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RESUMO

MAFRA, Ana Luisa Alves. Caracterizacdo molecular de antigenos RhD variantes em
doadores de sangue da Fundacdo Hemocentro de Brasilia - Distrito Federal. 2019. 105f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo
Paulo (FMRP/USP), Ribeirdo Preto, 2019.

Introducéo: O sistema de grupo sanguineo Rh é altamente complexo e polimorfico sendo
considerado, depois do sistema ABO, o sistema de maior significado clinico na medicina
transfusional. Os anticorpos dirigidos contra 0s seus antigenos estdo envolvidos em reacdes
hemoliticas transfusionais, anemia hemolitica autoimune e doenca hemolitica do feto e
neonatos. O antigeno D é o mais imunogénico dos antigenos do sistema Rh e sua
conformagdo na superficie das hemacias estd disposta como um mosaico de diferentes
epitopos. Alteragbes no gene RHD, que expressa a proteina RhD, podem ser detectadas pela
variacdo na intensidade da reacdo sorologica, utilizando-se diferentes reagentes anti-D. As
alteracdes ocorrem por diversos mecanismos genéticos e sdo responsaveis pelo aparecimento
dos fendtipos D fraco e D parcial. Essas variantes podem apresentar mudangas qualitativas
e/ou quantitativas na proteina RhD e estdo frequentemente envolvidas em casos de
aloimunizacdo anti-D. A identificacdo e classificacdo dos fendtipos RhD variantes possuem
alta relevancia clinicae, portanto, requerem uma rigorosa investigacdo molecular, uma vez
que os testes soroldgicos ndo sdo capazes de distinguir entre feno6tipos D fraco e D parcial.
Dessa forma, esclarecer os resultados fracos ou discrepantes encontrados na sorologia e
determinar as variantes RhD tém grande importancia para a comunidade cientifica e,
principalmente, para a medicina transfusional. Objetivos: Caracterizar, por métodos
moleculares, antigenos RhD variantes em amostras de doadores de sangue da Fundacdo
Hemocentro de Brasilia que apresentaram fraca expressdo do antigeno RhD. Métodos: Foram
selecionadas para extracdo de DNA e investigagdo molecular de antigenos RhD variantes 103
de 7983 amostras de doadores de sangue que apresentaram tanto resultados negativo,
inconclusivo ou fraco (menor que 2 cruzes) na fenotipagem RhD, realizada por técnica em
microplacas, como resultado positivo na confirmacdo de D fraco. Inicialmente, as amostras
foram confirmadas quanto a presenca do gene RHD por PCR multiplex RHD regides
intron4/éxon7. Na sequéncia, técnicas de PCR alelo especifico e RFLP foram utilizadas para
triar as variantes D fraco tipos 1, 2, 3 e 4 ou DAR, seguido do sequenciamento de éxons
especificos do gene RHD para investigacdo das demais variantes. As amostras foram
avaliadas quanto a zigosidade por dosagem do gene RHD, por qPCR, e quanto a presenca do
Pseudogene (RHDY) e da delecdo do gene RHD, por PCR-SSP. Os resultados encontrados
foram interpretados em conjunto com os fen6tipos RhCE também analisados. Resultados:
Das amostras estudadas, 68,93% foram caracterizadas como RhD parcial; 21,36% como RhD
fraco; 1,94% néo apresentaram polimorfismos nos éxons do gene RHD e 2,91% apresentaram
auséncia de éxons RHD indicando a presenca de um gene hibrido RHD-CE-D ndo definido.
Entre as amostras RhD fraco, 16,5% eram RHD*fraco tipo 3; 5,8% RHD*fraco tipo 2; 1,94%
RHD*fraco tipo 1; 0,97% RHD*fraco tipo 38 e 0,97% RHD*fraco tipo 145. Entre as amostras
RhD parcial, 33,01% eram RHD*DAR 3.1; 32,04% RHD*DAR 1.2; 1,94% RHD*DVII;
0,97% RHD* DOL 1; 0,97% RHD* DOL 2. Discussdo e conclusdo: Nossos resultados
demonstraram que as reacOes atipicas nos testes soroldgicos para o antigeno RhD séo
indicativas da presenga de variantes RhD. Os alelos RHD*DAR subtipos foram o0s mais
frequentemente encontrados nas amostras dos doadores de Brasilia-Distrito Federal. Esses
alelos estdo associados a aloimunizacdo anti-D. A caracterizacdo de antigenos RhD variantes
por meio da associacdo de testes soroldgicos e métodos moleculares visa, principalmente,



determinar os fendtipos/gendtipos associados a aloimunizacdo anti-D. Essa caracterizagdo é
muito importante para aumentar a seguranca transfusional, diminuir a administracdo
desnecessaria de imunoprofilaxia anti-D em gestantes e pode, também, colaborar com a
preservacdo dos estoques escassos de unidades de sangue RhD negativo. Além disso, o
conhecimento sobre a frequéncia e distribuicdo das variantes Rh contribui para a compreensao
da origem multirracial da regido estudada e auxilia no desenvolvimento de futuros protocolos
de genotipagem RHD que estabelecam estratégias de buscas de unidades de sangue
compativeis para pacientes portadores de variantes RhD.

Palavras-Chave: Sistema Rh. Antigeno RhD. RhD variantes. RhD Fraco. RhD Parcial.



ABSTRACT

MAFRA, Ana Luisa Alves. Molecular characterization of variant RhD antigens in blood
donors of the Fundacdo Hemocentro de Brasilia - Distrito Federal. 2019. 105f.
Dissertation (Master) - University of Sdo Paulo at Ribeirdo Preto Medical School (FMRP /
USP), Ribeirdo Preto, 2019.

Introduction: The Rh blood group system is highly complex and polymorphic, and
considered, after the ABO system, the system of greater clinical significance in transfusion
medicine. Antibodies directed against its antigens are involved in hemolytic transfusion
reactions, autoimmune hemolytic anemia and hemolytic disease of the fetus and newborn.
Antigen D is the most immunogenic of the Rh system and its conformation on the surface of
red blood cells is a mosaic of different epitopes. Changes in the RHD gene, which expresses
the RhD protein, can be detected by variations in the intensity of the serological reaction by
using different anti-D reagents. The changes occur as a result of several genetic mechanisms
and are responsible for the appearance of weak D and partial D phenotypes. These variants
may exhibit qualitative and/or quantitative changes in RhD protein and are often involved in
anti-D alloimmunization. The identification and classification of variant RhD phenotypes are
of high clinical relevance. Therefore, they require a rigorous molecular investigation, since
serological tests are not able to distinguish between weak D and partial D phenotypes. Thus,
clarifying the weak or discrepant results found in serology and determining RhD variants are
of great importance to the scientific community and especially to transfusion medicine.
Objectives: To characterize, by molecular methods, variant RhD antigens in donor blood
samples from the Blood Center Foundation of Brasilia which showed poor expression of the
RhD antigen. Methods: A total of 103 out of 7983 samples from blood donors who had
negative, inconclusive or weak results (less than 2 crosses) in the microplate technique and
also tested positive in the weak D confirmation test were selected for DNA extraction and
molecular investigation of the RhD antigen. Initially, the presence of the RHD gene was
confirmed in the samples by PCR multiplex RHD intron4/exon7 regions. Then, allele specific
PCR and RFLP techniques were used to screen for weak D variant types 1, 2, 3 and 4 or
DAR, followed by sequencing of specific exons of the RHD gene to investigate the other
variants. Samples were evaluated for zygosity by RHD gene dosage by gPCR and for the
presence of Pseudogene (RHDY) and RHD gene deletion by PCR-SSP. The results were
interpreted in conjunction with the RhCE phenotypes also analyzed. Results: Of all samples
studied, 68.93% were characterized as partial RhD; 21.36% as weak RhD; 1.94% had no
polymorphisms in the RHD gene exons and 2.91% had no RHD exons indicating the presence
of an undefined RHD-CE-D hybrid gene. Among the weak RhD samples, 16.5% were weak
RHD*type 3; 5.8% RHD * weak type 2; 1.94% RHD*weak type 1; 0.97% RHD*weak type 38
and 0.97% RHD* weak type 145. Among the partial RhD samples, 33.01% were RHD*DAR
3.1; 32.04% RHD*DAR 1.2; 1.94% RHD*DVII; 0.97% RHD*DOL 1; 0.97% RHD*DOL 2.
Discussion and conclusion: Our results demonstrated that atypical reactions in serological
tests for the RhD antigen are indicative of the presence of RhD variants. The RHD*DAR
subtype alleles were the most frequently found in donor samples from Brasilia - Distrito
Federal. These alleles are associated with anti-D alloimmunization. The characterization of
variant RhD antigens through the association of serological tests and molecular methods
mainly aims to determine the phenotypes/genotypes associated with anti-D alloimmunization.
This characterization is very important to increase transfusion safety, reduce unnecessary
administration of anti-D immunoprophylaxis in pregnant women and may also contribute to
the preservation of scarce RhD negative blood units. In addition, knowledge about the



frequency and distribution of Rh variants contributes to the understanding of the multiracial
origin of the studied region, and assists in the development of future RHD genotyping
protocols that establish compatible blood unit search strategies for RhD variant patients.

Keywords: Rh system. RhD antigen. RhD variants. Weak RhD. Partial RhD.
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1 INTRODUCAO
1.1  Sistema de grupo sanguineo Rh

O sistema de grupo sanguineo Rh (ISBT 004) € altamente complexo e polimérfico,
sendo considerado, depois do sistema ABO, o segundo sistema de maior significado clinico
na medicina transfusional (AGRE; CARTRON, 1991; BA et al., 2015; DANIELS, 2002). O
sistema Rh consiste de 55 antigenos carreados por duas proteinas RhD e RhCE (Tabela 1)
(SIMON et al., 2016; STORRY et al., 2018; WEBSITE ISBT, 2019). Os anticorpos dirigidos
contra os seus antigenos estdo envolvidos em reacfes hemoliticas transfusionais, anemia
hemolitica autoimune (AHAI) e doenca hemolitica do feto e neonatos - HDFN (AGRE;
CARTRON, 1991; DANIELS, 2013a).

A natureza dos antigenos Rh e a nomenclatura apropriada para descrever antigenos,
proteinas e genes do sistema Rh ja foram muito discutidas na literatura. Inicialmente, a teoria
de Fisher — Race sugeriu que os antigenos Rh eram determinados por trés pares de genes em
trés locus intimamente ligados, produzindo os antigenos D ou d (auséncia do D), Couc, e E
ou e, que poderiam ser montados em oito diferentes complexos genéticos ou haplétipos (Dce,
dce, DCe, dCe, DcE, dcE, DCE e dCE). Em uma teoria alternativa, Wiener, segundo a
terminologia Rh-Hr, sugeriu uma série de multiplos alelos (R1, R2, RO, etc.) em um unico
I6cus. O gene codifica um aglutinogénio (antigeno), composto por varios fatores sanguineos
(determinantes soroldgicos). Por fim, Rosenfield introduziu uma terminologia numérica, que
registrava dados soroldgicos. Os antigenos eram numerados conforme a ordem de sua
descoberta e reconhecimento como pertencentes ao sistema Rh. Este sistema de nomenclatura,
ndo possuia base genética e somente demonstrava a presenca ou auséncia de antigeno na
hemécia (AVENT; REID, 2000; DANIELS, 2002; SIMON et al., 2016; WAGNER, 2018).

A terminologia atualmente recomendada é a postulada pela Sociedade Internacional de
transfusdo de sangue, do inglés International Society of Blood Tranfusion (ISBT) que é
baseada na nomenclatura numérica descrita por Rosenfield (Tabela 1). Cada antigeno
pertencente a um sistema de grupo sanguineo é identificado por um nimero de seis digitos.
Os primeiros trés digitos representam o sistema (por exemplo, 004 para Rhesus), os Ultimos
trés digitos representam a especificidade de cada antigeno, por exemplo, 001 para o antigeno
D (WEBSITE ISBT, 2019).
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Tabela 1 - Terminologia numérica, nome e simbolos postulados pela International Society of Blood Tranfusion
(ISBT) para os antigenos do sistema Rh

N° ISBT Nome Simbolo N°ISBT Nome Simbolo N°ISBT Nome  Simbolo

004.001 RH1 D 004026 RH26 c-like 004046 RH46 Sec
004.002 RH2 C 004027 RH27 cE 004047 RH47 Dav
004.003 RH3 E 004028 RH28 hr 004048 RH48 JAL
004.004 RH4 c 004029 RH29 Rh29 004049 RH49 STEM
004.005 RH5 e 004030 RH30 Go* 004050 RH50 FPTT
004.006 RH6 ceorf 004031 RH31 hr® 004051 RH51 MAR
004.007 RH7 Ce 004032 RH32 Rh32 004052 RH52 BARC

004008 RH8 c" 004033 RH33 Rh33 004053 RH53 JAHK
004009 RH9 (o 004034 RH34 Hr® 004054 RH54 DAK

004010 RH10 \Y 004035 RH35 Rh35 004055 RH55 LOCR
004011 RH11 E" 004036 RH36 Be® 004056 RH56 CENR
004012 RH12 G 004037 RH37 Evans 004057 RH57 CEST

004017 RH17 Hro 004039 RH39 C-like 004058 RH58 CELO
004018 RH18 Hr 004040 RH40 Tar 004059 RH59 CEAG
004019 RH19 hr® 004041 RH41 Ce-like 004060 RHG60 PARG
004020 RH20 VS 004042 RH42 CeS 004061 RH61 CEVF
004021 RH21 c® 004043 RH43  Crawford 004062 RH62 CEWA

004022 RH22 CE 004044 RH44 Nou

004023 RH23 D" 004045 RH45 Riv

Nota: Rh 13 a 16, 24, 25 e 38 sdo obsoletos.
Adaptado de (WEBSITE ISBT, 2019)

1.2 Historico sobre a descoberta do sistema Rh

O sistema Rh foi descoberto em 1939, quando Levine e Stetson investigaram o caso de
uma reacdo transfusional hemolitica grave em uma puérpera, que recebeu transfusdo de
sangue ABO compativel do seu marido, ap6s dar a luz um natimorto. Eles mostraram que um

anticorpo presente no soro da mulher, que ndo tinha historico de transfusdo, aglutinou os
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glébulos vermelhos do seu marido e de 80% dos doadores de sangue ABO compativeis, e que
esse novo antigeno, que eles ndo nomearam, era independente dos grupos sanguineos até
entdo conhecidos, ABO, MN e P (AVENT; REID, 2000; LEVINE; STETSON, 1939). Foi
entdo sugerido, que a mulher havia sido imunizada por um antigeno fetal de origem paterna, e
que o episédio hemolitico foi causado por anticorpos maternos que reagiram contra um
antigeno presente nos eritrécitos transfundidos (DANIELS, 2002).

No ano seguinte, Landsteiner e Wiener relataram que coelhos imunizados com
hemécias de macacos (Macacus rhesus) apresentavam anticorpos que pareciam ser similares
aos que foram descritos na jovem obstétrica. Este anticorpo foi entdo denominado como anti-
Rh, por causa do macaco Rhesus (LANDSTEINER; WIENER, 1940). No mesmo ano,
Wiener e Peters identificaram anticorpos de especificidade aparentemente idéntica no soro de
pacientes que tiveram reacdes transfusionais apos receberem transfusbes de sangue ABO
compativeis. O anticorpo de Levine e Stetson também pareceu ser 0 mesmo que o anti-Rh
(DANIELS, 2002; DAVIDSOHN, 1. ; TOHARSKY, 1942; WIENER; PETERS, 1940).

Em 1942, Fisk e Foord demonstraram a diferenca entre o anti-Rh humano e o animal,
e concluiram gue ndo se tratava do mesmo anticorpo (FISK; FOORD, 1942; NARDOZZA et
al., 2010). Muitos anos depois foi reconhecido que os dois anticorpos eram diferentes. No
entanto, o termo antigeno Rhesus continuou sendo usado de forma inapropriada, para se
referir ao antigeno D, e o termo Fator Rh e anti-Rh se manteve para o anticorpo produzido por
humanos. O antigeno de origem animal foi chamado de LW referindo-se a Landsteiner e
Wiener (AVENT; REID, 2000; DANIELS, 2002; LEVINE; et al., 1963; NARDOZZA et al.,
2010). Pouco tempo ap06s a descoberta do RhD, os outros principais antigenos do sistema Rh
(C, c, E e e) foram identificados (RACE, 1944).

