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“Jamais acharemos a verdade se nos

contentarmos com o gue ja existe.”

Gilbert de Toumai, teblogo francés
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Resumo

O sistema Rh representa atualmente um dos sistemas de grupos sangtiineos
de maior interesse devido a sua importancia na clinica transfusional e na medicina
materno-fetal.

Os antigenos do sistema Rh sao codificados por dois genes aitamente
homélogos, RHD que produz o antigeno D e o gene RHCE (alelos RH Ce, RH cE,
RH ce e RH CE), que produz dois pares de antigenos antitéficos, C/c e Ee.

Variantes que apresentam expressdo parcial ou auséncia total dos produtos
do gene RHCE sao relativamente freqiientes e suas bases moleculares tém sido
motivo de diversas pesquisas, pois permitem correlacionar os genotipos com os
fendtipos e esclarecer a perda de expressao de alguns antigenos Rh comuns,
aumentando assim a seguranca fransfusional de pacientes politransfundidos e
facilitando a selecéo adequada de sangue a ser transfundido.

Até o momento, poucos estudos moleculares das variantes deste gene foram
realizados na populagéo brasileira, o que tem dificultado a elaboracdo de protocoios
de genotipagem seguros para aplicagac na clinica transfusional e materno-fetal.

Baseados nestas informagoes, nossos objetivos foram: estabelecer protocolos
eficientes de genotipagem RHCE na populacéo brasileira; calcular as frequéncias
génicas (porcentagem de ocorréncia) e as taxas de combinacdes alélicas dos alelos
RHCE em nossa populacio e caracterizar molecularmente variantes do gene RHCE
responsaveis por alteragbes na expressao dos antigenos Rh.

Foram estudadas 358 amosiras de sangue de doadores voluntarics, 5
amostras de sangue de uma familia portadora do fenodtipo Rhnull & 2 amostras de
sangue de individuos portadores da rara variante do gene Rhce denominada JAL.

A genctipagem RH Cc foi realizada afravés de duas técnicas de PCR: uma
técnica de PCR-RFLP, onde o indice de discrepancia entre os resultados da
fenctipagem e genctipagem foi de 26% e uma fécnica de PCR-ASP, onde a
discrepancia entre os resultados da fenotipagem e genotipagem foi de 0,28%.
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A discrepéncia observada na técnica de PCR-ASP ocorreu em virtude da
presenca da variante hibrida RHD (D-CE-D) denominada r™°, responsave! pela fraca
expresséo do antigeno RH C em individuos de origem Africana.

A genotipagem RH Ee foi realizada através de uma técnica de PCR-RFLP em
todas as amostras de sangue dos doadores e apresentou apenas 1 discrepancia
(0,28%) em relagdo ao resultado da fenotipagem.

A analise molecular desta amostra discrepante evidenciou a presenga da
mutagac da muta¢ao 48G>C no exon 1 e das mutacbes G667T e 733G no exon 5 do
gene RHce, responsaveis pela diminuicdo da expressido do antigeno Rhe,
caracterizando assim a discrepancia observada.

As frequéncias do gene RHCE observadas em nosso estudo variaram entre
as diferentes populacdes analisadas, sugerindo assim o processo de miscigenacao
ocorrido na nossa populacao.

Os individuos portadores da rara variante JAL foram fenotipados como VS-V+
JAL+. O sequénciamento direto dos 10 exons do gene RHCE em ambas as
amostras identificou as mutagbes C733G (L245V) no exon 5 responsavel pelo
antigenc VS, e a mutacdo A1060C (N354A) no exon 7 que silencia o alelo VS,
ambas em heterozigose.

As amostras de sangue da familia Rh,, foram fenotipadas, submetidas a
analises de expressao dos antigenos Rh (citometria de fluxo), genotipadas, clonadas
e sequenciadas para os 10 exons do gene RHce. Os propositos Rhy apresentaram
auséncia na expresséo dos antigenos Rh, o que caracterizou o fenotipo como Rhuy
tipo amorfo. A genotipagem Rh revelou um gene RHD deletado e o genctipe RHce.
O seqiiénciamento do gene RHce identificou a delegao de um nucleotideo entre os
nucleotideos 960 e 963 do exon 7, o que gerou um stop codon prematuro e a
produgao de uma proteina RHce truncada, responsavel pelo fenotipo Rhy,y do tipo
amorfo nestes individuos.

Xvi
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introducao

O sistema Rh & o maior e mais complexo sistema de grupos
sanguineos, compreendendo atuaimente 48 antigenos (DANIELS et al, 2003).
Representa um dos sistemas de maior interesse ciinico, por seu envolvimento
na Doenga Hemolitica Peri-natal, nas Reag¢des Transfusionais Hemoliticas e
nas Anemias Hemoliticas Auto-Imunes.

Descoberto em 1939 por LEVINE e STETSON tornou-se o sistema de
grupc sanguineo com maior grau de polimorfismo entre os marcadores
cdnhecidos da membrana eritrocitaria. Os antigenos Rh s&o codificados por 2
genes altamente homélogos localizados no brago curto do cromossomo 1: o
gene RHD, produzindo ¢ antigeno D e o gene RHCE (alelos RH Ce, RH cE,
RH ce e RH CE), produzindo dois pares de antigenos antitéticos, Cic e Ele.

Os cinco principais antigenos do Sistema Rh incluem: D, C/c e Ele.
Estes antigenos formam cito complexos génicos, conhecidos como haplétipos
Rh ( Cde, cde, ¢DE, cDe, cdE, Cde, CDE, CdE). Destes, o antigeno D é o mais
importante de ponto de vista clinico devide ac seu alto grau de
imunogenicidade. As hemdécias humanas tém sido {radicionalmente
classificadas como “Rh-positivas” e “Rh-negativas”, dependendo da presenca
ou auséncia do antigeno D. Diferentemente dos antigenos ABO e Lewis, os
antigenos Rh estéo localizados somente nos eritrécitos e, porfanto, ndo sio

encontrados nos fluidos.
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Os estudos genéticos e bioquimicos deste sistema tém sido
caracterizados por controvérsias, debates e a co-existéncia de distintas
nomenclaturas.

A natureza hidrofébica das proteinas Rh dificultou os estudos
bioquimicos deste sistema e o isolamento das proteinas s6 ocorrey ap6és 1980
{AGRE et al., 1987).

Os antigenos Rh sdo polipeptidios ndo glicosilados, denominados RhD e
RhCE (deVETTEN e AGRE, 1988). Estes polipeptideos atravessam a
membrana eritrocitaria 12 vezes e apresentam os segmentos amino-terminal e
carboxi-terminal voltados para o meio intracelular (Figura 1). Os polipeptidios,
D e CE, apresentam um unico residuc externo cisteina na quinta alca

extracelular possivelmente relacionado com a expressio antigénica.

Figura 1. Modelo de distribuigiio das proteinas Rh na membrana
eritrocitaria
A associa¢do dos antigenos RhD e RhGE (Rh30) com a giicoproteina

RhAG (Rh50) origina a familia de proteinas Rh {Figura 2). Esta associagio

3
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baseia-se no fato de ambas as proteinas apresentarem aproximadamente 38%
de homologia na seqiéncia gendmica (WESTHOFF, 2004), 50% de identidade
nas 12 a- hélices transmembranares {(HUANG et al., 1997) e, principalmente
devido ao fato da glicoproteina RhAG ser responsavel pela expresséo de todos
os antigenos Rh na membrana eritrocitaria {HUANG et al., 1998). Alteracbes
nesta glicoproteina podem levar a deficiéncia de expressdo ou até mesmo a

auséncia total dos antigenos Rh (fenétipo Rhnu) (AVENT e REID, 2000).

RhAG n&o é polimérfica, ndo transporta antigeno de grupo sangiiineo
(WESTHOFF, 2004} e & expressa ainda durante a diferenciagfo eritroide,
podendo ser detectada em células progenitoras CD34+, enguanto que, RhCE

aparece tardiamente, seguida de RhD {(SOUTHCOTT et al., 1999).

Complexo
polissacarideo

Membrana
plasmatica

Figura 2. Tetramero das proteinas Rh50 (2 moléculas) e Rh30 {RhD

e RhCE) — Familia de proteinas Rh

4

Introdugdo



A familia Rh (Figura 3) encontra-se firmemente ligada ac citcesqueleto
e esta fisicamente associada, sob a forma de um complexo molecular, com
outras proteinas cedificadas por genes independentes (LW, CD47, GPB, Duffy)

que n&o s&o necessarias para a expressao dos antigenos Rh.

Figura 3. Distribuicio do Complexo Rh na membrana eritrocitaria

{adaptado de HUANG et al., 1997)

A primeira clonagem dos genes do sistema Rh ocorreu em 1990
{CHERIF-ZAHAR et al, 1990) e serviu como bomba propulsora no
entendimento deste complexo sistema de grupo sangliineo.

A superfamilia do gene RH humano é constituida pelos genes RH (RHD

e RHCE), RHAG (RH50), RHBG e RHGK (RHCG) (HUANG e LU, 2001).

- _ 5
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Os genes que codificam as proteinas Rh diferem na sua localizagao
cromossomica. Os genes RHD e RHCE estio localizados no cromossomo
1p36.13-34.3 organizados em 10 exons dentro de uma seqliéncia gendmica de
aproximadamente 60kb. O gene RHAG que codifica a glicoproteina RhAG
reside na regido ©p11-21 e parece estar distribuidc nos 10 exons
correspondentes aos genes RHD e RHCE [CHERIF-ZAHAR et al., 1994)
{Figura 4).

Figura 4. Genes RH30 e RHAG e proteinas gue eles codificam

{HUANG et al., 1997)

Segundo o modelc do I6cus Rh proposto por WAGNER e FLEGEL
{2000}, os genes RHD e RHCE possuem orientagbes opostas e encontram-se
separados por um ferceiro gene denominado SMP1 com aproximadamente
30.000 pb, a mesma orientagdo do gene RHD e com fung&o no Idcus Rh ainda

desconhecida. Neste modelo, o gene RHD esta flangueado por dois segmentos
15)
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de DNA, denominados ‘caixas Rhesus”, com um comprimento de
aproximadamente 9.000 pb, apresentando 98% de homologia e orientacdo
idéntica (Figura 5).

A comparac&o das seqUéncias de cDNA dos genes RHD e RHCE indica
que as principais diferencas enire estes genes esio na delecio de 600pb no
intron 4 do gene RHD quando comparado ao RHCE e na regigo do exon 10,
com um total de apenas 40 nucleotideos diferentes, o que resulta em proteinas
que diferem somente de 32 a 35 amino4cidos (WESTHOFF, 2004) entre todos
os 417 aminoécidos existentes (PETZ, 1996). Estas alteragdes estéo restritas
as a-helices 3, 4 e 6 das proteinas (FLEGEL e WAGNER, 2002).

Estas poucas diferencas entre RHD e RHCE conferem elevado grau de
homologia (97%) a estes genes (HEITMAN e AGRE, 2000, OKUDA et al.,
2000, WESTHOFF, 2004), o que leva a acreditar que eles tiveram origem da
duplicagéoe de um gene ancestral comum {SUTO at al, 2000). A idéia da
existéncia de um gene ancestral também se fundamenta no fato de genes
similares aos da superfamilia RH humana ja terem sido encontrados em outras
espécies de primatas dentro da finha evolutiva (CARTRON, 1994).

O gene RHD esta ausente em individuos classificados como D-negativo,
provaveimente como resultado de uma delecdo (COLIN et ai., 1 991). De
acordo com WAGNER e FLEGEL {2000), a “caixa Rhesus’ conteria a delecao
dc gene RHD com 1463 pb de exiensdo e estaria presente na maioria dos
individuos Caucasianos RhD-negativo (Figura §). No entanto, ouiros
mecarnismos moleculares que explicam o fenétipo RhD-negativo também foram

descritos (WAGNER et ai, 2001).
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SINGLETON et al. (2000) demonstraram que em 66% dos individuos
Africanos existe uma duplicacio de 37 pb na regido limite entre o intron 3e o
exon 4 do gene RHD que introduz um c6don de terminagéo na posicdo 210 e
uma alteragdo no quadro de leitura, que leva a produgio de uma proteina que
ndo & expressa na membrana eritrocitaria. Observaram ainda a presenca de
um gene RHD hibrido (RHD-CE-D®) associado ao fenotipo VS+V-, que possui
os exons de 4 a 8 do gene RHCE, levando a produgdo de uma proteina
alterada com fraca expressfo do antigeno RhC e nenhuma expressdo do

antigeno RhD.

O gene RHCE & encontrado tanto no fendtipo RhD-positivo guanto RhD-

negativo, e sua delegio completa no locus Rh ainda néo foi descrita (NOIZAT-

PIRENNE et al., 2000),

Figura 5. Modelo do lécus RH representando os fendtipos Rh

positivo e Rh negativo {Adaptado de COLIN ot al., 1991}
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A caracterizacéo de diversas isoformas ftranscritas do gene RHCE
sugere que os antigenos C/c s&o coexpressos em conjunto com os antigenos
Ele, e suas expressdes dependem do splicing alternativo do RNA codificado

pelo gene RHCE (LE VAN KIM et al., 1992; MOURO et al., 1993).

