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RESUMO

A transfusdo de hemacias em pacientes com doenca falciforme permanece como a
principal intervencdo no tratamento desta patologia. Contudo, a alta incidéncia da
producao de anticorpos com importancia clinica, principalmente como consequéncia
da grande diversidade do l6cus RH, resulta em reagdes transfusionais hemoliticas, o
que aumenta a complexidade dos testes de compatibilidade sanguinea. Métodos
moleculares tém sido incorporados na rotina imunohematolégica complexa e erros
poderiam ser evitados com o emprego de painéis de DNA de referéncia validados.
Varias sdo as formas de obtencao destes painéis. Dentre elas, a transformacao de
linfécitos B em linhagens celulares linfoblastoides (B-LCLs) pelo virus Epstein-Barr
(EBV), as quais fornecem material ideal para estudos genéticos e fenotipicos,
tornando-se fonte ilimitada de biomoléculas. Assim, as B-LCLs tém sido utilizadas
como material de referéncia em estudos gendmicos. O objetivo deste trabalho foi
identificar variantes do sistema Rh associadas com polimorfismos genéticos nos
genes RHD e RHCE em pacientes portadores de doenga falciforme e doadores de
sangue e obter material genético de referéncia das mesmas a partir da imortalizagéo
de seus linfécitos B. Para isto, o EBV foi obtido a partir do cultivo da linhagem celular
B95-8. Determinou-se a carga viral por PCR quantitativo em tempo real (QPCR) a ser
utilizado no processo de imortalizagdo. Amostras de sangue total de quatro
pacientes portadores de doenga falciforme e um doador de sangue foram coletadas
e analisadas por genotipagem eritrocitaria estendida e pesquisa de variantes RHD e
RHCE. Duas amostras (SCS_1981 e VACS_2730) foram enviadas ao Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) para imortalizagdo. As demais foram processadas
in house, com o isolamento das células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs) e avaliacédo de dois protocolos de imortalizagao dos linfocitos B pelo EBV:
um utilizando meio de transformagao com fitohemaglutinina (PHA-M) e outro com
ciclosporina A (CsA). Das B-LCLS estabelecidas foram obtidos os DNAs, com
posterior liofilizagdo do mesmo e genotipagem eritrocitaria pés-imortalizagao celular
por laboratérios externos e in house. Como resultado, a carga viral obtida foi de
1x10% copias virais/uL. Comparando os dados obtidos dos dois meios de
transformacao, ambos indicaram prevenir regresséo celular. Contudo, ocorreu falha
na transformacdo das células. As células enviadas ao BCRJ foram imortalizadas

com sucesso, com confirmagdo dos gendtipos eritrocitarios anteriormente



identificados. De duas amostras foram obtidos seis alelos RH variantes que
produzem anticorpos clinicamente significantes: RHD, RHD*DAR, RHD*Dllla-CE(4-
7)-D, RHCE*ceAR, RHCE*ce(733G), RHCE*ce(48C,733G,1006T). Desta maneira,
conclui-se que o estabelecimento das B-LCLs, mesmo demandando longos e dificeis
periodos de trabalho pode ser eficiente e necessario no atual cenario das analises
moleculares de grupos sanguineos, uma vez que estas células sédo relativamente
estaveis quanto a mutagdes genbmicas e possuem codigo genético especifico de

cada individuo.

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Variantes Rh; Genotipagem de grupos

sanguineos; Linhagens celulares linfoblastdides; Imortalizagéo; Virus Epstein-Barr.



ABSTRACT

Transfusion therapy in sickle cell disease (SCD) patients remains the main
intervention in the treatment of this pathology. However, the high incidence of
antibodies production with clinical significance mainly because of the RH locus
diversity results in hemolytic transfusion reactions which increases the complexity of
compatibility tests. Molecular methods have been incorporated into the complex
immunohaematological routine and errors could be avoided with the use of validated
reference DNA panels. There are several ways to obtain these panels. Among them
the transformation of B lymphocytes into B-lymphoblast cell lines (B-LCLs) by the
Epstein-Barr virus (EBV) which provides ideal material for genetic and phenotypic
studies becoming an unlimited source of biomolecules. Thus, B-LCLs have been
used as reference material in genomic studies. The goal of this study was to identify
Rh variants associated with genetic polymorphisms in the RHD and RHCE genes in
patients with SCD and blood donors, in order to obtain reference genetic material
from them through the immortalization of their B lymphocytes. For this, the EBV was
obtained from the cultivation of cell line B95-8. We analyzed the viral load by
quantitative real-time PCR (gPCR) to be used in the immortalization process. Whole
blood samples from four patients with SCD and one blood donor were collected and
analyzed by extended red cell genotyping including RHD and RHCE variants. Two
samples (SCS_1981 e VACS_2730) were sent to the Cell Bank (BCRJ) from Rio de
Janeiro for immortalization. The others were processed in house with the isolation of
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and evaluation of two protocols for
immortalization of B lymphocytes by EBV: one using transformation medium with
phytohemagglutinin (PHA-M) and the other with cyclosporine A (CsA). DNAs were
obtained from the established B-LCLS, with subsequent lyophilization and red cell
genotyping after cell immortalization was performed by external laboratories and in
house. As result the viral load obtained was 1x10° viral copies/uyL. Comparing the
data obtained from the two transformation media, both indicated to prevent cell
regression. However, the cells transformation failed. The cells sent to the BCRJ were
successfully immortalized with confirmation of the red cell genotypes previously
identified. Six RH variant alleles that produce clinically significant antibodies were
obtained from the two samples: RHD, RHD*DAR, RHD*Dllla-CE(4-7)-D,
RHCE*ceAR, RHCE*ce(733G), RHCE*ce(48C,733G,1006T). Thus, we concluded



that the establishment of B-LCLs even demanding long and difficult periods of work it
is efficient and necessary in the current scenario of molecular analysis of blood
groups since these cells are relatively stable in terms of genomic mutations and have

specific genetic code of each individual.

Key words: Sickle Cell Disease; Rh Variants; Blood group genotyping;

Lymphoblastoid cell lines; Immortalization; Epstein-Barr Virus.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Anemia Falciforme

1.1.1. Fisiopatologia

A anemia falciforme € uma desordem hematoldgica hereditaria
caracterizada por uma alteracdo molecular que consiste na substituicdo de uma
base adenina (A) por uma timina (T) (GAG—GTG) no cdédon 6 do gene da globina B.
Esta mutacéo de ponto resulta na substituicao de um acido glutdmico por uma valina
(B6GIlu—Val) na sexta posicao da cadeia polipeptidica B da hemoglobina (Hb), e
como consequéncia uma alteragdo em sua estrutura, originando uma hemoglobina
anémala, a hemoglobina S (HbS)'. A HbS, em seu estado desoxigenado (desoxi-
HbS) e em concentracdo elevada, € capaz de estabelecer interacbes
intermoleculares hidrofébicas que promovem a sua polimerizagcao no interior da
célula, com drastica reducdo na sua solubilidade, causando deformacao,
enrijecimento, diminuicdo da flexibilidade (hemacias falcizadas), diminuicdo da

sobrevida das hemacias e a oclusdo da microvasculatura? (Figura 1).
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Figura 1- Alteragdes molecular e estrutural da anemia
falciforme. Fonte: Adaptado de Ecologia — Instituto de
Biociéncias [Internet]®.
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A polimerizagdo da hemoglobina S é o evento central na patogenia da
anemia falciforme, resultando na alteragdo da forma do eritrocito (forma de foice). A
repeticdo frequente desse fenbmeno provoca lesdo de membrana em algumas
células, fazendo com que a rigidez e a configuracdo em forma de foice persistam

mesmo apos a reoxigenagao’.

1.1.2. Manifestagoes Clinicas

Nas doencas falciformes, as manifestacbes clinicas sao variaveis e
derivadas primariamente da oclusao vascular, a qual pode afetar praticamente todos
0s orgaos. Os pacientes com doenga falciforme podem apresentar uma fase estavel
da doenca, com periodos sem manifestacdes clinicas, bem como interrupgdes nesta
com manifestagdes agudas, denominadas crises de falcizagdo e caracterizadas por
dor intensa. As crises de falcizacdo podem ser classificadas em crises vaso-
oclusivas ou episddios dolorosos, crises aplasticas, hemoliticas e de sequestro
esplénico e hepatico’.

Em decorréncia da acentuada rigidez das hemacias irreversivelmente
falcizadas, a redug&o na vida-média dessas células contribui significativamente para
a anemia hemolitica destes pacientes. No entanto, o quadro clinico da anemia
falciforme ndo depende substancialmente dos sintomas causados pela anemia
propriamente, mas, sim, da ocorréncia de lesbes organicas causadas pela
inflamacao e obstrucdo vascular e das crises de falcizagdo. Outras manifestagdes
clinicas podem ocorrer: complicagdes cardiacas, pulmonares, neurologicas,
hepatobiliares, genitourinarias, oftalmologicas, osteoarticulares, bem como

manifestagdes cutaneas’.

1.1.3. Tratamento

A terapéutica dos pacientes com doenca falciforme consiste no tratamento
das complicagdes especificas e em cuidados gerais da saude. Sao limitados os
tratamentos disponiveis para profilaxia da morbidade da doenca falciforme. As
modalidades preventivas mais comumente utilizadas s&o hidroxiureia e transfusao
sanguinea simples ou de substituicdo. A terapia por hidroxiureia, a qual promove o
aumento da hemoglobina fetal, ndo é efetiva em todos os pacientes. Ja o objetivo do
regime transfusional € manter o nivel de hemoglobina S abaixo de 30%, isto é, diluir

a HbS com hemoglobina A e alcangar uma elevagdo prolongada dos niveis de
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hemoglobina e hematdcrito®. Contudo, a transfusdo de substituicdo pode ter o efeito
adicional de remocéo dos fatores soluveis inflamatorios e da coagulagdo. Outros
efeitos adversos da transfusdo cronica sdo o acumulo de ferro, a transmissédo de
patégenos, reagdes transfusionais e principalmente a aloimunizagao eritrocitaria que
pode causar reagdes transfusionais hemoliticas tardias e agudas, producdo de
autoanticorpos e sindrome de hiperhemolise*. Ainda assim, em muitos casos, a
terapia transfusional traz mais beneficios do que riscos e muitas vezes a
necessidade desta conduta transpde as complicagbes consequentes da mesma.
Como exemplo, um estudo demonstrou claramente que um regime de transfuséo
sanguinea que mantenha o nivel de HbS abaixo de 30% reduz significativamente o
risco do primeiro episddio de acidente vascular cerebral (AVC) em criangas com

Doppler Ultrassonografico Transcraniano (DTC) alterado®.

1.1.4. Aloimunizagao Eritrocitaria

As transfusbes de concentrados de hemacias melhoram
significativamente a morbidade e mortalidade em pacientes portadores de doenca
falciforme®”. Contudo, a exposicdo de um paciente a antigenos eritrocitarios que
estejam ausentes em suas hemacias (aloantigenos) pode induzir a ativagao de uma
resposta imune humoral, desencadeando a produc¢do de anticorpos antieritrocitarios,
evento denominado aloimunizagdo eritrocitaria®. Além disso, a presenca de
aloanticorpos muitas vezes esta associada com a presenga de autoanticorpos,
dificultando a identificacdo dos anticorpos formados e aumentando a complexidade
dos testes de compatibilidade sanguinea, o que pode atrasar ou até mesmo impedir
a transfusao de unidades de sangue antigeno-negativo para estes pacientes.

A transfusado de concentrado de hemacias nao é considerada um estimulo
altamente imunogénico, mesmo com a grande diversidade de epitopos de grupos
sanguineos presentes nas transfusdes ndo autdélogas®. A aloimunizagdo a antigenos
eritrocitarios por transfusdo sanguinea tem sido estimada entre 1-2,6% em pacientes
hospitalizados em geral®'°. Contudo, tem se observado que as taxas de
aloimunizagdo em pacientes que requerem terapia transfusional crénica s&o mais
elevadas do que na populagao transfundida em geral. Em pacientes com Talassemia
a taxa de aloimunizagdo varia de 5,2% a 23,4%""'2, enquanto que em pacientes
com doengas onco-hematoldogicas e sindrome mielodisplasica a incidéncia é

respectivamente de 9-16%'3'* e 15%'%. J4 na anemia falciforme a taxa de
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aloimunizagdo é maior, podendo variar de 18%'® a 52%'"-'8, Em pacientes com
anemia falciforme em regime de transfusdes crénicas, a produgao de anticorpos é
uma complicagdo ainda mais grave, uma vez que 33 a 60% dos pacientes tornam-se
imunizados e 45% desenvolvem muiltiplos anticorpos’®. Adicionalmente, pacientes
que se tornam aloimunizados estdo 20 vezes mais propensos a formar anticorpos
adicionais apés um ou mais eventos de transfusdes'.

A complexidade do uso da terapia transfusional em pacientes portadores
de doenca falciforme esta relacionada a alta incidéncia de aloimunizagao
eritrocitaria®’, em especial contra antigenos do sistema Rh devido a grande
diversidade do l6cus RH nesses pacientes. Transfusdes cronicas associadas com a
presenca de anticorpos eritrocitarios podem resultar em reagdes transfusionais
hemoliticas (aguda ou tardia) e na sindrome de hiperhemdlise, com
consequentemente diminuicdo da sobrevida das hemacias transfundidas e um

aumento dos riscos a vida do paciente®.

1.2. Sistemas de Grupos Sanguineos e a Aloimunizagao

A maioria dos antigenos de grupos sanguineos € herdada geneticamente
e estabelecidos por sequéncias especificas de aminoacidos que constituem uma
proteina, a qual pode ou nio estar ligada a carboidratos ou lipidios?°. Estas
proteinas de superficie podem aparecer ancoradas na membrana dos glébulos
vermelhos ou atravessarem a bicamada lipidica, comportando-se como
determinantes antigénicos presentes na superficie das hemacias com capacidade de
induzir uma resposta imune?"22,

De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea
(International Society of Blood Transfusion — ISBT) até o momento estdo descritos
377 antigenos eritrocitarios, sendo que 343 estdo distribuidos em 43 sistemas de
grupos sanguineos (Tabela 1)?'. A grande diversidade dos antigenos eritrocitarios é
originada a partir de alteragées nos genes que variam desde polimorfismos de um
unico nucleotideo (SNP), insergdes, delegdes, splicing alternativo, dentre outros

mecanismos moleculares?324,



Tabela 1. Sistemas de grupos sanguineos.
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NP N_ome do Simbolo do Nome(s) do Nl'ln)ero de Localizagao
Sistema Sistema gene(s)* antigenos Cromossomal
001 ABO ABO ABO 4 9q34.2
002 MNS MNS GPYPA,GYPB, 49 4g31.21
(GYPE)
003  P1Pk P1PK A4GALT 3 22913.2
004 Rh RH RHD, RHCE 55 1p36.11
005 Lutheran LU BCAM 25 19913.2
006 Kell KEL KEL 36 7933
007 Lewis LE FUT3 6 19p13.3
008  Duffy FY ACKR1 1921-g22
009 Kidd JK SLC14A1 3 18q11-g12
010  Diego DI SLC4A1 22 17921.31
011 Yt YT ACHE 5 7922
012  Xg XG XG, MIC2 2 Xp22.32
013  Scianna SC ERMAP 7 1p34.2
014 Dombrock DO ART4 10 12p13-p12
015  Colton CO AQP1 4 7p14
016 Landsteiner-Wiener LW ICAM4 3 19p13.2
017 Chido/Rodgers CH/RG C4A, C4B 9 6p21.3
018 H H FUT1 1 19913.33
019  Kx XK XK 1 Xp21.1
020  Gerbich GE GYPC 11 2q14-921
021 Cromer CROM CD55 20 1932
022 Knops KN CR1 9 1932.2
023 Indian IN CD44 6 11p13
024 Ok OK BSG 3 19p13.3
025 Raph RAPH CD151 1 11p15.5
026 John Milton Hagen JMH SEMAT7A 6 15922.3-g23
027 I | GCNT2 1 6p24.2
028  Globosideo GLOB B3GALNT1 2 3925
029  Gill GIL AQP3 1 9p13
030  Rh-glicoproteina RHAG  RHAG 3 6p12.3
associada
031 FORS FORS GBGT1 1 9934.13-g34.3
032 JR JR ABCG2 1 4922.1
033 LAN LAN ABCB6 1 2q36
034 Vel VEL SMIM1 1 1p36.32
035 CD59 CD59 CD59 1 11p13
036 Augustine AUG SLC29A1 4 6p21.1
037  KANNO KANNO PRNP 1 20p13
038  Sid SID B4GALNT2 1 17921.32
039 CTL2 CTL2 SLC44A2 2 19p13.2
040 PEL PEL ABCC4 1 13932.1
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041 MAM MAM EMP3 1 19
042 EMM EMM PIGG 1 4p16.3
043  ABCC1 ABCC1 ABCC1 1 16

*Como definido pelo HUGO Gene Nomenclature Committee http://www.genenames.org/.
Fonte: Adaptado de ISBT?'.

Os sistemas de grupos sanguineos Rh e Kell estdo entre os que possuem
antigenos mais imunogénicos, sendo que anticorpos dirigidos a estes antigenos séo
os mais frequentemente encontrados em pacientes com anemia falciforme?>.
Visando prevenir a formagado de aloanticorpos e as suas consequéncias, muitos
servigos tém adotado o protocolo transfusional de compatibilidade para os antigenos
ABO, Rh e Kell, o que tem contribuido para a reducéo da taxa de aloimunizagdo?6-%7.
Contudo, tem sido demonstrado® que a implementacdo de protocolos de
compatibilidade estendida mostrou uma eficacia maior, com niveis mais baixos de
aloimunizagao e taxas de formac¢ao de anticorpos quando comparado a programas

de compatibilidade intermediaria (C, E e K)?6:%.

1.2.1. Sistema Rh

Desde a descoberta do sistema Rh em 1939 por Levine e colaboradores,
ha um grande interesse clinico no mesmo por seus anticorpos estarem envolvidos
na aloimunizacdo, com reacgoes transfusionais hemoliticas e doenca hemolitica do
feto e do recém-nascido (DHFRN). Este sistema € um dos mais importantes,
complexos, polimérficos e imunogénicos sistemas de grupos sanguineos com um
grande numero de antigenos?®. E composto por 56 antigenos definidos
sorologicamente e reconhecidos pela ISBT?".

O Lo6cus RH esta presente no brago curto do cromossomo 1 e consiste de
dois genes altamente homodlogos, com orientagbes opostas, 10 éxons cada um e
uma sequéncia de aproximadamente 60.000 pares de bases (pb): o gene RHD que
codifica a proteina D e o gene RHCE que codifica os antigenos CE em varias
combinagdes (Ce, cE, ce, CE)?*% (Figura 2). A maior diferenga entre eles esta no

intron 4, com uma delegéo de 600pb no gene RHD em relagdo ao RHCE3'"32,
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Genes RHD RHCE
Rh positive — B ce, Ce, cE, or CE
D antigen Cc and Ee antigens
Proteins cle Ele
AR 22 i RLl. PN i
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Figura 2- Representacao esquematica dos genes RHD,
RHCE e das proteinas Rh codificadas por eles (D, C, c, E,
e)®.

Como consequéncia da homologia e orientacdo oposta, podem ocorrer
rearranjos entre estes genes que podem resultar na formacao de genes hibridos.
Estes rearranjos permitem a formacao de "hairpin" e trocas génicas pelo mecanismo
de conversao génica (Figura 3)%°. Um grande nimero de variantes RH e antigenos
de baixa incidéncia surgem a partir deste mecanismo®°34. Os genes RHD e RHCE
sao herdados como haplétipos e a expressao das proteinas ocorre exclusivamente

nos eritrécitos.
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Figura 3- Mecanismo de conversao génica no Lécus do
gene RH. (A) orientacao oposta dos genes RHD e RHCE.
(B) formacdo de hairpin com proximidade de segmentos
homoélogos em orientagdo idéntica. (C) estrutura de gene
hibrido formada (RHD-CE(4-7)-D)*°.
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As proteinas RhD e RhCE s&o hidrofébicas e n&o glicosiladas, compostas
por 417 aminoacidos, com 92% de homologia e diferem-se em 35/36 aminoacidos,
sugerindo que os genes correspondentes sao resultantes de uma duplicagdo de um
gene ancestral comum?3'32, O antigeno D é o mais imunogénico do sistema RH,
sendo 20 vezes mais potente que o antigeno c. Aproximadamente 80% dos
individuos Rh negativo que recebem sangue Rh positivo irdo produzir anti-D apds o
primeiro contato®. A formacgéo de genes hibridos € um dos principais mecanismos
moleculares que explica o fenétipo RhD negativo (auséncia do antigeno D) em
individuos afrodescendentes, seguido pela presenga do pseudogene, uma inser¢gao
de 37pb na jungao intron 3/éxon 4 no gene RHD que leva a formagéao de um cédon
de parada e consequentemente a ndo expressdo do antigeno D3.

A heranga de variantes RH que codificam antigenos Rh parciais que
resultam na auséncia de um ou mais epitopos da proteina Rh compromete a
expressao do antigeno D, fazendo com que ele se expresse de forma parcial®®. Além
disso, fendtipos denominados como D fracos expressam um antigeno RhD intacto,
com pouca probabilidade de formar aloanticorpo anti-D. No entanto, a presenca de
anti-D em alguns casos de D fraco tipo 4 e 15 ja foi relatado36-37,

As variantes RHD mais frequentemente encontradas em pacientes
portadores de doencga falciforme incluem os antigenos D parcial Dllla, DAR, DIVa,
DAU e DOL, enquanto que as variantes RHCE mais comuns sdo as derivadas de
alelos RHCE*ce alterados que produzem antigenos “c” e “e” parciais que levam a
ndo expressdo dos antigenos de alta frequéncia hr® e hrS nas hemacias. Variantes
da forma alélica RHCE*ce sao geralmente herdadas com variantes do gene RHD em
portadores de doenca falciforme que acabam desenvolvendo anticorpos Rh
complexos, na maioria das vezes clinicamente significantes, acarretando uma

complicagdo séria a estes pacientes’0-38,

1.2.2. Genotipagem RH

Os laboratdrios especializados em imunohematologia surgiram a partir da
necessidade de analises mais detalhadas nos casos de pesquisas de anticorpos
positivas, provas de compatibilidade incompativeis e reatividade antigénica
incomum?®. A resolugdo destes problemas tem sido realizada por testes de
hemaglutinagdo (gold standard). Mas, devido as limitagcbes destes testes

sorologicos, especialmente em pacientes cronicamente transfundidos, atualmente
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métodos moleculares tém sido incorporados na rotina imunohematolégica complexa,
pois além de possibilitarem uma determinagdo mais correta do perfil eritrocitario de
um individuo, permitem identificar genes alterados que levam ao silenciamento ou
fraca expressdo de antigenos de grupos sanguineos e possibilitam distinguir
aloanticorpos de autoanticorpos®. Uma das principais causas de aloimunizagdo
eritrocitaria em pacientes com doencgas falciformes é a diferenga do perfil de
antigenos eritrocitarios entre doadores e pacientes com respectiva ascendéncia
européia e africana e a predominancia de variantes Rh em individuos de origem
africana. Tem se observado que alguns pacientes, mesmo recebendo transfusdes de
sangue Rh compativel, desenvolvem anticorpos contra antigenos do sistema Rh e, a
analise molecular, independentemente dos testes soroldgicos realizados, tem
revelado a presenga de varios alelos RH alterados nestes individuos*?. Estas
proteinas Rh alteradas ndo podem ser detectadas sorologicamente, mas podem ser
reconhecidas pelo sistema imune como antigenos. Assim, estes pacientes podem
produzir anticorpos tanto para proteinas alteradas RhD quanto RhCE*, o que
explica os casos de aloimunizacdo Rh, apesar de transfusbes compativeis para os
antigenos Rh.

