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Introducao

O sistema ABO é o mais importante grupo sangidineo na medicina
transfusional. O gene ABO codifica as glicosiltransferases responsaveis
pela transferéncia dos residuos especificos de agucar, GalNacal-3 e Gala
1-3, ao substrato H e os convertem ao antigeno A ou B respectivamen-
te. A estrutura do DNA dos trés principais alelos do sistema ABO, At, B
e O foi primeiramente descrita em 1990. Os avancos da genética
molecular permitiram o entendimento da base molecular dos genes
ABO e o conhecimento do polimorfismo dos alelos comuns a esse locus.
Essa revisdo tem como objetivo o estudo dos alelos variantes desse
sistema, assim como a compreensao das mutagdes, delecbes ou rearranjo
de genes responsaveis pela ocorréncia de alguns dos subgrupos do
sistema ABO. As técnicas mais comumente utilizadas para a genotipagem
ABO também sdo avaliadas, bem como suas vantagens e limitacdes.
Rev.bras.hematol.hemoter. 2003;25(1):47-58.
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ABO. O locus ABO esta localizado no bragco
longo do cromossomo 9.%2%4

O sistema de grupo sanguiineo ABO, des-
coberto por Karl Landsteiner no comeco do
século XX, é, até hoje, considerado o mais
importante sistema de grupos sangliineos na
medicina clinica transfusional.

Os epitopos do sistema ABO sdo residuos
terminais encontrados nos hidratos de carbono
presentes na superficie das células e nas secre-
¢Oes que sdo biossintetizadas por glicosil-
transferases especificas codificadas no locus

A heterogeneidade fenotipica do sistema san-
guineo ABO é devido a diferenca estrutural do
gene das glicosiltransferases, que sdo responsa-
veis pela transferéncia dos residuos especificos
de acgUcar, al - 3-N-acetil-galactosamina transferase
ou a 1- 3-N-galactosil transferase ao substrato
H, e os convertem ao antigeno A ou B respectiva-
mente. 56789

As transferases A e B tém estruturas simi-
lares entre si, sendo que a sua especificidade
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sera determinada pelos aminoacidos localiza-
dos proximos ao sitio de ligacdo da enzima
com seu respectivo acucar.

O antigeno H é um carboidrato produzido
pela agdo da enzima a-2-L-fucosiltransferase
codificada no locus FUT1 do cromossomo 19,
na posicdo gl13.3, sendo, portanto, genetica-
mente independente do locus ABO.12

As glicosiltransferases sdo enzimas que
catalisam as reagbes de transglicolizacdo entre
0 substrato aceptor e o agUcar receptor. A acdo
das transferases nessas reacGes dependera de
sua estrutura conformacional, que permitird ou
ndo sua ligacdo ao substrato. A atividade das
glicosiltransferases dos antigenos A e B varia
nos diversos subgrupos do sistema ABO. A sua
heterogeneidade tem sido confirmada constan-
temente e suas diferencas podem ser refletidas
na composicao bioquimica dos antigenos pro-
duzidos.®* O grupo sangiiineo AB apresenta a
atividade das duas transferases (A e B), en-
quanto o grupo O ndo possui as transferases A
e B, mas apresenta o antigeno H em grande
guantidade na superficie das hemacias.

Os antigenos ABO ndo estdo restritos ape-
nas a membrana dos eritrocitos, podendo ser
encontrados também em uma grande varieda-
de de células como linfécitos, plaquetas,
endotélio capilar venular e arterial, células sinu-
soidais do baco, medula éssea, mucosa gastri-
ca, além de secrecdes e outros fluidos como
saliva, urina e leite.’

A determinacdo do feno6tipo ABO pode
ser feita pela deteccdo soroldégica com o uso
de reagentes imuno-hematoldgicos, que irdo
identificar os agUcares especificos dos glébulos
vermelhos, pela presenga ou auséncia das subs-
tancias -A, -B e -H no soro e/ou na saliva e
pelas técnicas de adsorcao e eluigdo.** Di-
ferentes niveis de expressdo de antigenos A
ou B nos eritrocitos podem ser encontrados,
sendo chamados de subgrupos de A ou B, con-
forme a intensidade de aglutinacdo dos eritrdcitos
com o0s reagentes anti-A, anti-B, anti-AB, anti-
A, e anti-H.