Os quatro principais alelos do gene RHCE: ce, Ce, CE e ¢E, apresentam
6 substituicdes de um Unico nucleotideo (SNPs) nos exons 1 e 2 {MOURQ et
al., 1993; SIMSEK et al., 1994), com conseqUente troca de quatro aminoécidos
(Cys16Trp; lle60Leu; Ser68Asn; Ser103Pro) (Figura 6), porém somente a
alteragéo T/C que substitui Ser/Pro na posicdo 103 (exon 2) & responsavel pelo
polimorfismo que determina a presenca dos antigenos C ou ¢ {HYLAND et al,,
1994; SALVIGNOL et al., 1995; WESTHOF et al., 2000) e esta estreitamente

relacionada com a antigenicidade destes antigenos (AVENT e REID, 2000}

Figura 6. Polimorfismos do gene RHCE que codificam os alelos

RHGC e RHc

No entanto, a existéncia de Pro102 também parece ser critica para a
expressgo do antigeno ¢ {MOURO et al. 1993, SIMSEK et al. 1984,
BLANCHER e SOCHA, 1997; WESTHOFF et al., 1998).
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Com base nesies polimorfismos, provavelmente RHce representou o
primeiro locus Rh e RHCe derivou deste ancestral através de um processo de
conversao génica com o exon 2 do gene RHD (WESTHOFF, 2004), visto que

RAD e RHCE possuem o exon 2 idénticos.

O polimorfismo Ele ocorre em fungdo de uma Gnica substituicao de
nucleotideo (SNP) C/G, no exon 5 do gene RHCE, resultando na troca Pro/Ala
na posigdo 226 da quarta a-hélice extracelular do polipeptidio RhCE {(MOURO

et al., 1993) (Figura 7).

Figura 7. Polimorfismo do gene RHCFE aue codifica os alelos RHE e

RHe

A expressido dos epitopos RhCE pode ser alterada por mudancas de
aminoacidos em qualquer parte da proteina, inciuindo as regides
transmembranares (BLUNT et al., 1994: CHERIF-ZAHAR et al., 1994;
HUANG et al,, 1996; MOURO et al., 1996; NOIZAT-PIRENNE et al., 1996:
ROUILLAC et al., 1996; FAAS et al., 1997; NOIZAT-PIRENNE et al., 2000).

Variantes que apresentam expressio parcial dos produtos do gene

RHCE s&o relativamente freqlientes e suas bases moieculares tém sido motivo
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de diversas pesquisas (MOURO et al., 1995; ROUILLAC et al., 41996;
NOIZAT-PIRENNE et al., 1996, 1998).

A ocorréncia natural dos diversos fendtipos variantes pode apresentar
alteragbes qualitativas ou quantitativas na expressao dos antigenos Rh, o que
contribui ainda mais para aumentar a complexidade deste sistema {HUANG et
ai., 2000).

As variagfes gendmicas para a evolucdo e formacéo dos alelos
polimérficos e as diversas recombinagdes observadas apés o seqUénciamento
completo dos introns dos genes do sistema Rh, somadas ao alto grau de
homologia entre os genes RHCE e RHD sao importantes fatores para o
entendimento da evolugdo de ambos os genes e de suas numerosas formas
variantes (OKUDA et al., 1999; OKUDA e KAJII, 2002) (Figura 8).

Dentre estes fendtipos variantes, inimeros rearranjos génicos (totais ou
parciais) entre os exons dos genes RHD e RHCE (NOIZAT-PIRENNE et al.,
2001) tém sido descritos nos Gitimos anos (REID e LOMAS-FRANCIS, 2003), e
levam a formag&o de genes hibridos. Estes fendtipos sdo caracterizados pela
faca expressio dos antigenos C, ¢, E, e (ROUILLAC et al., 1996; BECKERS
et al., 1996; MOURO et al., 1996; NOIZAT-PIRENNE et al., 1998; NOIZAT-

PIRENNE et al., 2002; HEMKER et al., 1999).

SNPs (C*C"V+VS,RH:26E cat I), delecdes e rearranjos no gene
RHCE associados ou néao a fendtipos com delecao parcial (D—, D.., Dc-, 1%,
Rh32, Rh33, E cat Il e E cat ill) gue codificam proteinas hibridas, também sao
mecanismos moleculares freqientemente encontrados entre os haplétipos Rh
{CARRIT, 1997) e como as demais mutacbes, podem modificar a gualidade e

i1

Introdugio



quantidade desses antigenos na membrana eritrocitaria. (HUANG et ai., 1996;
MOURO et al., 1996; FAAS et al., 1997; HUANG et al., 1997; NOIZAT-
PIRENNE et al., 1998; NOIZAT-PIRENNE et al., 1999; AVENT e REID, 2000;
KASHIWASE et al., 2001; NOIZAT-PIRENNE, 2001).

Variantes da expressédo do antigeno Rhe tém sido descritas {(ISSITT,
1991) e as bases moleculares para aiguhs destes fendtipos ja sao conhecidas

(AVENT e REID, 2000; HUANG et al., 2000).

individuos homozigotos para o gene RHce e que codificam variantes do
antigeno Rhe, freqlentemente sao fenotipados como e+, mas produzem
antigenos Rhe alterados. Muitos destes antigenos nao sdo investigados
molecularmente devido & falta de cuidado na classificacdo de sua fraca
expressao durante a fenotipagem. Alguns destes antigenos s3o clinicamente
significantes e podem levar ao desenvolvimento de aloanticorpos e assim
causar reag0Oes transfusionais hemoliticas. Algumas das variantes capazes de
levar ao desenvolvimento destes aloanticorpos s&o os haplétipos: ce®, ceAR,
ceMO, ceEK e ceB! (NOIZAT-PIRENNE et al., 2002) que apresentam

alteragSes no exon 5 do gene Rhce.

A presenca da mutago 733G codifica o aminoacido valina na posicao
245 e é responsavel pela express&o do antigeno VS (245 Val). Este antigenc
do sistema Rh, de baixa incidéncia em Caucasianos, porém freqliente em
Africanos (mais de 30% da populagao) (WESTHOFF, 2004), esta associado a

fraca expressao do antigeno Rhe nas hemacias (FAAS et al., 1997).
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Multiplas recombinagées
Conversao génica.
SubstituicSes dos nucleotideos
Gaps de pequenos tamanhos

(insergbes, delegbes), replicacbes de
microsatélites

o

s

-

Figura 8. Mecanismos de formacéo dos genes RH e suas variantes
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Assim como o antigeno VS, o antigeno V também é expresso em fungéo
da substituicdo Leu245Val. Ambos estdao localizados no oitavo segmento
fransmembranar de Rhce (FAAS et al., 1997) e causam alteracbes na
conformacé&o da protefna. O haplétipo que codifica 245Val e leva a expressao
dos antigenos V e VS é denominado ce®. A perda da expressao de V (fenétipo
V-V5+) resulta da substituicdo Gly338Cys (DANIELS et al., 1998), enquanto
que a perda da expressdo do antigeno VS (fenttipo V+VS-) esta associada a
mudancas adicionais de aminoacidos que caracterizam a variante ceAR

(HEMKER et al., 1999).

WESTHOFF et al., 2001 descreveram uma outra variante do antigeno
Rhe associada ao alelo RHce. A presenga de uma mutacdo de ponto no
nucleotideo 48 G>C no exon 1 do gene RHCE leva a substituicdo do
aminoacido triptofano (Trp) pelo aminodcido cisteina (Cys) na posicdo 16
{Figura 10}. Quando o aminoacido Cys16 esta associado ao alelo RHce, a
expresséo do antigeno Rhe fica alterada e esta variante pode entio n3o ser
reconhecida por alguns anticorpos monocionais.

A diminui¢8o da expressdo do antigeno Rhe na membrana eritrocitaria
tambem esta freqlUentemente associada a perda do antigeno hr® (ISSIT, 1991),
resultando em muitas formas variantes nos individucs descendentes de
Africanos, tal como a variante ceMO, cujo alelo RHce apresenta uma mutacao
de ponto GB667T no exon 5, responsével pela substituicio Val223Phe na
proteina. A existéncia do alelo ceMO em homozigose produz uma proteina
considerada como uma variante potencialmente capaz de desenvolver
anticorpos (NOIZAT-PIRENNE et al., 2001).
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“

Estudos sorologicos e moleculares das variantes RhE indicaram que o
antigeno RhE & um mosaico composto por 4 epitopos classificados em: epE1,
epE2, epE3 e epE4, com variantes classificadas em quatro categorias, {cat El

ao EiV) {(Figura 9).

Figura 9. Variantes do gene RHCE {amarelo= exons RHCE, laranja=

exons RHD inseridos em RHCE)

A analise molecular dos transcritos e do DNA gendmico das variantes
das categorias El, Ell e Elll apontaram trés distintas alteracdes genéticas,
sendo que algumas destas variantes relacionam-se ainda com a fraca

expressdo do antigeno RhC (NOIZAT-PIRRENE et al., 1988).

Os antigenos de baixa incidéncia C" e C*, sao caracterizadas por SNPs
no exen 1 (MOURO et al., 1995), respectivamente A122G e G105A (NOIZAT-

PIRENNE et al., 1996), que resultam em substituicdes de aminoacidos na
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primeira alga extracelular da proteina RhCE e conseqiientemente a uma fraca

expressido do antigeno C (WESTHOFF, 2004).

Figura 10. Aminoacidos codificados no exon 1 dos genes RHCE e

RHD

Inimeros trabsthos t&m sido realizados para um melhor entendimento
das fungbes da familia Rh (AVENT, 2001; LUDEWIG, 2001; WESTHOFF et
al., 2002; VERL.ANDER et al., 2003) e diversas atividades funcionais tem sido

relacionadas ao sistema Rh.

MARINI et al. em 1997 revelaram grande similaridade da seqiiéncia
gendmica dé familia Rh humana com familias responsaveis pelo transporte de
amdnia em fungos. Recentemente uma proteina similar & familia de proteinas
Rh foi também enconirada em algas verdes, exercendo funcdo de transporte

de CO, (SOUPENE et al., 2002).
16
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No entanto, até o presente momento estas fungbes da familia Rh
humana ainda nao estao totalmente esclarecidas, mas, ja € sabido que os
polipeptideos Rh possuem grande importéncia no desenvolvimento e
manutengao da integridade da membrana eritrocitaria (CARTRON, 1994;
CHERIF-ZAHAR et al., 1994), com evidéncias de associagao entre o complexo
Rh, banda 3, integrinas e proteina 4.2, componentes do esqueleto da

membrana eritrocitaria (MOURO-CHANTELOUP et al., 2003).

A relacdo dos antigenos do sistema Rh com o desenvolvimento
fisiolégico dos eritrécitos pode ser facilmente observada através do raro
fenétipo Rhy, (@aproximadamente 1 em 6x10° individuos) (SEIDL at al., 1972),
associado a anemia hemolitica crénica de origem ndo imune e a multiplas
anormalidades fenotipicas (SCHMIDT e VOS, 1967; STURGEON, 1970), que
na maioria dos casos, temn origem em familias com histérico de casamentos

consangtineos (AVENT e REID, 2000).

A esferotomatocitose, os aumentos da fragilidade osmdtica e da
permeabilidade a cations observados neste fenétipo causam alteragbes na
expressdo dos antigenos do complexo Rh e uma distribuicgo anormal dos
fosfolipidios na bicamada da membrana eritrocitaria (HUANG et al., 2000;
TIPPETT, 1990; AGREE e CARTRON, 1991; WAGNER et al., 1999; CHERIF-

ZAHAR et al., 1996; DAHR et al., 1987; MILLER et al., 1987).

De acordo com as alteragdes moleculares presentes, o fendtipo Rhgy €
classificado em: tipo regulador, ocasionado por mutagdes em homozigose no

gene autossdmico supressor {RHAG), e tipo amorfo ou silenciado, mais raro,
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caracterizado pela auséncia do gene RHD (CHERIF-ZAHAR et al., 1993

CARRITT et al., 1993) e defeitos moleculares em homozigose no gene RHCE.

(CARTRON, 1999). Diferentes mecanismos moleculares tém sido relacionados
com o fenétipo Rhy,y tipo regulador, entretanto, pouco se conhece a respeito

das mutagdes que envoivem o tipo amofo.

Apenas trés alteracbes moleculares no gene RHCE foram descritas
como responsaveis pelo fenotipo Rh.y tipo amorfo: mutacées no sitio de
splicing do intron 4 (CHERIF-ZAHAR et al., 1998), delecao no exon 1(KATO-
YAMAZAKI et al., 2000) e mutagdes no exon 7 (HUANG et al., 1999; CHERIF-

ZAHAR et al., 1998b).

A determinagcdo do gendtipo RHCE é importante na medicina
transfusional e materno-fetal uma vez que a incorreta fenotipagem dos
antigenos Rh C, ¢, E, e, pode levar a aloimunizacio e a potenciais reagbes

hemoliticas (NOIZAT-PIRENNE et al., 2002).

Diante destas informacdes, a especificidade atribui a genotipagem
RHCE significativa importancia nos procedimentos de transfusao no que diz
respeito & validacéo de dados sorolégicos como a determinacdo do fendtipo

{OKUDA e KAJI, 2002) e identificacio de variantes dos antigenos Rh.

