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Artigo / Article

Uso da genotipagem de grupos sanguineos na elucidacio de casos inconclusivos
na fenotipagem eritrocitaria de pacientes atendidos na Fundacio Hemominas

Blood group genotyping to solve inconclusive phenotyping cases of patients from the

Hemominas Foundation

Marina L. Martins'
Karina V. D. Cruz’
Maria Clara F. Silva®
Zilma M. Vieira*

A determinagdo do perfil de antigenos eritrocitarios em doadores de sangue e pacientes
que recebem transfusdo sanguinea é importante na prevengdo de aloimunizagdo. Paci-
entes recentemente transfundidos ou com anemia hemolitica autoimune nem sempre
conseguem ser fenotipados, e para estes casos a genotipagem vem se apresentando
como uma ferramenta auxiliar na tipagem sanguinea. Neste estudo foram padroniza-
das técnicas de PCR alelo especificas ou de PCR-RFLP para a genotipagem dos alelos
de grupos sanguineos Rh (RHD, RHCE*C/c, RHCE*E/e), Kell (KEL*1/KEL*2), Kidd
(JK*4/JK*B) e Duffy (FY*4/FY*B e FY*B(-33T>C)), importantes na medicina
transfusional. Elas foram empregadas com sucesso para a tipagem de 36 pacientes que
ndo puderam ser fenotipados ou que apresentaram resultados inconclusivos na
fenotipagem eritrocitdria. Vinte destes pacientes eram aloimunizados por diferentes
antigenos, sendo o anticorpo anti-E o mais frequente (55%). O uso da genotipagem
também mostrou-se util na identifica¢do de anticorpos irregulares. Por sua precisdo,
facilidade de execugdo e viabilidade de custo, as técnicas para tipagem de DNA para
estes sistemas sanguineos foram implantadas em nosso Servico a partir de 2007 e vém
sendo usadas na pratica transfusional, contribuindo para aumento da seguran¢a dos
pacientes cronicamente transfundidos ou com anemia hemolitica autoimune, como, por
exemplo, pacientes com anemia falciforme. Além disso, ela vem permitindo o melhor
uso de unidades de sangue com fenotipos menos frequentes na nossa populagdo de
doadores de sangue. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009,;31(4):252-259.

Palavras-chave: Genotipagem de grupos sanguineos, aloimunizag¢do, transfusdo.

Introdugao a ISBT (International Society for Blood Transfusion).! Na
medicina transfusional, a compatibilidade para o sistema ABO

Os sistemas de grupos sanguineos sdo caracterizados e para o antigeno D do sistema Rh ¢ fundamental na preven-

por antigenos na membrana eritrocitaria, com caracteristicas ¢do de reagdes hemoliticas, embora seja desejavel que ou-
funcionais e polimorficas definidas. Atualmente, ja foram tros antigenos sejam compatibilizados, especialmente C, c, E,
descritos 30 sistemas de grupos sanguineos, de acordo com e do sistema Rh, assim como os principais antigenos dos
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sistemas Kell, Kidd, Duffy e MNS.>** O conhecimento das
bases genéticas dos polimorfismos dos grupos sanguineos,
adquirido nos ultimos anos, permitiu o desenvolvimento de
diversos protocolos para deduzir o fenétipo eritrocitario,
usando técnicas de biologia molecular, com aplicagdo na
pratica transfusional.>® Essas metodologias sdo vantajosas,
em muitos casos, em relagdo aos métodos sorologicos utili-
zados na fenotipagem eritrocitaria, como: identificagdo do
risco para a doenga hemolitica do recém-nascido, determina-
¢do dos grupos sanguineos quando os anticorpos (re-
agentes) ndo estdo disponiveis, identificagdo de variantes
raras, auxilio na identificagdo de anticorpos irregulares e, prin-
cipalmente, na conclusdo do grupo sanguineo em pacientes
que receberam transfusdo recente ou apresentam resultado
positivo no teste direto de antiglobulina humana (TAD). Na
hemoterapia, a determinagao correta do grupo sanguineo ¢
importante ndo apenas para prevenir problemas devido a
transfusdes incompativeis, mas também para permitir um
melhor uso das unidades de hemocomponentes com feno-
tipos menos frequentes, ja que a frequéncia dos grupos
sanguineos depende da etinicidade da populagao.’