A reatividade do reagente anti-H com as
hemacias dos diferentes grupos sangiineos
ABO tende a ser: O>A,>B>A,B>A >A B. Os
dois principais alelos de A, A! e A? sdo dife-
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renciados sorologicamente com o uso do
reagente lectina anti-A .*°

Dependendo da tipagem sangliinea de um
individuo, a IgM anti-A e/ou o anti-B presentes
no soro podem constituir uma barreira para as
transfusdes de sangue e para o transplante de
orgdos ABO incompativeis.t

A frequéncia dos antigenos ABO varia em
diferentes populagfes. Na tabela 1 podemos
observar essa variacdo em relagdo ao fendtipo
dos doadores de sangue da Fundacao Pro-San-
gue/Hemocentro de Sdo Paulo.t®

Tabela 1
Sistema de grupo sanguineo ABO - FreqUéncia
fenotipica relativa (percentual) em 2.462 doadores de
sangue caucasoides e negréides da Fundacdo Pro6-
Sangue/Hemocentro de Sdo Paulo.*®

= Negroéides

Populacao Caucasoides Total

estudada
Mulatos Negros

0 46,52 53,20 47,94 49,23

A 39,45 29,63 31,96 33,71

B 11,51 13,78 16,60 13,39

AB 2,52 3,39 3,50 3,13

Apesar de os anticorpos monoclonais anti-
A e/ou anti-B reconhecerem e aglutinarem a
maioria dos subgrupos ABO, a determinagédo
daqueles que apresentam baixissima expres-
sdo de antigenos é laboratorialmente trabalho-
sa.bt” Além de ser uma ferramenta indepen-
dente no laboratério clinico, a genotipagem
ABO pode ser usada para confirmar a presenga
de um antigeno de fraca expressdao, como 0s
dos subgrupos A e/ou B e também para excluir
marcadores do alelo de fenétipo B como o
antigeno B adquirido, por exemplo.1181® As-
sim, podemos afirmar que a genotipagem ABO
é um complemento valioso a determinacéo cor-
reta do grupo sangtiineo do doador e do re-
Ceptor.1,5,13,17,19-25

Genética ABO
Os genes sdo codificados por meio de se-

gUéncias especificas presentes no DNA, locali-
zadas em pontos estratégicos ao longo do cro-
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mossomo. Ja os alelos sdo formas alternativas
de genes, que ocupam um Unico locus em
cromossomos homélogos. Os principais alelos
do gene ABO sdo Al B e O, que dardo origem
aos quatro grupos sangiineos: A, B, AB e O.%

Noventa anos apos a descoberta do grupo
sanguineo ABO, a base genética molecular do
sistema foi definida e os polimorfismos dos alelos
comuns a esse locus estabelecidos.®* A clonagem
do cDNA da transferase A, realizada por
Yamamoto et al, em 1990, foi baseada na se-
quéncia parcial do gene dessa enzima, na sua
forma solavel, a partir do tecido do pulméo
humano,'*#2" e a construcdo da biblioteca de
cDNA do gene ABO foi feita por meio do poli-
A do RNA de células humanas cancerigenas do
estbmago, as quais expressaram altos niveis de
antigeno AL

O locus ABO estende-se por uma regiao
de 18-20 kilobases (kb), na posi¢ao 9934.1-9934.2,
consistindo de 7 exons (cujo tamanho varia entre
26-688 pares de base, sendo que grande parte
da sequéncia codificadora se encontra nos exons
6 e 7) e 6 introns.1®® Desse modo, o gene ABO
tem no total 19514 pares de bases (pb), contando
desde o codon de iniciacdo até o terminal (o
namero exato de nucleotideos pode variar entre
os diferentes alelos).*?

Alguns estudos realizados demonstraram que
a proteina transferase apresenta trés dominios:
um N-terminal, transmembrana hidrofébica e um
C-terminal. A forma soltvel e purificada da
enzima é ativa cataliticamente. A auséncia dos
dominios N-terminal e da transmembrana hidro-
fébica demonstrou que, provavelmente, a por-
cdo C-terminal da enzima é a responsavel pela
sua atividade catalitica, sendo os exons 6 e 7,
que respondem por aproximadamente 90% da
sequiéncia codificadora do gene ABO, respon-
saveis pela traducdo do dominio C-terminal da
enzima glicosiltransferase.'*

A analise da sequiéncia de nucleotideos do
cDNA da transferase A, revelou uma regido de
codigo de 1062 pb, produzindo um polipeptideo
de 354 aminoacidos (aa), cuja massa molecular
€ de 41KDa.t0122629

Pesquisas realizadas com o gene ABO hu-
mano e seus homadlogos, entre as diferentes
espécies de mamiferos, demonstraram grau ele-
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vado de conservagdo durante a sua evolugéo.
O gene ABO apresenta também uma elevada
homologia entre os ndo-primatas para a al,3-
galactosiltransferase e para os pseudogenes
humanos, que estdo localizados no mesmo
locus.®31