Apo6s uma serie de experimentos e estudos de casos, foi encontrada uma frequéncia
aproximada de 85% de Rh positivo nas populaces estudadas e o anticorpo anti-Rh foi
associado as reacgdes transfusionais. Foi também revelado que este aglutinogénio era capaz de
causar isoimunizagdo ap0s repetidas transfusdes de sangue e na gravidez com
incompatibilidade Rh materno-fetal (FISK; FOORD, 1942; LEVINE, P. KATZIN, 1941;
LEVINE et al., 1942; WIENER; PETERS, 1940).

A partir dessas descobertas, o sistema Rh tornou-se amplamente conhecido por sua
implicagdo na isoimunizacgdo Rh materna. No inicio dos anos 1960, a profilaxia da
Imunoglobulina (lg) anti-D foi apresentada como ferramenta na prevengdo da DHFN, ap0s ser
demonstrado que hemacias RhD positivo revestidas de Ig anti-D ndo induziam a imunidade

para 0 antigeno D. Em 1968, foi observado que a introdugdo da profilaxia Rh na rotina de



Introducdo |23

atendimento a gestantes com fenotipagem soroldgica RhD negativo e nao-aloimunizadas,
permitiu uma significativa queda na incidéncia de DHFN (SCHMIDT; JUNIOR; LOURES,
2010; SCOTT, 2001; VIRK; SANDLER, 2015).

1.3 Complexo Rh nos eritrécitos

Os antigenos Rh sdo expressos como parte de um complexo proteico na membrana das
hemécias. Esse complexo é expresso apenas nas células da linhagem eritroide e, portanto, os
antigenos Rh sdo expressos apenas nas hemacias (DEAN, 2005).

As proteinas do sistema Rh (RhD e RhCE) e a glicoptroteina Rh-associada RhAG séo
integrantes desse complexo proteico, que inclui ainda a proteina CD47, também conhecida
como proteina associada a integrina (IAP), a glicoforina B, as glicoproteinas Duffy e LW, e a
Banda 3 (Figura 1) (AVENT, 2001; SIMON et al., 2016; WAGNER; FLEGEL, 2004;
WESTHOFF, 2007). O complexo Rh contribui para a manutencdo das propriedades
mecanicas da membrana eritrocitaria por meio da interacdo do citoesqueleto (espectrina), com
a proteina 4.2 e anquirina (VAN KIM; COLIN; CARTRON, 2006).

Fonte: Adaptado de (VAN KIM; COLIN; CARTRON, 2006)

Figura 1 - Complexo Rh na membrana dos eritrécitos

A glicoproteina proteina Rh-associada (RhAG) consiste de 409 aminoacidos e €
codificada pelo gene RHAG, localizado no cromossomo 6p11-p21.1 (Figura 2). Sua natureza
como regulador genético para a expressdo dos antigenos Rh foi verificada através da
identificacdo de mutacGes no l6cus RHAG (AVENT; REID, 2000; HUANG; YE, 2010).
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A presenga da proteina RhAG na membrana das hemécias é um requisito para a
expressao dos antigenos Rh. Mutacdes em homozigose no gene RHAG € a causa mais comum
do raro fendtipo Rh null, no qual, nenhum dos antigenos do sistema Rh é expresso
(DANIELS, 2002). Os eritrocitos do fendtipo Rhp, sdo estomatociticos e esferociticos, e 0s
individuos afetados tém anemia hemolitica. O papel estrutural das proteinas Rh tem sido
inferido a partir da presenca de defeitos nos eritrocitos em individuos com esse fendtipo
(WESTHOFF, 2007).
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Figura 2 - Modelo estrutural das proteinas RhAG, RhD e RhCE. A proteina RhAG (50 kd) consiste em 409
aminocidos e é codificado pelo gene RHAG no cromossomo 6pl1-p21.1. As proteinas RhCE e RhD (30 kd)
possuem estruturas semelhante e sdo codificados pelos genes RHCE e RHD respectivamente, no cromossomo
1p34-p36. O dominio da proteina RhD é codificado por cada éxon e esta representada por caixas numeradas de 1
a 10. Os circulos coloridos representam as diferencas de aminoécidos nas regifes extracelular, transmembranar e
intracelular entre as proteinas RhD e RhCE.

A associacdo das proteinas Rh e RhAG dentro de uma mesma familia de proteinas
baseia-se no fato de ambas apresentarem 36% de homologia na sequéncia gendmica e 50% de
identidade nas 12 o hélices transmembranares, indicando uma relacdo de ancestralidade
(AVENT, REID, 2000; WAGNER, FLEGEL, 2000). Estudos funcionais e de modelagem
estrutural revelaram que elas compartilham homologia com uma antiga familia de proteinas
envolvidas no transporte de amonia (AVENT, 2001; HUANG; YE, 2010; WAGNER, 2013;
WESTHOFF, 2007).
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1.4 Bases moleculares dos antigenos Rh

Os antigenos do sistema Rh sdo transportados em duas proteinas, RhD e RhCE,
codificadas pelos genes homologos RHD e RHCE respectivamente. Os principais antigenos
do sistema sdo: D, C, c, E, e, sendo o antigeno D o mais imunogénico. A proteina RhD
carrega a presenca ou auséncia do antigeno D (RH1), enquanto que a proteina RhCE carrega
os antigenos C, ¢, E, e e (RH2 a RH5) (AVENT; REID, 2000; WAGNER; FLEGEL, 2004).

Os genes homoélogos RHD e RHCE estéo localizados no cromossomo 1p36.13-p34.3,
sdo intimamente ligados, possuem orientagcdes opostas (5-RHD-3"- 3"-RHCE-5") e estdo
interceptados por um terceiro gene, 0 SMP1 (Small membran protein 1) ou TMEMS50A, cuja
funcdo ndo foi definida (CHOU; FASANO, 2016; REID, 2001; VAN KIM; COLIN;
CARTRON, 2006). O gene RHD ¢ flanqueado por dois segmentos de mesma orientagdo (5’-
3’), com 98,6% de homologia, formados por sequéncias repetitivas de aproximadamente 9000
pb cada, denominadas Rhesus Boxes (Caixas Rhesus) “usptream” e “downstream” (Figura 3)
(DANIELS, 2013a; FLEGEL, 2012).
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Fonte: Adaptado de (TAX, 2005)

Figura 3 - Representacdo esquematica do arranjo cromossdmico do lécus RH, dos genes RHD e o RHCE e dos
polipeptidios RhD e RhCE

Cada gene (RHD e RHCE) consiste de 10 éxons que codificam uma proteina de 417

aminoacidos, com modelos estruturais de 6 loops extracelulares, 12 segmentos proteicos
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transmenbranosos e 7 intracelulares (Figura 2). As extremidades proteicas C e N terminais séo
intracelulares. Os genes RHD e RHCE possuem 97% de homologia e codificam proteinas que
diferem entre si de 32 a 35 aminoacidos dependendo do alelo considerado (DANIELS, 2013b;
FLEGEL; WAGNER, 2002; WAGNER; FLEGEL, 2004; WESTHOFF, 2004).

Essas diferencas estdo dispersas ao longo da sequéncia de aminoacidos da proteina.
Apenas um numero limitado dessas diferencas esta localizado exofacialmente; tais diferengas
sdo restritas ao loop 3, codificado pelo éxon 4, loop 4, codificado pelo éxon 5, e loop 6,
codificado pelo éxon 7. No loop 2 codificado por éxon 2, o alelo ¢ mas ndo o alelo C do
RHCE difere do RhD (WAGNER; FLEGEL, 2004).

Os polimorfismos antigénicos C/c e E/e estdo respectivamente associados a
substituicdo do aminoacido Serina (C) na posi¢do 103 por uma Prolina (c) e de uma Prolina
(E) na posicdo 226 por uma Alanina (e) na segunda e quarta alcas extracelulares da proteina
RhCE (Figura 1) (WESTHOFF, 2007). No caso do polimorfismo C/c ocorrem 6 substituigdes
de nucleotideos, que levam a 4 mudangas de aminoécidos (Cys16Trp, lle60Leu, Ser68Asn, e
Ser103Pro). No entanto apenas a 0 aminoacido 103 é critico para o polimorfismo (MOURO et
al., 1993).

1.5 Base molecular dos fen6tipos Rh

A biologia da antigenicidade do Rh tem sido intensamente explorada, e esta claro que
existe um alto grau de variabilidade nos genes RHD e RHCE. O sistema Rh é composto por
05 antigenos comuns (D, C, c, E, €) e 50 antigenos de alta ou baixa frequéncia. A presenca de
um grande numero de antigenos e fendtipos variantes tem feito do sistema Rh um dos mais
complexos e polimdrficos em humanos. (HUANG; LIU; CHENG, 2000; HUANG, 1997,
VAN KIM; COLIN; CARTRON, 2006; WEBSITE ISBT, 2019).

O conceito de antigenos RhD variantes foi construido a partir das observacdes de
Stratton, 1946, que ao realizar tipagem RhD em uma amostra de doador de sangue, observou
resultados variaveis (positivo, fraco e negativo) com diferentes reagentes anti-D
(STRATTON, 1946). A partir dessa observacédo, décadas de estudos soroldgicos resultaram
em uma riqueza de informacgdes sobre a variacdo dos antigenos Rh (HUANG, 1997). A
deteccdo soroldgica de antigenos de grupos sanguineos e de fendtipos polimdrficos forneceu
uma fonte valiosa de amostras de sangue adequadas para estudos a nivel molecular (AVENT;

REID, 2000). A capacidade de clonar DNA complementar (cDNA) e sequenciar genes que
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codificam as proteinas Rh levou a uma compreensdo das bases moleculares associadas aos
antigenos Rh (AVENT; REID, 2000).

Existem quatro clusters independentes de alelos RHD: O cluster D categoria IVa, o
cluster D fraco tipo 4, o cluster D Eurésia e o cluster D DAU (Figura 4). Os alelos dos
clusters D categoria 1Va, D fraco tipo 4 e DAU estdo amplamente confinados a individuos de
ascendéncia africana e geralmente ocorrem em haplétipos Dce. Os alelos do cluster D Eurasia
sdo predominantes nas populacdes eurasianas e ocorrem mais frequentemente em haplétipos
DCe e DcE. A grande maioria dos alelos aberrantes detectados em individuos da populacao
Euroasiatica pertence ao cluster D Eurasia e pode ser derivados do RHD “padrao”, por um
evento molecular Unico (isto €, substituicdo de um Unico nucleotideo ou conversdo de um
unico gene). Em contraste, a maioria dos alelos dos clusters “africanos” difere do RHD
“padrao” por mais do que um unico evento molecular (DANIELS, 2013a; WAGNER,;
FLEGEL, 2004).

Cluster of Chuster of

Dcotegory Vo weok D type 4

aleles glieles gllele

Fonte: Adaptado de (WAGNER; FLEGEL, 2004)

Figura 4 - Arvore filogenética do RHD

Os alelos RHD foram classificados com base na relacdo fenotipica com a variacao
molecular em: D Parcial, D Fraco, DEL e alelos ndo funcionais (FLEGEL, 2012).
Atualmente, mais de 200 alelos RHD variantes ja foram caracterizados (WAGNER; FLEGEL,
2014; WEBSITE ISBT, 2019).
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1.5.1 Base molecular do fenétipo RhD negativo

O fendtipo RhD negativo representa uma total auséncia dos polipeptidios D na
membrana eritrocitaria e a consequente auséncia de todos os epitopos do antigeno D
(DANIELS, 2002; WESTHOFF, 2007). Esta caracteristica genética particular contribui para a
forte antigenicidade da proteina RhD (FLEGEL, 2007). A exposi¢do do RhD a individuos D
negativos frequentemente resultam na producao do anticorpo anti-D (CHOU; WESTHOFF,
2009).

Diferentes eventos genéticos sdo responsaveis pela perda da expressdo do antigeno
RhD em diferentes popula¢ées (WESTHOFF, 2007). A delecdo do gene RHD € a causa mais
comum em caucasianos (15-17%) e menos comum em negros (5%) e asiaticos (3%)
(DANIELS, 2002; WESTHOFF, 2007).

A delecdo do gene RHD é resultado de um “crossing over” desigual que ocorre entre
duas regiGes com 1463pb sobre as Rhesus boxes (caixas rhesus) e é caracterizada pela
presenca de uma caixa rhesus hibrida (Figura 5) (DANIELS, 2002; WAGNER; FLEGEL,
2004). Este evento ocorre quando dois segmentos de DNA sdo altamente homdélogos como as
“Rhesus Boxes” (FLEGEL, 2007). O I6cus RH do haplétipo RHD negativo é similar ao 16cus
RH ancestral antes do evento de duplicagcdo (WAGNER; FLEGEL, 2004).
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- mz/ 7540 \\ 30 kb 76kd Telomere ‘
¢ "
— XM IRV AHCE |— 1po-p5
Unequal crossing over —»-ﬂ:)@—
betwoon 5’ & 3' rhesus boxoes » X
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T
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Fonte: Adaptado de (VAN KIM; COLIN; CARTRON, 2006)

Figura 5 - Polimorfismo RhD-positivo/RhD-negativo em caucasianos. Nos haplotipos RhD-positivo, o 16cus RH
é composto pelos genes RHD e RHCE em orientacdo oposta, enquanto o gene RHD estd ausente de RhD
haplotipos negativos. A presenga de um hibrido 5°/3” rhesus box em ldcus RhD-negativo sugere fortemente que
a delecdo do gene RHD ocorreu por crossing-over desigual
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A duplicacdo dos genes Rhesus ocorreu durante a evolucdo dos primatas, dando
origem aos genes RHD e RHCE em humanos. E provéavel que a orientacdo do RHD tenha sido
invertida durante esse evento (WAGNER; FLEGEL, 2002).

Em africanos negros, dois outros alelos RHD negativo estdo também presentes
(FLEGEL; WAGNER, 2002). Nestes, o cenario molecular mais comum do fenétipo RhD
negativo € a homozigose ou a hemizigose (com o RHD deletado) para um completo, mas
inativo, gene RHD, presente em 67% dos casos. Este gene inativo, chamado de RHD
pseudogene ou RHD ¥ contém uma sequéncia duplicada de 37 bp (19 altimos nucleotideos no
intron 3 e 18 primeiros nucleotideos do éxon 4). Esta duplicagdo gera uma leitura “frameshift”
(mudanca no quadro de leitura) e a introducdo de um stop cédon prematuro. O RHDY
também possui uma mutacdo nosense no éxon 6 (Try>stop), que garante a auséncia da
proteina RhD nos eritrécitos (DANIELS, 2002; WAGNER; FLEGEL, 2004).

Estes alelos RHD ndo funcionais sdo importantes para qualquer abordagem de
genotipagem, incluindo a genotipagem RHD por PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase): a
menos que a mutacdo seja detectada especificamente, a PCR RHD dara uma previsao
falsamente positiva para o antigeno D. Portanto, uma correta caracterizagdo do antigeno D por
PCR em africanos tornou-se possivel somente apds a caracterizacdo da estrutura do RHDY. A
deteccdo especifica de RHDY é considerada mandatoria para qualquer predicdo do antigeno D
por PCR, especialmente em popula¢des miscigenadas (WAGNER; FLEGEL, 2004).

Outras formas de alelos RHD aberrantes podem expressar proteinas RhD que ndo
carregam o antigeno D. Essas proteinas RhD séo codificadas por alelos hibridos RHD-CE-D
no qual os segmentos RHCE devem englobar pelo menos os éxons 4 a 7. Isso faz com que 0s
loops extracelulares 3 a 6 se assemelhem a RhCE. Os loops 1 e 2 ndo diferem entre as
proteinas RhD e RhCE e toda a parte extracelular dessas proteinas hibridas é igual a proteina
RhCE. Essas proteinas RhD anormais ndo podem expressar o antigeno D. Os dois exemplos
mais importantes de tais alelos sdo o gene hibrido RHD-CE(4-7)-D que é a terceira causa
mais comum de fenotipos RhD negativos entre os africanos e 0 RHD-CE(2-9)-D que é uma
das principais causas do fenotipo RhD negativo em chineses (CHOU; WESTHOFF, 2009;
DANIELS, 2002; WAGNER; FLEGEL, 2004).
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1.5.2 Base Molecular do feno6tipo RhD Fraco

O fenotipo D fraco é representado por um grupo de genotipos RHD que codificam
proteinas com alteracdes associadas a uma expressdo reduzida do RhD na superficie dos
eritrocitos (geralmente menos de 5.000 antigenos D por hemacias). Geralmente ndo ha
nenhuma mudanca qualitativa e, portanto, nenhuma imunizagdo anti-D (FLEGEL, 2007,
2012; WAGNER et al., 1999).