A elucidacao das bases moleculares das variantes do gene RHCE em
diferentes populacbes tem permitido, cormelacionar os gendtipos com os
fendtipos e esclarecer a perda de express&o de alguns antigenos Rh comuns.

Consequentemente, a seguranga transfusional de pacientes politransfundidos
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tem aumentado pela maior facilidade de selecionar adequadamente o0 sangue a
ser transfundido.

Em fungcdo do importante significade clinico do sistema Rh, as
informacbes obtidas através dos estudos moleculares tém sido rapidamente
traduzidas para a aplicagdo diagnéstica (LEGLER et al.,, 1999; RIOS et al.,
1999; REID et al., 2000; ROZMAN et al., 2000; CASTILHO et al., 2001).

Diversas técnicas moleculares tém sido aplicadas e aprimoradas para a
deteccdo e identificacdo dos antigenos dos sistemas de grupos sangiineos,
com a finalidade de complementar os testes sorolégicos e aumentar a

seguranca transfusional.

O fato destas técnicas terem sido desenvolvidas em paises onde a
miscigenag¢do nao ocorreu de forma tdo intensa quanto no Brasil, nos obriga a
comprovar sua eficacia na populacdo brasileira. As regides de infrons (que
muitas vezes compdem os primers) podem nio ter se preservado da mesma
forma que nas populagdes homogéneas onde estes primers foram
desenvolvidos devido aos inGimeros rearranjos génicos ocorridos entre os
genes RHD e RHCE (YAMAMOTO et al., 1990; CARTRON, 1994: OLIVES et
al., 1997).

Até o momento, poucos estudos moleculares das variantes do gene
RHCE na populagdo brasileira foram realizados, o que tem dificultado a
elaboracéo de protocoios de genotipagem seguros para aplicacéo na clinica

transfusiconal e materno-fetal.

A detecgac das variantes RhC/c e RhE/e bem como a elucidacao de

suas bases moleculares em nossa populacdc podera contribuir para o
19
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entendimento da estrutura dos epitopos e da resposta imune destes antigenos,
e eventualmente explicar o complexo modelo sorolégicc e a grande

heterogeneidade dos anticorpos Rh em nossa populacao.

Este estudo podera, ainda, auxiliar diretamente na prevencao da
aloimunizac&o, uma vez que a aplicacao da genotipagem Rh em casos de
dificil resolugéo sorolégica pode diminuir os efeitos de potenciais reacdes

hemoliticas em pacientes politransfundidos.
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2. Objetivos
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Objetivos

Diante da importancia do Sistema Rh na medicina transfusional e materno-
fetal e da auséncia de informacGes referente as freqiiéncias do gene RHCE e suas

variantes na populacéo brasileira, os objetivos deste estudo foram:

* Estabelecer protocolos eficientes de genotipagem RHCE na populaciao

brasileira;
« Calcular as frequiéncias génicas e as taxas de combinages alélicas do
gene RHCE em nossa populacdo e comparar com as freqliéncias observadas em

outras populacgtes;

> Caracterizar molecularmente variantes do gene RHCE responséveis por

alteragcdes na expressao dos antigenos Rh.
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3. Material e Métodos
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Material e Métodos

A. MATERIAL

1. Amostras de sangue

Apds consentimento informado, foram coletadas 358 amostras de
sangue anticoaguladas com EDTA, de doadores voluntarios de sangue de
Campinas e regido atendidos no Hemocentro da UNICAMP, durante o periodo de
maio de 2003 a dezembro de 2004.

Neste periodo, foram também encaminhadas ao nosso laboratério
amostras de sangue de 5 individuos de uma familia Rh,y atendidos no
Hemocentiro de Curitiba e amostras de sangue de 2 individuos de uma familia
portadora do antigeno JAL atendidos na Colsan, Sao Paulo.

Todas as amostras foram previamente fenotipadas para os antigenos

RhC, Rhc, RhE e Rhe.

2. Anti-soros

Os anti-soros empregados na determinagao dos antigenos do complexo
Rh foram:

- anti-RhD (lote DMD18, Gamma Biologicals Inc. ®, Houston, TX )
- antiC {lote CM217, Gamma Biologicals Inc. ®, Houston, TX )

- anti-c (lote cM12, Gamma Biologicals Inc ®, Houston, TX )
24
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- anti-E (lote EM10, Gamma Biologicals Inc. ®, Houston, TX )
- anti-e (lote eM217, Gamma Biologicals Inc. ®, Houston, TX )
- anti-LW (Serum Cell and Rare Fluids, SCARF)

- anti-S (lote Gamma Biologicals Inc. ®, Houston, TX )

- anti-s (lote Gamma Biologicals Inc. ®, Houston, TX )

- anti-U (Serum Cell and Rare Fluids, SCARF)

- anti-RhAG (clones 2D10 e MIMA-77, New York Blood Center, NY,
USA)

H

anti-CD47 (clone B6H12, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA)

3. Cartoes Gel (iD-Micro Typing Cards)
Os cartdes ID-Liss/Coombs (lote 50530.7623) foram utilizados na
realizacao da fenotipagem eritrocitaria e foram obtidos junto a Diamed AG ®,
Morat, Switzerland. Cada cartdo 1D-Liss/Coombs, contém 6 microtubos e, em cada

um deies, uma mistura de gel e soro antiglobulina humana poliespecifica.

4, Tampéao LISS Modificado {Diluente 2)

Tampéao de baixa forga iGnica, utilizado na diluicio dos anti-soros e das

hemacias, para a realizacio da fenotipagem (Diamed AG ®, Morat, Switrerland ).
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5. Suspensac de hemacias a 0,8%

Foram preparadas suspensdes de hemacias a 0,8%, em LISS modificado
(Diluente 2). Apoés lavar 3 vezes as hemacias em solucao fisiolégica, usando
centrifugacéoe a 100 g durante 1 minuto, a cada vez, 2 ul do concentrado de

hemacias obtido foi ressuspenso em 0,5 ml de LiSS modificado.

6. Diluigao dos Anti-soros
As diluigbes dos anti-soros foram realizadas em tampao LISS
modificado (diluente 2) na razdo 2 contra hemacias especificas. A diluicio de
trabalho foi definida na Gltima diluicdo que apresentou reacéo de aglutinacéo de 4

+ do anti-soro com o antigeno correspondente.

7. Easy DNA Kit
O Easy DNA Kit, utilizado na extracdo de DNA de amostras de sangue
periférico, foi obtido da Invitrogen ®, Carlsbad, CA, lotes 206610, 206611, 206612,

206613.

8. GeneStar Kit

O GeneStar Kit utilizado na extragdo do DNA de leucdcitos do sangue

periférico foram obtidos da empresa Biossystems®.
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9. Tag DNA Polimerase
As enzimas Taq DNA polimerase, utilizadas nas reacdes de PCR, foram
obtidas da Invitrogen ®, Carlsbad, CA. O Kit contendo 5 unidades/p! desta enzima,
inciuia 1 ml de tamp&o 10X (200 mM Tris-HCI (pH8.4) e 500 mM de KCl e 1 mi de

MaCl, 50mM.

10. NTP 10mM
As dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) foram obtidas da empresa
Invitrogen ®, Carlsbad, CA. Para as reacdes de amplificacdo foram utilizados
dNTPs na concentracao de 10 mM (diluicio de 20 ul de cada nucleotideo em 120

ul de agua deionizada).

11. Primers
Os primers utilizados neste trabalho (Invitrogen ®, Carlsbad, CA e

Imprint do Brasil LTDA.) estdo descritos nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

12.Enzimas de restricdo

As enzimas Mnl |, Ssp | (MBl Fermentas ® Amherst, NY) foram

utilizadas para digestac dos produtos de PCR de acordo com o produto estudado.

27

Materiais e Métodos



13. Trizol
Este reagente foi utilizado na extracdo do RNA de reticulécitos, segundo

as orientacdes do fabricante (Invitrogen ®, Carlsbad, CA).

14.Big Dye
Este reagente (BD Haif—ferrn, GenPak, Perkin Elmer Biosystems) foi

utilizado no preparo das reagbes para o seqliénciamento automatico de DNA.

15. SNAP Miniprep Kit
Kit SNAP Miniprep (Invitrogen, CA, Califérnia) utilizado para isolamento

e purificaga@o dos plasmideos utilizados no processo de clonagem.

16. Superscript H Kit
Kit utilizado na franscricdo do mRNA e preparo do cDNA, obtido da

Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD.

17. Concert rapid gel extraction system
Este kit foi utilizado na extracao e purificagdo do DNA contido em gel de
agarose para subseqliente reacdo de seqiénciamento de DNA (Invitrogen ®,

Carisbad, CA).
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18. Concert rapid PCR purification system
Kit utilizado na purificacdo da reacio de PCR para subseqiiente reacio

de seqiiénciamento de DNA . Foi obtido da Invitrogen ®, Carlsbad, CA.

19. Sure Clone (Kit de clonagem)
Kit utilizado para clonagem dos fragmentos de DNA de acordo com as

instrucbes do fabricante (Invitrogen ®, Califérnia, CA).

20. Marcadores moleculares
Marcadores de 100 pb e 1 kb (invitrogen ®, Carlsbad, CA e MBI
Fermentas ®, Amherst, NY), utilizados na analise do tamanho dos fragmentos de

DNA.

21. Marcador de peso Moiecular Low Mass
O marcador de peso molecular Low Mass (Invitrogen ®, Carisbad, CA)
foi utilizado na andlise do peso molecular dos fragmentos designados para

seglénciamento.

22. Tampio Tris-Borato {TEB) 10x

Este tamp&o foi preparado, dissolvendo-se 108 g de Tris (Sigma
Chemical CO), 55 g de acido bérico (Sigma Chemical CO) e 40 mi de EDTA 0,5 M
pH 8.0 (Sigma Chemical CO), em 1000 ml de agua deicnizada e destilada
(ddH,0).
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23. Tampao Tris-Borato (TEB) 1x

O tampao TEB 1X foi preparado diluindo-se 100 mi de TEB 10X em 800

mi de agua deionizada e destilada (ddH20).

24. Gel de agarose (1%, 1,5% e 2%)})

A solugdo de agarose foi preparada dissolvendo-se 1,5 g de agarose
(Invitrogen ®, Carisbad, CA) em 100 mi de TEB 1X. Esta solugao era aquecida em
forno e microondas, durante 1 minuto e, apés resfriamento, adicionava-se 50 ug

de brometo de etidic (Invitrogen ®, Carisbad, CA)

25. Gel de poliacrilamida 12%

A soilucao de poliacriulamida foi preparada misturando-se, em um
becker, 23,3 ml de acrilamida 40% (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD ), 8,8 mi de
TEB 10X, 55 mi de ddH.0, 363 ul de persuifato de ambnio 10% (Gibco BRL ®,
Gaithersburg, MD) e, 66 ul de TEMED (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD ). Esta
solugdo era colocada em uma placa de vidro, previamente preparada, até que

ocorresse a sua polimerizagio.
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A. METODOS

O seguinte protocolo foi estabelecido para analise das amostras:

Fenotipagem Rh
(RhC, Rhec, RhE e Rhe)

Genotipagem RH
(RHC, RHc, RHE e RHe)

SEE

Genotipagem RHC/RHc Genotipagem RHE/RHe
Multiplex e RFLP* RFLP

Genotipagem=Fenotipagem
OK
Genotipagem=Fenotipagem
Discrepancia

Segiénciamento exons Extracéo RNA
RHCE cDNA

Subcionagem exons RHCE e
seqUiénciamento

Citometria de Fiuxc

Figura 11. Protocolo utilizado para analise das amostras
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1. Fenotipagem eritrocitaria dos antigenos do complexo Rh

A fenotipagem dos antigenos Rh, LW, CD47, S, s e U foi realizada pelo
teste de hemaglutinacdo em gel, utilizando-se cartées ID-Liss/Coombs. Apés
identificagio dos cartdes, 50 pl das hemacias em teste a 0,8% em Diluente 2,
foram adicionadas aos microtubos contendo gel e soro antiglobulina humana.
Apo6s, 25 i do anti-soro diluide, contendo anticorpos especificos ao antigeno a ser
estudado, eram adicionados ao mesmo tubo. Apés incubacgic a 37°C durante 15
minutos, os cartbes foram centrifugados a 70 g por 10 minutos. A leitura das
reacbes foi realizada em fung&o dos padrées de aglutinacdo do gel teste (Figura

12).

2. Extracdao de DNA

O DNA foi extraidc de leucécitos de sangue periférico utilizando-se o
Easy DNA Kit e o GeneStar Kit, de acordo com os protocolos recomendados pelos
fabricantes.

A concentragdo e a qualidade do DNA foi analisada somente quando
nao foi possivel realizar a amplificacdo do DNA através dos métodos
convencionais. Quando necessario, a qualidade do DNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose (1%) e sua concentragéo determinada pela medida

da densidade ética em espectrofotémetro a 260 nm.
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Leitara Macroscépica
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Negativo Pusitivo Fraco Paositivo Forte

Figura 12. Interpretacio das Reagdes de Agiutinacio em Gel.
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3. Extracdo do RNA
O RNA foi isolado de reticulocitos de sangue periférico utilizando-se o

reagente Trizol, de acordo com o recomendado pelo fabricante (Invitrogen ®,

Carisbad, CA).