As substituic6es de nucleotideos que
ocorrem em um dos sete exons do gene ABO e
gue conduzem a mudanca do aminoacido na
proteina podem alterar a atividade catalitica dos
antigenos resultantes da enzima. As mutagdes
encontradas nos varios subgrupos dos alelos A
ou B tém sido revistas recentemente. 1014
Teoricamente, a menor reatividade encontrada
nos subgrupos do sistema sangtiineo ABO ¢é
causada pelas muta¢des na regiao de codigo do
gene, ou pela influéncia inibitéria de outros loci
no gene ABO.X Poucos alelos (A, A%, B, B®,
0?), até hoje, tiveram suas transferases expressas
em sistemas sintéticos para estudo da causa e
efeito entre as mutacBes e os fenotipos asso-
ciados.1022

O conhecimento da estrutura tridimensional
da proteina, junto com as propriedades cinéticas
das enzimas quanto a especificidade entre o acu-
car aceptor e o substrato, pode revelar como a
substituicdo do nucleotideo e/ou aminoéacido afe-
ta a atividade das glicosiltransferases dos sub-
grupos do sistema sangiineo ABO.X

Base estrutural do alelo A

A clonagem e o seqiienciamento do cDNA
da célula humana de adenocarcinoma de c6lon
dos fenotipos A, B e O demonstraram que 0s
dois principais alelos do gene ABO, Ale B
diferem entre si em sete mutacdes: A297G,
C526G, C657T, G703A, C796A, G803C e G930A,
das quais apenas quatro (526, 703, 796 e 803)
sdo responsaveis pelas substituicdes dos ami-
noacidos: Argl76Gly, Gly235Ser, Leu266Met e
Gly26Ala. 1911131420 As duas Ultimas substitui¢bes
sdo consideradas criticas na determinacdo da
especificidade das glicosiltransferases.>*

E importante lembrar que a seqiiéncia do
alelo A (A101) é tomada como base de com-
paracdo em relacdo a todos os outros alelos do
gene ABO.Y A seqiiéncia desse alelo pode ser
visualizada na tabela 2.
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Tabela 2
Comparacao das sequiéncias dos nucleotideos dos varios alelos do locus ABO humang?11-14:21.22.24.37-39.41
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Obs.: d: dele¢do; i: insercao

— subgrupos de A:

A mudanga estrutural no alelo A* que dara
origem ao Alvariante ou A (A102) é decor-
rente da mutacdo no nucleotideo (nt) 467, que
resulta na substituicio do aminoécido
Prol56Leu. Os dois alelos sdo comuns, porém,
com frequéncias extremamente diferentes nas
poucas populagdes estudadas.!0-?:333435
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Outros dois alelos A* mutantes foram des-
critos, sendo que o primeiro apresenta as subs-
tituicbes C467T (Prol56Leu) e C564T, e 0 se-
gundo a mutacdo silenciosa A297G. As altera-
cOes nesses dois alelos ndo afetam a atividade
das transferases, mas a mutacdo A297G, pre-
sente também no alelo B, pode conduzir a pre-
dicdo errbnea do gendtipo se essa posicado for
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utilizada como um dos marcadores para pes-
quisa em genotipagem desse alelo.X?

O fendtipo A,, comum em caucasianos, é
detectado, sorologicamente, por meio da capa-
cidade desses eritrdcitos aglutinarem com o soro
anti-A e de ndo aglutinarem com o soro lectina
anti-A, ao contrario do fenétipo A, cujas
hemaécias sdo aglutinadas na presenca desse
reagente.’*1536 O alelo A? (A201) é caracteriza-
do pela substituicdo de uma Unica base no nt
467 e uma delecdo no nt 1060.11142137 Egsa
delecdo ocorre em um dos trés residuos conse-
cutivos de citosina (C), proximo a carboxila ter-
minal. Em consequéncia disso, sdo adicionados
a transferase A 21 aminoacidos, o que diminui
a sua atividade e leva a um espectro limitado
de substrato aceptor.8** A mutacdo no nt 467,
C-T, leva a troca do aminoéacido prolina pela
leucina, ndo apresentando nenhuma relacéo
guanto a atividade da transferase.®!t1214

Recentemente, alguns estudos demonstra-
ram a presenca de outros trés variantes em in-
dividuos detectados sorologicamente como A,
A106, A107 e R101. Os alelos A106 e A107
sdo caracterizados pela alteracdo do nt 1054,
(C-T e C- G, respectivamente), resultando na
permuta do aminoacido 352 (Arg-Trp e
Arg - Gly). Essa substituicdo Arg352Trp é en-
contrada também no alelo B2.12® O terceiro
alelo R101, o mais raro dos trés, tem seis muta-
¢Bes quando comparado ao alelo A, sendo trés
silenciosas, A297G, C657T e C771T, e trés
missenses, C526G, G703A e G829A, que re-
sultam nas seguintes substituicbes de amino-
acidos: Argl76Gly, Gly235Ser e Val277Met.
Acredita-se que esse alelo (R101) tenha sua
origem devido a uma recombinac¢éo génica en-
tre os alelos B (B101) e O (0102) na regido
dos nt703-771.1238