A fraca expressao do antigeno D resulta principalmente de mutacdes de ponto (SNP)
no gene RHD que codificam alteracdes de aminoécidos nas regides intracelulares ou
transmembrana da proteina RhD (Figura 6). Essas mudangas afetam a insercdo e a integragdo
da proteina na membrana eritrocitaria e, portanto, a quantidade de proteina RhD ¢ refletida no
numero reduzido de sitios do antigeno D nas hemacias. Esse fato explica porque o teste
indireto da antiglobulina humana (AGH) pode ser necessario para a detec¢do do antigeno D
(DANIELS, 2002; FLEGEL, 2012; WESTHOFF, 2005, 2007).
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Fonte: Adaptado de (WAGNER; FLEGEL, 2004)

Figura 6 - Proteina RhD Fraco. Os aminoacidos estdo representados em circulos. Os circulos pretos indicam
substituicBes de aminoéacidos, cada uma das quais foi correlacionada com um tipo de D Fraco molecularmente
distinto.

A presenca do alelo RHC em posi¢éo trans no 16cus RH, também esté associada com a
expressdo fraca do antigeno RhD na hemacia. Algumas vezes este mecanismo encontra-se

associado com tipos do antigeno RhD fraco, ocorrendo uma reducdo ainda maior da expressao
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deste antigeno na membrana da hemaécia, o que dificulta consideravelmente, a sua
identificacdo sorolégica (ARASZKIEWICZ; SZYMANSKI, 1987; MOTA et al., 2005).

A maioria dos individuos com fenotipos D fraco podem seguramente receber hemacias
RhD positivo e ndo produzir anti-D. No entanto, alguns individuos considerados incialmente
com fenotipo D fraco produziram aloanticorpo anti-D. A imunizagdo anti-D em portadores de
D fraco é rara, exemplos incluem o D fraco tipo 11,15, 21 e 57, o D fraco tipo 4.2, também
conhecido como DAR, e D fraco tipo 7. Os D fraco tipos 1, 2, 3 e 4.0/4.1, que sdo 0s mais
prevalentes em populacdes europeias e caucasianas, representam mais de 95% dos tipos de D
fraco identificados (DANIELS, 2002; FLEGEL, 2012; WAGNER et al., 2000; WESTHOFF,
2005).

A definicdo de D fraco depende dos reagentes anti-D e das técnicas utilizadas, o que
dificulta a avaliacé@o das frequéncias desse fenotipo. Uma estimativa € de que 0,2% a 1% de
individuos caucasianos e 1,7% de negros do norte de Londres carregam heméacias com a
expressao reduzida do antigeno D (DANIELS, 2002; WAGNER et al., 2000).

1.5.3 Bases Moleculares do fenotipo RhD Parcial

Os antigenos D parciais sdo caracterizados pela perda e/ou alteragdo de um ou mais
epitopos da proteina RhD. Eles podem ou ndo mostrar uma expressdo enfraquecida do
antigeno D, tornando dificil a diferenciacdo soroldgica entre D parcial e D fraco (AVENT,
2001; HUANG,; LIU; CHENG, 2000).

Os fendtipos D parciais tém alteragfes na proteina RhD que diferem suficientemente
da proteina RhD normal, a ponto de causar a producdo de alo anti-D e ndo reagir com alguns
dos reagentes anti-D monoclonais. Trés tipos de eventos sao responsaveis pela formacao
destes fendtipos: a formacédo de alelos hibridos RHD-CE-D ou RHCE-D-CE causados pelas
conversdes génicas entre os genes RHD e RHCE, que sdo favorecidas pela estrutura do I6cus
RH; mutagdes missenses localizadas nos loops extracelulares (Figura 7); e multiplas
substituicdes de aminoacidos dispersas na proteina RhD (FLEGEL; WAGNER, 2002;
WESTHOFF, 2007).
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Fonte: Adaptado de (FLEGEL; WAGNER, 2002)

Figura 7 - Proteina RhD Parcial. As posicGes de aminoacidos afetados nos fenétipos D parciais, incluindo as
categorias D, sdo mostradas em cinza. As substituicbes de aminoacidos ocorrem nos segmentos proteicos
extracelular em fenotipos D parciais. Os circulos pretos representam as substituicGes de aminoacidos que
ocorrem em fenétipos D fraco.

Os genes hibridos tém regides do RHD substituidos pelas correspondentes regides do

RHCE (Figura 8). Essas substituicbes podem envolver regides curtas que englobam varios
cddons, éxons inteiros ou grandes regides do gene, e a nova sequéncia de aminoécidos que
resulta da juncdo da proteina RhD com RhCE pode gerar novos antigenos Rh (WESTHOFF,
2007).

RHCE
HHHHH
s {HHHHHEHHH

RHD

Fonte: Adaptado de (DANIELS, 2013a)

Figura 8 - Provavel mecanismo de conversdo do gene Rh, com pareamento entre RHD e RHCE em cis. Neste
exemplo éxons 4-6 do RHD sdo substituidos pelos éxons equivalentes de RHCE para produzir o gene RHD-CE—
D caracteristico de fen6tipo DVI tipo 1.

O antigeno D é um mosaico de diferentes epitopos. Pessoas com eritrocitos que nao

possuam um ou mais desses epitopos (referidos como expressando um antigeno D parcial)
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podem fazer o aloanti-D dirigido aos epitopos D ausentes. Historicamente, os estudos
sorolégicos classificaram o antigeno D em seis categorias principais (DIl a DVII, com DI
sendo obsoleto), com base na interacdo das hemaécias e soros dos membros da categoria D, e
também pelos padrbes de reacdo com anti-D policlonal selecionado (Figura 9). Muitos outros
D parciais foram adicionados posteriormente (por exemplo, DFR, DBT, DOL e DAU). Trés
modelos de epitopos foram propostos compreendendo 9 epitopos ou 37 epitopos ou a
combinacdo de ambos com base no padréo de reacéo soroldgica de 80 anticorpos monoclonais
anti-D (FLEGEL, 2012; REID; LOMAS-FRANCIS; OLSSON, 2012).

Reactions with monoclonal anti-D

epD1  epD2 epD3 epD4 epD5 epD6/7 epD8 epD9

Dl a +/0 B 0 + + + 0
Dllla + + + + + + + +
Dillb + + + + + + + +
Dlllc + + + + + + + +
DIVa 0 0 0 } } t

DIvb 0 0 0 0 + + =F 0
DVa 0 + + + 0 + i 1
DV 0 0 I + 0 0 0 “F
DVII I ki i 4 + + 0 +
DFR +/0 +/0 R + +/0 +/0 0 +
DBT 0 0 0 0 0 +/0 +

DHAR 0 0 0 0 +/0 +/0 0 0
+= Positive; +/0 = Positive with some anti-D, negative with other anti-D; 0 = Negative.

Fonte: Adaptado de (REID; LOMAS-FRANCIS; OLSSON, 2012)

Figura 9 - Modelo de nove epitopos de antigenos D parciais.

ReagGes com anti-D mostraram que alguns fendtipos D parciais expressaram
fortemente epitopos D (por exemplo, DIII, DIVa), outros tém expressdo variavel dos epitopos
relevantes, demonstrando assim alteracdo qualitativa e quantitativa (por exemplo, DVa,
DVII). Ainda outros tém epitopos muito fracamente expressos (por exemplo, DVI Tipo 1,
DAR) e estes sdo referidos como “fenétipos D parciais fracos”. Alguns fenotipos parciais D
estdo associados a expressdo de um antigeno de baixa frequéncia (por exemplo, FPTT com
DFR e Ro™" e BARC com DVI tipos Il e Il) (AVENT, 2001; REID; LOMAS-FRANCIS;
OLSSON, 2012).
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1.5.4 Bases Moleculares do fen6tipo Rh DEL

O fendtipo DEL é caracterizado por uma expresséo reduzida do antigeno D, detectavel
sorologicamente apenas por técnicas de adsor¢do e eluicdo (AVENT, 2001; FLEGEL,;
WAGNER, 2002). Este fenétipo apresenta uma densidade antigénica muito baixa com
ndiimeros de sitios variando 22 a 36 por célula (KORMOCZI et al., 2005; KULKARNI, 2017).

O DEL foi relatado em um terco de individuos D negativo do leste asitico e da
populagdo chinesa onde o alelo RHD 1227 G>A (K409K) é a mutacdo mais comum
identificada. A substituicdo ocorre no limite entre o intron 9/éxon 9 e resulta na perda de
transcricdo do éxon 9 (DANIELS, 2002, 2013b; FLEGEL, 2012).

Em caucasianos, o fendétipo DEL mais comum é o alelo RHD (M2951) com uma
frequéncia de 1: 6493 em europeus. Uma frequéncia muito maior de 1: 272 foi encontrada em
doadores D negativo. No Brasil, alelos DEL j& foram caracterizados em individuos
fenotipados como RhD negativos (COSTA et al., 2014; KULKARNI, 2017; MOTA et al.,
2012).

A expressao do fenotipo DEL é mais frequentemente causada por mutacdes missenses,
que alteram os sitios de splicing. Outros mecanismos responsaveis pelo fendtipo DEL
incluem insercdes, delecBes, formacdo de alelos hibridos e stop cédon (FLEGEL, 2012;
STEGMANN et al., 2016).

A presenca da variante DEL € de interesse mundial, devido ao seu potencial para
causar aloimunizacdo anti-D, quando doadores de sangue DEL positivos séo inadvertidamente
rotulados como RhD negativo. Diversos trabalhos tém realizado a genotipagem em doadores
de sangue RhD negativo, a fim de descartar a presenca do alelo RHD. E muitos deles tém
confirmado uma alta incidéncia da ndo expressdao dos alelos RHD em individuos com
positividade para os antigenos C e/ou E (CHRISTIANSEN; SORENSEN; GRUNNET, 2010;
COSTA et al., 2014; FLEGEL, 2012; FLEGEL; VON ZABERN; WAGNER, 2009;
GASSNER et al., 2005; MOTA et al., 2012; MOUSSA et al., 2014).

1.6 Reagentes anti-D

Na medicina transfusional ha grande interesse clinico na detec¢do de antigenos RhD
variantes, principalmente, porque seus anticorpos estdo implicados em severas reacoes
tranfusionais, na DHFN e AHAI. Individuos que possuem esses fendtipos, se doadores,

podem ndo ser corretamente detectados, podendo causar producédo de alo anti-D em receptores
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RhD negativos; e, se pacientes, podem ser sensibilizados e formar alo anti-D ao receberem
hemacias com antigeno RhD normal e/ou quando mulheres podem ser sensibilizadas na
gestacdo de feto RhD positivo. (DANIELS, 2013b; HEMKER et al., 1999).

Tendo em vista esses fatores, a correta identificacdo dos antigenos RhD é de suma
importancia na rotina laboratorial imuno-hematoldgica seja em doadores ou pacientes e,
portanto, a escolha dos reagentes e metodologias utilizadas deve ser realizada de forma
bastante criteriosa.

No Reino Unido, a recomendacdo para pacientes, incluindo as gestantes, é a testagem,
em duplicata, por aglutinagéo direta com um potente anti-D monoclonal IgM. Esses reagentes
sdo selecionados para detectar todos os tipos de D fraco, com excecdo das hemacias DVI que
sdo fenotipadas e tratadas como RhD negativo, devido ao risco de formacao de anti-D. O teste
da antiglobulina (AGH) nao é recomendado para pacientes. Para a fenotipagem de doadores
de sangue, a recomendacdo é a selecdo de dois reagentes com diferentes clones, capazes de
detectar hemacias DVI e as demais variantes e os resultados discrepantes ou inconclusivos
devem ser repetidos e classificados como RhD positivo (DANIELS, 2013b).

No Brasil, em doadores de sangue, 0 antigeno RhD é determinado colocando-se as
hemacias com antissoro anti-RhD (anti-D). Se a reacdo for negativa para a presenca do
antigeno RhD, € efetuada a pesquisa do antigeno D fraco. Para a realizagdo da pesquisa de
antigeno D fraco, € recomendada a utilizagdo de, no minimo, dois antissoros anti-RhD, sendo
que, pelo menos um desses antissoros contenha anticorpos da classe IgG. Os antissoros
devem ser obtidos de linhagens celulares distintas, incluindo a fase da antiglobulina humana
(AGH). Quando a tipagem RhD ou a pesquisa do antigeno D fraco resulta positiva, o sangue é
rotulado como "RhD positivo". Quando ambas as provas resultarem negativas, 0 sangue é
rotulado como "RhD negativo" (BRASIL, 2017).

Em pacientes, a recomendacdo € que o antigeno RhD seja determinado colocando-se
as hemacias com antissoro anti-RhD. Se a reagdo for negativa para a presenca do antigeno
RhD, recomenda-se a realizagdo da pesquisa do antigeno D fraco. Se a pesquisa de D fraco
ndo for realizada, o paciente sera considerado Rh negativo para fins transfusionais. Quando a
tipagem RhD ou a pesquisa do antigeno D fraco resultar positiva, o paciente pode ser
considerado "RhD-positivo™. Quando ambas as provas resultarem negativas, o paciente sera
considerado "RhD negativo". Recomenda-se também a utilizagdo de um antissoro monoclonal
que detecta o antigeno D parcial categoria VI (DVI+ / positivo) e um antissoro que nédo

detecta o antigeno D parcial categoria VI (DVI- / negativo). Nesta hipotese quando houver
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discrepancia nos resultados entre os dois antissoros utilizados, deve-se investigar a presenca
dos antigenos D fraco e/ou D parcial na amostra (BRASIL, 2017).

Devido a grande variabilidade antigénica das variantes RhD, quando consideramos a
fenotipagem do antigeno RhD em doadores de sangue, é importante que 0s reagentes
utilizados sejam capazes de detectar o maior ndmero possivel de variantes com baixa
expressdo antigénica e/ou alterages qualitativas, juntamente com a utilizacdo de técnicas e
metodologias sensiveis.

Em relacdo a deteccdo de antigenos RhD variantes em pacientes e gestantes, a estratégia
adequada para a selecdo de reagentes anti-D para fenotipagem RhD, deve considerar o
potencial de aloimunizacdo anti-D dos antigenos RhD variantes que devem ou ndo ser
detectados. Comumente utilizamos reagentes anti-D DVI- para fenotipagem RhD, todavia,
outras variantes devem ser consideradas nesse contexto, como por exemplo, as variantes DAR
e Dllla. Essas variantes sdo associadas a aloimunizacdo anti-D e sdo frequentemente
encontradas em individuos brasileiros (CASTILHO et al.,, 2005; SANDLER; CHEN;
FLEGEL, 2017).

1.7 Genotipagem RHD

A investigacdo molecular de D variantes € indicada sempre que houver discrepancias
de resultados entre os reagentes anti-D ou quando da ocorréncia de reacdes fracas na tipagem
RhD, uma vez que, os testes soroldgicos ndo sdo capazes de distinguir entre D fraco e D
parcial. A distingdo entre essas variantes € muito importante, pois individuos que possuem
fenotipos D fraco tipos 1, 2 e 3, que sdo a maioria, e outros fenotipos D fraco menos
frequentes, podem receber transfusdo de sangue RhD positivo, sem risco de aloimunizacao,
preservando os estoques baixos de bolsas de sangue RhD negativo, e evitando a aplicacao
desnecessaria da profilaxia Ig anti-D em gestantes, com excecdo de alguns fenétipos D fraco
raros (5, 11, 15, 21, 57), enquanto que, individuos que possuem antigenos RhD parciais
devem receber sangue RhD negativo, pois correm risco de aloimunizacdo por anti-D
(SANDLER; CHEN; FLEGEL, 2017; WAGNER et al., 2000).

A genotipagem molecular do RHD pode também ser usada para determinar o fenétipo
de pacientes que foram recentemente transfundidos ou cujos glébulos vermelhos estdo
revestidos com IgG (Teste da antiglobulina Direto (TAD) positivo). A identificagdo do RhD,

por métodos moleculares, tem aplicagdes ainda no contexto do pré-natal na determinacédo da
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zigosidade paterna do gene RHD, para prever o status de RhD fetal e prevenir procedimentos
invasivos e imunoprofilaxia anti-D (WESTHOFF, 2004).

