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Resumo 

 

Neste século uma nova tecnologia está gradativamente se infiltrando na medicina 

transfusional e complementando as técnicas sorológicas: a genotipagem de 

grupos sanguíneos através de diferentes métodos moleculares. O futuro dos 

grupos sanguíneos sem dúvida envolve a biologia molecular. Neste contexto, 

novos procedimentos técnicos se tornam necessários para possibilitar a 

introdução da genotipagem de grupos sanguíneos na rotina transfusional bem 

como, a investigação de novos polimorfismos característicos de duas diferentes 

populações: doadores de sangue e pacientes. A tecnologia baseada em 

“microarrays” tem sido avaliada para detecção de polimorfismos de grupos 

sanguíneos. Com a perspectiva de que esta metodologia permitirá a realização da 

genotipagem de grupos sanguíneos em larga escala de forma automatizada e 

rápida, os objetivos deste trabalho foram: validar em uma população brasileira os 

chips de DNA para a genotipagem dos principais alelos de grupos sangüíneos; 

determinar a freqüência genotípica dos principais alelos de grupos sanguíneos em 

doadores voluntários de sangue e, viabilizar a criação de um banco de dados 

eletrônico com as características genotípicas comuns e raras de doadores 

voluntários de sangue, possibilitando a compatibilidade sanguínea mais exata 

entre doadores e pacientes portadores de anemia falciforme. Os resultados 

obtidos durante a validação do “microarray” mostraram concordância com os 

resultados da genotipagem convencional e a fenotipagem. A genotipagem de 

grupos sanguíneos em larga escala utilizando a plataforma HEA BeadChip 

possibilitou a determinação da freqüência dos principais genótipos dos sistemas 

de grupos sanguíneos em uma população brasileira de doadores voluntários de 
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sangue e demonstrou agilidade na identificação de alelos raros. Esta metodologia 

possibilitou também a criação de um banco de dados de doadores genotipados, 

através do qual foi possível promover a compatibilidade mais exata entre 

doadores de sangue e os pacientes falciformes. A partir deste banco de dados 

composto por 948 doadores, foi possível encontrar sangue fenótipo compatível 

(RhCc, RhEe, Do(a/b), Jk(a/b), Fy(a/b), S/s e K1/K2) para 134 dos 144 pacientes  

falciformes avaliados. Onze (11/144) pacientes aloimunizados, que apresentavam 

discrepâncias entre os resultados da fenotipagem e da genotipagem passaram a 

receber sangue compatível levando em consideração os resultados do genótipo. 

Estes pacientes se beneficiaram das transfusões recebidas, uma vez que houve 

aumento dos níveis de hemoglobina e aumento no intervalo entre as transfusões. 

Estes resultados nos levam a crer que esta metodologia poderá ser utilizada 

como complemento à hemaglutinação e possível substituição da mesma para 

alguns sistemas de grupos sanguíneos. Este trabalho que utilizou a metodologia 

de “microarray” para genotipagem de grupos sanguíneos pela primeira vez no 

Brasil abre a possibilidade de determinar os alelos de grupos sanguíneos em 

larga escala e constituir um banco de genótipos de grupos sanguíneos raros que 

poderão ser disponibilizados para consulta pela internet em situações onde a 

hemaglutinação não forneça resultados seguros para a realização da transfusão 

sanguínea. Esta tecnologia demonstrou ser um procedimento rápido e eficiente 

para busca de sangue fenótipo compatível para pacientes portadores de anemia 

falciforme permitindo assim a redução da aloimunização e a compatibilidade mais 

exata diminuindo o risco de reações transfusionais hemolíticas.   
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Abstract 

 

In this century a new technology is gradually infiltrating in the transfusion medicine 

and complementing the serological techniques: blood group genotyping  through a 

series of molecular methods. The future of blood groups undoubtedly involves 

molecular biology. In this context, new technical procedures are necessary to 

make possible the introduction of blood group genotyping in the blood bank. The 

microarray-based technology has been evaluated for detection of blood group 

polymorphisms in large scale.  We evaluated the usefulness of a high-throughput 

genotyping based on DNA microarrays commercially available to obtain a fully 

typed donor database to be used for a better matching between Sickle Cell 

Disease (SCD) Patients and donors to prevent adverse transfusion reactions. We 

selected DNA samples from 144 SCD patients with multiple (receiving > 5 units) 

transfusions previously phenotyped for ABO, Rh(D, C, c, E, e), K1, Fya and Jka.  

We also selected DNA samples from 948 Brazilian blood donors whose ABO/RhD 

phenotype matched that of the patients. All samples were analyzed by DNA array 

analysis (HEA BeadchipTM, BioArray Solutions) to determine polymorphisms 

associated with antigen expression for 11 blood group systems (Rh, Kell, Kidd, 

Duffy, MNS, Dombrock, Lutheran, Landsteiner-Wiener, Diego, Colton, Scianna). 

Based on genotype results we were able to predict phenotype compatible donors 

needed in order to provide compatible units to this group of patients. Based on 

their ABO/Rh phenotype we were able to find in this pool of donors compatible 

units for 134 SCD patients. In addition, we also determined the frequency of 

clinically relevant blood group antigens and identified donor blood with rare 

phenotypes in the studied population. Our results demonstrate that the DNA array 



xiii 

 

technology can identify blood group genotypes for SCD patients and is useful to 

readily identify compatible donors for those patients. This routine DNA analysis of 

donors and recipients would allow the selection of donors for given recipients on 

the basis of the respective antigen repertoires.  We can use the information 

obtained by molecular methods to identify donors who may meet the special 

requirements, and serologic tests are performed only on those samples. The 

provision of antigen-negative blood forms the basis for safe blood transfusion by 

minimizing the risk of adverse transfusion reactions and alloimmunization. The 

implementation of automated platforms allows all donors to be genotyped, 

expanding the blood donor extended antigen database and the reduction of 

extended phenotype testing.  With this additional tool, more donors presenting with 

rare and uncommon antigens are discovered, which improves the likelihood that 

patients requiring frequent transfusions will be provided with antigen-specific 

blood. 
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Introdução 
      

Os sistemas de grupos sanguíneos são caracterizados pela presença ou 

ausência de antígenos na membrana eritrocitária. Estes antígenos são parte integrante 

dos componentes da membrana e possuem características polimórficas bem definidas 

(1).  

Os antígenos eritrocitários são herdados geneticamente e caracterizados 

por sequências de aminoácidos específicas, constituindo proteínas que podem 

ou não estar ligadas a carboidratos ou a lipídios (2) (Figura 1). A diversidade 

dos antígenos de grupos sanguíneos, como qualquer outro traço biológico, 

encontra-se ao nível do gene (3-4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Inserção dos antígenos de grupos sanguíneos na membrana eritrocitária. Adaptado 

de Reid (4) 
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De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusão Sanguínea 

(ISBT), existem atualmente 308 antígenos eritrocitários distribuídos em 30 

sistemas de grupos sanguíneos (5) (Figura 2). Os sistemas Rh, MNS e Kell são 

os mais complexos, contendo 50, 46 e 34 antígenos, respectivamente.   

 

Os genes que codificam 29 das 30 proteínas que contém os antígenos 

de grupos sanguíneos já foram sequenciados. O gene que codifica os 

antígenos do sistema P, apesar de já ter sido atribuído ao cromossomo 

específico, ainda não foi clonado (6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Distribuição dos antígenos dos sistemas de grupos sanguíneos. Adaptado de 

Avent (2). 

 

Muito se descobriu sobre a complexidade dos antígenos de grupos 

sanguíneos após a clonagem dos genes que os codificam, pois o 
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conhecimento da sequência gênica possibilitou a identificação de diversas 

formas polimórficas destes genes.  

 

Os polimorfismos de grupos sanguíneos originam-se 

predominantemente de mutações de ponto (SNPs) mas, processos como 

recombinações gênicas, deleções e inserções (Figuras 3-8) também ocorreram 

ao longo da evolução dos genes que codificam os sistemas de grupos 

sanguíneos e promoveram o desenvolvimento de formas variantes destes 

genes (7-8). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. SNP missense no gene KEL: polimorfismo K/k e representação esquemática 

da glicoproteína Kell e a proteína adjacente XK. Adaptado de Wester et al (4). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Deleção de nucleotídeo: alteração no quadro de leitura gene ABO. Adaptado 

de Reid&Lomas-Francis (3) 
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Figura 5. SNP na região reguladora (T>C) do GATA box: alteração na expressão do antígeno 

Fyb nos eritrócitos. Adaptado de Reid&Lomas-Francis (3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Conversão gênica entre os genes RHD e RHCE: formação de alelos híbridos. 

Adaptado de Reid&Lomas-Francis (3) 
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Figura 7. Adição de nucleotídeos - mudança no quadro de leitura: um mecanismo responsável 

pela não expressão do antígeno RhD nas hemácias.  

 

Figura 8. Deleção em sítio de splicing: remoção completa do exon 5 do gene GYPB 

desencadeia o fenótipo S-s-.  

Pelo fato dos antígenos de grupos sanguíneos estarem presentes na 

parte externa da membrana eritrocitária, eles apresentam importância na 

medicina transfusional, uma vez que a ausência de um antígeno pode levar  
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à aloimunização de um indivíduo após transfusão de hemácias com o 

respectivo antígeno, além de aumentar o risco transfusional nas transfusões 

subsequentes (9-10).  

 

Pacientes que recebem transfusão de sangue podem desenvolver 

anticorpos contra diversos de antígenos eritrocitários. De acordo com Poole 

e Daniels (11), a aloimunização apresenta consequências negativas aos 

pacientes politransfundidos (Tabela 1), dentre os quais se destacam o 

aumento do risco de reação transfusional hemolítica e a redução do número 

de bolsas de sangue compatíveis para futuras transfusões.  

 

Os anticorpos mais implicados na reação transfusional hemolítica 

tardia são os dirigidos contra antígenos dos sistemas Rh(34%), Kidd(30%), 

Duffy(14%) e Kell(13%) (12). Aloanticorpos desenvolvidos contra outros 

antígenos eritrocitários ocorrem em menos que 1% da população (13-16). 

 

Tabela 1. Possíveis consequências da aloimunização eritrocitária 

Aumento do risco de reação transfusional 

Redução do número de bolsas de sangue compatível 

Destruição dos eritrócitos alogênicos (reação hemolítica transfusional - RHT) 

Destruição dos eritrócitos autólogos (anemia hemolítica auto imune -AHAI) 

Destruição dos eritrócitos do feto (doença hemolítica Peri-natal - DHPN) 

Danos a tecidos transplantados 
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O significado clínico dos anticorpos anti-eritrocitários depende da 

frequência do antígeno (que pode variar em diferentes origens étnicas), da 

sua imunogenicidade e de situações clínicas específicas. A ocorrência de 

anticorpos irregulares em pacientes politransfundidos estimulou vários 

pesquisadores a determinar a frequência da aloimunização em populações 

distintas, levando em consideração as diferenças étnicas existentes entre 

elas (17). 