4. Reacdo em cadeia da Polimerase {(PCR)
As reacgdes em cadeia da Polimerase (PCR), utilizaram 200 ng de DNA,
50 pmol de cada primer, 2 nmol de cada dNTP, 1,0 U de Tag DNA polimerase e
tampac em um volume final de 30 ul.
Todos os ciclos de amplificagdo foram realizados em um terme-ciclador
Perkin Eimer 9700 (Foster City, CA). Os protocolos de amplificac&o variaram de

acordo com o preduto amplificado (Tabela 5).

5. Analise dos fragméntos de PCR apos digestio com enzimas de
restricao (RFLP)

Os produtos de PCR ampilificados foram digeridos overnight com as
enzimas de restricdo apropriadas (MBI Fermentas ®, Amherst, NY) em um volume
final de 15 pl, utiizando 8 pl do produto de PCR e, 7 ul da mistura de
enzimaftampao. A analise do tamanho dos fragmentos obtidos com a digestéo
enzimatica foi realizada aitravés de eletroforese em gel de agarose a 2% ou gel de

poliacritamida a 12% (de acordo com o tamanho dos fragmentos da digestao).
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6. Genotipagem RH Ee
A genctipagem RH Ee (Figura 13) foi realizada através do método de
PCR-RFLP. Os produtos obtidos {amplicons), foram digeridos com a enzima de
restricdo Mn/ / (RIOS et al, 1999; REID et al, 2000). A analise dos fragmentos foi

realizada por eletroforese em gel de agarose a 2% ou em gel de poliacrilamida a

12%.

Figura 13. Genotipagem RHE/E através de PCR-RFLP

7. Genotipagem RH Cc

A genotipagem RH Cc foi realizada utilizando-se duas técnicas de PCR.
Uma técnica de PCR multiplex descrita por SINGLETON et al, 2000 modificada

(Figura 14), e uma técnica de PCR-RFLP descrita por TANAKA et al, 2001 que
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permite a diferenciagdo dos aielos RH Cc através da digestdo enzimatica do
produto amplificado com a enzima Ssp / (FIGURA 15). As analises dos produtos
de PCR obtidos foram realizadas através de eletroforese em gel de agarose a
1,5% e dos fragmentos gerados por digestdo através de eletroforese em gel de

poliacrilamida 12% ou agarose 2%.

Figura 15. PCR-RFLP (Ssp/) para genotipagem RHC/c
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8. Sequiénciamento direto de DNA genoémico
Os produtos de PCR foram eluidos do gel de agarose a 1% utilizando-se
o Kit de extracdo Concert rapid gel extraction system ou purificados direto do tubo
de PCR com o auxilio do Concert rapid PCR purification system e segiienciados
diretamente em ambas diregbes com o reagente Big Dye, em um seqiienciador

automatico ABl 373XL (Perkin Elmer Biosystems, Foster City, CA, USA).

9. Sintese, amplificagdo e segiiénciamento de cDNAs
Transcricao reversa (RT-PCR) proveniente de RNA de reticuldcitos foi
realizada nas amostras dos individuos que apresentaram fendtipos variantes, de
acorde com o descrito por HUANG et al, 1995, 1996. Os cDNAs foram obtidos
com a utilizacgo do Kit Superscript Il Rev. Transc., de acordo com o recomendado

pelo fabricante (Invitrogen ®, Carisbad, CA).

10. Subclonagem
A técnica de subclonagem foi utilizada para evidenciar mutacdes
homozigotas efou heterozigotas em diferentes alelos (SAMBROOCK et al, 1989).
Os produtos de PCR foram ligados em um vetor puc18 utilizando-se o Kit Sure
Clone (Invitrogen, California, CA), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Apds fransformac&o com bactérias DH5¢, os clones (coldnias brancas) foram
selecionados em um meio contendo X-Gal e penicilina. As coldnias brancas foram

incubadas overnight a 37°C em um meic contendo penicilina (50ug/ml) e o
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piasmideo foi isolado e purificado com o Kit SNAP Miniprep (invitrogen, CA,

California).

11. Citometria de Fluxo
A expressao dos antigenos Rh variantes foi verificada por Citometria de
Fluxe no aparelho FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA), utilizando
anticorpos monocionais IgG anti-D, anti-C, anti-c, anti-E, anti-e e anti-RhAG. Os
anticorpos secundarios utilizados foram IgG anti-humano e IgG anti-camundongo
produzidos em cabra, fragmentos Fab, conjugados com fluoresceina (FITC)
(Interlab; Jackson Immunoresearch, Hamburg, Germany). Amostras controles

positivas e negativas foram utilizadas para todos os parametros analisados.

12. Calculos de freqiiéncias génicas, ocorréncia dos alelos RH e
combinacoes alélicas.

Os célcuios das freqliéncias génicas foram realizados de acordo com o

descriic por BEIGUELMAN (2003). Para o cédlculo de freqiiéngcia génica as

seguintes formulas foram utilizadas:

C=CC+(Cc/2) E=EE + (Ee/2)

N N
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A taxa de combinagdo dos alelos foi calculada pela multipiicacdo das

freqUéncias isoladas dos alelos.
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Tabela 1. Genotipagem RHC/c (SINGLETON et af, 2000)

~ Chlor 5 CAGGGC CACCACCATTIGAAS
Clrev 5'GAA CAT GCC ACT TCA CTC CAG 3
cifor 5TCG GCCAAGATCTGACCG ¥
Cirev 5TGA TGA CCA CCT TCC CAG G 3

Tabela 2. Genotipagem RHC/c (TANAKA et al, 2001)

CEPRO1 S'CTGTGTAACTATGAGGAGTCAAZ

CEPRO3R 5’AGAGGGCATTCTATTCCTTTGA 3

Tabela 3. Genotipagem RHE/e (RIOS et al, 1998; REID et al, 2000)

~5GGC AAC AGA GCA AG

CEX5 SCTGATCTICCTITTGG GGG TG ¥
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Tabela 4. Seqiiénciamento RHCE (STROBEL et al, 2004)

Exon 1S
Exon 1R

Exon 2 CS
Exon 2 CR

Exon 2 ¢S
Exon 2 cR

Exon 38
Exon 3R

Exon 4S8
Exon 4R

Exon 58
Exon 5R

Exon 65
Exon 6R

Exon 78
Exon 7R

Exon 8S
Exon 8R

Exon 98
Exon 9R

Exon 108
Exon 10R

S'CATAGACAGGCCAGCACAG* 3°
5'CCTGCTATCTGCTCCTGTGA 37

5'CTCGTCCTTCTCGCCATCT 3°
5 GGATTCCTTGTGATACACGGAGTA 3°

5'CTCCTCCTTCTCACCATCT 3
S'GGATTCCTTGTGGTACACAGAGTA 3"

S'/ATCCTGGCTCTCCTTCTCA 3"
5’ CAAGTGATCTTCCCTCCTCAA 37

STGAACTTTCTCCAAGGACCAT 37
S'AATTTAGCAACACTACTCAAAGAAG 37

5 TGGAGCAGGAGTGTGATTCT 37
5 GTGACCACCCAGCATTCTT 3

S'/AGAGGTGGTTTCAGGATCAG 37
5’AGCCAAAGCAGAGAGCATTA 3’

5'CCATTGATGTGAGTACACATT 3°
5'GTAGGGGCTGGACATIATT 37

5'AGCCAGGGAGAGGACCCTTIG 3
5'GGGAAGGAGATGGGGCAAATAG 3°

S5'AAGGATTTCTGTTGAGACACT 37
S'AGCAAGTCAACATATATACCCA 3

5'CCCAGGGAGGTGCAGTATAA 3
S'GCGTTTCTCACGTACAAATGC 37

* Os nucleotideos sublinhados representam especificidade para o gene RHCE
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Tabela 5. Protocolos de amplificacio (PCR)

Cc 95° C 94° C 60° C 72°C 72°C
ASP 5:00° 1:00" 1.00° 1:00 7

Cc 95 C 95° C 50,5°C 72°C 72°C
RFLP 5:00° 0:50° 1:507 1:45 10°

Ee 95°C 94° C 62,0°C 72°C 72°C
RFLP 5:00° 0:20° 0:20° 0:207 10°

Exons 94° C 94° C 55°C 72°C 72°C
1a86 RHCE 5:00° 0:30° 0:30° 0:45° 10

Exon 7 RHCE 94° C 94° C 50°C 72°C 72°C
5:00° 0:30° 0:30° 0:45° 107

Exon 8 RHCE 94° C 94° C 60°C 72°C 72°C
5:00 0:30° 0:30° 0:45° 10°

Exon 9 RHCE 94° C 94°C 50°C 72*C 72°C
5:00° 0:30° 0:30° 0:45° 107

Exon 10 RHCE 94° C g4° C 56°C 72°C 72°C
5007 0:307 0:30° 0:45° 107

Reacdo 968° C 96° C 57°C 80° C 80°C
seqliénciamento 1:00° G0 0:.057 0:04" 107
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4. Resultados
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Resultados
A. RESULTADOS DA GENOTIPAGEM RH Cc

Com o objetivo inicial de padronizar as técnicas moleculares de
genctipagem RH Cc, comparamos os resultados obtidos na genctipagem dos
alelos RH Cc com os resultados da fenotipagem RhCc.

A genotipagem RH Cc ¢ dificil de ser padronizada, devido a sua
falta de especificidade, uma vez que os alelos RHC e RHD apresentam alta
homologia e as diferencas entre RHC e RHc se resumem a substituicoes de 3
aminoacidos na regiao promotora (TANAKA et al, 2001}, a insercdo de 109pb no
intron 2 de RHC (TAX et al, 2002), ac polimorfismo C48 no exon 1 {FASS et ai,
1997) e a uma mutacio de ponto no exon 2. Estas seqiiéncias podem variar
ainda de acordo com a etnia da populagdo analisada {(TAX et al, 2002).

Para a validacao da genotipagem dos alelos RH Cc, empregamos
duas técnicas moleculares: uma PCR Multiplex que utiliza a diferenca entre RH
Ce no intron e exon 2 de RHCE {(SINGLETON et al, 2000} e uma PCR-RFLP que
detecta as diferencas existentes na regido promotora e também ¢ polimorfismo

C48 no exon 1 do gene RHCE (TANAKA et al, 2001).
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1. Comparagéo entre os resultados da fenotipagem e

genotipagem RH Cc pela técnica de PCR multiplex

A técnica de PCR multiplex descrita por Singieton et al, 2000
foi realizada em 358 amostras de DNA de doadores voluntarios de sangue
previamente fenotipados para os antigenos RhCc e gue apresentavam
antecedentes étnicos diversos.

Houve concordéancia entre os resultados da fenotipagem e da
genotipagem em 357 amostras e, discordancia em 1 amostra (0,28%). Esta
amostra foi fenotipada como RhCc e genotipada como RH cc. Os resuitados

obtidos encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Resuitados de fenctipagem e genotipagem para os alelos RH Ce pela

tecnica de PCR-multiplex.

RhCC RhCc Rhce
RH CC 47 o 0
RH Cc 0 171 0
RH c¢ 0 1 138
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Quando analisamos esta amostra discrepante, verificamos que
a mesma era portadora do alelo r’s, considerado uma variante RHCE hibrida que

apresenta os excns 1, 2, 8, 9, 10 e parte do exon 3 do gene RHD (Figura 186).

Figura 16. Representacdao esquematica da variante r's

2. Comparagdo entre os resultados da fenotipagem e

genotipagem RH Cc pela técnica de PCR-RFLP

A tecnica de PCR-RFLP descrita por TANAKA et al, 2001, foi
realizada em 138 amostras de DNA de doadores voluntarios de sangue
previamente fenotipados para os antigenos RhCc e que apresentavam
antecedentes étnicos diversos.

Houve concordancia entre os resultados de fenotipagem e de
genotipagem em 102 (74%) amostras e, discordancia em 36 (26%) amostras. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7. Resultados de fenotipagem e genotipagem para os alelos RH Cc pela

técnica de PCR-RFLP

RhCC RhCc Rhee
RH CC 22 6 5
RH Cc 3 70 22
RH cc 0 0 10

Todas as amostras gue apresentaram resultados discrepantes
entre a genctipagem e a fenotipagem tiveram inicialmente o intron 2 e o exon 2
especificos para os alelos RHC e RHc segiienciados, e quando necessério, os
demais exons também foram seqlienciados. Os resultados do seqguénciamento
foram concordantes com os resuitados da fenotipagem, demonstrando que a

técnica de PCR-RFLP nao é adequada a nossa populacéo.

