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RESUMO



Considerando a imunogenicidade e importéncia clinica do antigeno RhD bem
como ¢ grande nlimero de variantes RhD identificadas, estudos que possam esclarecer
sua expressdo e mecanismos moleculares envolvidos sio importantes para a padronizaciio
de técnicas moleculares e soroldgicas em diferentes populagdes. Assim foram nossos
objetivos: padronizar técnicas moleculares para realizagdo da genotipagem RHD fraco e
determinar sua ocorréncia na populagio brasileira; associar os tipos de RhD fracos
encontrados com os haplétipos Rh presentes; e avaliar a aplicacfio da determinagiio do
antigeno RhD na pratica transfusional.

Estudamos 503 amostras de DNA de doadores voluntarios de sangue
fenotipados como RhD fraco. Destas amostras de DNA estudadas, 415 (82,5%) foram
caracterizadas como RhD fraco, 65 (12,9%) como RhD parcial, 15 (3%) apresentaram
associacOes de RhD parcial € RhD fraco e 8 (1,6%) foram RhD normal.

Os antigenos RhD fraco tipos 1, 3 e 4 foram os mais fregiientes em nossa
populagdo. Como estes trés tipos de RhD fraco nfio apresentam risco de aloimunizagio
anti-D, pacientes assim classificados podem ser transfundidos com sangue RhD-positivo.

Nossos resultados demonstraram que 12,9% das amostras fenotipadas como
RhD fraco eram na verdade RhD parcial. Os antigenos RhD parciais encontrados em
nosso estudo foram DAR, DHMi e DVI. Quarenta (7,9%) amostras de DNA foram
caracterizadas como DAR, 16 (3,2%) como DHMi ¢ 9 (1,8%) como DVL

A caracterizagfio dos antigenos RhD parciais que reagem sorologicamente
como RhD fraco, tais como DAR, DHMi e RhD categoria VI pode ser de grande auxilio
na prevencdo da aloimunizagdo anti-D em pacientes politransfundidos e gestantes. A
freqiiéncia dos antigenos RhD parciais DAR, DHMi e DVI encontrada em nossas
amostras sugere um elevado risco de aloimunizacio ao antigeno RhD em pacientes

fenotipados como RhD fraco.

Das 503 amostras estudadas, 15 apresentaram mutagdes responsaveis pela
expressdio do antigeno RhD fraco e ao mesmo tempo mutacdes caracteristicas de
antigenos RbD parciais, ou seja, estas amostras possuiam os antigenos RhD fraco ¢ RhD

parcial associados.
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Estudamos quatro amostras de DNA de pacientes fenotipados como RhD
fraco que apresentavam anti-D. Nosso estudo demonstrou que a aloimunizagdo anti-D
nestes pacientes estava relacionada a presenga de um antigeno RhD parcial e nfio a um
antigeno RhD fraco como diagnosticado sorologicamente. Duas amostras foram
classificadas como RhD parcial DAR, 1 como RhD parcial DHMi e 1 como DVL

Os resultados demonstraram que os tipos de RhD fraco 1, 2, 3 ¢ 4 que foram
detectados & TA ou 4 37°C e apresentaram grau de aglutinacfio superior a 1+ na AGH
podem ser considerados como RhD positivo, pois nio foram associados ao antigeno RhD
parcial. Apesar deste trabalho ter sido o Unico que relacionou os tipos de RhD fraco com
o grau de aglutinacio, a literatura revela que ainda nfio foi demonstrada aloimunizacio
anti-D em pacientes portadores dos antigenos RhD fraco tipos 1, 2 ¢ 3.

De acordo com os nossos resultados pode-se concluir que:

1. A transfusfio com sangue RhD-positivo pode ser recomendada para todos os
pacientes que apresentam os tipos do antigeno RhD fraco 1, 3 ¢ 4 identificados por
técnicas moleculares ¢ para aqueles que apresentarem grau de aglutinagio superior

a 1+ na fenotipagem RhD,

2. A utilizagdo de métodos de fenotipagem mais sensiveis em combinagio com
reagentes anti-D de alta afinidade ¢ recomendada na detecgiio de antigenos RhD
fraco com baixa densidade antigénica em doadores de sangue;

3. Ha necessidade da utilizagio de dois anti-soros momoclonais (IgM e IgG) na
determinagfo do antigeno RhD fraco em pacientes;

4. As genotipagens RHD, RHD fraco ¢ RHD parcial devem ser realizadas quando os

resultados sorologicos ndo forem claros ou guando o paciente for politransfundido.

5. A biologia molecular associada & hemaglutinagio pode aumentar consideravelmente a
seguranga transfusional pela melhor caracterizago dos antigenos RhD em nossa
populagio.

Resumo
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ABSTRACT



The purpose of this study was to characterize by molecular studies the RhD
antigens (weak D and partial D) in Brazilian blood donors. DNA samples from 503 blood
donors phenotyped as weak D were tested by two different sequence-specific primers
(PCR-SSP) assays to determine the presence or absence of RHD gene (PCR-SSP intron 4
and exon 10} and to detect the common weak D types.

Of the 503 weak D samples studied, 415 (82,5%) were identified as weak D, 65
(12,9%) as partial D, 15 (3%) showed association of weak D and partial D and 8 (1,6%)
were normal D. Weak D types 1, 3 and 4 contributed more than 85% of all molecular
weak D types. For these 3 types, D-positive transfusion can be considered safe because
no immunization events have been documented yet. These findings show for the first
time the frequency of weak D types in Brazilians.

Molecular analysis showed that 12,9% of the weak D phenotype samples studied
carried a partial D allele. The partial Ds found in our study were DAR, DVI and DHMi.
Forty (7,9%) DNA samples were characterized as DAR, 16 (3,8%) as DHMi and 9
(1,8%) as DVL.

The characterization of the partial D antigens DAR, DHM;i and DVI may avoid
alloimmunization in patients phenotyped as weak D. Fiffeteen patients showed mutations
to weak D and partial D showing that these samples had the weak D and partial D

antigens associated.

We also studied 4 DNA samples of patients phenotyped as weak I who had
developed anti-D. Our study showed that anti-D alloimmunization in these patients was
associated with the presence of partial D antigens. Two samples were classified as partial
D DAR, 1 as DHMi and 1 was DVL

All the weak D types identified in our study were associated with the intensity of
agglutination obtained at room temperature (RT), 37°C and AGH. The sensitivity of
detecting weak D depends on the anti-D reagent and on the exact conditions of the
methods. Our results showed that the weak D types 1, 2, 3 and 4 were frequently detected
at RT and 37°C and therefore could be considered as D-positive for transfusion.

Abstract
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According to our results we could recommend the use of monoclonal anti-D IgM
with high avidity to detect weak D antigen with low antigen density in blood donors and
two monoclonals, one IgM and one IgG in combination with AGT to detect the weak D

antigen in patients.
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INTRODUCAO



Descoberto em 1939, o sistema Rh tornou-se o sistema de grupo sanguineo
com maior grau de polimorfismo enire os marcadores conhecidos da membrana
eritrocitaria (HUANG, 1997). Até o momento, os estudos genéticos e bioquimicos deste
sistema tém sido caracterizados por controvérsias, debates e co-existéncia de distintas
nomenclaturas (ISSITT, 1996; DANIELS, 2001).

Os genes do sistema Rh, RHD ¢ RHCE siio altamente homélogos e diferem
na sua localizagdio cromossOmica. Os genes RHD (LE VAN KIM et. al., 1992; KA et.
al., 1993) e RHCE (CHERIF-ZAHAR et. al., 1990) estio localizados no cromossomo
1p36.13-34.3 (CHERIF-ZAHAR et. al., 1991; CARRIT et. al,, 1997) organizados em 10
¢xons dentro de uma seqliéncia gendmica de aproximadamente 75kb. As diferencas
basicas entre estes dois genes estio na regifio do éxon 10 e na delecdio de 600pb no intron
4 do gene RHD se comparado ao gene RHCE. O gene RHAG reside na regifio 6pl11-21
(RIDGWELL et. al., 1992) e parece estar distribuido nos 10 éxons correspondentes aos
genes RHD e RHCE (CARTRON, 1994) (Figura 1).

O sistema Rh ¢ uma familia de proteinas constituida pelos polipeptidios RhD
¢ RhCE com peso molecular de 30 kD (proteinas Rh ou Rh30) codificados pelos genes
RHD ¢ RHCE e pela glicoproteina RhAG de peso molecular 50 kD (glicoproteina Rh30)
codificada pelo gene RHAG. Os antigenos Rh somente siio expressos na superficie da
membrana eritrocitdria quando a glicoproteina RhAG estd presente. Na auséncia de
RBAG os antigenos Rh nfio sfio expressos. A associagio das proteinas Rh30 e RhAG
dentro de uma mesma familia de proteinas baseia-se no fato de ambas apresentarem 36%
de homologia na seqiiéncia gendmica e 50% de identidade nas 12 o helices
transmembranares (Figura 1). Acredita-se que tanta bomologia esteja relacionada ao fato
de ambas terem sido originadas a partir de um gene ancestral comum (AVENT e REID,
2000). As proteinas RhAG e Rh30 compartilham homologia com a familia das protemas
transportadoras de aménia; acredita-se, assim, que a familia das proteinas Rh faga parte
deste transporte (AGRE et. al., 2000 ¢ AVENT, 2001). Atualmente, muitos estudos estiio
sendo realizados para confirmar se realmente essa ¢ sua tnica fungfio, uma vez que, ndo

se sabe até hoje, qual € a verdadeira fungdo da protefna Rh.

Introducdo
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Constituido atualmente por 48 antigenos, o sistema Rh apresenta cinco
principais antigenos: D, C/c e Ele. Estes antigenos sfo formados por oito complexos
génicos, conhecidos como hapldtipos Rh (Cde, cde, cDE, cDe, c¢dE, Cde, CDE, CJFE)
(RACE, 1965). Destes, o antigeno RhD é o mais importante do ponto de vista clinico
devido ao seu alto grau de imunogenicidade. O gene RHD codifica o antigeno RhD
enquanto o gene RHCE (alelos RH Ce, RH cE, RH ce ¢ RH CE) codifica os antigenos C/c
e B/e (SIMSEK et. al., 1994).

Figura 1: Familia de proteinas Rh. A. Constituida pelas proteinas
RhD, RhCE e RhAG codificadas pelos genes RHD, RHCE ¢ RHAG. B.
As protefnas RhD e RhCE diferem em 35 aminodcidos, O polimorfismo
RhC/c encontra-se na 2° alga extracelular da proteina RhCE enguanto o
polimorfisme E/e estd localizado na 4° alga extracelular. A proteina
RhAG difere das proteinas RhD e RhCE por apresentar 409 aminoacidos
¢ uma cadeia N-glicosilada.

Os antigenos do sistema de grupo sanguineo Rh sdo definidos por
polipeptidios nfo glicosilados, denominados RhD e RhCE (deVETTEN e AGRE, 1988).

A presenca ou auséneia do antigeno na superficie das hemédcias esta correlacionada com a
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presenga ou auséneia de um membro desta familia de polipeptidios. Os polipeptidios Rh
atravessam a membrana eritrocitria 12 vezes, apresentande os segmentos aminc-
terminal e carboxi-terminal intracelularmente (AVENT et. al,, 1992). Os polipeptidios
RhD ¢ RbCE tém um tnico residuo externo cistefna na quinta alga extracelular que pode

estar relacionado com a expressdo antigénica (Figura 2).

