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Introducio

Os avangos da genética molecular permitivam o entendimento das
bases moleculares do locus ABO. Considerando sua importdncia
como marcador genético e suas aplicacoes, o objetivo deste estudo
Jfoi verificar a distribuicdo dos genotipos ABO em uma amostra da
populacao brasileira oriunda da regido noroeste do Estado de Sdo
Paulo, Brasil. O DNA gendémico extraido de 324 doadores de sangue
(150 do grupo O; 118 do grupo A; 32 do grupo B e 24 do grupo AB)
Sfoi amplificado por Polymerase Chain Reaction e digerido com
enzimas de restricdo. Quatorze genotipos foram identificados e as
[freqiiéncias relativas dos genes O', O, O%, A e B foram estimadas
em 44,6%, 16,9%, 4,1%, 25,3% e 9,1%, respectivamente. Estes
resultados demonstram que o locus ABO apresenta elevado
polimorfismo quando analisado por métodos moleculares.
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As glicosiltransferases que sintetizam os
antigenos A e B sio codificadas pelos genes

O maior sistema de aloantigenos expressos
nos eritrocitos e em outros tecidos humanos
constitui-se de quatro fenétipos definidos pelas
combinacdes de dois antigenos carboidratos A
e B e de dois anticorpos plasmaticos anti-A e
anti-B. Os individuos com os fendtipos A, B e
AB expressam glicosiltransferases especificas
que convertem o antigeno H em A ou B, mas
aqueles com fenotipo O sio incapazes de
modificar a estrutura desse antigeno (1).

que ocupam o locus ABO, os quais sao herdados
pelos principios mendelianos (2) . O modelo
com trés genes A, Be O proposto para explicar
seu modo de heranca foi confirmado com a
clonagem e o sequenciamento do locus ABO
no inicio dos anos noventa e a partir desses
conhecimentos, as diferencas na seqiiéncia de
nucleotideos dos genes tornaram-se conhecidas
e passiveis de serem utilizadas na genotipagem
de populacdes (3, 4).
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Os genes A e B diferem em sete
substituicoes de nucleotideos localizadas nas
posicoes 297, 526, 657, 703, 796, 803 € 930 € o
gene O' é idéntico ao gene A, exceto pela
delecao de uma base nitrogenada guanina na
posicao 261 do exon 6 (4). Essas diferencas
contribuem para a troca de quatro aminoacidos
nas posicoes 176, 235, 266 e 268 das transferases
A e B e portanto, determinam suas
especificidades (5).

Como as mutacoes criam ou abolem sitios
de restricao, diferentes enzimas podem ser
usadas na identificacio desses genes e na
defini¢io dos varios gendtipos do locus ABO. A
delecao G261 cria um sitio de restricao para a
enzima Kpn I, que permite diferenciar o gene
0" dos genes A e B; a substituicio G703A cria
outro sitio de clivagem para a enzima Alu 1,
diferenciando o gene B dos genes O eA e o
gene A, por sua vez, pode ser identificado pelos
sitios de restricio com as enzimas BssH II e
Hpa 11 em torno das posicoes 526 e 703,
respectivamente (3, 4).

Diferentes estudos identificaram, com
base nessas alteracdes nucleotidicas, os
genotipos ABO em materiais biologicos de
interesse médico-legal e em sangue periférico,
tendo sido possivel a classificacio das
amostras analisadas em AA, AO, BB, BO, ABe
00 (6,7,8,9, 10).

A descricao de outros genes O revelou que
o polimorfismo do locus ABO nao estava restrito
apenas aos genes A, Be O. O gene O sem a
delecao G261, mas com as mesmas seqiéncias
de nucleotideos do gene B na posiciao 526 e do
gene A nas posicoes 703, 796 e 803, foi
encontrado em europeus com frequenc1a em
torno de 3,7% (10, 11, 12). O gene o' embora
apresente a deleciao G261 difere do gene o'
em sete nucleotideos localizados nos exon 3, 4,
5, 6 e 7 e pode ser facilmente diferenciado com
as enzimas BstU 1, Kpn 1, Mbo 1 e Dde 1 que
reconhecem sitios de restricao nas posicoes 188,
201, 646 e 771 (13).

