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Resumo

Os testes pré-transfusionais podem ser um desafio em doentes com TAD positiva, como no caso
das anemias hemoliticas autoimunes. Na impossibilidade da realizacao da fenotipagem, nestes
doentes, a genotipagem demonstrou ser uma ferramenta indispensavel na superacao das
limitagOes das técnicas soroldgicas. Com o MDmulticard® Basic Extended Phenotype surge uma
nova abordagem a fenotipagem eritrocitaria, rapida e simples com possibilidade de substituir a
genotipagem em alguns doentes.

Este estudo observacional analitico transversal teve como objetivo comparar a fenotipagem
obtida no MDmulticard® para os antigénios Duffy, Kidd e Ss com o fenétipo inferido pela
genotipagem por PCR-SSP, em doentes com TAD positiva. Foram estudados, por ambas as
técnicas, 32 doentes com TAD positiva que necessitavam de transfusao de eritrdcitos.

A detecao de antigénios eritrocitdrios pelo MDmulticard® mostrou um coeficiente de k = 1 para
todos os antigénios testados a excecao do Fya que apresentou k=0,93. Foram encontrados
valores de sensibilidade e especificidade para Fya de 95,0% e 92,3%, respetivamente, e de 100%
para os restantes antigénios testados.

Os resultados obtidos sao promissores, mas seria importante realizar estudos com um maior
numero de doentes e esclarecer as discrepancias encontradas, de forma a estender a utilizacao

deste cartao a este grupo especifico de doentes.

Palavras-chave: Transfusao de sangue; antigénios do grupo sanguineo; aloimunizacao; anemia

hemolitica autoimune, genotipagem.



Abstract

Pre-transfusion testing can be a challenge in TAD-positive patients, as in the case of autoimmune
hemolytic anemias. If phenotyping is not possible in these patients, genotyping has proved to be
an indispensable tool in overcoming the limitations of serological techniques. With the
MDmulticard® Basic Extended Phenotype comes a new, fast and simple approach to erythrocyte
phenotyping that can replace genotyping in some patients.

This cross-sectional analytical observational study aimed to compare the phenotype obtained on
the MDmulticard® for the Duffy, Kidd and Ss antigens with the phenotype inferred by PCR-SSP
genotyping in TAD-positive patients. Thirty-two TAD-positive patients requiring red cell
transfusion were studied using both techniques.

The detection of erythrocyte antigens by the MDmulticard® showed a coefficient of k =1 for all the
antigens tested, with the exception of Fya, which showed k = 0.93. Sensitivity and specificity
values for Fya were 95.0% and 92.3%, respectively, and 100% for the other antigens tested.

The results obtained are promising, but it would be important to carry out studies with a larger
number of patients and clarify the discrepancies found, in order to extend the use of this card to

this specific group of patients.

Keywords: Blood transfusion; blood group antigens; alloimmunization; autoimmune hemolytic

anemia, genotyping.
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1. Introducao

A Imunohemoterapia € uma especialidade médica com uma drea de intervencao abrangente, que
vai da Medicina Transfusional até as patologias do sistema hemostético (hemorrdgicas e
trombéticas). E composta por duas vertentes indissocidveis e complementares, a clinica e a
laboratorial, e carateriza-se por recorrer a componentes sanguineos e aos seus derivados, para
tratar doencas e condices clinicas dos doentes. Entre as técnicas utilizadas estao as transfusaes
de sangue e seus componentes (como eritrdcitos, plaguetas e plasma), as aféreses terapéuticas,
o Transplante de Células Progenitoras Hematopoiéticas (TCPH), e ainda a administracdo de

fatores da coagulacao (1).

De salientar que o aperfeicoamento da intervencao clinica neste ramo e uma melhor articulagao
com outras especialidades médicas e cirurgicas sao o resultado do contributo da area laboratorial
com tecnologias cada vez mais sofisticadas, mas também do conhecimento alcancado ao longo

de muitos anos (1).

Vemos ao longo da histdria que o processo transfusional, atualmente mais simples e quase
inofensivo (“praticamente” isento de riscos), realizado hoje rotineiramente em todo o mundo, s6
foi possivel gracas ao trabalho e esforco de muitos investigadores, tais como: William Harvey,
Jean Denis, Richard Lower, James Blundell, Braxton Hicks e mais tarde, Karl Landsteiner, Alex
Wiener e Coombs. Estes investigadores, com a clarificacdo de problemas tao graves como a
hemdlise ou a coagulopatia, e com aintroducao de novas abordagens e ferramentas permitiram
chegar a seguranca e eficacia dos dias de hoje. Porém, concomitantemente com a evolucao e o
desenvolvimento da ciéncia também a sociedade mudou, o que se traduziu no emergir de novos

desafios (2-7).

Deste modo, uma populacao cada vez mais envelhecida e ainda, um claro aumento no nimero de
doentes do foro hemato-oncoldgico, tendem a aumentar as necessidades de sangue e dos seus
derivados (8). Temos ainda que o nimero de doentes hemato-oncoldgicos tratados com TCPH
tem sido igualmente crescente e a sua grande maioria necessitam de suporte transfusional antes
e/ou apds o transplante (9). Outro grupo de doentes que, com alguma frequéncia tém
necessidade de ser transfundidos sao os oncoldgicos, principalmente os idosos que se
apresentam sintomaticos com anemias graves, situacdes de trauma e hemorragias ativas, com
ou sem doenca corondria associada (10). No entanto, a tendéncia atual no uso de terapias com

componentes e derivados sanguineos, para a recuperagao e tratamento de doentes segue uma



l6gica restritiva e personalizada, sendo a prescricao médica criteriosa, pois 0 seu uso nao é isento

de complicacdes e ha sempre um risco associado (9-13).

Neste sentido, temos o programa Patient Blood Management (PBM), um programa de gestao do
sangue do doente que consiste em guidelines/diretrizes baseadas na evidéncia e que assenta em
3 pilares fundamentais: otimizacao da hematopoiese, minimizacao da hemorragia e gestao da
tolerancia a anemia, em 3 momentos distintos: no pré-operatdrio, no intra-operatdrio e no pds-
operatdrio. Este conceito faz parte das boas praticas transfusionais, limitando as transfusdes de
eritrécito ou outros componentes as situacdes exclusivamente necessdrias, como aquelas em
que o aporte de oxigénio aos tecidos depende da transfusao de eritrdcitos. O seu objetivo é
promover a seguranca dos doentes, diminuindo nao sé a morbilidade como a mortalidade

associada a transfusao, enquanto otimiza a hemoglohina e as reservas de ferro (14).

Com vista a reduzir estes riscos, foi implementado em 2008 em Portugal, um sistema de
vigilancia centralizado, designado de hemovigilancia, que abrange toda a cadeia transfusional.
Inclui monitorizagao, notificacao, investigacao e analise de eventos adversos, bem como
desenvolvimento e implementacao de recomendacdes para prevenir a sua ocorréncia ou

recorréncia (13).

Apesar de tudo o que ja foi mencionado, a mdxima “A transfusao de uma unidade de sangue para
o doente correto, no momento correto e nas condi¢des corretas”, que preconiza uma utilizacao
segura, clinicamente eficaz e eficiente do sangue humano doado, continua a desafiar-nos. Um
exemplo disso é a transfusao segura — isenta de reacdes adversas e ou infecoes, com que a area
laboratorial ainda se depara, mesmo a luz do conhecimento atual, nomeadamente nos estudos

imunohematoldgico dos doentes que necessitam do suporte transfusional (15).

A descoberta do sistema sanguineo ABO, assim como o uso do soro antiglobulina, foram marcos
na histdria da transfusao sanguinea. Estas descobertas, associadas aos trabalhos que estudaram
o efeito das enzimas proteoliticas sobre o comportamento dos eritrdcitos, vieram ajudar a
compreender a estrutura e os aspetos hioquimicos/imunoldgicos dos antigénios (ags), podendo

agora ser entendidos, aumentando o conhecimento acerca do eritrdcito a nivel soroldgico (3).



1.1. Os eritrocitos

0 sangue é um tecido conjuntivo com propriedades especiais, apresenta-se como um liquido
viscoso de cor vermelha e é constituido pela porcao celular, eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas, que
circulam em suspensao num meio fluido, o plasma. Tem como fun¢es o transporte de nutrientes,
gases respiratorios e residuos do metabolismo, assim como a protecao contra substancias
estranhas, manutengao da hemdstase, temperatura corporal, entre outros (16).

Os eritrdcitos sao o tipo mais comum das células sanguineas e num adulto representam cerca de
40% do volume de sangue. Sao células redondas, biconcavas com cerca de 7,5 um de diametro,
anucleadas e desprovidas de organelos. No citoplasma contém hemoglobina (Hb) e tém a
capacidade de produzir energia sob a forma de adenosina trifosfato (ATP), de modo a cumprir
todas as suas funcoes. A sua forma e dimensao permitem-lhe desempenhar a sua funcao de
transporte de gases no corpo (16,17).

A membrana eritrocitaria separa o meio intra e extracelular e é responsdvel pelas caracteristicas
antigénicas (18). A membrana é composta por uma dupla camada lipidica (colesterol e
fosfolipideos), e por um conjunto de proteinas periféricas, integrais ou transmembranares que

interagem com as proteinas do citoesqueleto (Figura 1) (18-21).
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Figura 1 - Representacao esquemadtica da estrutura da membrana celular e os seus componentes associados. Fonte:

Adaptado de biologydictionary.net

As estruturas proteicas nos eritrécitos expressam antigenicidade e estao inseridas na membrana
como proteinas de uma s6 passagem, como proteinas de multiplas passagens ou como proteinas

ancoradas a membrana por ligacdes da molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Figura 2) (20).
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Figura 2 - Os ags de grupo sanguineo na membrana do eritrgcito. Fonte: Adaptado de Buelvas et al. (2015). (22)

1.2. Grupos sanguineos

O sistema sanguineo ABO foi 0 primeiro a ser descoberto, sendo até hoje o clinicamente mais
importante na pratica transfusional e na transplantacao. A descoberta do sistema sanguineo Rh
levou a compreensao, e posterior prevencao, da doenca hemolitica do feto e do recém-nascido
(DHRN). Embora os sistemas de grupo sanguineo ABO e Rh sejam os mais importantes, muitos
outros anticorpos (acs) dirigidos contra ags de outros grupos sanguineos sao capazes de causar
reacoes transfusionais hemoliticas ou DHRN, como é o caso dos sistemas MNS, Duffy e Kidd
(23,24).

Decidiu-se denominar colecao aos ags que estao relacionados de forma bioquimica ou genética,
mas nao possuem as caracteristicas necessdrias para formar um grupo sanguineo. A série
corresponde aos ags que nao é possivel incluir nos sistemas de grupo nem numa colecao.
Geralmente, 0s ags que pertencem a sistemas de grupo sanguineo estao a nivel molecular melhor

caracterizados do que os ags atribuidos a uma colecao ou série (25,26).

1.2.1. Sistema MNS (ISBT 002)

Este sistema MNS, é quase tao complexo como o sistema Rh (23,27). Os ags M e N foram
descobertos por Landsteiner e Levine em 1927. Atualmente ja se conhecem 49 ags deste sistema
(25). Todos os ags sao “transportados” por sialoglicoproteinas, glicoforina A (GPA), glicoforina B
(GPB), ou variantes de glicoforina (GP) (28). Estes ags resultam de eventos de conversao dos
genes GYPA e GYPB que codificam a GPA e a GPB respetivamente e cuja localizacao é no

cromossoma 4 (4 g31.21) (29). 0 GYPA codifica os ags M e N, inseridos na glicoforinaAe o GYPB

4



codifica os ags S e s, inseridos na glicoproteina B (20). Os restantes ags deste sistema sao raros,
e resultam de uma substituicao de aminoacidos ou mudiltiplos rearranjos entre GYPA e GYPB.

Esses rearranjos estao na origem da diversidade antigénica deste sistema (30).

Junto ao gene GYPB encontra-se um terceiro gene, GYPE, que possivelmente estara também
relacionado com os outros ags MNS. O gene GYPE nao codifica ags detetaveis na superficie do
eritrécito, mas pensa-se que esteja envolvido em rearranjos de genes que codifiquem proteinas
e lipideos. Os ags deste sistema estdao desenvolvidos no nascimento e sao Uteis em casos de
exclusao de paternidade. Os ags M, N, S, s, sao homdlogos e polimdrficos em todas as populagdes
que foram estudadas (30). Alguns ags clinicamente significativos, mas de baixa incidéncia
surgem devido a recombinacao entre genes. O ag MUR (MNS 10) é um deles, mas a frequénciana
China e na Tailandia, chega aos 7 e 10%. Nos individuos de raca negra o ag U, aparece em cerca
de 99% (30). Os individuos U-, habitualmente sdo S- s- e/ou nao tém GPB ou ela est3 alterada.
Os ags de baixa prevaléncia, sao o resultado de alteracdées num unico aminoacido, ou entao em
moléculas hibridas GPA/GPB. O fenétipo S-s-U- surge quando ha uma delecdo do exon 2-6 do
gene GYPB, no fendtipo S-s-U+ é caracterizado pela auséncia do ag S e por uma expressao fraca
do ag U na membrana do eritrdcito. Os aloacs para ags do sistema MNS, habitualmente nao sao
clinicamente significativos, embora acs contra ags MNS de baixa e alta prevaléncia, tenham dado

origem a doenca DHRN (22).

Estes acs apresentam efeito de dose, ou seja, reagem com mais evidéncia e apresentam titulos
mais altos quando se utilizam células homozigaticas. A relevancia clinica deste sistema traduz-
se quando o ac reage ou nao a 372C, podendo ser ignorado caso este nao reaja a 372C. As enzimas
proteoliticas papaina e ficina desdobram as sialoglicoproteinas (SGP) da membrana em locais
bem definidos. Utilizando estas técnicas a reatividade anti-M e anti-N desaparece. Sao também
destruidos pelo reagente ZZAP, uma solucao de ditiotreitol (DTT) e papaina, mas ndo sao afetados
s6 por DTT, nem pela cloroquina ou tratamento com dcido. O anti-U reage com eritrdcitos,

tratados ou nao, com enzimas (31).