Um outro exemplo do alelo A2 onde néo
se detecta a mutacdo C467T foi descrito recen-
temente.®

— subgrupo A,

Os diversos estudos realizados sobre o alelo
A3 (A301) tém demonstrado que esse subgrupo
possui um alto grau de heterogeneidade, uma
vez que diversas mutacOes ja foram associadas
a ele.
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Yamamoto et al, em suas investigagbes no
cDNA de individuos A,, encontraram em dois
exemplos de amostras A,.B a mutagcdo G871A,
nas quais ha substituicdo do aminoacido 291
(Acido Aspértico - Asparagina); nas outras amos-
tras pesquisadas, as sequéncias dos exons 6 e
7 mostraram-se idénticas a da transferase
A1.13,18,22,37

Barjas e Castro, em um estudo com trés
familias brasileiras sobre a heterogeneidade
molecular do alelo A3 ndo encontrou a muta-
cdo 871, mas durante a analise da sequiéncia
dos nucleotideos dessas amostras identificou
outras substituicdes.

Em duas amostras da mesma familia (A°B
e A30!) foi encontrada a substituicdo C467T
associada a del 1060C, essa ultima responsavel
pela redugdo da atividade da transferase, sen-
do caracteristica do alelo A2. Na segunda fami-
lia, em outras duas amostras (A30'e A30?) ana-
lisadas, somente a dell060C estava presente,
enquanto nos dois membros da terceira familia
(A0 e A®0%) foram encontradas a del1060C
e a mutacdo do nucleotideo G829A associa-
das.13,22

— outros subgrupos de A

Se comparado com o consenso Al, o alelo
AX (A108) possui uma Unica mutacdo T646A,
que resulta na substituicdo do aminoéacido 216,
onde a fenilalanina é substituida pela iso-
leucina.®

Nas pesquisas realizadas por Olsson et al,
para identificacdo do alelo A®(A109), em vinte
individuos pertencentes a 14 familias suecas,
foi encontrada, em todas as amostras analisa-
das, a inser¢do de uma base G (guanina) no
nucleotideo 798-804 do gene da transferase A,
que ird produzir uma fita de oito G e nao sete,
tendo como consequéncia a alteracdao do
“frame” de leitura a partir do codon 268, es-
tendendo a proteina traduzida em 37 amino-
acidos.*0#

Vérios estudos sobre outros subgrupos do
alelo A, como, por exemplo, A_, A... A,
A .. €tc., tém sido realizados, porém, devido
as diferencas na morfologia desses variantes, a
base genética dos mesmos permanece desco-
nhecida.2
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Base estrutural do alelo B

O tamanho do DNA traduzido nas transfe-
rases A e B (B101) é idéntico, diferindo ape-
nas em sete substituicbes de nucleotideos
(A297G, C526G, C657T, G703A, C79A, G803C e
G930A). Essas mutacdes resultam em apenas
guatro mudancas de aminoacidos que serdo
expressas nas proteinas traduzidas (nt 526, 703,
796 e 803).>1

Yamamoto, em 2001, em um estudo deta-
Ihado sobre as diferengas moleculares e seus
significados, adicionou a essas sete mutagdes,
gue diferenciam os alelos A' e B, uma oitava
substituicdo G109A, localizada além do codon
terminal, que é Util para a triagem do genétipo
ABO.#

Outros trés variantes do alelo B tém sido
pesquisados ha populagdo japonesa, sendo ca-
racterizados pela perda de um dos pontos das
mutac¢des que os diferenciam da transferase A.
Essa mutacdo resulta na alteragdo do aminoéacido
que sera expresso na proteina em um desses
variantes, na qual a primeira das quatro subs-
tituicGes de aminoacidos (nt 526) esta ausente,
ndo alterando a expressdo da atividade da
transferase B. Esses trés alelos raros, previsivel-
mente, devem ser formas intermediarias entre
os alelos A e B, tendo sua origem provavel nos
eventos de conversdo génica. 71104243

— subgrupos de B

Os subgrupos de B sdo mais raros do que
os de A. Eles sdo caracterizados pela fraca
aglutinagdo dos eritrocitos com o soro anti-B e/
ou anti-AB, bem como pela baixa absor¢do des-
sas células na presenca de anti-B. A saliva dos
individuos desses secretores exibem altas con-
centragbes do antigeno H.!2® Em geral e, ao
contrario dos subgrupos de A, a classificagao
dos subgrupos de B é bastante controversa.

Os fendtipos B, que possuem a atividade
da transferase mais fraca que o normal, desig-
nados como B,, B, e B,, sdo de grande impor-
tdncia uma vez que permitem a caracterizacdo
das suas glicosiltransferases, pelo estudo das
mutacdes presentes nesses alelos.’’