O objetivo deste trabalho foi verificar a
distribuicao dos gendtipos ABO e estimar as
freqiiéncias relativas dos genes mais comuns
em uma amostra da populacio brasileira
oriunda regiio noroeste do Estado de Sao
Paulo, Brasil.

Material e métodos

Ap6s consentimento informado, foram
coletados 5 ml de sangue com EDTA de 324
doadores de sangue de ambos 0s sexos,
caucasoides e nao-caucasoides, com idades
variando dos 18 aos 60 anos, provenientes da
regido noroeste do Estado de Sio Paulo. Os
fendtipos eritrocitirios do sistema ABO foram
identificados por métodos de hemaglutinacio
padronizados em tubos (14), sendo o DNA
gendmico isolado dos leucocitos do sangue
periférico por método salino (15).

Nosso protocolo de genotipagem
consistiu de quatro reacdes de PCR, sendo
que para a identificacao dos genes A, B, O'e
O foram realizadas trés amplificacdes com
os pares de primers fy-46/fy-57 para a PCR 1,
fy-43/fy-31 para a PCR 2 e fy- 47/fy 29 para a
PCR 3, enquanto os genes 0 e 0" foram
diferenciados com os pares de primers fy-47/
fy-31 na PCR 4. A tabela 1 contém a seqiiéncia
dos primers utilizados nas quatro reagdes de
PCR, realizadas a um volume final de 25 YL e
preparadas nas seguintes condi¢des: TRIS-HCI
10 mM; MgCl, 1,5 mM; KCI 50 mM; 20 mM de
cada dANTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 20
pm de cada primer; 0,5 U de Taq polimerase;
5 ng de DNA genOmico. Os segmentos que
diferenciam os genes A, B, O e O foram
amphﬁcados em 35 ciclos, sendo desnaturagao
a 94 C por 2 minutos, h1br1c(l)1zagao a 55 C por
1 minuto e extensao a 72 C por 1 minuto.
Para os genes 0' e 0" foram reahzados 35
ciclos, sendo desnaturagao a 94°C por 1
minuto, h1br1d1zoagao a52'C por 30 segundos
e extensdo a 72 C por 1 minuto.

Os produtos da amplificacio foram
submetidos a digestao com as seguintes enzimas:
PCR 1 com Kpn I, PCR 2 com Narl, PCR 3 com
AluT e PCR 4 com Ddel, sendo os produtos da
digestao analisados em gel de agarose a 2%. A
tabela 2 apresenta as caracteristicas que
diferenciam os genes do locus ABO.

Resultados
O objetivo deste estudo foi investigar a

distribuicao do polimorfismo do locus ABO
numa amostra da populacio brasileira,
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Tabela 1. Reacoes de amplificacdo, seqtiéncia de primers e tamanho dos fragmentos amplificados

Reacdo |Primers Seqii€éncia Fragmentos (pb)
PCR 1 fy-46 5-GAATTCACTCGCCACTGCCTGGGTCTC-3’ 248*/249**
fy-57 5-GAATTCATGTGGGTGGCACCCTGCCA-3’
PCR 2 fy-43 5-GGATCCAGGGGTGCACGGCCGGCGGC-3 467
fy-31 5-GAAATCGCCCTCGTCCTT-3’
PCR 3 fy-47 5-TGCTGGAGGTGCGCGCCTAC-3’ 621
fy-29 5'-CGTTCTGCTAAAACCAAG-3’
PCR 4 fy-47 5’-TGCTGGAGGTGCGCGCCTAC-3’ 278
fy-31 5’-GAAATCGCCCTCGTCCTT-3’