O polimorfismo E/e resuita da substituicio de um tnico nucleotideo no éxon
5, na quarta al¢a extracelular, quando da substituigdo de uma Prolina (E) na posicio 226,
para uma Alanina (¢} (MOURQO et. al,, 1992 e SIMSEK et. al., 1994) na protefna RhCE.
Ja o polipeptidio Rh que carreia os antigenos C e ¢ diferem, um do outro, pela
substituigdo de quatro aminoécidos em uma cadeia de 417 aminoacidos, muito embora,
apenas a substituigdo de uma Sering (C) na posigdc 103 (segunda alca extracelular) para
uma Prolina (¢) parega ser critica para ¢ polimorfismo C/c (MOURO et. al, 1992;
WOLTER et. al., 1994). Por outro lado, o polipeptidio codificado pelo gene RHD difere
daquele codificado pelo RHCE, em 35 aminodcidos. Fssas diferengas podem talvez
explicar, em parte, a imunogenicidade do antigeno RhD (JSSITT, 1996).
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Figura 2: Proteinas Rh. As protefnas Rh sio formadas por 417
aminoacidos e apresentam 12 segmentos transmembranares, 6 algas
extracelulares ¢ 5 algas intracelulares. Ambos segmentos carboxil e
amino-terminal encontram-se na parte intracelular.

COLLIN et. al, (1991) demonstraram por meic da andlise do DNA
genbmico de diferentes fendtipes do sistema Rh, que os individuos RhD-positivo
possuem os genes RHD e RHCE, enquanto os individuos RhD-negativo possuem
somente o gene RICE. Na quase totalidade dos casos dos individuos caucasianos RhD-
negativo, o gene RHD esta deletado (LE VAN KIM et. al,, 1992; ARCE et al, 1993).
Em alguns casos, o fen6tipo RhD negative pode também estar associado com trocas
homélogas dos éxons 3 a 7, ou éxons 2 a 9 do gene RHCE no gene RHD (BLUNT, 1994;
HUANG, 1996).

OKUDA et. al. e DANIELS et. al. (1 997) demonstraram a presenga de um
gene RHD intacto em Japoneses e Africanos RhD-negativo, que parecia estar associado
comm as freqiiéncias dos fenbtipos RhD-negative ¢ RhC-positivo em diferentes

populagdes.
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SINGLETON et al. (2000) verificaram que 66% dos africanos RhD-negativo
originarios da Africa do Sul apresentavam uma duplicago de 37 pb na regifio Hmitrofe
entre o intron 3 ¢ o éxon 4 do gene RHD. Esta duplicagfo introduz um cédon de
terminagdo na posicdio 210 e uma alteragio no quadro de leitura, levando a produgiio de
uma proteina que ndo € expressa na membrana eritrocitdria. Além disto, foi também
observado em 15% destes africanos, a presenca de um gene RHD hibrido (RHD-CE-D*)
associado ao fenétipo VS+V. Este gene apresenta os éxons 4 a § de RHCE ¢ codifica uma
proteina alterada com fraca expressdo dos antigenos RhC e Rhe e nenhuma expressiio do
antigeno RhD.

WAGNER e FLEGEL (2000) estabeleceram a estrutura molecular do lécus
Rh, em que os dois genes RHD ¢ RHCE possuem orientagBes opostas ¢ encontram-se
separados por 30000 pb (Figura 3). Nesta regifio, encontra-se um outro gene denominado
SMPI que tem a mesma orientagdio do gene RHD ¢ cuja fingfio no locus Rh ainda ndo
esta totalmente esclarecida. O gene RHD esta flanqueado por dois segmentos de DNA,
denominados “caixas Rhesus”, com um comprimente de aproximadamente 9000 pb,
apresentando 98% de homologia e orientacdo idéntica. (Figura 3). De acordo com estes
autores, a “caixa Rhesus” conteria a dele¢dio do gene RHD com 1463 pb de extensfio ¢
estaria presente na maioria dos individuos caucasianos RhD-negativo. Esta descoberta
possibilitou a padronizagdio de técnicas moleculares para a determinagio da zigozidade do
antigeno RhD. Mediante estudos realizados com andlises das seqiiéneias gendmicas do
Iécus RH de humanos e camundongos, WAGNER e FLEGEL (2602) chegaram a
conclusio de que o gene RHD é o gene duplicado enquante os genes RHCE e SMPI s3o

OS genes ancestrais.

A proximidade entre estes genes facilitaria a ocorréncia de conversdo génica
em cis durante os rearranjos génicos entre eles, levando assim & formaciic de genes
hibridos (partes do gene RHD em RHCE e vice-versa), responsdveis por algumas
variantes do antigeno RhD (Figura 3).
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Figura 3: Modelo do I6cus Rh proposto por Wagner e Flegel (2000).

A No lécus Rh os genes RHD ¢ RHCE encontram-se separados por
30000 pb. Entre eles enconira-se um terceiro gene SMPI. B. A
proximidade entre estes dois genes, durante o processo de conversdo
génica, facilita a troca de regides homoélogas entre eles. C. Formacfo de
genes hibridos responsaveis pelo aparecimento de alguns antigenos RhD

parciais.

O antigeno RhD ¢ o mais importante do sistema Rh devido ac seu
envolvimento na doenga hemolitica peri-natal e nas reagdes transfusionais hemoliticas.
As bases moleculares do polimorfismo do antigeno RhD foram objetos de numerosos
trabalhos. O antigeno RhD ¢ considerado como um mosaico composto de 37 epitopos,
onde pelo menos nove epitopos (epD1-epD9) ja foram definidos por diferentes anticorpos
monoclonais (LOMAS et. al, 1984). Alguns individuos RhD-positivo  podem
desenvolver aloanticorpos anti-D dirigidos contra um ou mais dos epitopos ausentes,
definindo-se, assim, as categorias do antigeno RhD parcial (D", DL D', DY, bV pVi
DFR, DBT, R*™) que sfio diferenciadas umas das outras de acordo com a presenga ou
auséncia de um ou mais epftopos (TIPPETT, et. al., 1996} (Tabela 1).
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Tabela 1: Categorias do antigeno RhD parcial definidas por Tippett

(1996). Através de um painel de anti-soros monoclonais epitopos
especificos a categoria dos antigenos RhD parciais podem ser definidas

pela presenga ou auséncia de determinados epitopos.

A andlise molecular das variantes de RhD mostrou que a perda da expressdo
de certos epitopos RhD est4 associada a mutacdes de ponto no gene RHD ou a rearranjos
génicos entre os genes RHD e RHCE. As variantes D', D D2 pVIL ppgy DNU,
DHR, DHMi, DFW, R"™ | DAR e DAU ocorrem pela presenga de mutagSes de ponto no
gene RHD enquanto as variantes D', D", D™®, DY DV' DFR, DBT e DCS ocorrem
pela formagdo de genes hibridos, em que um fragmento do gene RHD é substituido por
um fragmento gendmico do gene RHCE. Estes genes codificam proteinas hibridas RhD-
CE-D de 417 aminodcidos que conservam alguns epitopos RhD, mas que podem,
ocasionaimente, expressar novos epitopos detectdveis sorologicamente. Estas alteragtes
ocorrem nos segmentos extracelulares da proteina RhD, as algas onde estio localizados
os epitopos Rh (Figura 4), mudando a sua conformagcfo e a exposigio dos epitopos de
RhD. Este fato explica por que os individuos com o fendtipo RhD parcial perdem a

expressio de alguns epitopos do antigeno RhD e podem desenvolver aloanticorpo anti-D,
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ao entrar-em contacto com hemacms RbD-positivo normais (HUANG et. al,1996:
ROU?LLAC et. al 1995; MOURO et. al,, 1994; BECKER et. al., 1996; WAGNER et.
al., 1998; HEMKER et. al, 1999 WAGNER@FLEGEL 2000)

Figura 4: Proteina RhD parcial Aminodcidos em rosa indicam gue as
substituigfes na protefna RhD parcial ocorrem nas algas extracelulares onde se
localizam os epitopos RhD.

Os antigenos RhD parciais categorias D', DAR e DAU nio sio
caracterizados sorologicamente devide ao fato de nfio existirem anticorpos monoclonais
que reconhecem os epftopos especificos CXpressos por estas variantes. Estudos
moleculares demonstraram que elas ocorrem predominantemente em individuos de
origem africana e seus descendentes (HUANG et. al, 1997; HEMKER et. al., 1999,
WAGNER et. al,, 2002; CASTILHO et. al., 2005).

Uma outra variante do antigeno RhD, o antigeno RhD fraco, foi descrita por
STRATTON (1946).Este antigeno apresenta fraca expressdo do antigeno RhD e,

dependendo do anti-soro anti-D utilizado, reage apenas pelo teste da antiglobulina
humana,
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AVENT (1996) ¢ ROUILLAC (1997) acharam que o antigeno RhD fraco
apresentava uma variagfo de expressio quantitativa derivada de uma reducdio dos niveis
de mRNA. WAGNER e FLEGEL (1999) demonstraram que, na verdade, o antigeno RhD
fraco surgiu como uma conseqiiéncia de mutagles de ponto missenses em diferentes
¢xons do gene RHD. Atualmente mais de 30 tipos j& foram descritos (Site RHESUS:
www.uni-ulm.de/~wilegel/RH/). As substituicdes dos aminoacidos dos diferentes tipos
de RhD fraco estdo localizadas nos segmentos transmembranares e intracelulares da
proteina RhD (Figura 5). Este fato explica a fraca expressfio do antigeno RhD na
membrana da hemécia, bem como a auséneia de aloanticorpo anti-D na maioria dos
individuos RhD fracos (WAGNER et. al.,2000; MULLER et. al.,2001).

Figura 5: Proteina RhD fraco. Aminoacidos em vermelho indicam que as
substituigdes na proteina RhD fraco ocorrem nas regides transmembranares e

intracehulares.

A presenga do alelo RHC em trans no 16cus Rh, também est4 associada com a
expressdo fraca do antigeno RhD na hemécia. Algumas vezes este mecanismo encontra-

se associado com tipos do antigeno RhD fraco, ocorrendo, assim, uma redugfio ainda
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maior da expressfio deste antigeno na membrana da bemécia, o que dificulta

consideravelmente a sua identificagio sorolégica (MOTA et. al,, 2005).

O mecanismo relacionado com a expresso reduzida do antigeno RhD fraco,
ndo estd totalmente esclarecido, e sua expressdo difere dependendo do tipo presente na
membrana da hemdcia. Mutagdes missenses que ocorrem no gene RHD fraco parecem
envolver regides importantes relacionadas com a integracio da protena Rh com a
membrana das hemécias ou com a glicoproteina RhAG (WAGNER e FLEGEL, 2004).

WAGNER e FLEGEL (2000) definiram o modelo da arvore filogenético RH,
a partir de estudos realizados com alelos RH de primatas. Segundo esses autores, os
hapl6tipos RH originaram-se a partir da evolugiio do haplétipo Dce (Ro), que seria o
hapl6tipo ancestral. Este teria sofrido eventos moleculares e se dividido em cinco
“clusters” RHD independentes.