Nesse estudo, foi utilizada PCR-ASP (polymerase chain
reaction-allele-specific primers) e PCR-RFLP (polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism)
para genotipar os alelos que codificam os principais antigenos
dos sistemas Rh (D, C, ¢, E, ¢), Kell (K, k), Kidd (Jk*, Jk°) e
Duffy (Fy?, Fy®) em amostras de pacientes da Fundagio
Hemominas que apresentavam fenotipagem inconclusiva. Os

resultados exemplificam as principais vantagens do uso das
técnicas de biologia molecular como ferramenta auxiliar na
rotina imuno-hematologica e demonstram a viabilidade da
sua utilizagdo na rotina de um grande hemocentro publico
brasileiro.

Casuistica e Método

Populagdo de estudo

As técnicas de genotipagem foram utilizadas para a
tipagem sanguinea em 36 pacientes, 29 deles portadores de
doenga falciforme. Para 27 pacientes, o fenotipo nao foi
definido (a fenotipagem ndo foi realizada) ou ndo foi
confiavel devido a transfusdo recente, teste direto de
antiglobulina humana positivo ou anemia hemolitica auto-
imune (Tabela 3). Outros nove tinham resultados de feno-
tipagem divergentes ou inconclusivos (Tabela 4). Foram
coletadas amostras de sangue total em EDTA e o DNA foi
obtido usando-se o kit QIAamp DNA Blood (QIAGEN
GmbH, Hilden, Germany), de acordo com as recomendagdes
do fabricante.

Testes sorologicos

A fenotipagem eritrocitaria para os antigenos dos sis-
temas Rh (D, C, ¢, E, ¢), Kell (K, k), Duffy (Fy*, Fy®) e Kidd
(Jk&, JK*) foi realizada pela metodologia de aglutinagdo em
coluna-gel-teste (Diamed AG, Morat, Switzerland) com
anticorpos policlonais ou monoclonais. A pesquisa e identi-

Tabela 1. Iniciadores usados na PCR alelo especifica para genotipar os alelos do sistema sanguineo Rh

Grupo sanguineo Rh Iniciadores?9.10 Produto
R364: 5'- TCGGTGCTGATCTCAGTGGA -3'
exon 3 111 pb
R474M: 5'- ACTGATGACCATCCTCATGT -3'
R496: 5'- CACATGAACATGATGCACA -3
exon 4 126 pb
R621: 5'- CAAACTGGGTATCGTTGCTG -3'
R648: 5'- GTGGATGTTCTGGCCAAGTT -3'
exon 5 157 pb
RHD Rex5AD2: 5'- cacCTTGCTGATCTTACC -3'
R973: 5'- AGCTCCATCATGGGCTACAA -3
exon7 96 pb
R1068: 5'- ATTGCCGGCTCCGACGGTATC -3'
Rex9SD2: 5' - aacagGTTTGCTCCTAAATATT -3'
exon 9 71 pb
R1219M: 5' - AAACTTGGTCATCAAAATATTTAACCT -3'
RHD RHDINSIF: 5’- GTGAACCTGGGAGGCAAATG - 37 250 pb
v RHDy4R: 5- AATAAAACCCAGTAAGTTCATGTGG - 37
RHCE C/for: 5- CAGGGCCACCACCATTTGAA-3'
RHCE*C 320 pb
C/rev: 5- GAACATGCCACTTCACTCCAG -3
C-2-201: 5- GGCTTGGGCTTCCTCACCTCA-3'
RHCE™c 149 pb
C-2-307: 5- AGTGTGATGACCACCTTCCCAGG -3'
E-5676: 5- GATGTTCTGGCCAAGTGTCAACTCTC -3'
RHCE'E 158 pb
E-5787: 5- CTGCTCACCATGCTGATCTTCCT -3'
RHCE"e D-5-676: 5- ATGTTCTGGCCAAGTGTCAACTCTG -3 158 pb

E-5787: 5- CTGCTCACCATGCTGATCTTCCT -3'
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Tabela 2. Iniciadores e enzimas de restricdo usados na PCR-RFLP para genotipagem dos
sistemas Kell, Kidd e Duffy (incluindo a regido GATA)