0 anti-M, é um aloac IgM ou IgG, €é relativamente frequente e nao costuma reagir a 37°C, ou seja,
NoS casos em que sao reativos a essa temperatura podem causar reacao transfusional aguda ou
tardia e sao entao considerados clinicamente significativos. Provas de compatibilidade a quente
eliminam a reatividade da maioria dos acs anti-M. Embora nao seja comum, este ac ja foi

implicado na DHRN (31).



0 anti-N ndo é frequente (28). Habitualmente é IgM e comporta-se como crioaglutininas de
reatividade fraca. Alguns sao IgG fortes e foram encontrados em individuos com fendtipos raros
uma vez que estas pessoas nao tém a glicoforina que expressa o ag N por exemplo M+N-S-s-U-
(32).

O anti-S e anti-s sao ativos a 372C e sao da classe IgG e originam reacoes transfusionais
hemoliticas e DHRN muito graves, contudo nao sao frequentes. O Anti-U nao é habitual, contudo
existem casos descritos na literatura como sendo responsavel pela morte de doentes (30). O Anti-
MUR pode causar DHRN e reagdes hemoliticas graves (33). Em Hong Kong e na Tailandia este ac
€ depois de anti-A e anti-B o0 mais comum. Os acs que reagem com ags de baixa frequéncia deste
sistema podem causar rea¢oes transfusionais graves, sendo normalmente detetados apds estes

eventos (22).

1.2.2. Sistema Duffy (ISBT 008)

Este sistema de grupo sanguineo, foi descoberto em 1950 por Cutbush e Ikin (34,35). O nome
Duffy surge em homenagem a um doente hemofilico que desenvolveu o ac, até entao
desconhecido o anti-Fya. O anti-Fyb, s6 seria descoberto um ano depois.

Os ag Duffy estao presentes em diferentes células do corpo humano, nas células epiteliais dos
ductos coletores do rim e também nos vasos sanguineos, cérebro, coracao e pulmdes. Nao estao
presentes no figado dos adultos, nas plaquetas, granuldcitos e linfécitos. Desempenham um papel
na resposta inflamatdria, na rejeicao do enxerto e provavelmente na histocompatibilidade. A
glicoproteina Duffy, atua nao sé como recetor de varias quimiocinas, incluindo a interleucina-8
(IL-8) a que se atribuiu um papel a nivel inflamatdrio, mas também nos eritrdcitos como recetor
para o Plasmodium vivax e Plasmodium knowlesi. Desempenha um papel também nas células
endoteliais, facilitando a quimiotaxia nos fendmenos de inflamacao ou de resposta imunitaria
(36,37).

E no braco longo do cromossoma 1, perto do centrémero (1q22,23) que se localiza o gene ACKR1
(gene do recetor de quimiocina atipico 1), também conhecido como DARC (Duffy Antigene
Receptor for Chemokines) (Figura 3) ou FY que vai codificar a glicoproteina que expressa os 5 ag
deste sistema, sdo eles: Fya, Fyb, Fy3, Fy5 e Fy6 (38).

Os ags Fya e Fyb sao codificados por 2 alelos codominantes FYA (FY*01) e FYB (FY*02) e diferem
entre eles num sé nucleétido. No alelo FYA a base € a guanina (G) e no alelo FYB € a adenina (A).

Nos individuos de raca negra, existe o alelo FY*02N.01, que vai originar o fendtipo Fy (a-b-). Estes



Sao 0s ags mais comuns e mais importantes na pratica clinica, pois sao 0s mais imunogénicos e
podem dar origem a 4 possiveis fenétipos. Estes 3 Fy (a+b-), Fy (a-b+), Fy (a+b+) sdo comuns na
populacao branca e asidtica, e Fy (a-b-) frequente na populacao africana.

Encontram-se descritas expressdes fracas de Fyb, designadas de Fyx. E herdado do alelo Fya e
Fyb, que se expressa com uma pronunciada diminui¢ao quantitativa do nimero de ags Fyb que
estao na superficie do eritrdcito (39).

Os eritrdcitos com o fendtipo Fy (a-h-), ndo tem glicoproteinas Duffy, sendo assim resistentes a
invasao pelo Plasmodium vivax (40). Esta mutacdo existente na raca negra é entao uma
vantagem seletiva nas areas onde a doenca é endémica, sendo um mecanismo de resisténcia a
maldria. Caracteriza-se pela presencado alelo FY*02N.01, provocado por uma mutagao nonsense
na regiao promotora -67 T>C na regido GATA do gene FY. Os africanos com o fenétipo Fy(a-b-)
carecem de glicoproteinas nos seus eritrgcitos, mas nao noutros tecidos, o que explica o facto de

nao produzirem anti-Fyb quando sdo transfundidos com concentrados eritrdcitos Fy(a-b+) (41).
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Figura 3 - Estrutura do DARC. Adaptado de Oliveira (2012). (40)

Os ag Fya e Fyb, sao sensiveis aficina, papaina e resistentes a tripsina. Estes ags, ja se encontram
presentes na 62 semana de gestacao (42). O ac anti-Fya, é muito mais comum que o ac anti-Fyb.
Sao habitualmente 1gG1, e podem fixar o complemento, mas geralmente ndo o fazem. O tipo IgM
é raro. O anti-Fya e anti-Fyb, acs clinicamente significativos, podem causar reacoes
transfusionais hemoliticas imediatas ou tardias e podem originar DHRN. Estes acs nao ocorrem
naturalmente, mas sim devido a aloimunizacao decorrente de transfusdo, gravidez ou

transplante. Sao acs que reagem melhor com células homozigdticas (41).

1.2.3. SistemaKidd (ISBT 009)



Em 1951 Allen et al. publicaram um artigo relatando a descoberta do Anti-Jka no soro de uma

doente, a Sra. Kidd, cujo bebé sofreu de doenca de hemolitica do recém-nascido (43).

A glicoproteina Kidd é uma proteina de passagem mudiltipla que funciona como um transportador
de ureia, como se observa na figura 4 (20,44). O sistema de grupo sanguineo Kidd é constituido
por dois ags, Jka e Jkb (que apenas diferem num sé nucleétido, polimorfismo do gene SLC14ATna
posicao 838, resultando num aminodacido aspartato ou aspargina respetivamente) e Jk3 que é um

ag de alta incidéncia (45,46).

Extracelul o/ T
acelular 211 JKYIK

Intracelular

Figura 4 - Diagrama representativo da glicoproteina Kidd na membrana celular do eritrdcito. Adaptado de Daniels
(2013). (47)

Os ags Jka e Jkb estao presentes nas populagdes caucasiana e asiatica, sendo mais frequente o
Jka na populacao negra. O Jk3 é expresso em individuos com o fenétipo Jk(a+b-), Jk(a-b+) e
Jk(a+b+) e geralmente sé tem significado clinico naqueles com o fenétipo raro Kidd-nulo, Jk(a-b-).
0 fendtipo Jk (a-b-) deve-se a um alelo silencioso que se encontra em homozigotia. Os eritrgcitos
Jk (a-b-) mostram um defeito no transporte da ureia, sendo resistentes a lise induzida pela ureia
(48). No cromossoma 18 (18q11-12) estd localizado o gene HUT11/UT-B/JK (SLC14A1) que

produz os trés alelos (45).

0 ac anti-Jka é mais frequente que o anti-Jkb e habitualmente sao IgG, IgG1 e ou IgG3, e cerca de
metade fixam o complemento (IgG3) podendo causar hemdlise (45). Sao acs que por vezes s6
reagem com células que tém o ag em homozigotia. Como estes acs sao fracos, rapidamente
diminuem e por vezes desaparecem, sendo por isso 0s responsaveis por reacoes tardias. Com
alguma frequéncia é necessadrio adicionar soro humano fresco como fonte de complemento, ou

uso de eritrdcitos tratados com enzimas e prova de antiglobulina (48). Podem ser responsdveis
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por reacoes hemoliticas, mas raramente por DHRN, quando surge é geralmente leve, e deve-se
ao Jka. Os individuos com fendtipo nulo Jk(a-b-) as sensibilizacdes desenvolvem Jk3, e podem

provocar reagdes hemoliticas imediatas ou tardias (48).

As reacoes transfusionais hemoliticas tardias surgem quando os acs se desenvolvem
rapidamente na resposta anamnésica com ags dos eritrdcitos transfundidos, destruindo os

eritrécitos (49).

1.3. Aloimunizacao eritrocitaria

A aloimunizacao surge quando um individuo € exposto a ags que nao estao presentes nos seus
eritrdcitos, aquando da realizacao de um transplante, transfusao sanguinea ou gravidez, que

podem ativar o seu sistema imune que vai dar origem a producao de acs anti-eritrdcito (50,51).

A aloimunizacao mais frequente ocorre como resultado de gestacao ou transfusao incompativeis,
e pode entao causar reacoes transfusionais hemoliticas, diminuindo o tempo de vida dos
eritrécitos transfundidos (52). Por vezes, associada a presenca de aloanticorpos podem coexistir
autoanticorpos que vao implicar uma maior complexidade na execucao das provas pré-

transfusionais e uma dificuldade acrescida na obtencao de unidades compativeis (53).

Para prevenir a imunizacdao nos doentes com patologias que preveem um programa de
pluritransfusdes, nomeadamente o mieloma muiltiplo (MM), leucemias, linfoma, aplasia medular,
sindrome mielodispldsico e anemia aplasica, bem como em mulheres em idade fértil (<50), estd
aconselhada a selecao de eritrdcitos com o mesmo fendtipo Rh e Kell de modo a evitar a
sensibilizacao nesses sistemas. Nas hemoglobinopatias (p.e. talassemia e anemia falciforme),
associadas a um elevado risco de imunizacao (Figura 5), os recetores devem ser fenotipados

também para os sistemas Kidd, Duffy e MNS (54,55).
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Figura 5 - Prevaléncia aproximada de aloacs de eritrdcitos por doenca. Fonte: Adaptado de Tormey et al. (2019). (55)

Esta abordagem é alargada, muitas vezes, a anemia hemolitica autoimune (AHAI), pelas
dificuldades laboratoriais impostas, uma vez que normalmente apresentam um teste de
antiglobulina direto (TAD) positivo, devido a presenca de autoac que se encontram ligados aos
eritrdcitos, e consequentemente uma pesquisa de acs irregulares positiva, pela presenca destes
autoac, que podem “esconder” potenciais aloac (quando presentes). De salientar que existe uma
claraassociacao entre AHAl e adoencaneopldsica, levando aum aumento das incompatibilidades

sanguineas (53).

Por outro lado, com o avanco tecnoldgico e cientifico na satide tém surgido novos tratamentos
para determinadas patologias que utilizam acs monoclonais que estao associados a uma
interferéncia nos testes soroldgicos. Exemplo disso sao os farmacos para o tratamento do MM,
como o Daratumumab (DARA) ou o Isatuximab (ISA), que consistem em acs monoclonais dirigidos
ao CD38 presente em eritrdcitos e se traduz na pesquisa de acs irregulares (PAI) positiva e em
provas incompativeis (56,57). Muitas sao as estratégias adotadas, sendo que uma delas € a
realizacao do fendtipo alargado antes do inicio da terapéutica ou a genotipagem apds o inicio do

tratamento (58).

A presenca de ags de alta ou baixa frequéncia pode também ser um problema para a obtencao de
unidades compativeis, isto porque se o ag é de alta frequéncia na populacao, vai ser muito dificil

encontrar um dador para esse recetor que nao o tenha (55).
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Os doentes sujeitos a mltiplas transfusoes, desenvolvem, com alguma frequéncia, acs nao s6
contra ags dos eritrécitos comuns na populacao como também contra ags de alta frequéncia ou
até mesmas variantes de determinado ag. Nestas situacoes é muitas vezes dificil encontrar

eritrdcitos compativeis (55).

A aloimunizacao depende de vdrias condi¢oes, em primeiro lugar da imunogenicidade do ag,
depois de uma serie de fatores relacionados com o doente como a doenca de bhase, a idade, a
quantidade e frequéncia de transfusdes realizadas, fatores genéticos, as diferencas antigénicas
existentes entre ele e o dador, ou seja, a discrepancia fenotipica entre eles, a expressao do HLA

(Ags Leucocitdrios Humanos), entre outros (Figura 6) (51,59,60).

Transplante de drgdos solidos
Oncologia
Hospitalizados MDS

Imuno comprometidos Talassemia

Recém nascidos Doenga falciforme

Menos provavel Aloimunizagdo Mais provavel

Sexo Antigénios incompativeis
Idade Genética

Inflamac3o

Figura 6 - Representacao esquematica de fatores que se acredita influenciar a probabilidade de aloimunizacao.
Adaptado de Gehrie et al. (2019). (60)

Sao os ags dos sistemas Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS os que geralmente sao responsaveis pela
aloimunizacao. Os acs que se produzem como resposta a esta imunizacao reagem a 37°C e
podem causar hemdlise, razao pela qual sao tao importantes para a pratica clinica na medicina

transfusional (31).

A DHRN surge também como uma consequéncia da producao de acs anti-eritrdcitos, quando a
mae produz acs daclasse IgG, contra os eritrdcitos do feto causando a sua destruicao (52). Podem
originar anemia fetal muito grave e por vezes abortos. Estes recém-nascidos podem apresentar

ictericia e problemas neuroldgicos, apds o nascimento (22).

A taxa de aloimunizacao é maior nos recetores de transfusao do que a provocada por gravidez,
isto deve-se ao facto das maes estarem expostas a pequenas quantidades de células fetais e a

exposicao se dar apenas para o(s) ag(s) do feto que tiveram origem paterna (61,62).
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Como medida para diminuir ou evitar a aloimunizacao, a fenotipagem alargada ou até a
genotipagem tem sido aconselhada, permitindo assim conhecer os ags eritrocitarios nao sé dos

doentes como dos dadores, tentando assim obter a tao desejada transfusao compativel (42,63).