 

A literatura apresenta estudos mostrando a frequência da produção 

de anticorpos irregulares em populações selecionadas de pacientes 

politransfundidos (18-19). Estes trabalhos mostraram que a prevalência de 

formação de anticorpos em pacientes com anemia aplástica, leucemia 

mielóide aguda, insuficiência renal e hemorragia gastrointestinal era similar 

(11-16%). Em pacientes com hemoglobinopatias, o índice de aloimunização 

encontrado foi mais alto (29%). Outros relataram que a probabilidade mais 

alta (33,4%) de resposta imune a antígenos eritrocitários, foi encontrada em 

pacientes com anemias hemolíticas auto-imunes, cirrose hepática e 

síndromes mielodisplásicas (20). 

 

Considerando as frequências gênicas e a prevalência destes 

anticorpos em diferentes populações, Giblett (13) estimou que a 

probabilidade de um indivíduo produzir um ou mais anticorpos anti-

eritrocitários é de aproximadamente 1%, por unidade de sangue 

transfundida. 
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Na prática transfusional atual, devido ao risco associado a transfusões e 

gestações futuras, tem-se procurado minimizar as chances de um indivíduo 

formar aloanticorpos anti-eritrocitários. Alguns autores estimulam as 

transfusões intra-raciais em pacientes portadores de anemia falciforme (21). 

Outros têm recomendado transfusões fenotipicamente compatíveis com os 

antígenos eritrocitários mais imunogênicos: D, Kell, RhE, Rhc, Fya, Jka, S e s  

(18,20). A fenotipagem eritrocitária é essencial para a confirmação de 

aloanticorpos e também pode facilitar a identificação de anticorpos que podem 

ser formados no futuro. 

 

O método clássico para fenotipagem de grupos sanguíneos se baseia no 

princípio da hemaglutinação (22-23). Segundo Reid (24), este procedimento, 

que utiliza métodos sorológicos, foi largamente adotado por ser, até então, um 

teste de baixo custo e por apresentar eficiência, quando bem executado, nos 

testes de compatibilidade entre pacientes e doadores de sangue. 

 

Apesar de constantemente utilizado nos bancos de sangue, o teste de 

hemaglutinação apresenta limitações técnicas e clínicas que merecem atenção 

(Tabela 2).  

 

Atualmente, estas limitações da fenotipagem podem ser supridas com o 

uso de técnicas moleculares (22,24-28), as quais têm contribuído para 

aumentar a segurança e eficácia dos procedimentos transfusionais de 

pacientes politransfundidos (23-24,29). 
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Tabela 2. Limitações da Hemaglutinação 

Limitações técnicas 

Interpretação subjetiva  

Procedimentos trabalhosos, demorados e pouco automatizados 

Alto custo dos reagentes, em especial dos soros raros 

Muitos soros raros não são registrados e são de origem humana 

Indisponibilidade de anti-soros comerciais para muitos antígenos  

Limitações clínicas 

Fenotipagem de pacientes com transfusões recentes  

Fenotipagem de hemácias de pacientes com autoanticorpos 

Falha na determinação da zigozidade RHD 

Poucos doadores fenotipados para um pequeno número de antígenos, limitando 
os estoques e registro de doadores raros 

 

Enquanto os testes de hemaglutinação avaliam os produtos dos genes 

de grupos sanguíneos, a genotipagem detecta a sequência do DNA 

responsável pela expressão destes produtos (os antígenos eritrocitários). Desta 

forma, a genotipagem torna-se uma excelente alternativa para os casos onde 

os testes de hemaglutinação não apresentam eficiência (7,22,25). 

 

Entre as indicações para a realização de testes moleculares em 

imunohematologia estão a identificação dos antígenos eritrocitários em 

pacientes recém-transfundidos, em pacientes com teste direto da antiglobulina 

positivo (TAD+) e a identificação do risco do desenvolvimento de doença 

hemolítica peri natal (DHPN) (22,30-31). 
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As técnicas moleculares podem ainda identificar a presença de genes 

que codificam antígenos de grupos sanguíneos fracamente expressos na 

membrana, contribuindo para a prevenção de possíveis reações transfusionais 

hemolíticas (24). 

 

Os procedimentos moleculares atualmente empregados na genotipagem 

de grupos sanguíneos baseiam-se na reação em cadeia da polimerase (PCR-

RFLP e PCR alelo específico).  

 

A técnica de genotipagem por PCR, apesar de bastante eficiente, pode 

ser trabalhosa dependendo da quantidade de alelos pesquisados, demandando 

o uso de muitos reagentes e horas de trabalho, além de exigir profissionais 

qualificados na execução dos procedimentos e interpretação dos resultados.  

 

Assim, embora o método de PCR tenha contribuído para importantes 

avanços na caracterização molecular dos antígenos de grupos sanguíneos, 

esta poderosa ferramenta só é utilizada em pequena escala, para resolução de 

casos isolados (32-35), uma vez que, para cada paciente ou doador analisado, 

dezenas de alelos diferentes devem ser pesquisados para garantir a eficiência 

da análise, o que só pode ser feito através da execução de diversos protocolos 

de PCR. 

 

A alternativa é a aplicação de técnicas moleculares que permitam o 

trabalho em larga escala (tecnologia de microarranjos -“microarray”), ou seja, a 
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identificação em uma mesma amostra de diversos antígenos em um único 

procedimento.   

A técnica de “microarray” utiliza uma PCR multiplex que faz a 

amplificação simultânea de vários fragmentos de DNA onde ocorrem os 

polimorfismos, por meio de sondas de oligonucleotídeos depositadas em uma 

placa (vidro, sílica ou outros suportes) que, quando hibridizadas com DNAs 

alvo emitem fluorescência. A fluorescência emitida é detectada e interpretada 

por um sistema automatizado capaz de avaliar a intensidade da fluorescência e 

fornecer resultados que são facilmente visualizados através de gráficos ou 

tabelas de genótipos (29). 

 

Este procedimento é indicado para a genotipagem em larga escala por 

ser uma plataforma rápida de genotipagem (análise de diversas amostras ao 

mesmo tempo), com excelente descriminação alélica, redução no número de 

procedimentos isolados (execução de um único PCR multiplex) e resultado 

totalmente automatizado (32-33). 

 

A genotipagem de grupos sanguíneos por “microarray” também pode ser 

útil para a criação de banco de dados eletrônicos de doadores com 

características genotípicas raras, o que permitiria a troca de amostras de 

sangue fenotipado entre os serviços de Hemoterapia, possibilitando a 

identificação de doadores mais compatíveis com os pacientes em tempo 

reduzido (32). Esta metodologia apresenta ainda grande potencial para 

fornecer importantes informações sobre o perfil molecular completo dos 

antígenos eritrocitários de grupos sanguíneos de populações miscigenadas.  
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 Semelhante a um censo demográfico, a identificação dos sistemas de 

grupos sanguíneos por meio de avançadas técnicas de tipagem por DNA 

poderá ajudar a desenvolver procedimentos mais seguros para transfusão, a 

cadastrar portadores de sangues raros e a prevenir doenças hemolíticas em 

recém-nascidos causadas por incompatibilidade sanguínea dos pais. 

 

Com o desenvolvimento destas plataformas de análise em larga escala, 

o custo da genotipagem tem sido reduzido drasticamente e a esperança é que 

esta metodologia permita a realização da genotipagem de grupos sanguíneos 

de forma automatizada, rápida e segura, para que possa ser utilizada nas 

rotinas dos bancos de sangue. 

 

No entanto, para se estabelecer protocolos seguros de genotipagem de 

grupos sanguíneos é importante realizar uma triagem sistemática dos alelos e 

variantes de grupos sanguíneos de uma determinada população para que seja 

possível substituir com segurança as técnicas sorológicas atualmente 

empregadas nas rotinas de bancos de sangue. Embora muitos pesquisadores 

estejam trabalhando neste contexto (2,35-41), poucos dados foram publicados 

e a diversidade genética dos grupos sanguíneos em algumas populações ainda 

continua desconhecida.  
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Diante da possibilidade de utilização de plataformas automatizadas para 

a realização da genotipagem de grupos sanguíneos em larga escala e, 

considerando o importante papel da biologia molecular na medicina 

transfusional, os nossos objetivos foram:  

 

1. Validar em duas populações brasileiras uma plataforma de 

“microarray”  para a genotipagem em larga escala dos principais alelos 

de grupos sangüíneos; 

 

2. Determinar a freqüência genotípica dos principais alelos de grupos 

sanguíneos em doadores de sangue e pacientes portadores de anemia 

falciforme; 

 

3. Avaliar a eficiência da utilização de uma plataforma de “microarray” 

para genotipagem em larga escala na constituição de bancos de 

doadores de sangue genotipados para os principais alelos de grupos 

sanguíneos e na busca de fenótipos raros; 

  

4. Verificar a possibilidade de aplicação da tecnologia “microarray” na 

seleção de sangue compatível para pacientes politransfundidos. 
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Após consentimento informado, foram coletadas amostras de sangue 

periférico de doadores voluntários de sangue e pacientes falciformes 

politransfundidos em tubo de 5ml contendo o anticoagulante EDTA.  

 

O número de amostras coletadas e sua classificação estão abaixo 

discriminados: 

 

a. Amostras de sangue de doadores voluntários de sangue  

 

Após serem considerados aptos à doação de sangue (de acordo 

com os procedimentos operacionais da Instituição), foram coletadas 

1.000 amostras de sangue de doadores voluntários do Hemocentro da 

Unicamp.  

 

b. Amostras de sangue de pacientes portadores de anemia 

falciforme politransfundidos   

Foram coletadas 160 amostras de sangue de pacientes 

portadores de Anemia Falciforme (homozigotos para hemoglobina S) 

atendidos no ambulatório de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, 

no Hospital São Rafael, Salvador, Bahia e no Hemocentro de Ribeirão 

Preto.  Estes pacientes tinham recebido no mínimo 5 (cinco) transfusões 

de concentrado de hemácias e tinham sido previamente fenotipados 

para os antígenos ABO, Rh (D, C, c, E, e), K1, Fya, Jka e S/s por testes 

de hemaglutinação.  
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4.1 MATERIAIS UTILIZADOS 

 

 

4.1.1 Cartões Gel (ID-Micro Typing Cards) 

 

Os cartões ID-Liss/Coombs utilizados na realização da 

fenotipagem eritrocitária e foram obtidos junto à Diamed AG ®, Morat, 

Switzerland. Cada cartão ID-Liss/Coombs, continha 6 microtubos e, em cada 

um deles, uma mistura de gel e soro antiglobulina humana poliespecífica. 

 

4.1.2 Tampão LISS Modificado (Diluente 2) 

 

Tampão de baixa força iônica, utilizado na diluição dos anti-soros 

e das hemácias, para a realização da fenotipagem (Diamed AG ®, Morat, 

Switzerland). 