Alelos dos grupos

Enzima de

> Iniciadores!! o RFLP
sanguineos restricio
Kell KEL*1/KEL™*1: 100 + 56 pb
KEL*1 (698T) KELS: 5'- AAGCTTGGAGGCTGGCGCAT -3 Bsm | KEL*1/KEL*2: 156 + 100 + 56 pb
KEL*2 (698C) KELR: 5'- CCTCACCTGGATGACTGGTG -3 BU) KEL*2/KEL*2: 156 pb
Kidd JK*A/K*A - 78 + 62 + 48 + 22 pb
JK*A (838G) JKIS: 5'- TGAGATCTTGGCTTCCTAGG -3' Mnl | JK*A/JK*B: 84 + 78 + 62 + 48 + 22 pb
JK'B (838A) JK2: 5'- ATTGCAATGCAGGCCAGAGA -3 (5U) JK*B/JK*B: 84 + 78 + 48 pb
Duffy FY*A/FY*A: 210 + 96 + 86 pb
FY*A (125G) FYAB1: 5'- TCCCCCTCAACTGAGAACTC -3 Ban | FY*A/FY*B: 306 + 210 + 96 + 86 pb
FY*B (125A FYAB2: 5'- AAGGCTGAGCCATACCAGAC -3 BU) FY*B/FY*B: 306 + 86 pb
GATA FY*B/FY*B: 108 + 81 pb
FY*B (-33T) FYN1:5- CAAGGCCAGTGACCCCCATA-3 Sty | FY*B/FY*B (-33T>C): 108 + 81 + 61 + 20 pb
FY*B (-337>C) FYN2: 5- CATGGCACCGTTTGGTTCAG -3' (10U)  FY*B (-33T>C)/FY*B (-33T7>C): 108 + 61 + 20 pb

O alelo FY*B(-33T>C) representa o alelo FY*B silencioso

ficagdo de anticorpos irregulares foi realizada pela metodologia
de hemaglutinacdo em coluna-gel-teste, empregando-se
hemacias fenotipadas (DiaMed AG, Cressier sur Morat,
Switzerland). Quando necessario, foram também realizados
testes diretos de antigloblina humana poli ou monoespe-
cificos, testes de adsorsdo e eluicdo de anticorpos, e testes
indiretos da antiglobulina humana com hemacias fenotipadas
selecionadas.

Genotipagem RHD, RHD WY e RHCE

PCR multiplex foi realizada para amplificar os exons 3, 4,
5,7e9do gene RHD (Figura 1). A amplificagao do gene RHD
foi realizada utilizando-se 100 ng de DNA gendmico em uma
reagao de 25ul contendo 1X QIAGEN Multiplex PCR Master
Mix (QIAGEN Multiplex PCR Kit, QTAGEN GmbH, Hilden,
Germany) e 2 uM de cada iniciador® (Tabela 1). A PCR foi feita
em termociclador (Modelo PTC 100, MJ Research, Watertown,
MA), nas seguintes condigdes de temperatura: uma fase inicial
a 95°C por 15 min, seguida por 30 ciclos de 94°C por 30 seg,
60°C por 90 seg e 72°C por 90 seg, com uma fase de extensio
final de 72°C por 10 min. Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e
visualizados sob luz UV apos coloragdo com brometo de
etideo. Amostras que apresentavam amplificacdo de exons
RHD, exceto dos exons 4 ¢ 5, foram submetidas a PCR para
identificagdo do pseudogene RHD (RHD V), uma vez que 0s
iniciadores utilizados para amplificag@o destes exons ndo re-
conhecem estas sequéncias no RHD'P. A PCR para RHD ¥
foi realizada utilizando-se 100 ng de DNA gendémico numa
reagao de 20ul, contendo 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM
KCl, 1,75 mM MgCl, 200uM de cada deoxinucleotideo
trifosfato, 0,8 U Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen,
USA), e 5 pmol dos iniciadores’ RHDi3F e RHDW4R (Ta-
bela 1). As condi¢des de amplifica¢do foram de 30 ciclos a
94°C por 45 seg., 58°C por 60 seg., e 72°C por 60 seg., em
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termociclador (Modelo PTC 100, MJ Research, Watertown,
MA).

A visualizagdo do produto amplificado foi feita por
eletroforese em gel de agarose a 2% e coloragao com brometo
de etideo. O gene RHCE foi analisado por meio de PCRs
individuais utilizando-se iniciadores' especificos para cada
alelo (Tabela 1). Nesses casos, 100 ng de DNA gendmico
foram utilizados em reagdes de 20 pl contendo 20 mM Tris-
HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 200 uM de cada deoxinucleotideo
trifosfato, 0,8 U Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen,
USA), e 2 pmol de cada iniciador. As concentragdes de
MgCl, para as diferentes reagdes foram: 1,5 mM para
RHCE*C e RHCE*E, ¢ 1,6 mM para RHCE*c e RHCE *e.
As mesmas condi¢des de temperatura foram usadas para
RHCE*c, RHCE*E ¢ RHCE*e: 35 ciclos de 94°C por 30
seg., 66°C por 30 seg., e 72°C por 30 seg. Paraa PCR do alelo
RHCE*C, as condigdes foram: 35 ciclos de 95°C por 1 min.,
65°C por 1 min., e 72°C por | min.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletro-
forese em gel de agarose a 2% e visualizados sob luz UV
apos coloragdo com brometo de etideo.