Os clusters RhD categoria IVa ¢ RhD fraco tipo 4 estio presentes em
africanos e seus descendentes e geralmente ocorrem com o haplétipo Dee (Ro). Em 2002,
WAGNER e FLEGEL estudando uma nova variante do antigeno RhD em africanos,
identificaram mais um cluster RhD independente, denominado DAU. Assim, estes trés
grupos formam o “cluster dos alelos africanos”. O cluster euroasidtico ocorre mais
frequentemente com os haplétipos DCe e DcE. O quinto e principal cluster envolve o

gene RAD normal, do qual derivam todos os outros (Figura 6).
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Figura 6: Arvore filogenética RHD idealizada por Wagner e Flegel, 2000.
Constituida por 4 clusters de alelos RHD independentes: D categoria {Va, D
fraco tipo 4, D normal ou euroasidtico e DAU. Os alelos dos clusters D
categoria IVa, D fraco tipo 4 e DAU estiio presentes em Africanos e os alelos
do cluster D normal ou euroasistico estio presentes em populagdes européias

e asiaticas.

Os métodos de genotipagem Rh baseiam-se atualmente nas técnicas de PCR

alelo-especifico ou PCR-RFLP (LE VAN KIM et. al., 1994; FAAS et. al, 1995;
POULTER et. al, 1996; COLIN et. al., 1991), buscando identificar as diferencas nas
seqfiéncias entre os genes RHD e RHCE (BENNETT et. al., 1993; SIMSEK et. al., 1994;
CARRITT et. al., 1994; LIGHTEN et. al., 1996; RIOS et. al., 1999; REID et. al., 2000).

Como rotina, os métodos que amplificam regides especificas do intron 4 e

éxon 10 tém sido utilizados na genotipagem RHD. A amplificacio simultinea do intron 4

e éxon 7 em uma técnica de PCR multiplex tem sido utilizada na genotipagem dos alelos
RH C/c e detecgdo do pseudogene RHD (SINGLETON et. al, 2000). A técnica de PCR
multiplex tem possibilitado também a caracterizagio molecular das variantes REHD
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hibridas, ou seja, as variantes que possuem insergéio total ou parcial do éxon RHD pelo
€xon RHCE equivalente (MAASKANT van WIJK et al., 199R).

Devido ao alto grau de polimorfismo do sistema Rh, além das técnicas
anteriormente mencionadas, pode ser ainda necessario o emprego de metodos especificos
para a genotipagem de um antigeno particular, podendo até mesmo requerer métodos de

sequenciamento direto para identificacio de genes RH alterados.

A clucidagdo da base molecular das variantes Rh possibilitou o
desenvolvimento de técnicas para a determinagdio de variantes que parecem ser
predominantes em algumas populagSes. Desta forma, ¢ possivel estabelecer a correlagiio
adequada entre os fenétipos e os genétipos e o esclarecimento da perda de expressfio de
alguns antigenos Rh comuns. A determinagdio da freqiiéncia das variantes Rh em
populacdo com etnia distinta pode auxiliar na determinacdo de fenotipos Rh raros que

ndo sdo caracterizados sorologicamente.

Devido a sua importéncia clinica ¢ considerando que o antigeno RhD € o mais
imunogénico do sistema Rh e que apresenta diversas variantes, estudos que possam
esclarecer sua expressio e mecanismos moleculares envolvidos sio importantes para a

padronizacfio de técnicas moleculares e sorologicas em diferentes populagdes.

O fato de ndio existir estudos moleculares que caracterizem os antigenos RhD
fraco na populagfio brasileira nos estimulou a realizar um trabalho que possa ajudar a
determinar os tipos de RhD fraco mais freqlientes de nossa populagio bem como o seu
envolvimento com a aloimunizago. A partir deste estudo, acreditamos que seja possivel
estabelecer uma estratégia sorologica adequada para nossa populagio que venha a
beneficiar os pacientes politransfundidos.
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Tendo em vista a importincia do tema e sua aplicacdio na prética clinica

transfusional, os objetivos foram:

1. Caracterizar molecularmente os antigenos RhD fraco e RhD parcial emn doadores

voluntarios de sangue
2. Associar os tipos de RhD fraco encontrados com os haplotipos Rh presentes.

3. Avaliar a aplicagio da determinacgdo do antigeno RhD fraco e RhD parcial na
pratica transfusional.
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A. MATERIAL
1. Amostras
a) Amostras de sangue

Ap6s consentimento informado, foram coletadas no periodo de marco de
2002 a agosto de 2004, 503 amostras de sangue de doadores voluntarios de sangue das
regides Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil, caracterizados soroiogicainente como RhD fraco.
Neste periodo, foram também coletadas quatro amostras de sangue de pacientes
fenotipados como RhD fraco e que apresentavam aloanti-D.

2. Cartdes Gel (ID-Micro Typing Cards)

Os cartdes ID-Liss/Combs foram utilizados na realizagio da fenotipagem
eritrocitaria e foram obtidos pela a Diamed AG ®, Morat, Switzerland. Cada cartio ID-
Liss/Combs contém seis microtubos e, em cada um deles, uma mistura de gel e soro

antiglobulina humana poliespecifica,

3. Tampie LISS modificado (Diluente 2)

Tampdo de baixa forga idnica, utilizado na diluicdo dos anti-soros ¢ das
hemacias, para a realizac3o da fenotipagem RhD (Diamed AG ®, Morat, Switzerland).

4.. Soluciio de bromelina

Solugéo de bromelina, utilizada no tratamento das hemacias para a realizacio
da fenotipagem RhD em microplaca (Diamed AG ®, Morat, Switzerland).

5. Suspensio de hemicias a 0,8%

Foram preparadas suspensdes de hemdcias a 0,8%, em LISS modificado

(Diluente 2). Apés lavar trés vezes as hemidcias em solugfo fisiologica, usando
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centrifugaciio a 100g durante 1 minuto, a cada vez, 2 ul do concenirado de hemacias
obtido foi ressuspenso em 0,5 mi de LISS modificado.

6. Suspensio de hemacias a 3%

Foram preparadas suspensdes de hemécias a 3% em salina. Apés lavar trés
vezes as hemacias em solugfo fisiologica, usando centrifugaco a 100g durante 1 minuto,
a cada vez, 15 pl do concentrado de hemidcias obtido foi ressuspenso em 0,5 ml de
solucdo salina (,9%.

7. Anti-soros

Os anti-soros empregados na determinagiio do antigeno RhD foram:

- anti-RhD policlonal (lote DMD18, Gamma Biologicals Inc. ®, Houston, TX ).
- anti-RhD policlonal (lote 04A2721, ASEM-NPBI ®, Sao Paulo, Brasil).

- anti-RhD policlonal (lote 03101 A21, ASEM-NPBI ®, So Paulo, Brasil).

- anti-RhD monoclonal clone BS221 (ASEM-NPBI ®, S#o Paulo, Brasil).

- anti-RhD monoclonal clone H1121G6 (Ortho Diagnostics ®, Raritan NJ).

- anti-RhD monoclonal clone BS226 (ASEM-NPBI ®, Sdo Paulo, Brasil).

- anti-RbD) monoclonal clone BS232 (ASEM-NPBI ®, Sio Paulo, Brasil).

-~ anti-RhD blend (BS221+H4111B7) (ASEM-NPBI ®, Sio Paulo, Brasil).

- soro antigiobulina humana poliespecifico (lote 04K22A21, ASEM -NPBI ®,
Sdo Paulo, Brasil).

- soro antiglobulina humana monoespecifico (lote 04M17A21, ASEM -NPBI
®, S3o Paulo, Brasil).

- soro antiglobulina humana poliespecifico (lote 14060.30.70, Diamed AG ®,
Morat, Switzerland).
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8. Diluiciio des anti-soros

As diluigSes dos anti-soros foram realizadas em tampio LISS modificado
(Diluente 2), na razdo 2 contra hemécia especifica. A diluicio de trabatho foi definida na
Gltima diluicdo que apresentou reagfio de aghitinacio de 4+ do anti-soro com o antigeno

correspondente.

9. Extracio de DNA

O Easy DNA Kit (Invitrogen ®, Carlsbad, CA) € o Genome Star ™ System
(Biosystems) foram utilizados na extragfio de DNA de amostras de sangue periférico.

10. ANTP 10mM

Os nucleotideos dATP, dGTP, dCTP e dTTP foram obtidos da Promega ®,
Madison, WI e Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD. A concentragio de dNTP 10mM
utilizada nas reagSes de PCR foi obtida diluindo-se 20ul de cada nucleotideo em 120 ul
de 4gua deionizada e destilada (ddH,0).

11. Taq DNA polymerase

As enzimas Tag DNA polymerase, utilizadas nas reacdes de PCR, foram
obtidas da Promega ®, Madison, WI e Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD. O kit contendo
5 unidades / pl desta enzima, inclui 1 ml de tampio 10X (200mM Tris-HCL pHS8-4) ¢
500 mM de KCL e 1 ml de MgCl 50 mM.

12. Tampie tris-Acetade-EDTA (TAE) 50x

Este tampfio foi preparado dissolvendo-se 242g de Tris (Sigma Chemical CO
®, St Louis), 57,1 g de 4cido acético glacial (Sigma Chemical CO ®, St Louis) e 100ml
de EDTA 0,5 M, pH8.0 (Sigma Chemical CO ®, St Louis), em 1000 m! de agua
deionizada e destilada (ddH,0).
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13. Tampao Tris-Borate-EDTA (TEB) 10x

Este tampéo foi preparado dissolvendo-se 108 g de Tris (Sigma Chemical CO
® St Louis), 55 g de acido Borico (Sigma Chemical CO ®) e 40 ml de EDTA 0,5 M,
pHB8.0 (Sigma Chemical CO ®), em 1000 ml de agua deionizada e destilada (ddH,0).

14. Tampido tris-Acetado-EDTA (TAE) 1x

O tampdo TAE 1x foi preparado diluindo-se 20mi de TAE 50x em 980 ml de
agua deionizada e destilada (ddH,0).

15. Tampio Tris-Borato-EDTA (TEB) ix

O tamp@io TEB 1x foi preparado diluindo-se 100mi de TEB 10x em 900 mi de
dgua deionizada e destilada (ddH;0).

16. Gel de agarose 2 1.5%

A solucdo de agarose foi preparada dissolvendo-se 1,5 g de agarose
(Invitrogen ®, Carisbad, CA) em 100 ml de TAE 1x. Esta solugfo foi aquecida em forno
microondas, durante 1 minuto e, apds resfriamento, adicionou-se 50pg de brometo de
etidio (Invitrogen ®, Carlsbad, CA).

17. Gel de agarose a 3.0%

Trés gramas de agarose (Invitrogen ®, Carlsbad, CA) foram dissolvidos em
100ml de TAE 1x. Esta solugdo foi aquecida em forno microondas, durante 1 minuto e,
apos resfriamento, adicionou-se 50ug de brometo de etidio (Invitrogen ®, Carlsbad, CA).
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18. Gel de poliacrilamida a 8%

A soluglio de poliacrilamida foi preparada misturando-se, em um Becker,
23,3ml de acrilamida 40% (Invitrogen ®, Carlsbad, CA), 8,8m! de TEB 10X, 55 ml de
ddH,0, 363ul de persulfato de amédnia 10% (Invitrogen ®, Carlsbad, CA) e, 66pl de
TEMED (Invitrogen ®, Carlsbad, CA). Esta solugdo foi colocada em uma placa de vidro,

previamente preparada, até que ocorresse a sua polimerizagio.

19. Marcadores moleculares

Marcadores moleculares de 50 pb, 100 pb e low DNA mass foram obtidos da
Sinapse (MBI Fermentas ®).

20. Enzimas de restri¢io

As enzimas Mnl-1 ¢ Hph-1 foram obtidas da Sinapse (MBI Fermentas ®).

21. Concert rapid PCR purification system

Kit utilizado na purificagio da reagio de PCR para sequenciamento
automatico (Gibco BRL®, Gaithersburg, MD).