Ha ainda aplicacbes da genotipagem dos genes RHD e RHCE em pacientes com
doenca falciforme, que sdo homozigotos para alelos RH variantes, e/ou estejam em risco para
a producdo de aloanticorpos contra antigenos Rh de alta incidéncia e, junto com a
genotipagem em doadores, pode causar um impacto positivo na redugdo da aloimunizagéo por
antigenos Rh e otimizar o uso de sangue raro, nesses pacientes (WESTHOFF, 2006, 2007).

Ao longo dos anos, diversas metodologias foram desenvolvidas e aplicadas na
caracterizagdo molecular de antigenos D variantes. Os métodos disponiveis podem ser
divididos nas seguintes categorias: baixo a médio rendimento: PCR, PCR-RFLP, PCR-SSP ou
PCR-AS, PCR em tempo real, sequenciamento de DNA e pirosequenciamento e alto
rendimento com sistemas baseados em Microarrays (Bloodchip, BeadChip e Genome Lab.
SNP stream) (MONTEIRO et al., 2011).

Uma das abordagens mais comuns, a PCR-AS ou PCR-SSP, utiliza sequéncias de
primers oligonucleotideos especificos, com a amplificacdo indicando a presenca de um alelo e
a falta de amplificacdo que denota auséncia do alelo. A visualizacao é feita por eletroforese
em gel de agarose. Outro metodo comum é o polimorfismo de comprimento de fragmento por
PCR-RFLP do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism, com primers projetados
para amplificar a regido contendo um alelo de polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP)
seguido por digestdo com uma enzima de restricdo para detectar o SNP. O tamanho dos
produtos, conforme determinado por eletroforese, indica a presenca ou auséncia do SNP
(WESTHOFF, 2004, 2006). Embora sejam bastante reprodutiveis, esses métodos possuem a
desvantagem de serem muito trabalhosos e demorados, além de requererem analises pds-PCR,
0 que dificulta a automacéo e aumenta o risco de contaminacdo (MONTEIRO et al., 2011).

Devido ao alto grau de polimorfismo do sistema Rh, além das técnicas anteriormente
mencionadas, pode ser ainda necessario o emprego de métodos especificos para a
genotipagem de um antigeno particular, podendo até mesmo requerer métodos de
sequenciamento direto para identificacdo de genes RHD alterados (CREDIDIO, 2010).

As plataformas automatizadas com deteccdo baseada em fluoresceina e tecnologias de
microchips estdo sendo ativamente exploradas, por exemplo, a utilizacdo de beads e
microarrays, que podem facilmente analisar varias regides dos genes e aplicar automacao de
algoritmos multifacetados para interpretac6es precisas (WESTHOFF, 2006).

Sendo assim, a utilizacao das ferramentas de biologia molecular tem sido fundamental

na implementacdo de metodologias nos laboratérios de imuno-hematologia, principalmente,
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quando a investigagdo se concentra em antigenos de grupos sanguineos altamente
polimorficos e imunogénicos, como 0s antigenos do sistema Rh. Apesar da robustez dos
métodos que envolvem a genotipagem RH e os inUmeros beneficios que essa tecnologia pode
trazer para a medicina transfusional, muitos laboratrios ndo dispGem desse recurso,
principalmente, devido aos custos de insumos e equipamentos, e necessitam de laboratdrios
de referéncia para a resolucdo de casos complexos.

Mediante todo o conhecimento acumulado durante décadas de investigacfes acerca
das variantes RhD e a escassez de trabalhos que caracterizem essas variantes em nossa regiao,
nos resolvemos investigar a ocorréncia e determinar as frequéncias desses alelos na populagéo
do Distrito Federal, Centro Oeste do Brasil, assim como, desenvolver uma estratégia de

genotipagem RHD em nossa instituicdo, visando a implementacao futura.
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2 JUSTIFICATIVA

A correta identificacdo das variantes RhD tem grande importancia na medicina
transfusional. No entanto, ainda existem poucos relatos sobre a distribuicdo e a frequéncia
destas variantes de RhD no territorio brasileiro. A maioria dos trabalhos relata o cenério da
regido sudeste. Porém outras regides do pais devem ser consideradas, uma vez que
dependendo da regido estudada, a influéncia da colonizacdo portuguesa, italiana ou africana
sofrida no Brasil, pode modificar a composi¢cdo das variantes de RhD. Além disso, a
populacdo brasileira possui uma alta taxa de miscigenacao, e a simples caracterizagao étnica,
considerando o préprio relato ou a cor da pele, ndo pode ser considerada. Desta forma, o
presente trabalho destina-se a caracterizacdo das variantes do antigeno RhD e a avaliacédo da
frequéncia dos seus alelos, a nivel molecular, em doadores de sangue da Fundacao
Hemocentro de Brasilia, Distrito Federal, Centro Oeste do Brasil.

O desenvolvimento deste trabalho ird permitir a correta determinacdo das variantes
RhD em uma regido que ndo possui outros estudos desta natureza. Além disso, esta pesquisa
ampliara o conhecimento das caracteristicas multirraciais da populacdo do Distrito Federal e
poderéa auxiliar em futuros protocolos de genotipagem de grupos sanguineos, necessarios para
a confirmacdo de resultados sorologicos. Desta forma, os dados gerados com ferramentas
moleculares para descricdo de variantes RhD associados a metodologia de hemaglutinacédo

podem aumentar, consideravelmente, a seguranca transfusional em nossa populacao.
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HIPOTESE

No Distrito Federal amostras de sangue com discrepancia soroldégica na determinacao
do antigeno RhD na rotina imuno-hematolégica de doadores de sangue apresentam uma
frequéncia consideravel de variantes de Rh D Fraco/Parcial, que pode ter relagdo com a
composicdao étnica-racial da regido.

A caracterizacdo molecular de antigenos RhD variantes é uma estratégia
complementar aos testes soroldgicos, que pode ser implementada na rotina imuno-

hematoldgica de doadores e pacientes.
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4 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as variantes RhD fraco tipos 1, 2, 3e 4 e RhD parciais em amostras de

doadores de sangue da Fundacdo Hemocentro de Brasilia por métodos moleculares.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar amostras com reatividade fraca, inconclusiva ou discrepante na
fenotipagem RhD;

e Confirmar por métodos moleculares a presenca de antigenos RhD variantes,
em amostras de doadores de sangue;

e [Estabelecer a prevaléncia de variantes Rh D fraco tipos 1, 2, 3 e 4 e alelos
RHD Parciais, entre as amostras de sangue previamente fenotipadas como RhD
atipicas;

e Analisar a associacao entre variantes RhD e fen6tipos RhCE;

e Auvaliar a zigosidade do gene RHD em amostras caracterizadas como D fraco

e/ou D Parcial
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5 ESTRATEGIAEXPERIMENTAL
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Figura 10 - Fluxograma exemplificando a estratégia experimental para caracterizacdo de amostras RhD
variantes. Apds a investigagdo soroldgica de antigeno D na rotina imuno-hematoldgica de doadores de sangue
foram selecionadas as amostras que apresentaram reac6es fracas, inconclusivas e discrepantes com o resultado
de confirmagdo de fraco positivo. A fenotipagem RhCE foi realizada em todas as amostra com o intuito de fazer
associacao entre os fenotipos. Para iniciar a investigagdo molecular de antigenos D variantes foi realizada PCR-
SSP para a amplificacdo das regides intron 4 e éxon 7 do gene RHD em todas as amostras com o intuito de
confirmar a presenca do gene RHD. Apo6s confirmagdo, as amostras seguiram para uma triagem por PCR-AS
para os RhD fraco tipos 2, 3 e 4, inicialmente com as 10 primeiras amostras. O resultado da triagem demonstrou
que o D fraco tipo 4 (602C>G) foi 0 mais frequente e, portanto a investigacdo nas demais amostras se iniciou por
essa variante. De forma subsequente seguiu-se a investigacdo do D fraco tipos 2, 3 e PCR- RLFP para o D fraco
tipos 1 e 15 e Parcial DAU-3. O teste de zigosidade RHD (gPCR e delecdo do gene RHD) e o teste para detecgdo
de Pseudogene (RHDY) foram executados para todas as amostras. Por fim, as amostras que ndo haviam sido
caracterizadas por meio das técnicas executadas foram encaminhadas para a realizacdo de sequenciamento dos
10 éxons do gene RHD. Adicionalmente, as amostras inicialmente caracterizadas como RhD fraco tipo 4 foram
encaminhadas para sequenciamento dos éxons 3, 5, 6 e 7 para a determinacdo dos subtipos dessa variantes
conhecidas como DAR.
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6 MATERIAISE METODOS
6.1 Casuistica

Para a investigacdo molecular de antigenos RhD variantes, foram selecionadas 103
amostras de sangue periférico, obtidas de doadores voluntarios de sangue da Fundacdo
Hemocentro de Brasilia (FHB), que apresentaram na triagem sorologica de imuno-
hematologia resultados da fenotipagem para o antigeno RhD, negativos, inconclusivos ou
com aglutinagdes fracas (menores que 2 cruzes); e que apos o teste indireto da antiglobulina
humana (AGH), para confirmacédo de D fraco, apresentaram resultado positivo e controle Rh
negativo (Figuras10 e 11).

O periodo de coleta se estendeu de outubro a dezembro de 2016, no qual foram
analisadas 7.983 amostras de sangue no laboratério de imuno-hematologia de doadores da
Fundacdo Hemocentro de Brasilia.

Os criterios de exclusdo foram: amostras inadequadas para a extracdo de DNA com
hemdlise e/ou manipulacdo prévia, sem condicdes assepticas e/ou com auséncia da camada
leucoplaquetéria; amostras que apresentaram resultado positivo no teste sorolégico de
controle Rh; e casos duplicados, para doadores que fizeram mais de uma doagdo no periodo

de coleta das amostras, sendo considerada somente a amostra da primeira doagéo.

6.2  Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa da Fundacdo Hemocentro
de Brasilia - DF e pela Fundagdo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Salude - DF (FEPECS),
instituicGes vinculadas & Secretaria de Estado da Saude do Distrito Federal. A Fundacéo
Hemocentro de Ribeirdo Preto (FUNDHERP) foi incluida como instituicdo coparticipante.
Numero de processo pela plataforma Brasil € CAAE: 60130416.0.0000.5553 (ANEXO 1).

6.3  Fenotipagem RhD

A fenotipagem para o antigeno RhD foi realizada pelo método de hemaglutinacdo em
microplaca em fundo U, contendo anticorpos monoclonais anti-D liofilizados, de duas
linhagens celulares distintas, TH-28 (IgM), MS-201/MS-26 (IgM/IgG), DiaMed GmbH,
Cressier FR, Switzerland, Biorad®.
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Apos a retirada do lacre da microplaca, foram pipetados, de forma automatizada, 50
uL de suspensdo de hemacias (do doador) em bromelina, na concentracdo 0,8% nos po¢os
correspondentes ao anti-D. A bromelina € uma solucdo que atua como uma enzima
proteolitica que modifica antigenos presentes nas hemécias, exacerbando a reatividade de
certos sistemas de antigenos/anticorpos, como os antigenos do sistema Rh e destruindo outros.
A microplaca foi incubada durante 10-15 minutos em temperatura ambiente (18-25°C) e
centrifugada por 90 segundos a 900 rpm. A leitura foi realizada de forma automatizada, pelo
equipamento Lyra, Biorad® (Figura 11). As amostras que apresentaram resultados negativos,
inconclusivos e/ou aglutinagdo fraca (menor que 2+), foram submetidas ao teste de

confirmacéo do RhD Fraco.
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Figura 11 - Fenotipagem direta de antigenos ABO e RhD em microplaca. Interpretacdo dos resultados: (A)
Positivo; (B) negativo; (C) Aglutinagdo fraca menor que 2+. O resultado inconclusivo é caracterizado quando é
observada discrepancia de resultados entres os reagentes anti-D (DVI- e DVI+), ou quando ocorrem aglutinagdes
extremamente fracas e o equipamento ndo consegue interpretar.

6.4  Confirmacao de D Fraco

A confirmacdo sorologica de RhD Fraco, realizada por meio do teste indireto da
antiglobulina humana (AGH) a 37°C, utilizou cartdo gel Coombs anti-lIgG, DiaMed GmbH,
Cressier FR, Switzerland, Biorad®, contendo em seus microtubos, anticorpos anti-IgG

(coelho) suspensos em gel.
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Apobs a retirada do lacre do cartdo, foi pipetado no microtubo, 50uL de hemécias
suspensas em LISS (ID Diluente 1) na concentracdo 0,8% e adicionado 50uL de antissoro
anti-D (anticorpo anti-D 1gG monoclonal, linhagem celular ESD1, Biorad®). O cartéo foi
incubado durante 15 minutos a 37°C e centrifugado por 10 minutos. Apéds a centrifugacédo foi
feita a leitura e interpretacdo dos resultados de forma automatizada (Figura 12). A solucéo
LISS é uma solugéo de baixa forca idnica modificada, que facilita a ligacéo entre o anticorpo
e seu antigeno complementar. As amostras que apresentaram resultados positivos foram
encaminhadas para o teste de controle Rh. Este teste utiliza a mesma metodologia, mesmos
reagentes, do mesmo fabricante do teste de confirmacdo do D fraco, com excecdo do reagente
anti-D. O resultado positivo neste teste, invalida a fenotipagem RhD, e o teste da
antiglobulina Direto (TAD) é realizado nesses casos. Todo o processo ocorreu de forma

automatizada, por meio do equipamento Techno, Biorad®.
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Figura 12 - Confirmacdo de D Fraco em cartdo gel anti-IgG rabbit. Interpretacdo dos resultados: as amostras que
apresentaram aglutinacdo formando uma linha vermelha (hemécias) na superficie do gel ou dispersas ao longo
do gel foram interpretadas como RhD positivo (D Fraco positivo) e aquelas que apresentaram botdo compacto
de hemacias no fundo do microtubo foram interpretadas como RhD negativo (D fraco negativo).

6.5  Fenotipagem Rh-Subgrupos + Kell

A fenotipagem dos antigenos Rh (C, c, E, e) e antigeno Kell foram realizados pelo
método cartdo gel, em todas as amostras selecionadas para o estudo. O cartdo continha
anticorpos monoclonais anti-C (linhagem celular MS-24), anti-c (linhagem celular MS-33),
anti-E (linhagem celular MS-260), anti-e (linhagens celulares MS-16, MS-21 MS-63 e anti-K
(linhagem celular MS-56) suspensos em gel, DiaMed GmbH, Cressier FR, Switzerland,
Biorad® (Figura 13).
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Apos a retirada do lacre do cartdo foi pipetado no microtubo, 10 -12,5uL de suspensédo
de hemacias em LISS na concentracdo de 5%. O cartdo foi centrifugado por 10 minutos e a

leitura foi realizada de forma automatizada, por meio do equipamento Techno, Biorad®.

o 1 e B

Fonte: Disponivel em: <http://www.bio-rad.com/pt-br/product/diaclon-rh-subgroups-k?1D=L034V6LBW>
Acesso em 01/03/2019

Figura 13 - Cartdo de fenotipagem Rh-Subgrupos + K. Interpretacdo dos resultados: a aglutinacdo formando
uma linha vermelha em cada microtubo € interpretada como reagdo positiva e as hemacias compactas no fundo
de cada microtubo sdo interpretadas como reacdo negativa. O microtubo ctl, é o controle da reacdo. O resultado
negativo valida o teste. Fendtipo RhCE: ccee, e Kell negativo.

6.6  Extracdo de DNA

Foi utilizado para extracdo de DNA o kit comercial Biopur Mini Spin Plus 250,
(Mobius Life Science, Pinhais — PR, BR). O DNA foi obtido por meio de buffycoat de
amostras de sangue, colhidas do sangue periférico dos doadores de sangue, em tubos contendo
0 anticoagulante EDTA K2EDTA, Vacuette®, Greiner Bio-One. O kit utilizado permitiu a
extracdo e purificacdo de DNA genémico empregando tubo-filtro. A metodologia abrange as
etapas de lise da amostra, ligacdo do DNA genémico a membrana do tubo, lavagem da

membrana e eliminacgdo do etanol e eluicdo do DNA genémico (Figura 14).