1 Iv 2
* Para os genes O e O . ™ Para os genes O, Ae B.

Tabela 2. Caracteristicas que diferenciam os genes do locus ABO

PCR Exon Mutacao | Primers Enzima Genes Fragmentos resultantes

1 VI G261- fy-46 Kpn1 0'/0 4B 84 + 164 / 249
fy-57

2 VI C526G fy-43 Narl 0, B/0, A 205 + 262 / 467
fy-31

3 VI G703A fy-47 AluT B/O, 0, A |189+280 + 152/ 469 + 152
fy-29

4 VI C771T fy-47 Ddel 0"/ o 169 + 87 + 22/ 191 + 87
fy-31

Tabela 3. Distribuicdo percentual dos fendtipos e genotipos ABO identificados em 324 doadores de
sangue da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo, Brasil

Fenotipos N % Genotipos N %
o) 150 46,3 0'0' 66 20,3
0'0" 51 15,8
Oluolu 12 5,8

17 2
0'0 11 3,4

v 2
0"0 8 2.4
oyl 2 0,6
A 118 36,4 AA 22 6,8
A0' 67 20,6
A0" 25 7.8

2
AO 4 1,2
B 32 9,8 BB 3 0,9
BO' 28 8,6
BO" 1 0,3
AB 24 7,5 AB 24 7,5
Total 324 100 324 100
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constituida por doadores de sangue da regiio
noroeste do Estado de Sao Paulo. Os fendtipos
eritrocitarios ABO dos 324 doadores de sangue
foram determinados por métodos sorologicos
de rotina e nenhum subgrupo raro foi
encontrado; a distribuicao fenotipica
observada foi semelhante aquelas verificadas
em outras amostras analisadas no Estado de
Sao Paulo (16). A tabela 3 contém os valores
percentuais dos fendtipos e gendtipos
identificados e permlte estimar as frequenc1as
relativas dos genes 0’ (44,6%), 0" (16,9%),
o (4,1%), A (25,3%) e B (9,1%).

A digestao pela enzima Kpn I do segmento
de 248 pares de bases amphﬁcado na reagao
de PCR 1 identifica os genes o'e 0" O
fragmento original com 249 pares de bases nao
digerido por esta enzima € proprio dos genes
A, Be O 0s quais nao possuem a delecio
G261. A segunda reacao de PCR produz um
fragmento com 467 pares de bases que ao ser
digerido com a enzima Nar 1, fornece dois
fragmentos com 205 e 202 pares de bases,

Figura 1. Digestdo do segmento génico
amplificado na PCR 1 com a enzima Kpn I. M
corresponde ao marcador e os niimeros de 1 a
5 representam genotipos definidos com base na
digestdo enzimdtica (1 = 0'0'; 2 = 0'0’; 3 =
0'0’ 4=0°0" 5=0°0"). Pb indica o tamanho
dos fragmentos em pares de bases
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proprios dos genes O eB. O fragmento nao
digerido corresponde aos genes O 0"e A O
gene B ¢ diferenciado do gene O na terceira
reacao de amplificacido, pois a enzima Alu 1
digere o fragmento original de 621 pares de
base em trés fragmentos menores com 152,
189 e 280 pares de bases que definem o gene
B e em apenas dois fragmentos com 152 e 469
pares de base que identificam os genes A4, O

0" e O. A quarta reacio de arnphﬁcagao
produz um fragmento com 278 pares de bases
que, quando d1ger1do pela en21ma Dde 1,
diferencia o gene 0" do gene 0. As figuras 1,
2, 3 e 4 ilustram os padroes de d1gestao
enzimdatica dos segmentos amplificados nas
quatro reacdes de PCR.

