08

A andlise estatistica comparando a probabilidade de localizar a delecdo c.64 80dell7
no gene SMIMI com Santa Catarina e Rio Grande do Sul, Paran4, Sao Paulo ou com outros
estados (Tabela 3) apresentou resultado significativo apenas quando comparado com Rio
Grande do Sul (p=0,0161). O Odds Ratios (OR) com intervalo de confianga de 95% demonstra
que os doadores com naturalidade do Rio Grande do Sul tém 1,54 (1,08-2,19) vezes mais
chances de possuirem a delegcdo. Isso pode estar relacionado com a maior frequéncia da
populagdo com identificacdo étnico-racial branca na regido, mas também com o tamanho
amostral dos outros locais. O grafico 4 demonstra a probabilidade (com IC 95%) da localizagao
a delegdo c.64 80dell7 no gene SMIMI considerando o estado de Sao Paulo, Parana, Rio

Grande do Sul, Santa Catarina e outros estados.

Grafico 4 — Probabilidade de localizar a delecao ¢.64 80dell7 no gene SMIM1 considerando o
estado brasileiro de estudo.
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5.5 APLICABILIDADE DO RESULTADO

O fluxo para abastecimento da demanda de sangue raro ¢ direcionado pelas atividades
exercidas, em diferentes niveis de complexidade, pelos servigos de hemoterapia que compdem
a Rede de Servigos de Hemoterapia.

O servico de hemoterapia, ao identificar a necessidade de transfusdo de um paciente
portador de sangue raro, deve solicitar suporte técnico-laboratorial ao Servigo de Hemoterapia
de Referéncia Estadual de seu estado para confirmagao diagnostica e discussao sobre possiveis
alternativas terapéuticas a transfusdo. Ap6s a confirmacdo da demanda justificada de sangue
raro e ndo havendo a possibilidade de recrutar doadores a nivel regional, cabe ao Servigo de
Hemoterapia de Referéncia Estadual solicitar formalmente a consulta ao CNSR. Para
solicitacao formal de consulta ao CNSR, o Servigo de Hemoterapia de Referéncia Estadual, em
conjunto com o servico de hemoterapia solicitante, deve fornecer informagdes clinicas e
laboratoriais relevantes para o processo de atendimento a demanda por sangue raro (Ministério
da Saude, 2022).

Durante o desenvolvimento deste trabalho houve uma demanda de sangue com
fenotipagem Vel negativo em outro estado. Somente trés, dos cinco doadores identificados
anteriormente e cadastrados no CNSR possuiam a tipagem sanguinea necessaria, porém
nenhum estava apto para a doagdo. Por meio da solicitagdo da CGSH/MS foi fornecido em
carater emergencial um concentrado de hemacias Vel negativo identificado nesse estudo, que
segundo a equipe clinica que atendia ao receptor, auxiliou diretamente no aporte de oxigénio

necessario naquele momento.

5.6 ESTUDO FAMILIAR

Existem diferentes maneiras de triagem para localizacio de um sangue com
caracteristica rara. A busca familiar ¢ uma das principais estratégias recomendadas para
encontrar o fendtipo raro de interesse quando comparada com a busca aleatdria nos doadores.
Quando se trata de antigeno de alta frequéncia, a probabilidade de irmaos apresentarem o
fenotipo negativo para o antigeno correspondente ¢ de no minimo 25% (Ministério da Saude,
2022), frequéncia essa muito maior do que a triagem aleatoria na populacdo de doadores.

Com a busca familiar nos irmdos foi possivel localizar mais dois individuos Vel
negativos (Quadro 3), que também consentiram a inclusdo dos seus dados no CNSR.

Considerando que um deles ndo reside em Santa Catarina, a solicitagdo de insercdo desse
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individuo foi realizada ao Hemocentro de referéncia do Rio de Janeiro, para o qual foram
repassadas as informacdes.