/S -
T-1-8-T_7

Lise do Material Ajustes das Condicdes Ligacao do DNA na Lavagem Eluicao do DNA
de Ligacao Coluna (Tubo Spin Plus)

Fonte:< http://www.biometrix.com.br/kit-de-extracao/biopur-dna> Acesso: 25 de fev. de 2019

Figura 14 - Demonstracao das etapas da extracdo de DNA


http://www.bio-rad.com/pt-br/product/diaclon-rh-subgroups-k?ID=LO34V6LBW
http://www.biometrix.com.br/kit-de-extracao/biopur-dna/
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O protocolo da extracdo de DNA foi realizado de acordo com as instrugdes do
fabricante e consistiu em: adicionar 25 pL de Proteinase K e 200 pL de amostra bioldgica, em
um microtubo de centrifugacdo de 1,5 mL. Adicionar 200 pL de Tampdo de Lise S e
homogeneizar vigorosamente em vértex (10 a 20 segundos). Incubar os microtubos a 56°C
por 15 minutos. Adicionar 210 pL de Etanol (96-100%) e homogeneizar em vortex. Transferir
toda a mistura para o Tubo Spin S. Centrifugar por 1 minuto a 11.000 x g. Descartar o tubo de
coleta com o filtrado. Colocar o tubo-filtro sob um novo tubo de coleta e adicionar 500 pL de
tampdo de lavagem Sl. Centrifugar por 1 minuto a 11.000 x g. Descartar o Tubo de coleta
com o filtrado. Colocar o tubo-filtro sob um novo tubo de coleta e adicionar 600 pL de
Tampéo de Lavagem Sll. Centrifugar por um minuto a 11.000 x g. Colocar o tubo-filtro
novamente sob o0 Tubo de Coleta e centrifugar por mais um minuto a 11.000 x g para secagem
da membrana de silica. Colocar o tubo-filtro em um tubo de elui¢do S e adicionar 200 uL de
Tampao de Eluicdo S. Aguardar um minuto e centrifugar por mais um minuto a 11.000 x g.

Apos a extracdo as amostras foram submetidas a quantificacdo e qualificagdo do DNA
no aparelho NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific), USA.

6.7 Reacdo em cadeia da Polimerase — PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ um método de sintese enzimatica de
fragmentos de DNA, que inclui as etapas de desnaturacdo, anelamento e extensdo (ou
polimerizagédo). As etapas da PCR s&o promovidas por aumento e diminuigdo de temperatura.

Neste trabalho, foram utilizadas diferentes técnicas de PCR, como por exemplo: a
reacdo de PCR — Multiplex, PCR alelo especifico (PCR-AE), PCR sequéncia especifica
(PCR-SSP), Restriction Fragment Length Polymorfisms (PCR-RFLP) e PCR em tempo real.

6.7.1 PCR - Multiplex

A técnica de PCR-multiplex € utilizada quando mais de um segmento gendmico é
amplificado numa unica reagdo, cada um com seu par de primers especifico. Foi utilizada para
caracterizacdo molecular confirmatéria do gene RHD. Esta reacdo foi utilizada para a
confirmacdo molecular do gene RHD, onde foram amplificadas trés regiGes génicas; o intron
4, 0 éxon 7 do gene RHD e como controle endégeno da reacdo, o gene do horménio de
crescimento humano (HGH). A escolha das regides (intron 4 e o éxon 7) se baseou nas

diferencas entre as sequencias génicas dos RHD e RHCE nessas regides.
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O protocolo consistiu na mistura de 17,5 pL de agua free nuclease, 5,0 puL de buffer
PCR 10X (concentracdo final 1X), 2,0 uL de MgCl, 50 mM (concentracdo final 1,5 mM), 5,0
puL de dNTPs10 mM (concentracédo final 0,2 mM), 2,5 pL de primer éxon 7 sense 7,5 uM, 2,5
uL de primer éxon 7 antisense 7,5 uM; 2,5 pL de primer intron 3 sense 5 pM, 2,5 pL de
primer intron 4 antisense 5 uM; 2,5 uL de primer HGH sense 3 uM, 2,5 pL de primer HGH
antisense 3 UM (Tabela 2); 0,5 pL de enzima Tag DNA polimerase da Invitrogem®, Thermo
Fisher Scientific 5 U/uL (concentracdo final 0,0125 U/uL) e 5 pL de DNA gendmico
(200ng/uL). As reagdes foram incubadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) com programa de amplificacdo especifico (Tabela 6). Os produtos de

PCR foram visualizados em eletroforese de gel agarose 2%.

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo das regides intron 4 e éxon 7 do gene RHD e
controle endégeno (HGH) e tamanho dos fragmentos obtidos.

Localizacao bp Primers Sequéncia T°C
RHD 95 Exon 7/for 5’AGCTCCATCATGGGCTACAA 3’ 64.5
Exon 7/rev 5’ATTGCCGGCTCCGACGGTATC 3’ 72.9

498 Intron 3/for 1 5’GGGTTGGGCTGGGTAAGCTCT 3’ 69.4

Intron 4/rev 5’GAACCTGCTCTGTGAAGTGCT 3’ 63.6

Controle 434 HGH-S (HGH-5580) 5-TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3" 70.1
enddgeno HGH-AS (HGH-5967) 5"-CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3’ 70.2

6.7.2 PCR sequéncia especifica (PCR-SSP)

Esta técnica foi utilizada para determinacdo da zigosidade do gene RHD e também
para deteccdo do pseudogene. No caso da zigosidade, o principio do teste se baseou na
existéncia de um segmento denominado “Hybrid Rhesus box”, que caracteriza a delecdo
completa do gene RHD. A deteccdo do Hybrid Rhesus Box foi analisada a partir da
amplificacdo de um fragmento de 2778 pb (Tabela 3), utilizando primers especificos para o
hybrid e “upstream” e “dowstream” Rhesus Boxes, juntamente com o controle end6geno
HGH, conforme protocolo adaptado previamente descrito de Perco et al (PERCO et al.,
2003).

O protocolo desta reacdo consistiu na mistura de 24,5 pL de agua free nuclease, 5,0
pL de buffer PCR 10X (concentracéo final 1X), 3,0 pL de MgCI2 50 mM (concentracgéo final
3 mM), 2,0 puL de dNTPs10 mM (concentracdo final 0,4 mM), 1,25 L de primer HGH sense
10 pM, (concentracdo final 0,25 pM), 1,25 yL de primer HGH antisense 10 uM
(concentracdo final 0,25 uM), 5,0 pL de primer U1-s sense 10 puM (concentragéo final 1 puM),
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5,0 pL de primer RNB-31 antisense 10 uM (concentracdo final 1 uM) (Tabela 3), 0,5 pL de
enzima Taq DNA polimerase 5 U/uL (concentracdo final 0,05 U/uL) e 5 pL de DNA
genémico (200ng/uL).

As reagdes foram incubadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) com programa de amplificacdo especifico (Tabela 6). Os produtos de
PCR foram visualizados em eletroforese de gel agarose 2% corados com Gel Red.

O protocolo para a deteccdo do pseudogene (RHDY), se baseou na amplificacdo de um
fragmento de 250bp, entre o intron 3 e éxon 4, que contém a insercdo de 37bp. O protocolo
desta reacdo consistiu na mistura de 33 pL de &gua free nuclease, 5,0 puL de buffer PCR 10X;
1,5 puL de MgCly, 1,0 pL de dNTPs 10 mM, 1,0 pL de primer HGH sense 70ng/uL, 1,0 pL
de primer HGH antisense 70ng/pL, 1,0 pL de primer intron 3/for2 sense 150ng/pL, 1,0 pL
de primer exon 4 insert/ver 150ng/uL (Tabela 3), 0,5 uL de enzima Tag DNA polimerase 5
U/uL e 5 pL de DNA gendémico (200ng/pL).

As reacOes foram incubadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) com programa de amplificacdo especifico (Tabela 6). Os produtos de

PCR foram visualizados em eletroforese de gel agarose 2% corados com gel Red.

Tabela 3 - Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo das regibes correspondentes aos segmentos
Hybrid Rhesus box, Pseudogene e controle endégeno (HGH) e os tamanhos dos fragmentos obtidos.

Localizacao bp Primers Sequéncia T°C
Hybrid 2778 Ul-s 5> TGAGCCTATAAAATCCAAAGCAAGTTAG 3’ 64.0
Rhesus Boxes Rnb-31 5> CCTTTTTTTGTTTGTTTTTGGCGGTGC 3’ 68.0
Pseudogene 250 Intron 3/for2 5’AACCTGGGAGGCAAATGTT 3’ 63.3
RHDY Exon 4 insert/rev 5’ AATAAAACCCAGTAAGTTCATGTGG 3’ 62.8
Controle 434 HGH-S (HGH-5580) 5"-TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3’ 70.1
enddgeno HGH-AS (HGH-5967) 5-CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3" 70.2

6.7.3 PCR alelo especifico (PCR-AE) ou PCR allele specific (PCR-AS)

A PCR - AE utiliza primers dirigidos a um Unico ponto de muta¢do ou polimorfismo
no DNA. Esta técnica foi utilizada para a deteccdo de polimorfismos de Unico nucleotideo que
caracterizam a expressao dos fenotipos RhD fraco tipos 1, 15 e Parcial DAU-3 (ver PCR-
RFLP), 2 (1154G>C), 3 (8C>G) e do polimorfismo (602 C>G) comum a diversos fendtipos
incluindo o fenotipo RhD fraco tipo 4 ou DAR.
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O protocolo da PCR-AS consistiu na mistura de 13,1 uL de &gua free nuclease, 5,0 pL
de buffer PCR 10X (concentracdo final 1X), 1,5 uL de MgCl, 50 mM (concentracdo final 1,5
mM), 1,0 uL de dNTPs10 mM (concentracéo final 0,2 mM), 1,0 pL de primer HGH sense 20
UM, 1,0 pL de primer HGH antisense 20 uM, 1,0 pL de primer sense 10 uM (concentragao
final 0,5 uM), 1,0 uL de primer antisense 10 uM (concentragdo final 0,5 uM) correspondente
a deteccdo de cada tipo de D fraco (Tabela 4) , 0,4 pL de enzima Tag DNA polimerase 5
U/uL (concentracdo final 0,0125 U/uL) e 5 uL de DNA gendmico (200ng/uL).

O protocolo para detecgdo de D fraco tipo 1, 15 e Parcial DAU consistiu na mistura de
34,75 pL de agua free nuclease, 5,0 pL de buffer PCR 10X (concentracgdo final 1X), 12,0 uL
de MgCl, 50 mM (concentragdo final 1,5 mM), 1,0 pL de dNTPs10 mM (concentracao final
1,25 mM), 1,0 pL de primer V270G 10 100ng/uL, 1,0 pL de primer RhDI6R 100ng/pL
(Tabela 4), 0,25 puL de enzima Taq DNA polimerase 5 U/uL e 5 uL de DNA genémico
(200ng/pL).

Tabela 4 - Sequéncia de primers utilizados nas reacGes de PCR — AS do gene RHD para deteccdo de D fraco
tipos 1, 2, 3, 4 e 15 e Parcial DAU-3

Detecgéo Primers Sequéncias pb

RHD Fraco tipo 1

e 15 e DAU-3 V270G-F 5’GAGTGTGATGGGTGCCTAGGATGCTGTGCACCT3 478

RhD-16R 5’CCTGCTGGCCTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG3’

RHD Fraco tipo 2 RHF?ﬁééznse 5’"CTCCAAATCTTTTAACATTAAATTATGCATTTAAACAGCY 196
(1154G>C) e S'GTGAAAAATCTTACCTTCCAGAAAACTTGGTCATC 3°

RHDF3 sense  5’ACAGAGACGGACACAGGATGAGATG 3’

RHD Fraco tipo 3 RHDF3 5’CTTGATAGGATGCCACGAGCCC 3°
(8C>G) antisense 166

'7230??;? étt'ip%g RHRDFF' é;i”se 5’ AGACTACCACATGAACATGATGCACA 3° 138
P ) 5" CAG ACAAACTGGGTATCGTTGCTC 3°
(602C>G) antisense

As reagdes foram incubadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) com programas de amplificacbes especificos (Tabela 6). Os produtos
de PCR foram conduzidos em eletroforese de gel agarose 2%, corado com Gel Red. A
interpretacdo dos resultados se deram pela comparagdo dos tamanhos dos fragmentos
visualizados, em relacdo ao marcador molecular e o controle positivo da reacdo, conforme

exemplificado e descrito nas figuras 15 a 18.
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Figura 15 - Deteccdo de SNP que caracteriza alelo RHD fraco tipo 2 (1154 G>C). Amplificacdo por PCR do
fragmento de DNA referente ao (A) D Fraco tipo 2 (126 bp) e (B) representa amplificacdo do controle end6geno
0 gene do horménio do crescimento HGH (434 bp). Gel de agarose (2%) corado com Gel Red apos a
eletroforese. A raia 100pb mostra o marcador de peso molecular Mid Gel Pilot Mid Range Ladder (100) —
Qiagen (fragmentos 100-250-500-750 -1000 -2000), Controle positivo (C+) e BCO representa o branco da

reacao.
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Figura 16 - Deteccdo de SNP que caracteriza alelo RHD fraco tipo 3 (8 C>G). Amplificacdo por PCR do
fragmento de DNA referente ao (A) D Fraco tipo 3 (166 bp) e (B) representa amplificacdo do controle endégeno
0 gene do hormdnio do crescimento HGH (434 bp). Gel de agarose (2%) corado com Gel Red apés a
eletroforese. A raia (100pb) mostra o marcador de peso molecular Mid Gel Pilot Mid Range Ladder (100) —
Qiagen (fragmentos 100-250-500-750 -1000 -2000), Controle positivo (C+) e BCO representa o branco da

reacdo
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Figura 17 - Deteccdo de SNP que presente em fendtipos RhD fraco tipo 4 e outros fenotipos (602 C>G).
Amplificacdo por PCR do fragmento de DNA referente ao (A) D Fraco tipo 4 (138 bp) e (B) representa
amplificacdo do controle endégeno o gene do horménio do crescimento HGH (434 bp). Gel de agarose (2%)
corado com Gel Red apds a eletroforese. A raia (100pb) mostra 0 marcador de peso molecular Mid Gel Pilot Mid
Range Ladder (100) — Qiagen (fragmentos 100-250-500-750 -1000 -2000), Controle positivo (C+) e BCO
representa o branco da reacéo.
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6.7.4 Reacdo em cadeia da polimerase Restriction Fragment Length Polymorfisms
(PCR-RLFP)

Esta técnica consiste na amplificagdo pela PCR, utilizando-se um par de primers
complementares a sitios especificos do DNA, e posteriormente, os amplicons desta regido-
alvo sdo digeridos por enzimas de restricdo. Essas enzimas reconhecem e cortam sitios
especificos da regido-alvo, gerando fragmentos que podem ser separados por tamanho apds
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida. Esta reacdo foi utilizada para deteccdo dos
polimorfismos correspondentes aos alelos RHD fraco tipos 1 (809T>G) e 15 (845G>A) e
Parcial DAU-3 (835G>A;1136C>T) ap6s amplificacdo de uma regido de 478bp.

O protocolo consistiu da mistura de 9,0 uL de agua livre de nucleases, 1,0 uL Buffer
Tango 10X, 5,0 pL do produto de PCR, e 0,5 pL da enzima especifica para cada tipo de D
Fraco/D Parcial (Tabela 5), obtidas do fornecedor BioLabs, New England. As reagdes foram
incubadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) com
programa de amplificacdo especifico (Tabela 6). Os produtos obtidos foram posteriormente

aplicados em gel agarose 2% para analise dos fragmentos (Figura 18).

Tabela 5 - Enzimas de restri¢do e fragmentos de PCR-RLFP

Deteccéo Enzimas Fragmentos*
D fraco Tipo 1 AlW441 (ApaL I) 175bp
303bp
D fraco Tipo 15 KPN | 337bp
141bp
) 120bp
Parcial DAU-3 NLa Il 254bp
104bp

*Andlise dos fragmentos: Auséncia do polimorfismo ocorre digestéo.
Presenga do polimorfismo néo ocorre digestdo (478bp).
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100pb 69 76 2 85 101 103 C+ Beo

(A)Dfraco 1 o=y

Fonte: Acervo pessoal

Figura 18 - Detec¢do de SNP que caracteriza alelo RHD fraco tipo 1 (809 T>G) ap06s digestdo (PCR-RFLP)
com enzima de restricdo AlW441 (ApaL I). Amplificacdo por PCR do fragmento de DNA referente ao (A) D
Fraco tipo 1 (478 bp). Gel de agarose (2%) corado com Gel Red apo6s a eletroforese. A raia (100pb) mostra o
marcador de peso molecular Mid Gel Pilot Mid Range Ladder (100) — Qiagen (fragmentos 100-250-500-750 -
1000 -2000), Controle positivo (C+) e BCO representa o branco da reagéo.