Yamamoto et al, em um estudo realizado
com uma amostra A'B® sobre o subgrupo B,
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(B301), atribuiram a ele uma Unica mutagdo na
posi¢cdo do nucleotideo 1054(C - T), resultan-
do na troca do aminoacido 352 (arginina —
triptofano).®

Recentemente foram analisadas as sequén-
cias dos sete exons e dos sitios adicionais de
“splice” do gene ABO de 14 amostras de indi-
viduos com o fenotipo B,. Em uma das amos-
tras foi encontrada a mutagdo missense G247T,
localizada no exon 6 e responsavel pela subs-
tituicdo Asp83Tyr, enquanto as outras 13 amos-
tras apresentaram a mutacdo G -A no
nucleotideo +5 do intron 3 (IVS3 + 5G - A),
que ird destruir a sequiéncia da regido de splice
levando a perda do exon 3 durante o processo
do RNA mensageiro, com conseqiente dimi-
nuicdo de 19 aminoacidos no segmento N-ter-
minal na proteina expressa, a transferase B.*

InvestigagOes realizadas com o subgrupo
B, revelaram a mutagéo no nucleotideo G871A,
causando a substituicio do aminoacido 291 (Aci-
do Aspartico - Asparagina), que, por sua vez,
€ encontrada nas amostras de individuos A, .*>%

Quanto ao subgrupo B, foram atribuidos
a ele as mutacgdes: T641G, que dara origem a
substituicdo da metionina pela arginina na
posicao 214 (B105), e G669T, que ira alterar o
acido glutamico pelo acido aspartico na posicao
223 (B106), encontradas isoladamente nas duas
amostras analisadas.'>3#

— Subgrupos B® e cis-AB

Em relagdo ao alelo B, o alelo B® possui
duas mutacdes, T657C e A703G, que irdo re-
sultar na alteracdo do aminoéacido Ser235Gli.

A primeira substituicdo, T657C, torna o alelo
idéntico ao alelo A, enquanto a segunda, A703G,
comum ao alelo B, esta localizada no segundo
dos quatro sitios que discriminam as transferases
humanas A e B, possuindo uma influéncia sig-
nificativa no reconhecimento e/ou ligacédo entre
0 substrato H e seus respectivos residuos de
acucares. 11245

Para o fendtipo raro, cis-AB, dois mecanis-
mos genéticos sdo propostos para explica-lo.
O primeiro é baseado em um crossing-over de-
sigual, resultando em um gene que ird apre-
sentar partes tanto do alelo A quanto do B,
enquanto o segundo tem como base uma muta-
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¢do estrutural do gene da glicosiltransferase A
ou B, tendo como consequéncia a atividade
bifuncional da mesma. A analise molecular
mostrou que o alelo cis-AB é idéntico ao A! a
excecdo de duas substituicbes de nucleotideos:
C467T (Prol56Leu) e G803C (Gli268Ala). Acre-
dita-se que essas mutacOes na transferase A do
alelo cis-AB fizeram parte da evolugdo do gene
ABO, ocorrendo antes da combinacgdo entre os
alelos A e B.1*% Embora o fendtipo B(A) seja
herdado em uma posicao cis, ele é classificado
separadamente do cis-AB devido as diferencas
soroldgicas entre esses dois alelos.®

Com a substituicdo da glicina pela alanina
(aa 268) no alelo cis-AB da transferase A, po-
demos dizer que ele tem a transferase B, po-
rém com a estrutura principal da transferase A.
Similarmente, a substituicdo da serina pela gli-
cina na posi¢do 235 no alelo B® da transferase
B faz com que o mesmo tenha a transferase A,
mas com a estrutura principal da transferase B.
Esses resultados implicam que ambos os alelos
cis-AB e B® codificam proteinas que possuem
em sua estrutura quimeras das transferases A e
B_14

Base estrutural do alelo O

Estudos realizados por Yamamoto et al de-
monstraram que as seqiiéncias dos alelos do gene
ABO possuem diferengas minimas entre si; desse
modo, a inabilidade do gene O em codificar as
transferases A ou B é devido a uma diferenga
estrutural em relacdo aos nucleotideos e nao a
falha da expressdo das transferases A ou B.°

Nos testes sorolégicos de rotina, o grupo
sangiiineo O é caracterizado por ndo apresentar
0s antigenos A e B na membrana das hemacias;
assim, os seus eritrocitos ndo aglutinam na pre-
senca do soros anti-A, anti-B e anti-AB.»®

— Subgrupos de O

O primeiro alelo O descrito, nomeado ori-
ginalmente como O! (O01), possui uma estru-
tura idéntica ao gene A', com excegdo de uma
Unica delecao (G) no nt261 do exon 6, proxi-
mo a regido N-terminal da proteina. Essa delecdo
ird causar uma alteracdo na leitura da proteina
e com isso provocar um stop codon nos
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nucleotideos 352-354 e conduzindo a traducdo
de uma proteina de 117 aminoacidos enzima-
ticamente inativa.91l-13:17:21-2446