O estudo familiar demonstrou ser cerca de 1.400 vezes mais efetivo quando comparado
com o rastreio realizado com os doadores de sangue, confirmando que a busca em grupos com
consanguinidade com um doador que possui sangue com caracteristica rara ¢ uma estratégia
mais eficaz. Porém foi necessaria a realizacdo desse estudo inicial da populag@o de doadores de

Santa Catarina para a localizagdo desses doadores de sangue.

Quadro 3 - Estudo familiar dos doadores identificados como Vel negativos.

Doador/a Estudo Familiar Resultado da genotipagem para o antigeno Vel
Niimero de irmdos/as (local) (c.64_80del17 no gene SMIM1) / observacio
1 I (Portugal) Estudo familiar ndo realizado considerando a logistica para
transporte da amostra
2 1 (Criciama/SC) Vel positivo (heterozigoto)
3 1 (Joinville/SC) Estudo familiar ndo realizado por decisdo do doador/a
4 1 (Minas Gerais) Vel positivo (heterozigoto)
1 (Rio de Janeiro) Vel negativo (homozigoto)
5 1 (Sdo José/SC) Vel negativo (homozigoto)

5.7ANALISE SOCIAL E DE CUSTO

Os efeitos clinicos da imunizagao e impactos sobre a gestdo e custos do sistema de satide
sdo potencializados nos casos complexos, como aqueles que envolvem anticorpos contra
antigenos de alta frequéncia na populacdo ou combinagdes de anticorpos contra antigenos
clinicamente significativos. A busca de fendtipos raros precisa ser constante e antecipada a
demanda, para que haja um atendimento de qualidade, com eficacia e seguranca.

Com este estudo foi possivel genotipar 17.472 amostras de doadores no periodo de
estudo para a dele¢do ¢.64 80dell7 no gene SMIMI com um custo aproximado R$ 2,28 por
amostra ¢ uma economia de cerca de R$ 4,77 por amostra, considerando a utilizagdo do material
genético da rotina do NAT.

O investimento econdmico ¢ uma estratégia que precisa ser adotada para atender os
receptores aloimunizados com presteza e agilidade. Outro fator importante a ser considerado ¢
a idade média dos doadores identificados como Vel negativo ¢ de 35 anos, o que possibilita,
quando ¢ realizada a andlise desse critério, a realizacdo de vdarias outras doagdes que sejam

necessarias e podendo ser aplicadas estratégias de fidelizagao desses doadores.
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6 PERSPECTIVAS

J4

O conhecimento das caracteristicas étnico-raciais da populagdo ¢ util para projetar
métodos que concentrem a pesquisa em locais onde ha uma maior probabilidade de localizacao
de doadores de sangue com a caracteristica estudada e posterior realizacao de estudo familiar.
A inclusdo dessa informagdo no sistema informatizado do HEMOSC com capacitagdo da
hemorrede auxiliara diretamente nessa correlagao.

O DNA remanescente pode ser utilizado para identificar outros gendtipos raros de
importancia transfusional pelos hemocentros. O desenvolvimento de painéis comerciais de
genotipagem que incluam diferentes antigenos raros para uso fora de laboratorios de pesquisa,
tornando esta tecnologia mais acessivel para aplicacdo clinica, ¢ uma estratégia que pode ser
adotada para o rastreio em determinadas populagoes.

Além disso, a realizacdo do sequenciamento genético nas amostras com a presenga da
delegdo c.64 80dell7 no gene SMIM1 em heterozigose pode possibilitar a associagdo de novos
polimorfismos que ainda nao estdo descritos na literatura.

E importante também o desenvolvimento de projetos de financiamento por parte do

Ministério da Saude com o objetivo de realizar estudos de importancia para a satide publica.
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7 CONCLUSAO

A estratégia de genotipagem do pool de DNA usando ensaio de PCR em tempo real com
posterior analise de restrigao por PCR-RFLP projetado para identificar a delecdo ¢.64 80del no
gene SMIM1 mostrou-se eficaz e precisa na identificagdo da delecao pesquisada. A utilizagao
do material genético que seria descartado apos os testes de rotina do NAT torna esta técnica
economicamente atraente e superior as técnicas soroldgicas para busca deste fenotipo raro.