Anticorpos contra variantes RhD e RhCE ja demonstraram ser
clinicamente significantes e uma das causas mais frequentes de reacgdes
transfusionais hemoliticas tardias*'42 . Portanto, a identificacdo de variantes RhD e
RhCE pode ser de grande auxilio na prevengado da aloimunizagdo e de reacgdes
transfusionais hemoliticas em pacientes portadores de doenca falciforme
politransfundidos. Atualmente a genotipagem para variantes RH esta limitada a
laboratérios de referéncia que realizam testes moleculares mais complexos, pois
requer analise de varias regides dos genes RHD e RHCE. No entanto, a prevaléncia
de alelos RH alterados em portadores de doenca falciforme tem levado varios
laboratorios a expandir os testes moleculares para investigagado de variantes Rh em
doadores e pacientes com a finalidade de encontrar o sangue mais compativel para
estes pacientes.

Em estudos anteriores??43444546.47 demonstramos a importancia da
genotipagem de grupos sanguineos na selecdo mais adequada de sangue
compativel para a transfusdo de sangue de pacientes em regime de transfuséo
cronica. Verificou-se que a realizagao de genotipagem de variantes RH em pacientes

e doadores de sangue aumenta a seguranga transfusional, pois permite que a
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maioria dos pacientes receba transfusbes de sangue com um grau de
compatibilidade maior e, consequentemente tenham um maior aproveitamento das
transfusdes recebidas.

Nos ultimos anos, a genotipagem de grupos sanguineos com ensaios
multiplex tem sido amplamente utilizada na determinacdo de perfis antigénicos
eritrocitarios estendidos e de variantes RH*4°. Com a utilizagdo cada vez mais
frequente da genotipagem, tem-se observado erros que poderiam ser evitados com
o emprego de painéis de referéncia. Em 2009 e 2011 os resultados do Workshop
Internacional de Genotipagem Molecular de Grupos Sanguineos da Sociedade
Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT) mostraram que somente 24 de 33 e
37 de 46 laboratérios participantes obtiveram respectivamente resultados
completamente corretos, ou seja, em torno de 20 a 30% dos laboratérios cometeram

erros principalmente na genotipagem RH%%.51,

1.2.3. Painéis de Referéncia para Genotipagem de Variantes RH

Painéis de referéncia validados sdo fundamentais para o desenvolvimento
de kits de genotipagem eritrocitaria, para a calibragdo dos testes e para o
monitoramento e desempenho dos ensaios. No entanto, os materiais de referéncia
atualmente disponiveis estdo limitados e n&o contemplam as variantes Rh mais
comuns e de importancia clinica encontradas em pacientes portadores de doenca
falciforme®2%3 (Tabela 2). A escassez de painéis de referéncia com cobertura dos
alelos associados as variantes Rh pode levar fabricantes e laboratérios a utilizar
materiais nado caracterizados para o desenvolvimento, validagdo e controle de
qualidade dos testes de genotipagem Rh, o que pode comprometer a seguranga dos
resultados. Estas plataformas de genotipagem tem auxiliado a constituir grupos de
doadores extensivamente genotipados que permitem aumentar os estoques de
sangue antigeno-negativo e possibilitam a compatibilidade eritrocitaria mais exata
para pacientes com doenca falciforme.

Ha varias formas de obter materiais genéticos de referéncia. Produtos de
PCR e produtos de PCR clonados em plasmideo sao de facil produgdo. No entanto,
eles perdem a complexidade do DNA gendmico e, portanto, ndo s&o representativos
do material genético presente na amostra clinica. Quanto mais o material genético
utilizado representar o DNA genbémico, mais significado clinico ele tera. Dentre as

diversas técnicas disponiveis para obtengdo de materiais genéticos de referéncia
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estd a imortalizagdo celular pelo virus Epstein-Barr (Epstein-Barr virus — EBV).
Células imortalizadas sa&o capazes de proliferar em cultura e se manter
indefinidamente. Desta maneira, estabelecer linhagens celulares imortalizadas de
doadores de sangue e pacientes portadores de doenga falciforme com polimorfismos
genéticos de antigenos Rh variantes permite constituir uma fonte ilimitada de DNA
gendmico para estes painéis. Com validagdo adequada, os mesmos podem ser
utilizados para o desenvolvimento, fabricagdo, regulamentagdo e aprovagao de
ensaios moleculares de variantes Rh. Além disto, podem ser utilizados como
controles na genotipagem RH e assim, assegurar um resultado confiavel e seguro
para beneficiar os pacientes portadores de doencga falciforme.
Tabela 2. Polimorfismos genéticos associados as

variantes Rh mais comuns em pacientes portadores de
doenca falciforme.

Genes RH Genoétipo Fenotipo
RHD+/RHD- RhD+
RHD—/RHD- RhD-
RHDY/RHDY RhD-
RHDY/RHD+ RhD+
RHDY/RHD- RhD-
RHD*DAR RhD+ parcial
RHD*DIlla RhD+ parcial
RHD*DIVa RhD+ parcial

RHD RHD*DVa RhD+ parcial
RHD*DVla RhD+ parcial
RHD*DAU RhD+ parcial
RHD*D fraco tipo 1 RhD+ fraco
RHD*D fraco tipo 2 RhD+ fraco
RHD*D fraco tipo 3 RhD+ fraco
RHD*D fraco tipo 4.0 RhD+ fraco
RHD™D fraco tipo 5 RhD+ fraco
RHD*Dllla-CE(4-7)-D RhD-
RHCE 122AG Cw+/—
RHCE 106AG Cx+/—

RHCE 733CG, 1006GT VS+V-hrB+
RHCE 733CC, 1006GG VS-V-hrB+

RHCE RHCE 733CG, 1006GG VS+V+hrB+
RHCE*ceMO e-parcial, hrS—
RHCE*ceAR e-parcial, hrS—
RHCE*ceTl e-parcial
RHCE*ceS e-parcial, hrB—

Fonte: Adaptado de Denomme GA, 2009%,
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1.3. Imortalizagao Celular de Linfécitos B pelo Virus Epstein-Barr

O EBV é um gamaherpesvirus ubiquo que causa infecgado assintomatica
na maioria da populacdo. Também conhecido como o herpesvirus humano 4
(Human Herpesvirus 4 — HHV4) é altamente imunogéncio, com mais de 95% da
populacdo mundial considerada soropositiva®. E um virus de DNA dupla-fita, com
um genoma de 172 kilobases (Kb) e didmetro de 120 a 180 nanémetros (nm),
pertencente a familia Herpesviridiae. Os principais alvos do EBV sio as células B,
mas em determinadas circunstancias podem infectar outras células, como as células
T e as células epiteliais. A invasdo do EBV nos linfécitos B ocorre, respectivamente,
por meio da interacédo de suas glicoproteinas de membrana gp42 e gp350/220 com o
complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (Major Histocompatibility
Complex Class Il — MHC-IlI) e as moléculas CD21 (receptor de fragmentos do
complemento C3) da superficie celular®®. Uma vez endocitados, o virus apresenta o
genoma em forma linear nas particulas virais e em forma circular no nucleo das
células infectadas, persistindo como um episoma e estabelecendo uma infecgao
latente. Contudo, o virus pode entrar em um ciclo litico, produzindo novos virus e
ocasionando a morte das células infectadas com a liberagdo de novas particulas
virais®.

Na infecgdo latente de células B ocorre a expressao de até nove
proteinas, sendo estas de antigenos nucleares e de membrana latente®®. Dentre os
antigenos nucleares, a proteina EBNA1 (Epstein-Barr virus nuclear antigen 1),
codificada pelo gene EBNA1, se liga a origem de replicagdo do episoma do EBV,
permitindo a replicacdo do DNA viral e sua distribuicdo entre as novas células
produzidas®’. E importante salientar que a EBNA1 n3o é apresentada por moléculas
de MHC de classe |, o que faz com que células B positivas para EBV que expressam
apenas EBNA1 (fase de laténcia) ndo sejam reconhecidas pelas células T
citotdxicas, evitando assim sua eliminagdo pelo sistema defesa®®. O gene EBNA1 é
frequentemente utilizado como alvo em testes moleculares por apresentar um
segmento altamente conservado e por sua proteina ser essencial na persisténcia do
EBV e replicacdo de seu genoma em células com infecgédo latente, sendo esta a
unica proteina viral necessaria para a manutencdo da laténcia da infec¢ao pelo
EBV®°.
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Sabe-se, desde 1968, que o EBV possui a capacidade de infectar
linfécitos B humanos in vitro, transformando-os em linhagens celulares
linfoblastdides (Lymphoblastoid cell lines — LCLs)®%6", isto é, em uma célula com
proliferacdo ativa devido a inibicdo de seus mecanismos de apoptose celular®®.
Contudo, as linhagens de células B transformadas por EBV (B-LCLs) secretam
poucas ou nao infecciosas particulas virais®2. Por esta razio, estudos que geram B-
LCLs obtém o virus EBV de uma linhagem de macaco (Sagui) transformada com
cepa (Hawley) humana de EBV, denominada B95-8. Esta célula secreta, no
sobrenadante da cultura celular, o virus em altos titulos e com atividade infecciosa
63,64_

Os procedimentos técnicos usados para estabelecer as linhagens de
células B transformadas consistem em isolar as células mononucleares do sangue
periférico, coloca-las em contato com o virus Epstein-Barr para que este infecte os
linfocitos B, transformando-os em B-LCLs. Entretanto, a medida que ocorre a
integracédo do virus a célula B, sao gerados linfécitos T citotoxicos que eliminam as
células B infectadas, levando a falha da transformacio, evento conhecido como
regressao. Visando evitar a regressao da cultura celular faz-se o uso de compostos
quimicos, como Ciclosporina A (CsA) e Fitohemaglutinina (PHA-M), ou anticorpos
monoclonais para driblar a agdo dos linfécitos T citotoxicos®®. Desta forma, uma
cultura exposta ao EBV é composta por células nao infectadas e infectadas. As
células nao infectadas morrem por apoptose ou necrose. Dentre as células
infectadas, algumas produzem virus infecciosos que podem infectar novas células.
Outras sofrem o processo de transformacdo ou entram em estado de laténcia
podendo ser ativado e reativado conforme condi¢cbes favoraveis para a replicacao
viral®®,

Assim, as B-LCLs sao consideradas como material ideal para estudos
genéticos e fenotipicos, uma vez que representam uma fonte ilimitada de
biomoléculas como DNA, RNA ou proteinas e sdo uma promessa de modelos in vitro
para estudos de triagem genética, estudos de correlagdo gendtipo-fendtipo, uma
variedade de ensaios moleculares e funcionais juntamente com estudos de
imunologia e biologia celular. Além disso, bancos de células possuem um grande
potencial para fornecer material de referéncia para diagnostico de raras desordens
genéticas®’. Por este motivo, as B-LCLs tém sido utilizadas como material referéncia

de escolha por muitos projetos de andlise gendmico, como o International



35

Histocompatibility Working Groups, International HapMap Project, Human Genome

Diversity Project e em genotipagem de aloantigenos eritrocitarios®:69,
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar variantes do sistema Rh associadas com polimorfismos
genéticos nos genes RHD e RHCE em pacientes portadores de doencga falciforme e
doadores de sangue e obter material genético de referéncia a partir da imortalizagéo

de linfécitos B com as variantes Rh selecionadas.

2.1.1. Objetivos Especificos

* Realizar analise molecular para identificar e determinar as variantes Rh em

pacientes portadores de anemia falciforme e doadores de sangue;

* Produzir o virus Epstein-Barr a partir do cultivo da célula B95-8;

* Estabelecer linhagens celulares linfoblastoides a partir de sangue total de doadores
de sangue e pacientes que apresentam polimorfismos genéticos de variantes Rh;

» Avaliar o DNA das células imortalizadas e confirmar a presenca dos polimorfismos
identificados pré-imortalizagdo, validando o material de referéncia em diferentes

laboratérios de biologia molecular de grupos sanguineos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Casuistica

3.1.1. Individuos Participantes

Foram selecionados com base em resultados de fenotipagem e
genotipagem eritrocitarias, quatro pacientes portadores de doenga falciforme
(homozigotos para HbS) e um doador de sangue voluntario, todos do Hemocentro
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Como critério de inclusédo
considerou-se individuos com delegdo do gene RHD e com variantes RHD e RHCE

confirmadas por genotipagem e de importancia clinica.

3.1.2. Aspectos Eticos da Pesquisa

Este projeto possui aprovacéo pelos érgaos competentes: Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp
(FCM/UNICAMP), registrado sob n°. CAAE 50644215.0.0000.5404, com parecer
final em 12 de janeiro de 2016 (n° do parecer: 1.387.233); Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), sob n°. CAAE 50644215.0.0000.5404, com parecer
final em 07 de junho de 2016 (n° do parecer: 1.577.509); e Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranga (CTNBIo), sob n°. 6.370/2019, com parecer final em 23
de abril de 2019.

As amostras de sangue de pacientes e doadores de sangue foram obtidas
apo6s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecidas (TCLE),

conforme estabelecido pelos 6rgaos CEP e CONEP.

3.2. Materiais e Métodos
3.2.1. Coleta das Amostras de Sangue Total

Amostras de sangue periférico dos pacientes e do doador foram coletadas
nos seguintes tubos: com gel separador para realizagdo de sorologia (Sifilis,
Hepatites B e C, HIV /I, HTLV I/l e Chagas), com anticoagulantes
etilenodiaminotetracético (EDTA) para extragdo de DNA de buffy coat e com
heparina sddica para separacado celular e posterior producdo das B-LCLs. As
amostras dos pacientes portadores de doenca falciforme foram coletadas

previamente a realizagédo de transfusdo sanguinea.
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3.2.2. Testes Sorolégicos para Doencgas Infecciosas

As andlises foram realizadas no laboratério de triagem de doengas
infecciosas de transmisséo transfusional do Hemocentro da UNICAMP, a fim de
verificar o risco biolégico de manipulacdo das amostras e descartar possiveis
interferéncias no processo de imortalizagcdo ocasionadas por infecgdes prévias pelos
patégenos aqui considerados. Os tubos com gel separador contendo as amostras
foram centrifugados a 3500 RPM por 10 minutos. Posteriormente, foi realizada a
triagem sorologica em sistema automatizado utilizando o ensaio de
quimioluminescéncia (CMIA) ARCHITECT® (Abbott Diagnostics, Sligo, Irlanda) para
os marcadores anti-Treponema (Sifilis), anti-HBc e HBsAg (Hepatite B), anti-HCV
(Hepatite C), HIV Ag/Ab, anti-HTLV I/l, anti-Trypanosoma (Chagas).

3.2.3. Obtencao das Fragdes do Sangue: Plasma, Buffy Coat e Hemacias

O tubo de amostra colhido com EDTA foi submetido a uma centrifugagao
de 2500 RPM por 10 minutos, obtendo-se as fragbes do sangue: plasma, buffy coat
(camada leucoplaquetaria) e hemacias. Estas fragcbes foram coletadas
separadamente, sendo que o plasma e as hemacias foram preparados para
armazenamento/congelamento e do buffy coat foi extraido DNA. Plasma, hemacias e

DNA foram congelados para posteriores analises complementares, caso necessario.

3.2.3.1. Congelamento de Plasma e Hemacias

O plasma foi transferido para tubos eppendorfs (2 mL) previamente
identificados. Os mesmos foram armazenados a temperatura < -20°C.

As hemacias foram transferidas para tubos de ensaio (10 x 75 mm)
identificados e lavadas por 3 vezes (3.500 RPM por um minuto) com solugao salina
0,9%. Em um béquer, as células vermelhas foram misturadas, volume a volume, a
uma solugdo de congelamento (54,0 g de glicose, 154 g de sacarose, 2,9 g de
cloreto de sodio e agua destilada g.s.p. 1000 mL), homogeneizadas cuidadosamente
e mantidas em repouso por 30 minutos. A solugdo de hemacias foi aspirada com
seringa de 10 ml sem agulha, sendo em seguida conectada uma agulha de insulina
(13 x 4,5) na seringa. A solugdo de hemacias foi gotejada em nitrogénio liquido
dentro de um recipiente de isopor. Durante o gotejamento das hemacias, foi mantida

uma homogeneizagédo do nitrogénio liquido a fim de evitar a adesdo das gotas de
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hemacias. Estas gotas, em contato com o nitrogénio liquido, formam pequenos
aglomerados de células vermelhas em forma de esferas. As esferas foram
removidas do nitrogénio liquido com uma peneira, transferidas para criotubos
identificados e estes foram armazenados em container de nitrogénio liquido (-
196°C).

3.2.4. Extragao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada em dois momentos diferentes (Figura 4)
para cada amostra. No primeiro momento, a partir do buffy coat da amostra colhida
em tubo com EDTA (item 3.2.3). O DNA obtido foi somente avaliado quanto sua
qualidade/quantidade e armazenados em freezer com temperatura < -20°C. Em um
segundo momento, realizou-se a extragao de DNA a partir das células imortalizadas
(B-LCLs) diretamente da cultura celular (item 3.2.6.3). Neste caso, o DNA extraido
foi avaliado quanto sua qualidade/quantidade e preparado para o processo de
liofilizacdo. O processo de extragdo de DNA foi realizado por meio do kit comercial
Mini Spin Plus® da BIOPUR (Biometrix Diagnéstica, Parana, Brasil), de acordo com
as recomendacoes do fabricante. A verificagdo do grau de pureza (DO 260/280nm) e
concentragédo (em ng/uL) do material genético foi realizada através de leitura Optica
da absorbancia em um equipamento de espectrofotometria (NanoDrop Lite, Thermo
Scientific, Wilmington, USA).

3.2.5. Isolamento das Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMCs)

A amostra de sangue colhida em tubo com heparina sodica foi
processada em laboratério de cultura celular, isto €, manipulada em fluxo laminar
com area, reagentes e materiais estéreis. Desta amostra, realizou-se o isolamento
das células mononucleares (Peripheral blood mononuclear cells — PBMCs)
utilizando-se o reagente Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Uppsala, Suécia),
conforme instrugdes do fabricante. O sangue total previamente diluido com PBS 1X
(Phosphate Buffered Saline) (HyClone™, GE Healthcare, Utah, EUA) foi adicionado
sobre o Ficoll, de maneira que ambos permanecessem como camadas separadas.
Apoés centrifugagcédo, ocorre uma migracao diferencial, devido a um gradiente de
densidade, que resulta na formagdao de camadas contendo os diferentes tipos
celulares. A camada inferior contém os eritrocitos que se sedimentam através do

Ficoll. A camada imediatamente acima contém principalmente os granuldcitos que,
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devido a pressao osmotica do reagente, migram através da camada de Ficoll.
Devido a densidade mais baixa, os linfécitos permanecem na interface entre o
plasma e o Ficoll, juntamente as plaquetas e mondcitos. Estas células foram
recolhidas da interface e submetidas a etapas curtas de lavagem com PBS 1X para
remover plaquetas, plasma e o Ficoll. Ao pellet celular obtido foram adicionados 10
mL de meio RPMI-1640 completo (Life Technologies, NY, EUA) com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (HyClone™, GE Healthcare, Utah, EUA), homogeneizando
cuidadosamente. Utilizou-se 12 pL da solugdo celular para realizar a contagem de
células em contador automatico Cell-Dyn Emerald (Abbott, Wiesbaden, Alemanha).
A partir do numero de células obtido, determinou-se por meio de calculos, o volume
necessario da solucdo celular para plaquear de 1 x 10% células/mL, as quais
prosseguiram no protocolo de imortalizagdo dos linfécitos B. As células
remanescentes foram centrifugadas a 1500 RPM por 10 minutos e ressuspensas em
volumes apropriados de solugdo de congelamento DMSO (Sigma-Aldrich, MO, EUA)
com 10% de SFB para o congelamento de 6 - 7 x 10° células/mL. Foi aliquotado 1
mL de células por criotubo previamente refrigerado. Os criotubos foram colocados
em dispositivo comercial Mr. Frosty (Nalgene Nunc Cooler) também previamente
refrigerado a 4°C, para realizar a curva de resfriamento de 4°C a -80°C, o qual
permite a reducao de -1°C por minuto. Este dispositivo foi armazenado em freezer -
80°C durante as primeiras 24 horas. Apos isso, os criotubos foram armazenados em

um container de nitrogénio liquido (-196°C).

3.2.6. Imortalizagao de Linfécitos B pelo Virus Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr foi produzido utilizando-se a linhagem celular B95-8,
a qual é capaz de secretar altos titulos virais no sobrenadante da cultura celular.
Estas células foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (Cddigo
BCRJ: 0042) e manipuladas em laboratério de cultura celular com nivel de

biosseguranga 2.
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3.2.6.1. Cultivo da B95-8 e Producao do EBV

A B95-8 foi cultivada em meio RPMI-1640 com 10% de SFB, a 37°C e 5%
CO, inicialmente em garrafa de 25 cm?. Estas células sdo semi-aderentes, ou seja,
parte crescem em suspensao e parte aderem ao plastico da garrafa, necessitando
ser ftripsinizadas para sua remocgdo. Ao atingirem confluéncia de 70% foram
transferidas para uma garrafa de 75 cm?. As células foram entdo cultivadas de
maneira a expandir o seu numero, estabelecendo aliquotas estoques das mesmas
com 1 x 107células/mL. O congelamento foi realizado conforme descrito no item
3.2.5.

