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Objetivo: Este estudo teve como objetivos: 1) implementar a genotipagem para os antigenos S, s e U do sistema
de grupo sanguineo MNS na Fundag¢do Hemominas e 2) avaliar pela primeira vez em uma popula¢do misci-
genada de Minas Gerais, Brasil a ocorréncia de polimorfismos do gene GYPB relacionados aos fendtipos U- e
U+var, assim como a delecdo de GYPB. Os antigenos S, s e U podem ocasionar reagées transfusionais e doenca
hemolitica perinatal. A genotipagem é uma ferramenta itil na imuno-hematologia, principalmente quando a
fenotipagem ndo pode ser realizada.

Meétodos: 96 amostras de doadores de sangue e pacientes com doenga falciforme previamente fenotipadas
para os antigenos S, s e U foram selecionadas. As técnicas AS/PCR e ensaio combinado AS/PCR - RFLP foram
empregadas para identificar os alelos GYPB*S, GYPB*s e as variantes GYPB(P2) e GYPB(NY), bem como a
delegdo do gene GYPB.

Resultados: Os resultados da genotipagem alelo-especifica GYPB*S e GYPB*s foram 100% concordantes em
relagdo aos fendtipo S+ (n = 56), s+ (n = 60) e s- (n = 35). Entretanto, o alelo GYPB*S, em associagdo com a
variante GYBP(P2), foi detectado em 17,5% das amostras S- (n = 40), o que revela a importincia da avaliagdo
desta variante em nossa populagdo. Entre as amostras S-s- avaliadas (n = 10), 60% apresentaram dele¢do do
gene GYPB, e 40% apresentaram GYPB (P2) em homo ou hemizigose.

Conclusdo: A genotipagem é uma estratégia eficaz na inferéncia dos fendtipos S, s e U na populagdo misci-
genada de Minas Gerais, podendo contribuir para a seguranga transfusional.

Descritores: Sistema do grupo sanguineo MNSs; Biologia molecular; Grupo com ancestrais do continente
Africano; Brasil

Introducao

O sistema de grupo sanguineo MNS é complexo, apresentando 46 antigenos conhecidos®.
Os principais antigenos desse sistema sdo M e N, presentes na proteina glicoforina A (GPA); S, s
e U, presentes na glicoforina B (GPB). Os genes GYPA e GYPB, que codificam para as proteinas
GPA e GPB, respectivamente, representam dois loci estreitamente ligados, localizados no cro-
mossomo 4 (4p28-q31)@. Polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNP) sio responséveis pelas
variantes alélicas S/s e M/N. Individuos que apresentam delecdo do gene GYPB sdo negativos
para os antigenos S, s e U. Ja o fenétipo S-s-U+", caracterizado pela expressio enfraquecida do
antigeno U e auséncia dos antigenos S e s na superficie dos eritrécitos, estd associado a altera-
¢oes do éxon 5 do gene GYPB [variante GYPB(NY)] ou do intron 5 deste mesmo gene [variantes
GYPB(P2)]. Estas alteragdes sdo encontradas em populagdes africanas ou afro-descendentes
e acarretam, respectivamente, a omissao parcial ou completa da expressao do éxon 5 do gene
GYPB®.

Os antigenos do sistema MNS sdo importantes na prética clinica por serem capazes de pro-
vocar reagdes transfusionais e doenga hemolitica perinatal®. Pacientes com transfusdo recente
ou anemia hemolitica autoimune nem sempre podem ser fenotipados, e nesses casos a genotipa-
gem vem sendo empregada com sucesso®. Individuos S-s-U- ou S-s-U+", quando expostos a
hemadcias U+, podem produzir aloanticorpo anti-U, o qual pode ocasionar reagdes transfusionais
severas. Como doadores com o fenétipo U- s@o raros em vérias populagdes, e soros anti-U de
boa qualidade sdo escassos, a compatibilizacdo deste antigeno muitas vezes pode se tornar um
desafio na prética transfusional. Nesse contexto, a utilizacio das ferramentas de biologia mo-
lecular, aliada ao atual conhecimento das bases genéticas associadas a expressao de antigenos
variantes, tem sido muito importante na rotina laboratorial da Imuno-hematologia®?.