1.4. Métodos paraidentificacao dos antigénios dos grupos sanguineos

Temos 45 sistemas de grupos sanguineos dos quais fazem parte mais de 351 ags, atualmente
reconhecidos pela Sociedade Internacional de Transfusdo de Sangue (International Society of
Blood Transfunsion, 1ISBT) (64) (Anexo 1). Um sistema de grupo sanguineo caracteriza-se pela
combinacao de ags presentes nos eritrdcitos, que podem ser herdados por um unico gene ou por
um conjunto de dois ou mais genes homdlogos e é definido serologicamente por um ac especifico.
Os sistemas ABO e Rh sao os mais importantes para a realizagao de uma transfusao segura e
eficaz, e por isso mesmo, sao realizados rotineiramente. Por outro lado, a extensao a outros

sistemas, tais como Duffy, Kidd e MNS é, em algumas situacdes, necessaria.
Existem diferentes métodos para identificacao dos ags dos grupos sanguineos (65).

A fenotipagem eritrocitdria, conhecida como tipagem sanguinea, é um procedimento laboratorial
utilizado para determinar os diversos ags. Envolve a andlise direta dos ags expressos na
superficie do eritrdcito utilizando antissoros especificos. Para a suarealizagao existem diferentes
métodos (p.e. método de aglutinacdo em microplaca, método de microcoluna de gel) sendo os
mais comuns baseados nas reacdes ag-ac especificas que dao origem a formacao de aglutinados
(66). Este método seroldgico baseado na hemaglutinacao continua a ser o método mais utilizado,
porém, quando manual, apresenta limitacdes como erros de interpretacao e transcricao de
resultados, incapacidade de responder a um grande volume de trabalho, que foram solucionados

com a adaptacao desta metodologia a equipamentos (67).

A automatizacdo adaptada a técnica de aglutinacdo em coluna (cartdes) e a utilizacao de
antissoros monoclonais vieram revolucionar os laboratérios de imunohematologia, tornando-se
num método-padrao e permitindo a melhoria da qualidade bem como a facilidade de leitura dos

resultados (68).

A automatizacado, por seu lado, leva a que utilize pequenas quantidades de reagentes, possua alta
sensibilidade, precisao e reprodutibilidade, o que reduz drasticamente os erros de identificacao

causados por fatores humanos (68).

12



No entanto, quando os métodos tradicionais de fenotipagem eritrocitdria nao podem ser usados
(p.e. quando um paciente foi transfundido), os métodos de genotipagem baseados em DNA (dcido
desoxirribonucleico) tornam-se numa ferramenta imprescindivel, que tem sido usada na

Medicina Transfusional (26,67).

A base molecular de muitos ags dos grupos sanguineos é ja conhecida, e mostra-nos uma enorme
diversidade genética, especialmente nos sistemas ABO e Rh. Estes conhecimentos permitiram
desenvolver diversos protocolos para deduzir o fenétipo alargado eritrocitdrio, utilizando técnicas

de reacao em cadeia da polimerase (PCR) que sdo (teis na pratica transfusional (69).

Relativamente as técnicas de genotipagem de grupos sanguineos podemos dividi-las em

técnicas de low-throughput, medium-throughput e high-throughput.

Um exemplo de técnicas de low-throughput inclui o PCR com primers de sequéncia especifica
(PCR-sequence specific primers, PCR-SSP) que é baseado principalmente na detecao de um
polimorfismo num tnico nucledtido (Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Este PCR deteta os
ags fracos e os subtipos do sistema ABO, mas nao deteta mutacdes genéticas nao contempladas

na plataforma de genotipagem ou mutagdes desconhecidas/ainda nao descritas (70).

Por outro lado, as técnicas de medium-throughputincluem PCR em tempo real, sequenciacao de
DNA pelo método de Sanger e a pirosequenciacao (70,71). Embora eficazes para variantes
comuns e bem caracterizadas, estes métodos seroldgicos e/ou moleculares tradicionais sao
insuficientes e nao garantem a caracterizagao completa de todos os ags de grupos sanguineos

raros, fracamente detetdveis, recombinantes (RH, MNS) e parciais (70).

Um exemplo de técnicas de high-throughput é a Sequenciacao de Nova Geracao (Next-
Generation Sequencing,NGS) que tem a capacidade de caracterizar ags de grupos sanguineos em
populacdes geneticamente diversas, de prever perfis completos de grupos sanguineos sem
conhecimento prévio de base molecular, identificando gendtipos raros, nulos ou novos,

ultrapassando as limitacdes anteriormente apresentadas (70).

Atualmente estao disponiveis muitas outras metodologias que permitem a identificacao dos ags
eritrocitdrios, como por exemplo tecnologia de magnetizacao de eritrécitos, testes de chip de
proteina, teste de citometria de fluxo, testes baseados em papel e o uso de dispositivos
biossensores de Ultima geracao que estao equipados com acs sintéticos gerados por impressao

molecular, entre outros (70-72).
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Embora se continuem a desenvolver novas tecnologias sejam elas baseadas em microarrays, em
microbalance de cristais de quartzo ou ensaios de fluxo lateral, provavelmente nao vao substituir

os testes soroldgicos nos proximos anos.

1.4.1. Determinacao de grupos sanguineos em amostras TAD+

O teste de antiglobulina direta veio permitir detetar acs incompletos, que nao provocavam
aglutinacao dos eritrécitos no meio salino, como na DHRN e na anemia hemolitica autoimune (73).
O Teste de Antiglobulina Direto (TAD) deteta habitualmente sensibilizagao in vivo de eritrdcitos
com IgG e/ou componentes do complemento, quando utilizamos soro antiglobulina poliespecifico
(IgG, C3d,) mas permite tambhém a detecdo de acs de diferentes isétipos de imunoglobulinas como

IgA, IgM, entre outros (74,75).

Uma TAD+ deve-se a varias condicdes: acs dirigidos aos proprios ags; aloacs que reagem com oS
eritrdcitos recentemente transfundidos; acs antifosfolipidios; aloacs maternos que atravessam a
placenta e se ligam as células fetais; hipergamaglobulinemia, doentes a quem foi administrado

gamaglobina endovenosa em altas doses e drogas (76-78).

Na reacao transfusional a TAD pode demonstrar IgG e/ou C3d, dependendo da especificidade e
da natureza do ac do recetor. Na DHRN nao serd necessdrio o teste para as proteinas do
complemento, pois terao sido as IgG maternas a causar a sensibilizacao dos eritrécitos do filho.
Assim, para a interpretacao de uma TAD+, que pode surgir sem manifestacoes clinicas de
hemdlise, é necessario possuir algumas informacoes acerca do doente tais como: se foi
transfundido recentemente, quais os farmacos que esta a tomar, se esta a receber globulina

antitimacito, se ha hemdlise in vivo, entre outros (79).

Estudos mostram que, embora baixa, ha uma incidéncia de individuos com TAD+ e o facto nao
implica que os eritrécitos destes individuos tenham uma sobrevida menor. Nao foram
evidenciadas anemias nem causas de doencaimune (22). Outros trabalhos sobre o tema apontam
para o facto do sexo feminino e a gravidez possam ser um fator a ter em causa para o
aparecimento de TAD+. Do mesmo modo que a toma de determinados medicamentos, como por
exemplo, anticoncecionais orais, anti-hipertensores, entre outros. Nestes casos de TAD+nao tém

significado clinico.
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Um resultado de TAD+ em contexto de provas pré-transfusionais acarreta dificuldades a nivel
laboratorial, como por exemplo na selecao dos eritrdcitos para transfundir aos doentes com AHAI

(80).

A AHAI é uma patologia autoimune caracterizada pela producao de acs contra os proprios
eritrdcitos e que pode ser classificada como quente ou fria, baseada na classe da imunoglobulina
(IgG ou IgM) que origina a hemdlise. Os autoacs quentes sao IgG e reagem a 37°C enquanto os

autoacs frios sdo IgM e reagem a temperaturas mais baixas (81,82).

Laboratorialmente a diferenciacao entre a AHAI a quente e a frio € essencial, pois o diagndstico,
progndstico e as estratégias terapéuticas sao distintas. Enquanto quase todos os autoacs frios
podem ser evitados, se os testes forem efetuados a 372C ou se utilizarmos antiglobulina anti-1gG;
0 mesmo nao acontece com a AHAI a quente, representa cerca de 75% dos casos de AHAI, em
que 12 a 40% desenvolvem aloacs (taxa superior a outros doentes politransfundidos). Interfere
com os testes de rotina efetuados e hd um nimero significativo de casos que apresentam anemia

grave e consequentemente vao necessitar de transfusao de eritrdcitos (81,83-85).

Ao longo do tempo, muitas abordagens tém sido sugeridas para a resolucao deste problema por
parte do laboratdrio deimunohematologia. No passado, em situacoes de urgéncia, em que nao era
possivel aguardar, era transfundida a unidade estudada com um resultado “menos incompativel”
ou recorria-se a diluicao do soro/plasma do doente, assumindo que o titulo do autoac era inferior
ao titulo do aloac e que era possivel diminuir/anular o autoac e identificar o aloac, que manteria

reacdes mais fortes (75).

Atualmente esta designacao de “unidade menos incompativel” ou testar o soro/plasma diluido do
doente sao procedimentos desatualizados, pese embora ser uma técnica rapida e facil, mas ainda

assim pouco confidvel e arriscada (86).

Selecionar a unidade “ideal” para transfundir os doentes com AHAI e TAD+ obriga a
procedimentos mais elaborados que os testes pré-transfusionais rotineiros, isto porque os testes
classicos sao muitas vezes dificeis ou até mesmo impossiveis de interpretar, devido a
interferéncia de autoacs que normalmente sao panreativos e mascaram os aloacs. A dificuldade
que se coloca a nivel laboratorial é assim detetar os aloacs clinicamente significativos contra
eritrdcitos dos grupos sanguineos, Rh, Kell, Kidd, Duffy e MNS, que podem estar presentes, devido
a transplante, gravidez, transfusdes anteriores, e podem provocar reacoes transfusionais

hemoliticas, mas que se encontram mascarados pelos autoacs (83).
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Para resolver de forma segura a problematica destes doentes, sao necessarios procedimentos

mais complexos, nomeadamente as técnicas de autoadsorcao ou aloadsorcao (85).

Porém estas técnicas apresentam desvantagens tais como: nem sempre dispormos do volume
de eritrdcitos necessdrio (em anemias graves ou quando o doente é uma crianca); e ainda,
impossibilidade de ser realizada se o paciente foi transfundido hd menos de 3 meses porque ha
mistura dos seus eritrécitos com os do dador (85). Neste caso estariamos a adsorver os autoacs
— com os eritrocitos do préprio e a adsorver os aloacs — com os eritrdcitos dos dadores, nao
permanecendo no soro/plasma do paciente, os aloacs para que possam ser identificados. A
solucao passa pela aloadsorcao ou adsorcao alogénica, que € indiscutivelmente um teste mais
complicado e trabalhoso, com resultados mais dificeis de interpretar, que pode nao detetar acs
contra ags de alta frequéncia e, tal como as autoadsorc¢des, pode demorar vdrias horas (entre 4 a

6 horas) (86).

0 uso de uma unidade de eritrdcitos fenotipicamente compativel nos doentes com autoacs,
parece ser uma boa estratégia, dado que evita possiveis aloimunizacdes posteriores, assim como
deixa de ser necessaria a realizacao de técnicas demoradas, como as adsorcoes. Esta
fenotipagem alargada parece apropriada nos hospitais onde as unidades estdo fenotipadas e

disponiveis (22).

No entanto, também esta estratégia apresenta limitagdes: nas situacoes em que o doente
apresenta um fendtipo raro, como por exemplo: E-, K-, Fy(a-b-), S-, ou Jka-Fyb-s-, obriga a
rastrear muitas unidades para encontrar aquela que é apropriada; o doente nao pode ter sido
transfundido hd menos de 3 meses; ags parciais ou variantes podem nao ser detetados e a
realizacao do fendtipo alargado nem sempre € possivel, uma vez que a TAD+ dificulta ou
impossibilita a sua obtencao. Nestes casos é realizada a genotipagem, que tem um custo mais

elevado, necessita de pessoal técnico especializado e pode levar mais de 6 horas a realizar (69).

Uma vantagem adicional da genotipagem em doentes com autoac é que esta pode mostrar-nos
os ags de um doente, mesmo os de alta prevaléncia, que poderiam passar despercebidos quando
realizamos a adsorcao alogénica (81). A genotipagem é tambhém vantajosa quando a expressao
do ags nos eritrdcitos esta “deprimida” (enfraquecida), como pode acontecer nos doentes com

AHAI (81).

De forma a diminuir os riscos da realizacao de uma transfusao sanguinea tém sido estabelecidos

procedimentos a nivel clinico e laboratorial para assegurar que as boas praticas sao cumpridas e
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se utilizam testes sensiveis e especificos, e as novas metodologias, para isso muito tém

contribuido (67).

1.4.2. Genotipagem / Fenotipagem

A fenotipagem eritrocitaria e a genotipagem sao, como vimos, duas abordagens diferentes paraa
determinacao dos ags eritrocitdrios. A fenotipagem envolve a andlise direta dos ags expressos na
superficie do eritrdcito, (na maioria das vezes, deteta o produto do gene) utilizando antissoros
especificos, esta metodologia apesar de simples e rdpida apresenta boa sensibilidade e
especificidade, baixo custo, e viabilidade de execugao, mas tem vdrias limitacdes, como p.e: ainda
nao existem no mercado antissoros para determinados grupos sanguineos e alguns apresentam
custos elevados (87). A falta de antissoros que nao necessitem de prova de antiglobulina para
evidenciar a positividade, a determinacgao de ags de fraca expressao, a existéncia de transfusoes
recentes, as interferéncias medicamentosas (Dara) ou a presenca de uma TAD+, sao também

outras desvantagens deste método (88,89).

Como areacao ag-ac pode ser influenciada por varios fatores nomeadamente a localizagao do ag
na membrana do eritrdcito e a densidade antigénica, é necessario recorrer a outras técnicas e
reagentes de modo a permitir identificar os ags ou acs. Sao exemplo, os potenciadores como
polietilenoglicol (PEG), os meios de baixa forca idnica, o tratamento dos eritrdcitos com enzimas
ou até utilizar reagentes que vao desnaturar as proteinas ou reduzir as ligagoes de dissulfito para

os consequir identificar (90).