 

4.1.3 Suspensão de hemácias a 0,8% 

 

Foram preparadas suspensões de hemácias a 0,8%, em LISS 

modificado (Diluente 2). Após lavar 3 vezes as hemácias em solução 

fisiológica, usando centrifugação a 100 g durante 1 minuto, a cada vez, 2 µl 

do concentrado de hemácias obtido foi ressuspenso em 0,5 ml de LISS 

modificado. 
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4.1.4 Anti-soros 

   

  Os anti-soros empregados na determinação dos antígenos 

pesquisados derivaram das empresas Immucor, Norcross, GA e Diamed AG 

®, Morat, Switzerland. 

 

4.1.5 Diluição dos Anti-soros 

 

As diluições dos anti-soros foram realizadas em tampão LISS 

modificado (diluente 2) na razão 2 contra hemácias específicas. A diluição 

de trabalho foi definida na última diluição que apresentou reação de 

aglutinação de 4 + do anti-soro com o antígeno correspondente. 

 

4.1.6 Kits de extração de DNA 

 

Para a extração do DNA do sangue periférico foi utilizado o Kits 

comercial  QIAamp Blood Mini Kit da Qiagen (Chattlesworth,CA, EUA). 

 

4.1.7 Taq DNA Polimerase 

 

As enzimas Taq DNA polimerase, utilizadas nas reações de PCR 

convencional foram obtidas da Invitrogen ® (Carlsbad, CA). O Kit contendo 5 

unidades/µl desta enzima, incluía 1 ml de tampão 10X (200 mM Tris-HCl 

(pH8.4) e 500 mM de KCl e 1 ml de MgCl2 50mM. O protocolo de PCR 

multiplex para genotipagem em larga escala utilizou 5,0 U da enzima DNA 
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polimerase de alta fidelidade Hot Start Taq DNA polimerase 

(Chattlesworth,CA, EUA) em cada reação. 

 

4.1.8  dNTP 10mM 
 

As dNTPs foram obtidas da empresa Invitrogen ® (Carlsbad, CA). 

Para as reações de amplificação foram utilizados dNTPs na concentração de 

10 mM (diluição de 20 ul de cada nucleotídeo em 120 uL de água 

deionizada). 

 

4.1.9 Primers 

  

Os primers utilizados para os protocolos de PCR convencional foram 

obtidos da empresa Invitrogen ® (Carlsbad, CA) e estão descritos na Tabela 3.  

Para a execução da técnica de “microarray” foram utilizados as 

sondas (primers) contidas no Human Erythrocyte Antigen Kit (HEA), adquiridos 

da empresa BioArray Solutions (Warren, NJ, USA). O HEA kit continha junto às 

sondas específicas (Tabela 4), as soluções de 1X tampão de PCR (10mM Tris-

HCl, pH 8.0, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100), 3.5 mM MgCl e 200 µmol de cada 

dNTP e outros reagentes, que serão descritos oportunamente. 

 

4.1.10 Enzimas de restrição 

 

As enzimas de restrição utilizadas neste trabalho foram adquiridas 

das empresas New England Biolab® (Beverly MA) e MBI Fermentas ® 
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(Amherst, NY, USA) e foram utilizadas para digestão dos produtos de PCR 

de acordo com o polimorfismo estudado (Tabela 4). 

Tabela 3. Alelos avaliados na genotipagem individual. Sequencia primers Castilho et al (25).  

Grupo  

Sanguíneo 
Alelos Polimorfismo Sequência dos primers 

 

Duffy 

 

Fya/Fyb 

 

125 G>A 

 

5’-TCCCCCTCAACTGAGAACTC –3’ 

5’-AAGGCTGAGCCATACCAGAC –3’ 

 FyX 265 C>T 5’-CAAGGCCAGTGACCCCCATA –3’ 

5’-CATGGCACCGTTTGGTTCAG –3’ 

Duffy-GATA Silency Duffy -33 T>C 5’-CAAGGCCAGTGACCCCCATA –3’ 

5’-CATGGCACCGTTTGGTTCAG –3’ 

Kidd Jka/Jkb 838 G>A 5’-TGAGATCTTGGCTTCCTAGG–3’ 

5’-ATTGCAATGCAGGCCAGAGA–3’ 

Kell K/k 698 T>C 
5’-AAGCTTGGAGGCTGGCGCAT –3’ 

5’-CCTCACCTGGATGACTGGTG –3’ 

MNS GYPB (S/s) 143 T>C 
5’GGTAAGACTGACACATTACCTCAC-3’ 

5’GAAACGATGGACAAGTTGACGC-3’ 

Rh RhE/e 676 G>C 
5’-GGC AAC AGA GCA AGA GTC CA -3’ 

5’-CTG ATC TTC CTT TGG GGG TG –3’ 

RhC/c (N68S) 203 A>T 
5’-CAGGGCCACCACCATTTGAA 3’ 

5’ -GAACATGCCACTTCACTCCAG 3’ 

5 ’-TCGGCCAAGATC TGACCG 3’ 

5’ -TGATGACCACCT TCCCAGG 3’ 

RhD  
5’ -GTG TCT GAA GCC CTT CCA TC –3’ 

5’-GAA ATC TGC ATA CCC CAG GC –3’ 

5’ATT AGC TGG GCA TGG TGG TG 3’ 
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4.1.11 Marcadores moleculares 

 

Marcadores de 100 pb e 1 kb (Invitrogen ®, Carlsbad, CA e MBI 

Fermentas ®, Amherst, NY, USA), foram utilizados na análise do tamanho 

dos fragmentos de DNA. 

Tabela 4. Enzimas utilizadas para digestão dos produtos dos PCR-RFLP 

 

4.1.12 Tampão Tris-Borato (TEB) 10x 
 

Este tampão foi preparado, dissolvendo-se 108 g de Tris (Sigma 

Chemical CO), 55 g de ácido bórico (Sigma Chemical CO) e 40 ml de EDTA 

0,5 M pH 8.0 (Sigma Chemical CO), em 1000 ml de água deionizada e 

destilada (ddH2O).  

 

4.1.13 Tampão Tris-Borato (TEB) 1x 
 

O tampão TEB 1X foi preparado diluindo-se 100 ml de TEB 10X 

em 900 ml de água deionizada e destilada (ddH2O). 

Grupo 

Sanguíneo 
Alelos Polimorfismo 

Enzima de Restrição 

Duffy Fya/Fyb 125 G>A 
Ban I 

 FyX 265 C>T MspA I 

Duffy-GATA Silency Duffy -33 T>C Sty I 

Kidd Jka/Jkb 838 G>A Mnl I 

Kell K/k 698 T>C Bsm I 

 GYPB (S/s) 143 T>C Afl III 

Rh RhE/e (A226P) 676 G>C Mnl I 
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4.1.14  Gel de agarose (1%, 1,5% e 2%) 

 

A solução de agarose foi preparada dissolvendo-se 1,5 g de 

agarose (Invitrogen ®, Carlsbad, CA) em 100 ml de TEB 1X. Esta solução 

era aquecida em forno e microondas, durante 1 minuto e, após resfriamento, 

era adicionado a ela 50 µg de brometo de etídio (Invitrogen ®, Carlsbad, 

CA). 

 

4.1.15 Gel de poliacrilamida 12% 

 

A solução de poliacrilamida foi preparada misturando-se, em, 23,3 

ml de acrilamida 40% (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD), 8,8 ml de TEB 10X, 

55 ml de ddH2O, 363 µl de persulfato de amônio 10% (Gibco BRL ®, 

Gaithersburg, MD) e, 66 µl de TEMED (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD ). 

Esta solução era colocada em uma placa de vidro, previamente preparada, 

até que ocorresse a sua polimerização. 

 

4.1.16 Plataforma HEA BeadChipTM 

 

O HEA BeadChipTM (Human Erythrocyte Antigen), plataforma de 

“microarray” da empresa BioArray Solutions Ltd., Warren, NJ - USA, foi 

utilizado para a genotipagem pacientes falciformes e doadores de sangue. 
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Esta plataforma, o HEA BeadChipTM,  utiliza um Kit de reagentes 

comercializados pela empresa BioArray Solutions que contém todos os 

reagentes necessários  para a execução da técnica, incluindo: lâminas  de 

vidro com chips de DNA (sondas de oligonucleotídeos específicas) com 

capacidade para 8 ou 96 amostras, uma solução denominada HEA eMAP PCR 

Mix  (contendo sondas de oligonucleotídeos, dNTPs e tampão para a reação de 

PCR multiplex) e outros reagentes (enzima ExoSAPIT (Amersham Pharmacia 

Biotech, Piscataway), λ exonuclease (Amersham Pharmacia Biotech, 

Piscataway) e Thermo Sequenase (Amersham Pharmacia Biotech)) que são 

utilizados durante as outras etapas da técnica. 
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4.2 MÉTODOS EMPREGADOS 

 

4.2.1 Fenotipagem eritrocitária 

 

A fenotipagem eritrocitária dos antígenos de grupos sanguíneos (ABO, 

Rh, Kell, Duffy, Kidd, S/s) foi determinada através do teste de hemaglutinação 

em gel em todos dos doadores voluntários de sangue.  

 

Após identificação dos cartões de fenotipagem (com 6 microtubos em 

cada cartão) 50 µl das hemácias em teste a 0,8% diluídas em Diluente 2 foram 

adicionadas aos microtubos contendo gel e soro antiglobulina humana. A 

seguir, 25 µl do anti-soro diluído, contendo anticorpos específicos ao antígeno 

a ser estudado foram adicionados ao mesmo tubo. Após incubação a 370C 

durante 15 minutos, os cartões foram centrifugados a 70 g por 10 minutos. A 

leitura das reações foi realizada em função dos padrões de aglutinação do gel 

teste.  

 

4.2.2 Extração de DNA 

 

 Depois de identificadas, todas as amostras de sangue tiveram o DNA 

genômico extraído dos leucócitos de acordo com o protocolo recomendado 

pelo fabricante do Kit de extração utilizado, tendo sido ao final, obtido um 

volume de 100uL de DNA em solução de cada amostra de sangue coletado. 

Após extração, a qualidade/quantidade do DNA foi avaliada através de 

leitura óptica da absorbância (DO 260/280nm) e da concentração em ng/uL  
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através de um equipamento de espectrofotometria (NanoDrop  ND – 1000 Full- 

spectrum UV/Vis Spectrophotometer, Wilmington, DE 19810 USA).  

 

As amostras de sangue cuja concentração final do DNA foram inferiores 

à 20ug/ul ou o valor de absorbância (DO 260/280) estavam fora do intervalo 

1.7-1.9 nm, tiveram o DNA extraído novamente, uma vez que, estas amostras 

podem apresentar quantidades significativas da sigla  LS (low signal), que 

caracteriza a ausência de fluorescência mínima detectada pelo sistema 

automatizado.    