Foi possivel determinar a frequéncia do gendtipo que corresponde ao fendtipo Vel
negativo e Vel positivo em heterozigose nos doadores de sangue de Santa Catarina (SC), sendo
que a regido atendida pelo hemocentro de Blumenau apresenta a maior frequéncia, quando
comparada com as demais. Os doadores com o fendtipo raro Vel negativo foram registrados no
cadastro informatizado do HEMOSC e catalogados na base de dados do CNSR, aumentando de
cinco (5) para 12 o numero de doadores com esse gendtipo, contribuindo para o atendimento
aos receptores sensibilizados.

Ressalta-se, ainda, a relevancia do desenvolvimento de estratégias educativas para
captagdo e fidelizacdo de doadores de sangue raro, conscientizando a respeito da importancia

da condic¢ao do doador.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
AMOSTRA DE REFERENCIA

Meu nome ¢ Danielle Siegel, sou Farmacéutica/Bioquimica do Centro de Hematologia
e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC) e fagco mestrado na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Vocé est4 sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Triagem molecular
para o sistema Vel utilizando DNA obtido de pools de plasma de doadores de sangue do Centro
de Hematologia ¢ Hemoterapia de Santa Catarina”, na qual sou a principal responsavel. O
objetivo desta pesquisa ¢ identificar doadores de sangue considerados raros do HEMOSC. Os
resultados oriundos desta pesquisa poderdo ser aplicados, no futuro, para qualidade e seguranga
transfusional dos receptores de sangue e, também, para ampliar a composi¢do do banco de
dados nacional de sangue raro. Vocé foi selecionado por possuir um sangue com caracteristica
rara (fendtipo Vel negativo ou Vel positivo fraco) e que auxiliard na padronizagdo e busca de
mais doadores com essa caracteristica. Sua participacdo € voluntéria e vocé s6 precisa autorizar
a coleta de 25 mL de sangue coletados em tubos contendo o anticoagulante EDTA, em sistema
livie de possiveis contaminantes. As informagdes fornecidas para a pesquisa serao
confidenciais, ou seja, seu nome e todos os seus dados serdo mantidos sob sigilo durante toda
a pesquisa. Todos os pesquisadores e colaboradores envolvidos na pesquisa comprometem-se
com a manutencao da privacidade e a confidencialidade dos dados acessados e/ou coletados,
sejam individuais ou institucionais, preservando sempre o anonimato, conforme preconizados
na Resolugdo 466/12, bem como suas complementares, do Conselho Nacional de Saude e a
Diretriz 12 das Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres
Humanos (CIOMS 2018). Declaramos entender que a integridade das informagdes, a garantia
da confidencialidade dos dados e a privacidade dos individuos que terdo suas informacgdes
acessadas estdo sob nossa responsabilidade. Também declaramos que ndo repassaremos os
dados coletados, o banco de dados em sua integra (ou em parte) a pessoas ndo envolvidas na
equipe do presente projeto de pesquisa. Ainda, os pesquisadores confirmam haver ciéncia de
que os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para este projeto. Todo e qualquer
outro uso que venha a ser planejado, sera, obrigatoriamente, objeto de um novo projeto de
pesquisa, o qual serd submetido a apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos. Os (as) pesquisadores (as) serdo as Unicas pessoas a terem acesso aos seus dados. No