O Estado de Minas Gerais possui grande extensao territorial e populagdo altamente misci-
genada®, tendo recebido individuos de varias regides da Africa no periodo colonial, em decor-
réncia do tréafico de escravos®. Desta forma, é plausivel que na populagéo de Minas Gerais sejam
observadas as variantes relacionadas ao gene GYPB previamente descritas em africanos e afro-
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descendentes. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivos
1) implementar a genotipagem para os antigenos S, s e U do sistema
de grupo sanguineo MNS na Fundacdo Hemominas e 2) avaliar pela
primeira vez na populacdo mineira a ocorréncia de mutacdes do in-
tron 5 e éxon 5 do gene GYPB relacionados aos fendtipos U- e U+,
Para isso, foi empregada a técnica de AS/PCR (allele-spe-
cific primers polymerase chain reaction) para a genotipagem dos
antigenos S e s e o ensaio combinado AS/PCR-RFLP (allele-
specific primers polymerase chain reaction - restriction fragment
length polymorphism) para a identificacdo dos polimorfismos ge-
néticos responsdveis pelos fenétipos U negativo e U+,

Métodos
Amostras empregadas

Visando a implementagdo e validagdo da técnica de genoti-
pagem para os antigenos S, s e U, foram analisadas 96 amostras
previamente fenotipadas de doadores de sangue e pacientes por-
tadores de doenca falciforme da Fundacdo Hemominas, com os
seguintes fendtipos: S+s+ (n = 30), S-s+ (n = 30), S+s- (n = 26)
e S-s- (n = 10).

Testes soroldgicos

Todas as amostras de sangue foram previamente submeti-
das a fenotipagem dos antigenos S e s, empregando a técnica de
aglutinacdo em coluna e utilizando gel de centrifugacdo ID-LISS/
Coombs (contendo antiglobulina humana poliespecifica) e anti-
corpos humanos policlonais anti-S e anti-s (DiaMed AG - Suiga).

As amostras S-s- foram fenotipadas para o antigeno U pela
técnica de aglutina¢do em coluna, utilizando gel de centrifugacdo
ID-LISS/Coombs, empregando soro de pacientes aloimunizados,
contendo o anticorpo anti-U previamente identificado.

Estes testes foram realizados no Laboratério de Imuno-he-
matologia da Funda¢do Hemominas em amostras de sangue total
colhido em EDTA.

Extragdo do DNA genémico

A purificacdo de DNA gendmico foi realizada a partir do
sangue total utilizando o kit comercial QIAamp DNA Blood Mini
Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha), de acordo com as re-
comendagdes do fabricante.

Genotipagem GYPB*S e GYPB*s — Ensaio de PCR
alelo-especifica

Todas as 96 amostras avaliadas no presente estudo foram
submetidas as técnicas de PCR alelo-especificas para a genoti-
pagem dos alelos GYPB*S e GYPB*s. Os testes foram realizados
utilizando-se 100 ng de DNA gendmico em uma reacio de 20 pl
contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8.4), 2,0 mM de MgCl, para
GYPB*S e 2,5 mM para GYPB*s, 200 uM de cada deoxinucle-
otideo trifosfato , 0,8 U de Platinum Taq DNA Polimerase (In-
vitrogen, USA) e 2 pmol de cada iniciador GPB 1640 e GPBS
ou GPBs (Tabela 1). A PCR foi feita em termociclador (modelo
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TC-412, Techne, Reino Unido), nas seguintes condi¢des de tem-
peratura: uma fase inicial a 95 °C por 5 min, seguida por 35 ciclos
de 95 °C por 30 segundos, uma fase de anelamento de 60 °C para
GYPB*S e 63 °C para GYPB*s por 30 segundos, 72 °C por 30
segundos e uma fase final de extensdo de 72 °C por 5 minutos.
Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% e visualizados sob luz UV apés coloragdo com
brometo de etideo.

Nas reacdes de genotipagem GYPB*S e GYPB*s, a detec¢do
do produto de 207 pb indica a presenca dos alelos corresponden-
tes aos antigenos S e s, respectivamente.

Andlise molecular para avaliagdo de polimorfismos
do éxon 5 e intron 5 do gene GYPB ou de sua delecao

As amostras com fendtipos S-s- previamente conhecidos (n
= 10) e as amostras fenotipadas como S-s+ e que amplificaram
para GYPB*S (n = 3) foram submetidas a um ensaio combinado
AS/PCR-RFLP. Este ensaio permite avaliar a ocorréncia da de-
lecdo de GYPB bem como detectar polimorfismos do éxon 5 e
intron 5 deste gene, relacionados ao impedimento da expressdao
do antigeno S e enfraquecimento de expressdo do antigeno U nos
eritrécitos [variantes GYPB(P2) e GYPB(NY)].