 

4.2.3 Genotipagem eritrocitária convencional  

 

A genotipagem convencional (PCR e digestão enzimática) dos principais 

antígenos de grupos sanguíneos (Tabela 2) foi realizada em 250 amostras de 

DNA dos doadores de sangue, a fim de que, os resultados destas 

genotipagens pudessem servir como parâmetro de comparação para as 

reações da técnica de “microarray”, uma vez que estas amostras foram 

utilizadas como controle positivo da reação.  

 

Para a execução da genotipagem convencional, foram utilizados 

diferentes tipos protocolos de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), onde, 

independente do tipo de PCR desenvolvido, cada reação individual continha 

200 ng de DNA, 50 pmol de cada primer, 2 nmol de cada dNTP, 1,0 U de Taq 

DNA polimerase, cofator, tampão e água destilada em um volume final de 50 
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µl. Os ciclos de amplificação foram executados em um termociclador Perkin 

Elmer 9700 (Foster City, CA, USA).  

 

Para a identificação dos polimorfismos FY*A/B, FY-GATA, K/k, JK*A/B, 

GYPB S/s, e RH*E/e, o seguinte protocolo de PCR-RFLP foi utilizado: 

desnaturação a 95 0C por 15 minutos; 35 ciclos de 20 segundos a 94 0C; 20 

segundos a 620C; 20 segundos a 720C e uma extensão de 10 minutos a 720C. 

 

Os polimorfismos RHD(+/-) e RH*C/c (PCR-ASP) foram identificados 

(Figura 9a) através do protocolo: desnaturação a 95 0C por 5 minutos; 35 ciclos 

de 1 minuto a 94 0C; 1 minuto a 650C; 3:30 minutos a 720C e extensão final do 

DNA por 7 minutos a 720C. 

 

Os produtos do PCR-RFLP foram digeridos overnight com enzimas de 

restrição apropriadas (Tabela 3). As reações de digestão enzimática utilizaram 

10 µl do produto de PCR e, 10 µl da mistura de enzima/tampão, totalizando um 

volume final de 20 µl, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. 

Após a digestão, foi possível analisar os fragmentos de PCR-RFLP através de 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (Figura 9b e 10). 

 

 

 

 

 



51 
 

Materiais e Métodos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Foto gel de agarose (a) para identificação polimorfismos RH*C/c e gel de 

acrilamida (b) para identificação polimorfismos JK*A/B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Géis de acrilamida para identificação polimorfismos FY*A/B (a), GATA 

(N(normal)/M(mutado)) (b), RH*E/e (c) e GYPB*S/s (d). 

b 

a b 

d 

c 
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4.2.4 Genotipagem em larga escala: PCR multiplex, hibridização e 

leitura dos chips 

 

O protocolo utilizado para a realização da genotipagem em larga 

escala através da plataforma HEA BeadChipTM foi padronizado segundo 

Hashmi et al (33). A descrição dos procedimentos realizados encontra-se a 

seguir:  

 

4.2.4.1 PCR-Multiplex e purificação da reação 

 

  Cada reação de PCR multiplex, realizada para que houvesse a 

amplificação das sequências alvo do DNA (Tabela 5) de todos os polimorfismos 

avaliados, utilizou 200 ng de DNA, 50 pmol da mistura de primers fosforilados, 

1X tampão de PCR (10mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100), 

3.5 mM MgCl2,  200 µmol de cada dNTP (HEA eMAP PCR Mix) e 5,0 U de Hot 

Start Taq DNA polimerase, totalizando um volume final de 25 µl. Em todas as 

reações foram incluídos uma amostra controle positivo (amostra com genótipo 

e fenótipo conhecido) e um controle negativo (água ao invés de DNA). Devido à 

ausência de DNA, este controle negativo deve apresentar como resultado em 

todos os polimorfismos a sigla LS (“Low Signal”). Caso algum polimorfismo 

apresente resultado ao invés da sigla LS, os valores de fluorescência (medida 

da emissão de luz) devem ser inferiores a 200 para que o teste seja 

considerado não contaminado. Amostras contendo DNA apresentam sinais 

máximos de fluorescência que variam de 2.000 a 12.000. 
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As amplificações foram feitas no termociclador Perkin Elmer 9700 

(Foster City, CA), através do seguinte protocolo: desnaturação a 95 0C por 15 

minutos; 35 ciclos de 20 segundos a 94 0C; 20 segundos a 620C; 20 segundos 

a 720C e uma extensão final de 10 minutos a 720C.  Ao término da reação de 

PCR multiplex, foram obtidos 20 amplificações gênicas para cada amostra de 

DNA. 

Tabela 5. Alelos e SNPs contidos no HEA BeadChipTM   

 

Sistema de grupo sanguíneo Alelos SNPs 

Rh RH*C/c 103 T>C 

226 C>G RH*E/e 

Duffy FY*A/B 125 G>A 

 

Duffy-GATA 

FY*B-265 265 C>T 

Fy(a- b-) -33 T>C 

Dombrock DO*A/B 793 A>G 

HY*1/2 323 G>T 

JO*A/B 350 C>T 

Kidd JK*A/B 838 G>A 

Kell K*1/2 698 T>C 

MNS GYPA (M/N) 59 C>T 

GYPB (S/s) 143 T>C 

 GYPB (silencing) 230 G>T 

 GYPB (silencing) +5 intron 5 (g>t) 

Landstainer-Wiener LW
*
A/B 308 A>G 

Lutheran Lu*A/B 230 A>G 

Scianna SC*1/2 169 A>G 

Colton Co*A/B 230 A>G 

Diego Di*A/B 2561 C>T 

Hemoglobina S HgbS 173 A>T 
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4.2.4.2 Remoção do excesso de primers e dNTP 

 

A remoção de todo o excesso de reagentes do produto da 

reação de PCR multiplex foi feita através da adição de 2 µl da solução 

ExoSAPIT a 6.5 µl do produto de PCR amplificado, seguido da incubação a 

370C por 25 minutos e a 800C por 15 minutos. 

 

4.2.4.3 Obtenção da fita simples de DNA 

 

Após a limpeza do produto do PCR multiplex, fitas simples de 

DNA de cada uma das amostras de DNA de doadores e de pacientes foram 

obtidas através digestão enzimática do produto do PCR multiplex com 0.5 

unidades de λ exonuclease em tampão 1X, à 370c por 25 minutos, e 

incubação final a 750C por 10 minutos. 

 

4.2.4.4 Hibridização do DNA alvo ao BeadChipTM  

 

Uma alíquota de 10µl de produto do PCR multiplex (DNA em 

fita simples) foi adicionada ao mesmo volume de uma mistura contendo 3U 

da enzima Thermo Sequenase, 1X tampão da enzima e 1µmol de cada 

dNTP (dCTP marcada com fluoróforos). Em cada BeadChipTM, foi 

adicionado um volume de 15µl desta mistura.  

 

As lâminas contendo os chips foram então incubadas a 530C 

por 15 minutos, para que houvesse ou não a hibridização do DNA alvo 

amplificado às sondas pré existentes no HEA BeadChipTM. Diante da 

hibridização, seguia-se a extensão das fitas de DNA pela técnica 
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“elongation-mediated multiplex analysis of polymorphisms” (eMAP), que 

através da enzima Thermo Sequenase adiciona dNTPs a nova fita de DNA 

formada (Figura 11).  

 

Depois de completado o período de incubação, todos os 

BeadChipTM foram lavados 3 vezes com água destilada, a fim de, remover 

todo e qualquer excesso de dNTP, a fim de, minimizar a emissão indesejada 

de sinal . 

Figura 11. Hibridização e emissão de fluorescência. Em (a) é possível ver a emissão da 

fluorescência (visualizada através de um ponto branco na imagem) que ocorreu em função 

da hibridização do DNA alvo com a sonda pré-existente no BeadChipTM. Em (b) não houve 

hibridização entre o DNA alvo e a sonda e desta forma, não se visualiza a emissão da 

fluorescência. 

 

O resumo de todos os procedimentos que compõe a técnica de 

genotipagem em larga escala da plataforma HEA BeadChipTM que duram em 

média 5 horas encontra-se na Figura 12. 
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Figura 12. Resumo das etapas da técnica de “microarray” - plataforma HEA BeadChipTM 

 

4.2.4.5 Aquisição automática da imagem e análise dos 

dados obtidos e interpretação dos resultados 

 

Ao término da hibridização, as lâminas contendo o BeadChipTM 

foram levadas à um sistema de captura de imagem, o AIS Data Acquisition 

BasisTM (BioArray Solutions Information System), responsável pela captura e 

decodificação da fluorescência (Figura 13). Este sistema é composto por um 

leitor óptico de código de barras (lâminas) e um microscópio de fluorescência 

acoplado a uma câmera fotográfica interligada a um software, o wHEATM (Web-

Based Human Erythrocyte antigen and Hemoglobinopathy analysis – BioArray 

Solutions, Ltd), que possibilita a identificação e interpretação do alelo 

hibridizado através da comparação dos valores de fluorescência obtidos com 

os valores de fluorescência dos polimorfismos depositados no Banco de Dados 
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BasisTM (BioArray Solutions). A emissão dos resultados é feita na forma de 

tabelas e gráficos (Figuras 14-15).  

 

Figura 13. Sistema automatizado de captura e análise de dados AIS 400 (Array Imaging 

System). Este sistema é formado por um microscópio de fluorescência acoplado a um leitor de 

código de barras e a um computador. Cada lâmina contendo os chips de DNA possui um 

código de barras que a identifica e fornece ao sistema importante informações sobre a 

localização das beads na lâmina. Após a leitura do código de barras, o microscópio inicia a 

leitura de cada um dos BeadChipTM e transmite a captura da imagem para um sistema capaz 

de detectar a imagem e determinar a quantidade de fluorescência emitida por cada bead. 

Na plataforma HEA BeadChipTM, cada polimorfismo é 

representado por um par de sondas contendo um alelo normal e um alelo 

mutado. Durante a hibridização, somente as sequências de DNA que 

hibridizaram totalmente com as sondas de oligonucleotídeos tem suas 

sequências complementadas (processo de extensão do DNA) e são capazes 

de emitir intensos sinais de fluorescência. A intensidade da fluorescência 
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produzida por um par de sondas, uma contendo o alelo A (normal) e a outra, o 

alelo B (mutado), forneceram a base para a discriminação dos alelos.  

 

 

 

 

 

Figura 14. Emissão dos resultados: Intensidade gráfica do Sinal (cada primer) de discriminação entre 

cada alelo. O eixo-X contém o nome de cada polimorfismo e o eixo-Y contém a intensidade do sinal 

emitido. Para cada gene estudado há um par de sondas. Um para o alelo A (WT-Normal) e outra 

para o alelo B (mutado). Neste gráfico, o alelo B está em verde e o alelo A está representado 

em azul. Desta forma, a presença de dois alelos B significa homozigose para a este alelo 

enquanto que a presença de dois alelos A significa homozigose para este alelo, e no caso de 

existir um alelo A e um B, isto significa heterozigose para o alelo em questão. Desta forma, 

após o término da reação, é possível obter imediatamente os genótipos AA, BB e/ou AB para 

cada um dos polimorfismos estudados. 