22. Big Dye

Reagente (BD Half-term, GenPak, Perkin Elmer Biosystems) utilizado no

preparo das reagdes para o sequénciamento automatico de DNA.
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B. METODOS
1. Fenotipagem RhD

A fenotipagem RhD foi determinada pelo teste de hemaglutinagfio classico

em tubo, pelo teste de hemaglutinagiio em microplaca e pelo método em gel.

1.1. Fenotipagem RhD em tubeo

Apos identificacdio dos tubos, 50 pl do anti-soro anti-D e 50 pl das hemdcias
em teste a 3% em solugfo salina 0,9%, foram adicionadas aos tubos. Apds centrifugacdo
a 3500 rpm por 15 segundos, foi realizada a leitura das reacSes em fungfio dos padrdes
de aglutinacdo em tubo.

1.2. Fenotipagem RhD em microplaca

Apés identificaciio das microplacas, 25 pl das hemdcias em teste tratadas
previamente com bromelina (50 pl de hemacias e 50 ul de solugio de bromelina foram
incubadas a 37°C por 15 minutos) e ressuspensas a 3% em solugfio salina, foram
adicionadas as cavidades das microplacas contendo 25 pl do anti-soro anti-D diluido.
Apds centrifugagiio a 2000 rpm por 60 segundos, a microplaca foi agitada em um
agitador apropriado e foi realizada a leitura das reagdes em funcio dos padrdes de

agiutinacdo em microplaca.

1.3. Fenotipagem RhD em gel

Ap6s identificaco dos cartdes ID-LISS-Coombs, 50 ul das heméacias em teste
a 0,8% em Diluente 2 foram adicionadas aos tubos contendo gel e soro antiglobufina
humana. A seguir, 25 pl do anti-soro diluido, contendo anticorpos especificos ao antigeno
a ser estudado, foram adicionadas ao mesmo tubo. Apds incubagio a 37° C por 15
minutos, os cartdes foram centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos. A leitura das reagdes

foi realizada em funcdo dos padrdes de aglutinago em gel teste.
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2. Pesquisa do antigeno RhD fraco

A pesquisa do antigeno RhD fraco foi realizada pela técnica de
hemaglutinagdo em tubo, utilizando-se 50 pl do anti-soro anti-D e 50 ul de suspensio de
hemacias a 3% em salina. Apés incubagfio da reacfio a 37°C por 30 minutos, os tubos
foram lavados trés vezes com solugio salina e foi adicionado 100 ul de soro antiglobulina
humana. Apés centrifugacio a 3500 rpm por 15 segundos, foi realizada a leitura das
reagdes em funcdo dos padrdes de aglutinaco em tubo.

3. Extracio de DNA

O DNA foi extraido de leucdcitos de sangue periférico utilizando-se os
métodos Easy DNA Kit (Invitrogen ®, Carlsbad, CA) e 0 o Genome Star ™ System

(Biosystems) de acordo com os protocolos recomendados pelos fabricantes.

A concentracio e qualidade de todos os DNAs preparados foram analisadas.
A qualidade foi verificada por eletroforese em gel de agarose. E a concentracdo de DNA
foi medida pela densidade 6ptica em espectrofotdmetro a 260 nm.

4. Reagfo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) utilizou 200 ng de DNA, 50 pmol
de cada primers , 2 nmol de cada ANTP, 1.0 U de T aq DNA polimerase e tampfio em um
volume final de 50 pl.

Os ciclos de amplificagiio foram realizados em termo ciclador Perkin Eimer
9700 (Foster City, CA). Os ciclos de amplificagdo consistiram de: desnaturagio a 95°C
por 5 minutos 35 ciclos de 20 segundos a 94° C, 20 segundos a 62° C ¢ 65° C, 20
segundos a 72° C seguidos de uma extensdo de 10 minutos a 72° C. A andlise final dos
produtos de PCR obtidos foi realizada ap6s eletroforese em gel de agarose a 1,5%, 2,0%,
3,0% e gel poliacrilamida 8%. As sequéncias dos primers utilizados encontram-se na
Tabela 1.
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5. Andlise dos fragmentos de PCR apés digestiio com enzimas de restrigio
{(RFLP)

Os produtos de PCR obtidos para os polimorfismos E/e ¢ D parcial DAR
foram digeridos overnight com as enzimas de restricdo Mnl 1 ¢ Hph 1 (New England
Biclab ®, Beverly MA e MBI fermentas®, Amherst, NY) em um volume final de 20 pl,
utilizando-se 10 pl do produto de PCR e 10ul da myistura de enzima/tampio, de acordo
com o protocole recomendado pelo fabricante. A andlise do tamanho dos fragmentos
obtidos com a digestiio enzimética foi realizada apos eletroforese em gel de agarose a 3%
ou em gel de poliacrilamida a 8%.

6. Genotipagem RHD

Devido 2 alta homologia existente entre os genes RHD e RHCE, a estratégia
utilizada na genotipagem RHD levou em consideracio as diferencas existentes entre cles
em duas regides gendmicas: intron 4 ¢ exon 10. No intron 4, o gene RHCE possui 600 pb
a mais gue o gene RHD, enquanto, na regifio 3’ ndo traduzida do exon 10, o gene RHD
possui 47 pb a mais que o gene RHCE. Assim, foram utilizados primers {REID et al,
2000) que permitem determinar a presenca do gene RHAD, pela anélise direta dos produtos
de PCR RHD (115 pb) e RHCE (236 pb), apds eletroforese em gel de agarose a 1,5%

(Figura 7). As seqliéncias dos primers utilizados encontram-se descritas na Tabela 2.
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Figura 7. PCR para genotipagem RHD. Intron 4: Linha 1:
Amostra RHD+/RHCE+ (RhD+); Linha 2: Amostra RHD-/RHCE+
(RhD-), Linha 3: Amostra RHD+/RHCE+ (RhD+), Linba 4: Branco.
Linha 5: Marcador molecular de 50pb. Exon 10: Linha 6: Amostra
RHD+/RHCE+ (RhD+); Linha 7: Amostra RHD—/RHCE+ (RhD-),
Linha 8: Amostra RHD+/RHCE+ (RhD+)

7. Genetipagem RHFEe

A genotipagem RHEe foi realizada pela reagio em cadeia da polimerase
(PCR) e o produto de PCR (amplicon) obtido foi digerido com a enzima de restricio
Mnl-1 (PCR-RFLP) de acordo com descrito por RIOS et al, 1999 e REID et al, 2000. A
analise dos fragmentos foi realizada apés eletroforese em gel de agarose a 3% ou em gel

de poliacrilamida a 8%. (Figura 8). As seqiiéncias dos primers encontram-se na Tabela 2.
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Figura 8. PCR-RFLP para genotipagem RH/Fe. A presenca de um
fragmento de 115 pb indica o alelo RHE enquanto que um fragmento de
152 pb indica o alelo RHe. Os demais fragmentos sfio comuns aos 2 alelos.

8. Genotipagem RHCc

A genotipagem RHCc e a determinacio do pseudogene RHD foram
realizadas utilizando-se uma técnica de PCR multiplex que permite a amplificacio dos
alelos RHCc na presenga do gene RHD (SINGLETON et al., 2000). A reagdo de PCR
utilizou 200 ng de DNA, 50 pmol de cada primer, 2 nmol de cada dNTP, 1.0 U de Tag
DNA polimerase e tampdo em um volume final de 50 ul. Os ciclos de amplificacio foram
realizados em um termo ciciador Perkin Elmer 9700 (Foster City,CA) ¢ consistiram de:
desnaturagdo a 95°C por 5 minuto ¢ 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 65°C, ¢ 1
minuto a 72°C seguido de uma extensfio de 10 minutos a 72°C. A anslise dos produtos de
PCR obtido foi realizada apds eletroforese em gel de agarose a 3%.(figura 9). As
mutagbes de ponto associadas com este polimorfismo e a sequéncias dos primers
utilizados encontram-se na tabela 2.
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Figura 9. PCR multiplex para genotipagem RHD ¢ RHCc Linha 1: Marcador
molecular de 100pb. Linha 2: genétipo RHD+ RHCc. Linha 3 gendtipo RHD+
RHce. Linha 4: gendtipo RHD+ RHCec. Linha 5: genétipo RHD+ RHee.
Linhas 6 e 7: gen6tipos RHD+ RHCc

9. Caracterizagio molecular dos antigenos RhD Fraco ¢ RhD Parcial HM;

A caracterizaciio molecular dos antigenos RhD fraco e RhD parcial HMi foi
realizada utilizando-se uma técnica de PCR alelo-especifico (MULLER et al., 2001) com
o objetivo de identificar os cinco tipos do antigeno RhD fraco que ocorrem com mais
freqiiéncia e detectar o antigeno RhD parcial HMi que pode ser confundido com RhD
fraco sorologicamente. A reagfio de PCR e as condi¢bes foram previamente descritas. A
anglise final dos produtos de PCR obtidos foi realizada apos eletroforese em gel de

agarose a 1,5% (Figura 10). As sequéncias dos primers utilizados encontram-se na Tabela
3.

Material e Métodos
48



Figara 10. PCR alelo-especifico para caracterizacio molecular dos
antigenos RhD fraco. Linhka 1: Marcador molecular de 100 pb. Linha 2:
D fraco tipo 1. Linha 3: D fraco tipo 2. Linha 4: D fraco tipo 3. Linha 5:
D fraco tipo 4. Linha 6: Controle interno (HGH=434pb). Linha 7: Branco

10. Caracterizagiio molecular da variante RHD parcial categoria VI tipo I

A caracterizagio molecular da variantes RHD hibrida categoria VI tipo I foi
realizada em toda amostra fenotipada como RhD fraco que nfo foi classificada como
RHD fraco, DHMi e DAR, utilizando-se uma técnica de PCR mutltiplex que amplifica 6
exons especificos do gene RHD. A variante hibrida DVI tipo I & identificada pela
auséncia de duas dessas regifes (exoms 4 ¢ 5 que pertencem ao gene RHCE)
(MAASKANT-van-WIJK, 1998). (Figura 11). As seqiiéncias dos primers utilizados
encontram-se na Tabela 4.
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Figara 11, PCR multiplex para caracterizacio do antigeno RhD
parcial categoria VI. A auséncia dos exons 4 ¢ 5 indicam a presenca do alelo D cat
VItipo I. Linha 1; marcador molecular de 100 pb. Linha 2: alelo D normal, Linha 3.
Alelo D Vi tipo L

11. Caracterizaciio molecular do antigeno RhD parcial DAR

A caracterizagio do antigeno DAR foi realizada em todas as amostras de
DNA identificadas como RhD fraco tipo 4. Foi padronizada uma técnica de PCR-RFLP
com primers especificos para amplificar o exon 7 do gene RHD e o produto obtido foi
digerido com a enzima Hph-I . O alelo D fraco tipo 4 ndo tem sitio de restricio para a
enzima Hph 1 enquanto que o alelo DAR apresenta 3 sitios para esta enzima e é digerido
em 3 fragmentos (189pb, 45 pb e 28 pb). A anilise dos fragmentos foi realizada apés
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% (Figura 12). As sequéncia dos primers

encontram-se na tabela 4.
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Figura 12. PCR-RFLP para caracterizacio da variante DAR. Linhas 1,3e
6 demosntram a presenga de DAR.

i2. Sequenciamento das amostras RHD fraco e RhD parcial HMi, DAR

Para confirmagiio dos tipos de RHD fraco e dos alelos D parcias encontrados
pelas técnicas de PCR-alelo especifico ¢ PCR-RFLP foram realizadas reagdes de
seqiiénciamento a partir do produto amplificado dos exons 6 (R&D fraco tipo 1), 9 (RkD
fraco tipo 2), 1 (RhD fraco tipo 3), 4 (RhD fraco tipo 4), 6 (DHMi) e 7 (DAR) para a
identificacio das mutacSes 809G, 115C, 8G, 602G, 848T e 1025C, respectivamente. O
produte do PCR foi purificado conforme recomendado pelo fabricante ¢ a reagfo
analisada no seqtienciador ABI 377XL Perkin Elmer Biosystems.