B. RESULTADOS DA GENOTIPAGEM RH Ee

A genotipagem RH Efe foi realizada em 358 amostras de DNA de
doadores voluntarios de sangue através de uma técnica de PCR-RFLP a
padronizada em nosso laboratério (CASTILHO et al, 2002). Houve concordéancia
entre os resuitados de fenotipagem e de genotipagem em 357 amostras e,
discordancia em 1 amostra (0,28%). Fsta amostra foi fenotipada como RhEE e
genotipada como RH Ee. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 8.
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Tabela 8. Resuitados de fenotipagem e gehotipagem para os alelos RH Ee

RhEE RhEe Rhee
RH EE 16 0 0
RH Ee 1 83 0
RH ee 0 0 257

A discrepancia encontrada entre os resultados dos fenétipos e genétipos
RH Ee foi investigada através do seqiiénciamento do gene RHCE. Os resultados
obtidos no seqliénciamento dos 10 exons do gene RHCE demonstraram a
presenca da mutacéo 733G no exon 5 que leva a express#o do antigeno VS+, da
mutacdo 48G>C no exon 1, expressando Cys16 e a mutagio de ponto G667T no
exon 5 (Figura 17), responsavel pela substituicdo Val223Phe, que leva a
expressao da variante ceMO. Estas muiacbes encontradas em heterozigose
foram as responsaveis pelc enfraquecimento do antigeno Rhe nas hemdcias da

amostra discrepante.
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Figura 17. Exon § da amostra RH ce variante ceMO

C. FREQUENCIAS GENICAS DOS ALELOS RH Cc E RH Ee

A partir dos fenétipos e gendtipos obtidos nas 358 amostras de sangue

e DNA de doadores voluntérios de sangue foi possivel calcular a freqliéncia

génica dos alelos RH Cc e RH Ee em nossa populagéo (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9. Freqiiéncia alélica do gene RHCE

¢ 0.3724
¢ 0,6273
E 0,1638
e 0,8360
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Tabela 10. Combinacdes alélicas do gene RHCE

RHCe

0.31
RHcE 0.10
RHce 0,52
RHCE 0.06

D. CARACTERIZAGAO MOLECULAR DO ANTIGENO JAL (RH48)

Com o objetivo de determinar o mecanismo molecular responsavel pelo
raro antigeno JAL (RH48), foram realizados testes soroldgicos e moleculares
incluindo © seqiénciamento dos 10 exons do gene RHCE nas amostras de
sangue e DNA dos 2 individuos que apresentaram o antigeno JAL (mae e filho).
Os resultados da fenotipagem Rh previamente realizada nos demais membros da
familia e a nés encaminhados com as amostras, possibilitaram construir um
heredograma familiar (Figura 18) que permitiu deduzir a fransmissado hereditaria

do alelo JAL+.
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Figura 18. Heredograma familiar dos individuos JAL+

Os individuos 1I-6 (mae) e 1ll-1 (filho) foram também fenotipados come
VS-V+ JAL+. Os resultados da genoctipagem demostraram que o propésito 11-6
era RHD+, RHCE cc ee enguanto o propésito ill-1 era RHD+, RHCE cc Efe).

O seqiiénciamento direto dos 10 exons do gene RHCE em ambas as
amostras identificou as mutacBes C733G (L245V) no exon 5 responsavel pelo
antigeno VS, e a mutagao A1060C (N354A) no exon 7 gue silencia o alelo VS,

ambas em heterozigose (Figura 19).
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Figura 19. Seqgiiénciamento exon 7 - JAL+

O individuo -1 apresentou ainda a substituicic 48G>C em

homozigose no exon 1 (Cys16).

E. CARACTERIZACAO MOLECULAR DO RARO FENOTIPO Rh,u

Durante a realizagao de testes pré-transfusionais, foi detectado o raro
fendtipc Rhayy em dois membros de uma familia da cidade de Curitiba-PR.
Amostras de sangue de todos os individuos da familia foram coletadas e

analisadas para o sistema Rh (Figura 20).
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Figura 20. Heredograma familiar Rhy,;

Os resuitados das fenotipagens realizadas em todos os membros da
familia encontram-se na Tabela 11. Os propésitos il-1 e 1I-3 n&o reagiram com
anti-Rh e anti-LW e reagiram fracamente com anti-RhAG, anti-CD47, anti-s e anti-

U, 0 que demonstra que estes individuos apresentam o raro fenétipe Rhy, do tipo

amorfo.
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Tabela 11. Resultados de hemaglutinacio da Familia Rhyuy

-2 0 0 0 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ NT 3+
-1 0 0 0 0 0 0 2+ 2+ 2+ 2+ Fraco
il-2 0 0 0 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ NT 3+
-3 0 0 0 0 0 0 0 2+ 2+ 2+ fraco
CtiPos 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 4+ 3+

Estes resultados foram confirmados através de citometria de fluxo,
utilizando amostras controle positivas e negativas para os antigenos estudados
(Figura 21).

A genotipagem RH demonstrou a presenga do gene alelo RH ce e
auséncia do gene RHD em todos os individuos.

O seqiénciamento direto dos 10 exons do gene RH ce revelou a
delegd@o de um nucleotideo entre os nuclectideos 960 e 963 do exon 7 {Figura
22}, em homozigose nos propositos e, em heterozigose nos demais membros da

familia.
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Figura 21. Citometria de Fluxo em amostras controles e em amostra Rhay

Através da clonagem e subsegliente seqiénciamenio do exon 7 foi
possivel comprovar a presenca da mutacéo em homozigose nos propésitos il-1 e
il-3 e em heterozigose nos demais individuos.

Esta mutagc&o no exon 7 do gene RH ce é a responsavel pelo raro fenétipo
Rhnu Nesta familia, através da introdugso de um cédon de terminacao prematuro
no aminoacido 357 da proteina RhCE, que leva a uma alteracéc no quadro de
leitura apés o aminoacido Gly321 com conseqiente producdo de uma proteina
truncada, cuja regido C-terminal difere em 36 aminoscidos da proteina Rhce

normal (Figura 23).
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(A) (B) {€)

Figura 22. Porgao relevante do eletroferograma do exon 7 do gene RHce. A:
Cione de alelo normal de individuo heterozigoto para a mutagdo. B:
Alteragdo no eletroferograma de individuo heterozigoto evidenciando a
mutaco (GGGG > GGG). C: Mutagdo presente em ambos os alelos RH ce

nos individuos homozigotos para o fenétipo Rhyy.

Figura 23. Segiiéncia de aminoéacidos da proteina Rhce truncada - Rhpu
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Discussédo

A. Genotipagem RH Cc

Apesar de varios autores (POULTER et al., 1996; SINGLETON et al., |
2000; TANAKA et al., 2001; TAX et al., 2002) terem publicado seaiiéncias de
primers para realizacédo da genotipagem dos alelos RH Ce RH ¢, a alta homologia
existente entre os exons 1 e 2 dos genes RHCE e RHD tem dificultado o desenho
destes primers (CHERIF-ZAHAR et al, 1994; FAAS, et al., 1995) e
consequentemente, a selegdo adequada da técnica a ser utilizada na rotina.

A escolha das técnicas de genctipagem RH Cc utilizadas neste trabalho
baseou-se na busca da relagdo custo-beneficio, ou seja, baixo custo, aita
sensibilidade e facil execucéo. Desta forma, duas técnicas para genotipe;gem RH
Cc se encaixaram no perfil desejado: uma técnica de PCR-Multiplex modificada
{(SINGLETON et al., 2000) e uma técnica de PCR-RFLP (TANAKA et al., 2001).

Para que estas técnicas pudessem ser seguramente aplicadas na clinica,
procuramos ainda estabelecer protocolos eficientes de genotipagem do gene
RHCE na populacao brasileira através de um estudo de comparag¢ao enire os
resuitados da fenotipagem e genotipagem em amostras de sangue e DNA de
doadores voluntarios de sangue.

A analise dos resultados da genotipagem RH Cc obtidos através das

técnicas selecionadas e subseqlente comparacdo com os resuifados das
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fenotipagens RhCc, demonstrou que a técnica de PCR-Multiplex medificada de
SINGLETON et al., 2000 apresenta maior eficiéncia e confiabilidade para a
realizacdo da genotipagem RH Cc em populagbes com alto indice de
miscigenac&o, como a populacgio brasileira.

A Gnica discrepancia encontrada entre os resultados da genotipagem RH
Cc e fenotipagem RhCc quando utilizamos esta técnica, ocorreu devide a
presenca do alelo hibrido r's, o qual apresenta uma freqgiiéncia de 0,4% em
brancos e aproximadamente 40% em negros {TAX et al., 2002). Estudos prévios
demonstraram que individuos com descendéncia Africana e que apresentam este
alelo sdo geralmente genotipados como RH cc e expressam fracamente o
antigeno RhC nas hemacias. Como esta variante hibrida RHD (D-CE-D), possui
os exons 1 e 2 e parte do exon 3 do gene RHD e, os demais exons do gene RHCE
(SINGLETON et al., 2000) uma correlacio apropriada entre fendtipo e gendtipo
RH Cc em populagbes de descendéncia Africana deve incluir a andlise do exon 3
(TAX et al., 2002).

Devido ao fato das técnicas de genotipagem RH Cc utilizadas na rotina
inciuirem apenas primers que amplificam o exon 1, intron e exon 2 do gene RHCE,
discrepancias entre fenotipo e genétipo podem ocorrer. A técnica de PCR-
multiplex por nés utilizada nao foi capaz de detectar o alelo RHC, uma vez que o
exon 1, o intron 2 e exon 2 do alelo mutado s3o de RHD e nao de RHCE, foi
necessario seqliénciar o exon 3 do gene RHCE f)ara detectarmos esta variante,

r's. Assim, para a realizagic segura da genotipagem RH Cc na populacdo
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brasileira recomendamos a utilizac&o da técnica modificada de Singleton et al.,
2000 incluindo a analise do exon 3.

O alto indice de discrepéancias (26,08%) encontrado entre os resultados de
fenotipagem RhCc e genotipagem RH Cc pela técnica de PCR-RFLP (TANAKA
et al., 2001) por nés utilizada, levanta dividas sobre a qualidade da mesma
(regides do gene mal escolhidas ou primers com seqiiéncias duvidosas - instaveis)
e sobre a possibilidade de nossa populacéo apresentar polimorfismos em regides
de introns dos genes RH em relagdo as populagbes homogéneas, tal como a
japonesa, onde esta técnica foi desenvolvida e padronizada. Isto é aceitavel, uma
vez que o Brasil sofreu um intenso processo de miscigenagao racial.

De acordo com os nossos resultados, a técnica de PCR-RFLP descrita por
TANAKA et al., 2001 nao é recomendada para realizagio da genotipagem RH Cc

na populacao brasileira.

B. Genotipagem RH Ee

A técnica de PCR-RFLP (RIOS et al., 1999; REID et al., 2000) selecionada
para a genotipagem dos alelos RH Ee mostrou-se eficiente e apropriada para a
populagao brasileira e, portanto adequada para utilizacgo na rotina.

Esta técnica, apiicada de forma criteriosa pode ser uma poderosa

ferramenta no auxilio a resolugio de problemas nos resultados de fenotipagem em
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amostras que apresentam fraca expressfo dos antigenos RhE e Rhe e que
portanto, s&o de dificil caracterizagéo sorolégica.

O alelo ceMO encontradoc na amostra que apresentou resultados
discrepantes entre a fenotipagem RhEe e a genotipagem RH Ee, é caracteristico
de descendentes de Africanos e, decorrente da mutagdo G667T no exon 5 do
gene RHce, resultando na substituiggo Val223Phe na quarta alca exdracelular que
leva a fraca expressao do antigeno Rhe {(NOIZAT-PIRENNE et al., 2001). Além
disto, esta amostra apresentava a troca Trp16Cys conseqiiente da mutacdo de
ponto 48G>C no exon 1 do gene Rhce associada ao fenétipo VS que também
levam ao enfraquecimento da expressao do antigeno Rhe (WESTHOFF et al.,
2001) nas hemacias. A presenca do alelo ceMO associado a Cys16 e VS
coniribuiu significativamente na reducio da expressdc do antigeno Rhe na
membrana eritrocitaria e por esta raziao este antigeno nao foi detectado na
fenotipagem.

Se considerarmos que os anti-soros anti-e utilizados na rofina de
fenotipagem, nao detectaram o antigeno Rhe, pacientes portadores deste alelo ou
de outras variantes do antigeno Rhe podem ser classificados erroneamente COmo
Rhe-negativo. Este resultado levaria a uma diminuicdo consideravel na
disponibilidade de sangue para estes individuos, uma vez que o fendtipo Rhe-

negativo ocorre na frequéncia de 1/50 em nossa populacdo.

Além disto, a presenca do alelc ceMO em homozigoze tem sido
freqlientemente associada a perda da expressdo do antigeno de alta fregiiéncia
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hr° e ao desenvolvimento de anticorpos publicos clinicamente significantes. Assim,
a caracterizagdc molecular das variantes Rhe deve ser recomendada em
pacientes dependentes de transfuséo, pois permite a selegdo correta do sangue a
ser transfundido. Auxilia ainda, na prevengao da aloimunizagao, podendo diminuir

o0s efeitos de potenciais reacdes hemoliticas.

C. Fregiiéncia génica, combinagdes alélicas e ocorréncia dos alelos RH Ce e
RH Ee

As freqliéncias fenotipicas e genotipicas do sisterna Rh podem diferir entre
populagdes como uma conseqiiéncia da miscigenacdo entre os individuos de
diferentes grupos raciais {BEIGUELMAN, 2003).