6.7.5 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

A reacdo gPCR € uma variacdo da reacdo de PCR convencional que tem a habilidade
de monitorar em tempo real, o progresso de uma reacdo de PCR (amplificacdo), por meio do
uso de moléculas fluorescentes. Essa técnica foi utilizada em parte das amostras para analise
de zigosidade do gene RHD.

Para a reacdo do teste de zigosidade RHD, foi avaliada as amplificacGes do éxon 10 do
gene RHD e do gene referéncia Beta globina. Inicialmente, para validacdo da metodologia foi
analisado uma coorte de 40 doadores de sangue e os resultados foram comparados aos dados
sorologicos e moleculares previamente determinados para o antigeno RhD. De acordo com o0s
dados obtidos, os valores de dCt para as amostras positivas para o antigeno RhD se agruparam
claramente, em dois grupos distintos: um com amostras homozigotas(DD) com um valor
médio de dCt de 1,87 (+0,17) e outro hemizigoto (Dd), com um valor médio de dCt de 2,73 (z
0,27) (P <0,0001, teste t). Os resultados apresentaram completa concordancia com a tipagem
soroldgica e os testes moleculares previamente realizados. Em seguida, foram realizados os
testes de zigosidade com as amostras do estudo.

Para a reagdo do RHD foi preparado o mix contendo 0,938uL de agua, 6,25uL de
Master mix Taq Man, 1,25uL de Tag Man Assay RhD (10X) contendo (5°-/56-
FAM/TACGTGAGA/ZEN/AACGCTCATGACAGCAAAGTCT/3iabKFQ/-3"), primer 1(5 -
CCTCTCACTGTTGCCTGCATT-3"), primer 2 (5-AGTGCCTGCGCGAACATT-3") e 5uL
de DNA (100 ng/uL). Para a reagéo da Beta Globina, foi preparado mix contendo 0,938uL de
agua, 6,25uL de Master mix Taq Man, 1,25uL do primer sense, 1,25uL do primer nao sense,
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0,625uL da Probe Beta Globina 5uM e 5uL de DNA (100 ng/uL). O programa de
amplificacdo esta descrito na Tabela 5.

Os resultados obtidos foram avaliados com auxilio do software do equipamento 7500
Thermo-Scientific. As anélises dos resultados foram realizadas de acordo CHIU et al., 2001,
pelo célculo dCT (CT gene RHD — CT Beta Globina) (CHIU et al., 2001).

6.8 Eletroforese em gel de agarose e detec¢do de produtos de PCR

A eletroforese para detec¢do dos produtos de PCR foi realizada em gel de agarose 2%,
utilizando o seguinte protocolo: 2 gramas de agarose foram diluidas em 100 mL de Tris Base,
acido acético, EDTA(1X) e aquecidos por 2 minutos e 30 segundos, e ap6s homogeneizacéo,
mais 2 minutos. Ao término do tempo, a solugdo foi invertida em suporte adequado com o
pente para resfriamento e polimerizagao.

Os produtos de PCR foram aplicados no gel juntamente com o corante de DNA Gel
Red® (Botium) que se intercala entre as bases em dupla cadeia de DNA, permitindo sua
visualizacdo; e a solucdo tampdo Xileno Cianol (Sigma Aldrich), que tem a funcdo de
assegurar que a amostra entre e permaneca no poco do gel pela forca da gravidade, além de
acrescentar cor a amostra e auxiliar no monitoramento da corrida. Como marcadores de peso
molecular foram utilizados o Mid Gel Pilot Mid Range Ladder (100) e Gel Pilot (1Kb) Plus
Ladder (100) da QIAGEN®. O Marcador molecular auxilia na analise do tamanho dos
fragmentos presentes na amostra analisada.

Apo6s pipetagem das amostras nos po¢os do gel, a cuba de eletroforese foi ligada em
80V por 30 minutos. Para a visualizacdo dos fragmentos amplificados no gel, apds a corrida
de eletroforese, foi utilizado o equipamento ChemiDoc™ XRS+ System with ImageLab™
Software, Biorad®. Por fim, a analise do tamanho dos fragmentos de DNA, que migraram ao
longo do gel, € realizada a partir da comparacdo da sua posicdo em relacdo ao marcador de

peso molecular e ao controle positivo de cada reacéo.
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6.9  Reacdo de sequenciamento de DNA

As amostras do estudo que ndo foram caracterizadas por meio das técnicas de PCR-
AS e PCR-RLFP foram encaminhadas para sequenciamento génico de dos 10 éxons do gene
RHD e aquelas onde foi detectado o polimorfismo 602C>G foram encaminhadas para o
sequenciamento génico dos éxons 3, 5, 6 e 7 do gene RHD.

Para a amplificacdo dos éxons do gene RHD foi realizada a reacdo de PCR utilizando
0s programas e primers, conforme protocolo adaptado, previamente descrito por Legler et al
(Tabela 7) (LEGLER et al., 2001). O protocolo consistiu na mistura de 13,95 pL de agua free
nuclease, 2,5 pL de buffer PCR 10X (concentracdo final 1X), 0,75 pL de MgCl, 50 mM
(concentracao final 1,5 mM), 1,5 pL de dNTPs 10 mM (concentracéo final 1.25 mM), 2,0 uL
de primer sense 2,5 pMol, 2,0 uL de primer antisense 2,5 pMol e 0,3 uL de enzima Taq DNA
polimerase 5 U/pL (concentragéo final 0,0125 U/uL, 2,0 pL de DNA (100 ng/pL).

A mistura foi incubada no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) com programa de amplificacdo especifico (Tabela 6). Os produtos de PCR foram
conduzidos em eletroforese de gel agarose 2% corado com Gel Red e a interpretacdo do

resultado se deu conforme figura 19.

(A)RHDéXOﬂl— '——————-—--

Fonte: Acervo pessoal

Figura 19 - Amplificagdo do éxon 1do gene RHD. Amplificacdo por PCR do fragmento de DNA referente ao
(A) Exon 1 do gene RHD (767 bp). Gel de agarose (2%) corado com Gel Red apds a eletroforese. A raia (100pb)
mostra 0 marcador de peso molecular Mid Gel Pilot Mid Range Ladder (100) — Qiagen (fragmentos 100-250-
500-750 -1000 -2000) e BCO representa o branco da reacéo.

As reacdes de sequenciamento foram feitas nas amostras onde foi observada
amplificacdo do éxon correspondente utilizando o kit Big Dye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Kit. O protocolo consistiu na mistura de 2,0 uL de Big Dye, 2uL de 5x
sequencing buffer, 1,0uL de primer 2.5uM, 1,0uL do produto amplificado (éxons 1-10), e
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4,0uL de agua free nuclease. A mistura foi incubada no termociclador Veriti® 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems) com programa de amplificacdo especifico (Tabela 6).

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram purificados para a remogdo dos
nucleotideos ndo incorporados e demais reagentes, para evitar interferéncias quando
submetidos ao sequenciador automatico. A purificacdo foi realizada pelo método de
precipitacdo com isopropanol, que consiste em pipetar em cada pogo 40 pL de isopropanol
75% e deixar por 20 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar por 20 minutos a
13000rpm. Remover o isopropanol invertendo o tubo/placa. Adicionar 200 pL de etanol 70%
e centrifugar por 5 minutos a 13000rpm. Realizar o Gltimo passo mais uma vez. Remover
todo o etanol (fazendo spin invertido com a placa). Deixar secar a temperatura ambiente.
Adicionar 10 pL de Hi Di Formamida. Manter a placa envolvida em papel aluminio em
temperatura ambiente até ser levada ao sequenciador automatico.

Os produtos purificados foram levados ao sequenciador automéatico ABI 3500
(Applied Biosystems 3500/3500xL Genetic Analyzer), Thermo Fisher scientific. O
equipamento contém um sistema de analise de DNA de 24 capilares de 50 cm e polimero
POP-7. O sequenciamento de DNA foi realizado pelo Método Sanger.

As sequéncias obtidas foram analisadas por meio do Software Sequencher, verséo
4.1.4. Com o auxilio do software, as sequéncias foram alinhadas com a sequéncia do gene
RHD completo (NC_000001.11 Reference GRCh38.p12 Primary Assembly) e com 0 éxon
correspondente, possibilitando a visualizagdo de polimorfismos, conforme demonstrado na
figura 20. A correspondéncia entre os polimorfismos encontrados e o alelo RHD foi possivel a
partir da construgdo de uma tabela de alinhamento entre as numeragdes dos nucleotideos do
gene RHD completo e os éxons RHD 1-10 (ANEXO 2).
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= Lo FedmosoE 4 Amostrs 168 22 HOZ Frag
A L =y T = =y (<]
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Fonte: Acervo Pessoal

Figura 20 - Demonstracdo de polimorfismo na posigdo 509 T>C (A) ap6s sequenciamento do éxon 4 do gene
RHD. Mutacao de ponto com substituicdo de uma Timina por uma Citosina presente em perfis genotipicos de D
variantes. Reacdo de sequenciamento utilizando primer reverso.
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Tabela 6 - Programacéo de amplificagdes das reagdes de PCR e de sequenciamento génico.

Reacdes Programas de amplificagédo

1x95°C/9 min.; 30 x (94°C / 1min, 60°C /1 min., 72°C/ 3 min.); 1 x 72°C
/7 min; 4°C o«

Zigosidade RHD PCR- 1 x95°C /10 min.; 35 x (92°C / 1min., 67°C / 1min., 72°C/5min.); 1x 72°C/
SSP 5 min.; 4°C o

intron 4/Exon 7

Zigosidade RHD 1 x50°C /2 min.; 1 x 95°C / 10 min.; 50 x (95°C / 15 seg, 60°C / 1min.30
gPCR seg.); 4°C o
pseudogene RHDW 1 x95°C /5min.; 28 x (94°C / 1 min., 60°C / 1min., 72°C /1 min.); 1x 72°C/

7 min.; 4°C oo

D Fraco tipo 1, 15 e 1 x95°C/ 2 min.; 29 x (94°C / 30 seg., 62°C / 30 seg., 72°C / 30 seg.); 1x
Parcial DAU-3 72°C [ 10 min; 4°C «©

1 x 95°C /5 min.; 35 x (94°C / 20 seg.; 62°C / 20 seg., 72°C / 20 seg.); 1x
72°C /7 min.; 4°C o0

1 x 95°C / 5min.; 30 x (94°C / 20 seg., 65°C / 20 seg., 72°C / 20 seg.); 1x
72°C /10 min; 4°C o

1 x37°C /120 min.

1 x 95°C / 5 min.; 40 x (94°C / 20 seg., 64°C / 40 seg., 72°C / 1 min.); 1x
72°C / 10min.; 4°C o
1 x 95°C /5 min.; 40 x (94°C / 20 seg., 60°C / 40 seg., 72°C / 1 min.); 1x
72°C / 10 min.; 4°C oo

Sequenciamento 1x95°C /1 min.; 25 x (96°C / 10 seg., 50°C / 5 seg., 60°C / 4 min.); 4°C «

D Fraco tipo 2e 4

D Fraco tipo 3

RLFP D Fraco tipo 1,
15 e Parcial DAU-3

Exon RHD 1-4; 6-10

Exon RHD 5

Tabela 7 - Sequéncia de primers para amplificagdo do exoma do gene RHD (LEGLER et al., 2001)

Localizacdo bp  ldentificacéo Sequéncias T°C

Exon 1 767 RhDE1F* 5-TCAACTGTGTAACTATGAGGAGTCAG-3' 55.8

RhDE1R 5-GCTATTTGCTCCTGTGACCACTT-3' 57.4

. RhDE2F 5-TGACGAGTGAAACTCTATCTCGAT-3 55.1
Exon 2 1602

RhDE2R* 5-GGCATGTCTATTTCTCTCTGTCTA AT-3' 54.3

. RhDE3F* 5-GTCGTCCTGGCTCTCCCTCTCT-3' 62.1
Exon 3 231

RhDE3R 5-GAGCTTTTGGCCCTT TTCTCC C-3' 58.8

- RhDE4F* 5'-GCCGACACTCACTGCTCTTAC-3' 57.8
Exon 4 378

RhDE4R 5-TGAACCTGCTCTGTGAAGTGC-3' 57.6

. RhDE5SF* 5-TAAGCACTTCACAGAGCAGG-3' 54.7
Exon 5 1458

RhDE5R 5-TATGTGTGCTAGTCCTGTTAGAC-3' 53.7

Exon 6 478 RhDEGF 5'-GAGTGTGATGGGTGCCTAGGATGCTGAGCACCT -3' 67.9

RhDE6R* 5'-CCTGCTGGCCTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG-3' 68.7

. RhDE7F* 5-CATCCCCCTTTGGTGGCC-3' 59.1
Exon 7 405

RhDE7R 5-AAGGTAGGGGCTGGACAG-3' 56.5

- RhDESF 5'-GGTCAGGAGTTCGAGATCAC-3' 54.7
Exon 8 708

RhDESR* 5-TGGCAATGGTGGAAGAAAGG-3' 55.6

: RhDE9F* 5-TGCAGTGAGCCGAGGTCAC-3' 60.0
Exon 9 697

RhDE9R 5'-CACCCGCATGTCAGACTATTTGGC-3' 60.3

. RhDE10F* 5'-CAAGAGATCAAGCCAAAATCAGT-3' 53.5
Exon 10 381

RhDE10R 5-AGCTTA CTGGATGACCACCA-3' 55.8

*Primers utilizados nas reacdes de sequenciamento de cada éxon.
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7 RESULTADOS

7.1 Caracteristicas da populacdo estudada

No periodo de outubro a dezembro de 2016 (trés meses), 103 de 7983 amostras de
doadores de sangue da Fundacdo Hemocentro de Brasilia apresentaram perfil sorologico para
antigenos RhD, com intensidade de aglutinacdo menor que 2 cruzes, negativo ou inconclusivo
e confirmagdo de D fraco, pelo teste da imunoglubulina humana (AGH) positivo. A
frequéncia encontrada dos perfis descritos acima representaram 1,29% das amostras
analisadas no laboratdrio no periodo especificado.

Para todas as amostras foi realizado um levantamento socio demogréafico (Tabela 8).
Foi observado que a idade dos doadores variou de 20 a 60 anos, com média de 34 anos e
desvio padrdo de 9. A autodeclaragdo étnica revelou uma populacéo de 67% de brancos, 30%
de pardos e 7% de negros. O género masculino foi o mais frequente, representando 64% dos
individuos estudados. Entre as amostras de doadores do sexo feminino, 89% se encontram no
periodo de idade fertil. Mais de 70% dos individuos estudados sdo naturais da regido Centro

Oeste do Brasil.

Tabela 8 - Caracteristicas socio demograficas da populagdo estudada

PERFIL DOS DOADORES

Variaveis N° %
Idade (anos)
20-30 43 41,7
31-40 36 35,0
41-50 17 16,5
50-60 7 6,8
Etnia
(autodeclaracéo)
Branca 65 63,1
Parda 31 30,1
Negra 7 6,8
Género
Masculino 66 64,1
Feminino 37 35,9
Naturalidade/ por
regiao
Centro-Oeste 73 70,87
Sudeste 14 13,59
Nordeste 14 13,59
Norte 1 0,97

Sul 1 0,97
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7.2 Perfil soroldgico dos antigenos RhCE

A fenotipagem RhCE foi realizada em todas as amostras incluidas no estudo. Em
relacdo ao perfil Rh subgrupos (C/c e E/e), observamos maior frequéncia do fenétipo Dccee
em 66,99% das amostras, seguidos pelo Ccee (21,36%), ccEe (6,8%), CCee (3,88%) e CcEe

(0,97%). Os fendtipos e os provaveis genotipos estdo descritos na tabela 9.

Tabela 9 - Frequéncias fenotipicas dos antigenos RhCE

Antigenos Rh

(o] 2 i
N° de D C c E e Fen6tipos Proya_vew Frequéncia
doadores genotipos

69 + -+ - + D ccee Dce/dce 66,99%
29 + + - + D Ccee DCe/dce 21,36%

7 + -+ + + D ccEe DcE/dce 6,8%

4 + + o+ - + D CCee DCe/dCe 3,88%

1 + + 4+ + + D CcEe DCe/dcE 0,97%

7.3 Resultados sorologicos da fenotipagem RhD e confirmacéo de D fraco

Também avaliamos a presenca do antigeno RhD, por fenotipagem, utilizando
anticorpos anti-D monoclonais IgM/1gG (clones TH-28, MS26/MS201) em todas as amostras
de sangue incluidas no estudo. Aquelas que apresentaram reacdes de aglutinagdo menor que
2+, negativa ou inconclusiva foram encaminhadas para o teste de confirmacdo de D fraco,
utilizando o anticorpo monoclonal 1gG ESD1 (teste indireto da AGH).