13. Citometria de Fluxo

Foi padronizada uma técnica de citometria de fluxo para avaliar a expressfo a
dos antigenos RhD fracos estudados. Assim, a expressdo dos antigenos RhD nas
hemacias RhD fraco foi medida em um citbmetro de fluxo FAScalibur {Becton
Dickinson, San Jose, CA), utilizando-se 3 anti-D IgG monoclonais e um potente anti-D
policlonal. O anticorpo secundario utilizado foi um anticorpo IgG anti-humano produzido
em cabra, fragmento Fab, conjugado com fluoresceina (FITC). A fluorescéncia obtida nas
amostras RhD fraco foi comparada com a de hemicias controles com o fenétipo RhD-
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positive Rir (DCcee). O background da fluorescéncia foi determinado com hemécias

RhD-negativo. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados descritos na
literatura.
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Tabela 2: Sequéncia dos primers utilizados nas genotipagens D, RH C/c, RH E/e

Primers Sequéncias PCR
REHI 5" -GTG TCT GAA GCC CTT CCA TC -3° fntron 4
RHI42 5-GAA ATC TGC ATA CCC CAG GC -¥ Intron 4
RHI43 SSATT AGC TGG GCATGGTGG TG 37 Intron 4
EXI0F  5-TTT CCT CAT TTG GCT GTT GGA TTT TAA -3' Exon 10

RHD3-UTR  5-GTA TTC TAC AGT GCA TAA TAA ATG GTG - Exon 10
RHCE3-UTR S-CTGTCT CTG ACCTTG TTT CAT TATAC -3 Exon 10
EXON 7 for 5"-AGC TCC ATC ATG GGC TAC AA -3’
EXON 7 rev 5-ATT GCC GGC TCC GAC GGT ATC -37 Exon 7 RHD
INTRON3for]  5-GGG TTG GGC TGG GTA AGC TCT -3’ Tntron 3 RHD
;m@ 4rev 5-GAA CCT GCT CTG TGA AGT GCT -3  Itrond RHD
AXON 4insert  5-AAT AAA ACCC AGT AAG TTC ATG TGG -3 ' Exond Rgg |
INTRON3for2 ~ 5-AAC CTG GGA GGC AAA TG TT -3 ntron 3RHD
C for 5°-CAG GGC CAC CAC CAT TTG AA 3’ Rgc :
Crev 5' -GAA CAT GCC ACT TCA CTC CAGS e
c f;;, 5 °-TCG GCC AAG ATC TGA CCG 3° 3 | Mg
e rev 5 “TGA TGA CCA CCT TCC CAG G 3 CRH
CEl4 5"-GGC AAC AGA GCA AGA GTC CA -3’ RAEe
CEX5 5’-CTG ATC TTC CTT TGG GGG TG —3° R]{Eﬁe
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Tabela 3: Primers utilizados na técnica de PCR alelo-especifico para RhD fraco e RhD

parcial HMi

Primers

Seqiiéncias

Exon/pb

RHDF1 sense
RHD¥| antisense
RHDF2 sense
RHDF?2 antisense
RHDF3 sense
RHDF3 antisense

RHDF4 antisense

5°aca cge tat tic tit goa gAC TTA TGG 37
5°GGT ACT TGG CTC CCC CGAC 3°

5’¢tc caa alc tit taa cat taa att stg cat tta aac agC 3’

Exon6/153pb

Exon9/126pb

5’gtg aaa aat ctt acC TTCCAGAAAACTTGGTCATC 3°

5’aca gag acg gac aca geA TGA GATG 3
5°CTT GAT AGG ATG CCA CGA GCCC 3°
5’AGA CTACCACAT GAACATGATGCACA Y

5" CAG ACA AAC TGG GTA TCG TTG CTC 3

5" GGT GCT GGT GGA GGTGAC GGA3

|5 gagetttiggoocttfictoce 3
5’AGG AGG CGT GGC TGT GGC TAT 3.
5’GGT ACT TGG €TC CCC CGAC 3*

5"TGC CTT CCC AAC CAT TCC CTTA 3"

Exonl/166pb
Exond/138pb
-~ Exon3/112pb

“Exon6/108pb

' Contr le iﬁigmﬁgkézz@b

5"CCA CTC ACG GAT TTC TGT TGT GTTTC ¥
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Tabela 4: Sequéncia dos primers utilizados na caracterizacio molecular da variante

RHD hibrida categoria VI tipo {

Primers Segiiéncias Exon/pb
MR364 5-TCG GTG CTG ATC TCA GTG GA-3' Exon3/111
MR474M 5-ACT GAT GAC CAT CCT CAT GT-3'
MR496 5-CAC ATG AAC ATG ATG CAC A-3' Exond/126
MR621 5-CAA ACT GGG TAT CGT TGC TG-3'
MR648 5-G TGG ATG TTC TGG CCA AGT T-3' Exon5/157
Mrex5 5'cac CTT GCT GAT CTT ACC-3'
MR$98 §-GTG GCT GGG CTG ATC TAC G-3' Exon5/57
Mm;é "tgtetagtticttac CGG CAA GA-3 |
MROTZ 5-AGCTCC ATC ATG GGCTACAAS Exon7/96 B
| MRI 068 S"-ATT GCC GGC TCC GAC GGT ATC-3
Mre9SD2 5'-aacagGT TTG CTC CTA AAT ATT-3 Exon9/71
© MRIZIO 5'-A AAC TTG GTC ATC AAA ATA TTT AACCT-3 B

Tabela S: Primers utilizados na técnica de PCR para a determinacfo da variante DAR

Primers Segiiéncias Tamaiiho
RHD16F 5' TCA TAC TGT GGT CCG TAA AC-3’ 262pb
RHDEX7R 5'CAA TCA TGA CCA TTG CC 3’
Material e Mérodos
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A. PADRONIZACAO DE TECNICAS MOLECULARES PARA A REALIZACAQ
DA GENOTIPAGEM RHD, RHD FRACO E RHD PARCIAL

Com o objetivo inicial de padronizar técnicas moleculares de genotipagem
RHD, RHD fraco ¢ RHD parcial, realizamos inicialmente um estudo molecular em 100
amostras de DNA de doadores voluntarios de sangue fenotipados para o antigeno RhD,
em dez amostras de DNA de doadores fenotipados como RhD fraco ¢ em dez amostras de
DNA de pacientes caracterizados previamente como RED parcial.

Apesar dos protocolos de genotipagem de grupos sanguineos estarem bem
estabelecidos foi necessario validi-los na populagio brasileira. Isto se fez NECcessario,
tendo em vista que a maioria dos primers desenhados para genotipagem de grupos
sanguineos foram baseados em seqiiéncias de individuos, geralmente de origem
caucasiana (CARTON, 1994, WAGNER e FLEGEL, 2001).

Para a validagdo das técnicas, comparamos os resultados obtidos na
genotipagemn com os resultados da fenotipagem prévia. Em nossas amostras, houve
concordancia entre os resultados de fenotipagem e de genotipagem para 0s antigenos
RHD, RhD fraco e RhD parcial e, assim, pudemos validar os métodos para a
caracterizagio molecular dos antigenos RhD fraco e RhD parcial.

Os resultados demonstraram que os primers utilizados na determinacgfo destes
gendtipos, se hibridizaram adequadamente com as regides das seqiiéncias obtidas em
amostras de DNA em populacfio com individuos miscigenados. Assim, estes protocolos
podem ser utilizados para a genotipagem RHD, RHD fraco e RHD parcial em nossa

populacio.
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B. RESULTADOS DA GENOTIPAGEM RHD, RHD FRACO E RHD PARCIAL
EM DOADORES VOLUNTARIOS DE SANGUE

1. Caracterizagiio molecular dos antigenos RhD, RhD fraco e RhD parcial

A caracterizagiio molecular dos antigenos RhD, RhD fiaco ¢ RhD parcial foi
realizada em 503 amostras de doadores voluntarios de sangue previamente fenotipados
como RhD fraco. Das 503 amostras estudadas, 415 foram molecularmente caracterizadas
como RhD fraco, 65 como RhD parcial, 15 apresentaram associagdes de RhD parcial e
RhbD fraco e oito eram RhD normal. Os resultados obtidos encontram-se na figura 13.

Figura 13: Resultado molecular nas amostras fenotipadas como RhD fraco

RHD FRACO RHD PARCIAL HHD FRACOPA |  |[RHD NORMAL
415 3% | i85 3% 15 e 8 2%

A caracterizaglio molecular do antigeno RhD fraco em doadores voluntarios
de sangue permitiu demonstrar que associagdes entre diferentes tipos de RhD fraco sdio
freqilentes na nossa populagdo. Os tipos de antigeno RhD fraco obtidos e suas
fregiiéncias encontram-se na figura 14. Os nossos resultados demonsiram queotipol éo

antigeno RhDD fraco mais freqitente, segaido pelos tipos 4 ¢ 3,
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Figura 14: Caracterizagiioc molecular dos tipos de RhD fraco em doadores

voluntérios de sangue.

DFi3
24 8%

DFY rﬁ F& DFiA DFS

52 I 51 75 48 10%

Os resultados da genotipagem RHD parcial em doadores voluntarios de
sangue demonstraram que 12,9% das amostras fenotipadas como RhD fraco eram RhD
parcial. A categoria VI e os tipos DAR e DHMi podem ser considerados fregiientes em

nossa populagdo. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 15.

Nas amostras estudadas ainda pudemos observar que existe associacdo entre
os anfigenos RhD fraco ¢ RhD parcial em uma mesma amostra. Das 503 amostras
estudadas, 15 (3%) apresentaram os antigenos RhD fraco e RhD parcial associados. Os

resuitados obtidos encontram-se na Figura 16.
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Figura 15: Ocorréncia das variantes DAR, DHMi e DVI em doadores

voluntdrios de sangue fenotipados como RhD fraco

BHD FRACO RHD FRACOPA | |RHD NORMAL
415 B3 5 % B 2%
DAR DhEn iyt

4% B2% 16 25% 8 14%

Figura 16: Associagfes dos antigenos RhD fraco e RhD parcial

RHDFRACO
445 3%
DF1DAR DFD DFDHLE DE2DV D3R DF4DER
g 6% 2 ek % i ™ %
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2. Associacdio dos tipos de antigeno RhD fraco com os haplétipos RH

Os tipos de antigeno RhD fraco identificados foram associados aos haplétipos
RH determinados molecularmente em 242 amostras. Os resultados demonstram que 0s
tipos 1 e 3 estfo freqiientemente associados aos haplétipos Ryr (CeDee) e Ryr (ceDee), o
tipo 2 ao haplétipo Ryr (ccDEe), o tipo 4 ao haplétipo Ror {ccDee) e o tipo 5 ao haplétipo
Ryr (CcDee).Tabela 5.