Para o ensaio combinado AS/PCR - RFLP, primeiramente
foi realizada uma PCR na qual 100 ng de DNA genomico foram
utilizados em reacdo com volume final de 20 uL, contendo 20
mM de Tris-HCI (pH 8.4), 2,0 mM de MgCl,, 200 uM de cada
deoxinucleotideo trifosfato, 4 pmol dos iniciadores GPB 4/5 e
GPB IVSS5, 6 pmol do iniciador GPB 5T (Tabela 1) e 0,8 U de
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen,USA). Nesta mesma
reacdo também foi utilizado 1 pmol dos iniciadores HGH sen-
se e antisense (que amplificam uma sequéncia codificadora do
horménio de crescimento humano), como um controle positivo
interno da reacdo de amplificacdo (Tabela 1). A rea¢do de PCR
foi realizada nas mesmas condi¢des descritas anteriormente para
GYPB*S, porém com uma fase de anelamento a 55 °C. Os produ-
tos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de polia-
crilamida 8% e visualizados sob luz ultravioleta apds coloracio
com brometo de etideo.

A auséncia de amplificagdo do produto de 260 pb especifico
para esta reacdo, em amostras fenotipadas como S-s-, na presenca
de amplificacdo do produto de 434 pb relacionado ao gene con-
trole HGH, permite a inferéncia do fenétipo S-s-U- relacionado a
delecdo do gene GYPB.

Nesta mesma reacdo, a presenga de um produto alelo-espe-
cifico de 145 pb indica a ocorréncia da mutagio 230 C>T no éxon
5, relacionada a variante GYPB(NY).

Ja a presenca do produto de 260 pb indica que o gene GYPB
estd presente. Nestes casos, é necessario investigar a ocorréncia da al-
teracdo +5g>t do intron 5 do gene, relacionado a variante GYPB(P2),
por meio de RFLP visando a melhor caracterizacio das amostras.

Nesta reacdo de RFLP, a digestdo do produto de PCR de 260
pb pela enzima EcoRI (Promega, USA), gerando fragmentos de
92 pb e 168 pb, indica a ocorréncia do gene GYPB selvagem, en-
quanto a auséncia de digestdo (perda do sitio de restri¢do) indica
a presenca da mutacdo +5 g>t no intron 5 relacionada & variante
GYPB(P2).
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Tabela 1 - Iniciadores utilizados nas PCR para genotipagem dos antigenos S, s e U e para o
ensaio combinado AS/PCR - RFLP, com seus respectivos produtos®. Em destaque estdo os
nucleotideos que foram trocados (mismatches), visando a proporcionar maior especificidade

N(."fle do Direcao Alelos Sequéncia (5’a 3°) Produto
iniciador
GYPB*S

GPB 1640  Sense GYPB*s GGTAAGACTGACACATTACCTCAC
GPB S Antisense  GYPBS AGTGAAACGATGGACAAGTTCTCCCA 207 PP
GPB s Antisense GYPB*s AGTGAAACATGGACAAGTTCTCCCG
GPB 4/5 Sense CTGTCTTATTTTTCTATTGCTATG

. GYPB 260 pb*
GPBIVS5  Antisense CTGTTTCTCTTTTGAGTTTAACTG
GPB 5T Antisense GYPB(NY) ACTGTAAGAAATTAAGAGGCTCA 145 pb
HGH Sense TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA

. HGH 434 pb
HGH Antisense CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

*Este produto indica a presenca do gene GYPB. Uma reagdo de RFLP com enzima EcoRI é necessdria para a

diferenciagdo entre GYPB selvagem e GYPB(P2).

Resultados
PCR alelo-especifica GYPB*S e GYPB*s

Todas as amostras estudadas foram submetidas as técnicas
de PCR alelo-especificas GYPB*S e GYPB*s. Para as 56 amostras
fenotipadas como S+ (30 amostras S+s+ e 26 amostras S+s-), foi
observada a presenca do produto de amplificacdo esperado de 207
pb que identifica o alelo que codifica para o antigeno S (Tabela
2). Em relacdo as 40 amostras fenotipadas como S- (30 amostras
S-s+ e 10 amostras S-s-), sete (17,5%) mostraram a presenca do
alelo GYPB*S (Tabela 2). Dentre estas sete amostras, trés haviam
sido fenotipadas como S-s+ e quatro como S-s- (Tabela 2).