 

Problemas relacionados a falhas técnicas (Tabela 6) durante o 

desenvolvimento dos procedimentos da plataforma HEA BeadChipTM podem 

conduzir a resultados inconclusivos, com a presença da sigla IC 

(indeterminated call). Esta sigla indica que o software responsável pela análise 

dos polimorfismos, o wHEA, não foi capaz de fazer a discriminação alélica do 

polimorfismo em questão (Figura 16). 
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As siglas LS (low signal) ou IC (inderminated call) podem 

aparecer como resultado de qualquer um dos 20 polimorfismos analisados 

(Figura 15) e ambas inviabilizam a interpretação do resultado. 

Tabela 6. Falhas técnicas que conduzem a presença da sigla IC 

     - pipetagem incorreta de reagentes 

- ausência de produtos (amplicon) para o polimorfismo em questão 

- hibridização (elongação) ineficiente 

- pós-PCR inadequado:  

             - limpeza do PCR ineficiente 

            - desnaturação inadequada 

 

Figura 15. Relatório de resultado (doadores) gerado automaticamente pelo sistema após a 

aquisição da intensidade de hibridização. (AA) significa homozigozidade para o alelo Selvagem, assim 

como (BB) indica presença do alelo mutado em homozigose, enquanto que (AB) caracteriza o alelo em 

questão como sendo heterozigoto.  Em destaque (vermelho), alguns polimorfismos com resultados 

inconclusivos devido à presença de LS e IC. 
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Figura 16. Imagem do software de análise  wHEATM: possibilita a discriminação alélica. 

Amostras situadas entre as linhas tracejadas (-0,5 a -0,1 e 0,5 a 0,75) apresentam com 

resultado a sigla IC, demonstrando a incapacidade do software em caracterizar o alelo.  

 

4.2.5 Criação do banco de dados 

 

Durante a realização da genotipagem em larga escala das 

amostras de DNA dos doadores de sangue e pacientes, uma planilha 

eletrônica foi elaborada (Figura 17) para que fosse possível a inserção dos 

resultados de genotipagem e de fenotipagem, quando estes últimos 

estivessem disponíveis.  

 

Através do uso do recurso de filtros, esta planilha eletrônica 

possibilitou a busca de determinados perfis gênicos de grupos sanguíneos, 

permitindo a localização de doadores e pacientes com o perfil selecionado 

em um curto período de tempo. 

 

IC (indeterminated call) 

IC (indeterminated call) 
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4.2.6 Cálculos de frequências gênicas 

 

Os cálculos das frequências gênicas foram realizados de acordo com 

o descrito por Beiguelman (42). 

 

 

Figura 17. Ilustração da planilha eletrônica utilizada para seleção eletrônica do perfil gênico de doadores 

e pacientes.  
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5.1 Validação da plataforma HEA BeadChipTM (BioArray Solutions)  para a  

genotipagem de grupos sanguíneos em larga escala  

 

Para a validação da plataforma HEA BeadChipTM nas populações estudadas, 

foram selecionadas  250 amostras de DNA de doadores voluntários de sangue para 

análise. Os fatores preponderantes para esta validação foram: 

 

5.1.1 Controles 

 

Em todas as baterias de testes, o resultado dos controles negativo, 

denominados “branco”, contendo água ao invés de DNA, e dos controles positivo, 

amostras previamente genotipadas e/ou fenotipadas para os principais sistemas de 

grupos sanguíneos, foram os esperados, ou seja, os controles negativo apresentaram 

a sigla “LS” e as amostras controles positivo apresentaram resultados idênticos aos 

obtidos por genotipagem convencional e pela fenotipagem. 

 

5.1.2 Concordância entre os resultados de genótipos obtidos entre as 

técnicas de genotipagem convencional (PCR-ASP ou PCR-RFLP) e a 

técnica de “microarray” 

 

Após a genotipagem das 250 amostras de DNA de doadores utilizadas para a 

validação do método, pelas técnicas de genotipagem convencional e pela técnica de 

“microarray” (HEA BeadChipTM), os resultados obtidos em ambas as técnicas 

moleculares foram totalmente concordantes.  
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5.1.3 Reprodutibilidade dos resultados 

 

A reprodutibilidade do método HEA BeadChipTM foi avaliada através da análise 

em duplicata de 1 amostra de DNA de doador escolhida aleatoriamente antes do 

início da genotipagem, para cada plataforma de oito chips, perfazendo o total de 

30/250 amostras analisadas. Como os resultados obtidos com a mesma amostra em 

duplicata foram concordantes, o método demonstrou ter boa reprodutibilidade. 

 

5.1.4 Concordância entre os resultados da genotipagem e de 

fenotipagem 

 

Houve concordância entre os resultados dos fenótipos e dos genótipos para os 

sistemas Rh, Kell, Duffy, Kidd e MNS em todas as amostras analisadas. No entanto, 

no sistema Duffy, foram observadas 46 (18,4%) discrepâncias entre os resultados de 

fenotipagem e de genotipagem (Tabela 7) relacionadas aos polimorfismos FY-GATA e 

FY-265, responsáveis por alterações na expressão do antígeno Fyb nos eritrócitos. 

Estas amostras foram genotipadas como FY*B e fenotipadas como Fy(b-).   

 

5.2 Genotipagem em larga escala de doadores de sangue e pacientes 

 

Após a realização da genotipagem em larga escala pela técnica de “microarray” 

de todas as amostras coletadas, 52 (5,2% do total de 1000) amostras de DNA de 

doadores de sangue e 16 (10% do total de 160) amostras de DNA de pacientes 

apresentaram resultados inconclusivos (LS ou IC) para diferentes polimorfismos. 
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Estas amostras foram excluídas da análise final dos resultados restando 948 

amostras de DNA de doadores e 144 amostras de DNA de pacientes falciformes. 

Tabela 7. Amostras com resultado de genotipagem x fenotipagem Duffy discordantes observadas 

durante a validação da técnica de “microarray” 

N. amostras Fenótipo Genótipo HEA BeadChipTM Genotipagem convencional 

  FY GATA FY-265 FY -GATA FY-265 

8 Fy(a-b-) FY*B/B AB  AB  FY*B/B AB  AB  

29 Fy(a+b-) FY*A/B AB  AA  FY*A/B AB  AA  

9 Fy(a-b-) FY*B/B BB  AA  FY*B/B BB  AA  

Total: 46        

Interpretação dos genótipos GATA e FY-265: AB - heterozigoto para a mutação -33T>C ou 265C>T; BB - homozigoto mutado 

e AA - homozigoto normal. 

 

Os resultados dos genótipos obtidos para os principais sistemas de grupos 

sanguíneos utilizando a plataforma HEA BeadChipTM nas amostras de DNA de 

doadores e pacientes estão apresentados no Tabela 8.  

 

A análise dos resultados da genotipagem em larga escala utilizando a 

plataforma HEA BeadChipTM nos dois grupos estudados (doadores e pacientes), 

possibilitou a determinação do perfil antigênico através do cálculo de frequência dos 

genótipos apresentados (Tabela 9). Não foi encontrada diferença significativa nas 

frequências genotípicas observadas entre os dois grupos.  
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Tabela 8. Resultado dos genótipos de pacientes e doadores obtidos para os principais sistemas de 

grupos sanguíneos 

Pacientes 
n=144 

Genótipo 

Alelos C/c E/e FY*A/B GATA FY-265 DO*A/B HY JO*A KEL*1/2 

AA 55 102 13 84 144 10 141 134 0 

AB 66 36 62 40 0 69 3 10 4 

BB 23 6 69 20 0 65 0 0 140 

Doadores 
n=948 

Genótipo 

Alelos C/c E/e FY*A/B GATA FY-265 DO*A/B HY JO*A KEL*1/2 

AA 322 683 114 654 920 133 920 910 2 

AB 464 246 455 238 28 426 27 36 46 

BB 162 19 379 86 0 389 1 2 901 
          

Pacientes 
n=144 

Genótipo 

Alelos JK*A/B GYPA GYPB 
GYPB*S 

“Silence” 
LU*A/B DI*A/B CO*A/B SC*1/2 LW*A/B 

AA 48 45 10 141 0 0 141 141 143 

AB 69 72 56 3 6 0 3 3 1 

BB 27 27 78 0 138 144 0 0 0 
          

Doadores 

n=948 
Genótipo 

Alelos JK*A/B GYPA GYPB 
GYPB*S 

“Silence” 
LU*A/B DI*A/B CO*A/B SC*1/2 LW*A/B 

AA 265 284 86 939 2 2 920 929 939 

AB 493 493 360 3 45 36 27 29 9 

BB 190 171 502 6 901 910 1 0 0 

 

Dos 144 pacientes falciformes politransfundidos estudados, 42 (29%) 

possuíam aloanticorpos (Tabela 10). Destes 42 pacientes aloimunizados, 15 
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apresentaram discrepâncias entre os resultados do fenótipo e do genótipo para os 

sistemas Rh, Duffy e Kidd (Tabela 11). 

Tabela 9. Resultados das frequências genotípicas observadas em doadores e pacientes falciformes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No sistema Rh, dois pacientes foram fenotipados como RhEE e genotipados 

como RH*Ee. Outros dois pacientes foram fenotipados como RhEe e genotiapdos 

como RH*ee e, um paciente foi fenotipado como Rhee e genotipado como RH*Ee. 

Com relação aos alelos RH*Cc, quatro pacientes foram fenotipados como Rhcc e 

genotipados como RH*Cc e, um paciente foi fenotipado como RhCc e genotipado 

como RH*cc. No sistema Kidd, um paciente foi fenotipado como Jk(a–b+) e 

genotipado como JK*A/B e outros três pacientes foram fenotipados como Jk(a+b+) 

e genotipados como JK*B/B. No sistema Duffy, um paciente foi fenotipado como 

Fy(a+b–) e genotipado como FY*B/B. 

Genótipo 

Genótipo 

Pacientes 

Doadores 

Pacientes 

Doadores 

0,00 

0,01 
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Tabela 10. Aloanticorpos de grupos sanguíneos em 42/144 pacientes politransfundidos 
portadores de anemia falciforme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 11. Discrepâncias observadas entre o fenótipo e genótipo em 15 amostras de DNA 
dos pacientes falciformes 

Genótipo Fenótipo 

Sistema Rh RhEE RhEe Rhee 

RHCE*E/e 2 0 1 

RHCE*e/e 0 2 0 

Sistema Rh RhCC RhCc Rhcc 

RHCE*C/c 0 0 4 

RHCE*c/c 0 1 0 

Sistema Kidd Jk(a+b–) Jk(a+b+) Jk(a–b+) 

JK*A/JK*B 0 0 1 

JK*B/JK*B 0 3 0 

Sistema Duffy Fy(a+b-) Fy(a+b+) Fy(a-b+) 

FY*B/FY*B  1 0 0 

Anticorpos detectados Número de pacientes 

Anti-E 9 

Anti-K 7 

Anti-C, -E 5 

Anti-U 1 

Anti-C, -e 1 

Anti-C, -K, -Jkb 4 

Anti-E, -Fya, -Jkb, -S 1 

Anti-E, -Jka 5 

Anti-E, -K, -Dia 2 

Anti-K, -S 3 

Anti-S, -Fya 2 

Anti-S, -Jka 2 

Total 42 
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5.3 Seleção e transfusão de sangue fenótipo compatível para os pacientes 

falciformes a partir dos resultados dos genótipos  

 

Os fenótipos deduzidos dos genótipos dos doadores e pacientes com 

resultados conclusivos foram inseridos em uma planilha, criando um banco de dados 

que foi utilizado para a busca da compatibilidade eletrônica, de acordo com a 

compatibilidade inicial entre os fenótipos ABO e Rh do paciente e do doador.  