Genotipagem dos sistemas Kell, Kidd e Duffy

Os principais alelos dos sistemas Kell, Kidd ¢ Dufty
foram genotipados por PCR-RFLP (Tabela 2). Para todas as
PCRs, 100 ng de DNA gendmico foram usados em reagdes de
20 ul contendo 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl, 1,5 mM
MgCl, (exceto para Kidd: 2 mM), 200 pM de cada
deoxinucleotideo trifosfato, 0,8 U Platinum Taq DNA
polimerase (Invitrogen, USA), e 2 pmol de cada iniciador'!
especifico. As reagdes foram realizadas em termociclador
(Modelo PTC 100, MJ Research, Watertown, MA), usando-
se 35 ciclos de 94°C por 45 seg., 62°C (63°C para Duffy) por 30
seg., e 72°C por 45 seg. Para a RFLP, cada produto de ampli-
ficagdo foi digerido com uma enzima de restri¢ao especifica
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Tabela 3. Definicdo do grupo sanguineo pela genotipagem de pacientes com fenétipos inconclusivos ou hdo definidos
devido a transfusdo recente e/ou TAD positivo

paciente caso fenotipo anticorpos irregulares Genétipo*
) ) RHD -, RHCE*c/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
1 dccee, kk, Fy(a-b+), Jk(a+b-) anti-D, anti-C FY'B/FY*B(-33T>C), JK*ALK*A
anti-C, anti-E RHD+, RHCE*c/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
2 Docee, kk, Fy(a+b-), Jk(a+b+) suspeita de anti-JI& | FY*AFY*B(-33T>C), JK*AUK'B
anticorpo de especificidade |RHCE*C/c, RHCE*E/e, KEL*2/KEL*2, FY*A/FY*B
3 DCcke, kk, Fy(a+b-), Jk(a+b+) nao determinada (33T>C), JK*ALK'B
anti-e, anti-C, anti-K; suspeita| RHCE*c/c, RHCE*E/e, KEL*2/KEL*2,
4 Decke, kk, Fy(a-b-), Jk(a+b-) de anti-Jkbe anti-Fy> | FY*B(-33T>C)/FY*B(-33T>C), JK*A/IK*A
RHCE*C/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
5 DCcee, kk, Fy(a+b-), Jk (a+b+) nenhum FY*A/FY*B(-33T>C), JK*ALK'B
anti-E RHD+, RHCE*C/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
6 FY*A/FY*B, JK*A/IK*A
antic RHD+, RHCE*C/C, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
7 FY*A/FY*B, JK*A/JK*B
) anti-D, anti-C, anti-E, anti-K; |RHCE*c/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
8 transfuséo suspeita de anti-Fy® e anti-Jk? FY*A/FY*B, JK*A/JK*A
recente anti-D, anti-c, anti-K: RHD+, RHCE*C/c, RHCE*E/e, KEL*2/KEL*2,
9 suspeita de anti-Jk° FY*AFY*B(-33T>C), JK*A/JK*A
10 RHD -, RHCE*c/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
nao definido FY*A/FY*B(-33T>C), JK*AMK*B
T RHD+, RHCE*c/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
FY*A/FY*B, JK*AMJK*B
12 RHD+, RHCE*c/c, RHCE*E/e, KEL*2/KEL*2,
FY*B/FY*B, JK*A/JK*B
13 nenhum RHD+, RHCE*c/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
FY*B(-33T>C)/FY*B(-33T>C), JK*A/K*A
14 RHCE*c/c, RHCE*E/E, KEL*2/KEL*2,
FY*B(-33T>C)/FY*B(-33T>C), JK*A/JK*A
15 RHCE*C/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
FY*A/FY*B, JK*AJK*A
DCCee, kk, Fy(?), anti-c, anti-E RHD+, RHCE*C/C, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
16 Jk(a+b+) suspeita de anti-Jk® FY*A/FY*B(-33T>C), JK*A/JK*B
anti-E RHD+, RHCE*C/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
17 FY*A/FY*B(-33T>C), JK*A/IK*A
TAD positivo E ta de antigke |RHD*, RHCE*o/c, RHCE"e/e, KEL*2/KEL*2,
18 ndo definido anti-k, suspelta de ant-Ji | cyug  337>C)/FY*B(-33T>C), JK*A/K*B
nenhum RHD+, RHCE*c/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
19 FY*B/FY*B(-33T>C), JK*B/JK*B
. . ! RHD+, RHCE*C/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
20 DCcee, kk, Fy(a+b+), Jk(a+b-) anti-E, anti-K, anti-S FY*AFY*B, JK*ALK*A
RHD+, RHCE*C/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
21 DCcee, kk, Fy(at+b+), Jk(a+b-) nenhum FY*AFY*B, JK*ALK*A
transfusao : : anti-Fy?, anti-K, RHD+, RHCE*C/c, RHCE*E/e, KEL*2/KEL*2,
22 recente | DCCES: Kk Fy(arb-), Jk(@a+b-) anti-Le?, anti-Jk° FY*AFY*A, JK*ALK*A
e TAD ) ) ) RHD+, RHCE*c/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2
23 positivo anti-C, anti-E, antkM | oy g ryep  3575C), JKALK®B
autoanticorpos da classe 19G; | RHD+, RHCE*C/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
24 suspeita de anti-C FY*B(-33T>C)/FY*B(-33T>C), JK*AUK*A
. ) anti-C, anti-E, RHD+, RHCE*C/c, RHCE*e/e,
25 néo definido anti-K, anti-Le KEL*2/KEL*2, FY*B/FY*B, JK*A/JK*B
" histéria RHD+, RHCE*C/C, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
transfusional nenhum FY*B(-33T>C)/FY*B(-33T>C), JK*A/JK*A
_hao RHD+, RHCE*C/c, RHCE*e/e, KEL*2/KEL*2,
27 informada