Em vinte e duas amostras, foram observadas discrepancias de resultados entre os testes
realizados a temperatura ambiente (resultado negativo) e a 37°C em AGH (resultado
positivo); 53 amostras apresentaram resultados de intensidade de aglutinagdo de 1+ com o0s
dois reagentes testados e 28 amostras apresentaram resultados muito fracos e/ou resultados
gue ndo foram interpretados pela leitura automatizada e foram considerados inconclusivos.

Em relacdo a intensidade de reacdo, as reacdes fracas menores que 2 cruzes (<2+)

foram observadas com maior frequéncia. A maioria das amostras apresentou grau de
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aglutinacgéo de 3 a 4 cruzes quando realizado o teste em AGH (clone ESD1), com excecédo de

02 amostras nas quais foram observadas grau de aglutinacdo de 1 e 2 cruzes (Tabela 10).

Tabela 10 - Intensidade aglutinacdo na fenotipagem RhD em temperatura ambiente e a 37°C .

Anticorpos Monoclonais

MS-201/MS-26 ESD1 1gG

Reacdes TH-28(1gM) (IgM/1gG) (AGH) Ne° %
Discrepancia 0 0 1+/3+/4+ 22 21,36

>2 cruzes 1+ 1+ 2+/3+/4+ 53 51,46
Inconclusiva o/+" o/+" 3+/4+ 28 27,18

Legenda: +": Positivo fraco
7.4 Confirmacgdo molecular do gene RHD

A genotipagem RHD foi realizada por meio de reaces de PCR, para amplificacao das
regides intron 4 e éxon 7 do gene RHD. Entre as amostras analisadas, em apenas 01 amostra
ndo foi observada a amplificacdo do intron 4 (498bp). Em todas as amostras foi possivel
visualizar a amplificagdo do éxon 7 (95pb) (As amplificacBes dessas regides confirmaram a

presenca do gene RHD e permitiram a continuidade dos testes moleculares).

(A)Intron 4
(C) HGH ~====p

(B) Exon 7 emm=d

Fonte: Acervo Pessoal

Figura 21 - Amplificacdo das regifes intron 4 e éxon 7 do gene RHD. O fragmento de DNA referente ao (A)
intron 4 (498 bp), (B) éxon 7 (95 bp) do gene RHD, (C) representa amplificacdo do gene do hormdnio do
crescimento HGH (434 bp) e (D) demonstracdo da amostra onde ndo foi observada amplificagdo do intron 4. Gel
de agarose (2%) corado com Gel Red apds a eletroforese. A raia (M) mostra 0 marcador de peso molecular Mid
Gel Pilot Mid Range Ladder (100) — Qiagen (fragmentos 100-250-500-750 -1000 -2000) e BCO representa o
branco da reacéo.
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7.5 Resultados da zigosidade RHD e detecgdo de Pseudogene RHD (RHDY)

As duas técnicas utilizadas para a determinacédo da zigosidade RHD (PCR-SSP e PCR
em tempo real) revelaram que 99.02% (102/103) das amostras sdo hemizigotos (Dd) para o
gene RHD. Cada técnica foi realizada em parte das amostras na tentativa de determinar a
zigosidade do gene RHD.

O genotipo RHD variante ou normal/RHD dele¢éo foi caracterizado pela presenca de
uma copia do RHD (detectado por PCR RHD intron4/Exon7) e pela detec¢do por PCR-SSP
do segmento hibrido “Rhesus boxes”, nomenclatura ISBT RHD*01N.01, em 55 amostras do
estudo. Conforme observado na figura 22, nas amostras consideradas hemizigotos, € possivel
observar dois produtos de amplificacdo: o segmento hibrido de 2778bp e o controle enddgeno
HGH de 434bp. Uma amostra demonstrou ser homozigoto (DD) para o gene RHD, pois nela
ndo observamos a amplificacdo do produto que caracteriza o segmento hibrido, mas
observamos a amplificagdo do controle enddégeno HGH. Neste caso sera necessaria a
realizacdo de novos testes para determinar qual seria o outro alelo variante presente, visto que,

essa amostra apresentou fraca expressdo do antigeno D (Figura 22).

(A) Hybrid e

(B) HGH == e w - W

- e -

Fonte: Acervo Pessoal

Figura 22 - Teste de zigosidade RHD por PCR-SSP. Amplificacdo por PCR do fragmento de DNA referente ao
(A) “Hybrid Rhesus Boxes” (2778 pb) e (B) representa amplificacdo do controle endégeno, o gene do horménio
do crescimento HGH (434 bp). Gel de agarose (2%) corado com Gel Red apés a eletroforese. A raia (1kb)
mostra o marcador de peso molecular Gel Pilot (1Kb) Plus Ladder (100) — Qiagen (fragmentos 100-200-300-
400-500-700-1000- 1600-2000-5000-8000-10000), C representa o controle homozigoto (DD) e BCO representa
0 branco da reacéo.

A técnica de PCR em tempo real (gPCR) também foi utilizada para determinar a
zigosidade RHD em parte das amostras do estudo. A metodologia foi validada e as analises da
validagcdo demostraram que as amostras consideradas RHD homozigotos (DD) e hemizigotos
(Dd), foram concordantes com a fenotipagem RhD e os testes moleculares previamente
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realizados no laboratério. Apo6s a validacdo, nds analisamos a zigosidade RHD em 47
amostras do estudo e comparamos 0s resultados obtidos com aqueles da validacdo. Conforme
observado na figura 23, todas as amostras dos doadores da Fundacdo Hemocentro de Brasilia,
analisadas por qPCR apresentaram valor médio de dCt de 2,49 (+ 0,18) e portanto, foram

consideradas hemizigotos para o gene RHD.

ACT(C{RHD-C;pGlobina)
N
1
>
>
4

0 T T T
Hemizigotos Homozigotos Brasilia

Fonte: Acervo pessoal

Figura 23 - Comparac¢do de dCT (dCT RHD- dCT Beta globina) entre os resultados obtidos no presente estudo e
dados obtidos em estudos anteriores de amostras hemizigotos 2,73 (x 0,27) e homozigotos dCt de 1,87 (x0,17)
para o RHD

As reacdes de PCR para a detec¢do do Pseudogene ndo detectaram nenhuma amostra

com a presenca da insercdo de 37 bp na jungéo intron 3/éxon 4 (Figura 21).

M 99 100 101 102 103 104 105 C+ Bco

(B) HGH =) —
(A) Pseudogene e P

Fonte: Acervo Pessoal

Figura 24 - Detecgdo de Pseudogene RHDY. Amplificacdo por PCR do fragmento de DNA referente ao (A)
intron 3/Exon 4 + 37pb do gene RHD (250bp) e (B) representa amplificagdo do controle enddgeno o gene do
hormdnio do crescimento HGH (434 bp). Gel de agarose (2%) corado com Gel Red ap6s a eletroforese. A raia
(M) mostra o marcador de peso molecular Mid Gel Pilot Mid Range Ladder (100) — Qiagen (fragmentos 100-
250-500-750 -1000 -2000) e C+ controle positivo e BCO representa o branco da reagéo.
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Resultados das reacgdes de sequenciamento génico

As andlises dos eletroferogramas obtidos de sequenciamento pelo método Sanger dos

éxons do gene RHD permitiu a deteccdo de diversos polimorfismos e a caracterizacdo de

muitas variantes D (Figura 25).

RHD_complete [GCGCTGCCTGCMCCTICTIGEECCC CIGGH B RHD_completo ca ITTCAGGTIATIGGGATGGTG C RHO_complete |[RTGAR L A\ TCTRACGTGTTICGC
RHD_exon1 GCEGCIGCCTIGCHMCCTCTGEGEGCCC CTGGH ( ) RHD_sxon? C TTICAG RHD_sxond [ATGAR . ATCTACGTIGTITCGC
SNP 41C>G  ProldArg SNP 29T>C LeullOPro SNP 509T>C Met170Th

“Ex1.50 Fragment base #43. Base 43 of 201 - -Ex2 35 Frogment bas = #1854, Base 182 of 318 “Exa.11 Fr. #15. Base 15 of 339 =
G ¢ ¢ T G cHEl c c T ¢ T G G A T €© A C A C T C A G AA CA T G IEGCACA
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Fonte: Acervo Pessoal

Figura 25 - Eletroferogramas parciais do sequenciamento de Sanger e os polimorfismos observados apés

amplificacdo dos éxons (1-10) do gene RHD e reacdo de sequenciamento. (A) demonstra a
nucleotideo 41C>G; (B) demonstra a mudanca do nucleotideo 329 T>C; (C) demonstra a
nucleotideo 509 T>C; (D) demonstra a mudanga de nucleotideo 602 C>G; (E) demonstra a
nucleotideo 667 T>G; (F) demonstra a mudanca do nucleotideo 744 C>T; (G) demonstra a
nucleotideo 819 G>A; (H) demonstra a mudanca do nucleotideo 833 G>A; (I) demonstra a
nucleotideo 957 G>A; (J) demonstra a mudan¢a do nucleotideo 1025 T>C; (K) demonstra a

nucleotideo 1132 C>G.
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7.7  Resultados da caracterizagdo molecular de RHD variantes

Entre as 103 amostras de doadores que apresentaram discrepancias sorologicas na
fenotipagem RhD, 27 (26,21%) apresentaram polimorfismos que caracterizam o fenotipos
RhD fraco e em 72 amostras (68,93%) foi observado polimorfismos que caracterizam o
fenotipos RhD parciais (Tabela 11). Também observamos que 02 amostras (1,94%)
apresentaram 100% de similaridade com as sequéncias dos 10 éxons do gene RHD, néo
demonstrando alteragdes nas regides génicas estudadas, sugerindo que as alteracfes possam
estar localizadas nas regibes ndo codificantes (introns) ou a presenca de antigeno RhD
normal.

Em trés amostras (2,91%) nao foi observada a amplificacdo de pelo menos dois dos 10
éxons do gene RHD sugerindo a presenca de um alelo RHD parcial e/ou gene hibrido. Para
confirmar essa hipotese mais estudos devem ser realizados e no momento as amostras foram
classificadas como nédo definidas. Em uma amostra ndo foi observada as amplificaces dos
éxons 4 e 5 e o intron 4; em outra os éxons 5 e 9 nao amplificaram e a Ultima amostra além
de ndo serem observadas as amplificacdes dos éxons 2, 5 e 8, encontramos também o0s
polimorfismos 602C>G, 957G>A e 1025 T>C.O Esses polimorfismo estdo presentes em
alguns alelos parciais RHD*DAR, no entanto, a combinagdo encontrada ndo define nenhuma

das variantes descritas.

Tabela 11 - Frequéncia de variantes RHD na populacdo de doadores de sangue do Distrito Federal, Centro Oeste
do Brasil. (N=103)

Alelos RHD RHD Fraco RHD Parcial RHD normal Nao definidas
Amostras 27 72 2 3
Frequéncia 26,21% 68,93% 1,94% 2,91%

Portanto, a execucdo da estratégia experimental desenvolvida para este estudo,
permitiu a caracterizacdo de 05 alelos RHD fraco e 05 alelos RHD parciais, que estdo

descritos nas tabelas 12 e 13.
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Tabela 12 - Fenétipos RhD fraco caracterizados neste estudo, Nomenclaura ISBT, SNPs presentes e mudancas
na proteina RhD.

Nomenclatura Mudanca de Mudanca de N° de Frequéncia

RhD Fraco ISBT nucleotideo Exon amino&cidos doadores (%)

D Fracotipopl RHD*01W.1 809 T>G 6  Val270Gly 2 1,94%
RHD*weak D type 1

D Fraco tipp2 ~ RHD*01W.2 1154 G>C 9  Gly385Ala 6 5,83%
RHD*weak D type 2

D Fraco tipo3 ~ RHD*01W.3 8 C>G 1 Ser3Cys 17 16,5%
RHD*weak D type 3

_ RHD*01W.38

D Fraco tipo 38 RHD*weak D type 833 G>A 6  Gly278Asp 1 0,97%
38

D Fraco tipo RHD*01W.145

L4 RHD*weak Dtype ~ 41C>G 1 Prol4Arg 1 0,97%
145

Total 26,21%

Tabela 13 - Fendtipos RhD parcial caracterizados neste estudo. Nomenclaura ISBT, SNPs presentes e mudancas
na proteina RhD.

RhD Parcial Nomeclatura  Mudanca de Exon Mudanga N° de Frequéncia
ISBT nucleotideo de aminoacidos  doadores (%)
DAR 3.1 * 602 C>G Thr201Arg
Weak partial D QEB*%%&%O& 667 T>G 456  phe22aval 34 33,01%
4.0 ' 819 G>A silent
602 C>G Thr201Arg
667 T>G Phe223Val
RHD*DAR1.02 744 C>T 19 silent ) 0
Weak D 4.2.2 957 G>A silent
1025 T>C 11e342Thr
DVII RHD*07.01 2 .
RH:40 (Tar+) RHD*DVII.1 329 T>C LeullOPro 2 1,94%
DOL 1 RHD*12.01 509 T>C 45 Met170Th
, 1 0,97%
RH:54 (DAK+) RHD*DOL1 667 T>G Phe223Val '
509 T>C Met170Thr
*
33%5 (DAKS) E:B*lDZC')OLZZ 667 T>G 458  Pphe223val 1 0,97%
) 1132C>G Leu378Val

Total 68,93%
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7.8 Associacdo entre RhD variantes e fenotipos RhCE

A compilacéo dos dados moleculares e sorologicos, permitiu a realizacdo de anélises de
associacao com os fendtipos RhCE (Tabela 14). O fen6tipo ccee foi 0 mais frequentemente
associado as variantes caracterizadas neste estudo. O D fraco tipo 3, tipicamente associado ao
fenotipo Ccee (88,2%), foi associado a outros dois fendtipos ccee e Ccee. Os fenétipos DAR
tipicamente associados ao fenotipo ccee (94,0% e 94,2%) foram também associados aos
fendtipos Ccee, CcEe e ccEe. As demais associacfes estdo concordantes com as informacdes
consultadas no Website Rhesus base, disponiveis na URL: The Human Rhesus Base, version
2.4, http://lwww.rhesusbase.info/, update 2018-12-02, acesso em 15 de Fev. 2019.

Tabela 14 — Associacao entre fenétipos RhD variantes e fenotipos RhCE.

Fenétipo D variante Fendtipo C/c e Ele N° doadores %

D Fraco tipo 1 Ccee 2 100
D Fraco tipo 2 ccEe 6 100
ccee 1 59
D Fraco tipo 3 CCee 1 5,9
Ccee 15 88,2
D Fraco tipo 38 Ccee 1 100
D Fraco tipo 145 ccee 1 100
ccee 32 94,2
DAR 3.1 Ccee 1 2,9
CcEe 1 2,9
ccee 31 94
DAR 1.2 ccEe 1 3
Ccee 1 3
DVII Ccee 2 100
DOL 1 ccee 1 100
DOL 2 ccee 1 100
RHD normal CCee 2 100
ccee 2 67

Nao definidas CCee 1 33
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7.9 Associacdo entre intensidade de aglutinagcdo na fenotipagem RhD e variantes RhD

As variantes RhD detectadas também foram associadas as intensidades de aglutinacédo
observadas com anticorpos monoclonais na pesquisa direta a temperatura ambiente (TA) e no
teste indireto da AGH a 37°C (Tabela 15).

As analises revelaram que todas as amostras caracterizadas como D Fraco tipos 1, 2, 38 3
145 ndo reagiram com anticorpos monoclonais em T.A. e reacdo positiva no teste indireto da
AGH. Nos D fraco tipos 38 e 145 apresentaram intensidade de reagéo fraca (1+) em AGH.
Observamos ainda, que os alelos RHD fraco tipos 3 e e DAR apresentaram as trés reacfes que
qualificaram as amostras para o estudo: discrepancia, reacdo fraca menor que 2+ e

inconclusiva. Os alelos DOL né&o reagiram com a anti-D TH-28 (IgM) a T.A.

Tabela 15 - Anticorpos monoclonais, intensidade de aglutinacdo e antigenos RhD variantes.