Estudos posteriores revelaram um segun-
do alelo O, denominado de O* variante ou O
(002), que, além de apresentar a delecdo de
uma Unica base no nt261, tem também outras
nove substituicbes de nucleotideos (G106T,
G188A, C189T, C220T, A297G, T646A, G681A,
C771T e G829A) que o diferem da seqliéncia
do consenso A1.5,9,11,14,23,24,46

Em 1994, Grunnet et al identificaram e
seqUenciaram um alelo O mutante, denomina-
do posteriormente de O? (003), no qual a
delecdo na posicdo 261 estava ausente, mas
diferindo do gene Al em quatro substitui¢cdes
de nucleotideos: 297 526, 802, e 1.096, das
guais apenas duas resultam em alteracBes de
aminoacidos (C526G: Argl76Gly e G802A:
Gly268Arg).>911.13.23.24.254647 Dessas quatro mu-
taches, duas, nt297 e 526, sdo especificas do
alelo B, enquanto a terceira, G802A, ¢ utilizada
para explicar a perda da atividade da transferase
A e B, uma vez que a alteracdo do aminoacido
glicina pela arginina, na posicao 268, esta loca-
lizada na regido da glicosiltransferase envolvida
com a atividade enzimatica.>%111323.24.254647

Um alelo O inicialmente denominado de
03, encontrado em uma familia sueca, mostrou
as mutacOes C467T e de 11060C, sendo que ambas
sdo caracteristicas do alelo A2 A esse variante
foi adicionada também uma outra substituicdo
passivel de ser encontrada, que seria a inser¢ao
do nucleotideo G (guanina) na posicédo 798-804,
semelhante ao que ocorre no alelo A®.124

Como outros exemplos de variantes do gru-
po sanglineo O, podemos citar o alelo O%
que é caracterizado por uma insercdo G no
nt87-88, tendo por resultado a alteragdo na lei-
tura da proteina e consequiente stop codon no
aa 56, e o alelo O° com a mutacdo C322T que
ird criar um stop codon direto.*

Recentemente, uma série de outros alelos
O tem sido pesquisada e acredita-se que eles
sdo formados provavelmente devido a um
crossing-over ou uma conversdo génica, even-
tos esses que ocorrem entre os alelos conheci-
dos do sistema ABO, como por exemplo: OY-
B, B- Olv1 Ol_AZ, 0! OV e QW-QL 12
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Sistema H

O sistema H tem dois genes, H e h e um
antigeno ou substrato H, sobre o qual ocorre a
acdo das glicosiltransferases para a formacéo
dos antigenos A e B, podendo ser expresso
tanto no estado homozigoto (H/H) como no
heterozigoto (H/h). O alelo h é considerado
amorfo e nenhum produto antigénico € associ-
ado a ele, enquanto o gene hh é extremamen-
te raro, e nessa situacdo nenhuma substancia H
€ produzida.i?®

O sequienciamento do gene humano H, que
codifica a enzima al,2-L fucosiltransferase,
identificou uma proteina de 365 aminoacidos
com uma massa molecular de 41,249Da, que €
codificada no locus FUT1 no brago longo do
cromossomo 19. Esse gene € formado por quatro
exons, sendo que a regiao de cédigo da proteina
esta localizada no exon 4.124

O primeiro variante deficiente do gene H
foi detectado em 1952 e chamado de fenétipo
Bombay ou O,. Esse fenotipo € caracterizado
sorologicamente pela perda total da atividade
das transferases ABH nos eritrécitos e nas
secrecdes corporeas e pelas grandes quantidades
de anti-H que fazem com que os eritrocitos O,
sejam incompativeis com aqueles do tipo O,
uma vez que esses Ultimos apresentam antigeno
H na superficie dos seus eritrécitos.t?15

Outro variante deficiente do gene H é ca-
racterizado como para-Bombay (A, B, e AB,).
Portadores desse fendtipo sdo identificados por
apresentarem quantidades minimas dos anti-
genos A e B nos eritrocitos e pouco ou ne-
nhum antigeno H. Nesse fenétipo, ao contrério
do Bombay, a transferase H esta presente com
atividade muito fraca, sendo que as poucas quan-
tidades de substancia H produzidas sdo con-
vertidas aos antigenos A e B pelas suas res-
pectivas transferases.!2®

Investigagbes moleculares em amostras
Bombay e para-Bombay identificaram um na-
mero grande de mutagdes, sendo que a maio-
ria dessas produz alelos silenciosos que, quan-
do transcritos, codificam uma fucosiltransferase
inativa. Alguns alelos, entretanto, codificam a
fucosiltransferase, porém com baixa atividade,
as quais sao responsaveis pela expressdo fraca
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Tabela 3

Mutacdes possiveis de serem encontradas em individu-
os portadores do gene H deficiente!!?