Tabela 6: Tipos de RhD fraco e haplétipos RH

AMOSTRAS TIPOS DE RhD FRACO HAPLOTIPOS

70 DF1 Ryr
37 DF1 Ror
26 DF2 Rar
23 DF3 Ryr
18 DF3 Ror
65 DF4 Ror
3 DFS Ryr

3. Associaciio dos tipos de antigeno RhD frace com o grau de aglutinacio

Os tipos de antigeno RhD fraco identificados foram também associados aos
graus de aglutinacdo obtidos 3 temperatura ambiente (TA), 37°C ¢ teste da antiglobulina
humana (AGH). Os resultados demonstram que os tipos 1, 2, 3 e 4 podem ser detectados
a temperatura ambiente enquanto o tipo 5 é detectado a pena pelo teste da AGH. Tabela
7.
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Tabela 7: Tipos de RhD fraco e grau de aglutinacio

 TIPOS DE RhD - GRAUDE " REATIVIDADE
FRACO AGLIITINACAO
ﬁi-j..- -;“31?1‘”_11-.' R 2*‘!"3‘*‘ A
DR e
DF4 4*%* A

4. Expressio dos antigenos RhD fraco determinada por citometria de fluxo

Com a finalidade de determinarmos a expressfio dos antigenos RhD nos
diferentes tipos de antigeno RhD fraco encontrados, realizamos citometria de fluxo em
pelo menos uma amostra de cada tipo de RhD fraco e em amostras controles fenotipadas
como DCcee e decee. Verificamos que as amostras RhD fraco apresentam fraca
expressdo antigénica quando comparadas com as amostras RhD-positivo utilizadas como
controle. Observamos ainda que hd variagio de expressiio entre os diferentes tipos de
antigeno RhD fraco. Nossos resultados demonstram que o antigeno RhD fraco tipo 5
apresenta menor expressdo antigénica, seguido pelos tipos 2, 1, 3 e 4. Os resultados
obtidos encontram-se na Tabela 8.
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Tabela 8: Expressio antigénica dos antigenos RhD fraco

“_]3 fmco m_z;mm Dm,.:;}_. & L |
: 995‘? S G i}ccEe o
;75-4} : . DecEe
'_B fraco txpaS(tota! DFS*-:I}" - | N
0 DCee
}’?‘9}'@ S DCcee
D fraco tipo 4 (total DF4=3) |
041-0 Decee
317-7 Decee
023-0 Dceee
D fraco tipo 5 (total DF5<1)
446-0 DCcee
*IFM: Intensidade Média de Fluorescéncia

ETIE334
e 6.?44-3.22:::.' s
g 5' 6 '*“2"?8 ZII | i

1?33&1153 e

21291378

17. 83 +11.61
1983 & 34.32

4.70 + 2.38
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5. Grau de aglutinacdio e expressiic antigénica mas associagbes RhD frace e RhD

parcial

As 15 amostras que apresentaram os antigenos RhD fraco ¢ RhD parcial
associados foram analisadas quanto ao grau de aglutinacfio e expressdo antigénica medida
por citometria de fluxo. Todas as amostras estudadas foram detectadas sorologicamente
apenas pelo teste da AGH com intensidades de aglutinacio de 1+ ou fraca (). Os
resultados da citometria de fluxo demonstraram fraca expressio antigénica (IFM=5.16 +

2.25) ¢ a presenga de dupla populagdio de células nestas amostras (Figura 17}.

100 10’ 102 - 10
FITC »»
DFS5 1/10 poli 04/05/04.007

Figura 17. Resultado da citometria de fluxo em amostra com os antigenos
RHD fraco e RhD parcial associados. A regifio em vermelho demonstra a
presenga do antigeno RhD fraco e a regidio em verde demonstra a presenga do
antigenc RhD) parcial (células com tamanhos diferentes)
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C. RESULTADOS DA GENOTIPAGEM RHD, RHD FRACO E RHD PARCIAL
EM PACIENTES

Com 2 finalidade de caracterizarmos molecularmente o antigeno RhD em
quatro amosiras de DNA de pacientes fenotipados como RhD fraco que apresentavam
anti-D, realizamos a genotipagem RHD, RHD fraco e RHD parcial nestas amosiras.
Nossos resultados demonstraram que estes pacientes apresentavam o antigeno RhD
parcial € nfio o antigeno RhD fraco. Duas amostras foram classificadas como RhD parcial
DAR, 1 como RhD parcial DHMi e 1 como RhD parcial categoria VI. Tabela 9.

Tabela 9: Resultados de pacientes RhD fraco com anti-D

TOTAL DAR DHM; DVE
4 2 i i
Yo 50% 5% 2584
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A. PADRONIZACAO DE TECNICAS MOLECULARES PARA A REALIZACAO
DA GENOTIPAGEM RHD, RHD FRACO E RHD PARCIAL.

Com a finalidade de padronizarmos as técnicas moleculares de genotipagem
RHD, RHD fraco e RHD parcial, foram estudadas 100 amostras de DNA extraidas de
sangue periferico de doadores voluntérios de sangue fenotipados para o antigeno RhD
atendidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia da Unicamp, dez amostras de DNA
de doadores fenotipados como RhD fraco atendidos no Centro Regional de Hemoterapia
de Ribeirio Preto ¢ dez amostras de DNA de pacientes atendidos no Centro de
Hematologia ¢ Hemoterapia da Unicamp caracterizados como RhD parcial no New York
Blood Center.

O intenso processo de miscigenagio que ocorreu na populaciio brasileira, a
torna {nica em seu antecedente étnico. A regifio Sudeste do Brasil possui alta densidade
populacional e tem continuamente recebido imigrantes da regiio Nordeste. E também
caracterizada pelo alto grau de mistura entre descendentes de europeus e africanos.
Assim, doadores ¢ pacientes desta regifio constituern uma amostra representativa de uma
populagio miscigenada (PELLEGRINO JR et al, 2001).

Em nossas amostras, houve concordancia entre os resultados de fenotipagem
€ genotipagem para os antigenos RhD, RhD fraco ¢ RhD parcial. As categorias do
antigenc RhD parcial caracterizadas sorologicamente com anticorpos monoclonais
(DIVa, DIVb, DVI, DVa) foram concordantes com as categorias determinadas
molecularmente.

Nossos resultados demonstraram que os primers utilizados nas genotipagens
RHD, RHD fraco e RHD parcial, desephados de acordo com as sequéncias gendmicas
obtidas de individuos com ancestrais caucasianos podem ser empregados na

caracterizacdio das variantes RHD, em populacdes com antecedentes étnicos diversos.
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B. GENOTIPAGEM RHD, RHD FRACO E RHD PARCIAL EM DOADORES
VOLUNTARIOS DE SANGUE

A genotipagem RHD tem sido cada vez mais utilizada para diferenciar os
antigenos RhD normal, RhD fraco e RhD parcial devido as limitagdes dos reagentes
utilizados nos testes de hemaglutinagio (WHESTOFF et al, 2004). As técnicas
moleculares permitem distinguir as hemdcias que perdem ou apresentam epitopos
alterados (RhD parcial), daquelas que possuem niveis reduzidos do antigeno RhD (RhD
fraco). Esta diferenciagio ¢ importante para prevenir a aloimunizacio em pacientes e
gestantes, uma vez que mdividuos com o fendtipo RhD parcial apresentam risco de

alommunizagdo, enquanto a maioria dos individuos RhD fraco nfio produzem anti-D.

Considerando que as fregiiéncias das variantes RHD diferem entre as
populages e sdo mais freqlientes em africanos do que em caucasianos (WAGNER et al.,
2002), estudos que determinem a ocorréncia destes antigenos podem direcionar a
elaboracdo de protocolos que auxiliem na escolha da melhor conduta transfusional em

populagdes constituidas por individuos descendentes de africanos.

O reconhecimento de amostras com fraca expressio do antigeno RhD
depende do método e da qualidade do reagente anti-D empregado. A utilizagio de anti-D
monoclonais de baixa afinidade e a dificuldade na obtencdc de anti-D policlonais de boa
qualidade tém causado discrepancias entre os resultados da fenotipagem RhD e algumas
vezes deixado de detectar antigenos RhD fraco com baixa densidade antigénica. A nfo
deteccdo destes antigenos em doadores de sangue pode causar aloimunizagiio anti-D nos
pacientes RhD-negativo transfundidos com estas hemacias (WAGNER et al, 2000;
MOTA et al, 2004). Por outro lado, muitos individuos classificados sorologicamente
como RhD fraco sio na verdade RhD parcial (ANSART-PIRENNE et al., 2004). Como a
diferenciagio entre os antigenos RhD fraco e RhD parcial é impossivel de ser realizada
na rotina sorologica, muitos pacientes tem produzido anti-D pelo fato de terem sido

considerados RhD-positivos.
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Assim, as genotipagens RHD, RHD fraco ¢ RHD parcial tm contribuido
significativamente na confirmagfio do fenétipo RhD fraco, na identificacdo de antigenos
RhD fraco nfio detectados sorologicamente e na diferenciagdo entre os antigenos RhD
fraco e RhD parcial.

Em nosso trabalho, das 503 amostras de DNA estudadas, 415 (82,5%) foram
caracterizadas como RhD fraco, 65 (12,9%) como RhD parcial, 15 (3%) apresentaram os
antigenos RhD fraco e RhD parcial associados ¢ 8 (1,6%) eram RhD normais. Quando
comparamos nossos resultados com dados da literatura em 2 estudos moleculares
realizados em populagdes européias (MULLER et al., 2001; ANSART-PIRENNE et al.,
2004), verificamos que estes autores encontraram uma alta freqliéncia de antigenos RhD
parciais em individuos fenotipados como RhD fraco, mas no encontraram associacdes

entre RhD fraco e RhD parcial em uma mesma amostra.

O fato de termos encontrado amostras RhD normais em individuos
fenotipados como RhD fraco demonstra que alguns reagentes ndo apresentam as
especificagbes necessdrias para a realizagfio segura da fenotipagem RhD e deveriam ser

methor analisados antes de serem introduzidos na rotina.

Nossos resultados em conjunto com publicacbes anteriores demonstram
claramente que a biologia molecular associada & hemaglutinagio pode aumentar
consideravelmente a seguranca transfusional e materno-fetal pela melhor caracterizacio
dos antigenos RhD em nossa populacgo.

1. Caracterizaciio molecular dos antigenos RhD, RhD fraco e RhD parcial

O antigeno RhD fraco ¢ caracterizado sorologicamente por apresentar fraca
expressao nas hemacias, a qual pode ser reflexo de alteragbes quantitativas e/ou
qualitativas na proteina RhD. Estas alterages sdo decorrentes de mutagdes de ponto no
gene RHD que levam a substituicdes de aminoscidos na proteina RhD responsaveis pelo
enfraquecimento do antigeno RhD na membrana eritrocitaria. A identificacio destas
mutagOes permite classificar o antigeno RhD fraco em diferentes tipos {(WAGNER e
FLEGEL, 1999), determinar os tipos mais frequentes em uma determinada populaggo,
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relacionar cada tipo de RhD fraco com sua expressdo na membrana eritrocitdria, associd-
los com os haplétipos Rh presentes ¢ com o indice de aloimunizacfio anti-D. Desta
forma, pode-se selecionar protocolos mais seguros para a identificacio do fenétipo RhD

fraco e, conseqiientemente, adotar melhor conduta transfusional.

Até o presente momento, este trabalho foi o tnico que estudou a freqiiéncia
dos tipos de antigeno RhD fraco na populagdo brasileira. Assim, foi possivel determinar
os tipos mais freqlientes de nossa populagiio e associd-los com suas reatividades
sorologicas.Das 415 amostras caracterizadas como RhD fraco, 312 (75,2%) apresentaram
apenas um tipo de RhD fraco enquanto 103 (24,8%) amostras apresentaram dois tipos

associados.