A genotipagem é uma técnica mais recente, utiliza-se em situagcdes em que a sorologia é dificil ou
impossivel de ser realizada, embora seja mais cara e demorada (o que pode limitar o seu uso em
determinadas situacdes) e nao esta ainda disponivel em todos os laboratdrios de medicina
transfusional. A genotipagem pode detetar até aqueles que sao raros e dificeis de encontrar por

meio de testes seroldgicos, sendo considerada esta técnica mais precisa e fidvel (91).

Os testes moleculares em imunohematologia vao detetar SNPs, que sao os responsaveis pelas
alteracdes de aminodcidos da proteina e consequentemente alterar o fendtipo. No entanto, em
algumas situacoes, 0s ags nao sao produtos diretos dos genes, como é o caso do sistema ABO em
que os genes codificam enzimas, que depois tém um papel importante na formacao dos ags. De
qualquer forma, a partir do gendtipo é possivel inferir o fendtipo. Porém, na presenca de genes

homadlogos, como é o caso dos sistemas MNS, GYPA e GYPB, a genotipagem é mais complicada
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de realizar devido a troca de sequéncias de DNA entre os genes, que podem dar origem a novos

ags e até variantes (29).

A genotipagem supera algumas das limitaces da fenotipagem sendo assim uma mais-valia para
os laboratdrios de Imunohematologia aquando da obtencao de eritrdcitos para transfusao. Ela é
utilizada para determinar os ags de doentes que receberam transfusao de CE nos ultimos 3
meses, que apresentam o0s seus eritrdcitos revestidos com imunoglobulina ou fragées do
complemento, que tém anemia hemolitica autoimune, que estdo a realizar terapias com acs
monoclonais e que interferem com os testes pré-transfusionais. Serve também para inferir
fendtipos de eritrdcitos quando os antissoros comerciais nao estao disponiveis, resolver
discrepancias nas determinacdes de grupo sanguineo, por exemplo nas mulheres gravidas
identificar fendtipo D fraco e D parcial, determinar quem deve realizar a imunoglobulina Rhlg, e
nas mulheres em idade fértil permite evitar, no caso de precisarem de transfusao, a utilizacao de

eritrécitos D negativo, componente que é sempre escasso (89).

As técnicas moleculares trouxeram outros heneficios como por exemplo a descoberta de novos
sistemas de grupos sanguineos e a capacidade de realizar a chamada transfusao personalizada

(92).

Apesar da genotipagem ser muito importante nas situacoes acima referidas apresenta também
algumas limitacées como por exemplo quando as mutacdes encontradas nao se encontram
descritas naliteratura ou nao estao presentes nas plataformas de genotipagem utilizada. Quando

isto acontece torna-se necessario sequenciar o gene completo (92).

Emboranao resolva todos os problemas a nivel laboratorial tem sido inestimdvel o seu contributo
e veio melhorar a precisao e a seguranca na determinagao dos ags sanguineos, nao s na

populacao que necessita de transfusdo, mas também na populacao dadora (93).

A determinacao do ou dos ags pelos métodos moleculares pode assim facilitar a avaliacao
complexa de ac e orientar a selecao mais apropriada dos eritrdcitos a transfundir a doentes com
determinadas patologias como a talassemia, a doenca falciforme e a anemia hemolitica

autoimune (50,93).
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1.4.3. Discrepancias entre o fenétipo e o genétipo

A genotipagem por vezes nao se correlaciona com o fendtipo encontrado pelos métodos
soroldgicos uma vez que a genotipagem apenas prevé o fendtipo. Os genes podem ter uma
expressao enfraquecida ou até estarem silenciados o que pode implicar uma interpretacao dos
resultados diferente. Esta também nos tem mostrado novos polimorfismos que vao dar origem a
resultados discrepantes quando utilizamos diferentes metodologias. Sendo assim necessadrio
recorrer auma combinacao de vdrias técnicas moleculares para conseguirmos deduzir o fendtipo

correto (93).

Estas técnicas podem detetar alelos e variantes alélicas de grupo sanguineo, sequenciar uma
parte do gene ou até a totalidade do gene, de modo a ser possivel investigar mutacdes que
permitam compreender a auséncia ou uma expressao mais fraca do ag na membrana do
eritrdcito. Estas mutag6es sao muitas vezes responsdveis pelas divergéncias entre o resultado
obtido por fenotipagem e genotipagem, isto porque vao dar origem a alterac6es no gene que vao

afetar a sua transcricao e traducao (93).

Apesar de os testes moleculares serem em muitos aspetos mais crediveis que os testes de
fenotipagem tradicionais e resolverem muitos problemas, também apresentam limitacées como

vimos anteriormente.

A interpretacao correta de um teste molecular € indispensavel para que possamos garantir um
gendtipo verdadeiramente negativo ou positivo. De realcar que, quando a discrepancia entre os
resultados da fenotipagem e genotipagem se constata estas vao ser investigadas o que vai

permitir verificar se ndo terd sido devido a falha humana ou de equipamento (93).

Como ja foi referido nos métodos soroldgicos os resultados falsos negativos sao devidos
habitualmente a nao detecao dos ags variantes ou de baixa expressao, o que é sem duvida um
problema grave em amostras de dadores, ja que estas dddivas ao serem transfundidas podem

induzir a sensibilizacao nos doentes negativos para estes ags (93).

Nestes testes os resultados falsos positivos acontecem essencialmente em amostras de

individuos transfundidos recentemente ou com TAD+ ou com pan-aglutinagao(93).

Resumidamente, as principais causas de discrepancias entre os dois métodos devem-se a

transfusdes recentes, TAD+, variantes Rh, mutagdes nos locais de transcricao dos genes (91).
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Na literatura surgem vdrios trabalhos que abordam estas discrepancias entre fenotipagem e
genotipagem quando se investigam ags pertencentes a vdrios sistemas de grupos sanguineos
(91,94,95).

1.4.4. Atécnicade PCR-SSP

A aplicacao desta técnica tem simplificado a determinacao molecular de grupos sanguineos,
desde que se desenvolveram protocolos que permitem amplificar varios sistemas nas mesmas
condicoes de amplificacao. A PCR-SSP esta implementada em muitos laboratdrios e é técnica de

referéncia para a genotipagem de grupos sanguineos (70).

E uma técnica de hiologia molecular usada para identificar e amplificar sequencias especificas de

DNA associadas a genes de interesse (70,96).

O termo SSP, descreve uma variante da PCR em que apenas a sequencia primer na extremidade
3’ é responsdvel pela especificacao do alelo a ser identificado. Para uma analise PCR-SSP
completa, vdrias amplificacdes sao realizadas em paralelo. As amostras de PCR nas quais 0
primer se liga ao seu alvo especifico, tém um amplificado especifico apds a PCR, enquanto as
amostras sem essa ligacao especifica de primer ndo (96). A avaliacao do resultado é realizada por

eletroforese em gel de agarose.

A técnica de PCR-SSP é um método que permite a amplificacao de DNA de cadeia dupla, mesmo
quando a informacdo da sequéncia esta disponivel apenas numa extremidade (Figura 7). E
baseada no facto de que primers de oligonucleotideos emparelhados (correspondéncia exata) sao
utilizados de uma forma mais eficaz para amplificar uma determinada sequéncia alvo, do que
oligonucleotideos que nao estao totalmente emparelhados, com a ajuda da Tag-polimerase. Os
pares de primers sao criados para apresentarem uma complementaridade perfeita com a

sequéncia de um alelo ou de um grupo de alelos (91).

Obedecendo a condi¢6es de PCR controladas, os pares de primers, perfeitamente emparelhados,
amplificam a sequéncia alvo (dando origem a um resultado positivo) enquanto que pares de
primers que nao apresentam este emparelhamento perfeito, nao amplificam a sequéncia alvo

(resultado negativo) (96,97).

Os resultados obtidos do PCR-SSP baseiam-se na presenca/auséncia de um fragmento

especifico de DNA amplificado. Em cada reacao de PCR um par de primer € incluido que serve de
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controlo interno. Este par de primer amplifica uma regiao conservada do gene HGH o qual estd
presente em todas as amostras de DNA e é assim utilizado para verificar a qualidade dareacao de

PCR (97).

>
o > HHHIIx
Correspondéncia perfeita = Amplificagao Sem correspondéncia <> Sem amplificagio
(alelo-especifica) (ndo alelo-especifica)

Figura 7 - Principio da reacao de PCR-SSP. Fonte: Adaptado de BAGdiagnostics. (97)

1.4.4.1. Kits SSP BAGene

Estes kits sao dispositivos de diagndstico utilizados para a genotipagem dos grupos sanguineos
Kidd, MNS e Duffy por genética molecular e podem ser usados sem testes soroldgicos adicionais.
A genotipagem com estes kits é realizada utilizando como material o DNA purificado dos

leucdcitos. O procedimento do teste é realizado utilizando o PCR-SSP (70,96).

E importante sequir rigorosamente as instrucées do fabricante (97).

1.4.5. O cartao de fluxo lateral MDmulticard® - Técnica de Fluxo Lateral

De forma a ultrapassar limitacdes existentes nas metodologias utilizadas em medicina
transfusional, tém surgido novas metodologias no mercado, como € o caso da técnica de fluxo
lateral. Esta é uma técnica imunocromatografica em que uma amostra liquida se move por acao
capilar, através de um suporte sdlido que pode ser de nitrocelulose, papel de filtro ou agarose, nas
quais estao presentes moléculas que vao interagir com a amostra. Esta técnica consiste em
colocar a amostra numa zona abhsorvente, que esta impregnada com substancias, que vao
permitir que a reacao ocorra. Quando a amostra se conjuga com as moléculas presentes no
suporte (acs especificos) dd-se uma reacao colorimétrica (os acs estao conjugados com

particulas coloridas ou fluorescentes, habitualmente ouro coloidal e microesferas de latex) (98).

Estes cartoes ou placas, para teste de fluxo lateral, ndo sao mais do que membranas sobrepostas

que estao colocadas num cartao de apoio, para permitir a sua utilizacao e estabilidade. A amostra

]

que contém o ag liga-se ao ac que esta presente na membrana porosa de nitrocelulose e migra
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ao longo da tira, para a zona de detecao. A linha de controlo indica que o fluxo de liquido foi

adequado. A linha de teste informa se ocorreu a reacao ag-ac (98).

0 desenvolvimento de testes imunocromatograficos de fluxo lateral durante os ultimos anos tém
sofrido uma grande evolucao, para isso muito tem contribuido a tecnologia, as suas aplicagoes e
também a industria. Tem alcangado um sucesso comercial considerdvel e é utilizado cada vez

mais (98).

Estes testes tém sido adotados por variadissimas dreas desde a medicina, a sequranca alimentar,

area forense, entre outras (98).

1.4.5.1. MDmulticard®

O cartao de fluxo lateral MDmulticard® basic extended phenotype para a detecao simultanea dos
ags Duffy, Kidd, MNS (ags clinicamente significativos) surgiu ha alguns anos no mercado e
apresenta-se como um ensaio de facil execucado, rapido, preciso e de baixo custo quando
comparado com os testes moleculares. Baseia-se na técnica de fluxo lateral com ponto final
estdvel e sem centrifugacao, podendo ser menos propenso a interferéncia por uma TAD+,0que a

comprovar-se, seria uma mais valia para as situacdes mencionadas anteriormente (98).

Permite realizar a determinacao simultanea dos seis ags proteicos Fy? Fy®, Jk? Jk®, S e s, que estao
presentes na superficie dos eritrdcitos, e que sao os clinicamente relevantes em cada um destes
sistemas de grupo sanguineo. Este cartdo detetatambém as expressoes fracas de Fy® (designado

Fy¥) (99).

O cartao MDmulticard® é composto por uma membrana de nitrocelulose presa a uma caixa de
plastico cujo tamanho se assemelha a um cartao de multibanco. Na membrana existe uma zona
de aplicacao central ladeada por duas areas de detecao. A zona de detecao, contem linhas
paralelas de reagente com ac. Do lado direito S e s, e do lado esquerdo Fy?, Fy®, Jk? e Jk® (Figura 8).
Na parte inferior um ponto de controlo de processo, designado Val, e um ponto de controlo

automdtico designado Ct/(Anexo Il).

Cada cartao contém varios reagentes. Os reagentes de acs que consistem em acs monoclonais
(de origem murino/humano) que estao especialmente impregnados na membrana do dispositivo
de fluxo lateral. Para arealizacao deste procedimento é necessaria a utilizacao do diluente F como

solucao tampao que possui duas funcdes: diluicdo da amostra e solucao de lavagem (Anexo Il).
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A técnica é de execucao simples e direta que requer muito pouca manipulagao, e nao requer
instrumentos especializados, podendo ser realizado em qualquer local. O tempo total do

procedimento é de S minutos.

A interpretacao dos resultados é feita do sequinte modo: reacao positiva banda vermelha com

maior ou menor intensidade; a auséncia de banda é considerada um resultado negativo (Anexo ll).

o &

2025-04-30 2 10 2023-04-3
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1050610112304005708 Sug 1050610112304005728
)

Figura 8 - Cartao MDmulticard® basic extended phenotype. Do autor.

Comparado com métodos tradicionais, parece ser uma alternativa nao s6 simples como rdpida na
obtencao de resultados, no entanto a sua fiabilidade é muitas vezes questionada devido a falta de

estudos sobre o seu comportamento quando utilizado em individuos com TAD+.

1.4.5.2. Aplicabilidade

Os servicos de Imunohemoterapia tém recomendado a utilizacao da fenotipagem alargada de
modo a evitar a aloimunizacao contra ags eritrocitdrios. Sendo um teste que permite efetuar a
determinacgao de 6 ags clinicamente significativos de execucao facil, com ponto final estdvel e
sem centrifugacao, ja é utilizado na rotina, nas situacdes em que é necessario transfundir com
rapidez, evitando assim a aloimunizacao de doentes criticos, nos sistemas MNS, Duffy e Kidd

(100).

Esta correspondéncia profilatica de ag reduz o risco de reagoes transfusionais, evita a
aloimunizacao adicional e melhora o tempo de resposta. Também evita o uso das adsorcoes,
técnicas trabalhosas para remover os autoac ou os acs de drogas, para assim podermos detetar
0s possiveis aloacs que podem estar presentes. Permite que o atendimento ao doente seja

melhor e mais seguro (75).