Para produgao do virus Epstein-Barr, foram plaqueadas duas garrafas de
75 cm? (garrafa 1 e 2), cada uma contendo 1 x 108 células em 20 mL de meio RPMI-
1640 com 10% de SFB. Essas culturas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO:z2
e mantidas por 15 dias sem qualquer intervencdo, somente sendo acompanhadas
diariamente quanto a presenca de contaminacao, confluéncia celular e alteragdo na
coloracdo do meio, indicativo do consumo do mesmo. Ao décimo quinto dia
(alteragéo na cor do meio), o sobrenadante da cultura (amostras S1 e S2), contendo
as ceélulas em suspenséao, foi recolhido em tubos tipo Falcon; ja as células aderentes
(amostras C1 e C2) foram removidas apos tripsinizagdo e transferidas para outro
tubo. Todas as amostras foram submetidas a 4 ciclos de congelamento (40
segundos em nitrogénio liquido) e descongelamento (1 minuto em banho Maria a
37°C) rapido para propiciar a lise das células e liberagdo dos virus intracelulares.
Foram recolhidos 300 pL de cada amostra para extragdo de DNA viral (item 3.2.4),
sendo que para C1 e C2 foram realizadas duas eluigbes. A verificagdo do grau de
pureza (DO 260/280nm) e concentragdo (em ng/uL) do material genético foi
realizada através de leitura Optica da absorbancia em um equipamento de
espectrofotometria (NanoDrop Lite, Thermo Scientific, Wilmington, USA). Todas as
amostras foram centrifugadas a 1500 RPM por 10 minutos a temperatura de 4°C. Os
pellets foram descartados, os sobrenadantes filtrados por filtros de 0,45 um

(Millipore, Cork, Irlanda) e congelados a — 80°C.

3.2.6.2. Quantificagao da Carga Viral por qPCR e Preparo de Estoques Virais
Visando verificar a producéo/quantificagao do EBV por meio da deteccéao
de seu material genético nas amostras de DNA extraidas (S1, C1, S2 e C2) foi

realizada uma analise da carga viral por PCR quantitativo em tempo real
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(quantitative real-time PCR — gPCR). Utilizou-se como alvo o gene EBNA-1
(NC_007605.1), com primers e sonda (marcada com 6-carboxifluoresceina (FAM®))
customizados por Applied Biosystems - EUA (ID Applied: AIBJXZK)'. Foi utilizado
um controle positivo comercial com carga viral conhecida (Advanced
Biotechnologies, Maryland, EUA)’°. A reacdo de amplificagdo foi em um volume final
de 10 yL contendo 3,5 uL de TagMan Universal PCR Master Mix (2x), 0,175 uL do
mix de primers e sondas (20x), 5 yL de DNA e 1,325 pL de agua nuclease-free. As
condigdes de ciclagem foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 35 ciclos
de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Os ensaios foram realizados
utilizando o sistema PCR em tempo real 7500 ABI Prism (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Apos resultado detectavel para EBV nas amostras de DNA
extraidas, selecionou-se S2 para realizar a quantificacdo da carga viral. Para tal,
uma curva padréo foi construida por meio de uma diluigdo seriada (1:10) do controle
positivo (numero de copias virais conhecido). Em paralelo e baseando-se no
resultado anterior de cycle threshold (Ct) da amostra de DNA S2, realizou-se na
mesma uma diluicdo seriada (1:10), a fim de determinar a concentragédo viral de
cada diluicdo e assim estabelecer as aliquotas estoques de uso do virus. Das
diluicbes de S2 foram recolhidos 300 uL para extracdo de DNA e posterior gPCR. As
reacdes foram feitas em duplicatas e o resultado da carga viral de cada amostra foi

obtido por comparacao a curva padrao.

3.2.6.3. Producao das Linhagens Celulares Linfoblastéides (B-LCLs)

Das cinco amostras coletadas, duas (um paciente e um doador) foram
enviadas ao BCRJ para produgdao das B-LCLs. As amostras dos outros trés
pacientes foram processadas nos laboratorios da Unicamp.

Para cada amostra, foram plaqueadas em placas de seis pogos de 1 x 108
células/mL/pogo (item 3.2.5) em cinco pogos (Figura 5). Para tal, foram utilizados o
meio de cultivo tradicional (RPMI-1640 completo com 10% de SFB) e dois meios de
transformacdo: um contendo RPMI-1640 completo, 10% de SFB e 10 ug/mL de
fitohemaglutinina (PHA-M) (Sigma-Aldrich, MO, EUA); e o outro com RPMI-1640
completo, 10% de SFB e 2 yg/mL de Ciclosporina A (CsA) (Sigma-Aldrich, MO,
EUA)®57. Dos cinco pogos, foram adicionados o meio de cultivo tradicional em um
poco, o meio de transformagao com PHA-M em dois pogos e nos outros dois 0 meio

com CsA. Em seguida, aliquotas de EBV foram descongeladas rapidamente e
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adicionou-se 10° copias virais/mL a um pogo de cada meio de transformacg&o (pogos
testes). Aos outros trés pocos nao foram adicionados virus, sendo estes utilizados
como controle negativo do processo de transformacao celular. As placas foram
homogeneizadas por swirling cuidadosamente e incubadas a 37°C e 5% COa2. As
culturas foram acompanhadas diariamente, observando alteragdes de coloracédo do
meio, de morfologia, formagcao de grumos (clumps) e efeitos citopaticos, indicativos
de transformacao celular. Por volta do décimo quinto dia, iniciou-se a troca do meio
de cultura, substituindo 50% dos meios de transformacéo por meio de cultivo RPMI-
1640 completo com 10% SFB. Esse procedimento foi sendo realizado subsequente
conforme viragem do meio, sempre com substituicdo de metade do meio de cultura.
As duas células imortalizadas no BCRJ foram cultivadas de modo a
expandir o seu numero, com transferéncia das mesmas para garrafas maiores,
conforme necessario. Por ultimo, parte das células foi recolhida para extracdo de
DNA (item 3.2.4) e parte foi criopreservada (item 3.2.5), estabelecendo-se os

estoques celulares.

Linfécitos B
+
Meio com PHA-M
+
EBV

Linfécitos B Linfécitos B
+ +
Meio de cultivo Meio com PHA-M
tradicional

Linfécitos B
+
Meiocom CsA
+
EBV

Linfécitos B
+

Meio com CsA

Figura 5 — Representacido esquematica da
placa de cultivo no processo de
imortalizacdo. Pogos 1, 2 e 5: controles
negativos do processo. Pogos 3 e 6:
processo de imortalizacdo com EBV.
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3.2.7. Liofilizagao do DNA das B-LCLs

Com a finalidade de conferir maior estabilidade aos DNAs de referéncia
obtidos in house, visando o envio (transporte) para outras instituicbes dos mesmos,
foi estabelecido o protocolo de liofilizagdo do material genético.

Inicialmente foi produzida uma solugéo conservante contendo 0,80 mM de
Tris, 80 uM de EDTA e 6 mg/mL de Trehalose. Em tubos especificos com tampas
em rosca, foram adicionados 1 mL da solucido conservante e 20 uL da amostra de
DNA a aproximadamente 100 ng/uL. A mistura foi homogeneizada, os tubos
mantidos parcialmente fechados a “meia rosca”, de maneira a permitir o fluxo de ar
liberado. Os tubos foram entdo posicionados na prateleira do liofilizador ALPHA 2-4
LDplus (CHRIST®, Osterode am Harz, Alemanha) de acordo com instrugdes do
equipamento. A prateleira juntamente com os tubos foi armazenada a -80°C por
duas horas para congelamento das amostras. Temperatura e vacuo foram
programados previamente no liofilizador, a prateleira com as amostras foi transferida
rapidamente do -80°C para o mesmo e iniciou-se o processo de liofilizagcdo com
duracao total de 20 horas. Ao final, os tubos foram fechados e armazenados a -
20°C.

Duas aliquotas de cada amostra tiveram seu DNA eluido em 80 uL de
agua nuclease-free, realizando-se em seguida quantificacdo e os testes moleculares
para confirmagdo do gendtipo eritrocitario. Além disso, uma aliquota de cada
amostra foi enviada a laboratérios externos, os quais foram orientados a eluir o
material genético em 80 uL de agua nuclease-free para realizacdo dos testes

moleculares “as cegas’.

3.2.8. Genotipagem Eritrocitaria

As genotipagens eritrocitarias foram realizadas inicialmente para a
identificacdo das variantes RHD e RHCE nos pacientes portadores de doenca
falciforme e doadores de sangue. A partir das variantes encontradas foram
selecionados os individuos participantes do estudo, dos quais foram feitas analises
moleculares pré e pos imortalizagcdo, a fim de verificar se os processos de
transformacado celular e liofilizagdo dos DNAs interferem no genotipo eritrocitario.
Para tal, foram feitos os testes moleculares (PCR convencional) para detecgdo do
gene RHD e presenga de RHD”pseudogene, conforme descritos por Singleton et

al*®. Também foram realizadas a genotipagem estendida dos antigenos eritrocitarios
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€ a pesquisa das principais variantes RHD e RHCE utilizando-se as plataformas de
microarray HEA BeadChip™, RHD BeadChip™ e RHCE BeadChip™ (BioArray
Solutions, Immucor, Warren, EUA), conforme protocolo fornecido pelo fabricante. A
plataforma HEA BeadChip™ permite a identificagcao de 24 polimorfismos associados
a 35 antigenos eritrocitarios e trés variantes fenotipicas. As plataformas RHD
BeadChip™ e RHCE BeadChip™ contém, respectivamente, 35 marcadores
associados com expressao alterada do gene RHD e 25 polimorfismos associados
com alteracbes de alelos RHCE. Nos laboratorios externos, as genotipagens
eritrocitarias foram realizadas por técnicas de PCR in house e sequenciamento

gendmico.
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Figura 4- Fluxograma da estratégia experimental do estudo.
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4. RESULTADOS

4.1. Genotipagem Eritrocitaria

Da analise molecular inicialmente realizada nos pacientes portadores de
doencga falciforme e doadores de sangue foi possivel identificar os alelos variantes
RHD e RHCE descritos nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Alelos variantes RHD e RHCE identificados em
pacientes portadores de doenga falciforme.

Pacientes Portadores de Doencga Falciforme

Alelos RHD Variantes Alelos RHCE Variantes
RHD*W RHCE*ce48C
RHD*DAR RHCE*ce733G
RHD*Dllla RHCE*ce48C,733G
RHD*DIVa RHCE*ce48C,733G,1006T

RHD*DAUO RHCE*ce733G,1006T
RHD*fraco tipo 1 RHCE*ceMO
RHD*fraco tipo 4.0 RHCE*ceAR

RHD*Dllla-CE(4-7)-D

Tabela 4. Alelos variantes RHD e RHCE identificados em
doadores de sangue.

Doadores de Sangue

Alelos RHD Variantes Alelos RHCE Variantes
RHD*DAR RHCE*ce733G
RHD*DVI tipo 1 RHCE*ce48C,733G

RHD*fraco tipo 1 RHCE*ce48C,733G,1006T
RHD*fraco tipo 38 RHCE*ceMO
RHD*fraco tipo 4.0 RHCE*ceAR

RHD*Dllla-CE(4-7)-D RHCE*ceJAL

4.2. Individuos selecionados

Visando obter variantes RHD e RHCE de importancia clinica e o maior
numero de alelos variantes possiveis, a selecdo dos individuos participantes do
estudo, a partir de resultados prévios de genotipagens, incluiu presenca de delecéo,
polimorfismos, pseudogene e gene hibrido (Tabela 5). Todos os participantes foram

nao reagentes para os marcadores sorolégicos de doencas infecciosas.
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Tabela 5. Variantes RHD e RHCE identificadas nas analises moleculares eritrocitaria
dos participantes do estudo antes da imortalizagao celular.

Individuo Variante RHD Variante RHCE
DFAC_534 RHCE*ce(733G)/RHCE*ce(733G)
RCCP_917 RHD*¥/RHD*DAU3
NAC_1892 RHD-/RHD-
SCS_1981 RHD/RHD*DAR RHCE*ceAR/RHCE*ce(733G)
VACS_2730 RHD/RHD*Dllla-CE(4-7)-D RHCE*ce(733G)/RHCE*ce(48C,733G,1006T)

4.3. Cultivo da B95-8 para Producao do EBV

Durante o cultivo das células B95-8 para expansao e producao viral
(EBV), observou-se a presenca de células firmemente aderidas a garrafa, células em
suspensao e a formacado de aglomerados celulares em forma de cachos (clumps)
que se mantinham parcialmente aderidos, isto é, muitas vezes se soltavam da
garrafa quando esta era submetida a movimentos (Figura 6).

5 - X = © ’ /“/; ;/‘ % -;~’ "- . .
Figura 6 — Cultivo da célula B95-8 ao quinto dia (D=5) do
protocolo de producao viral. A: Presenca de aglomerados

celulares (20X). B: Presenca de células aderidas (fusiformes) e
células em suspensao (40X).

Ao décimo dia de cultivo celular (D=10), foi possivel perceber o inicio de
alteracao da cor do meio de cultivo, uma confluéncia celular de aproximadamente

70% e a presenca das mesmas caracteristicas morfolégicas descritas acima (Figura
7).
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Figura 7 — Cultivo da célula 895 8 ao deC|mo dla (D 10) do
protocolo de producgado viral. A: Aumento na quantidade de
aglomerados  celulares  (10X). B: Confluéncia de
aproximadamente 70% (20X).

No ultimo dia de cultivo celular (D=15) para producéo do EBV, o meio de
cultivo encontrava-se completamente consumido (meio acido - coloragao
amarelada) e com 100% de confluéncia celular. Além disso, notou-se a presenca de

células esféricas de tamanhos maiores e internamente densas (Figura 8).

Figura 8 — Cultivo da célula B95-8 ao décimo quinto dia
(D=15) do protocolo de producdo viral. Setas vermelhas
indicam células esféricas maiores e densas. A: Aumento de
20X. B: Aumento de 40X.

4.4. Quantificagao da Carga Viral por gPCR

Ao término da producado do EBV pelas células B95-8, a extracdo de DNA
das amostras dos sobrenadantes e células apresentou, conforme descrito na Tabela
6, os seguintes resultados de concentracao de DNA e média das triplicatas dos Cts

(cycle threshold) na PCR em tempo real:
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Tabela 6. Quantificacdo do DNA obtido da cultura de células B95-8 apds

protocolo de producéo viral e média dos Cts na PCR em tempo real.
Concentraciao DNA

Amostra Identificagao Média Cts
(ng/pL)
Células (garrafa 1) - 12 eluicéo C1(1%) 469,45 16,93
Células (garrafa 1) - 22 eluicao C1(29%) 165,75 16,49
Sobrenadante (garrafa 1) S1 13,75 15,98
Células (garrafa 2) - 12 eluicao C2 (19 32,05 15,79
Células (garrafa 2) - 22 eluicao C2 (29) 7,65 15,93
Sobrenadante (garrafa 2) S2 14,35 20,70

A partir da média dos Cts, a amostra S2 foi selecionada para realizar a
quantificacao da carga viral e estabelecer as aliquotas estoques prontas para uso.
Desta forma, considerando a correspondéncia entre Cts, o numero de coépias virais
da curva padrao do controle positivo e os Cts das diluicdes seriadas de S2, foi
possivel identificar a diluicdo com carga viral ideal® (1x108 copias virais/uL) para a
imortalizagao dos linfocitos B. Conforme Figura 9, uma amplificagdo entre os Cts 28

e 29 correspondem aproximadamente a 1x10° copias virais/pL.

Amplification Plot
2800

2400
2000
1.600

1.200

ARN

0.800

0400 |-10.200

0.000 =

-0.400
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27) 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle
Figura 9 - Quantificagdo da carga viral de Epstein-Barr: curva de
amplificacdo (gene alvo EBNA-1) com indicacdo do numero de copias
virais (108 a 10° copias/uL) para cada ponto da curva padrdo. Em destaque
na caixa vermelha, amplificacdo de 1x10° cépias virais/uL entre Cts 28 e
29. Threshold igual a 0,200.




51

4.5. Producao das Linhagens Celulares Linfoblastéides (B-LCLs)

As trés amostras (DFAC 534, RCCP_917 e NAC_1892) submetidas ao
processo de imortalizacdo na Unicamp foram mantidas em cultura por
aproximadamente 35 dias. Todas elas apresentaram, no decorrer deste periodo,
basicamente mesma evolugao, com alteragbes e caracteristicas semelhantes.

Os controles negativos com linfoécitos B e meio de cultivo tradicional nao
apresentaram alteracbes perceptiveis de coloragdo do meio, morfologia e
confluéncia celular ao quinto dia de cultivo (D=5). Aproximadamente ao décimo dia
de cultivo (D=10), observou-se uma alteracdo discreta na coloragdao do meio de
cultura, redugdo no numero de células, células aderidas e em suspensao e algumas
com superficies alteradas. Ao décimo quinto dia (D=15), houve uma diminuicéo
significativa na quantidade de células, com alteragdes morfoldégicas e rompimento de
membrana, indicando presenca de morte celular (Figura 10). Nao houve formagéao
de grumos celulares (clumps) durante o cultivo. As culturas foram descartadas
(D=15) por nao haver células viaveis quando analisadas pela coloracéo de Trypan
Blue.

oY - BRCOSCTEG &%

Figura 10 — Cultura celular do controle negativo do processo de imortalizacao (linfécitos
B + meio de cultivo tradicional). A: Células em D=5. B: Células em D=10. C: Células em
D=15. Setas vermelhas indicam alteragdes em morfologia € membrana (40X).

As demais culturas foram acompanhadas e avaliadas quanto a critérios
indicativos de transformacao celular ou ndo. Nas tabelas 7 e 8, e figuras 11 e 12
estdo demonstrados os critérios observados para as culturas com PHA-M e CsA,

respectivamente, nos tempos de cultivo D=5, D=10, D=20 e D=30.
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Tabela 7. Resultado dos critérios avaliados na imortalizacao dos linfécitos B com
meio de transformagdo com PHA-M. Controle negativo: linfécitos B com meio de
transformacao. Teste Imortalizacao: Linfécitos B com meio de transformacao e EBV.
1: aumento/intensidade. |: reducao/intensidade.

Imortalizagcao com PHA-M

Tempo de Cultivo

Critérios Avaliados

D=5 D=10 D=20

D=30

Controle Teste Controle Teste Controle Teste

Controle
Negativo Imortalizacdo Negativo Imortalizacao Negativo Imortalizacdo Negativo

Teste
Imortalizagao

Consumo do meio sim sim sim sim sim sim sim sim
Alteracdao no niumero de " . . . . . . .
células nao nao sim (|) sim (|) sim (|) sim (11) sim (|) sim (])
Presenca de células

maiores (efeito néo néao nao sim (1) nao sim (11) nao sim ()
citopatico)

Presenga de grumos ndo néo sim (1) sim (11) sim (1) sim (111) sim (1) sim (1)

(clumps)

Figura 11 - Cultura celular do protocolo de
imortalizagdo dos linfécitos B com meio de
transformacdo com PHA-M. A: Controle negativo em
D=10 (40X). B: Controle negativo em D=20 (40X). C:
Teste imortalizaggo em D=10 (20X). D: Teste
imortalizacdo em D=20 (40X). Setas indicam células
de tamanhos maiores e grumos celulares.
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Tabela 8. Resultados dos critérios avaliados na Imortalizacdo dos linfécitos B com
meio de transformacdo com CsA. Controle negativo: linfécitos B com meio de
transformacao. Teste Imortalizacao: Linfécitos B com meio de transformacao e EBV.
1: aumento/intensidade. |: reducao/intensidade.

Imortalizagao com CsA

Tempo de Cultivo

D=5 D=10 D=20 D=30
Critérios Avaliados Controle Teste Controle Teste Controle Teste Controle Teste
Negativo Imortalizacdo Negativo Imortalizacdo Negativo Imortalizacdo Negativo Imortalizacao

Consumo do meio nao nao sim (|) sim () sim (|) sim () nao néo
Alteragdao no niumero - . . ) . ) . .
de células nao néao sim (|) sim () sim (|) sim () sim () sim ()
Presenca de células
maiores (efeito nao nao nao nao nao sim (1) nao sim (])
citopatico)
Presenca de grumos nao néao nao nao nao sim (1) nao sim ()

(clumps)

e,

Figura 1 o

imortalizacdo dos

do protocolo de

com meio de
transformacédo com CsA. A: Controle negativo em D=5
(40X). B: Controle negativo em D=10 (40X). C: Teste
imortalizacdo em D=20 (40X). D: Teste imortalizacao
em D=30 (40x). Setas indicam células de tamanhos
maiores e grumos celulares.

linfécitos B

Apos o trigésimo dia de cultivo (D=30), observou-se intensa morte celular

em todas as culturas. Ao trigésimo quinto dia (D=35), as culturas foram descartadas

apo6s nao identificar células viaveis pela coloracao de Trypan Blue.
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As amostras SCS_ 1981 e VACS 2730 foram imortalizadas com sucesso
no BCRJ. Suas linhagens celulares linfoblastéides (B-LCLs) apresentaram
caracteristicas semelhantes as das células B95-8, com rapido crescimento, consumo
intenso do meio, presenca de células aderidas e em suspensdo e formacao de
muitos grumos celulares (Figura 13).

vFigura 13 — Cultura celuar para expansao das B-LCLs. reseng
de muitos grumos e rapido crescimento. A: B-LCLs em D=10
(20X). B: B-LCLs em D=15 (40X).

4.6. Analises dos DNAs das B-LCLs Pos-Liofilizacao

Os DNAs de referéncia das linhagens celulares linfoblastéides SCS_1981
e VACS 2730 foram preparados de maneira a obter uma concentracdo de
aproximadamente 25 ng/uL quando eluidos apds liofilizados. Os resultados obtidos
(Tabela 9) evidenciam que o preparo do material genético pré-liofilizacdo, bem como

o processo de liofilizagao foram satisfatérios quanto a recuperacéo dos DNAS pés-
eluicao.

Tabela 9. Concentracdo dos DNAs das B-LCLs antes e apés o
processo de liofilizagcao.