Quando comparamos nossos resultados com a literatura em um {inico trabalho
realizado por MULLER et al, 2001 na populagio européia, verificamos que as
associagdes de diferentes tipos de RhD fraco em uma amostra s3io muito mais freqiientes
em nossa populacdo uma vez que das 434 amostras de DNA de individuos europeus com

o fenétipo RhD fraco estudadas, apenas dois (0,46%) apresentaram estas associagdes.

Os tipos de RhD fraco mais freqlientes em nossa populagio foram
respectivamente os tipos I, 4 e 3. Na populagfio euwropéia, MULLER et al, 2001
demonstraram que os tipos mais freqiientes sdo os tipos 1, 2 ¢ 3 (Tabela 14). A
freqiiéneia (19%) do antigeno RhD fraco tipo 4 em nossa populagio demonstra o alto
grau de miscigenaciio ocorrido uma vez que este tipo é predominante da populagio
africana. Como pode ser observado na Tabela 14, nenhuma amostra RhD fraco estudada
foi caracterizada como tipo 4 na populagio européia.
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Tabela 10: Freqtiéncia dos tipos do antigeno RhD fraco em diferentes regides da Europa

¢ no Brasil

T Ml 'etai,’Z_QQi”:-””"“"I'

A grande importincia em se caracterizar molecularmente o antigeno RhD
fraco deve-se ao fato de nfo ser possivel distinguir sorologicamente o antigeno RhD fraco
de alguns antigenos RhD parciais e nio se conseguir determinar o tipo de antigeno RhD
fraco presente na amostra. De acordo com a literatura, a maioria dos individuos que
apresentam o fenStipo RhD fraco ndo desenvolvem anticorpos anti-D e podem ser
transfundidos com sangue RhD-positivo. No entanto, alguns pacientes com RhD fraco
tipo 4.2, 7 e 15, podem-se aloimunizar se receberem sangue RhD-positivo.

Considerando que os trés tipos do antigeno RhD fraco mais freqiientes em
nossa populagio sfio os tipos 1, 3 e 4 que nfie tém sido associados a0 Tisco de
aloimunizagdo, acreditamos que a transfusio com sangue RhD-positivo em pacientes com
o fenétipo RhD fraco ainda pode ser considerada segura. No emtanto, nfio estd
esclarecido se pacientes que apresentam antigenos RhD fraco com baixa densidade
antigénica quando expostos a hemdacias RhD normal podem se aloimunizar. Além disto, é
importante descartar a presenga do antigeno RhD parcial. Assim, a genotipagem para o
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antigeno RhD fraco deve ser recomendada a todos os pacientes que necessitem de
transfusdo sanguinea e apresentem o fendtipo RhD fraco detectado apenas pelo teste da
antigiobulina com fraca reatividade. Em nosso trabalho, verificamos que todas as
amostras que apresentaram o antigeno RhD parcial foram detectadas apenas pelo teste da

AGH com uma reatividade igual ou inferior a 1+.

Diante destes fatos, recomendamos a utilizagio de métodos de fenotipagem
mais eficientes e sensiveis, tais como o teste da antiglobulina humana em combinagio
com reagentes anti-D mais potentes, com alta afinidade, que detectem antigeno RhD com
baixa densidade antigénica tanto em doadores quanto em pacientes. Amostras
genotipadas como RhD fraco tipo 2 podem ser utilizadas como controles para avaliar a
qualidade de anti-soros anti-D uma vez que os reagentes anti-D de alta afinidade reagem
com amostras RhD fraco tipo 2 a temperatura ambiente.

Antigenos RhD parciais que se expressam fracamente sdo freqiientemente
fenotipados como RhD fraco pelo fato de nfio existir anticorpos monoclonais que
diferenciem estas duas variantes. Na rotina, o antigeno RhD parcial somente &
nvestigado em pacientes classificados como RhD-positivo que  desenvolveram
aloanticorpo anti-D. Mesmo assim, ainda ¢ muito dificil identificar as categorias e tipos

do antigeno RhD parcial sorologicamente.

Assim, técnicas moleculares tém sido recomendadas na detecgio destes
antigenos em pacientes que necessitam de transfuses sangiiineas uma vez que individuos
que possuem estas variantes apresentam risco de aloimumizacio se transfundidos com
sangue RhD-positivo (CASTILHO, et al., 2001, CASTILHO et al., 2005).

A caracterizagio dos antigenos RhD parciais que reagem sorologicamente
como RhD fraco, tais como DAR (HEMKER et al, 1999), DHMi e categoria DVI
(JONES, 1995; ROUILLAC et al, 1995) pode ser de grande auxilio na prevenciio da

aloimunizacdio anti-D em pacientes politransfundidos e gestantes.

O antigeno RhD parcial DAR ¢é de dificil caracterizagdo sorolégica, pois

apresenta reatividade fraca com todos os anti-soros anti-D monoclonais disponiveis. Este
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antigeno possui 9 epitopos RhD alterados devido a 3 mutagdes de ponto no gene RHD:
602 C>G (exon 4), 667 T>G (exon 5) e 1025 T>C (exon 7) (HEMKER et al, 1999).

O antigeno DHMi ocorre pela presenca da mutagio de ponto 848 T>C no
exon 6. Esta mutagfio altera 6 epitopos RhD, levando assim, i fraca expressdo do
antigeno RhD nas hemacias (JONES, 1995).

O antigeno RhI) parcial categoria DVI ocorre através de rearranjos génicos
entre os genes RHD e RHCE que levam a alteragic de 6 epitopos RhD, e
consequentemente, a uma fraca reatividade com alguns anti-soros anti-D monoclonais
(ROUILLAC et al, 1995).

Com o objetivo de verificarmos a ocorréncia destes trés antigenos RhD
parciais nas amostras fenotipadas como RhD fraco estudadas, realizamos testes
moleculares especificos para a detecgiio das mutagdes que caracterizam estas variantes.
Em nosso estudo, 65 (12,9%) das 503 amostras de DNA estudadas apresentaram 0s
antigenos RhD parciais DAR, DHMi ¢ DVI. Em 40 amostras de DNA (61,5%)
encontramos o antigeno RhD parcial DAR, em 16 (24,6%) o antigeno RhD parcial DHMi
€ em noves (13,8%} o antigeno RhD parcial categoriaVI.

Até o presente momento, este foi o segundo trabatho a determinar a
freqiiéncia do antigeno RhD parcial DAR por técnicas moleculares. Ao analisarmos os
dados da literatura verificamos que a freqiiéncia do antigeno RhD parcial DAR por nds
encontrada em doadores RhD fraco (7,9%) foi superior a freqiiéncia (4,9%) observada
por HEMKER et al., 1999 em africanos provenientes da Africa do Sul. A frequéneia do
antigeno DAR encontrada em doadores de sangue fenotipados como RhD fraco confirma
o grau de descendentes de afticanos na populagiio brasileira uma vez que esta variante é

predominante de afticanos.

Nossos resultados demonstram a importancia em se caracterizar esta variante
em pacientes descendentes de africanos que necessitem de transfus3o de sangue, tais
como os pacientes falciformes. Em um estudo por nés realizado previamente em amostras
de DNA de pacientes falciformes, foi observada uma freqiiéncia (4,6%) deste antigeno
RhD parcial com presenca de aloanticorpo anti-D em trés pacientes dos sete

Discussdo
72



caracterizados como DAR (CASTILHO et al., 2005). Assim, recomendamos a utilizaciio
de técnicas moleculares para a caracterizacho desta variante em pacientes falciformes
fenotipados como RhD fraco, uma vez que nfo existem anti-soros monoclonais

especificos para sua identificagio na rotina sorologica.

A freqiiéncia do antigeno RhD parcial DHMi (3,2%) por nés encontrada foi
supeﬁor a encontrada por MULLER et al, (2001) na populacio européia (0.46%)
enquanto a frequéncia do antigeno DVI (1,8%) foi inferior & encontrada (48,3%) por
estes autores, Estas diferencas podem ser mais uma vez explicadas pela diversidade
¢tnica da populagiio brasileira, j& que, o antigeno DHMi parece ocorrer com mais
freqiiéncia em africanos enquanto o antigeno RhD categoria VI é predominante de

individuos caucasianos.

A freqii€ncia dos antigenos RhD parcial DAR, DHMi e DVI encontrada em
nossas amostras sugere um risco de aloimunizagio ao antigeno RhD em pacientes
fenotipados como RhD fraco.

Até o presente momento, este foi o Gnico trabalho que encontrou a associagfio
do antigeno RhD parcial ¢ RhD fraco em uma mesma amostra. Das 503 amostras de
DNA de doadores fenotipadas como RhD fraco 15 (3%) apresentaram mutagdes no gene
RHD responsaveis pelo antigeno RhD fraco e ao mesmo tempo mutagdes que definem as
variantes DAR, RhD categoria VI e DHM;, ou seja, possufam os antigenos RhD fraco ¢
RhD parcial associados.

Nossos resultados demonstram que € possivel encontrar individuos que
apresentam os antigenos RhD fraco e RhD parcial e que sorologicamente seriam
classificados como RhD fraco parcial. Apesar desta associagfio ser impossivel de ser
identificada na rotina soroldgica, verificamos que todas as amostras que apresentaram os
dois antigenos eram reativas apenas pelo teste da AGH com uma reatividade inferior a
1+. Assim, recomendamos a caracterizacio molecular nas amostras de pacientes e
gestantes que apresentarem este tipo de reatividade, pelo fato de que ainda nio se
conhece o risco de aloimunizagio em portadores do antigeno RhD fraco com baixa
densidade antigénica (WAGNER e FLEGEL, 2004).
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2. Associacdo dos tipos de antigeno RhD fraco com os hapldtipos RH

De acordo com WAGNER et al, (1999) os tipos de antigeno RhD fraco
podem estar associados a haplotipos RH especificos. Com a finalidade de investigar se
existe associaciio entre os haplotipos RH com os diferentes tipos de antigeno RhD fraco
encontrados em nossa populagdo, realizamos a genotipagem RH em 242 amostras de
DNA caracterizadas molecularmente como RHD fraco.

Quando associamos os tipos de RhD fraco encontrados nestas amostras com
os respectivos haplétipos, verificamos que os RhD fraco tipos 1 e 3 estiio freqiientemente
associados aos haplétipos Rir (CcDee) ¢ Ror (ccDee), o tipo 2 ao haplétipo Ror (ccDEe),
o tipo 4 ao haplétipo Ror (ccDee) e o tipo 5 ao haplétipo Ryr (CeDee). Nossos resultados
estdo de acordo com os encontrados por WAGNER et al., (1999) para os tipos 1, 3,2 ¢ 4
que foram associados aos hapl6tipos Rir, Ror e Ror, mas diferem do tipo 5 que foi
associado ao haplotipo Ryr. Em nosso estudo, verificamos ainda a presenca do haplétipo
Ror associado ao RhD fraco tipos 1 € 3, o que demonstra a miscigenagiio que ocorreu em

nossa populagio.

Estes resultados sugerem que existe associaciio entre os tipos de RhD fraco e
os hapl6tipos RH na populagéo brasileira, mas indicam que os haplétipos RH ndo podem
ser considerados na identifica¢fio dos tipos 1, 3 e 4 de RhD fraco devido 3 presenga do
haplotipo Rer que caracteriza a miscigenacfio brasileira.