 

Desta forma, foi possível encontrar sangue compatível para 134 (93%) dos 

144 pacientes falciformes (Tabela 12). Para os 10 pacientes restantes (7%), a 

dificuldade em encontrar sangue fenótipo compatível foi devido à baixa frequência dos 

fenótipos que eles apresentam (Tabela 13), como por exemplo os fenótipos R2RZ e 

R2R2. 

 

Onze pacientes falciformes politransfundidos aloimunizados que 

apresentaram discrepâncias entre os resultados da fenotipagem e genotipagem, se 

beneficiaram ao receber sangue fenótipo compatível a partir dos resultados do 

genótipo, observado pela elevação dos níveis de hemoglobina e diminuição da 

frequência entre as transfusões. 
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Tabela 12. Fenótipos deduzidos dos genótipos e número de doadores compatíveis para pacientes 

falciformes 

Fenótipo  

ABO/Rh 

Fenótipos deduzidos dos genótipos nº pacientes 

falciformes 

nº doadores 

compatíveis 

O R0r K–, Fy(a–) 1 47 

O R0r K–, Jk(b–) 1 23 

O R0r K–, S–, Jk(b–) 1 4 

O R0r K–, S–, Jk(a–) 1 1 

O R0r K–, Fy(a–), s– 3 3 

O R0r K–, Fy(a–), S– 1 24 

O R0r K–, Fy(a–), S–, Jk(b–) 1 8 

O R0r K–, Fy(a–), Jk(b–) 1 16 

O R0r K–, Fy(a–), S–, Jk(b–), Do(a–) 1 4 

O R0r K–, Jk(a–), Do(a–) 2 5 

O R1r K–, Jk(a–) 1 94 

O R1r K–, S–, Jk(a–) 2 45 

O R1r K–, Fy(a–), s–, Jk(b–) 1 6 

O R1r K–, S–, Fy(a–) 2 92 

O R1r K–, S–, Fy(a–), Jk(b–) 1 23 

O R1r K–, Fy(b–) 1 46 

O R1r K–, Jk(b–), s–, Do(a–) 1 4 

O R1r K–, S–, Do(a–) 2 90 

O R1r K–, Fy(b–), Do(a–) 2 19 

O R1r K–, Fy(b–), S–, Do(a–) 1 12 

O R1r K–, Fy(a–), Jk(a–), Do(a–) 1 10 

O R1r K–, Fy(a–), S–, Do(a–) 1 42 

O R1r K–, Fy(a–), Jk(a–),  S–, Do(a–) 1 7 

O R1r K–, Fy(a–), Jk(b–),  S–, Do(a–) 1 11 

O R1r K–, Fy(a–), Jk(a–),  S–, Do(b–) 1 3 

O R1r K–, Do(b–) 1 59 

O R2r K–, S– 1 92 

O R2r K–, S–, Fy(a–) 1 41 

O R2r K–, S–, Fy(a–), Jk(a–) 1 5 

O R2r K–, S–, Fy(a–), Do(a–) 2 18 

O R1R1 K–, Fy(a–) 1 44 

O R1R1 K–, S–, Fy(b–), Do(a–) 1 4 

O R1R1 K–,  Jk(a–), Do(a–) 1 12 

O R1R1 K–, Jk(b–)      1 27 
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Tabela 12 (cont.) Fenótipos deduzidos dos genótipos e número de doadores compatíveis para 

pacientes falciformes 

Fenótipo  

ABO/Rh 

Fenótipos deduzidos dos genótipos nº pacientes 

falciformes 

nº doadores 

compatíveis 

O R1R1 K–, Jk(a–) 1 28 

O R1R1 K–, S–, Fy(a–) 1 19 

O R1R1 K–, Fy(a–), S–, Jk(b–) 2 3 

O R1R1 K–, Do(b–) 1 17 

O R1R2 Jk(b–) 1 152 

O R1R2 K–, S– 1 278 

O R1R2 K–, Fy(b–), Jk(b–)  1 16 

O R1R2 K–, Fy(a–), Jk(b–) 1 68 

O R1R2 K–, S–, Fy(a–), Do(a–) 1 52 

O R1RZ K–, Do(a–) 1 49 

O R1R2 K–, S–, Fy(a–), Do(a–)  1 52 

O R1RZ K–, Do(a–)  1 49 

O R1RZ S–, Fy(a–), Jk(b–)  1 3 

O R2RZ K–, S–, Jk(b–)  1 1 

O rr K–  1 58 

O rr K–, S–  1 28 

           O rr K–, Fy(b–)         1 12 

O rr K–, S–, Jk(a–), Do(a–) 1 1 

O rr S–, Fy(b–), Do(a–) 1 3 

O rr K–, Jk(b–), Do(b–) 1 2 

O r’r K–, s–,Jk(b–), Do(a–) 1 8 

O r’r” K– 1 71 

B R0r K–, S–, Fy(a–), Jk(b–), Do(a–) 2 4 

B R0r K–, S– 1 46 

B R1r K–, S– 1 202 

B R1r K–, Fy(a–), Jk(b–) 1 51 

B R1r K–, S–, Fy(a–) 1 95 

B R1r K–, Do(a–) 1 165 

B R1r K–, S–, Fy(a–), Do(a–) 2 42 

B R2r K–, S–, Jk(b–) 1 24 

B R2r K–, S–, Jk(a–) 1 32 

B R1R1 K– 1 104 

B R1R1 K–, S– 1 47 

  B R1R2  K–, S–, Do(a–)            1 126 

           B R1R2  K–, S–, Fy(a–), Jk(a–), Do(a–)      1   9 
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Tabela 12 (cont.) Fenótipos deduzidos dos genótipos e número de doadores compatíveis para 

pacientes falciformes 

Fenótipo  

ABO/Rh 

Fenótipos deduzidos dos 

genótipos 

nº pacientes 

falciformes 

nº doadores 

compatíveis 

B R1R2 K–, Fy(a–), Jk(b–), Do(a–) 1 25 

B R1RZ S–, Fy(a–), Jk(b–) 1 3 

A R0r K–, Fy(b–), Jk(b–) 1 2 

A R0r K–, S–, Fy(b–) 1 3 

A R0r K–, S–, Fy(b–), Jk(a–) 1 3 

A R0r K–, Jk(b–), Do(a–) 1 16 

A R0r K–, S–, Jk(a–), Do(a–) 1 5 

A R0r K–, Fy(a–), Do(a–) 1 31 

A R0r K–, Fy(a–), S–, Do(a–) 1      17 

A R1r K–, S–, Fy(b–),  Do(a–) 1 17 

A R1r K– 3 394 

A R1r K–, S–, Jk(b–) 1 78 

A R1r K–, S– 2 258 

A R1r  K–, s– 1 66 

A R1r  K–, Do(a–) 1 230 

A R1r K–, Jk(b–), Do(a–) 1 56 

A R1r K–, S–, Do(a–) 1 134 

A R1r K–, S–, Jk(b–), Do(a–) 2 33 

A R1r K–, S–, Fy(a–), Do(a–) 1 61 

A R1r K–, Fy(a–), Jk(a–),  Do(a–) 1 16 

A R1r K–, Fy(a–), Jk(a–),  Do(a–) 1 9 

A R1r K–, s–, Fy(a–), Jk(b–)   2 8 

A R1r K–, S–, Fy(a–), Jk(a–)   1 25 

A R1r K–, S–, Jk(a–)   1 59 

A R1r K–, S–, Fy(a–) 1 131 

A R1R1 K–, s–, Jk(a–),  Do(a–) 1 5 

A R1R1 K–,S–, Jk(a–),  Do(a–) 1 8 

A R1R1 K–,S–, Jk(b–),  Do(a–) 1 9 

A R1R1 K–, Fy(b–), Jk(a–),  Do(a–) 1 3 

A R1R1 K–, S–, Fy(a–), Jk(a–),  Do(a–) 1 3 

A R1R2 K–, S–, Jk(b–)   1 108 

A R1R2 K–, s–, Jk(b–)   1 29 

A R1R2 K–, s–, Fy(b–)   1 9 

A R1R2 K–, Fy(a–), Jk(b–)   1 93 
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Tabela 12 (cont.) Fenótipos deduzidos dos genótipos e número de doadores compatíveis para 

pacientes falciformes 

Fenótipo  

ABO/Rh 

Fenótipos deduzidos dos 

genótipos 

nº pacientes 

falciformes 

nº doadores 

compatíveis 

    

 R1R2 K–,  Do(a–) 1 325 

A R1R2 K–,S–, Jk(a–),  Do(a–) 1 37 

A R1RZ K– 1 57 

A R1RZ K–, S–, Fy(a–) 1 25 

A R1RZ K–,  Do(b–) 1 24 

A RR K– 1 68 

A RR K–, Jk(b–),  Do(a–) 1 10 

A r’r K–, S–, Jk(b–)   1 9 

A r”r K–,  Do(a–) 1 8 

AB R1r K–, S–,Do(a–) 1 155 

AB R1r K–, S–,Fy(a–), Jk(b–), Do(a–) 2 18 

AB R1r K–, Fy(a–), Do(b–) 1 34 

AB R2r K–, S–, Do(a–) 2 126 

Total    134  

 

Tabela 13. Fenótipos deduzidos dos genótipos de pacientes falciformes sem doadores 

compatíveis  

Fenótipo  

ABO/Rh 

Fenótipos deduzidos dos genótipos nº pacientes 

falciformes 

nº doadores 

compatíveis 

O R1R1 K–, Jk(b–), Do(b–) 1 0 

O R1RZ K–, S–, Jk(a–), Do(b–) 1 0 

O R2RZ K–, Jk(b–), s–, Do(a–) 1 0 

O RzRZ K–, Fy(a–), Jk(a–), Do(a–) 1 0 

O RzRZ K–, Jk(b–), S–, Do(a–) 1 0 

B R2R2 K–, S–, Jk(b–) 1 0 

A R0r K–, S–, Fy(b–), Jk(b–), Do(a–) 1 0 

A R1R1 K–, S–, Fy(b–), Jk(a–),  Do(b–) 1 0 

A r’r’ K–, Fy(a–) 1 0 

A r’r’ K–, Jk(b–),  Do(b–) 1 0 

Total   10      0 
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6.1 Comparação entre os resultados de genotipagem e fenotipagem 

durante a validação da plataforma HEA BeadChipTM  

 

Nas 250 amostras estudadas durante a validação da plataforma HEA 

BeadChipTM, houve concordância entre os resultados de fenotipagem e 

genotipagem para os antígenos dos sistemas Rh, Kell, Kidd e MNS. 