entanto ha, mesmo que pequeno, o risco de ocorrer a quebra de sigilo de forma involuntaria ou
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nao intencional, considerando o baixo nimero de pessoas sabidamente com o fenotipo Vel
negativo ou com baixa expressdo, mas tentaremos evitar a0 maximo que isto ocorra. As
amostras serdo processadas codificadas, ndo permitindo a identifica¢gdo nominal dos doadores.
Os resultados dessa pesquisa serao divulgados com objetivo cientifico e poderdo ser utilizados
para a publicacdo em revistas cientificas, apresentacdo em congressos, entre outros, onde seu
nome ou alguma informacao relacionada a sua privacidade ndo serdo revelados. Os beneficios
serdo indiretos e irdo auxiliar na composi¢cdo do banco nacional de doadores raros. A sua
participacdo poderd acarretar em riscos inerentes a coleta de sangue, como a formag¢do de um
possivel hematoma. Vocé pode desistir da pesquisa a qualquer momento (o que ¢ um direito
seu), sem nenhum risco ou sofrer alguma penalidade. Vocé ndo tera nenhum custo ou vantagem
financeira pela participag¢do nesta pesquisa, como também nao tera nenhuma despesa devido a
sua participacdo na mesma e, caso isso venha a ocorrer de forma extraordinaria e inesperada,
vocé serd ressarcido nos termos da lei. Se ocorrer algum prejuizo material ou imaterial
decorrente da pesquisa, vocé podera solicitar indenizagdo de acordo com a legislacao vigente.
Ainda assim, a pesquisadora compromete-se com o cumprimento das exigéncias contidas nos
itens IV. 3 e IV. 4 da resolucdo 466/12 que rege esse termo. Se voce tiver dividas em relagao
a pesquisa ou ndo quiser mais que seus dados sejam utilizados, vocé podera entrar em contato
comigo pelo telefone (48) 99183-8394. Informo ainda o telefone (48) 3721- 6094 e e-mail
(cep.propesq@contato.ufsc.br), do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC,
localizado no Prédio Reitoria II, na Rua Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 701, Trindade,
Florianopolis/SC, CEP 88.040-400. Os resultados da pesquisa poderdo ser repassados a vocé
ap6s sua conclusdo, bastando apenas informar um e-mail para contato. Como garantia, este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera impresso em duas vias, sendo que vocé ficara
com posse de uma, assinada e rubricada pela pesquisadora. Guarde sua via, pois esta lhe fornece
informagdes de contato e garante seus direitos como participante na pesquisa. Para finalizar,
declaro que toda esta pesquisa esta adequada com a Resolu¢ao do Conselho Nacional de Saude
sob 0 n° 466, de 12 de dezembro de 2012, que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras

de pesquisas envolvendo seres humanos.

Nome:
Assinatura:
Telefone: ()
E-mail:
Assinatura:
Pesquisadora responsavel (Danielle Siegel — Av. Prof. Othon Gama D'Eca, 756 - Centro, Floriandpolis - SC,
88015-240 — Telefone (48) 3251-9717 — Laboratdrio de Imuno-hematologia do HEMOSC)
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APENDICE B —- TERMO DE COMPROMISSO PARA USO DE DADOS

Termo de Compromisso para Uso de Dados Os pesquisadores da Universidade Federal
de Santa Catarina e do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina, do Programa
de Pos-graduacdo em Farmacia, envolvidos no projeto de pesquisa intitulado “Triagem
molecular para o sistema Vel utilizando DNA obtido de pools de plasma de doadores de sangue
do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina” comprometem-se com a utilizacao
dos dados contidos na bases de dados de acesso restrito do HEMOSIS para fins de pesquisa
cientifica, reiterando que tal acesso somente dar-se-a apds aprovagio pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC).
Todos os pesquisadores e colaboradores envolvidos na pesquisa comprometem-se com a
manuten¢do da privacidade e a confidencialidade dos dados acessados e/ou coletados, sejam
individuais ou institucionais, preservando sempre o anonimato, conforme preconizados na
Resolugdao 466/12, bem como suas complementares, do Conselho Nacional de Saude ¢ a
Diretriz 12 das Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres
Humanos (CIOMS 2018). Declaramos entender que a integridade das informagdes, a garantia
da confidencialidade dos dados e a privacidade dos individuos que terdo suas informagdes
acessadas estdo sob nossa responsabilidade. Também declaramos que ndo repassaremos os
dados coletados, o banco de dados em sua integra (ou em parte) a pessoas nao envolvidas na
equipe do presente projeto de pesquisa. Ainda, os pesquisadores confirmam haver ciéncia de
que os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para este projeto. Todo e qualquer
outro uso que venha a ser planejado, serd, obrigatoriamente, objeto de um novo projeto de
pesquisa, o qual serd submetido a apreciacio do CEPSH-UFSC/CONEP. Devido a
impossibilidade de obtencdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de parte ou
totalidade dos individuos, todos os pesquisadores e colaboradores envolvidos na manipulacao
dos dados assinam esse Termo de Consentimento de Uso de Banco de Dados, de modo a