O intenso processo de miscigenacao que ocorreu no Brasil desde o periodo
de sua colonizagao, atribuiu a populacéo brasileira um antecedente étnico unico,
devido ac grande fluxc génico de individuos Africanos, Europeus e Asiaticos entre
a nossa populacéo. Isto pode ser facilmente visualizado na regiao sudeste do
Brasil, que possui um alto indice de densidade populacional e tem continuamente
recebido imigrantes de outras partes do pais e do mundo. Assim, doadores desta
regiao constituem amostra representativa de uma populacao miscigenada.

A genotipagem RH Cc e RH Fe por nés realizada em doadores de sangue

permitiu determinar as freqiiéncias génicas, equivalente a ocorréncia destes alelos

62

Discussdo



em nossa populacgéo, e as taxas de combinagbes possiveis entre eles, bem como
estabelecer as relagées destes valores com os de outras populagctes.

A ocorréncia do alelo RHC (Tabela 12) em nossa populagdo (37%)
mostrou-se similar a encontrada em individuos de origem Africana (27%), mas
diferiu da fregiiéncia alélica observada nos individuos de origem Asiatica (93%) e
Caucasiana (68%). Para o alelc RHc nao foi verificado co-relagdo entre os valores
observados nas diferentes populacdes descritas. Em nosso estudo, verificamos
também que a ocorréncia do alelo RHE (16%) foi similar a fregiéncia observada
em Africanos (22%) enquanto que a freqliéncia do alelo RHe foi inferior a
observada nas demais populagbes. As diferengas encontradas podem ser

explicadas pelo processo de miscigenagéo ocorrido na nossa regido.

Tabela 12. Ocorréncia dos alelos RH isolados em diferentes populagdes

e —————

Asidticos® Caucasianos* Africancs® Brasileiros

c 93 68 27 37
c 47 80 96 82
E 39 29 22 18
& 96 98 98 83

* Reid e Lomas-Francis, 2002
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Os valores das taxas de combinagdes alélicas Rh em nossa populacéo, ao
contrario da porcentagem de ocorréncia individual desses alelos, demonstram
flutuagbes de similaridade com a populagéo Africana e Caucasiana e diferem
substancialmente das taxas de combinagdes RHCE observadas na populagio
Asiatica (Tabela 13). Estes resuitados confirmam os efeitos da miscigenacéo entre

os doadores de sangue Africanos e Caucasianos.

Tabela 13. Prevaléncia dos alelos RHCE em diferentes populacdes

Alelos Caucsasianos* Africanos® Asiaticos® Brasileiros

RHCe 44 19 72 31
RHcE 15 11 21 10
RHce 41 70 6 52
RHCE 0 0 1 1

* fonte: www.bicc.aecom.yu.edu/bgmut/hr_common.htm

D. Caracterizacao molecular do antigeno JAL (RH48)

O antigeno de baixa incidéncia, JAL, foi observado pela primeira vez em
1990 por LOMAS et ai. ¢ POOLE et al., quando entdo, foi caracterizado por
apresentar acentuada reducgdo na expressdo dos antigenos RhC ou RHc e Rhe, e

expresséo normal do antigeno RhD.
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Em individuos de origem Africana, o antigeno JAL esta relacionado a fraca
expresséo dos antigenos Rhe e Rhe enquanto que em individuos Caucasianos o
antigeno JAL é caracterizado pela fraca expressio dos antigenos RhC e Rhe
{LOMAS et al., 1990).

Desde a descoberta do fenétipo RH48, tornou-se claro que o anticorpo
produzido contra o antigeno JAL podia causar severas reacdes hemoliticas, no
entanto, as alteragbes moleculares responsaveis pela expressdo deste antigeno
ainda continuavam desconhecidas. Até o presente momento, este trabalho foi o
unico que estudou as bases moleculares do fenétipo JAL.

Atraveés de amostras de sangue de dois individuos de uma mesma
familia (m&@e e filho), que apresentavam o fendtipo RH48 acompanhado de
reduzida express@o do antigeno Rhe, foi possivel caracterizar as alteracbes
moleculares responsaveis pela presenca do antigeno JAL nesta familia brasileira
de origem Africana.

O sequénciamento direto dos 10 exons do gene RHCE em ambas as
amosiras identificou as mutacdes C733G (L245V) no exon 5 responsavel peio
antigeno VS, e a mutagdo A1060C (N354A) no excn 7 que silencia o alelo VS,
ambas em heterozigose. Nas amostras do propdsito iI-6 (mae) foi também
identificada a mutagao 48C em homozigoze que leva a substituicdo Trp16Cys.

Embora estas amostras tenham sido fenotipadas como VS+, esies

resultados explicam a razdo pela qual o antigeno VS nao foi detectado na
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fenotipagem, uma vez que a presenga da mutagdo A1060C (N354A) no exon 7
silencia a expressao do antigeno VS.

Além disto, pudemos constatar que a fraca expressao do antigeno Rhe em
individuos portadores do antigeno JAL nac € decorrente da presenca de Cys16
pelo fato de um dos individuos estudados (lll-1) n&o apresentar esta alteracao.

E possivel que a associagao das duas mutagdes (733G no exon 5 que leva
a expressao do antigeno VS e a mutagdo A1060C no exon 7), em um {nico alelo,
desencadeie modificagbes estruturais na proteina Rh, alterando assim a
exposigéo do antigeno Rhe na membrana eritrocitaria e conseqiiente reducéo da
expressao deste antigeno.

A presenga do antigeno JAL & um dos exemplos nos quais a genotipagem
pode auxiliar na selecdo adequada de sangue para as transfusoes, pois o fato de
um doador possuir apenas um alelo responsavel pela expresséao do antigeno JAL

ja o torna potencialmente capaz de induzir a aloimunizacao.

E. Caracterizacdo molecular do rarc fendtipo Rh,y

Diversas alteragbes moleculares j& foram descritas como sendo
responsaveis pelo fendtipo Rhny regulador {Cartren, 1899), no entanto, pouco se
sabe sobre as bases moleculares responsaveis pelo fenétipo Rhny do tipo amorfo.

Este estudo determinou o quarto mecanismo molecular responsavel pelo

fendtipo Rhay tipo amorfo (Tabela 14) e, foi o primeiro estudo a caracterizar
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molecularmente este fendtipo em uma familia brasileira. A delecdo de um
nucieotideo (G) entre os nucleotideos 960 a 963 do exon 7 do gene Rhce em
duas irmas desta familia foi a responsavel pela presenca deste raro fenotipo.
Esta Gnica mutacao, posicionada em cis e em frans, causou a perda do
fendtipo Rh funcional nos individuos homozigotos para a mutacao (li-1 e 1I-3), pois
a proteina sintetizada possui uma regisic C-terminal que difere em 36 aminoacidos

da proteina Rhce normal, tornando-a instavel.

Tabela 14. Bases Moleculares do fenétipo Rhyy tipo amorfo

"JITQHCe .:—..”TCA>C; Pro323; mudanga no quadro de Alemanha Huang et al.,

leitura = Stop coden G398 (DR} 1999

RHee - intron 4, 5 mutagZo no sitic de splice gt>tt Espanha  Chérif-Zahar et
(DAA) al., 1999

RHce - del TCTTC no exon 1-> Stop codon Leu31 Japonés  Kato-Yamazaki

et al, 2000
RHce - del G (nt entre 960-963) exon 7: mudanca Brasil {(lI-1, Presente
ne quadro de leitura -> stop codon Gly321 i-3) Trabalho

Acreditamos que a instabilidade gerada na proteina Rh mutada afete sua
interag&o com outras proteinas de membrana, o que faz com que seja a
responsavel pela perda ou diminuicdo da expressdo de diversos antigenos
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eritrocitarios situados préximos aos antigenos Rh, tal como as proteinas LW, Fy5,
CD47, s e U. Em nosso estudo, esta aiteragio foi comprovada através das
analises soroldgicas e de citometria de fluxo, que demonstraram auséncia de
reatividade destes antigenos com anticorpos especificos nas amostras de sangue
dos individuos homozigotos para a mutacéo (il-1 e II-3) estudadas.

Estes dados nos permitem estabelecer relagdes de causa e efeito nos
portadores do fendtipo Rhnu), pois diante dos estudos moleculares e de expressio
dos antigenos, se forna evidente os motivos que desencadeiam ¢ aumento da
fragilidade osmética, maior permeabilidade a alguns ions, esferotomatocitose e a
anemia hemolitica compensada nesses pacientes, uma vez que a integridade da
membrana eritrocitaria é afetada pela presenca de uma proteina Rh
desesiruturada.

Este € o segundo caso em que 6 fendtipo Rhnyy do tipo amerfo ocorreu por
mutacdes que atingem uma pequena regidc do exon 7 do gene RHce entre os
nucleotideos 965-968 (HUANG et al., 1998), responsaveis pela sintese de
aminoacidos localizados na quinta alga intracelular na proteina (aminoacidos 322
e 323). Estes resultados levantam a hipotese de que esta possa ser uma regiao de
alta instabilidade no gene RHce, altamente susceptivel ao desenvolvimento de
substituigbes que desencadeiam alteracdes no quadro de leitura dos amino4cidos

e consequentes codons de terminacdc prematuros na proteina Rh.
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Conclusbes

Considerando os objetivos do presente trabalho e as condigbes em
que foram realizadas as analises moleculares do gene RHCE e suas variantes na

populagdo brasileira, podemos concluir que:

1. A técnica de PCR-Multiplex descrita por Singleton et al, 2000 para
deteccao do polimorfismo RH Cc é mais eficaz do que a técnica de PCR-RFLP
proposta por Tanaka et al, 2001 em populagbes com alta diversidade étnica como

a populagao Brasileira;
2. A eficiéncia da genotipagem RH Cc aumenta quando além do exon 2
s3o pesquisados os exons 1, infron 2 e exon 3 do gene RHCE em populactes

miscigenadas;

3. A técnica de PCR-RFLP para determinagio do polimorfismo RH Fe

analisada neste trabalho € eficiente para a realizacao da genotipagem RH FEe;

4. As freqiéncias alélicas isoladas e combinadas do gene RHCE da

populacdo Brasileira quando comparadas &s freqiéncias observadas em
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populagbes com etnias homogéneas nos permitem observar o processe de
miscigenagio que ocorreu em nossa regiso;

5. Neste estudo foi possivel definir 0 mecanismo molecular responsavel
pelo fenétipo JAL em descendentes de Africanos e observar que o fendtipo JAL+
somente podera ser detectado através das técnicas de fenotipagem se as
alteragbes moleculares responséaveis por este fenétipo estiverem em estado de

homozigose RHee ou heterozigose RHEe;

6. Neste trabalho descrevemos uma nova mutacdo responsavel pelo
fendtipo Rhnu tipo amorfo, observado em uma familia brasileira. Este é o
segundo caso em que o fendtipo Rhyy do tipo amorfo ocorreu por mutactes que
atingem uma pequena regido do exon 7 do gene RHce entre os nuclectideos
965-968, responsaveis pela sintese de aminoacidos localizados na quinta alca
intracelular na proteina (aminoacidos 322 e 323). Estes resultados levantam a
hipblese de que esta possa ser uma regido de alta instabilidade no gene RHce,
altamente susceptivel ao desenvolvimento de substituicbes gue desencadeiam
alteracbes no quadro de leitura dos aminoacidos e consequentes codons de

terminacéc prematuros na proteina Rh;

7. A genoctipagem deve ser recomendada para identificacdo de variantes
do gene RHCE que se expressam fracamente uma vez que estes antigenos néo

sao detectados pela fenotipagem. A caracterizagéo molecular de variantes Rh em
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pacientes politransfundidos permite uma selegdo mais adeguada do sangue a ser
transfundido. Auxilia ainda, na prevencaoc da aloimunizacgio, podendo diminuir os

efeitos de potenciais reagSes hemoliticas.
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7. Summary




Rh is a highly complex red cell blood group system, consisting of 48

antigens. The RH locus is composed of two highly homologous genes, the RHD
gene, which encodes for the D protein and the RHCE gene, which encodes the
protein carrying the C/c and E/e antigens. Four main RHCE alieles have been
characterized: ce, Ce, CE and cE. Six nucleotide (nt) substitutions within exons 1
and 2 have been reported to determine C/c polymorphism, however only a T/C nt
substitution (determining the Ser/Pro polymorphism at position 103) strictly
correlates to the C/c polymorphism. The E/e polymorphism is caused by a single nt
substitution (C/G), resulting in a Pro/Ala amino acid exchange at position 226.

A plethora of RHCE variants have been identified at molecular level,
although the requirements for expression of the RhCE antigens are not fully
understood. There are few studies of the RHCE gene and these variants in the
Brazilian population and little is known about them in such population.

Based on this knowledge, the purpose of this study was to investigate
the presence of the RHCE alleles and their frequencies, to establish protocols for
RHCE genotyping andT to identify at molecular level RHCE varianis responsible
for weak expression of the RhCE antigens in the Brazilian population.

Biood and DNA samples from 358 blood donors were tested for RH Cc
by two different techniques (one multiplex PCR and one PCR-RFLP) and for RH
Ee for a PCR-RFLP technique. The RhCE variants were identified and confirmed
by sequencing of the 10 exons of the RHCE gene.

The multiplex PCR used for RHCc genotyping was better than the PCR-
RFLP. Only one disciepancy between phenotype and genotype was found
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associated with the r's phenotype when the multiplex was used while 36 discrepant
results were obtained by using the PCR-RFLP.