FY*B/FY*B(-33T>C), JK*A/K*A
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Figura 1. Genotipagem do gene RHD de pacientes com anemia falciforme. Eletroforese em gel de poliacrilamida de PCR multiplex para
amplificagcao dos exons 3 (111 pb), 4 (126 pb), 5 (157 pb), 7 (96 pb) e 9 (71 pb) do gene RHD para a identificacdo de pacientes com fenétipo
D negativo (d) ou D positivo (D). A) O paciente n° 33 foi classificado como D negativo (auséncia de amplificagcdo de todos os exons) e os
pacientes n° 34 e 35 como D positivo (amplificacdo de todos os exons). B) Amostras D variantes (D fraco ou D parcial), com auséncia de
amplificagcao de alguns exons RHD. O paciente n° 30 apresentou amplificacdo para os exons 3, 7 e 9, e foi considerado D positivo (D fraco

ou D parcial). PM: DNA ladder 50 pb.

Tabela 4. Definigdo do grupo sanguineo pela genotipagem em pacientes com resultados de
fenotipagem indeterminados ou divergentes

paciente caso fendtipo anticorpos irregulares genotipo
28 prova cruzada incompativel Dccee, kk, Fy(a-b+), anti-C, anti-E, RHD+, RHCE*c/c, RHCE e/e,
Jk(a+b+) anti-K, anti-Fya KEL*2/KEL*2, FY*B/FY*B, JK*A/UK*B
29 resultados indeterminados DC?cE?e, KK, nenhum RHD+ RHCE*c/c, RHCE*E/e,
para C, E e Jk Fy(a+b+), Jk(a?b?) KEL*2/KEL*2, FY*A/FY*B, JK*B/UK*B
30 resultado indeterminado para D?ccee, kk, Fy(a+b-), nenhum RHD+ (exons 3, 7, 9), RHDy -
RhD e TAD positivo Jk(atb+)
31 RhD positivo com Dccee, kk, Fy(a-b-), anti-D RHD+ (exons 3, 4, 9), RHDy+,
presenga de anti-D Jk(a+b-) RHCE*c/c, RHCE*e/e
32 RhD fraco com anti-D D?ccee, kk, Fy(a-b-), anti-D, anti-C, RHD+ (exons 4, 5, 9), RHCE*c/c,
Jk(a+b-) anti-E RHCEe/e, KEL*2/KEL*2, FY*B
(-337>C)/FY*B(-33T>C), JK*A/JK*A
33 RhD indeterminado anti-D RHD -
34 (dupla populagéo de hemacias) nenhum RHD+
35 RhD indeterminado indeterminado autoanticorpos das  RHD+
(dupla populagéo de hemacias), classes IgG e IgM
TAD positivo
36 resultados divergentes para Duffy DccEe, kk, Fy(a?b+), anti-e RHD+, RHCE*c/c, RHCE™E/e,

Jk(a+b-)

KEL*2/KEL*2, FY*A/FY'B, JK*AUK*A

(Tabela 2) por cinco horas. Os produtos foram entdo sub-
metidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% (Kell e
Dufty, incluindo a regido GATA) ou 12% (Kidd) e visua-
lizados sob luz UV apos coloragdo com brometo de etideo.