23



Nas situacdes mais complexas a nivel laboratorial este cartdo pode ser um excelente
complemento, isto porque permite a confirmacao de fendtipos fracos, determinar grupos
sanguineos em recém-nascidos com volume de amostra muito baixa (volume minimo de 25 pl) e
caso seja menos propenso a interferéncia por uma TAD+, serd uma mais-valia sempre que se
queira transfundir este tipo de doentes que devido as suas patologias se apresentam com TAD+

como p.e. anemias hemoliticas autoimunes (100).

Seria entao um cartao que serviria como alternativa as técnicas moleculares, uma vez que a
fenotipagem dos grupos sanguineos através da utilizacao de ensaios de hemaglutinacao

realizada antes da transfusao de eritrdcito, é inadequada (100).

Em determinadas situacoes, tem sido a determinacao molecular a permitir a deducao do fendtipo
alargado a partir do gendtipo. No entanto, os métodos que atualmente estao disponiveis no
laboratdrio, exigem um tempo de execucao longo e pessoal qualificado para os realizar, nao
podendo ser executados em qualquer local e limitando a sua utilizacao em situagoes de urgéncia
(69,101).

O cartao MDmulticard® oferece potencial para a sua utilizacao nestas situacoes (TAD+) e seria

utilizado como método alternativo.
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2. Objetivo

Neste estudo pretendemos comparar os resultados da fenotipagem dos ags Fya, Fyb, Jka, Jkb, S,
s, obtidos com o MDmulticard®, da Grifols em doentes com TAD+, com os resultados da

genotipagem utilizando os Kits de PCR-SSP da BAGene.

3. Metodologia

Realizou-se um estudo observacional analitico transversal, realizado através da consulta de
registos do servico de Imunohemoterapia do CHUSJ (Centro Hospitalar e Universitdrio Sdo Jodo)

no periodo compreendido entre dezembro de 2019 e junho de 2023.

A populacao em estudo foi constituida pelos doentes que apresentavam um resultado positivo

paraa TAD e que necessitaram de transfusao no CHUSJ.

A amostra foi constituida por doentes com TAD positiva do CHUSJ que necessitaram de
transfusao no CHUSJ no periodo compreendido entre dezembro de 2019 e junho de 2023 e que

nao tinham realizado transfusao nos ultimos 3 meses.

Os dados foram obtidos a partir da aplicacao Sistema Integrado de Bancos de Sangue (SIBAS),
que contém toda a informacao relativa ao servico de medicina transfusional do CHUSJ. Foi
recolhida a idade e sexo dos doentes bem como a intensidade de reacdo da TAD e os resultados
dafenotipagem e genotipagem para os ags Fya, Fyb, Jka, Jkb, S, s, que sao as nossas variaveis em

estudo. Os dados obtidos foram sistematizados numa base utilizando o Microsoft Excel 365™.

Para a realizacao da fenotipagem foram utilizadas amostras de sangue periférico colhidas por

puncao venosa em tubos com anticoagulante K2EDTA.

Para a obtencao dos resultados da fenotipagem foi utilizado o cartdao MDmulticard® Basic

Extended Phenotype (Grifols) de acordo com as especificacdes do fabricante (Anexo I).

Neste estudo, os cartoes MDmulticard® utilizados tinham na sua membrana os seguintes acs
monoclonais: anti-Fya clone P3TIM, anti-Fyb clone SpA264LBqg1, anti-Jka clone P3HT7, anti-Jkb
clone P3.143, anti-S clone MS.94, anti-s clone P3BER todos de origem ratinho/humano.

Os registos obtidos da genotipagem, foram consultados na base de dados SIBAS. Os resultados

provém da utilizacao dos Kits KKD-TYPE e MNS-TYPE BAGene (BAG DIAGNOSTICS).
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O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos do sangue periférico usando um kit de extracao de

DNA da Qiagen (QIAsymphony® DNA Mini Kit).

Todos os resultados foram obtidos apds a execucao das técnicas laboratoriais, sequndo as
instrucoes do fabricante, assim como de acordo com os procedimentos existentes nos
laboratdrios de imunohematologia e de biologia molecular do servico de Imunohemoterapia deste

hospital (97).

Foi realizada uma andlise descritiva dos dados utilizando o software Microsoft Excel 365™. Para
comparar os resultados obtidos na fenotipagem e na genotipagem foi aplicado o teste estatistico
Coeficiente de Concordancia Kappa utilizando IBM SPSS Statistics versao 29.0.1.0 (171). As

diferencas foram consideradas significativas com p<0,05.

Foi ainda calculada a sensibilidade e especificidade com base nas seguintes férmulas de calculo:

Verdadeiros positivos

Sensibilidade =
Verdadeiros positivos + Falsos negativos

Verdadeiros negativos

Especificidade =
pectf Verdadeiros negativos + Falsos positivos

O protocolo deste estudo foi autorizado pelo Conselho de Administracao do Centro Hospitalar e
Universitdrio S. Jodo, apds ter sido aprovado pela Comissao de Etica e pela Comissao de Protecéo

de Dados desta Instituicao (Anexo Ill).
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4. Resultados

No periodo entre dezembro de 2019 e junho de 2023, estudaram-se 33 doentes que
apresentavam TAD+ e para os quais tinha sido solicitado o envio de transfusao de eritrdcitos e
obedeciam a condicao de inclusao definida previamente, ou seja, nao tinham realizado transfusao

nos ultimos 3 meses.

Foi excluida uma amostra que nao tinha resultado para a genotipagem, uma vez que apresentava
uma contagem de leucdcitos muito baixa, e consequentemente a quantidade de DNA nao era

suficiente para permitir a realizacao deste teste.

Assim, a amostra em estudo foi composta por 32 doentes, 15 do sexo feminino (46,9%) e 17 do
sexo masculino (53,1%) (Figura 9), com idades compreendidas entre os 32 anos e os 93 anos
(média de idades 64,41 + 15,46 anos) cujas patologias associadas sao do foro hematoldgico.
Como podemos observar nas figuras 10 e 12, respetivamente. Verifica-se que € do servico de
Hematologia Hospital Dia que provém mais amostras, seguido pelos servicos de Medicina
Mulheres e de Urgéncia. Destes 32 doentes, 11 (34,4%) apresentavam TAD 4+, 12 (37,5%) TAD
3+,4(12,5%) TAD 2+ e 5 (15,6%) TAD 1+ como se verifica na Figura 11.
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Figura 9 - Grafico de barras com a percentagem de amostra agrupadas por sexo.
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Figura 10 - Grafico de barras para a frequéncia de idades.
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Figura 11 - Grafico de barras para a frequéncia de TAD+.
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Figura 12 - Gréfico de barras para a frequéncia de servico.

Nas tabelas 1, 2 e 3 encontram-se descritos os resultados obtidos pela fenotipagem realizada
pelo cartao MDmulticard® basic extended phenotype pelo método de fluxo lateral e a

genotipagem pela técnica PCR-SSP utilizando os Kits KKD-TYPE e MNS-TYPE BAGene, para 0s
sistemas Kidd, Duffy e MNS.

Sete amostras apresentaram o fenétipo Jk(a+h-), 14 o fendtipo Jk(a+b+) e 11 o fendtipo Jk(a-b+).
Para o sistema Duffy encontramos os seguintes resultados: 8 amostras Fy(a+h-), 10 Fy(a-b+) e
14 Fy(a+h+), no qual esta presente o resultado discrepante. No sistema MNS, foram encontradas

7,16 e 9 amostras com os fendtipos S+s-, S+s+ e S-s+, respetivamente. Nao se encontraram
amostras com o fendtipo Jk(a-b-), Fy(a~b-) e S- s-.

Ao comparar os resultados de genotipagem e fenotipagem, foi observada total concordancia para
todos os ags dos sistemas sanguineos Kidd e MNS. A discrepancia encontrada refere-se ao
sistema Duffy, nomeadamente o ag Fya. Uma amostra foi fenotipada pelo cartao como Fya+,
tendo a genotipagem dado o resultado FY*B/FY*B, ou seja, o fendtipo inferido foi Fya-, como

podemos ver na Tabela 2.
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Tabela 1 - Resultados obtidos da genotipagem e fenotipagem para o sistema de grupo sanguineo Kidd, em 32

amostras de doentes com TAD+.

Fendtipos
Gendtipo _h-
P K(@+h) | % | IK(@+h) | % |IK@-b+)| % ’K(*)’ b %

Alelos do
Sistema Kidd

JK*A/IK*A 7 21,88 0 0 0

JK*A/IK*B 0 14 43,75 0 0

JK*B/IK*B 0 0 il 34,37 0

JK*/IK* 0 0 0 0

Tabela 2 - Resultados obtidos da genotipagem e fenotipagem para o sistema de grupo sanguineo Duffy, em 32
amostras de doentes com TAD+.

Genotipo Fendtipos
Fyfatb-) | % | Fylatby) | % |Fya-b+) | % |Fya-b)| %
Alelos do
Sistema Duffy
FY*A/FY*A 8 25 0 0 0
FY*A/FY*B 0 M 3437 0 0
FY*B/FY'B 0 i 3,12 6 1875 0
FY*02N.01 0 0 0 0
FY*02W.01 0 0 0 0
FY'A/FY*02W.01| O 2 6,24 0 0
FY*B/FY*02W.01 0 0 4 12,48 0
#-Resultado discrepante

Tabela 3 - Resultados obtidos da genotipagem e fenotipagem para o sistema de grupo sanguineo MNS, em 32
amostras de doentes com TAD+.

- Fendtipos
Gendtipo
S+s- % S+s+ % S-s+ % S-s- %
Alelos do Sistema
MNS

GYPB*S 7 2188 0 0 0
GYPB*s 0 0 9 28,12 0
GYPB*S; GYPB*s 0 16 50 0 0
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A discrepancia entre genotipagem e fenotipagem verificou-se numa amostra que apresentava

uma TAD 4+.

Todos os resultados para o Kappa de Cohen revelam uma concordancia praticamente perfeita,

uma vez que todos se encontram dentro do intervalo de valores entre 0,81 e 1,00, obtendo-se

assim resultados estatisticamente significativos (102). Destaca-se que apenas o gene Fya

demonstrou um valor inferior ao mdximo (1,0) situando-se nos 0,934. Os resultados desta

andlise, descrito nas tabulagdes cruzadas (Anexo IV) revelam especificidade e sensibilidade de

100%, excetuando o gene Fya. Os resultados de Fya revelaram uma especificidade de 92,3% e

uma sensibilidade de 95,0% (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de medida de concordancia (Kappa de Cohen), especificidade e sensibilidade por gene.

Gene Kappa Especificidade Sensibilidade
Fya 0,934 92,3 % 95,0 %
Fyb 1,000 100 % 100 %
Jka 1,000 100 % 100 %
Jkb 1,000 100 % 100 %

S 1,000 100 % 100 %
S 1,000 100 % 100 %
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5. Discussao

A transfusao de eritrdcitos é uma terapéutica essencial para varios tratamentos médicos e
cirdrgicos, cujo efeito terapéutico procurado é sem duvida o fornecimento de oxigénio,
principalmente aos tecidos cardiacos e neuroldgicos que necessitam de elevada oxigenacao.
Contudo pode levar a eventos adversos e reacoes transfusionais por promover a exposicao do

recetor a ags estranhos levando a formagao de acs, a aloimunizacao (103).

A importancia da correspondéncia fenotipica alargada para os ags dos sistemas de grupo
sanguineo clinicamente significativos, tem sido sugerida como medida preventiva para todos os
doentes com necessidade de serem transfundidos cronicamente, diminuindo assim o risco de
aloimunizacao, como a doenca falciforme, a talassemia; ou ainda quando temos dificuldade em

estudar o doente, como na AHAI (104,105).

Amostras TAD positivas sao conhecidas como complexas para os sistemas de tipagem
sanguinea. As amostras destes doentes geralmente causam reacdes falso positivas,

especialmente quando a tipagem é realizada pelo teste de coombs indireto (42).

Neste estudo comparamos a fenotipagem eritrocitdria Jka, Jkb, Fya, Fyb, S e s, pela metodologia
de fluxo lateral e o perfil genotipico dos alelos JK*A, JK*B, FY*A, FY*B, GYPB*S e GYPB"*s, pela

genotipagem por PCR-SSP para obtencao do fenétipo em 32 amostras de doentes com TAD+.

Com base nos resultados obtidos, e comparando com estudos similares, verificamos que os
dados demograficos da nossa amostra nao estao totalmente de acordo com o referido na
literatura para pacientes com patologia do foro hematoldgico, porque embora seja concordante
no predominio do sexo masculino (53,1% masculino vs 46,9% feminino), a idade média destes
doentes na nossa amostra é de 64 anos, enquanto a mencionada na literatura ronda os 73 anos
(106). No entanto, é de realcar que a amostra estudada se foca apenas nos pacientes com este
tipo de patologias, que apresentam TAD+, tenham transfusées anteriores, mas sem transfusao

nos ultimos 3 meses.

Relativamente as frequéncias fenotipicas obtidas para os sistemas Duffy, Kidd e MNS (S e s) de
uma forma geral vao de encontro ao descrito na literatura. Verificou-se uma frequéncia superior
dos fendtipos Fy(a+b+) e Jkb (a+b+), sendo estes os resultados esperados na populagao estudada,

populacao caucasiana (42).
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No caso dos ags S e s observamos na nossa amostra uma frequéncia superior do fenétipo S+s+
relativamente ao S-s+, assim como o fendtipo Jk (a-b+) com uma frequéncia superior ao Jk (a+b-
), contrariamente ao que se encontrarelatado (42). Estas diferencas sao pouco acentuadas, o que
sugere ser o reflexo do pequeno numero de amostras analisadas. Constatou-se também a
inexisténcia dos fendtipos Fy (a-b-), Jk(a-b-) e S-s-, pois estes fendtipos nulos sdo

caracteristicos da raga negra (42).

Apesar do numero relativamente pequeno de amostras utilizadas, foi ainda assim possivel
constatar que este cartao permite a detecao fidvel dos ags dos varios sistemas abordados, até os
que apresentam expressao fraca, tal como o ag Fyx. Facto demonstrado com 0S nossos
resultados, em que dos 6 doentes FY*02W.01 (mutacao no gene FY que causa uma expressao
fraca do Fyh), todos foram detetados como Fyb+ no cartdao MDmulticard®. Caesar et al. ja fazia
referéncia a maior sensibilidade do MDmulticard®, quando comparado com as diferentes técnicas
seroldgicas e atribui estas diferencas nao so6 a formulagao dos reagentes bem como as condicoes

e propriedades deste teste a base de nitrocelulose (107).