3. Associagiio dos tipos de antigeno RhD fraco com o grau de aglutinacio

Como mencionados anteriormente nfio é possivel diferenciar os tipos do
antigeno RbD fraco por métodos sorolégicos e como nem sempre os laboratérios de
Imunohematologia podem dispor de recursos moleculares, associamos cada tipo de RhD
fraco caracterizado com o grau de aglutinagfio obtido na fenotipagem. Embora a reagio
de aglutinagio dependa diretamente do reagente anti-D utilizado, acreditamos que estes
resultados podem ser de grande auxilio sorolégico na identificagiio do antigeno RhD
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fraco e conseqlientemente no direcionamento da melhor conduta transfusional para
pacientes RhD fraco.

Todos os tipos do antigeno RhD fraco encontrados em nosso estudo foram
associados ao grau de aglutinacfio obtido 4 temperatura ambiente (TA), 4 37°C e pelo
teste da antiglobulina humana (AGH).

Nossos resultados demonstraram que os tipos de RhD fraco 1, 2, 3 e 4 que
foram detectados & TA, 4 37°C e apresentaram grau de aglutinacdo superior a 1+ na AGH
podem ser considerados como RhD positivo, pois nio foram associados ao antigeno RhD
parcial. Assim, pacientes que apresentam o fendtipo RhD fraco com esta reatividade
podem ser transfundidos com sangue RhD positivo. Apesar deste trabalho ter sido o
tnico que relacionou os tipos de RhD fraco com o grau de aglutinagdo, a literatura revela
que ainda ndo foi demonstrada aloimunizagio anti-D em pacientes portadores dos
antigenos RhD fraco tipos 1, 2, 3 e 4 (WAGNER et al., 2000).

Os antigenos RhD fraco que apresentaram grau de aglutinacdio inferior a 1+
pelo teste da AGH estavam na sua maioria, associados ao antigeno RhD parcial. Assim,
nossa recomendacdo € que pacientes que apresentam o fenétipo RhD fraco com esta
caracteristica devem ser considerados RhD-negativos. Por outro lado, doadores
fenotipados como RhD fraco, independentemente do grau de aglutinacfio, devem sempre
ser considerados RhD-positivos pois ja foi demonstrado previamente que mesmo com
baixa densidade antigénica o antigeno RhD fraco pode ser imunogéuico (FLEGEL e
WAGNER, 2000; MOTA et al., 2005).

4. Expressdo antigénica dos antigenos RhD fraco determinada por citometria de

fluxo

A expressdo do antigeno RhD nas amostras contendo os tipos de RhD fracos
mais freqlientes foi determinada por citometria de fluxo e comparada com amostras
controles RhD-positivos e RhD-negativos.

Nossos resultados sugerem que os cinco tipos de antigenos RhD fraco

estudados apresentam um nimero de sitios antigénicos bem inferior aos antigenos RhD
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normais € que os tipos 5 e 2 podem ndo ser detectados por técnicas sorologicas
dependendo do anticorpo utilizado. A variagdo de expressdo entre os diferentes tipos de
antigeno RhD fraco e os resultados por nés obtidos estdo de acordo com os descritos na
literatura demonstrando que o tipo 5 apresenta menor expressdo antigénica, seguido pelos
tipos 2, 1, 3 e 4 (WAGNER et al., 2000).

Pudemos constatar ainda que h4 pouca variagsio de expressdo antigénica entre
as amostras que apresentam o mesmo tipo de antigeno RhD fraco independentemente do
haplétipo RH presente. Este resultado confirma dados da literatura que mostram que cada
tipo de antigeno RhD. fraco apresenta uma densidade antigénica padrio com pouca
varia¢30 € que apenas a presenga do efeito C trans (antigeno RhC em posicdo trans a
RhD) pode diminuir consideravelmente a densidade antigénica em armostras com o
mesmo tipo de antigeno RhD fraco (WAGNER et al, 2000; MULLER et al, 2001;
ANSART-PIRENNE et al., 2004; MOTA et al., 2005).

5. Grau de aglutinacio e expressdo antigénica nas associacdes RhD fraco e RhD

parcial

A presenca simultinea dos antigenos RhD fraco e RhD parcial nos estimulou
a realizar um estudo mais detathado desta associacfo, pois como ja4 mencionamos
anteriormente esta ocorréncia é um fato inédito.

Avaliamos as 15 amostras que apresentaram os antigenos RhD fraco ¢ RhD
parcial associados quanto ao grau de aglutinagfio e expressio antigénica. Os testes de
hemaglutinagio realizados nestas amostras demonstraram fraca (< 14) intensidade de
aglutinacfio detectada apenas pelo teste da AGH. Por outro lado, os resuitados obtidos na
citometria de fluxo demonstraram claramente a presenca de duas populagdes de hemacias
e, assim, foi possivel diferenciar os antigenos RhD fraco e RhD parcial. Estas amostras
apresentaram ainda uma fraca expressdo antigénica (IFM=5.16 + 2.25), o que explica a
sua dificil identificacdio sorolégica.

Estes resultados demonstram mais uma vez que as amostras fenotipadas
como RhD fraco e que apresentam fraca reatividade apenas pelo teste da AGH devem ser
consideradas RhD-negativo em pacientes que necessitam de transfisdes sanguineas.
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C. RESULTADOS DA GENOTIPAGEM RHD, RHD FRACO E RHD PARCIAL
EM PACIENTES

Foram avaliadas molecularmente quatro amostras de DNA de pacientes
fenotipados como RhD fraco que apresentavam anti-D. Nosso estudo demonstrou que a
aloimunizagdio anti-D nestes pacientes estava relacionada 3 presenca de um antigeno
RhD parcial e nfio a um antigeno RhD fraco como diagnosticado sorologicamente. Os
antigenos RhD parciais envolvidos foram classificados como RhD parcial DAR, DHMi e
DVIL

Considerando que sorologicamente nfio é possivel identificar antigenos RhD
parciais pelos anti-soros anti-D utilizados na rotina transfusional, e que sé existem
anticorpos monoclonais para identificar as variantes RhD parciais DVI e DHMi,
recomendamos a utilizagdo de protocolos moleculares para a identificagdio dos antigenos
RhD> parciais em todos os pacientes classificados como RhD fraco que necessitem de
transfusio.

Como mencionado anteriormente, individuos com os fendtipos DAR, DHMi
¢ DVI podem desenvolver anticorpo anti-D quando expostos ao antigeno RhD completo.
De fato, todos estes pacientes estudados receberam sangue com o fenotipo RhD-positivo,
desenvolvendo, assim, aloanticorpo anti-D. Estes resultados demonstram que ndo existe
um hmite bem definido entre os antigenos RhD fraco e RhD parcial que perdem epitopos
especificos e podem estar associados a aloimunizagdio anti-D.

D. RECOMENDACOES NA PRATICA TRANSFUSIONAL

Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, a importancia da
determinagio do antigeno RhD na medicina transfusional e com base em critérios
deduzidos cientificamente, sugerimos as seguintes recomendages para a fenotipagem
RhD fraco em pacientes e doadores de sangue brasileiros:

— utilizacio de anti-soros monoclonais anti-D IgG em conjunto com o teste da AGH

na fenotipagem RhD fraco de todos os doadores de sangue.
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— utilizagdo de anti-soros monoclonais anti-D IgM de alta afinidade na fenotipagem
RhD de pacientes.

— todos os doadores de sangue classificados como RhD fraco devem ser considerados
RhD-positivo.

— pacientes fenotipados como RhD fraco podem ser considerados RhD-positivo
quando suas hemdcias apresentarem reacdes de aglutinagio com intensidade maior
que 1+ na AGH com anti-soros monoclonais anti-D IgG ou reagdes positivas 2 TA

ou 37°C com anti-soros monoclonais anti-D IgM

— as genotipagens RHD fraco ¢ RHD parcial devem ser utilizadas na classificagéio dos
tipos de antigenos RhD fraco e RhD parcial presentes ¢ na identificaciio de

controles,

— as genotipagens RHD, RHD fraco ¢ RHD parcial devem ser realizadas em toda
situac@io de divida, ou seja, quando os resultados soroldgicos néo forem claros ou

quando o paciente for politransfundido.

— pacientes RhD parcial devem ser transfundidos com sangue RhD-negativo
independente do tipo ou categoria do antigeno RhD parcial presente.

Acreditamos que estas recomendacies baseadas em nossos resultados possam
contribuir na conduta transfusional de pacientes fenotipados como RhD fraco ¢ na
selecio adequada do reagente anti-D utilizado na rotina de fenotipagem do antigeno RhD.

Discussédo
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Considerando os objetivos do presente trabalho, as condi¢Ges em que foi

realizada a caracterizagio molecular do antigeno RhD (RhD fraco ¢ RhD parcial} em
amostras de DNA de doadores de sangue brasileiros fenotipados como RhD fraco,

podemos concluir que:

1.

Os protocolos utilizados para a identificacio molecular do antigeno RhD fraco que
incluiram primers desenhados de acordo com as seqiiéncias gendmicas de
individuos caucasianos, podem ser empregados para a determinagio das variantes
RhD fraco em populagdes com antecedentes étnicos diversos, como € o caso

populagfio brasileira.

. Os antigenos RhD fraco mais freqgiientes na populagdo brasileira foram os tipos 1,

3ed

- Nosso estudo demonstrou que associacdes entre diferentes tipos de antigenos RhD

fraco sio freqgiientes em nossa populacgo.

- Sessenta e cinco (12,9%) das amostras fenotipadas como RhD fraco foram

caracterizadas como RhD parcial.

- O antigeno RhD parcial DAR apresentou freqiéncia (7.9%) na populagdo

estudada.

. Néo ¢ possivel diferenciar o antigeno RhD fraco de um antigeno RhD parcial por

técnicas sorologicas.

. Este estudo identificou pela primeira vez a ocorréncia simultdnea dos antigenos

RhD fraco e RhD parcial em uma mesma amostra.

- A caracterizagio molecular dos antigenos RhD parcial DAR, DHMi e DVI em

pacientes RhD fraco podera contribuir significativamente na prevencio da
aloimunizagio anti-D em pacientes politransfundidos.

- Doadores de sangue classificados como RhD fraco devem ser considerados RhD-

positivos.

Conclusies
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Pacientes fenotipados como RhD fraco podem ser considerados RhD-positivo
quando suas hemdicias apresentarem reagbes de aglutinacio com ntensidade

maior que 1+ na AGH ou reagdes positivas & TA ou 37°C.

A utilizacdo de métodos de fenotipagem mais sensiveis em combinagiio com
reagentes anti-D de alta afinidade, ¢ recomendada na detecgfio de antigenos
RhD fraco com baixa densidade antigénica em doadores de sangue.

A analise da citometria de fluxo permitic demonstrar que o antigeno RhD fraco
tipo 5 apresenta menor expressdo antigénica, seguido pelos tipos 2, 1, 3 e 4.
Ha pouca variagio de expressdo antigénica entre as amostras que apresentam o

mesmo tipo de antigeno RhD fraco independentemente do haplétipo RH

presente.

Nossos resultados demonstram claramente a necessidade da utilizagio de dois
anti-soros monoclonais (IgM e Ig() na determinagéio do antigeno RhD.

As genotipagens RHD, RHD fraco e RHD parcial devem ser realizadas quando os
resultados  sorolégicos nfio forem claros ou quando o paciente for
politransfundido.

Nossos resultados demonstram que a biologia molecular associada a hemaglutinagiio

pode aumentar consideravelmente a seguranca transfusional pela melhor

caracterizago dos antigenos RhD em nossa populagio.

Conclusdes
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