Resultados

Defini¢do do fenotipo eritrocitario pela genotipagem
em casos de fenotipagem inconclusiva ou ndo realizada

Em nove pacientes fenotipados para os principais
antigenos dos sistemas Rh, Kell, Kidd e Duffy por métodos

sorologicos, os resultados ndo foram confidveis devido a
transfusdo recente (menos de trés meses), nao informada no
formulario de solicitagdo dos testes ou por apresentarem re-
sultado positivo no teste direto de antiglobulina (TAD). Ou-
tros 18 pacientes nunca haviam sido fenotipados por causa
de positividade no TAD e/ou devido a informacao de trans-
fusdo recente, ou por terem historia transfusional nao co-
nhecida (Tabela 3).

Outros nove pacientes apresentaram resultados diver-
gentes em dois testes de fenotipagem para Duffy (Fy* e Fy®),
realizados em diferentes circunstancias, ou resultados
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indeterminados devido a presencga de dupla populacao de
hemacias na fenotipagem dos antigenos C ¢ E do sistema Rh
e Jk* e Jk® do sistema Kidd (Tabela 4). Em todos os casos, a
genotipagem foi imprescindivel na conclusdo do grupo
sanguineo dos pacientes, possibilitando uma compatibilida-
de pré-transfusional mais eficiente e aumento da seguranca
transfusional.

Uso da genotipagem na defini¢do de anticorpos
irregulares

Conforme mostrado nas Tabelas 3 e 4, vinte pacientes
apresentaram anticorpos irregulares contra os antigenos D
(30%), C (45%), ¢ (10%), E (55%), e (10%), K (30%), Fy* (5%,
Fy® (5%), e Jk* (5%). Dos pacientes aloimunizados, 55% (11/
20) apresentaram anticorpos irregulares apenas contra
antigenos do sistema Rh, enquanto 40% (8/20) desenvolve-
ram também anticorpos contra antigenos de outros sistemas.
Apenas um paciente (n° 22) desenvolveu multiplos alo-
anticorpos, mas nenhum deles com especificidade para os
antigenos do sistema Rh, o que esta de acordo com o resulta-
do de sua genotipagem (RHD+, RHCE*C/c, RHCE*E/e), que
demonstrou a presenca de todos os alelos analisados neste
sistema. Alguns pacientes mostraram presenga de
autoanticorpos, ou de anticorpos cujas especificidades ndo
puderam ser determinadas pelas técnicas sorologicas empre-
gadas.

Dois dos pacientes estudados (n° 4 e n° 36) desenvol-
veram anticorpos de especificidade anti-e, embora tenham
sido fenotipados como e+. Nestes pacientes, havia discre-
pancias nas informagdes sobre as datas das ultimas transfu-
soes. A genotipagem confirmou os resultados da feno-
tipagem, de modo que os anticorpos identificados puderam
ser classificados como autoanticorpos de especificidade anti-
e. Isto porque os pacientes, além de serem e+, apresentaram
TAD positivo e os anticorpos eluidos de suas hemacias ti-
nham especificidade anti-e. Nesse caso, a genotipagem auxi-
liou na identificagdo do anticorpo e definiu a selegdo do
hemocomponente compativel como E+e-. Um desses pacien-
tes (n° 36) mostrou também resultados divergentes na
fenotipagem para Duffy. A genotipagem definiu o fenotipo
como Fy(a-b+).

A definigdo da especificidade de anticorpos irregulares
pela genotipagem dos alelos de grupos sanguineos também
foi possivel em outro paciente (n° 25) que nao foi fenotipado
devido a transfusao recente e TAD positivo. Apos a realiza-
¢do do painel de hemacias e testes complementares, a pre-
senga do anticorpo anti-C nao pode ser descartada. Este pa-
ciente foi genotipado como RHD+, RHCE*C/c, RHCE*e/e,
eliminando assim a possibilidade da presenca do alo-anticorpo
anti-C e excluindo a necessidade de sua compatibilizagdo
pré-transfusional. Para outros trés pacientes (n° 2, 16 ¢ 18),
foi eliminada a suspeita da presenga de anti-Jk?, ja que os
mesmos foram genotipados como JK*4/JK*B.