Em particular nestes doentes com TAD+ a necessitar de transfusao compativel de eritrécitos, a
possibilidade de selecionar unidades Fyb+, pode assim aumentar-lhes a disponibilidade de

unidades de eritrdcitos.

Em doentes com AHAI, ou outras patologias em que as suas amostras apresentam uma TAD+, a
fenotipagem eritrocitaria, pelo método soroldgico, falha ao determinar o real perfil de ags do grupo
sanguineo do doente, especialmente se utilizamos a prova de Coombs indireta, dando origem a
resultados falso positivo (42). Neste estudo foi possivel, mesmo neste tipo de amostras obter
uma concordancia entre a fenotipagem realizada para estes seis ags, e a genotipagem de
96,88%, tendo-se obtido um coeficiente Kappa de Cohen de 1 para todos os ags testados a
excecao do Fya, para o qual se obteve 0,934. A concordancia obtida foi similar aos dados de
estudos realizados anteriormente, como o de Young-Lan Song et al. (11 amostras com TAD+)

(Anexo V), e o de Beate Mayer (28 amostras com TAD+) (108).

A avaliacao de desempenho mostrou também uma sensibilidade e especificidade de 100%,

exceto para o sistema Duffy.

Estes resultados mais baixos de coeficiente K de Cohen, de sensibilidade e especificidade devem-
se ao facto de uma das amostras apresentar um resultado discrepante para o ag Fya

(fenotipicamente apresenta-se como Fya+ e genotipicamente como Fya-). Ainda que nao
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tenhamos esclarecido esta discrepancia, no pior cendrio a determinacao incorreta do fenétipo
deste doente implicaria a selecao de uma unidade positiva para este ag, podendo por isso ser
transfundida uma unidade incompativel, o que poderia causar aloimunizacao ou até reacao

transfusional, mais ou menos grave dependendo do historial desse doente (66).

Esta discrepancia de resultados observada pode dever-se a varios fatores. Um dos fatores
podera ser a interferéncia da TAD 4+ na determinacao do ag Fya no cartao Mdmuilticard®. De
acordo com a casa comercial, quando os eritrdcitos do paciente estao revestidos com ac IgG,
podem ocorrer reacoes fracas com o anti-Fya do MDmulticard® (Ginico ac monoclonal da classe
lgG neste cartao) (Anexo I1). No entanto outras amostras tinham de igual modo os seus eritrécitos
revestidos com um nimero elevado de acs (2 amostras com TAD 4+ e 5 amostras com TAD 3+),

e foi possivel a obtencao do fendtipo correto.

Uma outra explicacao para a discrepancia observada podera ser a presenca de mutacoes que
alteram os locais de ligagao dos primers, o que impossibilita a amplificacao do gene e leva aum
resultado falso negativo. Nao podemos também excluir a possibilidade de ter havido falta de
informacao acerca do histérico transfusional, que surge com alguma frequéncia, nos doentes que
realizam transfusoes noutras instituicdes publicas ou privadas. Assim se este doente tiver sido
transfundido a menos de 3 meses com unidade(s) Fya+, iriamos detetar erradamente os

eritrdcitos transfundidos.

Atualmente o conhecimento sobre a genética dos grupos sanguineos tem vindo a aumentar, o que
tem permitido que técnicas de biologia molecular, como a sequenciacao, esclarecam
discrepancias e 0s casos em que as técnicas soroldgicas sao incapazes de fornecer os resultados
corretos (72). Deste modo, a resolucao da discrepancia encontrada, deveria ter sido realizada em
laboratdrios de referéncia, de forma a garantir a correta informacao acerca do ag Fya deste

doente.

Estes resultados vao ao encontro dos apresentados noutro estudo publicado por Beate Mayer e
colaboradores, aquando da utilizagao do MDmulticard® em 28 individuos com TAD+, no qual

também foram encontradas discrepancias para este mesmo ag (trés falsos positivos (Fya) (100).

Este tema, discrepancias entre fenotipagem seroldgica e o perfil antigénico inferido pela
genotipagem, é um assunto abordado em vdrios artigos (104,109). A genotipagem tem sido
utilizada pela medicina transfusional sempre que as técnicas soroldgicas nao podem ser

utilizadas, nomeadamente quando se pretende a correta tipagem sanguinea de doentes que
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realizaram mudiltiplas transfusoes, quando os antissoros nao estao disponiveis no mercado e

também para testar unidades de sangue de dadores com ag negativo (87,89).

O sucesso do cartao MDmulticard® esta relacionado, nao sé, com a quantidade de amostra
utilizada (necessitando de pequenas quantidades de amostra 25 ul), mas também com a
facilidade de execucao e rapidez (apenas 9 minutos) na obtencao de resultados, nao necessitando
de equipamentos especializados, nem de alta tecnologia, 0 que muitas vezes inviabiliza a
utilizacao de determinadas técnicas (Anexo Il). Estatécnica de fluxo lateral, pode ter propriedades
técnicas que contribuem para um melhor desempenho na determinacao de mudiltiplos ags
aplicando a amostra uma s vez e evitando assim a necessidade de diferentes fases, tempos de

incubacao e centrifugacao, exigindo pouca intervencao do utilizador (100).

E de destacar algumas propriedades que talvez possam influenciar de forma positiva o
desempenho deste cartao, nomeadamente o facto de nesta técnica os eritrdcitos que nao reagem
serem removidos do sistema de detecao e sairem da matriz para o lado oposto a area de
aplicacao. Desta forma, um nimero maior de células pode ser carregado no referido sistema
permitindo visualizar os ags, mesmo quando apresentam fraca expressao. Noutras metodologias
0s pequenos aglutinados e aqueles que nao aglutinam compartilham o mesmo espaco,

dificultando o reconhecimento de reac¢des de aglutinacao.

Outra vantagem é o facto de nao ser necessaria a centrifugacao, isto porque evita forcas de
cisalhamento elevadas presentes nas técnicas dependentes de centrifugacao. Se a forca de
ligacao for menor que a forca de cisalhamento exercida pelas forcas centrifugas a ligacao sera
interrompida surgindo aglutinados menores e que podem ser dificeis de visualizar. Assim
aglutinados formados por eritrécitos com ags expressos de forma fraca e/ou acs com baixa

afinidade e /ou avidez para ags especificos, podem neste método ser detetados (110).

O facto de que os acs utilizados nesta técnica serem concentrados, secos e imobilizados numa
pequena drea, em posicoes distintas da matriz da técnica de fluxo lateral a base de nitrocelulose,
permite uma maior aderéncia dos eritrdcitos. Melhora a taxa de contacto, aumentando assim o
numero de eritrdcitos que interagem com o respetivo ac e consequentemente aumentando a
sensibilidade diagndstica (111). A secagem e imobilizacdo de acs pode levar a modificacdes nas
suas caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade e atividade em relacao aos acs que se

apresentam na forma liquida (111).
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Por ultimo, o uso de clones bem selecionados associados a técnica de fluxo lateral a base de
nitrocelulose pode fornecer um método rdpido para a realizacao da fenotipagem eritrocitaria para

varios sistemas sanguineos (100).

Apesar do nimero reduzido de amostras utilizado, os resultados sao muito promissores. Sugere-
se arealizacdo de trabalhos com um maior nimero de amostras com esta especificidade (TAD+)
assim como o esclarecer de todas as discrepancias, o que permitiria comprovar de forma
inequivoca o seu desempenho e possiveis limitacoes, indicando se pode ser usado com seguranca

e confiabilidade, como sugere este estudo.

Uma das limitacdes, porventura uma das mais relevantes e ainda por elucidar, prende-se com o

facto de nao sabermos ainda até que ponto o grau da TAD poderad influenciar estes resultados.

Este cartao tem vindo a ser utilizado na nossa instituicao, no entanto apds este estudo, sugere-se
a sua disponibilizacao de uma forma generalizada com vista a um atendimento mais rapido e
seguro ao doente, mas também como método complementar as técnicas soroldgicas. Tambhém

se sugere a sua utilizacao para outras patologias que necessitam de transfusdes cronicas.
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6. Conclusao

Dada a grande concordancia nos resultados obtidos pelos dois métodos conclui-se que a técnica
de fluxo lateral MDmulticard® Basic Extended Phenotype é eficaz e confidvel na fenotipagem dos

ags clinicamente significativos: Duffy (Fya, Fyb), Kidd (Jka, Jkb) e Ss (S,s).

A fenotipagem associada a este cartao apresenta assim varias vantagens e pode ser considerada
uma ferramenta alternativa, nomeadamente para superar as limita¢des das técnicas soroldgicas
baseadas na hemaglutinacao (como p.e. a impossibilidade de fenotipar alguns ags em doentes
com TAD+ e permitir detetar fenétipos fracos - ag Fyx), permitindo assim simplificar e tornar mais
célere a rotina nos laboratdrios de imunohematologia e ainda reduzir os riscos de possiveis

aloimunizacoes.

Ainda assim a técnica de fluxo lateral nunca podera substituir completamente a genotipagem,
uma vez que esta ultima é a tinica capaz de inferir o fendtipo em doentes transfundidos ha menos
de 3 meses. No entanto, 0 acesso a estas duas metodologias permitiria adequar/ajustar a
metodologia usada, tendo por base as vantagens/limitacoes e custos de cada uma, aos

histdricos/caracteristicas dos doentes e ao tempo de resposta pretendido.

Em estudos posteriores era fundamental ter uma amostragem maior e sequenciar os resultados
discrepantes, no sentido de confirmar/comprovar os resultados obtidos e de esclarecer assim as

discrepancias encontradas.

As experiéncias e métodos usados no passado podem-nos parecer rudimentares, mas sem eles
jamais poderiamos atingir os padrdes de seguranca de que hoje dispomos. S ao fim destes 400
anos, e depois de muita pesquisa, trabalho e perseveranca, foi possivel evoluir e caminhar em

busca da simplicidade e seguranca, tal como a temos hoje.

Num futuro préximo, prevé-se uma medicina transfusional cada vez mais personalizada,
socorrendo-se de técnicas de elevada sensibilidade e especificidade, que facilitam e permitem a

correspondéncia perfeita entre dadores e recetores.
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ANEXOS

Anexo I: Tabela dos sistemas de grupos sanguineos

001
ooz

003
004
005
006
007
008
009
010
011
01z

013
014
015
0le

o017

018
019
020
021
o2z
023
024
025
026
027
028
029
030

031
032
033
034
035
036

Systemname

ABO
MNS

P1PK

Rh
Lutheran
Kell
Lewis
Duffy
Kidd
Diego

Yt

Xg

Scianna
Dombrock
Colton

Landsteiner-
Wiener

Chido/Rodgers

Systemname

H

Kx
Gerbich
Cromer
Knops
Indian

Ok

Raph
JohnMiltonHagen
|
Globoside
Gill

Rh-associated
ghycoprotein

FORS
IR
LAN
Vel
Cchosg

Augustine

System
symbol

ABO
MMNS

P1PK
RH
LU
KEL
LE

FY

JK

Dl

XG

5C

Do
co
Lw

CH/RG

System
symbol

H
XK
GE
CROM

Table of blood group systems v11.2 31JUL-2023

Genename(s LRG Number of
* antigens
ABO 792 4
GYPA,GYPE,(  793;794 50
GYPE)

A4GALT 795 3
RHD, RHCE 796; 797 56
BCAM 798 28
KEL 799 38
FUT3 800 6
ACKR1 801 5
SLC14A1 802 3
SLC4A1 803 23
ACHE BD4 6
XG,CcDsg 805; 2

1023
ERMAP 806 9
ART4 807 10
AQr1 B08 4
IcAME 809 4
C4A,C48 137;138 9
Pagelof3

Table of blood group systems v11.2 31-JUL-2023

Genename({s LRG Number of
* antigens
FUT1; FUT2 810; 811 1
XK 812 1
GYPC 8213 13
CD55 127 20
CR1 814 13
Co44 815 [
B5G 816 3
D151 817 1
SEMATA 218 8
GCNT2 819 1

B3IGALNT1 820 3
AQP3 821 1
RHAG 822 [
GBGT1 826 1
ABCG2 823 1
ABCBG& 224 1
Shaing1 827 1
CD55 41 1
SLC29A1 1027 4

Page 2 of 3

Chromosomal

location
9q34.2

4g31.21

22q13.2
1p36.11
19q13.2
7933
12p13.3
1gq21-q22
18q11-ql2
17g21.31
7922
Xp22.32

1p34.2
12p13-p12
7pla
19p13.2

6p21.3

Chromosomal
location

19q13.33
Xp21.1
2q14-q21
1q32
1q32.2
11pl13
19p13.3
11p15.5
1522 .3-q23
6p24.2
3025

9p13
6pl2.3

9g34.13-g34.3
4q22.1

2936

1p36.32
11p13
6p21.1

CD numbers

CD235a
CD235b

covy

cD240

CD239

CD238

CD234

CD233

choogt

cD2e7

Cchz24z

CD numbers

CD173

CD236
CD55
CD35
CD44
cD147
CD151
CD1os

ch241

Ch033s8

CD52
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037
038
039
04o
041
042
043
044
045

Systemname

Kanno
SID
CTL2
PEL
MAM
EMM
ABCC1
Er
CD36

System
symbaol

KANNO
5D
CTL2
PEL
MAM
EMM
ABCC1
ER
CD36

Table of blood group systems v11.2 31-UL-2023

Genename({s LRG

)

FPRNP

B4GALNTZ

SLC44A2

ABCC4 1183
EMP3

FIGG

ABCC1

PIEZO1 1137
CD36

Number of

antigens

S, B A I

Chromosomal
location

20p13

17q21.32

19p13.2

13g32.1

1991333

4p16.3

16p13.11

169243

7021.11 CD36

*As defined by theHUGOGeneNomenclatureCommitteehttp://www genenames.org/. TMICZproduct. () nogeneproductonnormalRECs

Blue = provisionally assigned

Page 3 of 3

CD numbers
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Anexo lI: Bula MDmulticard®

MDmulticard® Basic Extended

3043141/112
(05/2020)

Fye (FY1), Fy® (FY2), Jk* (JK1), JK® (JK2), S (MNS3), 5 (MNS4)

Phenotype

Cartéo de reagentes formulado utilizando anticorpos monoclonais para a detecdo dos seguintes antigénios:

Para a tipagem sanguinea com miiltiplos pardmetros em doadores e doentes

UTILIZAGAD PREVISTA E PRINCIPIO

0 MDmulticard® permite a tipagem simultinea dos grupos sanguineos

anteriormente mencionados utilizando o principio do fluxo latera!.