Concentragao do DNA (ng/uL)
Linhagens Celulares

Linfoblastéides Pré-liofilizagao Pos-liofilizagao
(20pL) (80pL)
SCS_1981 (aliquota 1) 103,40 27,10
SCS_1981 (aliquota 2) 102,50 25,90
VACS_2730 (aliquota 1) 103,00 27,40
VACS_2730 (aliquota 2) 103,05 28,30

A genotipagem estendida dos antigenos eritrocitarios e a pesquisa de

variantes RHD e RHCE realizadas in house e pelos dois laboratérios externos nos
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DNAs das B-LCLs de SCS 1981 e VACS 2730 péds-eluicao, confirmaram a
presenca dos mesmos polimorfismos, identificando as variantes RHD e RHCE pré-
imortalizagao (Tabela 3), sem qualquer alteracdo e discordancia ocasionadas pelo

processo.
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5. DISCUSSAO

O uso de linhagens celulares linfoblastoides (LCLs) estabelecidas in vitro
pelo processo de imortalizagdo com virus Epstein-Barr tem se tornando cada vez
mais utilizado em diversos tipos de estudos biolégicos, como modelos para
investigagdes de laténcia do EBV e tumorigénese estimulada pelo mesmo’’,
apresentagdo de antigenos em ensaios imunoldgicos®® 72, produgdo de anticorpos
monoclonais humanos’®74 e como fonte ilimitada de material biolégico quando a
fonte primaria é limitada’®"6, aplicagéo esta que pode ser utilizada para estabelecer
painéis de DNA de referéncia para genotipagem de variantes RH. Para o
estabelecimento das B-LCLs, ha inimeros métodos descritos na literatura®s6'
65,67.69,72,75-77  cada qual com suas particularidades nas etapas criticas do processo,
como a producdo do EBV pelas células B95-8, o tipo e quantidade de amostra
utilizada para obtengao dos linfocitos B e o uso de drogas para aumentar eficiéncia
do processo de imortalizagao.

A comecar pela obtencao do virus Epstein-Barr, umas das etapas mais
importantes do processo de imortalizacdo, € unanime entre os trabalhos o uso das
células B95-8 como produtoras virais. Ao cultivar estas células, foi possivel observar
caracteristicas concordantes com as descritas na literatura, como seu rapido
crescimento exponencial e consequentemente facil expansao, e a intensa formagao
de grumos celulares (clumps). Contrapondo a literatura que as caracterizam como
células em suspensdo, mas em conformidade com a descricdo em sua ficha de
dados de seu fornecedor, a B95-8 comportou-se como células semi-aderentes, isto
€, parte em suspensao com morfologia linfoblastéide e parte aderida com morfologia
fibroblastéide. Para a obtengcdo do EBV, alguns métodos estimulam as células com
compostos quimicos’’ ou redugéo de soro fetal bovino®” a fim de induzir a produgéo
viral, obtendo os virus em menor tempo e em maior quantidade. Outros ndo o fazem,
uma vez que essas células sao produtoras naturais do EBV em altos titulos. Neste
trabalho, a producéao viral ocorreu sem estimulos externos, simplesmente mantendo
as células por 15 dias em cultura sem qualquer intervencdo, submetendo-as ao
estresse de cultivo extremo. Apesar de um periodo maior de cultivo quando
comparado aos métodos que utilizam estimulos (em média 5 dias) para produgéo

viral, foi obtido uma alta carga viral do Epstein-Barr (maior que 108 copias virais/yL),
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o suficiente para estabelecer aliquotas estoques e realizar inUmeras imortalizagoes.
Ao realizar a quantificagao viral por gPCR, pode-se observar na tabela 4 que n&o ha
relagdo entre as concentragcdes de DNA obtido da B95-8 apds a producédo viral e o
numero de coépias virais obtido do processo, uma vez que as médias dos Cts das
amostras foram proximas entre si, com concentracbées de DNAs variando de muito
baixa a muito alta. Aparentemente, a concentragdo de DNA corresponde ao material
genético das células B95-8 e ndo do virus, ndo devendo neste trabalho ser este um
parametro considerado para avaliar o sucesso da producdo viral. Provavelmente,
esta discrepancia entre as concentracbes de DNA e as médias dos Cts ocorreu por
ter sido utilizado um kit de extragdo de DNA total e ndo um de extracdo de DNA viral.
Com isto, considerando a quantificagdo da carga viral, a amostra S2 foi selecionada
por apresentar menos particulas virais e desta forma ser necessario realizar uma
diluicdo seriada menor para obter aliquotas com carga viral desejada. A maioria dos
estudos citados anteriormente, ndo mencionam a quantificacdo de carga viral
utilizada para transformacdo de linfécitos B. Relatam somente a proporcdo de
sobrenadante viral para numero de células (PBMC). Contudo, trazem a necessidade
de uma alta concentragdo celular (de 2 a 5 x 108 células/ml) para compensar a
intensa morte celular que ocorre no processo devido a elevada carga viral. Desta
maneira, considerando o protocolo descrito por Biddison®? que utilizou uma copia
viral para cada célula, e a quantidade limitada de células obtidas dos pacientes
participantes deste estudo, optou-se por avaliar inicialmente o processo de
imortalizagao utilizando-se uma particula viral para infectar uma célula (linfocito B).
Vale ressaltar que deve ser considerado utilizar uma carga viral maior ou até mesmo
realizar uma titulacao viral nas culturas, quando possivel, para avaliar o impacto na
efetividade da imortalizacao celular.

Um segundo ponto importante do processo € o tipo e a quantidade de
amostra utilizada para obtengdo dos linfocitos B a serem imortalizados. Enquanto
alguns métodos®%%7.77 descrevem o uso de grandes volumes de sangue total (10 a
20 ml) para obtencédo dos linfécitos por separagdo com gradiente de densidade
(Ficoll-Paque), outro’® menciona pequenos volumes (3 a 5 mL) para o mesmo
processo e mais recente, Omi et al.! cita a transformacédo pelo EBV a partir de
quantidades limitadas de sangue total. Contudo, é consenso entre todos, a

necessidade do nimero minimo de 5x10° células para cada imortalizagédo. Este pode
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ser um fator limitante quando realizado com amostras de pacientes, que por diversas
razdes, pode ser inviavel a obtencdo do numero de células ideal.

A Ultima etapa na produgao das linhagens celulares linfoblastéides (B-
LCLs) é a infeccdo dos linfocitos B pelo EBV, onde ocorre a desativagdo de
mecanismos de apoptose e a transformacgao celular. Contudo, a medida que ocorre
a integracdo do virus a ceélula B, sdo gerados linfocitos T citotéxicos que eliminam as
células B infectadas, levando a falha da transformacgao. Sabe-se que entre a primeira
e segunda semana poés-infeccado com EBV ocorre um aumento no numero de células
infectadas com formagdo de focos de agregados celulares linfoblastoides. No
entanto, apos isto, ha uma intensa morte celular e completa degeneragdo dos
agregados celulares. Este evento, conhecido como regressdao, se da como
consequéncia do longo periodo de cultivo e a imunidade mediada pelas células T a
células B infectadas®. Hussain et al.”® descreveram sucesso no processo de
imortalizagdo sem qualquer tipo de estimulo para aumentar sua eficiéncia. Por outro
lado, outros estudos®'6367.69.77 indicam o uso de agentes mitogénicos como a
fitohemaglutinina (PHA-M) e lipopolissacarideo, ou agentes imunossupressores de
células T como a ciclosporina A (CsA) e tacrolimus (FK506), como alternativa para
driblar a acdo dos linfécitos T citotoxicos. O uso da fitohemaglutinina, um mitégeno
conhecido por estimular predominantemente, mas ndo exclusivamente células T,
induz estas a se transformarem rapidamente em células blasticas e morrerem antes
que os linfécitos T citotoxicos possam ser gerados. Ja a ciclosporina A, um
metabalito fungico, que exerce profundo efeito no sistema imune, tem o potencial de
agente imunossupressor seletivo de linfocitos T inibindo especificamente a divisdo
celular dos mesmos.

Para prevenir a regressao, optou-se por avaliar e comparar a estimulagao
com PHA-M e o tratamento com CsA. Ao comparar o comportamento das culturas
celulares dos controles negativos (todos sem exposi¢gdo ao EBV, sendo um com
meio de cultivo tradicional e os outros dois com meio de transformacgdo contendo
PHA-M e CsA respectivamente) pode-se observar que as drogas utilizadas nos
meios de transformacdo promovem alteragdes nos critérios avaliados quando
comparadas ao controle negativo com meio de cultivo tradicional. Enquanto este
segue um processo de degradagao progressiva da cultura celular desde o inicio de
seu estabelecimento, em um periodo curto de 15 dias cultivo, com baixo consumo do

meio indicando pouca atividade celular, morte celular gradativa, somente com
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alteracbes morfologicas relacionadas a lise celular, os controles negativos com meio
de transformacgao apresentam um comportamento mais estavel, indicando que PHA-
M e CsA por si sO exercem efeitos nos critérios considerados para avaliar a
ocorréncia da transformacao ou nao.

No processo de transformacdo com PHA-M, quando comparado controle
negativo com o teste de imortalizagdo, é possivel observar em ambos, no decorrer
dos 30 dias, presenca de atividade celular com constante consumo do meio, mesmo
quando ha redugédo no numero de células. Acredita-se que haja relevante influéncia
do efeito mitogénico da PHA-M na avaliagao dos critérios selecionados. Enquanto o
controle negativo manteve-se todo o tempo com redu¢gdo no numero de células, a
cultura teste de imortalizagao apresentou um aumento significativo entre os dias 10 e
20 de cultivo. Somado a isto, houve precocemente (D=10) formagdo de grumos
celulares tanto no controle negativo quanto na imortalizagdo, porém a quantidade e
0 aspecto dos grumos mostraram-se diferentes, com grumos em maior numero e
mais densos e compactos no teste de imortalizacdo. E por ultimo, o critério mais
importante e de maior impacto na avaliagao de ocorréncia da imortalizacdo ou nao, a
presencga de células maiores indicando um possivel efeito citopatico provocado pela
infeccdo das células pelo EBV, nao foi observado no controle negativo, sendo
visualizado exclusivamente no teste de imortalizagdo por volta do décimo dia de
cultivo com intensificagao até o vigésimo dia.

Ao analisar os dados da imortalizagdo com CsA, tem-se que em todo o
tempo de cultivo ndo houve, nem para controle negativo e nem para teste de
imortalizagdo, intenso consumo do meio como foi observado com PHA-M. Além
disso, as culturas com CsA se mantinham aparentemente com confluéncia celular
constante por certo periodo, seguido de pequenas redugdes no numero de células,
sendo que em nenhum momento foi observado aumento deste numero. Estas
observagdes corroboram com a relagdo, discutida anteriormente, entre a presenca
de atividade celular pelo estimulo mitogénico da PHA-M. Diferentemente do
processo de imortalizacdo com PHA-M, com CsA néo foi identificada a formacéo de
grumos celulares no controle negativo e, a presenga destes na cultura teste de
imortalizagdo ocorreu tardiamente (D=20) e em pequenas quantidades. Por outro
lado e em conformidade com a imortalizacdo com PHA-M, a presenca de células
maiores indicativas de efeito citopatico foi observada somente na cultura teste de

imortalizagdo com CsA e ndo no controle negativo. Contudo, estas células surgiram
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por volta do vigésimo dia de cultivo e em pequena quantidade, enquanto que com
PHA-M apareceram com menos tempo de cultivo (D=10).

Comparando os dados obtidos para os meios de transformagao com
fitohemaglutinina e ciclosporina A, pode-se perceber que cada cultura evoluiu com
perfil concordante com o principio de agao da droga, e que aparentemente ambos
auxiliam na protegido e prevengido da regressdo celular. Neitzel®> comparou a taxa
de imortalizacdo obtida com PHA-M e CsA, e descreveu um efeito preventivo a
regressao com o tratamento da cultura com CsA como sendo significativamente
superior ao efeito com PHA-M. A literatura, de modo geral, mostra que a
imortalizagdo com PHA-M comparada com CsA, ocorre em menos tempo. Porém, a
taxa de transformacao dos linfécitos € maior com CsA.

Apds o vigésimo quinto dia para ambas as culturas, a manutengédo e o
acompanhamento das mesmas passaram a ser semanal e nado mais diario.
Observou-se por volta do trigésimo primeiro dia uma alteragdo morfologica das
células, com rompimento das células maiores (efeito citopatico), intensa presenca de
lise nas demais e perda dos grumos celulares. As culturas celulares evoluiram com
degradagao e perda das mesmas, ndo sendo possivel avaliar o critério determinante
do sucesso da imortalizagdo, que € a alteracdo de uma cultura com crescimento
lento para uma cultura de crescimento exponencial, alcangcando confluéncia celular
rapidamente e necessitando de varios repiques em curto espaco de tempo,
caracteristicas essas tipicas de linhagens celulares. As células transformadas no
BCRJ apresentaram todas essas caracteristicas e mostraram que uma vez
imortalizadas € de facil expansao para obtencao do DNA.

Sabe-se atualmente que os pacientes portadores de doenca falciforme,
principalmente aqueles que fazem uso de terapia transfusional crénica, apresentam
alta taxa de aloimunizagao eritrocitaria devido a grande diversidade do lécus RH, a
qual resulta em uma diferenga entre o perfil de antigenos eritrocitarios de doadores e
pacientes®. A presenca de variantes Rh, originadas por meio de mutagdes ou
formacao de genes RHD-RHCE hibridos, levam a expressao de proteinas alteradas
que muitas vezes ndo sao identificadas sorologicamente, mas sao reconhecidas pelo
sistema imune como antigenos, fazendo com que ocorra produgdo de anticorpos
clinicamente significantes*%4142 e consequentemente um comprometimento do
aproveitamento transfusional e da qualidade de vida do paciente. A identificagcao

correta das variantes RHD e RHCE por testes moleculares € fundamental na
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prevencao da aloimunizagao nestes pacientes, uma vez que permite que a maioria
dos pacientes receba transfusdes de sangue com um maior grau de compatibilidade.

Recentemente, tem sido amplamente utilizada a analise molecular de
grupos sanguineos para determinacéo de perfis antigénicos eritrocitarios estendidos
e de variantes RH*®4%. Em 2009 e 2011 os resultados do Workshop Internacional de
Genotipagem Molecular de Grupos Sanguineos da Sociedade Internacional de
Transfusdo Sanguinea (ISBT) mostraram que somente 24 de 33 e 37 de 46
laboratérios participantes obtiveram respectivamente resultados completamente
corretos, ou seja, em torno de 20 a 30% dos laboratérios cometeram erros
principalmente na genotipagem RH%%', Volkova et al. 20197° estabeleceu um painel
de DNA de referéncia para genotipagem eritrocitaria, validado por um estudo
colaborativo internacional, envolvendo 28 laboratérios que determinou a acuracia na
determinacdo de 41 polimorfismos associados a 17 sistemas de grupos sanguineos.
A analise dos resultados mostrou mais de 98% de concordéancia com os resultados
esperados, demonstrando que o material genético obtido de B-LCLs é adequado
para ser utilizado como referéncia. Contudo, este painel ndo contempla variantes Rh.
A utilizagdo de painéis de DNA de referéncia como controles dos testes poderia
minimizar a ocorréncia de erros, mas a dificuldade em se obter doadores de sangue
e pacientes com variantes Rh relevantes previamente identificadas e caracterizadas
€ um limitante importante para tal. A partir das variantes identificadas nos individuos
deste estudo, foram selecionadas as mais encontradas em pacientes portadores de
doenga falciforme, porém pouco frequentes na populagdo geral. Variantes Rh
relevantes clinicamente ou seja, capazes de induzir aloimunizagdo, com maior
diversidade de gendtipos RH em menor numero de amostras, ou seja, priorizou-se a
selecdo de amostras com variantes RHD e RHCE com mutagdes diferentes entre os
alelos de cada gene (gendtipos heterozigotos compostos). Considerando as células
que foram imortalizadas com sucesso, observamos que com apenas duas amostras,
foram obtidos como controles positivos seis alelos diferentes, sendo eles: RHD,
RHD*DAR, RHD*Dllla-CE(4-7)-D, RHCE*ceAR, RHCE*ce(733G),
RHCE™ce(48C,733G,1006T). Desta maneira, além de obtermos o alelo referéncia
RHD, foi possivel conseguir variantes RHD e RHCE que podem levar a
aloimunizagdo com produgao de anticorpos clinicamente significantes.

Diante das consideragbes aqui realizadas, ¢é notério que o

estabelecimento das B-LCLs demanda longos e dificeis periodos de trabalho
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principalmente quando ha varias amostras manipuladas simultaneamente, mas pode
ser eficiente. Contudo, com a necessidade de ter, para realizacdo de estudos
moleculares, controles positivos de gendtipos raros RHD e RHCE, os quais sao
obtidos atualmente de fontes limitadas, entende-se que o desenvolvimento de
linhagens celulares que possam se tornar fontes ilimitadas de um material genético
com desvio minimo do gendtipo normal e que deter o conhecimento e a tecnologia
para obtencdo dessas linhagens, faz-se necessario no atual cenario dos estudos
moleculares. Além disso, deter o manejo de execugdo da metodologia de
imortalizagdo celular permitira outras diversas aplicagcbes em estudos de diferentes

linhas de pesquisa que sao realizados no Hemocentro da Unicamp.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os objetivos deste trabalho e nas condigbes em que foi

realizado, podemos concluir que:

* As analises moleculares realizadas em amostras de DNA de pacientes portadores
de anemia falciforme e doadores de sangue permitiram identificar variantes do

sistema Rh associadas a polimorfismos nos genes RHD e RHCE.

* Foi possivel obter, sem o uso de estimulos externos, altos titulos virais do Epstein-
Barr a partir do cultivo da linhagem celular B95-8.

» Linhagens celulares linfoblastéides com polimorfismos genéticos de variantes Rh
foram obtidas, disponibilizando seis alelos diferentes, pouco frequentes e que podem
levar a producdo de anticorpos com importancia clinica. Contudo, o protocolo de
imortalizagao celular in house necessita de adequacoes.

* Os polimorfismos identificados pré-imortalizacdo foram confirmados nas B-LCLs
obtidas, sem evidéncias de mutagdes nas regides génicas analisadas, que possam
ter sido ocasionadas pelo processo de imortalizagdo, mas € necessario ampliar a

validacado destes DNAs para realizar analises de acuracia mais robusta.
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com fenétipo alterado serdo incluidas no estudo. Os gendtipos RH serdo verificados realizando-se técnicas
de PCR convencionais (PCR alelo especifico e PCR-RFLP), microarray (tecnologia BeadChip) e
sequenciamento de DNA gendmico (método de Sanger). Para constituir os painéis de referéncia de DNA
serdo estabelecidas linhagens de células linfoblastoides transformadas com o virus Epstein-Barr (EBV). No
processo de validacdo das sequéncias dos DNAs obtidos a partir destas linhagens, serdo construidos
controles positivos por meio de clonagem plasmidial das variantes de interesse RHD e RHCE e os DNAs
gendmicos dos painéis serdo distribuidos em laboratorios para realizagdo de genotipagem Rh e avaliacdo
da performance do material. J& o estudo de miRNAs em variantes Rh serd realizada por meioc de PCR Array
Human miRNome. Analise de dados: A fenotipagem sera analisada pela ocorréncia ou ndo de aglutinacéo
das hemacias. A genotipagem sera avaliada pela amplificagdo do fragmento em gel de eletroforese (FCR
convencionais) e por programas especificos do microarray e sequenciamento. O desempenho dos painéis
de referéncia de DNA sera avaliado por meio de relatérios detalhados dos resultados preenchidos pelos
laboratérios participantes. O perfil de expressdo de miRNAs sera determinado de forma relativa por meio do
método 2Ct e as analises estatisticas através de programas especificos. Os dados serdc agrupados
hierarquicamente, buscando evidenciar miRNAs envolvidos na alteracdo da expressdo génica Rh.
Resultados esperados: Espera-se obter painéis de DNA de referéncia bem caracterizados para 20 variantes
genéticas do sistema Rh a fim de garantir seguranga nos resultados da genotipagem RH em pacientes
falciformes. Acredita-se ainda que o estudo de microRNAs forneca dados para elucidacdao mecanismos
envolvidos na expressdo de proteinas do sistema Rh, assegurando a compatibilizagdo dos antigenos
eritrocitarios Rh para transfusdo de sangue e melhorando a eficacia da terapéutica e a qualidade de vida

dos pacientes”.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar variantes do sistema Rh associadas com polimorfismos genéticos nos genes RHD e RHCE em
pacientes falciformes e doadores de sangue, desenvolver painéis de DNA de referéncia para genoctipagem
de variantes Rh e investigar a participagdo de microRNAs em casos de perfis fenotipicos Rh alterados nao
associadas a polimorfismos genéticos.

Objetivo Secundario: 1. Realizar analise molecular em DNA, RNA e microRNA para identificar e determinar
as bases moleculares de variantes Rh em pacientes portadores de anemia falciforme e doadores de
sangue;2. Estabelecer linhagens celulares linfoblastéides imortalizadas a partir de sangue total de doadores
de sangue que apresentam polimorfismos genéticos das principais variantes Rh;3. Desenvolver painéis de
DNA de referéncia abrangentes contendo polimorfismos genéticos associados a 20 antigenos Rh variantes
de importancia clinica;4. Validar os painéis de

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bar&o Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Pagina 02 de 06

72



COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP - W““‘
CAMPUS CAMPINAS

Continuagdo do Parecer: 1.387.233

referéncia em diferentes laboratérios de biclogia molecular de grupes sanguinecs;5. Utilizar os painéis de
DNA de referéncia na genotipagem eritrocitaria para garantir maior seguranca transfusional aos pacientes
falciformes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os ricos e/ou desconfortos associados aos procedimentos da pesquisa sdo dor e/ou a possibilidade de
equimoses decorrentes da colheita de sangue (puncéo venosa periférica).

Né&o ha beneficios diretos aos participantes.

Comentéarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa apresentada comoe trabalho de doutorado da pos-graduanda Mayra Dorigan de
Macedo (pesquisadora responsavel), com crientagdo da Profa. Dra. Lilian Maria de Castilho. Nesta
pesquisa, pretende-se identificar variantes do sistema Rh associadas com polimorfismos genéticos nos
genes RHD e RHCE em pacientes falciformes e doadores de sangue, desenvolver painéis de DNA de
referéncia para genotipagem de variantes Rh e investigar a participacdo de microRNAs em casos de perfis
fenotipicos Rh alterados ndo associadas a polimorfismos genéticos.

Para isso, pacientes com anemia falciforme (n=120) e doadores de sangue saudaveis (n=100) que
apresentem resultado sorolégico alterado ou discrepante nas tipagens eritrocitarias RhD e RhCE (sem faixa
etaria pré-determinada) serdo convidados a participar do estudo. Sera realizada uma consulta no banco de
dados do laboratério de biologia molecular de grupos sanguinecs eritrocitarios da instituicdo, a fim de
identificar pacientes e doadores, que ja tenham resultados de fenotipagem que se enquadrem no critério de
inclusdo e de genoctipagem (variantes Rh ou ndo) que sejam de interesse para o desenvolvimento dos
painéis de referéncia bem como das analises dos microRNAs. Esta consulta permitira direcionar a
abordagem dos sujeitos da pesquisa, evitando a coleta desnecessaria de amostras de voluntarios nédo alvos
do estudo.