As sete amostras fenotipadas como S- que amplificaram na
PCR alelo-especifica GYPB*S foram analisadas por meio do ensaio
combinado AS/PCR-RFLP® com o intuito de determinar a presenga
de alteracdes no éxon 5 e no intron 5 do gene GYPB que impedem
a expressao do antigeno S na superficie dos eritrécitos (ver abaixo).

J4 as amostras genotipadas para o alelo GYPB*s apresenta-
ram total concordancia com a fenotipagem, ou seja, as 60 amos-
tras s+ avaliadas (30 amostras S-s+ e 30 amostras S+s+) apresen-
taram produto de amplificacdo esperado de 207 pb, enquanto as
35 amostras fenotipadas como s- (25 amostras S+s- e 10 amostras
S-s-) foram negativas na PCR GYPB*s (Figura 1).

Andlise molecular para avaliacdo de polimorfismos
do éxon 5 e intron 5 do gene GYPB ou de sua delecao
(Ensaio combinado AS/PCR — RFLP)

As dez amostras fenotipadas como S-s- foram investigadas quan-
to a delegdo do gene GYPB por meio do ensaio combinado AS/PCR
- RFLP. Quatro dessas amostras apresentaram, nesta reacao, o produto
de 260 pb, indicando a presenca do gene. As outras seis amostras nao
apresentaram este produto de amplificacdo, podendo, portanto, ser
consideradas S-s-U- em decorréncia da dele¢@o do gene GYPB.

As trés amostras fenotipadas como S-s+ que apresentaram
produto de amplificagdo na PCR alelo-especifica GYPB*S e as
quatro amostras fenotipadas como S-s- que apresentaram ausén-
cia de delecdo do gene GYPB foram investigadas quanto a altera-
¢des no éxon 5 e intron 5 do gene (Figura 2).

Estas investigacdes revelaram que as quatro amostras fenotipa-
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207 pb

Figura 1 - Genotipagem GYPB*S e GYPB*s. Gel de agarose

2% corado com brometo de etideo e visualizado sob luz UV.

(A): Genotipagem para o alelo GYPB*S. PM: padrdo de peso molecular
DNA ladder 50 pb. 1 a 5: amostras fenotipadas como S+. 6: controle
negativo. 7: controle positivo. 8: 4gua —“controle branco”.

(B) Genotipagem para o alelo GYPB*s. PM: padrdo de peso molecular de
50 pb, 1 a 6: amostras fenotipadas como s+. 7: controle negativo.

8: controle positivo. 9: d4gua —“controle branco”. — “blank control”

Tabela 2 - Resultados da PCR alelo-especifica para a genotipagem dos
antigenos S e s e avaliacdo da delegdo do gene GYPB

Fenétino aNmo‘::ras Amplificacio  Amplificacio  Deteccdo do
P . do alelo S do alelo s gene GYPB
genotipadas
S+s+ 30 30 30 Nao Realizado
S+s- 26 26 0 Nao Realizado
S-s+ 30 3 30 Nao Realizado
S-s- 10 4 0 4

das como S-s- avaliadas foram homozigotas ou hemizigotas para a
alterac@o no nucleotideo +5 (g>t) do intron 5 do gene GYPB, a qual
estd relacionada a variante GYPB(P2) (amostras 4 a 7, Tabela 3).

As trés amostras fenotipadas como S-s+ e que apresentaram
amplificagdo na PCR alelo-especifica GYPB*S apresentaram pa-
drdo compativel com heterozigose para um alelo correspondente
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Figura 2 - Ensaio combinado AS/PCR - RFLP. Gel de poliacrilamida 8% corado
com brometo de etideo e visualizado sob luz UV.

PM: padrdo de peso molecular DNA ladder 100 pb. 1 a 3: amostras S+s- genoti-
padas como heterozigotas para as variantes GYPB(P2) e GYPB selvagem. 4 a 7:
amostras S-s- genotipadas como homozigotas ou hemizigotas para as variantes
GYPB(P2). 8: controle positivo (amostra U+, homozigota para GYPB selvagem).
9: controle negativo (amostra S-s-U- em decorréncia da delecdo do gene GYPB).