Os resultados da genotipagem de 324
doadores de sangue revelaram o elevado
polimorfismo genotipico do locus ABO, nio
evidenciado pelos métodos sorolégicos
convencionais e todos os genotipos identificados
foram concordantes com os fendtipos
eritrocitirios previamente definidos.

| 467 pb

" 262 pb
205 Bb

Figura 2. Digestdo do segmento génico
amplificado na PCR 2 com a enzima Nar I. M
corresponde ao marcador e 1 representa o
Sfragmento ndo digerido. Os niimeros de 2 a 5
indicam os genotipos definidos com base Ja
dzgesmo enzimdtica (2=AB; 3 =BB; 4 = AO 5
=00 ) Pb indica o tamanho dos fmgmentos
em pares de bases
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Discussio e conclusoes

Os grupos sanglineos ABO sdo
tradicionalmente identificados por testes de
hemaglutinacio com anti-soros especificos, mas
a definicdo precisa dos gendtipos com essa
metodologia requer estudos familiares, que
podem ser de dificil realizacio e, muitas vezes,
inconclusivos (2). Com o advento dos métodos
moleculares, tornou-se possivel analisar os genes
que ocupam esse Jlocus e determinar os
genotipos a partir de amostras do DNA
genOmico (3, 4).

As técnicas de clonagem e seqiienciamento
foram de grande utilidade na elucidacio das
bases moleculares do locus ABO e revelaram
que os genes A, B e O sio similares e diferem
em poucas substituicdes de nucleotideos que
alteram a seqléncia de aminodcidos das
transferases codificadas (3, 4, 5). Diferentes

estudo.s e~estrateg1a/s.foram aplicados na digerido. Os. nimeros.de 2 a4 represeniam
determinacao dos gendtipos ABO em amostras gendtipos definidos com base na digestdo
de sangue periférico, manchas de sangue, gotas enzimdtica (2 = AA: 3 = BB: 4= AO"). Pb indica

de saliva, sémen, lagrima, swabs vaginais e o tamanho dos fragmentos em pares de bases
outras amostras bioldgicas (6, 7, 8, 9, 10).

600 pb 621 pb

469 pb
280 pb
189 pb

152
100 pb 52 pb

Figura 3. Digestdo do segmento génico
amplificado na PCR 3 com a enzima Alu I. M
indica o marcador e 1, o fragmento ndo

M 1 2 3 4 5 6 7 8

278 pb

192 pb

169 pb Figura 4. Digestdo do segmento
génico amplificado na PCR 4
com a enzima Dde I. M

87 pb corresponde ao marcador e 8, o
fragmento ndo digerido. Os
numeros de 1 a 7 representam
genotipos definidos com basga 7551
dzgestao enzzmatzca (1= O O
2= OO ;3= OO 4= OO{US
-0'0" 6 OO ; 7=00 ).
Pb mdzca o mmanbo dos

fragmentos em pares de bases

100 pb
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Neste estudo utilizamos o método PCR
seguido da digestao com enzimas de restricio
para determinar as freqiéncias dos gendtipos
do locus ABO em 324 doadores de sangue de
ambos 0s sexos, caucasoides e nao caucasoides.
As quatro reacdes de PCR e as subsequentes
digestdoes com as enzimas Kpn 1, Nar1, Alule
Ddel permitiram a caracteriza¢ao dos genotipos
com base nas alteracdes de nucleotideos nas
posicoes 261, 526, 703 e 771.

Entre 150 individuos do tipo O, apenas
dois nao apresentaram a delecao G261 comum
ao0s genes 0, sendo que seus genotipos foram
definidos como O O onze doadores
comportaram-se como heteroz;gotos pois
apresentavam sempre um gene O e outro O.
Sessenta e trés individuos mostraram-se como
homozigotos quando analisados apenas com
base na delecio G261, mas puderam ser
diferenciados em homomgotos e heterozigotos
para o gene o , a0 serem analisados quanto
ao sitio de restricio para a enzima Dde; 01to
comportaram-se como heterozigotos 0"0".
Esses resultados demonstraram claramente o
polimorfismo dos genes O do locus ABO,
revelado anteriormente em diferentes grupos
étnicos (17, 18, 19, 20, 21, 24) e nos permitiram
estlmar as freqiéncias relatlvas dos genes O
0" e O em nosso meio. .