salvaguardar os direitos dos participantes.
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
ESTUDO FAMILIAR

Meu nome ¢ Danielle Siegel, sou Farmacéutica/Bioquimica do Centro de Hematologia
e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC) e fagco mestrado na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Triagem molecular
para o sistema Vel utilizando DNA obtido de pools de plasma de doadores de sangue do Centro
de Hematologia ¢ Hemoterapia de Santa Catarina”, na qual sou a principal responsavel. O
objetivo desta pesquisa ¢ identificar doadores de sangue considerados raros do HEMOSC. Os
resultados oriundos desta pesquisa poderdo ser aplicados, no futuro, para qualidade e seguranga
transfusional dos receptores de sangue e, também, para ampliar a composi¢do do banco de
dados nacional de sangue raro. Vocé foi selecionado por possuir consanguinidade com um
doador que possui sangue com caracteristica rara (gendtipo Vel negativo). Sua participagdo €
voluntaria e vocé so precisa autorizar a coleta de SmL de sangue coletados em tubos contendo
o anticoagulante EDTA, em sistema livre de possiveis contaminantes. As informacdes
fornecidas para a pesquisa serdo confidenciais, ou seja, seu nome e todos os seus dados serao
mantidos sob sigilo durante toda a pesquisa. Todos os pesquisadores e colaboradores
envolvidos na pesquisa comprometem-se com a manutengdo da privacidade e a
confidencialidade dos dados acessados e/ou coletados, sejam individuais ou institucionais,
preservando sempre o anonimato, conforme preconizados na Resolugdo 466/12, bem como suas
complementares, do Conselho Nacional de Saude e a Diretriz 12 das Diretrizes Eticas
Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres Humanos (CIOMS 2018).
Declaramos entender que a integridade das informagdes, a garantia da confidencialidade dos
dados e a privacidade dos individuos que terdo suas informagdes acessadas estdo sob nossa
responsabilidade. Também declaramos que ndo repassaremos os dados coletados, o banco de
dados em sua integra (ou em parte) a pessoas nao envolvidas na equipe do presente projeto de
pesquisa. Ainda, os pesquisadores confirmam haver ciéncia de que os dados obtidos na pesquisa
somente serao utilizados para este projeto. Todo e qualquer outro uso que venha a ser planejado,
sera, obrigatoriamente, objeto de um novo projeto de pesquisa, o qual serd submetido a
apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos. Os (as) pesquisadores (as)
serdo as unicas pessoas a terem acesso aos seus dados. No entanto ha, mesmo que pequeno, o