 

No sistema Duffy, os resultados de fenotipagem e genotipagem não 

foram concordantes em 46 (18,4%) amostras em função de alterações 

qualitativas e/ou quantitativas nos antígenos codificados pelo gene FY*B. Estas 

amostras foram genotipadas como FY*B e fenotipadas como Fy(b-) (Tabela 7).  

 

Esta discrepância observada entre os resultados, pode ocorrer devido à 

presença de uma mutação no promotor eritróide GATA (nt –33C), frequente em 

descendentes de africanos e que impede a expressão do antígeno Fyb nas 

hemácias. Nestes casos, o gene FY*B é expresso em outros tecidos, como por 

exemplo, nas células do endotélio de vasos sanguíneos (43).  A presença do 

polimorfismo 265T no gene FY de Caucasianos, pode também causar 

resultados discrepantes entre o fenótipo e o genótipo. Estas mutações levam a 

um enfraquecimento da expressão do antígeno Fyb nas hemácias, conhecido 

como fenótipo Fyx, geralmente interpretado como Fy(b-) na rotina de 

fenotipagem (44,50).   

 

Assim, para uma correlação apropriada entre o fenótipo e o genótipo no 

sistema Duffy é necessário analisar a presença da mutação GATA e do 
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polimorfismo 265T. Quando GATA e a expressão do gene FY*B estão normais, 

fenótipo e genótipo são concordantes. Quando GATA está mutado, ou o gene 

FY*B se expressa fracamente nas hemácias (fenótipo Fyx), observa-se uma 

falsa discrepância entre o fenótipo e o genótipo, devido à ausência ou fraca 

expressão do antígeno Fyb nas hemácias.  

 

Pacientes com fenótipo Fy(b–) e genótipo FY* B com GATA mutado ou 

que apresentam o polimorfismo 265T, podem ser seguramente transfundidos 

com hemácias Fy(b+), sem o risco de aloimunização, uma vez que o gene 

FY*B é expresso em outros tecidos. A utilização da fenotipagem associada à 

genotipagem, em pacientes politransfundidos, pode reduzir a necessidade de 

sangue Fy(b–), um fenótipo presente em somente um terço da população 

brasileira. Neste estudo, quarenta e seis (18,4%) dos 250 doadores Fy(b-) 

identificados como FY*B poderiam, teoricamente, receber sangue com o 

fenótipo Fy(b+).  

 

6.2 Genotipagem em larga escala de doadores de sangue e pacientes 

 

A utilização da técnica de “microarray” para genotipagem em larga 

escala possibilitou a determinação da freqüência gênica de 20 alelos de grupos 

sanguíneos em uma população de 948 doadores voluntários de sangue e 144 

pacientes falciformes.  

Não foi encontrada diferença significativa nas freqüências genotípicas 

observadas entre os grupos de doadores e pacientes. A região sudeste do 

Brasil possui alta densidade populacional e tem continuamente recebido 
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imigrantes da região nordeste. É também caracterizada pelo alto grau de 

mistura entre descendentes de europeus e africanos. Assim, doadores desta 

região constituem uma amostra representativa de uma população miscigenada, 

o que poderia talvez explicar esta similaridade de freqüências genotípicas 

encontradas entre os doadores de sangue e pacientes falciformes. 

 

Ao serem comparadas as frequências genotípicas obtidas neste 

trabalho com as frequências obtidas por Hashmi et al (34) que utilizaram a 

mesma tecnologia, verificamos que a população aqui estudada apresenta 

frequências similares às encontradas em populações Hispânicas, com exceção 

do alelo DI*A , demonstrando a influência indígena na população brasileira 

(51).  

 

Estes resultados são interessantes tendo em vista que era esperado 

que as frequências genotípicas das populações que constituíram este trabalho 

estivessem mais próximas de populações Africanas, uma vez que houve 

grande influência africana na composição racial dos indivíduos brasileiros.   

 

Neste trabalho, identificamos 16/948 (1,68%) doadores de sangue com 

fenótipos raros que geralmente ocorrem em menos que 1% da população 

(Tabela 14).  Este resultado foi surpreendente uma vez que a frequência de 

alelos raros por nós encontrada nesta população, foi superior a encontrada em 

outras populações (Figura 18).   

A possibilidade de identificar doadores de sangue raros através de uma 

metodologia de genotipagem em larga escala abre perspectivas para a criação 
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de um programa nacional de doadores raros que possibilitaria a busca de 

unidades de sangue compatíveis para pacientes portadores de anticorpos 

raros.  

Tabela 14. Fenótipos raros identificados a partir dos genótipos de 948 doadores  

Genótipo Fenótipo deduzido Número de amostras/ 

frequência genotípica 

GYPB*del S-s-U- 6 (0.630) 

DO-323 G>T Hy- 1 (0,105) 

DO-350 C>T Jo(a-) 2 (0.210) 

LU*A/A Lu(a+b–) 2 (0.210) 

KEL*1/1 K+k– 2 (0.210) 

DI*A/A Di(a+b–) 2 (0.210) 

CO*B/B Co(a–b+) 1 (0,105) 

Total  16 (1.68) 

 

Figura 18. Frequência genotípica observada por Hashmi et al (34) 

 

AFA= indivíduos Afro-Americanos, ASN=Asiáticos, CAU=Caucasianos e HIS=Hispânicos 

 

Além da ocorrência destes genótipos raros, também foram identificados 

em nossas amostras 1.230 fenótipos de difícil caracterização sorológica em 

virtude da ausência ou dificuldade na obtenção dos antisoros comerciais para a 
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identificação dos antígenos (Tabela 15). Este fato demonstra que a utilização 

desta plataforma (HEA BeadChipTM) em doadores de sangue possibilita a 

identificação de hemácias com diferentes fenótipos eritrocitários em um tempo 

reduzido. Isto facilitaria a constituição de painéis de hemácias de identificação 

de anticorpos e, consequentemente, a resolução de problemas 

imunohematológicos complexos. 

Tabela 15. Fenótipos identificados de difícil caracterização sorológica 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Seleção e transfusão de sangue fenótipo compatível para os 

pacientes falciformes a partir dos resultados dos genótipos  

 

As consequências da aloimunização em pacientes portadores de 

anemia falciforme têm levado alguns autores a recomendar transfusões 

fenotipicamente compatíveis para os antígenos dos sistemas Rh, Kell, Duffy e 

Kidd (45,52-53).   

Genótipo Fenótipo deduzido Número de amostras 

FY*B 265 Fyx 28 

DO-323 G>T Hy+ 27 

DO-350 C>T Jo(a+) 36 

LU*A/B Lu(a+b+) 45 

KEL*1/2 K+k+ 45 

DI*A/B Di(a+b+) 36 

DO*A/A Do(a+b–) 133 

DO*A/B Do(a+b+) 426 

DO*B/B Do(a–b+) 389 

CO*A/B Co(a+b+) 27 

LW*A/B Lw(a+b+) 09 

SC*1/2 SC:1,2 29 

Total  1.230 
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O sucesso da utilização de protocolos de sangue fenotipado, depende 

da correta interpretação da fenotipagem destes pacientes. Quando se 

consegue realizar a fenotipagem eritrocitária do paciente, antes da primeira 

transfusão, os testes de hemaglutinação nos fornecem resultados seguros, 

uma vez que não existe interferência das hemácias do doador na circulação do 

receptor.  

 

Quando a fenotipagem é realizada após a transfusão de concentrado 

de hemácias, a interpretação dos resultados dos testes de hemaglutinação é 

difícil, devido à presença de reações de  campo  misto (dupla população de  

células).  

 

Dependendo ainda do número de transfusões recebidas, alguns 

pacientes passam a expressar o fenótipo do doador, o que além de 

comprometer a utilização de sangue fenotipado, após algumas transfusões de 

sangue com fenótipo não compatível, estes pacientes podem desenvolver 

aloanticorpos contra os antígenos de grupos sanguíneos mais imunogênicos 

(25-26). Consequentemente podem vir a apresentar diminuição na sobrevida 

das hemácias transfundidas (reação hemolítica tardia), devido à presença de 

aloanticorpos não detectados nos testes pré-transfusionais.  

 

A análise dos resultados encontrados nos cento e quarenta e quatro 

pacientes portadores de anemia falciforme demonstra que 15 dos 42 pacientes 



81 
 

Discussão 

 

 

que tinham se aloimunizado (Tabela 10), apresentaram discrepâncias entre os 

resultados do fenótipo e genótipo para os sistemas Rh, Duffy e Kidd. Nestes 

casos, tivemos a oportunidade de realizar nova determinação do genótipo pela 

técnica de “microarray” e também pela técnica de genotipagem convencional e, 

pudemos verificar, que os fenótipos obtidos pertenciam aos doadores e não 

aos receptores. 

 

No sistema Rh, dois pacientes foram fenotipados como RhEE e 

genotipados como RH*Ee. Este genótipo foi confirmado com nova 

determinação e através da análise dos polimorfismos (Cys16, VS) que 

silenciam ou enfraquecem a expressão do antígeno Rhe. O fenótipo RhEE, foi 

provalvelmente atribuído, devido à unidade de sangue que tinha sido 

recentemente transfundida. Estes pacientes estavam recebendo sangue com o 

fenótipo R2R2 (e-negativo), que ocorre na frequência de 1/50 em nossa 

população. A partir da genotipagem, eles passaram a receber sangue com o 

fenótipo R2r (Ee), cuja frequência é de 1/7, facilitando, desta forma, o 

atendimento transfusional do paciente pelo aumento da disponibilidade de 

sangue. 

 

Outros dois pacientes foram fenotipados como RhEe e genotipados 

como RH*ee e, desenvolveram anti-E, pelo fato de estarem recebendo sangue 

de acordo com o fenótipo.  

 

Com relação aos alelos RH*Cc, um paciente foi fenotipado como RhCc 

e genotipado como RH*cc e, desenvolveu anti-C.   
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No sistema Kidd, um paciente foi fenotipado como Jk(a–b+) e 

genotipado como JK*A/B. Este  paciente, estava recebendo sangue com o 

fenótipo Jk(a–), que ocorre na frequência de 1/5 em nossa população. A partir 

da genotipagem, eles passaram a receber sangue com o fenótipo Jk(a+) cuja 

frequência é de 1/2, facilitando, desta forma, o atendimento transfusional do 

paciente pelo aumento da disponibilidade de sangue compatível. Outros três 

pacientes foram fenotipados como Jk(a+b+) e genotipados como JK*B/B e, um 

deles desenvolveu anti-Jka. 