Os antigénios proteicos Fy*, Fy®, Jk?, JK®, S e S estdo presentes na superficie dos

eritrdcitos.

Os anticorpos contra estes antigénios sdo capazes de causar reacdes a transfusdo

ou a doenca hemolitica do feto e do recém-nascido?*.

Uma faixa vermelha (resultado positivo) formada pelo actimulo de eritrécitos

na respetiva zona impregnada com Anti-Fy*, Anti-Fy®, Anti-Jk*, Anti-Jk®, Anti-S e

Anti-§ indica a presenca do respetivo antigénio. A auséncia da faixa (resultado

negativo) indica a ausencia do(s) respetivo(s) antigénio(s).

0 MDmulticard® Basic Extended Phenotype Anti-Fy® deteta todos os fendtipos

positivos para Fy*, incluindo o Fy* (Fy? fraco)*. 0 Fyé herdado como um alelo de

Fy* e Fy* e atua como um fendfipo fraco de Fy* com uma reducao quantitativa

marcada do nimero de antigénios Fy* na superficie do eritrdcito™®. Nao existe

qualquer Anti-Fy* 19,

Cada MDmulticard® contém controles internos (val  ctl):

e Val permite a cada teste verificar se a) foi adicionado sangue e b) as
caracteristicas de fluxo do teste estdo corretas (val = controle de procedimento);

Gl permite a cada teste verificar se os eritrécitos esto a reagir com qualquer
dos componentes incluidos nas diferentes formulagges de anticorpos.

REAGENTES

Os reagentes de anticorpos consistem em anticorpos monoclonais e sdo

especificamente formulados e impregnados na membrana do dispositivo de

fluxo lateral.

A maioria dos reagentes contém material bovino e porcino e 0,1% (p/v) de azida

de sédio como conservante.

MDmulticard® Basic Extended Phenotype

Anticorpo Clones utilizados Origem
Anti-Fy* P3TIM Murina/h
Anti-Fy* SpA2641Bg1 Murina/humana
Anti-Jk P3HT7 Murina/humana
Anti-Jk® P3.143 Murina/humana
Anti-S MS-94 Murina/humana
Anti-§ P3BER Murina/humana

Controles internos

Xal: Anticorpo policlonal purificado de coelho direcionado contra os eritrocitos
umanos.

Ctl: reagente contendo todos os componentes das diferentes formulagdes de

anticorpo exceto o anticorpo.

Pronto a usar. Apenas para uso profissional.

Cuidado: Todos os produtos devem ser tratados como potencialmente infeciosos.
0 material de cultura de células humanas foi considerado nao reativo quando
analisado quanto a HBsAg, anti-HCV e anti-VIH-1/-2. Nenhum método conhecido
pode oferecer a garantia de que os produtos derivados do sangue humano nao
transmitem agentes infeciosos. Por isso, devem ter-se cuidados adequados na
utilizacao e eliminagdo deste produto.

Nao utilize o MDmulticard® quando a embalagem exterior de aluminio ou 2
etiqueta de protecao central estiver danificada.

ESTABILIDADE

Nao expor a temperaturas extremas. Conserve a 2 - 8 °C quando nZo estiver
a ser utilizado. Nao utilize depois do prazo de validade. Se forem conservados
adequadamente, os cartdes continuam estéveis, na embalagem original
selada, até ao prazo de validade indicado. Apds a abertura da embalagem de
MDmulticard® (10 cartdes), conserve os cartdes restantes na embalagem fechada
a 2 - 8 °C. Sob estas condicdes, os cartdes devem ser utilizados num prazo de
2 meses. 0 cartdo deve ser utilizado no prazo de 8 horas apds a etiqueta protetora
central ter sido removida.

RECOLHA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Colha amostras de sangue utilizando técnicas de aceitéveis de puncao venosa.
As amostras podem ser colhidas em anticoagulantes habitualmente utilizados (p.
ex. EDTA, CPDA, ACD, citrato). Sao preferiveis eritrécitos em fresco para os testes.
As amostras sanguineas que apresentam hemdlise macica ou contaminacao
nao devem ser utilizadas. As amostras sanguineas que nao sdo utilizadas
imediatamente ou que requerem transporte devem ser conservadas a 2 - 8 °C.

PROCEDIMENTO

Reagentes fornecidos

MDmulticard® Basic Extended Phenotype, 1x10 cartdes, contendo reagentes

Anti-Fy?, Anti-Fy®, Anti-Jk?, Anti-Jk®, Anti-S e Anti-S, Ref. 210506

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

© Diluent F, 1x50 ml, Ref. 210504

° Tubos de ensaio 12 x 75 mm, p. ex. Ref. 401855

° Pipeta (tamanho de gota ~50 pl)

e Temporizador

Tanto os reagentes como as amostras a serem analisadas devem ser levados

a temperatura ambiente (18 - 25 °C) antes do teste.

Procedimento de teste

Método de sedimento de eritrdcitos

1. Remova a etiqueta protetora central do MDmulticard® que cobre a zona de
aplicac@o do cartao.

2. Misture 1 gota (50 ) do sedimento de eritrdcitos com 8 gotas (400 pl) de
Diluent F num tubo de ensaio. Também ¢é possivel misturar volumes menores
de eritrdcitos e Diluent F, se forem utilizadas as proporcdes corretas (1 parte
de eritrécitos mais 8 partes de Diluent F). 0 volume minimo da suspensdo
resultante deve ser de 100 pl.

3. Adicione duas gotas (100 pl) da suspenso resultante na zona de aplicagdo do
MDmulticard®.

4. Apbs 30 segundos, adicione 6 gotas (300 pl) de Diluent F 2 zona de aplicago.

5. Apés 4 minutos, adicione 6 gotas (300 pl) de Diluent F 2 zona de aplicacéo.

6. Efetue a leitura e registe os resultados apds 4 minutos.

RESULTADOS

Interpretagao

Reacao positiva = Faixa vermelha

Reacdo negativa = Auséncia de faixa

o As expressdes mais fracas da faixa podem ser indicativas de expressoes
fracas de grupos sanguineos, tais como Jk* ou Fy* fracos. Podem também
representar reacoes mistas, p ex. apés a transfusao.

° MDmulticard® Basic Extended Phenotype Anti-Fy® deteta todos os fendtipos
deFy?, incluindo Fy* (Fy® fraco)*. A detecao do fendfipo Fy* foi validada utilizando
0 método sedimentacao de eritrécitos (consultar as CARACTERISTICAS DE
DESEMPENHO ESPECIFICAS). O Fy* é herdado como um alelo de Fy e Fy e
comporta-se como um fendtipo fraco de Fy?, com uma reducdo quantitativa
marcada do nimero de antigénios Fy* na superficie dos eritrécitos®®. Nao
existe qualquer Anti-Fy %19,

o As “meias faixas” devem ser interpretadas como resultados positivos e sdo
indicativas de reagges de campo mistas, p. ex. apés a transfusao.

° .;\s faixas em forma de “seta” sdo indicativas de reacdes positivas muito
ortes.

e Em caso de dificuldade em compatibilizar as faixas as marcacdes da etiqueta
do cartdo, aconselhamos a inclinar o cartéo até que a linha de orientagéo
fique alinhada com o ponto val (ver figura). Nesta posicdo, todas as faixas
ficam exatamente alinhadas com a marcacao da etiqueta do carto.

o

4

" GRiFOLS

= MDmulticard®

wwn

Basic
Extended
Phenotype

2017-05 % |

(atbe) Jk(a-4t [

ponto val

© Os resultados apresentam um critério de avaliagdo estavel e podem ser lidos
até 48 horas apos a realizagdo do teste, quando conservados entre 2 - 8 °C.
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CONTROLE DE QUALIDADE
Os eritrécitos positivos e negativos a antigénios devem ser analisadas todos os dias
em que 0s reagentes sao utilizados para assegurar a sua reatividade adequada.

LIMITES DO PROCEDIMENTO

1. Todos os testes devem ser efetuados a temperatura ambiente (18 - 25 °C).

2. 0s eritrdcitos podem perder a expressao dos antigénios durante a conservagao,
fornecendo reacdes positivas mais fracas do que os eritrdcitos em fresco.

3. Se o ponto val no estiver visivel, o teste ndo é vélido e deve ser repetido
utilizando um novo cartao.

4. Se o ponto ctl der um resultado positivo, o teste ndo € vélido. O teste deve
ser repetido utilizando um novo cartdo. Nesse caso, existe a probabilidade
de existéncia de autoanticorpos ou de reatividade dos eritrécitos com um dos
componentes que constituem as formulagdes de anticorpos.

5. As amostras altamente lipémicas, que contém um titulo elevado de auto ou
aloanticorpos ou que contém um elevado teor de hemoglobina podem, por
vezes, provocar reagdes mais fracas, falsos negativos ou falsos positivos. A
lavagem das hemacias com solugdo de NaCl a 0,9% seguida pela aplicagao
do Método de Sedimento de Hemacias (ver capitulo Procedimentos de teste)
pode, nestes casos, melhorar os resultados.

6. As suspensdes de eritrécitos com uma concentragdo demasiado alta ou
demasiado baixa podem causar resultados aberrantes. -

7. A suspensao de eritrdcitos a ser aplicada com o método do sangue coagulado
deve idealmente ter um hematdcrito de aproximadamente 10%.

8. Podem ocorrer resultados falsos positivos ou falsos negativos devido a
contaminacdo dos materiais de teste, temperatura e/ou tempo de rea%e'm
inadequados, conservagdo inadequada dos materiais, omissao dos reagentes
do teste e determinados estados de saide.

9. Quaisquer modificacdes aos procedimentos de teste descritos nas instrugdes
de utilizagao requerem a validagao do usudrio.

10.Algumas categorias de antigénios e fendtipos fracos tais como, Jk* fraco e
células TSEN+, S+ ou outras podem produzir reacdes fracas, varidveis ou
negativas. Nestes casos, podem ser necessérios estudos adicionais para
confirmar o grupo sanguineo®.

11.0s eritrécitos cobertos com aloanticorpos ou autoanticorpos (teste de
antiglobulina direto positivo) poderao produzir reacdes falsas.

12.Em casos raros, podem ocorrer sombras nao especificas ou bandas muito
fracas, mesmo quando os resultados sao negativos. Nestes casos. deve ser
feita novamente uma segunda lavagem com 300 pl de Diluent F, o que pode
melhorar os resultados.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

0 MDmulticard® Basic Extended Phenotype foi testado com dador. amostras
clinicas e neonatais de fendtipo Fy2, Fy®, Jké, JK®, S e § conhecido recolhido em
EDTA, citrato, CPDA ou ACD. A populagdo da amostra representava todos os
principais fendtipos Kidd, Duffy, S e 5. 0 nlimero total de testes (n), a sensibilidade
e a especificidade foram calculados e sao apresentados abaixo.

MDmulticard® Basic Extended Phenotype
n Sensibilidade [%] n Especificidade [%]
Fy? 85 100 47 100
Fy 98 100 34 100
Ik 98 100 34 100
Ik 99 100 33 100
S 68 100 63 100
S 115 100 17 100

Sensibilidade: probabilidade de obter um resultado positivo na presenga de uma
amostra positiva.

Especificidade: probabilidade de obter um resultado negativo na presenca de
uma amostra negativa.

H Medion Grifols Diagnostics AG, Bonnstrasse 9, CH-3186 Diidingen/Switzerland

A sensibilidade do reagente Anti-Fy® foi avaliada num outro estudo, com um foco
especial na capacidade de detetar Fy-

Valores prévios de MDmulticard® Basic
Vipagem molecular sert'),lngia Extended Phenotype
Fenétipo
allel-1 | allel-2 | deduzido [ | By | By [ By | Fyo| B By
apartirdol © | (a+b-) |(a+b+)| (a-b+) | (a+b-) |(a+b+) [ (a-b+)
gendtipo
Fy=0zwovoz |Pa+b+) (38 210 [ 17 | o [ o | 38 | 0
FY*B |
FY*02W.01/02 Fy(a-b+) |52 0 0 52 0 0 52
FY*02W.01/02 |
Reainre [Babf2] o [ o | 2 ] o | 0] 2
Total 921 2 17 54 0 38 54

0 produto MDmulticard® Basic Extended Phenotype estd em conformidade com
as da IVD-D 98/79/CE.

GARANTIA

Este produto tem a garantia de atuar conforme descrito no rotulo e na literatura
do produto. A Medion Grifols Diagnostics AG rejeita qualquer garantia implicita
de comercializagdo ou de adequacdo para qualquer outro efeito, e em caso
algum a Medion Grifols Diagnostics AG serd responséavel por quaisquer danos
consequenciais resultantes da garantia anteriormente expressa.
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Anexo lll: Autorizacoes da realizagdo do estudo.

A

L 3

SAO JOAO

DELIBERAGAO DO CONSELHO DE ADMINISTRACAQ

Apds apreciacdo e pareceres favordveis da Comissdo de Etica e do Centro de
Epidemiologia Hospitalar, considerando que se encontram reunidos os requisitos
e demais tramites previstos no circuito para submissao de projetos de investigacdo
no Centro Hospitalar Universitério de S. Jodo e em conformidade com as disposicoes
legais em vigor, o Conselho de Administracdo - ao abrigo das competéncias
previstas no Artigo 71.° dos Estatutos dos hospitais, centros hospitalares, institutos
portugueses de oncologia e unidades locais de satide, aprovados pelo Decreto-Lei
n.% 52/2022, de 4 de agosto - delibera:

1. Aprovar a realizagao do projeto de investigacao:
- “Comparacdo entre a fenotipagem eritrocitaria pelo MDmulticard® e a
genotipagem em doentes com prova de coombs direta positiva”.
- Servico(s) onde decorrerd o projeto de investigacdo: Imunohemoterapia.
+ Investigador(a) principal: Helena Maria Concei¢ao Rodrigues Sousa.
2. Remeta-se & Comissao de Etica para os procedimentos adequados e demais

tramites convenientes.