Phenotype and genotype results agreed in 99.7% of the cases for RhEe,
indicating that the molecular genotyping protocol used can be effectively applied to
populations with a highly diverse genetic background. Only one discrepancy was
found associated with the ceMO allele responsible for a very weak expression of
the Rhe antigen.

The allelic frequency of the RHC found in the Brazilian population was
similar to the frequency found in the African population. For the other alleles they

were between the frequencies found in Caucasian and Africans.

We also investigated variants of the RHCE in a family with the JAL
antigen and in another family with the Rh,, amorph phenotype.

Molecular analyses of the RHCE gene from the JAL individuals showed
a point mutation in exon 5: 733 C>G (L245V) and in exon 7: 1060A>C (N354A).
These changes in the amino acids sequences probably give rise to abnormal
expression of ¢ and e antigens and to the low incidence antigen JAL as a resuit of
conformational changes in the RhCE protein

Molecular analyses of the RHCE gene from the Rhnull amorph type
family studied showed a deletion of the nucieotide 963 in exon 7 of the RHce gene
[GGG(Glu 321—»GG)] in addition to a deletion of the RHD gene. This new deletion
in exon 7 introduced a frameshift after Giu321 and a premature stop codon,
resulting in a shorter predicted protein with 359 aminoacids, inciuding a new C-
terminal sequence that is likely to alter the protein conformation and impair the Rh
complex assembly.
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RHCE em amostras de sangue e DNA de 358 doadores voluntarios de sangue;

NN EedsaraRl8vowoobmwna

0169118-002
0384499-002
0327313-006
0364510-003
0324922-005
0342463-005
0362458-003
0368288-003
0351056-007
0103151-042
0324873-006
0159763-007
0131218-014
0386891-002
0360574-004
0349195-004
0104779-005
0350954-003
0358571-005
0337935-004
0330970-003
0087273-028
0354455-007
0340036-007
0238160-010
0381274-002
0347883-006
0346201-004
0386402-002
0360868-003
0387701-002
0329295-008
0385618-002
0280809-005
0264936-010
0386196-002
0280627-012
(382653002
0387038-002

RMG

AFRT
MDM
AVC

sV
MLC
LNC
RSC
WM
AFO
WM
ARF
EAS

JEBF
GPC
ROG

RCS
CAS

0103145-0660
0103146-006
0103146-010
0103147-045
0103147-116
0103148-082
0103148-077
0103149-013
0103149-036
0103151-036
0103151-042
0103151-038
0103152-044
0103153-035
0103154-015
0103154-034
0103154051
0103156-031
0103157-027
0103158-039
0103159-006
0103160-004
0103160-050
0103161-045
0103161-095
0103162-020
0103162-024
0103163-089
0103163-079
0103164-016
0103164-091
0103165-018
103165-053
0103165-089
0103166-024
0103166030
0103168-021
0103188-0865
0103169-008
0103169-009

Resultados de Fenotipagem para os antigenos, RhE, Rhe, RhCeRhc e Genotipagem

e

R1r
R1R1
m
Rir
r
Ri1r
Ri1R1
Rir
Rir
R1R2
R2r

Rir
R1R1
R1R2

R1r
R2R2

Rir
R1R2

Rir
Rir

Rir
RiR1
m
Rir
Rar
Rir
Rir
Rir
R1ir
Rir
RoOr
ROr

" RHCCEe

RHccEe
RHccEe
RHccke
RHCcee
RHCCes
RHccee
RHCcee
RHccEe
RHCcee
RHCCee
RHccee
RHCcee
RHCcEe
RHecEe
RHecEe
RHCcee
RHCCee
RHCcEe
RHCcee
RHecEE
RHceee
RHCcee
RHCcEe
RHceee
RHCcee
RHCeee
RHceee
RHCcee
RHCCee
RHcecee
RHCcee
RHccEe
RHCcee
RHCcee
RHCcEe
RHCcee
RHCcee
RHeeee
RHcecee
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RHCE em amostras de sangue e DNA de 358 doadores voluntarios de sangue (cont.):

Resultados de Fenotipagem para os antigenos, Rh F, Rhe, RhCeRhc¢, e Genotipagem

41 02912 0103169-015 = RHCcee
42 0165976-007 JMMS 0103170-038 rr RHccee
43 0386837-002 RCRT 0103170-044 R2r RHccEe
44 0316941-009 CKC 0103171-008 R1R1 RHCCee
45 0261464-003 MAG 0103171-071 R1R1 RHCCee
46 0243373-003 ES 0103172-046 R2R2 RHCcEE
47 0325544-004  JPSGS 0103173-043 R1r RHCcee
48 0205753-003 EFJIN 0103147-031 R1r RHCcee
49 0234612-003 LGMB 0103174-044 R1R1 RHCCee
50 0238335-014 ESMA 0103174-051 ROr RHccee
51 0050481-009 EL 0103175-006 v RHccee
52 0373110-002 AFS 0103175-046 ROr RHccee
53 0125449-016 PCD 0103176-046 r RHccee
54 0354200-0086 MRRF 0103176-053 R1R2 RHCcEe
85 0270364-009 LGMS 0103177-049 ROr RHccee
56 0373608-002 FAVS 103177-062 R1r RHCcee
57 0388538-002 RRR 0103178-007 Rir RHCcee
58 0388720-002 ACALJ 0103178-021 R2r RHccEe
59 0316534-005 VMS 0103179-049 R2r RHccEe
80 0330150-005 VS 0103178-053 I RHccee
&1 0388375-002 CRS 0103180-007 rr RHccee
62 0388298-002 JPO 0103180-008 Rir RHCcee
83 0188778-005 WSB 003181-003 R1R2 RHCcEe
64 0336416-005 JFPS 0103181-007 r RHccee
65 0375557-004 DGFM 103182-008 R1R2 RHCcEe
66 0143788-003 RD 0103182-022 T RHccee
67 0084752-003 CRO 0103183-018 R1r RHCoee
68 0297021-005 RAVS 0103183-065 R1R1 RHCCee
89 0388224-002 FLS 0103184-035 ROr RHccee
70 0231846-004 VCMN 0103184-044 R1R1 RHCCee
71 0165558-014 JMP 0103185-008 R1R1 RHCCee
72 0356472-005 WRSJ 0103185-063 Rir RHCcee
73 0115453-005 MCA 0103186-052 R1R2 RHCcEe
74 0378953-003 LAG 0103186-079 Rir RHCcee
75 0385710-002 AP 0103187-008 Ra2r RHccEe
76 0380084-002 LCOS 0103187-027 Rir RHCcee
77 0271849-004 JSC 0103189-002 ROr RHccee
78 0295051-005 DM 0103189-009 R2r RHccEe
79 0369200-002 WS 0103190-027 ™ RHccee
80 0342535-002 KRJ 0103190-32 i RHccee
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RHCE em amostras de sangue e DNA de 358 doadores voluntarios de sangue (cont.);

Pload

0386936-002

0103191-073

RIr

RHCcee

Resultados de Fenotipagem para os antigenos, Rh E, Rhe, RhCeRhc, e Genotipagem

81 Js

82 0135235-004 PSA 0103192-015 ROr RHcecee

83 0384071-003 OMC 0103192-019 R1R2 RHCcEe
84 0340358-004 CRN 0103192-054 ROr RHccee

85 0332571-002 RAA 0103182-058 Rir RHCcee

86 0378793-002 ERA 0103193-021 R1r RHCcee
87 0140832-003 LAP 0103193-035 Rfr RHCcee
88 0096713-003 ELB 0103191-031 m RHccee

89 0193337-005 DJF 0103194-014 R1r RHCcee
90 0327921-007 CPFF 0103194-015 Rir RHCcee
91 0327148-010 Lz 0103195-077 Rir RHCcee
92 0198837-003 DMS 0103196-004 R1r RHCcee
g3 0242615-005 SRN 0103196-012 R1R1 RHCCee
94 0308730-004 ASS 0103197-017 Rir RHCcee
95 0280144-011 FC 0103198-008 Ror RHccee

96 0375060-003 FRSS 0103198-017 ROr RHecee

97 0285456-007 RCLR 0103199-014 Rir RHCcee
98 0285408-007 MAS 0103199-084 R1R1 RHCCee
99 0297748-002 CAL 0103200-050 Rir RHCcee
100 0375492-002 ™S 0103200-075 Rir RHCcee
101 0018481-016 ACF 0103201-059 RoOr RHccee

102 0364840-003 CM 0103202-001 Rir RHCcee
103 0131606-004 NFQ 0103202-002 R1R1 RHCCee
104 0386644-003 CHFS 0103203-007 Rir RHCcee
105 0396951-001 JPB 0103203-014 19 RHccee

106 0302172-002 CJR 0103204-005 R2Rz RHCcEE
107 0315435-002 LF 0103204-049 Rir RHCcee
108 0302316-007 DzG 0103205-009 R2r RHccEe

109 0189229-003 MTF 0103205-029 Rir RHCcee
110 0321087-010 ALR 0103206-059 Rir RHCcee
111 0330790-004 AAC 0103206-081 R1R1 RHCCee
112 0285608-009 FP 0103207-032 Rir RHCeee
113 0323447-003 bF 0103207-033 Ror RHccee

114 0389255-002 JCD 0103208-002 R2r RHceEe
115 0387169-002 ICM 0103208-010 Rir RHCcee
116 0084341-008 SRS 0103209-004 Rir RHCceo
117 0355450-003 TH 0103209-023 Rir RHCcee
118 0647960-005 AdM 0103210-001 R1R2 RHCcEe
119 0392461-003 CBYT 0103210-016 R1R1 RHCCee
120 0229125-008 1GY 0103211-049 Rir RHCcee
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RHCE em amostras de sangue € DNA de 358 doadores voluntarios de sangue (cont.):

121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
181
162
183
154
155
156
157
158
158
160

(384631-003
0376229-003
0315743-007
0046363-021
0225590-018
0060701-003
0274046-004
0133938-008
0351399-003
0383053-002
0168034-008
0239052-004
0345875-002
0264161-005
0374943-002
(334582-008
0331572-010
0305407-007
0368062-005
0291996-008
0339318-008
0309799-004
0392450-003
0227752-008
0230519-003
0267736-003
0370177-022
0175503-004
0313713-004
0394329-003
0393497-002
0363008-004
0231705-002
0354241-008
0369055-004
0389217-002
0350131-003
0342924-007
0303100-002
0243499-004

BFSR

TCS
FSF
AF
HF
MZ
AM

Resuitados de Fenotipagem para os antigenos, Rh E, Rh e, Rh C e Rh ¢, e Genotipagem

ry

01003211-065

0103212-001
0103212-007
0102113-021
0102113-026
0103214-042
0103214-088
0103212-029
0103215-071
0103215-072
0103216-010
0103216-011
0103217-004
0103217063
0103218-038
0103218-049
0103219-030
0103219-030
0103220-018
0103220-061
0103221-004
0103121-030
0103222-041
0103222-042
0103223-022
0103223-023
0103224-043
0103224-049
0103225-010
0103225-014
0163226-006
0103226-053
0103227030
0103227-037
0103228-032
0103228-043
0163229-017
0103229-046
0103230-001
0103230-033

R1R1 RHCCee
ROr RHceee
ROr RHecee
Rir RHCcee
R1ir RHCcee
ROr RHceee

R2R2 RHccEE
R1r RHCcee

R1R1 RHCCee

R1R1 RHCCese

R1Rz RHCCEe
R2r RHccEe

R1R2 RHCcEe

R1R1 RHCCee

R1R2 RHCcEe
Rir RHCcee
R2r RheecEe
ROr RHccee

R1R1 RHCCee
Rir RHCcee
Ror RHcecee
ROr RHceee

RiR2 RHCcEe

I RHccee
R2r RHccEe
RCr Rticcee
Rir RHCcee
ROr RHccee

R1R2 RHCcEe

R2ZRz RHCcEE
Ror RHcocEe
Rir RHCcee

R1R2 RHCcEe
R2r RHccEe
R2r RHccEe
Rir RHCcee
Rir RHCcee
R2r RHcecEe
ROr RHccee
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Resultados de Fenotipagem para os antigenos, Rh E, Rh e, Rh C e Rh ¢, e Genotipagem

RHCE em amostras de sangue e DNA de 358 doadores voluntérios de sangue {cont.):