 

No sistema Duffy, um paciente foi fenotipado como Fy(a+b–) e 

genotipado como FY*B/B e, desenvolveu anti-Fya pelo fato de estar recebendo 

sangue de acordo com o fenótipo.  

 

A determinação do genótipo no sistema Duffy em pacientes falciformes, 

pode ainda contribuir para a seleção adequada do sangue a ser utilizado na 

transfusão, em especial,  para  os pacientes que apresentam o fenótipo Fy(a–

b–) como já mencionado.  

 

Os 15 pacientes que apresentaram discrepâncias entre os resultados 

do fenótipo e genótipo foram selecionados para receberem transfusões de 

sangue (2 a 3 unidades) fenótipo-compatível, baseado nos resultados de 

genotipagem obtidos. 

 

Após as transfusões, o acompanhamento clínico de onze destes 

pacientes demonstrou que eles se beneficiaram das transfusões recebidas, 

uma vez que houve aumento dos níveis na hemoglobina e aumento do 
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intervalo entre as transfusões, que passou de 7 para 35 a 40 dias, 

demonstrando que houve maior sobrevida e aproveitamento das hemácias 

transfundidas. 

 

Nossos resultados sugerem que a genotipagem de grupos sanguíneos 

em larga escala contribui substancialmente na qualidade da transfusão de 

sangue fenotipado, sobretudo em pacientes que necessitam de transfusões de 

repetição, como por exemplo, os pacientes portadores de anemia falciforme. 

 

A relevância da genotipagem de grupos sanguíneos para seleção de 

sangue antígeno-negativo para transfusão destes pacientes foi previamente 

demonstrada (10,19), no entanto, o sucesso desta seleção depende também 

da disponibilidade de um estoque de unidades de sangue de doadores 

fenotipados.  

 

Neste estudo, foi demonstrada a facilidade de selecionar unidades de 

sangue compatível para pacientes falciformes utilizando a plataforma HEA 

BeadChipTM, genotipando pacientes e doadores e estabelecendo a 

compatibilidade eletrônica entre eles, de acordo com o fenótipo ABO e Rh de 

cada um.   

 

Apesar da diversidade genotípica encontrada entre os pacientes e que 

praticamente cada um necessitava de um fenótipo antígeno-negativo diferente, 

foi possível encontrar sangue compatível para a maioria. Apenas para 10 

pacientes não foi possível encontrar sangue fenótipo compatível no pool de 

doadores analisado. 
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Com base nas freqüências gênicas observadas em nossa população, 

seria necessário um banco de dados composto com aproximadamente 2000 

doadores de sangue para que fosse possível encontrar amostras de sangue 

fenótipo compatível para estes 10 pacientes. 

 

Os resultados por nós obtidos foram de encontro às recentes discussões 

da comunidade científica (2,29,32-33,35,37) que afirmam que a tecnologia 

“microarray” pode ser utilizada no gerenciamento, acompanhamento e controle 

das transfusões dos pacientes falciformes e demais pacientes 

politransfundidos, pois permite uma seleção mais exata das unidades de 

sangue compatíveis para prevenir a aloimunização e potencias reações 

hemolíticas.  

 

Estes resultados demonstram que a metodologia de genotipagem em 

larga escala através da tecnologia “microarray” é bastante eficiente no que diz 

respeito à constituição de bancos de doadores genotipados possibilitando a 

busca rápida de unidades de sangue fenótipo-compatível para pacientes 

falciformes e politransfundidos.   

 

6.4 Métodos de genotipagem convencional, “microarray” e fenotipagem 

para antígenos de grupos sanguíneos: vantagens e desvantagens 

 

Quando comparamos os métodos de genotipagem convencional, HEA 

BeadChipTM e hemaglutinação, verificamos que a técnica de “microarray” 

mostrou-se mais rápida, eficiente e apresentou menor custo (Tabela 16).  
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Tabela 16. Comparação entre os métodos de genotipagem convencional, genotipagem pela 

técnica de “microarray” (larga escala) e fenotipagem por hemaglutinação. 

 Fenotipagem 

Hemaglutinação 

Genotipagem 

convencional 

HEA 

BeadChipTM 

Amostras estudadas 96 96 96 

PCR necessários 0 18 1 

Digestão enzimática 0 6 a 8 0 

Eletroforese 0 diversas 0 

Reações de aglutinação 2400 0 0 

Tempo estimado 100-120 horas 100 - 120 horas 10 horas 

Custo estimado R$ 15.000,00 R$  8.640,00 R$ 2.750,00 

 

A estimativa de custo dos três procedimentos levou em consideração 

todos os materiais de consumo envolvidos nos procedimentos e que seriam 

necessários para a execução de 96 tipagens para 18 polimorfismos de grupos 

sanguíneos. No caso da genotipagem pela técnica de “microarray”, o 

incremento de novos polimorfismos não acarreta acréscimo no valor do chip, 

mas ao contrário, a inclusão de um número maior de amostras analisadas em 

uma única placa diminui substancialmente o valor do chip. 

 

 Com relação à fenotipagem, vale ressaltar que alguns anti-soros como 

anti-Do, anti-Yt, anti-Co, anti-LW não estão disponíveis comercialmente e, 

portanto, estes antígenos são difíceis de serem fenotipados. Outras 

desvantagens da hemaglutinação em relação ao “microarray” dizem respeito às 

limitações da técnica já anteriormente apresentadas (Tabela 2) e ao tempo 

gasto na obtenção dos resultados. 
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No procedimento de genotipagem por “microarray”, uma vez que todos 

os recursos (reagentes e materiais) estejam disponíveis, uma única pessoa é 

capaz de avaliar cerca de 50 a 96 amostras de DNA com segurança a cada 10 

horas. 

 

Dentre as vantagens da tecnologia “microarray” destaca-se a 

possibilidade de genotipar os pacientes e um grande número de doadores 

simultaneamente para vários antígenos e ainda agilizar a busca de fenótipos 

raros.  Isto facilita a criação de um estoque  de sangue fenotipado importante 

na seleção de componentes sanguíneos para pacientes politransfundidos e, a 

criação de um banco de dados com genótipos raros que poderia ser 

disponibilizado para consulta via internet para utilização em transfusões de 

pacientes portadores de anticorpos raros. 

 

A análise automatizada dos resultados impede interpretações errôneas, 

aumentando a confiabilidade dos resultados, que podem ser rapidamente 

utilizados para aplicação na clínica transfusional. No entanto, vale ressaltar que 

como toda técnica, a genotipagem em larga escala também apresenta 

limitações (Tabela 17). 

 

Com o desenvolvimento destas plataformas, o custo da genotipagem 

tem sido reduzido drasticamente. A esperança é que esta metodologia permita 

a realização da genotipagem de grupos sanguíneos em larga escala de forma 

automatizada, rápida e segura e que possa ser utilizada nas rotinas dos bancos 

de sangue. 
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Tabela 17. Limitações da tecnologia “microarray” 

Limitações técnicas 

Boa qualidade do DNA (>20ng/ul e absorbância-DO entre 1.7-1.9) 

Contaminação pode levar a perda de um grande número de resultados 

Necessita de acesso a internet para análise dos dados 

Mão de obra qualificada (conhecimento molecular dos grupos sanguíneos) 

Técnica ainda não licenciada pela ANVISA 

 

A aplicação da biologia molecular em Imunohematologia sem dúvida terá 

um grande impacto na medicina transfusional. Os problemas encontrados na 

rotina de doadores de sangue, como a busca de hemácias antígeno-negativo e, 

a identificação correta de indivíduos RhD-negativo serão facilmente 

solucionados. Na área da medicina transfusional, a possibilidade de fornecer 

sangue fenótipo compatível para pacientes politransfundidos abre uma nova 

perspectiva podendo inclusive reduzir o número de testes pré-transfusionais.  

 

Embora seja pouco provável que a genotipagem molecular venha 

substituir totalmente a hemaglutinação nos próximos anos, estas técnicas 

utilizadas em conjunto têm um valor potencial importante na segurança 

transfusional e materno-fetal. 
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Considerando os objetivos do presente trabalho e as condições em que foi 

realizada a genotipagem de grupos sanguíneos em larga escala pela técnica de 

“microarray” HEA BeadChipTM em amostras de DNA de doadores voluntários de 

sangue e pacientes portadores de anemia falciforme , podemos concluir que:  

 

1. Foi possível padronizar e validar uma plataforma de “microarray” para 

genotipagem de grupos sanguíneos em larga escala em uma população brasileira. 

 

2. Para obtenção de resultados de genótipos conclusivos de todos os 

polimorfismos presentes na plataforma HEA BeadChipTM é importante que a 

concentração do DNA esteja acima de 20 ng/µl e que os valores de absorbância(DO) 

de 260-280nm estejam entre 1,7 a 1,9. 

 

3. Não foi encontrada diferença significativa nas freqüências genotípicas 

observadas entre os grupos estudados (doadores e pacientes). 

 

4. A genotipagem de grupos sanguíneos em larga escala pela técnica de 

“microarray” analisada (HEA BeadChip) é mais rápida, mais eficaz e apresentou 

menor custo, quando comparada à genotipagem convencional, e  à técnica de 

hemaglutinação.  

 

5. A utilização da técnica de “microarray” possibilita a realização da genotipagem 

de grupos sanguíneos em pacientes e em um grande número de doadores 

simultaneamente para vários antígenos.  
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6. A genotipagem em larga escala é eficiente na constituição de bancos de 

doadores de sangue genotipados para os principais alelos de grupos sanguíneos e 

agiliza a busca de fenótipos raros. 

 

7. Neste trabalho, identificamos 16/948 (1,68%) doadores de sangue com 

fenótipos raros que geralmente ocorrem em menos que 1% da população. 

 

8. A realização da genotipagem de grupos sanguíneos para numerosos 

polimorfismos em pacientes e doadores de sangue utilizando uma única plataforma 

facilita a seleção de unidades de sangue compatível para pacientes aloimunizados e, 

pode estabelecer a compatibilidade eletrônica entre eles. 

 

9. O acompanhamento clínico de onze pacientes falciformes que receberam 

transfusões de sangue compatível de acordo com os resultados do genótipo 

demonstrou que eles se beneficiaram das transfusões recebidas, uma vez que houve 

aumento dos níveis na hemoglobina e aumento do intervalo entre as transfusões, que 

passou de 7 para 35 a 40 dias, demonstrando maior sobrevida e aproveitamento das 

hemácias transfundidas. 

 

10.  A genotipagem de grupos sanguíneos em larga escala contribui 

substancialmente na qualidade da transfusão de sangue fenotipado, sobretudo em 

pacientes que necessitam de transfusões de repetição, como por exemplo, os 

pacientes portadores de anemia falciforme. 

 

11. Embora seja pouco provável que a genotipagem molecular venha substituir 

totalmente a hemaglutinação nos próximos anos, estas técnicas utilizadas em conjunto 

têm um valor potencial importante na segurança transfusional e materno-fetal.   
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