As questdes levantadas no parecer consubstanciado 1.337.436 de 25 de novembro de 2015 foram
respondidas em carta enviada aoc CEP. Assim, os pesquisadores informaram que os sujeitos da pesquisa
nédo virdo ao Hemocentro da UNICAMP exclusivamente para participarem do estudo e que ndo havera
gqualquer tipo de ressarcimento aos participantes. Os sujeitos serdo convidados durante as rotinas de
transfusdo (pacientes) ou doacdo de sangue (doadores de repeticdo ou esporadicos)
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados:

1. Folha de rosto assinada pela pesquisadora responsavel, Mayra Dorigan de Macedo e por Joyce Maria
Annichino-Bizzacchi coordenadora associada do Centro de Hematologia e Hemoterapia Hemocentro de
Campinas, instituicdo indicada como proponente;

2. Termo de consentimento Livre Esclarecido (pacientes);

3. Termo de consentimento Livre Esclarecido (controles);

4. Formulario da Plataforma Brasil com as informacdes basicas sobre o projeto.

5. Projeto completo.

6. Carta de Esclarecimento ac CEP com respostas as questdes indicadas no parecer consubstanciado

Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N&o ha pendéncias ou inadequacdes. As questdes levantadas no parecer consubstanciado 1.337.436 de 25
de novembro de 2015 foram respondidas em carta enviada ao CEP.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
guando constatar a superioridade de uma estratégia diagnoéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de ac¢do imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
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normal do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso
grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento™.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apos a
aprovacgédo pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/12/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 600595.pdf 09:11:57
Qutros CARTA_ESCLARECIMENTO_PENDEN| 11/12/2015 |Mayra Dorigan de Aceito

CIA.pdf 16:00:10 Macedo
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 14/10/2015 |Mayra Dorigan de Aceito
09:55:55 | Macedo
TCLE / Termos de | TCLE_Paciente.pdf 07/10/2015 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / 16:12:13 | Macedo
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Doador.pdf 07/10/2015 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / 16:11:51 Macedo
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 07/10/2015 |Mayra Dorigan de Aceito
Brochura 16:11:11 Macedo
Investigador

Situagao do Parecer:
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Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Sim

CAMPINAS, 12 de Janeiro de 2016

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador)
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8.2 — Parecer consubstanciado do Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

COMISSAO NACIONAL DE g PlataFforma
ETICA EM PESQUISA %yfcul

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE,MOLECULAR DE VARIANTES DO SISTEMA Rh E DESENVOLVIMENTO
DE PAINEIS DE DNA DE REFERENCIA PARA REALIZACAO DE COMPATIBILIDADE
RH HAPLOTIPO COMPATIVEL EM PACIENTES COM DOENCA FALCIFORME

Pesquisador: Mayra Dorigan de Macedo

Area Tematica: Genética Humana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biologico
humano para obtencdo de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperagdo com o Governo Brasileiro;);
Equipamentos e dispositivos terapéuticos, novos ou néo registrados no Pais;
Projetos de pesquisa que envolvam organismos geneticamente modificados (OGM),
células-tronco embrionarias e organismos que representem alto risco coletivo, incluindo
organismos relacionados a eles, nos ambitos de: experimentacdo, construcdo, cultivo,
manipulagao, transporte, transferéncia, importacéo, exportacdo, armazenamento, liberagao
no meio ambiente e descarte;

Versdo: 5

CAAE: 50644215.0.0000.5404

Instituicao Proponente: Centro de Hematologia e Hemoterapia - HEMOCENTRO

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.577.509

Apresentacao do Projeto:
As informagdes foram retiradas do “PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CONEP_1543636.pdf”, datado
de 17/05/2016.

Apresentacéo do Projeto:

INTRODUCAO

A anemia falciforme € caracterizada por uma alteragéo na estrutura da hemoglobina capaz de provocar, sob
determinadas circunstancias, uma singular interacdo molecular e drastica reducéo na sua solubilidade. A
alteracdo molecular € representada pela substituicdo de uma adenina (A)
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por uma timina (T) (GAGGTC) no codon 6 do gene da globina . Esta mutacéo resulta na substituicdo do
aminoacido glutamina na posicao 6 por valina (6GluVal) e tem como consequéncia final a polimerizacéo das
moléculas dessa hemoglobina anormal (Hemoglobina S - HbS) quando desoxigenadas. A polimerizac&o da
hemoglobina S & o evento central na patogenia da anemia falciforme, resultando na alteracdo da forma do
eritrocito (forma de foice) e na acentuada reducéo de sua deformabilidade. A repeticdo frequente desse
fenémeno provoca lesdo de membrana em algumas células, fazendo com que a rigidez e a configuracdo em
forma de foice persistam mesmo apdés a reoxigenac&do. Em decorréncia de sua acentuada rigidez, as células
irreversivelmente falcizadas tem vida média reduzida e contribuem significativamente para a anemia
hemolitica dos pacientes. No entanto, o quadro clinico da anemia falciforme ndo depende substancialmente
dos sintomas causados pela anemia propriamente, mas, sim, da ocorréncia de lesdes organicas causadas
pela inflamac&o e obstrucéo vascular e das chamadas "crises de falcizac8o". As manifestacdes clinicas nas
doencas falciformes s&o extremamente varidaveis e derivadas primariamente da ocluséo vascular que é
marcada por crises de dor aguda. Praticamente todos os 6rgdos podem ser afetados pela oclusdo vascular.
Qutras manifestacées clinicas podem ocorrer: crises aplasticas, hemoliticas e de sequestro esplénico,
complicacdes cardiacas, pulmonares, neurolégicas, hepatobiliares, genitourinarias, oftalmolégicas,
osteoarticulares, bem como manifestacdes cutaneas. A terapéutica dos pacientes com doenca falciforme
consiste no tratamento das complicacdes especificas e em cuidados gerais da saude. S&o limitados os
tratamentos disponiveis para profilaxia da morbidade da doenca falciforme. As modalidades preventivas
mais comumente utilizadas séo hidroxiureia e transfusdo sanguinea simples ou de substituicdo. A terapia
por hidroxiureia, a qual promove o aumento da hemoglobina fetal, ndo é efetiva em todos os pacientes. J& o
objetivo do regime transfusional € manter o nivel de hemoglobina S abaixo de 30%, isto &, diluir a HbS com
hemoglobina A e alcancar uma elevacédo prolongada dos niveis de hemoglobina e hematocrito. Contudo, a
transfusé@o de substituicdo pode ter o efeito adicional de remocé&o dos fatores soltveis inflamatérios e da
coagulacdo. Outros efeitos adversos da transfus@o crénica sdo o acumulo de ferro, a transmisséo de
patogenos, reacdes transfusionais e principalmente a aloimunizagdo que pode causar reacdes
transfusionais hemoliticas tardias, producéo de autoanticorpos e sindrome de hipernemdlise. Ainda assim,
em muitos casos, a terapia transfusional traz mais beneficios do que riscos e muitas vezes a necessidade
desta conduta transpde as complicacdes consequentes da mesma. Como exemplo, um estudo demonstrou
claramente que um regime de transfus&o sanguinea que mantenha o nivel de HbS abaixo de 30% reduz
enormemente o risco do primeiro episodio de acidente vascular
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cerebral (AVC) em criancas com Doppler Ultrassonografico Transcraniana (DTC) alterado. Aloimunizacao
Rh em pacientes falciformes. As transfusfes de concentrados de hemacias melhoram significativamente a
morbidade e mortalidade em pacientes falciformes. Contudo, sua utilizacdo é complicada devido a alta
incidéncia de aloimunizacao eritrocitaria, o que aumenta a complexidade dos testes de compatibilidade
sanguinea e pode atrasar ou até mesmo dificultar a transfusé@o de unidades de sangue antigenonegativo
para estes pacientes. A producdo de anticorpos € uma complicac&o grave em pacientes com anemia
falciforme em regime de transfusdes crénicas uma vez gue 33 a 60% dos pacientes tornam-se imunizados e
45% desenvolvem multiplos anticorpos. A grande diversidade do ldcus RH nesses pacientes contribui com a
alta taxa de aloimunizacéo eritrocitaria, em especial contra antigenos do sistema Rh. Transfusées crénicas
associadas com a presenca de anticorpos eritrocitarios podem resultar em reacdes transfusionais
hemoliticas e consequentemente em um aumento dos riscos inerentes a transfusao como a les&o pulmonar
aguda associada a transfus&o (TRALI — Transfusional Related Acute Lung Injury). Adicionalmente, pacientes
que se tornam aloimunizados estdo 20 vezes mais propensos a formar anticorpos adicionais ap6s um ou
mais eventos de transfusdes. Genotipagem RH em doadores de sangue e pacientes falciformes. Os
laboratorios especializados em imunohematologia surgiram a partir da necessidade de analises mais
detalhadas nos casos de pesquisas de anticorpos positivas, provas de compatibilidade incompativeis e
reatividade antigénica incomum. A resolucdo destes problemas tem sido realizada por testes de
hemaglutinacdo (gold standard). Mas, devido as limitacdes destes testes sorolégicos, especialmente em
pacientes cronicamente transfundidos, atualmente métodos moleculares tém sido incorporados na rotina
imunohematologica complexa, pois alem de possibilitarem uma determinacdo mais correta do perfil
eritrocitario de um individuo, permitem identificar genes alterados que levam ao silenciamento ou fraca
expresséo de antigenos de grupos sanguineos e possibilitam distinguir aloanticorpos de autoanticorpos.
Uma das principais causas de aloimunizacéo eritrocitaria em pacientes com doencas falciformes é a
diferenca do perfil de antigenos eritrocitarios entre doadores e pacientes com respectiva ascendéncia
européia e africana. Assim, como uma forma de prevencdo da aloimunizacdo tenta-se transfundir estes
pacientes com sangue fenotipo compativel, especialmente para os sistemas ABO, Rh e Kell. No entanto,
tem se observado que alguns pacienies, mesmo recebendo transfusées de sangue Rh compativel,
desenvolvem anticorpos contra antigenos do sistema Rh e, a andlise molecular, independentemente dos
testes soroldgicos realizados, tem revelado a presenca de vérios alelos RH alterados nestes individuos. O
gene RHD codifica o antigeno D enguanto o gene RHCE codifica os
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antigenos "C", "c", "E" e "e". Mutacdes nestes genes ou formacéo de genes RHDRHCE hibridos levam a
producéo de antigenos Rh alterados, denominados variantes Rh, as quais ocorrem predominantemente em
individuos de origem africana. Estas proteinas Rh alteradas n&o podem ser detectadas sorologicamente,
mas podem ser reconhecidas pelo sistema imune como antigenos. Assim, estes pacientes podem produzir
anticorpos tanto para proteinas alteradas RhD quanto RhCE9, o que explica os casos de aloimunizacéo Rh,
apesar de transfusdes compativeis para os antigenos Rh normais. As variantes RhD mais frequentemente
encontradas em pacientes falciformes incluem os antigenos D parcial Dllla, DIVa, DAR, DOL e DAU,
enquanto que as variantes RhCE mais comuns séo as derivadas de alelos RHCE*ce alterados que
produzem antigenos "¢" e "e" parciais € levam a ndo expressao dos antigenos de alta frequéncia hrB e hrS
nas hemacias. Variantes da forma alélica RHCE*ce s&o geralmente herdadas com variantes do gene RHD
em pacientes falciformes que acabam desenvolvendo anticorpos Rh complexos, na maioria das vezes
clinicamente significantes, acarretando uma complicacéo séria a estes pacientes. Anticorpos contra
variantes RhD e RhCE ja demonstraram ser clinicamente significantes e uma das causas mais frequentes
de reacdes transfusionais hemoliticas tardias. Portanto, a identificacéo de variantes RhD e RhCE pode ser
de grande auxilio na prevencéo da aloimunizacéo e de reagdes transfusionais hemoliticas em pacientes
falciformes politransfundidos. Atualmente a genotipagem para variantes RH esta limitada a laboratorios de
referéncia que realizam testes moleculares mais complexos, pois requer anélise de varias regides dos genes
RHD e RHCE. No entanto, a prevaléncia de alelos RH alterados em pacientes falciformes tem levado varios
laboratérios a expandir os testes moleculares para investigacdo de variantes Rh em doadores e pacientes
com a finalidade de encontrar o sangue mais compativel para estes pacientes. Estudos anteriores
demonstram a importancia da genotipagem de grupos sanguineos na selecdo mais adequada de sangue
compativel para a transfuséo de sangue de pacientes em regime de transfuséo crénica. Verificou-se que a
realizacdo de genotipagem de variantes RH em pacientes e doadores de sangue aumenta a seguranca
transfusional, pois permite que a maioria dos pacientes receba transfusdes de sangue com um grau de
compatibilidade maior e, consequentemente tenham um maior aproveitamento das transfusées recebidas.
Nos ultimos anos, a genotipagem de grupos sanguineos com ensaios multiplex tem sido amplamente
utilizada na determinacgéo de perfis antigénicos eritrocitarios estendidos e de variantes RH. Com a utilizacéo
cada vez mais frequente da genotipagem, tem-se observado erros que poderiam ser evitados com o
emprego de painéis de referéncia. Em 2009 e 2011 os resultados do Workshop Internacional de
Genotipagem Molecular de Grupos Sanguineos da Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea
(ISBT) mostraram que somente 24 de 33 e 37
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de 46 laboratdrios participantes obtiveram respectivamente resultados completamente corretos, ou seja, em
torno de 20 a 30% dos laboratérios cometeram erros principalmente na genotipagem RH. Painéis de
referéncia abrangentes para genotipagem de variantes RHPainéis de referéncia validados sdo fundamentais
para o desenvolvimento de kits de genotipagem eritrocitaria, para a calibrac&o dos testes e para o
monitoramento e desempenho dos ensaios. No entanto, os materiais de referéncia atualmente disponiveis
estdo limitados e nao contemplam as variantes Rh de importancia clinica encontradas em pacientes
falciformes. A escassez de painéis de referéncia com cobertura dos alelos associados as variantes Rh pode
levar fabricantes e laboratérios a utilizar materiais néo caracterizados para o desenvolvimento, validacéo e
controle de qualidade dos testes de genotipagem Rh, o que pode comprometer a seguranca dos resultados.
Estas plataformas de genotipagem tem auxiliado a constituir grupos de doadores extensivamente
genotipados que permitem aumentar os estoques de sangue antigenonegativo e possibilitam a
compatibilidade eritrocitaria mais exata para pacientes com doenca falciforme. Em projetos anteriores,
utilizando estas plataformas e testes soroldgicos, conseguimos constituir em nossa instituicdo um banco de
doadores fenotipados e genotipados para as principais variantes Rh. Ha varias formas de obter materiais
genéticos de referéncia. Produtos de PCR e produtos de PCR clonados em plasmideo séo faceis de
produzir. No entanto, eles perdem a complexidade do DNA genémico e, portanto, ndo séo representativos
do material genético avaliado na clinica. Quanto mais o material genético utilizado representar o DNA
gendmico, mais significado clinico ele tera. Por este motivo, propomos o desenvolvimento de painéis de
referéncia constituidos por DNA gendémico que incluam os alelos associados as variantes Rh de importancia
clinica. Células imortalizadas sao capazes de proliferar em cultura e se manter indefinidamente. A
imortalizacdo ocorre quando os mecanismos de morte celular sédo desativados, permitindo a manutengéo
dessas células indefinidamente. Por técnicas especificas, € possivel isolar uma ou mais células e deixa-las
proliferar em cultura, dando origem a outras células com caracteristicas semelhantes e continuas. Assim,
nosso objetivo & identificar variantes Rh em pacientes falciformes e doadores de sangue e desenvolver
painéis de referéncia de DNA gendmico abrangendo os polimorfismos genéticos de 20 antigenos Rh
variantes. Linhagens celulares imortalizadas de DNA gendmico de doadores de sangue que apresentam
estes polimorfismos genéticos serdo estabelecidas para servir como fonte ilimitada para estes painéis. Apods
validacdo adequada, estes painéis poderdo ser utilizados para o desenvolvimento, fabricacéo,
regulamentacdo e aprovacéo de ensaios moleculares de variantes Rh. Além disto, estes painéis de
referéncia poderdo ser também utilizados como controles da genotipagem RH e assim, assegurar um
resultado confiavel e seguro para heneficiar os pacientes
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falciformes. O papel de miRNAs na express&o génica de eritrocitos. O estudo dos genes RH vem ocorrendo
desde o estabelecimento do uso da genética molecular na pratica clinica e o numero de alelos RHD
descritos mais que duplicou a partir do ano de 2000. Vinte e cinco anos apés a clonagem do primeiro gene
RH, (RHCE), os polimorfismos tém sido caracterizados detalhnadamente, levando a descobertas como a do
ponto de quebra molecular de delecdo na caixa Rhesus hibrida em RHD associado com o fenétipo D
negativo e a identificacéo de variabilidade nas mesmas. Também, um grande esforco tem sido despendido
para o entendimento da funcgéo das proteinas Rh e a definicdo de sua estrutura 3D, uma vez que néo se
sabe muito além de sua importancia estrutural para integridade da membrana dos glébulos vermelhos. Na
pratica da clinica transfusional, um amplo conhecimento dos grupos sanguineos que expressam variantes,
somado a histéria clinica do paciente, pode auxiliar na interpretacéo de resultados moleculares e sugerir
investigacdes adicionais, como o sequenciamento de um determinado gene. Em algumas situacdes, a
determinacdo do gendtipo pode ndo se correlacionar com a expresséo antigénica nas células vermelhas.
Assim, deve-se considerar a relevancia do preparo de cDNA a partir de mRNA, em adic&o a analise do DNA
gendmico, para solugcdo de casos com discrepancias genotipicas e fenotipicas. Entretanto, tem-se
observado alguns casos de gendtipo e fenotipo Rh discrepantes n&o justificados por presenca de
polimorfismos. A identificacdo de doadores e pacientes com expressao alterada de proteinas Rh, mas com
resultados normais nas analises de DNA, cDNA e sequenciamento dos genes RHD e RHCE, tem gerado
uma inquietude pelo esclarecimento dos fatos. Esta, por sua vez, despertou o interesse e a necessidade por
investigacdes em eventos da expressao génica alem daqueles rotineiramente avaliados, como uma possivel
regulacédo pos transcricional. Neste sentido, voltamos nossos olhares aos microRNAs (miRNA), moléculas
de RNA fita simples com tamanho aproximado de 19-25 nucleotideos que regulam diversas vias celulares
participando da maior parte dos processos biolégicos. Atuam regulando de forma negativa a expresséo de
genes a nivel pés-transcricional ao se ligar em regides - UTR complementares no mRNA alvo. Sabe-se que
o silenciamento génico pode ocorrer tanto pela degradacdao do mRNA quanto pela inibigdo da traducao da
proteina, dependendo do grau de complementaridade entre o miRNA e o mRNA33.Apesar das funcdes dos
miRNAs nos glébulos vermelhos ndo estarem totalmente estabelecidas, varios estudos tem descrito
conjuntos distintos destes como essenciais para homeostasia e diferenciacéo destas células. O papel do
miR-451a foi descrito na regulacao positiva da diferenciacao final eritréide e na prote¢do das hemacias
contra o estresse oxidativo. Ja o miR- 320 foi relacionado com a regulagédo da expressao do receptor de
transferrina CD7136, enquanto o miR- 144 demonstrou exercer um importante papel na tolerancia de
reticuldcitos ao
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estresse oxidativo em pacientes com doenga falciforme. O miR-96 estava diretamente ligado e inibindo o
mRNA de globina gama e consequentemente regulando a expressdo da hemoglobina fetal na eritropoiese
pos-natal. Por meio da tecnologia deep sequencing e analise protedmica, que as hemacias possuem uma
magquinaria complexa de miRNA gue confere regulacdo da tradugdo do mRNA mesmo apds a perda do
nucleo. Diante do acima exposto, acreditamos que uma analise molecular de miRNA endégenos de
eritrécitos podera fornecer respostas as discrepancias Rh encontradas, além de direcionar para novos
horizontes em estudos futuros. O entendimento dos mecanismos de degradacdo de RNA e regulacdo da
traducdo nos glébulos vermelhos pode proporcionar uma melhor contextualizacdo de doencas relacionadas
a estas células.

HIPOTESES

As hipdteses deste trabalho pautam-se tanto nos achados obtidos pelo nosso proprio grupo de pesquisa em
estudos antecedentes como nos trabalhos publicados na literatura por outros grupos. Considerando os
objetivos especificos desta proposta e que somente fardo parte deste estudo amostras com fenotipagem Rh
alteradas, as hipdteses séo:

1. A analise do DNA e RNA identificara os polimorfismos genéticos de variantes Rh. Os casos que ndo
apresentarem tais polimorfismos, isto &, sem explicacdo genética para o fendtipo Rh alterado, serdo
investigados a participacdo de microRNAs interferentes na regulacdo da expresséo génica.

2. Uma vez identificados os 20 principais polimorfismos genéticos das variantes Rh, os linfécitos B das
respectivas amostras variantes Rh serdo transformados pelo virus Epstein-Barr (EBV), visando a
imortalizacéo de tais células e a producéo de linhagens celulares para estabelecer um banco de células que
fornecam material genético de interesse.

3. Com as linhagens celulares estabelecidas, sera possivel obter os DNAs destas em quantidades
suficientes e deste modo desenvolver os painéis de DNA de referéncia para as variantes Rh de importancia
clinica.

4. Apos a obtencdo dos painéis de DNA de referéncia das variantes Rh, o desempenho destes sera avaliado
por laboratorios de biologia molecular de grupos sanguineos a fim de executar o processo de validacéo do
produto e verificar a efetividade de sua utilizacdo como controle nos testes de genotipagem.

5. Ao finalizar o desenvolvimento dos painéis, os mesmos serdao disponibilizados aos laboratérios de
genotipagem eritrocitaria e o seu uso sera monitorado para mensura o quanto a sua implementacéo na
rotina ira contribuir para o aumento da seguranca transfusional aos pacientes falciformes.
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METODOLOGIA

- Confirmacédo dos fendtipos. Os fendtipos de todos os doadores serdo confirmados realizando-se a
fenotipagem eritrocitaria para os antigenos selecionados.

- Extracdo de DNA, RNA e miRNAQ DNA, RNA serdo extraidos de leucocitos e o miRNA de reticuldcitos
utilizando-se o Kit comerciais especificos, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.

- Sintese de DNA complementar (cDNA)A sintese de cDNA sera realizada a partir de aproximadamente 1 g
de RNA por meio de enzima especifica. Também serao realizadas reacdes de transcricao reversa a partir de
miRNA.