161 0334866-002 RF 103231-025 RHCcEe
162 0386941-002 POV 0103231-060 R1r RHCcee
163 0374381-005 IS5Z 0103232-027 R1R1 RHCCee
164 0377791-004 ABR 0103233-006 R1R1 RHCCee
165 0376429-003 AHMA 0103233-016 ROr RHccee
166 0378631-003 MJB 0103234-015 Rir RHCcee
167 0319590-003 AMRO 0103234-072 R2r RHccEe
168 0384406-003 MTO 0103234-077 Rir RHCcee
168 0053851-017 MLF 0103235-002 R1R2 RHCcEe
170 0116885-004 CP 0103235-026 R1R1 RHCCee
171 (175510-009 DFMO 0103235-029 fr RHccee
172 0327231-003 RCS 0103236-020 R1ir RHCcee
173 0036500-017 DLN 0103237-047 Rir RHCcee
174 0380034-003 APOR 0103238-012 RIR2 RHCcEe
175 0312581009 MCB 0103238-036 T RHcecee
176 0332673-005 LAL 0103239-002 R1r RHCcee
177 0184319-003 RM 0103239-024 Rir RHCcee
178 0382946-003 RCF 0103240-002 R1R2 RHCcEe
179 0391204-002 LSS 0103240-063 Riwr RHCwcee
180 0394697-002 CS 0103241-025 Rir RHCcee
181 0382117-002 CEFV 0103241-045 T RHgcee
182 0385173-002 AFS 0103242-022 RiR1 RHCCee
183 (328530-005 RNS 0103242-027 R2r RHccEe
184 0266588-004 ALAJ 0103243-049 Rir RHCcee
185 0309296-008 KDP 0103243-056 Rer RHeeEe
186 0038897-013 ERP 0103244-013 Rir RHCcee
187 0141071-002 JMM 0103244-045 R2r RHccEe
188 0375570-004 VMC 0103245-004 R1ir RHCcee
189 0293258-006 TRS 0103245-087 R2r RHecke
190 0239190-005 MCF 0103246-025 R2Rz RHCcEE
191 0202875-008 Si 01032458-050 R1wR2 RHCcEe
192 0199735-003 JCs 0103248-004 R2r RHccEe
193 03840951-002 CRS 0103248-008 e RHCcEe
194 0322291-005 CAT 0103249-008 Rir RHCcee
185 0323276-005 CG 0103249-019 T RHceee
196 0303372-003 ACPC 82201-9 Rir RHCcee
197 0382474-002 GAS 0103250-034 RiR2 RHCcFEe
198 0377290002 MSR 0103250-050 R1R1 RHCCee
169 0315257-005 NAR 103251-004 R1R1 RHCCee
200 02631134-003 IHM 0103251-031 R2R2 RHecEE
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RHCE em amostras de sangue e DNA de 358 doadores voluntarios de sangue (cont.):

Resultados de Fenotipagem para os antigenos, Rh E, Rh e, Rh C e Rh ¢, e Genotipagemn

201 0344612-007 JEAC 0103251-077

202 0386481-002 KFB 0103252-005 Ror RHecee

203 8394695-002 ESN 0103252-025 R1r RHCcee

204 0394576-002 TLD 0103252-631 RiR2 RHCcEe
205 0379483-003 AR 0103252-048 R1r RHCcee

208 0275244-005 RS 0103253-037 rr RHccee

207 0278748-004 LJBO 0103253-088 R1r RHCcee
208 0374895-003 AFFG 0103254-002 Rir RHCcee
209 0370481-002 AAB 0103254-004 R1r RHCcee

210 0370114-002 R3B 0103255-022 Riwr RHCwcee
211 0355697-002 LHQ 0103255-055 R1R2 RHCcEe
212 0184518-003 ANS 0103256-078 R2R2 RHccEE
213 0373722-003 AHC 0103256-089 R1r RHCcee
214 0386855-002 CNS 0103257-033 r RHceee

215 0386331-003 CALN 0103257-039 Ror RHecee

216 0378874-003 AS 0103258-067 R1R2 RHCcEe
217 0307519-001 MAMS 0103258-020 ROr RHccee

218 0301042-002 WVs 0103259-014 R1R1 RHCCee
219 0224970-009 RSS 0103259-068 ROr RHecee

220 0353581-006 RAFL 0103260-004 m RHccee

221 (0386367-004 MAS 0103280-006 R1R1 RHCCee
222 0103854-003 AWM 0103261-036 R1R1 RHCCee
223 0377694-006 AHT 0103261-039 m RHcecee

224 0115663-005 IMO 0103262-008 R1R1 RHCCee
225 0104681-002 ST 0103262-013 RoOr RHceee

226 0312168-008 LHNO 0103263-025 R1r RHCcee
227 0300592-002 LJO 6103263-042 R2R2 RHecEE
228 0382242-002 TFG 0103263-018 Rzr RHecEe

229 0069957-012 AJFT 0103264-018 R1R1 RHCCee
230 0267148-011 GO 0103265-017 Ror RHccee

231 0347749-002 ORL 0103265-036 - Ri1r RHCcee
232 0396500-002 FCL 0103266-034 R1R1 RHCCee
233 0373309-006 GJds 0103267-051 Rar RHccke

234 0392156-002 NP 0103267-072 m RHceee

235 0388195-002 AAL (103269-024 R1R2 RHCcEe
236 0215211-009 ABS 0103270-016 RIR2 RHCcEe
237 0376632-003 NAS 0103270-043 R1R1 RHCCee
238 0352473-003 MDC 0103270-087 Rir RHCcee
239 0386658-002 WPMC 0103271-01¢ R1R1 RHCCee
240 0228065-016 CTM 0103272-033 Rir RHCcee
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Resultados de Fenotipagem para os antigenos, RhE, Rhe, RhCeRhc e Genotipagem

RHCE em amostras de sangue e DNA de 358 doadores voluntérios de sangue {cont.):

241 0253626-016 AMMB 0103272033 RIR2 ~RHCcEe

242 0276585-006 RMP 0103272-068 R1R1 RHCCee
243 0388187-003 SM 0103273-002 R1r RHCcee
244 0387268-003 BM 0103273-067 R2R2 RHccEE
245 0296261-006 PDC 0103274-001 rr RHccee
246 0356627-004 DCCMO 0103274-003 R1r RHCcee
247 0361307-004 ACMM 0103275-001 R1R2 RHCcEe
248 0365521-003 ACSS 0103275-016 Rir RHCcee
249 0204719-003 MRDO 0103276-006 R1r RHCcee
250 0378880-004 RRS 0103276-008 ROr RHCcee
251 0390078-003 APM 0103277-034 R1r RHCcee
252 0383602-003 CAMV 0103277-042 Rir RHCcee
253 0371686-004 MAT 0103300-021 R1R2 RHCcEe
254 0337677-008 LFS 0103300-022 ROr RHccee
255 0257088-006 LHFR 0103301-001 Rir RHCcee
256 0245122-008 ACDS 0103301-004 R1r RHCcee
257 0280340-011 EML 0103303-023 R1R1 RHCCee
258 0234350-005 ELO 0103303-029 RoOr RHccee
259 0242636-002 ALRF 0103304-031 Rir RHCcee
260 0375120-003 VB 0103305-003 Rir RHCcee
261 0385182-004 RAS 0103305-064 R1R2 RHCcEe
262 0375228-005 LCM 0103306-0386 Rir RHCcee
2863 0386967-003 JMC 0103307-032 R1r RHCces
264 0380436-003 JLS 0103308-045 Rir RHCcee
265 0395683-003 EF 0103309-001 R1R1 RHCCee
266 0354560-005 APO 0103309-010 ROr RHccee
267 0391886-002 CFA 0103308-019 ROr RHccee
268 0391886-002 TFRB 0103310-006 R1R2 RHCcEe
269 0227002-005 FFC 0103310-031 r RHccee
270 0394693-003 RR 0103311-020 Rir RHCcee
271 0373244-005 MFS 0103312-004 Ror RHccee
272 0335789-004 DAQR 0103312-013 RZR2 RHccEE
273 0358427008 JPS 0103313-013 Rir RHCeee
274 0210461-008 JCPL 0103313-053 T RHccee
275 02986337-005 AAP (103314-007 R1R1 RHCCee
276 0399644-002 SNS 0103314-017 Rir RHCcee
277 0395460-003 ASL 0103308-072 R2R2 RHecEE
278 0390053-003 RGO 0103314-031 R2R2 RHeeEE
279 0245891-002 MGR 0103315-009 Rir RHCcee
280 0262813-004 LR 0103316-017 rr RHccEe
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RHCE em amostras de sangue e DNA de 358 doadores voluntarios de sangue (cont.):

Resultados de Fenotipagem para os antigenos, Rh E, Rh e, Rh C e Rh ¢, e Genotipagem

or icia ' Aotipo -
281 0345873-003 SAM 0103316-021 R1r RHCcee
282 0330254004 AM 0103317-010 Rir RHCcee
283 0396438-003 RAS 0103317-021 Rir RHCcee
284 0331690-007 LASS 0103318-025 r RHceee
285 (0384100-003 SD 0103318-028 ROr RHceee
286 0394680-002 TCSF 0103320-020 R2r RHecEe
287 0322432-006 RLR 0103320-027 R1r RHCcee
288 0307906-009 IRC 0103321-023 R2r RHeccEe
289 0173877-007 JBF 0103327-011 m RHccee
290 0257378-017 ASG 0103328-013 RoOr RHccee
291 0223007-009 LSL 0103330-017 ROr RHecee
292 0378041-002 ACR 0103331-018 R1r RHCcee
283 0363108-002 CPL 0103331-062 R2R2 RHeccEE
204 0399249-002 SAC 0103332-004 R2r RHccEe
285 0360195-008 JRS 0103332-053 r RHccee
206 03303989-004 CMC 0103333-019 R2r RHccEe
297 0391347-002 FRC 0103333-025 Rir RHCoee
298 0356700-005 JAAD 0103362-022 R1R2 RHCcEe
299 0296000-014 MJSR 0103362-042 Ror RHccee
300 0167026-004 VL 013363-002 Rir RHCcee
301 0359668-~002 MAS 0103363-003 Rir RHCcee
302 0350248-005 ACP 0103364-001 Rir RHCcee
303 0372136-002 MSS 0103364-004 R1RZ RHCcEe
304 0358981-003 ARL 0103365-029 R1R1 RHCCee
305 0293976-008 EFR 0103365-071 R2r RhceEe
306 0078024-005 LPS 0104002-004 i RHccee
307 0402121-002 LS (104003-047 R1R1 RHCCee
308 0346141-007 AAB 0104004-004 Rir RHCcee
309 0308196-010 LP (0104004-009 R1r RHCcee
310 0323295-006 LBM 0104005-014 R2r RHccEe
311 0066770-003 RAB 0104005-016 Rir RHCcee
312 0040593-004 FL 0104008-009 ROr RHccee
313 0353708-006 MDG (104006-058 Rz2r RHecEe
314 0260884-002 LA 0104007-01¢ m RHccee
315 0340303-002 HRB 0104007-064 Rir RHCcee
316 0354719-002 CFF 0104008-005 R1R1 RHCCee
317 0385630-003 MAMJ 0104008-067 i RHceee
318 0324300-009 APGF 0104009-041 Rir RHCcee
318 0373587-003 TP 0104009-045 m RHceeee
320 0353827-002 JMS 0104010-014 ROr RHecee
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RHCE em amostras de sangue e DNA de 358 doadores voluntarios de sangue (cont.):

Resultados de Fenotipagem para os antigenos, Rh E, Rh e, Rh C e Rh ¢, e Genotipagem

321 0369144-003 MLS 0104010-0 RHCcEe
322 0248002-014 SJC 0104046-017 R2r RHceEe
323 0258308-007 JWS 0104047-010 R1r RHCcee
324 0404928-002 EOS 0104047-024 R2r RHccEe
325 0340158-012 JBC 0104048-030 R1R2 RHCcEe
326 0350277-002 JMB 0104048-043 R1R2 RHCcEe
327 0335437-003 VER 0104049-011 R1r RHCcee
328 0333837-003 MDOM 0104049-058 Rir RHCcee
328 0356829-003 GPFT 0104050-037 Rir RHCcee
330 0335129-012 RPF 0104051-001 Rir RHCcee
33 0340710-005 CHAC 0104051-020 R1r RHCcee
332 0397192-003 LPRN 0104052-031 R2r RHccEe
333 0361267-006 CM 01064052-041 Rir RHCcee
334 0393413-002 MFS 0104053-002 R1r RHCcee
335 0325322-008 ACP 0104053-0086 R1r RHCcee
336 0172680-002 CAR 0104054-015 ROr RHccee
337 0406513-002 EQ 0104054-020 Rir RHCcee
338 0115283-002 EAM 0104055-007 R1R1 RHCCee
339 0363421-003 ASR 0104055-011 Rir RHCcee
340 0300791-012 STM 0104064-009 rr RHecEE
341 0348081-004 RJF 0104056-009 Rir RHCcee
342 0386931-003 FSAB 0104056-028 Rir RHCcee
343 0279301-003 JST 0104058-037 R1R2 RHCcEe
344 0273339-006 LCA 0104058-046 R2r RHeccEe
345 0316831-005 MAS 0104059-002 Rir RHCcee
346 0388108-002 FBS 0104059-003 R1R2 RHCcEe
347 0389716-003 ARLS 0104060-035 r RHocee
348 (405355-003 ANF 0104060-038 Rir RHCcee
349 0397544-002 LCcv 0104062-001 R1R1 RHCcEe
350 0360311-008 NFROC 0104062-005 R1R2 RHCcEe
351 0329883-002 MLRT 0104082-016 T RHccee
352 0280427-003 PBS 0104063-019 R1R1 RHCCee
363 0326712-010 WF 0104083-042 Rir RHCcee
354 0357007-002 CEM 0104064-011 Ri1R2 RHCcEe
365 0403045-002 SPC 0104065-004 Rir RHCcee
356 0348582-003 oM 0104065-012 g RHccee
357 0142313-005 AC 0104068-034 R2r RHeccEe
358 0383037-003 FSO 0104066-052 Rir RHCcee
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