Nucleotideo  Mutagdo Aminoacido Substituicédo
35 C-T 12 Ala - Val
349 C-T 117 His - Tyr
442 G-T 148 Asp - Tyr
460 T-C 154 Tyr - His
461 A-G 154 Tyr-Cys
491 T-A 164 Leu - His
513 G-C 171 Trp-Cys
547-552 delecdo dos

nt AG

658 C-T 220 Arg - Cys
695 G-A 232 Trp- Ter
721 T-C 241 Tyr - His
725 T-G 242 Leu—Arg
776 T-A 259 Val - glu
826 C-T 276 GIn - Ter
880-882 delecdo dos

ntTT
944 C-T 315 Ala- Val
948 C-G 316 Tyr - Ter
969-970 delecdo dos

ntCT
980 A-C 327 Asn- Thr
990 delecdo do

nt G
1042 G-A 348 Glu-Lys
1047 G-C 349 Trp-Cys

54

do gene H. Algumas das mutacGes do gene H
podem ser observadas na tabela 3.2

Técnicas para Genotipagem ABO

Os avancos na biologia molecular na tltima
década tém providenciado aos bancos de sangue
o conhecimento de diferentes alelos ABO, as-
sim como diversas técnicas para sua deteccéo.
Ao longo de todo esse tempo, mais de trinta
diferentes métodos para a genotipagem do gene
ABO tém sido descritos em diversas publicacGes
cientificas.®

Entre os mais freqlientes métodos descritos
para a genotipagem do locus ABO destacam-se
a reagdo de polimerase em cadeia (PCR) junta-
mente com o estudo do polimorfismo de com-
primento de fragmentos de DNA (RFLP-
Restriction Fragment Length Polymorphism), a
amplificacdo do DNA por meio dos primers
alelos especificos (ASP), a deteccao de alteracdes
de conformacdo das cadeias simples do DNA

07/05/03, 20:13



Aspectos Moleculares do sistema....p65

Batissoco AC et al

Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(1): 47-58

Tabela 4
Correlagéo entre as enzimas de restricdo e seus
respectivos alelos.%14.22:2450

Alelo Exon Mutacgéo Err;zsitr:gécée
ow 4 188G>A, 189C>T BstUl
o1, OV 6 261Gdel Kpnl
A?, O3, cis-AB 7 467C>T Hpall
B, 0? 7 526C>T Narl/BssHiIl
AX, OV 7 646T>A Mbol
B 7 703G>A Alul/Hapll
Ax, Otvar 7 771C>T Ddel
Ad 7 871G>A Sall
B,0? 7 1096G>A Hpall

(SSCP-Single Strand Conformation Polymorphism)
e outras diversas técnicas como o segliencia-
mento automatico.?

O polimorfismo de comprimento de frag-
mentos de DNA (RFLP), obtido pelo tratamento
do DNA com enzima de restricdo, consiste na
digestdo do produto amplificado com uma ou
mais endonucleases, seguido de eletroforese
para separacdo dos fragmentos de acordo com
0 seu comprimento. O nimero de fragmentos
obtidos corresponde ao namero de sitios de
restricdo reconhecidos pela(s) enzima(s). Por
exemplo, a dele¢do G261- encontrada no alelo
0! pode ser convenientemente detectada pelo
uso de duas endonucleases, a Kpnl, que é apta
para clivar o alelo O, mas ndo o é para o
consenso Al no nt261, e a enzima BstEll, que
tem acdo inversa.l>911232425

Olsson e Chester, em 1995, pesquisaram
um método de triagem para genotipagem do
gene ABO, por meio de uma reagao “multiplex”
de amplificagdo utilizando varios primers si-
multaneamente: mo46, mo57, mo71 e mol01
e as enzimas de restricdo Kpnl e Hpall para
identificacdo dos alelos A, A% B, O e O? Esse
método utiliza a observacdo prévia da existén-
cia de um sitio de clivagem para a enzima Hpall
na regido 3’ UTR (untraslated region) dos alelos
Ale 0%, sendo que os alelos B e 0% ndo possu-
em esse sitio. Assim, a mutacdo G1096A pre-
sente nesses dois ultimos alelos (B e O?) é uti-
lizada como um marcador genético, uma vez
que ela ir4 abolir o sitio de clivagem com a
enzima Hpall. A presenca das muta¢des asso-
ciadas aos alelos A? (C467T), B (G703A e
G1096A) e O? (G1096A) também removem o0s
sitios da Hpall presentes na seqiiéncia do con-
senso do gene ABO.102

Na tabela 4 é apresentada uma relagdo de
enzimas de restricdo comumentemente usadas
para identificacdo dos alelos do gene ABO, bem
Ccomo seus respectivos sitios de restricao.®* Essa
técnica, PCR-RFLP, tem como vantagem o fato
de ser de execucdo facil e rapida, mas oferece
muitos dados para serem analisados em um
Unico fragmento amplificado.