Tabela 3 - Resultados da andlise molecular do éxon 5 e intron 5 do gene GYPB
em amostras com fenotipo S—s+ e S-s- e amplificacdo do alelo GYPB*S

Amostra Fenotipagem  Anadlise do éxon 5 e intron 5

1 S-s+ +5 intron 5 (g>t) / GYPB selvagem
2 S-s+ +5 intron 5 (g>t) / GYPB selvagem
3 S-s+ +5 intron 5 (g>t) / GYPB selvagem
4 S-s- +5 intron 5 (g>t)

5 S-s- +5 intron 5 (g>t)

6 S-s- +5 intron 5 (g>t)

7 S-s- +5 intron 5 (g>t)

a variante GYPB(P2) e outro alelo selvagem, correspondente a
GYPB (amostras 1 a 3, Tabela 3).

Discussao

Para avaliar a eficdcia das técnicas de genotipagem empre-
gadas, as PCR alelo-especificas GYPB*S e GYPB*s foram reali-
zadas em 96 amostras correspondentes aos seguintes fenotipos:
S+s+ (n = 30), S+s- (n =26), S-s+ (n = 30) e S-s-(n = 10).

Os resultados da genotipagem GYPB*S e GYPB*s obtidos
foram 100% concordantes com os testes de hemaglutinagdo quan-
do foram utilizadas amostras fenotipadas como S+s- ou S+s+.

Entretanto, 10% das amostras fenotipadas como S-s+ (n = 30)
amplificaram na PCR alelo-especifica GYPB*S. Este percentual € mais
elevado do que o anteriormente descrito em brasileiros descendentes de
africanos amostrados no Nordeste do pais, onde em 7,4% das amostras
S-s+ foi identificada a presenca do alelo GYPB*S®; e mais elevado do
que o0s 5% de discrepancia entre fenotipagem e genotipagem dos anti-
genos S e s, relatados entre brasileiros da regido amazonica'?.

A andlise do intron 5 e do éxon 5 de GYPB revelou que as
trés amostras que apresentaram amplificacdo do alelo GYPB*S,
embora tenham sido fenotipadas como S-s+, apresentaram a mu-
tacdo silenciadora associada a variante GYPB(P2) em heterozi-
gose com a GYPB selvagem. Nestes casos, o gendtipo deduzido
para os individuos seria GYPB(P2)*S/GYPB*s.

Das dez amostras S-s- avaliadas, seis (60%) apresentaram
delecdo do gene GYPB. Estudos prévios realizados em brasileiros
mostraram uma prevaléncia de 76,5% (13/17) desta delecdo entre
as amostras fenotipadas como S-s-©.
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As quatro amostras fenotipadas como S-s- e para as quais
foi detectado o gene GYPB também foram submetidas ao ensaio
combinado AS/PCR-RFLP com o objetivo de analisar as varian-
tes do éxon 5 e intron 5 desse gene. Todas essas amostras foram
homozigotas ou hemizigotas para a variante GYPB(P2).

Estudos anteriores ja haviam relatado que a alteracdo +5 g>t
do intron 5, associada a variante GYPB(P2), é de fato o mecanismo
mais frequentemente associado ao silenciamento do antigeno S e a
ocorréncia do fen6tipo S—s—U+", tanto no Brasil quanto nos Estados
Unidos. Estes estudos mostraram que entre os afro-descendentes S-s-
amostrados no Nordeste brasileiro (n =1 7), quatro possufam o gene
GYPB, dos quais trés apresentavam a mutagao relacionada a variante
GYPB(P2) em homo (n = 2) ou heterozigose (n = 1)©. J4 entre afro-
americanos esta variante foi relatada em 83% das amostras S-s-U+@.

Por outro lado, embora nenhuma variante GYPB(NY) tenha
sido encontrada no presente trabalho, os estudos realizados em
doadores de sangue brasileiros relataram que dois dos quatro in-
dividuos S-s-U+"" e trés dos 11 individuos S-s+ que amplificaram
para GYPB*S avaliados eram positivos para o alelo GYPB(NY)
©®_J4 entre os afro-americanos provenientes do programa de tria-
gem de doadores com fenétipo raro do New York Blood Center
(EUA), 7 dos 41 individuos S-s-U+" apresentavam GYPB(NY)
em homozigose (n = 4) ou heterozigose com GYPB(P2) (n = 3)®.

E importante lembrar que ap6s cinco séculos de miscigena-
¢ao, temos em Minas Gerais, assim como em outras regides do
pais, uma populacdo altamente miscigenada, na qual h4 grande
variabilidade nos niveis de ancestralidade, mesmo dentro de cate-
gorias fenotipicas tradicionais como “branco”, “negro” ou “afro-
descendente”'". Por este motivo, consideramos que a sele¢do de
amostras independente do perfil étnico retrata de forma mais ade-
quada a populacdo e evita a subjetividade propria do processo de
autodenominacdo €tnica nas popula¢des miscigenadas.