- Confirmacéo dos genotipos RHOs gendtipos RH de todos os doadores serdo confirmados realizando-se
técnicas de PCR convencionais, microarray e sequenciamento de DNA gendmico. As técnicas de PCR
convencionais incluirdo técnicas de PCR alelo especifico e PCR-RFLP j& padronizadas em nosso laboratério
para alguns polimorfismos selecionados. A técnica de microarray sera realizada pela tecnologia BeadChip ja
implantada em nosso laboratério. A técnica de sequenciamento sera realizada pelo método de Sanger para
os polimorfismos que ndo estdo contemplados na plataforma de microarray utilizada ou no PCR
convencional padronizado.

- Imortalizacao de linfocitos B utilizando o virus EpsteinBarr.

- Preparo das células a serem imortalizadasCélulas mononucleares obtidas de sangue periférico (PBMCs)
serdo isoladas em gradiente de centrifugacdo com Ficoll-Hypaqgue. Para inativacao dos linfocitos T, sera
adicionado 1-2 ug/mL de Cyclosporina A ao meio. Apos contagem das células, as mesmas serao utilizadas
para transformac&o ou serdo congeladas para utilizac&o futura.

- Transformac&o de linfocitos B utilizando o virus Epstein-Barr (EBV). E nossa intengéo enviar inicialmente
trés células ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) para imortalizac&o para que possamaos ter um
material de referéncia. Em paralelo, realizaremos em nossa Instituicdo o procedimento de transformacéo de
linfécitos B pelo EBV para o estabelecimento de linhagens de células linfoblastéides. No momento em que
4x106 do total de células viaveis forem contadas, subculturas seréo preparadas e expans&es das células
serdo realizadas. Em torno de 6-8 semanas esperamos obter o numero suficiente de células necessarias
para criopreservacao de 10 ou mais frascos de celulas.

- CriopreservacéoAs células EBV-transformadas serdo congeladas em nitrogénio liquido para
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garantir longo tempo de sobrevida.

- Extracéo e liofilizacdo do DNA gendmico. Em torno de 1000 g de DNA gendmico serdo extraidos dos
pellets das células. Testes de degradacéo acelerada serdo realizados em uma ampla faixa de temperatura
(560C a 1500C).

- Construc&o de controles positivos para variantes RHD e RHCE identificadas. Para obter DNA referéncia e
caracterizado de cada amostra que ira compor o painel, serdo construidos controles positivos atraves da
insercéo dos fragmentos correspondentes as variantes de interesse RHD € RHCE em pGEM®-T Easy
Vector Systems.

- Validac&o dos painéis de referénciaOs DNAs gendmicos seréo distribuidos a laboratérios colaboradores
para realizac@o de genotipagem Rh e avaliacdo da performance do nosso painel.

- Pesquisa de miRNAs em variantes Rh ndo associadas a polimorfismos genéticos. O estudo de miR Nas
sera realizada por meio do kit miScript miRNA PCR Array Human miRNome, o qual permite avaliar o perfil
de expressdo dos miRNAs mais abundantemente expressos e com sequéncias mais bem caracterizadas do
genoma humano (miRNome). O método baseia-se em PCR em tempo real e maximiza a probabilidade de
identificar sequéncias de miRNAs cujo padréo de expresséo se correlacione com fendtipos biolégicos em
estudo. Os dados obtidos ser&o analisados no software online especifico para miScript miRNA PCR Array.

CRITERIO DE INCLUSAO

O critério de inclusdo no estudo serd o mesmo para pacientes falciformes e doadores de sangue, o qual
consiste em apresentar resultado sorolégico alterado ou discrepante nas tipagens eritrocitarias RhD e
RhCE, sem faixa etaria pré-determinada.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS PRIMARIOS

Identificar variantes do sistema Rh associadas com polimorfismos genéticos nos genes RHD e RHCE em
pacientes falciformes e doadores de sangue, desenvolver painéis de DNA de referéncia para genotipagem
de variantes Rh e investigar a participacao de microRNAs em casos de perfis fenotipicos Rh alterados nao
associadas a polimorfismos genéticos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Realizar analise molecular em DNA, RNA & microRNA para identificar e determinar as bases moleculares
de variantes Rh em pacientes portadores de anemia falciforme e doadores de sangue;

2. Estabelecer linhagens celulares linfoblastoides imortalizadas a partir de sangue total de
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doadores de sangue que apresentam polimorfismos genéticos das principais variantes Rh;

3. Desenvolver painéis de DNA de referéncia abrangentes contendo polimorfismos genéticos associados a
20 antigenos Rh variantes de importancia clinica;

4. Validar os painéis de referéncia em diferentes laboratorios de biologia molecular de grupos sanguineos;

5. Utilizar os painéis de DNA de referéncia na genotipagem eritrocitaria para garantir maior seguranca
transfusional aos pacientes falciformes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Considerando que a participacéo do voluntario na pesquisa consiste no procedimento para obtencéo de
amostra de sangue, a coleta de sangue sera realizada em condicbes assépticas, seguindo os
procedimentos operacionais estabelecidos pela Portaria 2.712, de 12 de Novembro de 2013. Todo material
utilizado sera descartavel (agulha e seringa), ndo conferindo risco de contaminacéo ao participante. Deste
modo, pode-se dizer que ndo ha riscos previsiveis para os voluntarios. Em relacdo aos profissionais de
enfermagem e pesquisadores, responsaveis pela execucéo da coleta de sangue e manipulacdo de amostras
biolégicas respectivamente, estes estardo expostos aos riscos inerentes das atividades da profisséo.

BENEFICIOS

O desenvolvimento destes painéis para variantes Rh permitira a adocéo de normas de qualidade no trabalho
rotineiro dos laboratérios de tipagem sanguinea. Deste modo, este projeto trara beneficios diretos a
comunidade cientifica e aos sujeitos da pesquisa, pois ira atribuir maior precisédo e exatiddo aos testes,
gerando resultados mais fidedignos e confiaveis, reduzindo a exposicéo de pacientes (regime de transfusao
crénica) a antigenos eritrocitarios incompativeis e consequentemente evitando o desenvolvimento de
anticorpos e a destruicdo das células transfundidas. Tudo isto resultara em melhor aproveitamento das
transfusdes, com redugdo no numero destas e no risco de contaminacao destes pacientes por patégenos,
atribuindo assim melhor qualidade de vida aos mesmos. Somado a isto, a criacdo de painéis de referéncia
sera uma inovacéo tecnologica brasileira para area da saude. Os trabalhos neste sentido auxiliam na
formacé&o de recursos humanos com caracteristicas multidisciplinares capazes de lidar com tecnologias
mundialmente utilizadas e com a evolugcdo do mercado de producéo e cultivo de linhagens para fins
biotecnolégicos. Além disto, as analises que serdo realizadas para o desenvolvimento dos painéis
permitiram a identificacdo de doadores e pacientes com expresséo
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alterada de proteinas Rh, mas com resultados normais nas analises de DNA, cDNA e sequenciamento dos
genes RHD e RHCE. Assim, investigacdes em eventos da expressédo génica, como uma regulacéao
postranscricional por microRNAs (miRNA), podera esclarecer mecanismos envolvidos na expresséo de
proteinas do sistema Rh e, de maneira a convergir com 0s beneficios do desenvolvimento dos painéis,
tracar novas diretrizes para conciliar resultados de fenotipagem com genotipagem, assegurando mais uma
vez a compatibilizacao dos antigenos eritrocitarios Rh para transfusao de sangue e melhorando a eficacia
da terapéutica.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se da analise da resposta a pendéncia 1.2.3 ao Parecer Consubstanciado da Conep n® 1.543.636,
datado de 17 de maio de 2016, oferecida pela pesquisadora Mayra Dorigan de Macedo, responsavel pela
pesquisa ANALISE MOLECULAR DE VARIANTES DO SISTEMA Rh E DESENVOLVIMENTO DE PAINEIS
DE DNA DE REFERENCIA PARA REALIZACAO DE COMPATIBILIDADE RH HAPLOTIPO COMPATIVEL
EM PACIENTES COM DOENGCA FALCIFORME, correspondente ao Protocolo CAAE
50644215.0.0000.5404, com patrocinio principal da FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO
DE SAO PAULO.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Verificar item "Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”.

Recomendacoes:
Verificar item "Conclus&es ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Analise da resposta a pendéncia 1.2.3 ao PARECER CONEP 1.543.636, com data de 17 de maio de 2016:

1. Quanto ao documento Projeto Detalhado, intitulado "Projeto.pdfProjeto.pdf” seguem as seguintes
pendéncias:

1.1. Solicita-se que o termo "sujeito" seja substituido por "participante da pesquisa”, em todo o documento,
conforme definicdo disposta no item 11.10 da Resolugcdo CNS n° 466 de 2012.

RESPOSTA: Conforme solicitado fez-se a substituicao do termo "sujeito” por "participante da pesquisa" em
todo o documento. Estas alteragdes encontram-se destacadas ao longo do texto da seguinte forma:
PARTICIPANTE (S) DA PESQUISA.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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1.2. Solicita-se que conste no Projeto Detalhado os critérios de inclusdo e exclusdo detalhados dos
participantes da pesquisa, que deverdo ser apresentados de acordo com as exigéncias da metodologia a
ser utilizada no estudo proposto (ltem 3.4.1.11, da Norma Operacional CNS n° 001 de 2013).
RESPOSTA: Conforme solicitado fez-se alteracdes em "5.1 PARTICIPANTES DA PESQUISA" e a inclusé&o
de "5.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2.1. Nao foi possivel identificar a faixa etaria da populacéo a que a pesquisa se destina. Sendo assim,
solicita-se esclarecer se havera o recrutamento de participantes menores de idade. Solicita-se ainda, inserir
nos critérios de inclus&o a faixa etéria da populagéo estudada.

RESPOSTA: Conforme solicitado fez-se o esclarecimento sobre a faixa etaria da populacéo estudada em
"5.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2.2. Na pagina 3 de 27 lé-se: "No momento antecedente a punc¢do do voluntario, seja ela para acesso
venoso para transfusdo ou coleta para doacéo de sangue, o enfermeiro responsavel apresentara o estudo
em questdo por meio de linguagem simples, clara e objetiva. Explicara que SERA COLETADO UM TUBO
DE SANGUE (4 ML) adicional, o qual sera realizado por meio do mesmo acesso venoso, sem a
necessidade de outra puncdo. EM SEGUIDA, REALIZARA O CONVITE PARA PARTICIPACAO E
APRESENTARA O TCLE ao sujeito.” (destaques nossos). Ndo é eticamente aceitavel coletar material
biclégico com a finalidade da pesquisa sem conceder o tempo adequado para que o convidado a participar
da pesquisa possa refletir, consultando, se necessario, seus familiares ou outras pessoas que possam ajuda
-los na tomada de decisao livre e esclarecida (Item 1V.1, da Resolucdo CNS n° 466 de 2012). Solicita-se
adequacao.

RESPOSTA: Conforme solicitado fez-se a alteragdo em "ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA - Modo de
abordagem dos PARTICIPANTES DA PESQUISA para a obtencdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE)". Alteracao de: "No momento antecedente a punc¢éo do voluntério, seja ela para acesso
venoso para transfuséo ou coleta para doacédo de sangue, o enfermeiro responsavel apresentara o estudo
em questao por meio de linguagem simples, clara e objetiva. Explicara que sera coletado um tubo de
sangue (4 mL) adicional, o qual sera realizado por meio do mesmao acesso Venoso, sem a necessidade de
outra punc¢éo. Em seguida, realizara o convite para
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participacdo e apresentard o TCLE ao sujeito.” Para: "O enfermeiro responsavel apresentara o estudo em
questdo por meio de linguagem simples, clara e objetiva. Explicaré que para tal sera coletado um tubo de
sangue (4 mL) adicional, o qual sera realizado por meio do mesmo acesso venoso, sem a necessidade de
outra puncdo. Em seguida, realizara o convite para participacao e apresentara o TCLE ao PARTICIPANTE
DA PESQUISA. Sera informado ao convidado a participar da pesquisa que ele tera o tempo que julgar
necessério para refletir e consultar, se for o caso, seus familiares ou outras pessoas que possam ajuda-lo na
tomada de decis&o livre e esclarecida.".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2.3. Na pagina 3 de 27 no item "Participacao de Grupos Vulneraveis" |1é-se: "Este estudo nao é
direcionado a grupos vulneraveis. No entanto, pode ocorrer de individuos vulneraveis, como pacientes
MENORES DE IDADE (Destague Nosso) ou pessoas analfabetas (tanto pacientes como doadores)". Diante
do exposto e caso sejam incluidos menores de idade no estudo, solicita-se submeter para apreciacédo ética
na Plataforma Brasil o Termo de Assentimento, o qual deve ser elaborado pelo pesquisador em linguagem
acessivel 8 compreensdo dos participantes da pesquisa, EM SUAS DIFERENTES FAIXAS ETARIAS (um
para participantes até 12 anos e outro para participantes com idade entre 13 e 17 anos), ndo sendo
adequado que seja elaborado somente um Termo de Assentimento para todos os participantes menores de
18 anos. Adicionalmente, caso sejam incluidos menores de idade no estudo, solicita-se a inclusdo do TCLE
para pais e responséaveis (ltem 1.2, da Resolucdo CNS n® 466 de 2012).

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a submissao para apreciacdo ética na Plataforma Brasil dos
Termos de Assentimento (um para participantes até 12 anos e outro para participantes com idade entre 13 e
17 anos), bem como do TCLE para pais e responsaveis. Os documentos estéo intitulados por:
"Termo_de_assentimento_ate_12_anos.pdf’,

"Termo_de_assentimento_de_13_a_17_anos.pdf",
"TCLE_Responsaveis_por_pacientes_menores_de_idade.pdf".

ANALISE: A pesquisadora submeteu os Termos de Assentimento e o TCLE para os responsaveis, porém,
considerando que o Termo de Assentimento deve ser elaborado em linguagem acessivel a compreenséo
dos participantes da pesquisa, ndo & adequado que seja apresentado o mesmo Termo de Assentimento
para todos os participantes menores de 18 anos. PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.
RESPOSTA: - nao foram realizadas alteracdes no Termo de assentimento destinado a pacientes de
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13 a 17 anos, permanecendo o documento intitulado por “Termo_de_assentimento_de_13_a_17_anos.pdf’;
- fez-se altera¢des no Termo de assentimento destinado a pacientes menores de 13 anos. Para tal, foi
substituido o arquivo “Termo_de_assentimento_ate_12_anos.pdf’ pelo arquivo intitulado por
“Termo_de_assentimento_ate_12_anos_versao2.pdf’. Além disso, foi anexado o arquivo
“Termo_de_assentimento_ate_12_anos_versao2_Destaque.pdf’, no qual todas as altera¢des realizadas
encontram-se destacadas de vermelho.

ANALISE: Os modelos de Termos de Assentimento, nas respectivas faixas etarias, estdo adequadas, e
devidamente postadas na Plataforma Brasil. PENDENCIA ATENDIDA.

1.3. Solicita-se que conste no Projeto detalhado, ou em declaracéo anexada, a garantia do Pesquisador
Responsavel de divulgar os resultados do estudo para os participantes da pesquisa e instituicdes onde os
dados foram obtidos (Item 3.4.1.14, da Norma Operacional CNS n° 001 de 2013).

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a incluséo do item "DIVULGACAO DOS RESULTADOS PARA OS
PARTICIPANTES DA PESQUISA E INSTITUICAO ENVOLVIDA" em "ASPECTOS ETICOS DA
PESQUISA". Segue: "Os pesquisadores responsaveis por este estudo assumem o compromisso € a
garantia de divulgar os resultados do estudo para os participantes da pesquisa e para a instituicdo onde os
dados serdo coletados (Hemocentro da UNICAMP). Aos participantes da pesquisa sera emitido um laudo
com o resultado dos testes de tipagem sanguinea. Além disto, ao final do estudo sera enviada ao mesmo
uma carta informativa sobre os resultados da pesquisa e a relevancia de sua participacdo nesta. Ao
Hemocentro, sera disponibilizado em seu sistema de banco de dados os resultados sorologicos e
moleculares dos pacientes e doadores, além de ser enviado o artigo resultante do estudo apés sua
publicacao".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.4. O prazo de armazenamento de material biolégico humano em Biorrepositério deve estar de acordo com
o cronograma da pesquisa correspondente e pode ser autorizado por até dez anos. Solicita-se explicitar no
projeto de pesquisa e no cronograma o tempo que as amosiras bioldgicas serdo armazenadas (ltem 12, da
Resolucdo CNS n° 441 de 2011).

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a incluséo do item "ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS
BIOLOGICAS" em "ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA". Segue: "O material biolégico humano coletado
sera armazenado durante todo o desenvolvimento da pesquisa, a qual se dara do inicio do ano de
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2016 até o final de 2018. Como uma forma de garantia, 0 mesmo também sera guardado durante o ano de
2019, caso haja necessidade de repeticdo de andlises seja para confirmacéo de resultado ou para
realizacao de testes adicionais que possam ser, por ventura, solicitados por revisores do artigo a ser
publicado”. Além disso, no item "5.5 CRONOGRAMA DE EXECECAO DA PESQUISA" do mesmo arquivo
fez-se a inclusdo de "Armazenamento das amostras" na tabela do cronograma.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.5. Néo fica claro qual instituicdo/pesquisador sera responsavel pelo armazenamento dos dados genéticos
obtidos no estudo proposto e quem tera acesso, entre outros. Considerando a necessidade de serem
observados a protecé@o dos direitos humanos, das liberdades fundamentais e do respeito a dignidade
humana na coleta, processamento, uso e armazenamento de dados genéticos humanos, solicitam-se
esclarecimentos acerca do local e responsavel pelo armazenamento dos dados genéticos obtidos no estudo
(Preambulo, da Resolugdo CNS n® 340 de 2004).

RESPOSTA: Conforme solicitado, faz-se o seguinte esclarecimento: o projeto sera desenvolvido pelo
laboratério de biologia molecular de grupos sanguineos eritrocitarios situado dentro do Hemocentro da
UNICAMP. Deste modo, os dados genéticos humanos obtidos no estudo ficardo armazenados nesta
instituicdo e sob responsabilidade das pesquisadoras Mayra Dorigan de Macedo e Lilian Maria de Castilho.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.5.1. Solicita-se que conste no Projeto Detalhado o local de realizacdo da pesquisa com detalhamento das
instalacdes, dos servicos, centros e instituicdes nas quais se processardo as varias etapas da pesquisa,
incluindo o local que analisara e processara as amostras bioldgicas coletadas no estudo em tela (ltem
3.4.1.5, da Norma Operacional CNS n® 001 de 2013).

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez a inclus&o do item "INFRAESTRUTURA DA INSTITUICAO" no Projeto
Detalhado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Quanto ao documento Informa¢des Basicas do Projeto, intitulado,
"PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_600595.pdf", seguem as seguintes PENDENCIAS:

2.1. Solicita-se que todos os pesquisadores e profissionais (assistentes) envolvidos no estudo em
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tela sejam incluidos na Plataforma Brasil, nos campos "Assistente” ou "Equipe de Pesquisa", presente na
Aba 1 - Informacg&es Preliminares, da Plataforma Brasil.

RESPOSTA: Conforme solicitado, todos os profissionais envolvidos no estudo estao inclusos na Plataforma
Brasil.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2. No item "Havera retencéo de amostras para armazenamento em banco? NAQ". (Destaque nosso). O
tempo de armazenamento do material ndo define a constituicdo de um biorrepositorio, podendo variar desde
alguns minutos até muitos anos. O que, de fato, define a constituicdo de um banco de material biolégico € a
intencédo de coleta para pesquisa cientifica. Assim, considera-se que todos os materiais bioldgicos coletados
ao longo de uma pesquisa constituem um biorrepositdrio. Frequentemente, os protocolos de pesquisa clinica
constituem biorrepositérios, ja que sédo coletadas amostras biolégicas especificamente para o estudo em
guestdo. Até mesmo as amostras destinadas a exames considerados rotineiros em um ensaio clinico (como,
por exemplo, hemograma e funcéo renal) devem ser consideradas como constituintes de um biorrepositorio,
de curta duracéo, ja que foram coletadas especificamente em um cenario envolvendo pesquisa. Ao analisar
os documentos do estudo constatou-se que havera armazenamento de amostras bhioldgicas do estudo em
tela (coleta de sangue e analise genética). Sendo assim, solicita-se que a informacéo acima destacada seja
adequadamente corrigida, isto &, informar que HAVERA armazenamento de material biologico humano em
biorrepositorio. Ressalta-se que o significado do termo "banco”, descrito no campo "Havera retencéo de
amostras para armazenamento em BANCO?" na Aba 5 (Outras Informactes) da Plataforma Brasil,
representa as duas formas existente de armazenamento de amostras nos estudo clinicos (biobanco e/ou
biorrepositério), cabendo distinguir no campo "Justificativa” (do campo acima destacado) qual o tipo de
armazenamento que estara previsto para o estudo.

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a alteracdo na Aba 5 (Outras informacdes) da Plataforma Brasil
para: "Havera retencdo de amostras para armazenamenio em banco? SIM" Justificativa: "As amostras
coletadas serdo processadas e armazenadas no laboratério de biologia molecular de grupos sanguineos
eritrocitarios do Hemocentro da UNICAMP (Brasil). O material bioldgico humano coletado serd armazenado
durante todo o desenvolvimento da pesquisa, a qual se dara do inicio do ano de 2016 até o final de 2018.
Como uma forma de garantia, o mesmo também sera guardado durante o ano de 2019, caso haja
necessidade de repeticdo de analises seja para confirmac¢éo de resultado ou para realizacdo de testes
adicionais que possam ser, por ventura,
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solicitados por revisores do artigo a ser publicado. Apés o encerramento deste estudo as amostras seréo
descartadas. Deste modo, fica caracterizado como biorrepositdrio o tipo de armazenamento previsto neste
estudo".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2.1. Adicionalmente solicita-se a apresentacdo dos documentos necessarios para cumprimento das
disposicdes contidas na Resolugdo CNS n® 441 de 2011. Em particular, o regulamento aprovado pela
instituicéo depositaria destinado a constituicdo e ao funcionamento do banco de material biolégico humano.
RESPOSTA: O documento solicitado foi anexado & Plataforma Brasil intitulado como
"Documento_Biorrepositorio.pdf".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.3. No item "Or¢camento Financeiro" é apresentado um custo total do projeto no valor de "R$ 55.600,00".
Diante do exposto solicitam-se esclarecimentos de como se dara o financiamento do estudo, como por ex:
(agéncia de fomento, Hemocentro, etc...) e caso o patrocinador de fato ndo for o pesquisador responsavel,
solicita-se que seja inserido na Plataforma Brasil nova Folha de Rosto com o campo patrocinador
devidamente preenchido, datado e assinado (salienta-se que nos casos de agéncias de fomento ndo &
necessario assinatura no campo patrocinador). Solicita-se adicionalmente que esse dado seja corrigido na
Plataforma Brasil (Item "Financiamento”, na Aba 3 "Desenho de Estudo/ Apoio Financeiro").