( CONSELHO DE ADMINISTRACAO DO CENTRO HOSPITALAR UNIVERSITARIO DE S. JOAO, EPE » REUNIAO DE 2 DE FEVEREIRO DE 2023

do Consetho de Admini

4
Prof2 l)v'a Maria Jodo Baptista
)

Diretor Clinico Enfermeiro Djretor Vogal Executiva

05. Sofia Leal

\__Prof.2 Doutor Roberto Roncon En

y Comiss3o de Etica
) Centro de Epidemiologia Hospitalar
) Diregao Clinica

[ CES 349/2022

MEC-IMO11-1
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Centro de Epidemiologia Hospitalar

Tomei conhecimeﬁto. Nada a opor. A DC.

27 de Janeiro de 2023 ne i {1' 2

A Diretora ﬂ ntro de Epidemiologia Hospitalar

-

(Prof.2 Doutora Ana Azevedo)

leEC%AU CLNICA SAO JOAO
3 0 JAN. 7023

PEDIDO DE AUTORIZACAO
Realizacdo de Investigagao

Exmo. Senhor Presidente do Conselho de Administracdo
do Centro Hospitalar de SGo Jodo

CONSELHO DE ADMINISTRAGHD CHUS), EPE - REGNIAD DE
Presidente do Conselho de Administraglo

Nome do Investigador Principal: {Frof Doufora Waria 360 Eaptst)

Helena Maria Conceigdo Rodrigues Sousa e e Bls i

Titulo da Investigagdo: Prof, DouteBoderto Roocon (ol Pl o Mels D Forends Ot Ore SofaLand

Comparagdo entre a fenotipagem eritrocitaria pelo MDmulticard® e a
genotipagem em doentes com prova de coombs direta positiva

Pretendendo realizar no(s) Servico(s) de:

Imunohemoterapia
ainvestigagdo em epigrafe, solicito a V. Exa, na qualidade de Investigador/Promotor, autoriza-

¢@o para a sua efetivaga@o.

Para o efeito, anexo toda a documentagéo referida no dossier da Comisséo de Etica do Centro
Hospitalar de Sdo Jodo/ Faculdade de Medicina da Universidade do Porto respeitante & investi-
gagdo, a qual enderecei pedido de apreciacdo e parecer.

Com os melhores cumprimentos. O Investigador/ Promotor

Porto, 5 de Dezembro de 2022 . \ e AL S

assinatura

s - 2% | :
W 5 2
SAO JOAO &» @
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Anexo IV: Tabulacoes cruzadas

Resumo de processamento de casos para o gene Fya

Resumo de processamento de casos
Casos
Vdlido Omisso Total
N % N % N %
G-Fya*F-
Fy;a 32 | 100,0% | © 0,0% 32 | 100,0%
Tabulacao cruzada G-Fya * F-Fya
Tabulacao cruzada G-Fya * F-Fya
F-Fya
Total
0 1 ota
Contagem 12 1 13
0 % em G-Fya 92,3% 77% 100,0%
G-Fva % em F-Fya 100,0% 5,0% 40,6%
y Contagem 0 19 19
1 % em G-Fya 0,0% 100,0% 100,0%
% em F-Fya 0,0% 95,0% 59,4%
Contagem 12 20 32
Total % em G-Fya 37,5% 62,5% 100,0%
% em F-Fya 100,0% 100,0% 100,0%
Medida de concordancia Kappa de Cohen (Fya)
Medidas Simétricas
Erro Padrao i Significancia
Valor o T Aproximado® )
Assintotico® Aproximada
Medida de
.. Kappa | 0,934 0,064 5,297 <,001
concordancia
N de Casos Vdlidos 32

a) Nao considerando a hipétese nula.

b) Uso de erro padrao assintdtico considerando a hipétese nula.
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Resumo de processamento de casos para o gene Fyb

Resumo de processamento de casos

Casos
Vilido Omisso Total
N % N % N %
G-Fyb* F-Fyb 32 100,0% 0 0,0% 32 100,0%
Tabulacao cruzada G-Fyb * F-Fyb
Tabulagao cruzada G-Fyb * F-Fyb
F-Fyb
Total
0 1 ota
Contagem 8 0 8
0 % em G-Fyb 100,0% 0,0% 100,0%
G-Fvb % em F-Fyb 100,0% 0,0% 25,0%
y Contagem 0 24 24
1 % em G-Fybh 0,0% 100,0% 100,0%
% em F-Fyb 0,0% 100,0% 75,0%
Contagem 8 24 32
Total % em G-Fybh 25,0% 75,0% 100,0%
% em F-Fyb 100,0% 100,0% 100,0%
Medida de concordancia Kappa de Cohen (Fyh)
Medidas Simétricas
Valor Erro Padrao T Significancia
Assintético® | Aproximado® | Aproximada
Medidade |\ opa | 1000 000 5657 <001
concordancia
N de Casos Validos 32

a) Nao considerando a hipdtese nula.

b) Uso de erro padrao assintdtico considerando a hipétese nula.




Resumo de processamento de casos para o gene Jka

Resumo de processamento de casos
Casos
Vdlido Omisso Total
N % N % N %
G-Jka* F-Jka 32 100,0% 0 0,0% 32 100,0%
Tabulacao cruzada G-Jka * F-Jka
Tabulacdo cruzada G-Jka * F-Jka
F-Jk
0 2 ] Total
Contagem 1 0 i
0 % em G-Jka 100,0% 0,0% 100,0%
6-Ika % em F-Jka 100,0% 0,0% 34,4%
Contagem 0 21 21
1 % em G-Jka 0,0% 100,0% 100,0%
% em F-Jka 0,0% 100,0% 65,6%
Contagem 1 21 32
Total % em G-Jka 34.4% 65,6% 100,0%
% em F-Jka 100,0% 100,0% 100,0%
Medida de concordancia Kappa de Cohen (Jka)
Medidas Simétricas
Erro Padrao T Significancia
Valor e . .
Assintotico® Aproximado® | Aproximada
Medidad
edicace | kappa | 1,000 000 5,657 <001
concordancia
N de Casos Validos 32

a) Nao considerando a hipdtese nula.

b) Uso de erro padrao assintdtico considerando a hipétese nula.
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Resumo de processamento de casos para o gene Jkb

Resumo de processamento de casos

Casos
Valido Omisso Total
N % N % N %
G-Jkb * F-Jkb 32 100,0% 0 0,0% 32 100,0%
Tabulacao cruzada G-Jkb * F-Jkb
Tabulacao cruzada G-Jkb * F-Jkb
F-Jkb
0 1 Total
Contagem 7 0 7
0 % em G-Jkb 100,0% 0,0% 100,0%
G-Ikb % em F-Jkb 100,0% 0,0% 21,9%
Contagem 0 25 25
1 % em G-Jkb 0,0% 100,0% 100,0%
% em F-Jkb 0,0% 100,0% 78,1%
Contagem 7 25 32
Total % em G-Jkb 21,9% 781% 100,0%
% em F-Jkb 100,0% 100,0% 100,0%
Medida de concordancia Kappa de Cohen (Jkb)
Medidas Simétricas
Valor Erro Padrao T Significancia
Assintético® Aproximado® | Aproximada
Medidade |\ oopa | 1000 000 5,657 <001
concordancia
N de Casos Validos 32

a) Nao considerando a hipdtese nula.

b) Uso de erro padrao assintdtico considerando a hipétese nula.
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Resumo de processamento de casos para o gene S

Resumo de processamento de casos
Casos
Vdlido Omisso Total
N % N % N %
G-S*F-S 32 100,0% 0 0,0% 32 100,0%
Tabulacao cruzada G-S * F-S
Tabulacao cruzada G-S * F-S
F-S
0 1 Total
Contagem 9 0 9
0 % em G-S 100,0% 0,0% 100,0%
G5 % em F-S 100,0% 0,0% 281%
Contagem 0 23 23
1 % em G-S 0,0% 100,0% 100,0%
% em F-S 0,0% 100,0% 71,9%
Contagem 9 23 32
Total % em G-S 28,1% 71,9% 100,0%
% em F-S 100,0% 100,0% 100,0%
Medida de concordancia Kappa de Cohen (S)
Medidas Simétricas
Valor Erro Padrao T Significancia
Assintético® Aproximado® | Aproximada
Medidade |\ opa | 1,000 000 5,657 <001
concordancia
N de Casos Validos 32

a) Nao considerando a hipdtese nula.

b) Uso de erro padrao assintdtico considerando a hipétese nula.




Resumo de processamento de casos para o gene s

Resumo de processamento de casos

Casos
Valido Omisso Total
N % N % N %
G-s*F-s 32 100,0% 0 0,0% 32 100,0%
Tabulacao cruzada G-s * F-s
Tabulacao cruzada G-s * F-s
F-
0 > 1 Total
Contagem 7 0 7
0 % em G-s 100,0% 0,0% 100,0%
Ges % em F-s 100,0% 0,0% 21,9%
Contagem 0 25 25
1 % em G-S 0,0% 100,0% 100,0%
% em F-s 0,0% 100,0% 78,1%
Contagem 7 25 32
Total % em G-s 219% 78,1% 100,0%
% em F-s 100,0% 100,0% 100,0%
Medida de concordancia Kappa de Cohen (s)
Medidas Simétricas
Erro Padrao T Significancia
Valor e . .
Assintotico® Aproximado® | Aproximada
Medidad
eqifat® 1 kappa | 1,000 0,000 5,657 <001
concordancia
N de Casos Validos 32

a) Nao considerando a hipdtese nula.

b) Uso de erro padrao assintdtico considerando a hipétese nula.




Anexo V: MDmulticard® - A new member for the immunohematology toolbox

MDMULTICARD®- A NEW MEMBER FOR THE IMMUNOHEMATOLOGY TOOLBOX

Young-Lan Song', Gabrielia Rizzi', Antigoni Zorbas?, Ariane Caesar?, Peter Schwind?, Christoph Gassner3,

Charlotte Engstrom’, Beat M. Frey*

———

‘ Blood Service Zurich, Swiss Red Cross, Switzerland BLUTSPENDE SRK
2Medion Grifols Di ics, Duedingen, Swil ZURICH
8 Di ics & Blood Service Zurich, Swiss Red Cross, Swiizerland

Background Results

The MDmulticard® Basic Extended Phenotype (Medion Grifols
Diagnostics, Duedingen, CH) was launched in September 2016 and aliows
simultaneous typing for Jk2, Jk®, Fy2, Fyb, S, s antigens using lateral flow
technique.[1}

Aims

In order to implement the MDmulticard® as an additional analytic platform
we examined a series of ples taken from pati suffering from clinical
conditions known to hamper serological red blood cell (RBC) antigen
typing.

63 Samples

®AHA 1L
 oncologic patients 15
% hemoglobinopathia 7
a pregna;lcv 2

8 neonats &

® donors 14

* others 10

prmsm—

Methods

Samples of patients suffering from positive DAT including warm and cold
autoimmune hemolysis (AIHA) and sepsis, sickle cell disease,
paraproteinemia due to Multiple Myeloma or Morbus Waldenstrdm and
samples of newborns as well as samples of healthy blood donors (three
with known weak Fy*) were assessed by MDmulticard® Basic Extended
Phenotype. [2]

The results were compared with the findings by alterative test methods,
either by standard serology typing (gel-card on Erytra®, Medion Grifols,
Duedingen, CH or BioRad, Cressier, CH) or by commercial molecular
typing (inno-train GmbH, Kronberg i. T., D).

Figure 1: Sample of a patient with AIHA,
DAT IgG 4+

gasn | Method Resuit
Extenged %
—— Phenctype

PCR Fyo- Fybelics JK/S- o+

10043008

= - |
210506 1001 2017-05 ¢ -

| MDmullicard® | Fy™- Fy>+/3ko+ JKb-/S-,
L T T i

. 1050610017 705000831

Figure 2: Sample of a pationt with sicklecsll

The MDmulticard® was easy to handle and provided rapid results (in
average 9 minutes from test start) making the method suitable for
emergency applications. In general, the results were confirmed by
alternative methods or known pre-values.

Two of known Fy? negative samples showed false positive reactions by
MDmulticard® due to the patients’ strongly positive DAT (3+ and 4+).

One sample delivered a weak JK positive result by MDmutticard® although
the patient was known to be JkP negative by PCR. Clinical evaluation
revealed recent transfusion of Jk® positive RBC concentrates. In two IgM-
DAT positive samples, the predicted phenotype by PCR was accurately
diagnosed by MDmulticard® upon washing the patient's RBCs with NaCl
0.9%.[3] A similar observation was made with cord blood cells. Another
sample from a patient with severe cold AIHA needed to be washed with
warm NaCl 0.9%.

GRIFOLS % o Momdizi  GRIFOLS

=

1002 2018-03 7 |5
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| Figure 3: Sample of a patient with Multiple Myeloma, DAT ight 1+
Method Result

normal washed RBC with NaCl 0.9%
PCR Fys+,Fyd+/Jko+ JkO+S+,s+
MDmulticard® not interpreatable Fys Fyb+lJka+ JkB+/S+ s+
Summary

MDmulticard® allows reliable RBC typing even of DAT positive samples.
MDmulticard® may be applied to samples of patients suffering from clinical
conditions such as sickle cell disease, AIHA or paraproteinemia impairing
standard serological typing. In pre-iransfused patients or such with a
strongly positive DAT, the distinct positive reaction by MDmulticard® allows
to differentiate between false positive reactions and inherited antigen
positive RBCs. For emergency situations, the MDmulticard® proves to
provide rapid and reliable antigen typing which allows transfusing the
patient with phenotype compatible RBC concentrates.
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disease dusing crisis, DAT IgG 1+
Method Result
| before transfusion after transfusion
e, PCR Py, Fye-fdio+, koS- 5+ MDmulticard® Fy*+ Fy-/ 3K+ JKO-fS-,s5+ lmw reactions in Fy®
A
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