Outra técnica amplamente empregada € o
PCR alelo especifico, onde cada amostra de
DNA é submetida a duas amplificagdes com o
intuito de que o polimorfismo do gene ABO
seja detectado por meio de primers especifi-
cos para a sequéncia pesquisada, sendo consi-

Tabela 5
Primers alelo especificos para amplificagdo multiplex do gene ABO*°

Alelo Primer sense 5" - 37 Primer anti sense 5" -3’

ot TTAAGTGGAAGGATGTCCTCGTCGTA ATATATATGGCAAACACAGTTAACCCAATG
Nao-O* TAAGTGGAAGGATGTCCTCGTCGTG

o2 TCGACCCCCCGAAGAAGCT
N&o-0? CGACCCCCCGAAGAAGCC

B AGTGGACGTGGACATGGAGTTCC ATCGACCCCCCGAAGAGCG
Nao-B CCGACCCCCCGAAGAGCC

A? GAGGCGGTCCGGAAGCG GGGTGTGATTTGAGGTGGGGAC
N&o-A? GAGGCGGTCCGGAACACG

Controle TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTC

55

55
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derada “positiva” a reacdo que apresentar o
alelo pesquisado e “negativa” a reagdo que ndo
apresentar o alelo em questdo. Esses primers
sdo formulados de maneira que permitam a am-
plificagdo de uma regido predeterminada do
gene onde se encontra a mutagdo do nucleo-
tideo que se deseja detectar, devendo ter entre
19 e 21 pb, e permitir uma hibridizacdo dife-
rencial baseada em uma Unica mudanca de base,
fornecendo uma especificidade elevada com o
locus a ser estudado. Os fragmentos obtidos
apos amplificagcdo deverdo ser separados e
identificados por meio de eletroforese.®® Esse
tipo de técnica pode ser utilizada em conjunto
com o RFLP, uma vez que é possivel criar sitios
de clivagem para determinadas enzimas, com
uso de primers durante as reagdes de amplifi-
cacdo.?®%® Na tabela 5 podemos verificar al-
guns primers utilizados para identificagdo dos
alelos A% B, O e 025051

Para analise do polimorfismo do gene po-
demos citar a técnica de SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism), que permite iden-
tificar variagbes de sequiéncia (mutagdes ou poli-
morfismos) através da deteccdo de alteracbes da
conformagdo de cadeias simples de DNA. A téc-
nica de SSCP é considerada uma das melhores
para deteccdo das mutagdes inesperadas no gene,
pois € capaz de identificar substituices, dele¢bes
e/ou inser¢des de nucleotideos baseada na dife-
renga de mobilidade eletroforética dos fragmen-
tos de DNA com sequéncias diferentes. O fator
limitante dessa técnica é a dificuldade opera-
cional na prética clinica.X02.2

Outras técnicas, como PCR-SSP (seqiiéncia
de primers especificos) ou PCR seguido por
denaturacdo em gel gradiente para eletroforese,
também podem ser empregadas, porém, devi-
do ao elevado polimorfismo do gene ABO, prin-
cipalmente na deteccdo de seus subgrupos, o
sequenciamento direto das bases dos alelos tem
sido uma das técnicas mais amplamente
utilizadas para confirmacdo dessas mutacoes.

Assim concluindo, essa revisdo possibilita
ao leitor um maior entendimento das bases
moleculares do sistema sangtiineo ABO, dos
seus subgrupos e das principais técnicas atual-
mente empregadas, assim como suas aplica-
coes e limitacdes.
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Abstract

The ABO blood group is the most important blood group
system in transfusion medicine. Antigens of the ABO
system consist of A or B carbohydrate structure carried
on the substrate H antigen. The ABO gene is responsible
for encoding for glycosyltransferases A or B that defi-
nes which specific carbohydrate is added to the end of
H substance oligosaccharide chains, GalNacal-3 and
Gala 1-3, respectively. The DNA structure of the three
major alleles of the human blood group ABO system,
Al and B, was first described in 1990. Advances of
molecular genetics have allowed understanding of the
molecular basis of the ABO blood group system and
the knowledge of the common alleles polymorphisms
of this locus. This review article has the purpose of
describing the variants of these alleles and the
underlying mutations, deletions or rearrangement of
the genes responsible for the occurrence of ABO
subgroups and O transferases inactivation. Finally,
various methods available for ABO genotyping are also
evaluated, as well as its advantages and limitations.
Rev.bras.hematol.hemoter. 2003;25(1):47-58.

Key words: Blood group; ABO system; ABO
genotyping; PCR; ABO alleles; ABO subgroups.
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