RESPOSTA: O financiamento do estudo se dara por meio da agéncia de fomento FUNDACAO DE
AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO (FAPESP), o qual esta aprovado sob o nimero
2015/07559-9. Conforme solicitado, fez-se a corre¢éo na Plataforma Brasil (ltem "Financiamento”, na Aba 3
"Desenho de Estudo/Apoio Financeiro") e a INSERCAO DE NOVA FOLHA DE ROSTO COM O CAMPO
PATROCINADOR devidamente preenchido, datado e assinado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Quanto ao documento Folha de Rosto, intitulado, "Folha_de_Rosto.pdf™:
3.1. Solicita-se complementar na nova Folha de Rosto o campo "3. Area Tematica" acrescentando a area

tematica especial "Equipamentos e dispositivos terapéuticos, novos ou néo registrados no Pais".
(Observacao: para que este dado seja aparente na folha de rosto, faz-se necessario
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modificar o passo 2 "area de estudo” na Plataforma Brasil - marcar a op¢éo: "Genética Humana".
RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a complementacdo na nova Folha de Rosto, campo "3. Area
Tematica" acrescentando a area tematica especial "Equipamentos e dispositivos terapéuticos, novos ou ndo
registrados no Pais".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.2. No item 3 "Area Tematica" |&-se: "Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana que n3o necessita
de analise ética da CONEP". Solicita-se adequacao pois, havera envio para o exterior de material genético
ou qualquer material biolégico humano para obtenc&o de material genético, devendo ser assinalada essa
opgéo na Plataforma Brasil.

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a adequago no item "3 Area Tematica", para "Havera envio para o
exterior de material genético ou qualguer material biolégico humano para obtencdo de material genético".
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Quanto ao documento Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, intitulados "TCLE_Paciente.pdf” e
"TCLE_Doador.pdf":

4.1. Solicita-se esclarecer se o participante da pesquisa somente cedera a amostra de sangue ou se
também havera coleta de dados ou procedimento similar, descrever no TCLE os procedimentos que serdo
utilizados na pesquisa, com o detalhamento dos métodos a serem utilizados, isto &, descrever todos os
procedimentos e exames que serdo realizados no estudo, como por exemplo, quais questionarios seréo
aplicados e quanto tempo sera necessario para respondé-los, qual a quantidade de amostras que seréo
colhidas, quais exames seréo realizados, em qual laboratorio seréa realizada a coleta das amostras (ltem
IV.3.a, da Resolugdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Conforme solicitado faz-se o esclarecimento de que o participante da pesquisa somente
cedera amostra de sangue. Ndo sera aplicado questionario ao mesmo. Todos os dados adicionais
necessarios, como resultados de fenotipagem e/ou genotipagem eritrocitéria, serdo obtidos por meio de
consulta ao banco de dados do laboratério no qual sera desenvolvida a pesquisa. Ainda conforme solicitado
neste subtdpico, as demais alteragcdes constam em "Procedimentos” nos arquivos atualizados citados
acima.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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4.2. Solicita-se que seja inserido na Plataforma Brasil compromisso da instituicdo destinataria no exterior
quanto a vedacédo do patenteamento e da utilizacdo comercial do material biolégico humano armazenado
em Biorrepositério (Item 16 da Resolugdo CNS n® 441 de 2011; Item 3, tépico DOCUMENTOS
NECESSARIOS PARA ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO HUMANO EM
BIORREPOSITORIO [ATRELADO A UM PROJETO DE PESQUISA ESPECIFICQ], Anexo I, da Norma
Operacional CNS n° 001 de 2013).

RESPOSTA: Justificativa para a dispensa do documento solicitado neste subtdpico: O projeto inicial propte
o envio de DNA, obtido a partir das linhagens celulares geradas in house (linfocitos B imortalizados por
EBV), para instituicbes no exterior com a exclusiva finalidade de realizar o processo de validac&o do painel

de DNA de referéncia. Deste modo, as amostras ndo serdo parte de uma pesquisa perante as instituicdes,

mas sim fardo parte de um sistema estabelecido para realizacido de teste de proficiéncia. Cada laboratério
realizara seus testes moleculares de rotina para os antigenos representados nestes DNAs e emitira um
laudo com o resultado. Nao sera estabelecido armazenamento de material bioldgico humano, uma vez que
se tratara de material bioldgico de linhagens celulares e que este sera descartado apos sua analise.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.3. Na pagina 1 de 3 item Procedimentos, |1é-se: "Participando do estudo vocé esta sendo convidado a:

DOAR um (1) tubo de sangue (4 mL) adicional no momento em que o enfermeiro for coletar seu sangue"
(destaque nosso). Solicita-se substituir o termo em destaque, pois, o participante de pesquisa ndo "doa" o
material bioldgico, mas concede o uso da amostra para a pesquisa (enguanto o participante mantiver o seu
consentimento). A substituicdo devera ser feita em todo o texto.

RESPOSTA: Conforme solicitado fez-se a substituicdo do termo "DOAR" por "CONCEDER" em todo o texto.
As alteracdes estdo em "Procedimentos” (CONCEDER) e em "Desconfortos e riscos" (CONCESSAQ).
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.4. Na pagina 2 de 3 no item "Sigilo e Privacidade" |é-se: "Vocé tem a garantia de que sua identidade sera
mantida em sigilo € nenhuma informacao sera dada a outras pessoas que ndo facam parte da equipe de

pesquisadores”.

4.4 1. Considerando que o participante da pesquisa tem direito ao sigilo e a confidencialidade e a
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equipe médica tem o dever de garanti-lo, solicita-se adequacédo do trecho acima citado, descrevendo de
modo claro e afirmativo que sera assegurada a GARANTIA DE SIGILO E CONFIDENCIALIDADE dos dados
pessoais dos participantes de pesquisa, isto €, assegurar que os dados e documentos seréo anonimizados
antes de serem encaminhados pela equipe médica responsavel pelos cuidados do participante do estudo
para qualquer outra instancia, SEJA PARA O PATROCINADOR OU OUTROS PESQUISADORES (ltens
I11.2.i e IV.3.e, da Resolugdo CNS3 n® 466 de 2012).

RESPOSTA: Fez-se a adequacédo do trecho: "Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em
sigilo e nenhuma informacédo sera dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de
pesquisadores". Para: "Considerando que vocé (participante da pesquisa) tem o direito ao sigilo e a
confidencialidade, nés da equipe responsavel pelo estudo asseguramos a garantia de sigilo e
confidencialidade de seus dados pessoais, isto &, seus dados e documentos serdo anonimizados antes de
serem encaminhados para qualquer outra instdncia. Sua amostra sera identificada por um nimero & sua
identidade mantida sob sigilo. Seu nome ndo sera citado na divulgacéo dos resultados desse estudo”.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.4.2. Solicita-se que conste no TCLE a informacgéo quanto a medidas de protecéo contra qualquer tipo de
discriminacao ou estigmatizacao, individual ou coletiva (Item V.1.g, da Resolugdo CNS n° 340 de 2004).
RESPOSTA: Fez-se a inclusdo do trecho: "Garantimos ainda medidas de protecdo ao participante da
pesquisa contra qualquer tipo de discriminacdo ou estigmatizacdo, seja individual ou coletiva”.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.5. Na pagina 2 de 3 no item "Acompanhamento e assisténcia” |é-se: "N&o existe risco para o participante
deste estudo, pois a coleta de sangue € simples e sera realizada por um enfermeiro responsavel”. Para o
Sistema CEP/Conep néo existe pesquisa livre de risco. O procedimento de coleta de sangue ja implica em
riscos potenciais para o participante de pesquisa (dor, desconforto, possibilidade de inflamag&o no local da
coleta, infeccgéo, etc). Sendo assim, solicita-se adequacéo no trecho em destaque indicando todos os riscos
e desconfortos a que a pessoa sendo recrutada estara exposta ao concordar em participar da pesquisa
(ltens 11.22 e 1V.3.b, da Resolucdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Conforme solicitado, no item "Acompanhamento e assisténcia”, fez-se a seguinte
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adequacéo: "Considerando o principio de que ndo existe pesquisa livre de risco & necessario informar que o
procedimento de coleta de sangue implica em riscos potenciais para o participante da pesquisa, como dor,
desconforto, hematoma, raramente inflamagé&o no local da coleta e infeccao”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.5.1. Adicionalmente solicita-se que seja expresso de modo claro e afirmativo no TCLE o direito de
assisténcia integral gratuita devido a danos diretos/ indiretos e imediatos/ tardios pelo tempo que for
necessario ao participante da pesquisa. A assisténcia engloba o ato de atender, por parte do pesquisador,
complicacdes e danos decorrentes, direta ou indiretamente do estudo, bem como aquela de cunho
emergencial (integral e imediata) e deve ser sem 6nus de gualquer espécie ao participante de pesquisa, em
todas as situacdes que dela necessite (Itens 11.3.1 € 11.3.2, da Resolucdo CNS n° 466 de 2012).
RESPOSTA: Conforme solicitado, no item "Acompanhamento e assisténcia”, fez-se a seguinte adequacao:
"Em casos de danos diretos/indiretos e imediatos/tardios, o participante da pesquisa tera o direito de
assisténcia integral gratuita pelo tempo que for necessario. Esta assisténcia engloba o atendimento, por
parte do pesquisador, de complicacdes e danos decorrentes, direta ou indiretamente do estudo, bem como
em carater emergencial (integral e imediata) sem custo de qualguer espécie ao participante da pesquisa".
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.6. Solicita-se que conste no TCLE de forma clara e objetiva a garantia de plena liberdade ao participante
da pesquisa, de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizacdo alguma (ltem IV.3.d, da Resolugcdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Conforme solicitado, consta no texto inicial do TCLE o seguinte trecho: "Vocé esta sendo
convidado a participar como VOLUNTARIO de uma pesquisa. VOCE TEM PLENA LIBERDADE DE
RECUSAR-SE A PARTICIPAR OU RETIRAR SEU CONSENTIMENTO EM QUALQUER FASE DA
PESQUISA, SEM QUALQUER TIPO DE PENALIZAGAO OU PREJUIZO. Este documento, chamado Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante e € elaborado em
duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador. Por favor, leia com atencao e calma,
aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé
podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus
familiares ou outras pessoas antes de decidir participar.”.
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ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.7. Na pagina 2 de 3 do item "Ressarcimento” |&-se: "A sua participac8o sera realizada durante a sua rotina
na instituicéo, isto €, no momento da transfus@o de sangue. Vocé néo tera despesas na realizacéo destes
exames e a sua participacéo sera voluntaria”.

4.7.1. Para melhor esclarecer o participante da pesquisa solicita-se que seja incluido no TCLE que caso aja
alguma despesa na participa¢do da pesquisa todas as despesas serdo de responsabilidade do pesquisador
responsavel/ patrocinador, isto €, o participante da pesquisa nao arcara com nenhum custo referente a
procedimentos e/ou exames (ltens 11.11 e 11.16, da Resolugdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Fez-se a adequacéo:

"A sua participacdo sera realizada durante a sua rotina na instituicéo, isto €, no momento da transfuséo de
sangue. Sua participacao sera voluntaria, ou seja, nao havera pagamento de qualquer espécie para 0s
participantes ou seus familiares. Caso haja alguma despesa na participacdo da pesquisa, todas as
despesas serdo de responsabilidade do pesquisador responsavel/patrocinador. Assim, o participante da
pesquisa ndo arcara com nenhum custo referente a procedimentos e/ou exames."

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.8. Solicita-se incluir no TCLE o pedido de autorizacdo para coleta, depdsito, armazenamento e a utilizagéo
do material biologico humano. Para melhor esclarecer o participante da pesquisa, solicita-se ainda informar
no TCLE o nome do laboratorio € o pais em que esta localizado os laboratorios centrais em que as amostras
biologicas coletadas no estudo serao processadas e armazenadas (item 2.1, da Resolugdo CNS n° 441 de
2011).

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se:

- inclusao no item "CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO" do pedido de autorizacao para coleta,
depodsito, armazenamento e a utilizagcdo do material biologico humano. Segue: "Apos ter recebido
esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios previstos, potenciais
riscos e o incdmodo que esta possa acarretar, aceito participar desta pesquisa e autorizo a coleta de
sangue, o deposito, armazenamento e a utilizacdo de meu material bioldgico para os fins aqui citados". -
inclusdo no item "ARMAZENAMENTO DE MATERIAL" do nome do laboratério e o pais de sua localizagéo
em que as amostras seréo processadas e armazenadas.
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Segue: "As amostras coletadas serfo processadas e armazenadas no laboratério de biologia molecular de
grupos sanguineos eritrocitarios do Hemocentro da UNICAMP (Brasil). O armazenamento sera somente
enquanto esta pesquisa estiver em curso. Assim, as amostras ndo serdo utilizadas em outras pesquisas.
Apbs o encerramento deste estudo as amostras serdo descartadas.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.9. Solicita-se que seja inserido no TCLE que a retirada do consentimento de guarda dos dados genéticos
humanos armazenados em bancos devera ser realizada POR ESCRITO E ASSINADA e que dar-se-a a
gualquer tempo, sem prejuizo ao participante da pesquisa, com validade a partir da data da comunicacdo da
decisédo, cabendo dessa forma a retirada dos dados genéticos do banco onde se encontrem armazenadas
(tens 111.6 e 111.7, da Resolucdo CNS n° 340 de 2004 e Item 10.1 da Resolucdo CNS n° 441 de 2011).
RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a inclusio do item "RETIRADA DO CONSENTIMENTQO": "Em
qualquer momento, vocé podera solicitar a retirada do consentimento de guarda dos dados genéticos
armazenados em nossos bancos. Isto devera ser feito por escrito & assinado, sem prejuizo ao participante
da pesquisa. A validade da retirada do consentimento sera a partir da data da comunicacéo da decisdo."
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.10. Solicita-se descrever no TCLE quais serao as analises genéticas que serdo realizadas nas amostras
biolégicas coletadas para o estudo, citando quais as FAMILIAS de genes/segmentos de DNA efou RNA que
serdo pesquisados, bem como sua relagdo com a doenga em estudo (ltem V.1.a, da Resolugdo CNS n° 340
de 2004; Carta Circular n® 041/2015/CONEP/CNS/MS).

RESPOSTA: Consta no item "Justificativa e objetivo" do TCLE as informagdes aqui solicitadas como
"analises dos genes RHD e RHCE (amplificacdo e sequenciamento de DNA)". Julgamos que o
aprofundamento das informacdes técnicas € o uso de termos muito especificos da area pode confundir o
participante da pesquisa. Ainda, o projeto nédo propde o estudo de uma doenca (como esta colocado neste
item 4.10 da lista de inadequagdes), mas sim uma investigacao relacionada a variabilidade genética
populacional que leva aos diferentes tipos de sangue (antigenos eritrocitarios e suas variantes) e
consequentemente deve ser avaliado para uma compatibilizacéo sanguinea adequada entre paciente e
doador.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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4.11. Solicita-se que conste no TCLE o tipo e grau de acesso aos resultados por parte do participante de
pesquisa, com opc¢do de tomar ou ndo conhecimento dessas informacdes (Item V.1.d, da Resolu¢édo CNS n°
340 de 2004).

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez a inclus&o do item "Acesso aos resultados”. Segue: "Caso vocé queira
sera fornecido um laudo com os resultados referentes a tipagem sanguinea do sistema Rh e suas variantes.
Vocé tem a op¢éo de tomar ou ndo conhecimento dessas informacdes. Quero ter acesso aos resultados: (
)Sim ( )Nao"

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.12. Solicita-se que seja incluido no TCLE que, caso necessario, sera realizado o aconselhamento genético
e acompanhamento clinico, e que tal acompanhamento néo gerara custos ao participante de pesquisa (Item
V.1.c, da Resolucédo CNS n° 340 de 2004).

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a inclusédo no item "Acompanhamento e assisténcia" do seguinte
trecho: "Caso seja necessario, sera realizado aconselhamento genético e acompanhamento clinico, sem
gue haja qualquer custo ao participante da pesquisa".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.13. Na pagina 3 de 3 no item "Contato”, solicita-se incluir o telefone do contato EMERGENCIAL disponivel
24 horas no qual o participante de pesquisa consiga entrar em contato com o pesquisador responsavel (ltem
IV.5.d, da Resolucdao CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Conforme solicitado, fez-se a inclusdo no item "Contato" do seguinte trecho: "...pelo telefone
(19) 3521-8750 OU EM CASO DE EMERGENCIA PELO (16) 98106-6939".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideracgodes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicées
definidas na Resolugcdo CNS n°® 466 de 2012 e na Norma Operacional n°® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto.

Situacédo: Protocolo aprovado.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_600595.pdf 18:05:30
Outros Lista_de_resposta_ao_parecer_154363 | 24/05/2016 |Mayra Dorigan de Aceito

6.pdf 18:04:32 | Macedo
TCLE / Termos de |Termo_de_assentimento_ate_12_anos_| 24/05/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / versao2_Destaque.pdf 18:03:08 |Macedo
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |Termo_de_assentimento_ate_12_anos_| 24/05/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / versao2.pdf 18:02:31 Macedo
Justificativa de
Auséncia
Declaracao de Documento_Biorrepositorio.doc 15/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Manuseio Material 20:56:10 |Macedo
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco
TCLE / Termos de | TCLE_Paciente_versao3_FINAL.pdf 14/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / 17:30:17 |Macedo
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |TCLE_Paciente_versao3_DESTAQUE.p| 14/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / df 17:30:01 Macedo
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Doador_versao3_FINAL.pdf 14/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / 17.29:44 |Macedo
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |TCLE_Doador_versao3_DESTAQUE.pd| 14/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / f 17:29:26 | Macedo
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_versao3_FINAL pdf 14/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Brochura 17.28:53 |Macedo
Investigador
Projeto Detalhado / | Projeto_versao3_DESTAQUE .pdf 14/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Brochura 17:28:25 |Macedo
Investigador
Outros Resposta_as_pendencias.pdf 14/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
17:27:48 | Macedo
TCLE / Termos de | TCLE_Responsaveis_por_pacientes_me 06/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
Assentimento / nores_de_idade.pdf 21:12:18 |Macedo
Justificativa de
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Auséncia TCLE_Responsaveis_por_pacientes_meg 06/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito
nores de idade.pdf 21:12:18 | Macedo

TCLE / Termos de |Termo_de_assentimento_de_13_a_17_| 06/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito

Assentimento / anos.pdf 21:11:54 |Macedo

Justificativa de

Auséncia

Declaracéo de Documento_Biorrepositorio.pdf 06/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito

Manuseio Material 21:10:43 |Macedo

Biologico /

Biorepositério /

Biobanco

Folha de Rosto Folha_de_rosto_versao3.pdf 06/04/2016 |Mayra Dorigan de Aceito

21:00:43 | Macedo

Situacao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 07 de Junho de 2016

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio

Enderego:

Bairro: Asa Norte

UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5878

(Coordenador)

CEP: 70.750-521

E-mail:

SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Salde

conep@saude . gov.br
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8.3 — Parecer da Comissao Técnica Nacional de Biossegurancga (CTNBIo).

18/02/2020 EXTRATO DE PARECER TECNICQ N° 6 .370/2018 - EXTRATO DE PARECER TECNICO N° 6.370/2018 - DOU - Imprensa Nacional

DIARIO OFICIAL DA UNIAO

Publicado em: 23/04/2019 | Edicao: 77 | Secao: 1 | Pagina: 99

Orgao: Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes/Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga
EXTRATO DE PARECER TECNICO N° 6.370/2019

A Presidéncia da Comissac Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio, no uso de suas
atribuicées e de acordo com o artigo 14, inciso XIX, da Lei 11.105/05 e do Art. 5°, inciso XIX do Decreto
5591/05, torna publico que na 2212 Reuniac Ordinaria da CTNBIo, realizada em 11 de abril de 2019, a
CTNBio apreciou e emitiu parecer técnico para o seguinte processo:

Processo SEI n°: 01250.072000/2018-60

Requerente: Faculdade de Ciéncias Médicas/Unicamp
CQB: 072/98

Assunto: Solicitagdo de Parecer para Projeto

Extrato Prévio: 6318/19

Decisao: Deferido

A requerente, através de seu representante legal, solicitou parecer técnico da CTNBio referente
a conducao do projeto intitulado "Analise molecular de variantes do sistema Rh e desenvolvimento de
painéis de DNA de referéncia para realizagcao de compatibilidade Rh haplotipo compativel em pacientes
com doenga falciforme”.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11105705 e seu decreto 5591/05, a CTNBio
concluiu que o presente pedido atende as normas e legislagao pertinentes que visam garantir a
biossegurancga do meio ambiente, agricultura, saude humana e animal

A CTNBio esclarece que este extrato ndao exime a requerente do cumprimento das demais
legislacdes vigentes no pais, aplicaveis ao objeto do requerimento.

Este & um extrato do Parecer Técnico da CTNBiIo. Sua integra, assim como todos os documentos
referentes a solicitacao, constam do processo armazenado na CTNBio. Informagdes complementares
poderao ser solicitadas através do Servico de Informacgaoc ao Cidadao - SIC, pelo sitio eletrénico
https:/#/esic.cgu.gov.br/.

MARIA SUELI SOARES FELIPE
Presidente da Comissao

Este contetido ndo substitui o publicado na verséo certificada
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8.4 — Permissao da editora para utilizagdo do artigo publicado na tese.

Milan, 2" November 2020

Dear Dr. Macedo,

considering your request, we are glad to give you free permission to use the article “Rh antibodies as
a result of altered Rh epitopes on transfused red cells: a case series of seven Brazilian patients” (Blood
Transfus 2020; DOI 10.2450/2020.0073-20) for your thesis.

Kind regards.

Editorial Office
SIMTIPRO 5rl

OFFICIAL JOURNAL OF

SIMTI AICE HDTM SETS SISET

Societa Italiana di Associazione Hrvatsko Drustve | Sociedad Espaiiola de Societa Italiana per
Medicina Trasfusionale Italiana dei Centri za Transfuzijsku Transfusion Sanguinea lo Studio dell'Emostasi
e Immunoematologia Emofilia Medicinu y Terapia Celular e della Trombosi
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8.5 — Artigo publicado na Blood Transfusion (DOI 10.2450/2020.0073-20).

!

1TRANSFUSION

Home Aims and Scopes Affiliated societies Editorial board

Rh antibodies as a result of altered Rh epitopes on transfused red cells: a case series of seven Brazilian
patients

To cite this article: Blood Transfus 2020; DOI 10.2450/2020.0073-20
DOl 10.2450/2020.0073-20
Publishad online: 09,/10/2020

Authors
Mayra D. Macedo, Maria R. Miranda, Tamires D. Santos, lanca Leal, Lilian Castilho

Preview
ABSTRACT

Background - Rh antibodies produced by patients receiving Rh-matched RBC units may be associated with inheritance of
altared RH zlleles or a result of altered Rh epitopes on donor red blood cells {RBC). On this background, our aim was to
evzluate unexpected Rh antibodies in Braziliam patients receiving regular tramsfusions and dstermine the clinical
significance of the alloantibody produced.