Finalmente, outros dois pacientes (n° 31 e 32) foram
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fenotipados como RhD positivo, mas desenvolveram anti-
corpos irregulares com especificidade anti-D. Um deles (n°
31) mostrou amplifica¢ao dos exons 3,4 ¢ 9 do gene RHD, ¢
auséncia de amplificag@o dos exons 5 ¢ 7, além de amplifica-
¢do para o RHDY. Este resultado ¢ compativel com o alelo
DBT-1, um hibrido RHD-CE(5-7)-D, que leva a um fenétipo D
parcial. Isto pode explicar o resultado da fenotipagem ¢ a
presenga do anticorpo anti-D. O segundo paciente (n° 32)
apresentou amplificag@o dos exons 4, 5 ¢ 9, sem presenga de
RHDY e foi genotipado como homozigoto para os alelos
RHCE*c e RHCE*e. Este paciente tinha anticorpos irregula-
res anti-C e anti-E, além do anti-D. De acordo com seu padrao
de amplificacdo dos exons RHD, e a descrigdo de alelos RHD
no banco de dados Rhesus base (<http://www.uni-ulm.de/
~fwagner/RH/RB/>), esse paciente se enquadra como D
categoria IV (D), o que justifica a presenga do aloanticorpo
anti-D.

Melhor uso de unidades de hemocomponentes com
fenotipos menos frequentes pela realizac¢do da genotipagem

Dos quatro pacientes analisados que mostraram resul-
tados indeterminados para o antigeno RhD (Tabela 4), dois
(n°® 34 e 35) apresentaram a amplificagdo de todos os exons
RHD (Figura 1) e foram definidos como RhD positivos, e
podem agora, com seguranga, ser transfundidos com sangue
RhD positivo. O paciente n° 30 apresentou amplificagao ape-
nas dos exons RHD 3,7 e 9, e foi negativo para o alelo RHD'Y,
0 que sugere se tratar de um individuo D fraco ou D parcial
(Figura 1). Varios alelos ja descritos concordam com esse
padrao de amplificagdo, inclusive o D fraco tipo 4.2 (DAR),
cujos portadores sdo passiveis de aloimunizagdo anti-D."
Sendo assim, esse paciente, em casos de necessidade de
transfusdo de hemocomponentes contendo hemacias, deve-
rareceber unidades RhD negativas, até a completa defini¢ao
acerca de seu gendtipo. Ja o paciente n° 33 mostrou auséncia
de amplificag@o de todos os exons RHD avaliados e foi clas-
sificado como RhD negativo (Figura 1).

Outro exemplo da vantagem dos testes moleculares
pode ser observada no sistema Duffy, em que a presenga do
alelo FY*B(-33T7>C) permite o uso de sangue Fy(b+) em
individuos fenotipados como Fy(b-), sem risco de
aloimunizagdo. Nossos resultados mostraram que 42%
(13/31) dos casos analisados para o sistema Duffy foram
genotipados como portadores do alelo FY*B(-337>C), em
homozigose ou em heterozigose. Estes individuos podem,
portanto, receber sangue Fy(b+), o que aumenta a dispo-
nibilidade de doadores compativeis para eles, ja que em nosso
Servico apenas 35% dos doadores fenotipados sdo Fy(b-),
enquanto 65% sao Fy(b+).

Discussao

O conhecimento atual sobre genética dos grupos san-
guineos tem permitido o uso das técnicas de biologia
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molecular como uma importante ferramenta na pratica
hemoterapica. Além da acuracia na determinagao do fenotipo
eritrocitario, a genotipagem de grupos sanguineos pode au-
xiliar na identifica¢@o de anticorpos irregulares, bem como na
economia de unidades de sangue de fenotipos menos fre-
qiientes na populacdo. Isto pode ser exemplificado pelos re-
sultados encontrados nos pacientes portadores de anemia
falciforme, cujos fen6tipos RhD eram indeterminados e pu-
deram ser concluidos como RhD positivo pela genotipagem.
Estes pacientes, que antes recebiam transfusdes com
hemocomponentes RhD negativo, passaram a receber san-
gue RhD positivo com seguranga.