A inatividade dos genes O parece
depender exclusivamente da delecio G261 no
exon 6, visto que essa alteracdo cria um cédon
de terminacdo préximo ao nucleotideo 347 e
o RNAm transcrito € traduzido numa transferase
anoOmala destituida do dominio catalitico (22).
Por outro la%o, a substituicio G802A no exon
7 do gene O parece ser o principal fator que
compromete o efeito funcional da transferase
codificada por esse gene (11).

Nos 118 individuos fenotipados como A
foram detectados pelo menos um gene A pela
andlise da substituicio na posiciao 526 do exon
7. Entretanto, o fator determinante do
polimorfismo dos genes ABO foram as
Combmagoes heterozigoticas com os genes O
0" e O° as quais puderam ser fac11mente
diferenciadas dos gendtipos homozigotos AA.

O conhecimento prévio dos fendtipos
eritrocitarios facilita a definicao dos gendtipos
que compde o tipo A. Mesmo assim, alguns
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cuidados devem ser tomados na anilise do
polimorfismo do gene A na posicao 520,
especialmente quando se utiliza DNA extraido
de outras fontes que nao o sangue e das quais
niao se tém informacdes sobre o fendtipo
eritrocitario. A identificacio do gene A nio
pode ser direta, haja vista que em sua
seqiéncia de nucleotideos nao foram
descritos, até o momento, sitios de restricio
exclusivos, estando portanto, sua
determinaciao sempre ligada a exclusio de
outros genes conhecidos (10, 22).
Recentemente, foi descrito num individuo de
fendtipo A, um gene A com o mesmo
nucleotideo do gene B na posicio 526, mas
com os nucleotideos 703 e 706 préprios do
gene A (23). Essa alteracido, quando presente,
pode levar a falsa interpretacio dos genotipos,
principalmente nas situacdes em que falta a
informacio sobre o fendtipo eritrocitdrio.

Entre os 32 individuos com fendtipo B
analisados, verificamos maior freqiéncia de
combina¢des heterozigotas com o gene 0.
Niao foi engontrado nenhum caso com
gendtipo BO | o que pode ser explicado pela
sua baixa freqiéncia na populacio (24).
Outros estudos realizados em diferentes
grupos raciais também nio demonstraram a
presenca desse gendtipo (18, 19).

Nos individuos fenotipados como AB foi
possivel detectar sempre um gene B com base
no padriao de digestao da enzima Alu 1. Essas
observacoes sio reforcadas pelos resultados
obtidos em outros estudos (4, 6, 7, 25).

A metodologia molecular aplicada neste
estudo mostra o elevado polimorfismo génico
e genotipico do locus ABO e reforcga,
portanto, sua importincia como marcador
genético. Além disso, embasam e justificam
sua utilidade em estudos populacionais,
filogenéticos e evolutivos, bem como para o
seguimento de transplante de medula 6ssea
alogénico (26, 27).

Locus ABO (9q 34.1) genotyping in blood
donors in the state of Sao Paulo, Brazil
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Abstract

The advances of molecular genetics enabled us
to understand the molecular basis of the ABO
locus. Considering ils importance as a genetic
marker and its applications, the aim of this study
was to verify the distribution of the ABO genotypes
in a Brazilian population from the Northwest
region of the Sdo Paulo State, Brazil. The
genomic DNA was extracted from three hundred
and twenty four healthy Brazilian blood donors
(O 150; A 118; B 32 and AB 24) and analyzed
by PCR amplification followed by restriction
enzyme digestion. Fourteen genotypes were
zdentzfzed and the relative frequencies of the O,
o' O A and B genes were estimated at 44. 6%
16.9%, 4.1%, 25.3% and 9.1%, respectively.
These results demonstrate that the ABO locus
presents a bigh polymorphism as revealed by
molecular analysis.
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