Material and methods - We investgated seven patients |5 with sickle cell disease, 1 with myelodysplastic syndrome and 1
with B-thalzssaemiz) with unexplzined Rh antibodies. All patiants had complete serological and molecular analyses. A
lookback at the donor units transfused to these patients was performed and donors suspected of having Rh variants were
recruited for further amalysis. Laboratory and clinical findings were used to evaluate the clinical significance of the
alloantibodies produced.

Results - The unexpected Rh antibodies found in the patients were not linked to the expression of partizl Rh phenotypes
according to serological and molecular analyses. Ant-0 was found in two patients, anti-C was found in one patient, anti-c
was found in one patient and anti-e was found in three patients carrying conventional O, C, ¢ and e antigens respectively.
Serological and molecular analyses of donors’ samples revealed that six donors whose RBC were transfused to thess
patients carried partial Rh antigens. Only one anti-e in a patient with B-thalassaemia was autoreactive and could not be
explained by RH diversity in his donors. Three of the seven Rh antibodies were associated with laboratory and clinical
evidence of a delayed haemolytic transfusion reaction or decreased survival of transfused RBL at first detection.

Discussion - Qur study provides evidence that patients exposed to RBC units from donors with Rh variants may develop
antibodies and some of these may be of clinical significance.

Keywords: Rh antibodies, Rh epitopes, transfused potients, Rh varignts, REC oiloimmunisation
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Rh antibodies as a result of altered
Rh epitopes on transfused red cells:

acaseseriesofsevenBrazilianpatients

Mayra D. Macedo!, Maria R. Miranda’, Tamires D. Santos', Ianca Leal!, Lilian Castilho*

Background - Rh antibodies produced by patients receiving Rh-matched RBC
units may be associated with inheritance of altered RH alleles or a result of
altered Rh epitopes on donor red blood cells (RBC). On this background, our aim
was to evaluate unexpected Rh antibodies in Brazilian patients receiving regular
transfusions and determine the clinical significance of the alloantibody produced.
Material and methods - We investigated seven patients (5 with sickle cell
disease, 1 with myelodysplastic syndrome and 1 with B-thalassaemia)
with unexplained Rh antibodies. All patients had complete serological and
molecular analyses. Alookback at the donor units transfused to these patients
was performed and donors suspected of having Rh variants were recruited for
further analysis. Laboratory and clinical findings were used to evaluate the
clinical significance of the alloantibodies produced.

Results - The unexpected Rh antibodies found in the patients were not
linked to the expression of partial Rh phenotypes according to serological
and molecular analyses. Anti-D was found in two patients, anti-C was found
in one patient, anti-c was found in one patient and anti-e was found in three
patients carrying conventional D, C, c and e antigens respectively. Serological
and molecular analyses of donors’ samples revealed that six donors whose
RBC were transfused to these patients carried partial Rh antigens. Only one
anti-e in a patient with B-thalassaemia was autoreactive and could not be
explained by RH diversity in his donors. Three of the seven Rh antibodies were
associated with laboratory and clinical evidence of a delayed haemolytic
transfusion reaction or decreased survival of transfused RBC at first detection.
Discussion - Our study provides evidence that patients exposed to RBC units
from donors with Rh variants may develop antibodies and some of these may
be of clinical significance.

Keywords: Rh antibodies, Rh epitopes, transfused patients, Rh variants, RBC
alloimmunisation.

INTRODUCTION
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One of the main complications of red blood cell (RBC) transfusion is alloimmunisation, which

has become a major concern in transfusion medicine, especially in transfusion-dependent

patients such as those with sickle cell disease (SCD), thalassaemia or myelodysplastic



syndrome (MDS)"*. The antibodies that develop after
transfusions remain in the patients’ plasma and may be
implicated in delayed haemolytic transfusion reactions
(DHTR) and in the reduction of the number of compatible
blood units for future transfusions, resulting in the
inability to give safe transfusions and delays in finding
compatible RBC units’.

In order to prevent the formation of alloantibodies
against RBC antigens and the negative consequences
subsequent to DHTR, many services have adopted a
prospective transfusion protocol of phenotype matching
for ABO, Rh (D, C, ¢, E, e) and Kell (K) antigens, while
others have implemented a more extended matching
protocol including Fy*, Fy®, Jk*, Jk® and Ss antigens®".
Transfusion protocols based on the genotypic profile
of patients have proven to be even more efficient in
preventing alloimmunisation and haemolytic transfusion
reactions in patients undergoing chronic transfusion.
Although these protocols have contributed significantly
to the reduction of red cell alloimmunisation and to the
improvement of RBC transfusion therapy, it has been
observed that some patients still produce antibodies
directed to Rh antigens despite receiving transfusions of
Rh-matched RBC units. In many cases, these antibodies
are considered autoantibodies, because the patient
has the corresponding antigen”. However, molecular
analysis has revealed the presence of several altered RH
alleles predicting expression of partial Rh antigens in
these individuals, demonstrating that these antibodies
can be classified as alloantibodies and can be clinically
significant’®?®. Conversely, a patient exposed to donor red
cells with variant Rh antigens may also recognise these as
foreign and form alloantibodies, as suggested in previous
studies performed in SCD patients with conventional RH
alleles and unexplained Rh antibodies®*.

The high frequency of altered RH alleles in patients and
donors, due to the grear genetic diversity of the RH locus,
and the limitarions of serological methods to distinguish
variant antigens, contribute to the high rate of Rh
alloimmunisation in chronically transfused patients®.
Even though some observations suggest that not all Rh
antibodies developed by these patients are associated with
inheritance of altered RH alleles and may also be a result
of altered Rh epitopes on donor RBC**, evidence to prove
this is still lacking. Furthermore, the distinction between

auto- and allo-antibodies in these patients is difficult and
often inconclusive.

Based on this and the fact that donor RBC units with
partial antigens are being transfused to Brazilian patients
with conventional antigens, our aim was to evaluate
Rh alloimmunisation in transfused patients carrying
conventional RH alleles exposed to partial antigens to
provide evidence that Rh antibodies may result from
altered Rh epitopes on donor RBC. We also determined
the clinical significance of the alloantibodies produced.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Seven patients (5 with SCD, 1 with MDS and 1 with
B-thalassaemia) on chronic RBC transfusion therapy at
the Haematology and Haemotherapy Centre of the State
University of Campinas (UNICAMP; Campinas, Brazil)
who developed unexplained Rh antibodies in the last
3years in our institution were evaluated in this study under
an institutional review board-approval protocol. These
patients had been given Rh and K or extended (Rh, K, Fy?,
Fy®, Jk?, Jk®, S) phenotype/genotype-matched RBC units
The transfusion requests and alloimmunisation history
from January 2017 to December 2019 were reviewed. The
RBC antigen phenotypes of each patient and their history
of RBC antibodies were obtained from medical records,
the Transfusion Service’s computerised database and
interviews with the patients. All patients were genotyped
for RH, KEL, FY, JK, MINS, DI, DO, LW, SC and RH variants.

Donors

Donors with weak expression or discrepant results on Rh
typing whose RBC were transfused to these seven patients
with Rh antibodies were identified in a look-back period of
3 years and recruited for further serological and molecular
analyses. From 854 donors evaluated, 11 (1.3%) had weak
expression or discrepant results in Rh typing and were
recruited: all were repeat donors, had given at least one
donation peryear in our centre with regular collection and
agreed to participate in this study by signing informed
consent. Sixteen of these donors were also genotyped
for RH and KEL and for RH variants. The study was
conducted in accordance with our institutional review

board-approval protocol.

Serological analyses
RBC samples collected into EDTA from the seven patients
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with Rh antibodies and from the 11 donors recruited
for this study were re-typed for D, C, ¢, E, e by manual
haemagglutination in gel cards (Bio-Rad, Lagoa Santa,
MG, Brazil) using two different sources of licensed
monoclonal antibodies (Immucor, Norcross, GA, USA and
Bio-Rad). Antibody screening and a direct antiglobulin
test were performed by gel testing on all patients’ samples.
Eluate was obtained using an acid elution method
(Diacidel, Biorad, Cressier, Switzerland). As most of the
patients had been recently transfused, antibodies were
tested with autologous cells after performing high-speed
microhaematocrit centrifugation to separate autologous
RBC from donor RBC* and with allogeneic partial Rh
antigens when available in our frozen RBC inventory.
Adsorption ontoautologous RBC was also performedtoaid

the differentiation of autoantibodies from alloantibodies.

Molecular analyses

Genomic DNA was extracted from whole blood from
patients and donors using a QlAamp DNA Blood Mini
Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. RBC genotyping was
performed by HEA BeadChip and RH variants were
genotyped with RHD and RHCE BeadChip arrays
(Bioarray, Warren, NJ, USA) contained 35 markers
associated with RHD and 25 polymorphisms associated
with RHCE alleles. The assays were performed with
8 pL of each DNA sample, containing approximately 10 to
80 ng/mlL of genomic DNA (gDNA), in accordance with
the manufacturer’s recommendations, and analysed
with the web-based software BASIS that automatically
generates genotype and predicted phenotype reports.
DNA sequence analysis was performed on polymerase
chain reaction (PCR) products amplified from gDNA
for all samples from patients and donors that were not
characterized by the RHD and RHCE BeadChips in order
to determine the specific allele present, using RHD- and
RHCE-specific primers as previously reported*. PCR
products were purified by elution from 1% agarose gels
using a Qiaex II gel extraction kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA), and sequenced directly, without subcloning, on an
ABI 373XL Perkin Elmer Biosystems (PEB) sequencer,with
the PEB Big Dye reagent BD Half-term (GenPak, Perkin
Elmer Biosystems, Foster City, CA, USA).

For specific detection of the RHD gene deletion, we
used PCR-restriction fragment length polymorphism

amplification of the downstream and hybrid Rhesus
box as well as digestion of the PCR products with the
restriction enzyme PST 1, as previously reported®. We
also used a quantitative PCR approach®, complemented
by the specific detection of RHDwy™.

Analysis of Rh alloimmunisation and clinical
significance of the Rh antibodies

Records of transfusions, serological and molecular results
were evaluated for all seven patients with unexpected
antibodies. The clinical significance of the antibody was
determined by comparison of the haemoglobin levels
recorded before and after transfusion at the time of
antibody detection. A DHTR was defined by a decrease of
more than 1 g/dL in haemoglobin levels after transfusion
and the transfusion need of the patient.

RESULTS

Subjects

All patients and donors enrolled in this study were
from Southeast Brazil and shared African, European
and Amerindian ancestries. The patients with SCD
had a higher proportion of African ancestry while
the patients with thalassemia and MDS had a higher
proportion of European ancestry. During this 3-year
study the patients received two RBC units every
2-4weeks for simple transfusion with Rhand Korextended
phenotype/genotype-matched units in our Institution.

Unexplained Rh antibodies identified in the patients
Antibodieswere classified as auto-orallo-antibodies based
on the results of serological testing. Despite transfusions
with RH-matched RBC, anti-D was found in one patient
with SCD and in one patient with MDS whose RBC were
D+. Anti-C was found in one patient with SCD who was
typed C* and anti-c was found in one patient with SCD
typed c*. Anti-e was found in two patients with SCD and
in one patient with thalassaemia who typed e*. Serological
teatures of the identified antibodies were compatible with
the presence of alloantibodies in six patients as these
patients’ plasma was non-reactive with their own RBC or
different kinds of allogeneic partial Rh antigens tested.
Only the anti-e detected in a patient with thalassaemia
was autoreactive and positive in the eluate.

Rh typing

Patients’ RBC showed normal expression of D, C, ¢, Eand ¢
antigens, compatible with conventional antigens. Donors’
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RBC showed weak expression or discordant results with
the monoclonal reagents used in Rh typing. Seven donors
showed weak or discrepant results on D typing, one donor
showed weak expression of C antigen, one donor showed
weak and discordant ¢ typing and two donors showed

weak or discrepant results on e typing (Table I).

Molecular analyses

No altered RHD and RHCE alleles were found in the DNA
samples of the seven patients according to RHD/RHCE
BeadChip and sequencing results although these molecular
methods may miss clinically relevant RH alleles. Among
the 11 donors with suspected Rh variant phenotypes who
were studied, two had altered RHD alleles (RHD*DAR and
RHD*DVI) encoding partial D phenotypes, one had the
hybrid allele RHD*DIIIa-CE(4-7)-D encoding partial C, one
had a partial c encoded by RHCE*ceJAL and two had partiale
encoded by RHCE *ceMO and RHCE *ce733G. Discordant results

in five donors were due to weak D encoded by RHD*weak D
type1, RHD*weak D type 4.0 and RHD*weak D type 38 (TableI).

Analysis of Rh alloimmunisation

The seven patients with unexplained Rh antibodies
received RBC units antigen-positive to the antibody
identified. Serological and molecular analyses on donors’
samples revealed that six donors whose RBC were
transfused into six of the seven patients with unexplained
Rh antibodies in the last 3 years carried partial Rh
antigens. One SCD patient and one patient with MDS
presenting anti-D received RBC units from donors with
partial D. SCD patients with anti-C, anti-c and anti-e had
been transfused with RBC units carrying partial C, partial
c and partial e, respectively. The patient with thalassaemia
who developed the autoreactive anti-e was not, apparently,
transfused with RBC units from donors with partial
e. Table II shows the transfusion protocol with the Rh

Table I - Donors with discrepant vesults in Rh typing, types of discrepancies and RH genotypes

Number of | Antigen Type of discrepancy in Rh typing RH genotypes
donors
1 D Weak expression and discordant results with different clones | RHD*DVI type 1/ RHD deleted
1 D Weak expression and discordant results with different clones | RHD*DAR/RHD*DAR-RHCE *ceAR/RHCE "ceAR
1 C Weak expression RHD*DIlla-CE{4-7)-D
1 E Weak expression and discordant results with different clones | RHCE"ce733G/RHCE ce733G
1 E Weak expression and discordant results with different clones | RHCE"ce®ceMO/RHCE *cE
1 C Weak expression and discordant results with different clones | RHCE “ceAL/RHCE *cedAL
2 D Weak expression RHDweak D type 1/RHD weak D type 1
2] D Weak expression RHD*weak D type 38/RHD"deleted
2 D Weak expression RHDweak D type 4.0/RHD weak D type 4.0
Table II - Patients with unexplained Rh antibodies, transfusion protocol with the Rh phenotypes recommended,
red blood cell units with Rh variants received and the patients’ transfusion needs
Pt | Diagnosis Transfusion protocol | Rhantibodies | Annual average of | Genotypes of REC units with Rh variants transfused to the
(Rh phenotypes) RBC transfusions | patients
¢ SCD Rr Anti-D 30 RHD*DAR/RHD*DAR-RHCE *ceAR/RHCE *ceAR
RHD*weak D type 4.0/ RHD*weak D type 4.0
2 5CD Ryr Anti-C 36 RHD*Dilla-CE(4-7)-D ceS/RHCE “ce
RHD*weak D type 38/RHD deleted
3 SCD Rr Anti-e 40 RHCE"ce733G/RHCE"ce 733G
RHD*weak D type 4.0/ RHD*weak D type 4.0
4 SCD Rr Anti-c 48 RHCE*ceJAL/RHCE *ce AL
5 SCD R.r Anti-e 26 RHCE*ce’ceMO/RHCE cE
[ MDS Ryrr Anti-D 42 RHD*DVI/RHD deleted
RHD*weak D type 1/RHD*weak D type 1
. Thalassaemia Rr Anti-e 36 RHCE*Ce/RHCE *ce
RHD*weak D type 1/RHD*weak D type 1

Pt: patient; RBC: red blood cells; SCD: sickle cell disease; MDS: myelodysplastic syndrome.
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phenotypes recommended for each patient, the antibodies
developed, the annual average RBC transfusions and the
units with Rh variants transfused to the patients.

Clinical and laboratory evidence of delayed
haemolytic transfusion reactions

Three of seven patients with unexplained Rh antibodies
(1 SCD patient with anti-D, 1 MDS patient with anti-D and
1 SCD patient with anti-C) developed worsening anaemia
and/or a decrease in haemoglobin levels greater than
1 g/dL after transfusion with D* and C* RBC units
compared to the pre-transfusion values, compatible with
a DHTR at the time of antibody detection, which was also
indicated by the increased frequency of transfusions that
these patients required.

DISCUSSION

Unexpected Rh antibodies, defined as those produced
by patients who have the corresponding antigens,
have been the target of many investigations in patients
receiving chronic transfusions, especially SCD patients™.
Individuals with altered RH alleles encoding partial
antigens lack common Rh epitopes and are at risk of
developing clinically significant antibodies**. Likewise,
exposure to altered epitopes on donor RBC can stimulate
the formation of antibodies in the patient but the clinical
significance of transfusion of a donor unit with partial
antigens to patients with conventional antigens remains
unknown®.

We report a 3-year retrospective study in which we
investigated the origin of unexplained antibodies in
patients undergoing chrenic transfusion. We evaluated
seven patients with unexpected Rh antibodies and no
altered RHD and RHCE alleles, according to the methods
of molecular analysis used. The patients were receiving Rh
and K matched RBC units in our institution. All patients
had undergone extended genotyping for RH, KEL, FY, JK,
MNS, DI, DO, LW, SC and RH variants and six of them had
Rh antibodies with serological features of alloantibodies
according to the autoadsorption tests performed and
absence of reactivity with their own RBC or with various
allogeneic partial Rh antigens tested. A look-back in the
records of 854 donors whose RBC units were transfused to
these patients identified 11 (1.3%) with weak expression or
discrepant results in Rh typing. These donors were repeat
donors, had undergone extended antigen typing (Rh, K,

Fy*, Fy®, Tk?, Jk%, Ss) and were re-typed at three donations.

Although very mixed, around 40% of donors had a higher

proportion of African ancestry. They were recruited for

this study and their samples were evaluated by serology
and molecular analyses to confirm the presence of Rh
variants that could potentially stimulate the production of
alloantibodies in the recipients. Six of these 11 donors had
altered RH alleles encoding partial antigens and five had

RH variant alleles encoding weak D antigens.

« Patient 1 has SCD and anti-D: phenotyped and genotyped
as D7, this patient received extended phenotype-matched
units with partial and weak D antigens encoded by the
variant RHD alleles RHD*DAR and RHD*weak D type 4.0.
As the patient had a conventional RHD gene we suppose
that the unexplained antibody had been stimulated
by exposure to donor RBC with altered epitopes. An
interesting fact is that a blood unit transfused to this
patient also had the variant RHCE*ceAR and the patient
did not develop anti-c or anti-e. Perhaps, this may be
explained by the D antigen immunogenicity compared
to that of the ¢ and e antigens.

Patient 2, with SCD, was typed as C* and was being
given extended phenotype-matched units but developed
anti-C after transfusion with a RBC unit containing a
partial C encoded by the hybrid RHD*DIIla-CE{4-7)-D
allele. This partient was also transfused with one unit of
RBC typed as weak D type 38 but did not develop anti-D,
suggesting that weak D types with normal epitopes and
low antigenic density may not induce alloimmunisation.
Patient 3 with SCD, typed as e* with anti-e and

receiving extended phenotype-matched RBC units,
was transfused with one RBC unit containing a partial
e encoded by the RHCE*ce733G allele. This patient also
received one RBC unit homozygous for RHD*weak D
type 4.0 alleles but did not develop anti-D. There is still
controversy as to whether RHD*weak D type 4.0 should be
considered partial or weak although recently Flegel et al.
included this type in the list of weak D antigens that do
not cause alloimmunisation in transfusion recipients®.
According to these authors, weak D types 1, 2,3, 4.0 and
4.1 may be managed safely as D* in the context of blood
transfusions.

Patients 4 and s both have SCD. Patient 4, receiving
extended phenotype-matched units, was typed as c*with
anti-c. This patient was transfused with a donor unit
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with a partial ¢ encoded by a homozygous RHCE*ceJAL
allele that probably stimulated the production of
the antibody. Patient 5, also receiving extended
phenotype-matched units, was typed as e* with anti-e
and had been transfused with one RBC unit with a partial
e encoded by RHCE*ceMO, suggesting that this altered e
was the cause of production of the patient’s unexplained
antibody.

Patient 6, who has MDS and was typed as D+, was
receiving Rh and K-matched RBC units and made anti-D

after receiving one RBC unit with a partial D encoded by
a hemizygous RHD*DVI allele. This patient also received
one RBC unit with weak D encoded by a homozygous
RHD*weak D type 1 but we believe that this transfusion
was not related to his alloimmunisation as his anti-D
was first detected after the transfusion with the partial
D category VI unit.

Patient 7, a patient with B-thalassemia receiving Rh and
K-matched RBC units, typed as e* with an autoreactive
anti-e. All RBC donor units analysed for this patient had
a conventional e antigen and we, therefore, consider this
antibody as an autoantibody. The only point of note from
the look back was that the patient had been transfused
with a weak D type 1 RBC unit, reinforcing the theory
that weak D types may not induce alloimmunisation.

As only patients 1, 2 and 6 had evidence of DHTR after
receiving antigen-positive RBC units we suppose that
the clinical significance of the antibodies detected may
be related to the immunogenicity of and exposure to the
antigen, as suggested by Coleman et al*. A follow up of
the antibodies identified in the patients’ serum would
be interesting in order to better analyse the clinical
significance and evanescence of the antibodies.

The limitations of our study include the molecular methods
used that may miss clinically relevant RH alleles, the
small number of patients, the occurrence of transfusions
outside our institution that were not under control and
the evaluation period of 3 years. Since these patients are
chronically transfused, there is a likelihood that patients 1,
2.and 6 have been exposed to a greater number of red blood
cells from donors with Rh variants in other years. The
Brazilian population is of mixed ethnicity and therefore
our patients, even the SCD patients, receive blood
transfusion from donors with an admixture of Caucasian,
African and Amerindian ancestry, as reflected by the types

of variants found in this study. Thus, patients who receive
chronic transfusions are often transfused with RBC units
trom donors with different types of Rh variants.

Further studies involving all patients who received blood
units with altered Rh epitopes are important to confirm
our findings.

CONCLUSIONS

In this study, we showed that many Rh epitopes were
involved in a small number of patients who developed
unexplained Rh antibodies, providing evidence that
unexplained Rh antibodies in transfused patients carrying
conventional Rh antigens can be alloantibodies as a result
of RBC transfusions from donors with altered Rh epitopes.
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