A eficiéncia dos testes moleculares na genotipagem
de grupos sanguineos deve considerar a complexidade dos
sistemas, em relagdo aos polimorfismos de seus alelos. Neste
estudo, para a genotipagem do gene RHD foi adotada a
avaliacdo de cinco exons. O uso de varias regioes ¢
vantajoso por aumentar a confiabilidade na conclusdo do
genotipo e consequentemente, deducdo do fenodtipo,
evitando o risco de resultados falso-negativos. Outro
aspecto importante ¢ que o padrao de amplificagdo dos
exons RHD pode ser um indicativo de fendtipos RhD
variantes. A amplificagdo dos exons 4, 5 ¢ 7, que
correspondem respectivamente as algas extracelulares 3, 4
e 6 da proteina D, foi interpretada como identificagdo da
presenca do alelo RHD, ja que eles contém as diferencas
entre os genes RHD ¢ RHCE."*!'* A ndo amplificag¢do dos
exons RHD 4 e 5 nesse protocolo pode indicar a presenga
do RHDY , que implica num fenotipo RhD negativo. Assim,
em nossos resultados, se a amostra nao amplificou os exons
4 e 5 do gene RHD, mas amplificou os outros, a mesma foi
submetida a PCR para RHDY. Em um estudo na populagio
brasileira, que ¢ considerada miscigenada, a frequéncia do
RHDY e do hibrido RHD-CE-Ds entre 206 individuos D
negativos estudados foi de 11% e 2% respectivamente,
enquanto o gene RHD estava completamente ausente nos
87% dos individuos restantes.'> No presente estudo, apenas
um paciente (n° 31) apresentou o alelo RHDY.

A aloimunizac¢do ¢ comum em pacientes politrans-
fundidos. Em nosso estudo, 55% dos pacientes estudados
apresentaram anticorpos irregulares, dos quais o mais freque-
nte foi o anti-E. Estes pacientes ndo haviam sido submetidos
a fenotipagem estendida, ou seja, além do sistema ABO e
antigeno D. Embora ndo obrigatoria pela legislagdo vigente,
a frequéncia de aloimunizagio pode ser diminuida com o uso
da fenotipagem estendida para doadores e pacientes,'® que
pode ser auxiliada pela genotipagem.

A genotipagem de grupos sanguineos ja vem sendo
utilizada com éxito na medicina transfusional. Atualmente,
muito se tem falado sobre novas metodologias de geno-
tipagem, especialmente as que permitem sua utilizagdo em
larga escala. Nosso estudo demonstra que mesmo as técni-
cas moleculares convencionais (PCR alelo-especifica e PCR-
RFLP) podem ser usadas com sucesso em um banco de

sangue de grande porte, no esclarecimento de casos em
que as técnicas sorologicas sdo ineficazes para conclusio
dos resultados. O sucesso dessa metodologia reside prin-
cipalmente na auséncia da necessidade de equipamentos
especializados e de alta tecnologia, o que frequentemente
inviabiliza a aplicagdo de determinadas técnicas. Ao con-
trario, a metodologia empregada neste estudo necessita
apenas de equipamentos e insumos basicos de biologia
molecular. Além disso, os custos ndo sdo elevados, o que
permite seu uso rotineiro como metodologia auxiliar na
hemoterapia. No Brasil, esta abordagem vem sendo
introduzida aos poucos em algumas instituigdes de
reconhecida competéncia na Hemoterapia, mas sua
disponibilizag@o deve tornar-se mais generalizada, através
da formagao de centros de referéncia para atendimento das
diversas unidades hemoterapicas. Este estudo mostra que
¢ possivel implantar o aprimoramento tecnologico para
aplicacdo de novos métodos diagnosticos no atendimento
aos pacientes da rede SUS. Pelo nosso conhecimento, este
¢ o primeiro servigo publico de saude de Minas Gerais a
usar técnicas de genotipagem de grupos sangiiineos para
atendimento a seus pacientes.

Abstract

The determination of the blood group antigen profile of blood
donors and transfusion patients is important to avoid
alloimmunization. The knowledge of blood group polymorphisms
acquired over the last few years has permitted the development of
molecular methods that are able to predict blood group phenotypes.
For patients who have recently been transfused or those who
present with autoimmune hemolytic anemia, genotyping is an
important tool in blood typing. We used molecular biology (allele-
specific PCR and PCR-RFLP) to genotype Rh (RHD, RHCE*C/c,
RHCE¥*E/e), Kell (KEL*1/KEL*2), Kidd (JK*A/JK*B) and Duffy
(FY*4/FY*B and FYB(-33T>C)) alleles and solved the inconclusive
blood types of 36 patients. Twenty patients had developed irregular
antibodies of different red blood cell antigens, most frequently
anti-E (55%). The definition of irregular antibodies was feasible
by genotyping. Due to their accuracy, simplicity and economic
viability, these tests have been used in the clinical practice in our
Institution since 2007, contributing to the management of
chronically transfused patients. Additionally, these tests allow a
better use of less common blood units related to the ethnicity of the
blood donor population. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;
31(4):252-259.

Key words: Blood group systems;DNA genotyping; transfusion.
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