A prevaléncia do fentipo S-s- é de 2 a 8% na Africa, tendo sido
descrito entre pigmeus (20%), africanos ocidentais (até 37%) e afro-ame-
ricanos (1%)"*1. A existéncia de polimorfismos relacionados ao gene
GYPB entre individuos de origem afticana tem levado a especulacio de
que estas variantes possam ter sido selecionadas como um resultado da
resisténcia relativa que elas conferem contra a maldria falciparum©.

A miscigenacdo africana na populacio brasileira € expressiva,
tendo sido estimada em 34,1% para doadores de sangue e 45,5%
para pacientes com doenca falciforme amostrados em Minas Ge-
rais®. Desta forma, ndo apenas € esperado que os fenétipos S-s-
U- e S-s-U+" sejam encontrados no Brasil, mas também que suas
frequéncias variem entre as regides do pais, ja que niveis de misci-
genagcdo variam substancialmente no espago geografico® 620,

Considerando todas as 40 amostras S- estudadas (30 amostras
S-s+ e 10 amostras S-s-), 17,5% apresentaram resultado positivo na
PCR GYPB*S e presenca da variante silenciadora GYPB(P2). Estes
nimeros ressaltam a expressiva frequéncia desse polimorfismo na po-
pulacdo mineira e sdo um exemplo claro da importancia da andlise das
variantes atualmente conhecidas quando se utiliza a genotipagem para
a inferéncia dos fendtipos dos antigenos S, s e U do sistema MNS.
Além disso permanece como um desafio para futuros estudos, a iden-
tificacdio de outras formas variantes, além das atualmente conhecidas.

Embora as andlises apresentadas tenham sido realizadas em
amostras com fendtipos previamente conhecidos, a genotipagem S, s
e U pode ser muito ttil nos casos em que os testes soroldgicos objeti-
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vando a determinacdo dos antigenos ndo podem ser realizados. Nes-
tes casos, a pesquisa dos polimorfismos conhecidos, associados a al-
teracdes da expressdao de GYPB, deve ser obrigatoriamente realizada.

A implicac@o na prdtica transfusional da presenca das alte-
racdes moleculares envolvidas no fendtipo U+ ainda € desco-
nhecida, embora saiba-se que individuos U+ sejam capazes de
produzir anti-U quando em contato com o antigeno.

As transfusdes para pacientes aloimunizados que necessitam de
hemacias S-s-U- ainda representam um desafio em qualquer servico
transfusional devido a falta de reagentes sorolégicos bem caracterizados
e de boa qualidade®. E dificil obter anticorpos anti-U de boa reatividade
e com volume suficiente para permitir a fenotipagem dos pacientes e
possiveis doadores de sangue®. Tendo em vista estas dificuldades, os
Laboratdrios de Imuno-Hematologia, tanto do Brasil quanto de outras
partes do mundo, eventualmente utilizam soro anti-U de pacientes aloi-
munizados para fenotipar hemdcias de doadores e pacientes. Porém, em
geral, esses anticorpos no sao suficientemente bem caracterizados e po-
dem n@o detectar o antigeno U variante, uma vez que ele ¢ fracamente
expresso na superficie dos eritrécitos, o que pode levar ao risco de resul-
tados falso-negativos (individuo U+™ fenotipado como U-). Esta situa-
¢do provavelmente ocorreu em quatro das dez amostras S-s- avaliadas
no presente estudo (amostras 4 a 7, Tabela 3), as quais foram inicialmen-
te fenotipadas como S-s-U- e, apés a detecgdo da variante GYPB(P2)
em homo ou hemizigose na genotipagem, foram reclassificadas como
S-s-U+". A fenotipagem falso-negativa do antigeno U é especialmente
critica para os doadores, uma vez que suas hemécias poderao ser trans-
fundidas em pacientes verdadeiramente U negativos.

Assim, a insercdo de ferramentas de biologia molecular na de-
terminaco dos antigenos S/s e U em doadores de sangue e pacientes
mostra-se fundamental para minimizar os problemas encontrados na
pratica imuno-hematoldgica, como a correta identificagdo dos indivi-
duos S-s-U- e S-s+U+". A genotipagem S/s e U poderd levar a uma
redug@o do risco de reagdes transfusionais potencialmente severas
envolvendo estes antigenos, principalmente em pacientes politrans-
fundidos, como os portadores de anemia falciforme.
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