risco de ocorrer a quebra de sigilo de forma involuntdria ou ndo intencional, considerando o
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baixo numero de pessoas sabidamente com o gendtipo Vel negativo ou com baixa expressao,
mas tentaremos evitar a0 maximo que isto ocorra. As amostras serdo processadas codificadas,
ndo permitindo a identificacdo nominal dos doadores. Os resultados dessa pesquisa serdo
divulgados com objetivo cientifico e poderdo ser utilizados para a publicagdo em revistas
cientificas, apresentacdo em congressos, entre outros, onde seu nome ou alguma informacao
relacionada a sua privacidade ndo serdo revelados. Os beneficios serdo indiretos e irdo auxiliar
na composi¢ao do banco nacional de doadores raros. A sua participagdo podera acarretar em
riscos inerentes a coleta de sangue, como a formagao de um possivel hematoma. Vocé pode
desistir da pesquisa a qualquer momento (o que ¢ um direito seu), sem nenhum risco ou sofrer
alguma penalidade. Vocé ndo tera nenhum custo ou vantagem financeira pela participag¢ao nesta
pesquisa, como também nao tera nenhuma despesa devido a sua participagdo na mesma e, caso
isso venha a ocorrer de forma extraordinaria e inesperada, vocé sera ressarcido nos termos da
lei. Se ocorrer algum prejuizo material ou imaterial decorrente da pesquisa, vocé podera
solicitar indenizagdo de acordo com a legislagdo vigente. Ainda assim, a pesquisadora
compromete-se com o cumprimento das exigéncias contidas nos itens IV. 3 e IV. 4 da resolugao
466/12 que rege esse termo. Se vocé tiver duvidas em relagdo a pesquisa ou ndo quiser mais
que seus dados sejam utilizados, vocé poderd entrar em contato comigo pelo telefone (48)
99183-8394. Informo ainda o telefone (48) 3721- 6094 e e-mail (cep.propesq@contato.ufsc.br),
do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC, localizado no Prédio Reitoria
II, na Rua Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 701, Trindade, Florian6polis/SC, CEP
88.040-400. Os resultados da pesquisa poderdo ser repassados a vocé€ apds sua conclusdo,
bastando apenas informar um e-mail para contato. Como garantia, este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido serd impresso em duas vias, sendo que vocé ficard com
posse de uma, assinada e rubricada pela pesquisadora. Guarde sua via, pois esta lhe fornece
informagdes de contato e garante seus direitos como participante na pesquisa. Para finalizar,
declaro que toda esta pesquisa esta adequada com a Resolucao do Conselho Nacional de Saude
sob 0 n° 466, de 12 de dezembro de 2012, que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras

de pesquisas envolvendo seres humanos.

Nome:
Assinatura:
Telefone: ()
E-mail:
Assinatura:
Pesquisadora responsavel (Danielle Siegel — Av. Prof. Othon Gama D'Eca, 756 - Centro, Floriandpolis - SC,
88015-240 — Telefone (48) 3251-9717 — Laboratdrio de Imuno-hematologia do HEMOSC).
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APENDICE D - INFORMATIVO SANGUE RARO

DOADOR
SANGUE

4
: OQUEEO
JUNTOS, e SANGUE RARO?

SALVAMOS
VIDAS.

+sus F @ =

B CATARINA
mucce HEMOSC SECKETARIA DA SAUDE

000

%‘ COMO SURGEM 0OS

PARA QUEM E
NECESSARIO UM
SANGUE RARO?

SANGUES RAROS?

Para a maioria dos receptores de sangue sao
selecionados hemocomponentes de acordo
com a tipagem ABO e RhD. Porém, em
alguns individuos, pode ser necesséria essa
selegdo com outros testes, a fenotipagem.
Isso porgue esses podem ter desenvolvido
[ou ter a maior probabilidade de
desenvelver) anticorpos contra © sangue
recebido e potencialmente apresentar
reagao transfusional, caso seja transfundide
uma bolsa incompativel.

QUAIS OUTRAS
INFORMAGOES
SAO IMPORTANTES?

EXISTE UM
REGISTRO?

O
C Se for internado ou precisar realizar Vocé pode ser o Gnico doador
algum procedimento, é importante disponivel. E recomendado que
informar. Seu médico precisa saber a doaclo seja realizada somente
que vocé tem sangue raro. Podemos se for convidado e mantenha seu
convidar outros doadores raros para cadastro atualizado para que
doar sangue para vocé ou coletarmos possamos entrar em contato,
seu préprio sangue para transfundi-lo, caso necessdrio.

se houver essa possibilidade, com
tempo habil e avaliagio médica.
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