Anticorpos monoclonais x intensidade de aglutinagéo

Microplaca (Fenotipagem direta) TA Gel (AGH)
Fendtipo N° MS-201/MS-26
D variante de doadores  1H-28(1gM) (IgM/1gG) ESD1(IgG)
D Fraco tipo 1 2 0 0 3+
D Fraco tipo 2 6 0 0 3+
D Fraco tipo 3 9 1+ 1+ 2+/3+
5 o/+" or+" 3+
3 0 0 3+
D Fraco tipo 38 1 0 0 1+
D Fraco tipo 145 1 0 0 1+
DAR 1.2 8 1+ 1+ 3+/4+
18 o/+V o/+V 3+/4+
7 0 0 3+
DAR 3.1 31 1+ 1+ 3+/4+
2 O/+W/1+ 0/+W/l+ 3+/4+
1 0 0 3+
DVII 2 1+ 1+ 3+/4+
DOL 1 1 0 2+ 3+
DOL 2 1 0 1+ 3+
RHD normal 2 1+ 1+ 3+
N&o definidas 1 0 0 3+
1 1+ 1+ 3+
1 1+ +W 3+
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8 DISCUSSAO

O antigeno RhD ¢é o mais importante antigeno de grupo sanguineo determinado por
uma proteina (WAGNER et al., 1999). A frequéncia desse antigeno (fen6tipo RhD positivo) é
observada em cerca de 85% de caucasianos, cerca de 95% de individuos da Africa sub-
saariana e mais de 99,5% da populacdo da Asia oriental. Embora a maioria das pessoas sejam
RhD positivas ou RhD negativas, a expressdo do antigeno RhD na membrana eritrocitaria
pode apresentar variacbes quantitativa e qualitativa, devido a ocorréncia de mecanismos
genéticos variados, sendo denominados como antigenos D variantes (DANIELS, 2013b;
WAGNER; FLEGEL, 2004).

O reconhecimento da existéncia de antigenos RhD variantes ocorreu em 1946 e desde
entdo, inimeros estudos populacionais se concentraram em caracterizar molecularmente esses
alelos. Como exemplos mais recentes, podemos citar os trabalhos de Fichou e colaboradores
que investigaram RhD variantes em individuos de diferentes regides da India e Dezan e
colaboradores, que realizaram a investigacdo na populacdo de doadores de sangue de S&o
Paulo, Brasil (DEZAN et al., 2018; FICHOU et al., 2018; STRATTON, 1946).

Neste trabalho, nés realizamos a caracterizacdo molecular de antigenos RhD variantes,
em 103 amostras de doadores de sangue da regido Centro-Oeste brasileira. Foi observada
uma frequéncia de antigenos D variantes de 1,29% nessa populacdo. Este resultado difere de
trabalhos realizados em outras regides do Brasil, como por exemplo, estudos realizados com a
populacdo de doadores de sangue do sudeste do Brasil, nas regides do estado de S&o Paulo,
nos quais foram observadas frequéncias variadas de 0,3% (CAMPOS et al., 2016), 0,52%
(ARNONI et al., 2016), e 0,8% (CRUZ et al., 2012). No entanto, a frequéncia observada em
nosso trabalho foi menor, quando comparada a frequéncia de 9,75% descrita na populacdo de
doadores de sangue do estado do Parand, sul do Brasil (ZACARIAS et al., 2016). Estudos
realizados nos Estados Unidos encontraram frequéncia de 2,2% de alelos D variantes
utilizando metodologia manual em tubo. Na Tunisia, pais do norte da Africa, a frequéncia de
D variantes foi de 0,5% utilizando trés metodologias diferentes (placas opalinas, tubo e
microplaca) (OUCHARI et al., 2018; WANG; LANE; QUILLEN, 2010).

Embora haja muita variagdo, € possivel que a divergéncia de resultados encontrados,
possa estar diretamente associada a qualidade dos reagentes anti-D (clones) utilizados e as
diferentes técnicas e metodologias empregadas (BARROS; WAKIM; CASTILHO, 2006;
DANIELS, 2013b; SANDLER; CHEN; FLEGEL, 2017; WESTHOFF, 2005).
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Por esse motivo, é importante ressaltar que, Campos e colaboradores utilizaram a
metodologia de hemaglutinacdo em cartdo gel e em tubo, empregando para gel reagentes anti-
D IgM (clone P3 x 61), e anti-D blend (clones P3 x 290; P3 x 35; P3 x 61; P3 x 2123B10) da
Grifols, Barcelona, Spain; e para tubo anti-D IgM (clone MS201) e anti-D 1gG (clone MS26)
da Fresenius Kabi, Sdo Paulo, Brasil; Arnoni e colaboradores utilizaram a metodologia de
fase solida e avaliaram os clones IgM RUM-1 e blend D175(IgM) + D415 (IgG), da Immucor
Inc.; Cruz e colaboradores, utilizaram a metodologia em tubo e avaliaram os clones anti-D
IgM (clone MS201) e anti-D 1gG (clone MS26; Smart Kit, Fresenius Kabi, S&o Paulo, Brasil);
e Zacarias e colaboradores, utilizaram a metodologia de hemaglutinagdo em microplaca,
usando um anti-D monoclonal IgM anti-DVI- (TH28) e anti-DVI+ (MS201/MS26, IgM/1gG),
da DIAMED Latino América S.A., Lagoa Santa-MG, Brasil, 0s mesmos reagentes e
metodologia empregados no presente estudo (ARNONI et al., 2016; CAMPOS et al., 2016;
CREDIDIO, 2010; ZACARIAS et al., 2016).

O emprego de diferentes metodologias e reagentes anti-D é uma explicacdo para a
variacdo da frequéncia de fendtipos D fraco encontrada em diferentes trabalhos (BARROS;
WAKIM; CASTILHO, 2006; WAGNER et al., 2000). Outra provavel explicacdo para a
diferenca de prevaléncia encontrada entre as regides ¢ o fato da colonizagdo de imigrantes
ocorrida nas areas estudadas, pois segundo a literatura, a distribuicdo das variantes de Rh
pode variar de acordo com a raca e etnia (SANDLER; CHEN; FLEGEL, 2017).

Como exemplo, a populacdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo,
resultante de uma mistura entre nativos americanos, europeus (principalmente portugueses) e
africanos. O processo de miscigenacdo ocorreu de maneita diversa em diferentes regides
geogréficas, com uma tendéncia mais pronunciada da contribui¢do nativo americana no norte,
uma alta taxa de contribuicdo africana no nordeste e um numero relativamente baixo de
contribuicdes americanas e africanas no sul (RIBEIRO-RODRIGUES et al., 2009). As regides
sudeste e centro-oeste do Brasil sdo marcadas por uma alta taxa de miscigenagédo, uma mistura
entre as etnias indigenas, africanas e europeias, enquanto que na regido Sul do Brasil existe
uma predominancia de individuos caucasianos, devido as intensas imigracdes europeias
ocorridas na regido (MARRERO et al., 2005).

Neste estudo, 26,21% (27/103) das amostras foram caracterizadas como D fraco tipos
1, 2, 3, 38 e 145. O alelo RHD fraco tipo 3 foi a variante D fraco mais frequente,
representando 16,1% (17/103) das amostras analisadas. O alelo RHD fraco tipo 2 foi
encontrado em 5,83% (6/103), o RHD fraco tipo 1 em 1,94% (2/103), o RHD fraco tipo 38 em
0,97% (1/103) e o RHD fraco tipo 145 em 0,97% (1/103).
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Trabalhos realizados com populacbes de doadores de sangue e pacientes no Brasil
observaram maior frequéncia das variantes D fraco tipos 1, 2 e 3, em relagdo as variantes D
parciais. Como exemplos, Campos e colaboradores investigaram, por métodos moleculares,
223 amostras de doadores e pacientes da cidade de S&o Paulo, Brasil, e observaram maior
frequéncia das variantes D fraco tipo 1 (70/223), tipo 2 (44/223) e fraco 3 26/223).
Igualmente, Credidio e colaboradores investigaram D variantes em 306 amostras de pacientes
e doadores oriundos de diversas partes do Brasil e observaram maior frequéncia das variantes
D fraco tipos 1 (76/306) e 2 (75/306) e 3 (13/306). Estes resultados sdo similares aqueles
realizados com a populacdo europeia, onde também é observada a predominancia dessas
variantes (ANSART-PIRENNE et al., 2004; ARNONI et al., 2016; CREDIDIO; JR;
CASTILHO, 2011; SANDLER; CHEN; FLEGEL, 2017; ZACARIAS et al., 2016).

Por outro lado, nossos resultados demonstraram maior frequéncia de alelos RHD
parciais, que representaram 68,93% das amostras analisadas. Os alelos RHD DAR 3.1 e DAR
1.2 foram os alelos mais encontrados, com frequéncias de 33.01% e 32,04% respectivamente.
Esses alelos sdo conhecidos também como alelos D fraco tipo 4 subtipos. A frequéncia
encontrada foi maior quando comparada aos estudos prévios realizados por Credidio e
colaboradores, Dezan e colaboradores e Arnoni e colaboradores que encontraram frequéncias
respectivas de alelos RHD parciais de 44,4%, 44,3% e 56,3%, todos com maior porcentagem
de alelos RHD fraco tipo 4 ou DAR (ARNONI et al., 2016; CREDIDIO; JR; CASTILHO,
2011; DEZAN et al., 2018). Estudos semelhantes realizados com popula¢fes caucasianas
encontraram porcentagens menores de alelos RHD parciais. Como exemplo, Van Sandt e
colaboradores encontraram uma porcentagem de 9,9% de fen6tipos D parciais em doadores de
sangue de Flanders, Bélgica (VAN SANDT et al., 2015).

Os alelos RHD fraco tipos 1, 2 e 3, sdo membros do cluster europeu e sdo alelos
prevalentes em 90% dos casos de antigeno D variantes em populag¢@es caucasianas, enquanto
que o D fraco tipo 4 ou DAR, tem ocorréncia de menos de 2% nessa populagéo, e alta
frequéncia em populacGes africanas (SANDLER; CHEN; FLEGEL, 2017). Hemker et al.,
demonstrou a ocorréncia da variante DAR em 4,9% dos negros sul-africanos (HEMKER et
al., 1999). Portanto, a alta frequéncia dos alelos D fraco tipo 4/DAR encontrada em nosso
estudo, sugere a participacdo da ancestralidade africana na composicao étnica da populacéo
brasileira, em especial na populacdo brasiliense, devido aos alelos do cluster D fraco tipo 4
estarem largamente confinados a individuos ancestrais africanos (CASTILHO et al., 2005;
DEZAN et al., 2018; HEMKER et al., 1999; WAGNER; FLEGEL, 2004).
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Os alelo RHD DAR ou D fraco tipo 4 séo variantes do antigeno D caracterizadas pela
completa falta de pelo menos nove, dos 37 epitopos do antigeno RhD. Em nossos resultados,
foi observado que essas variantes apresentam reacGes fracas com reagentes anti-D
monoclonais, indicando uma fraca expressao antigénica da proteina RhD. Esses resultados
corroboram com estudos prévios, 0s quais demonstraram a perda de epitopos, bem como a
descoberta de individuos que formaram anti-D, e estudos sorologicos com diferentes
anticorpos monoclonais, que relataram que essa variante possui alteracGes qualitativas com
baixa expressao do antigeno D (HEMKER et al., 1999).

Os alelos RHD*DAR sédo associados ao hapldtipo Dce (CASTILHO et al., 2005;
WAGNER; FLEGEL, 2014) e nossos resultados corroboraram com essa associagao,
RHD*DAR 3.1 (94%) e RHD*DAR 1.2 (94,2%). Arnoni e colaboradores demonstraram a
associacdo entre o alelo RHD DAR 1.2 ou D fraco tipo 4.2.2 com a variantes RHCE, em
especial o alelo RHCE*ceAR (93,6%), e 0 alelo RHD DAR 3.1 ou D fraco tipo 4.0 associado
ao alelo RHCE*ceVS.02 (63,4%) e RHCE*ce (48C,105T, 733G,744C, 102T) (21,9%). Os
alelos RHCE citados estdo associados a expressao de antigenos do sistema Rh de baixa
frequéncia ou a falta de antigenos de alta frequéncia, além de variantes dos antigenos RhCE
(ARNONI et al., 2016). Nossos resultados demonstraram uma frequéncia de 65,05% de alelos
RHD*DAR que podem estar associados aos antigenos acima mencionados e variantes RHCE.
No entanto, para averiguacdo desse fato, novos protocolos devem ser desenvolvidos e
posteriormente testados.

Outras variantes foram também caracterizadas em nosso estudo, embora
apresentassem menor frequéncia. Os alelos RHD fraco raros, D fraco tipo 38 (1/103) e D
fraco tipo 145 (1/103), e alelos RHD parciais, DOL 1 (1/103), DOL 2 (1/103), DVII (2/103)
que foram identificados por meio de analise de sequenciamento dos éxons RHD.

O D fraco tipo 38 possui uma baixa densidade antigénica (60-151 sitios/célula) e,
muitas vezes, dependendo do método e reagente utilizados, podem ndo ser detectado por
métodos sorolégicos convencionais, a ndo ser pelo método de adsor¢éo e eluicdo (COSTA et
al., 2014, 2016). No presente estudo, o antigeno D fraco tipo 38 ndo foi detectado pelos
anticorpos anti-D monoclonais na fenotipagem RhD e reagiu fracamente em AGH. Essa
variante foi relatada em estudos prévios brasileiros, associada ao haplétipo DCe, com
frequéncias relativamente altas, aos nossos resultados e a frequéncia de 1,5% descrita em
caucasianos (ANSART-PIRENNE et al., 2004). Foi observada a ocorréncia dessa variante em
apenas 01 amostra do estudo, enguanto que, Arnoni e colaboradores descreveram uma

frequéncia de 12,1% dessa variante em suas analises. Campos e colaboradores, Costa e
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colaboradores e Dezan e colaboradores, também relataram a caracterizagdo molecular dessa
variante, com frequéncias de 1,2%, 2,8% e 19,81% respectivamente. A menor ocorréncia
dessa variante em nosso estudo pode estar relacionada as caracteristicas étnicas da populacéo
brasiliense ou ainda a capacidade de deteccdo dessa variante pelo reagente anti-D utilizado,
uma vez que, essa variante possui baixa densidade antigénica, podendo ser observadas
reacOes negativas na fenotipagem RhD (ARNONI et al., 2016; CAMPOS et al., 2016;
COSTA etal., 2014; PERSON, 2017).

O alelo RHD fraco tipo 145, ainda ndo havia sido caracterizado em brasileiros. O
nosso estudo € o primeiro trabalho que descreve a sua ocorréncia. Nesta pesquisa, essa
variante ndo reagiu no teste de hemaglutinacéo direta para o antigeno RhD, nos dois anti-D
monoclonais utilizados, e reagiu fracamente (1+) em AGH com anti-D monoclonal. A
variante € membro do cluster europeu e neste estudo foi associada ao haplotipo Dce. No
entanto, ndo ha relatos na literatura, que corrobore essa associacdo (WAGNER; FLEGEL,
2014).

As variantes DOL 1 e 2 sdo também membros do cluster D fraco tipo 4, e ocorrem
tipicamente em associacdo com o haplétipo Dce. Portanto sdo alelos comuns em individuos
com descendéncia africana (FLEGEL et al., 2009; ROUSSEL et al., 2012). Nos testes
sorologicos, essas amostras foram classificadas como inconclusivas, pois ndo reagiram com
um dos reagentes anti-D monoclonais utilizado na fenotipagem antigeno RhD, o anti-D clone
IgM TH-28. A densidade antigénica aproximada dessas variantes é de 4.700 sitios por célula
(REID; LOMAS-FRANCIS; OLSSON, 2012). Ambas, estdo envolvidas em aloimunizacao
por anti-D e podem estar ou ndo associadas a uma fraca reagdo com anticorpos monoclonais,
dependendo do reagente utilizado. Arnoni e colaboradores relataram a frequéncia de 0.5%
dessa variante em suas analises, menor quando comparada aos nossos resultados (ARNONI et
al., 2016). O alelos RHD DOL sao frequentemente associados a variante RHCE*ceBI. Essa
variante é caracterizada pela ndo expressao do antigeno de alta frequéncia HrS; pela expressdo
do antigeno de baixa frequéncia STEM; e a expressdo fraca do antigeno e. Arnoni e
colaboradores encontraram uma associacdo de 100% do alelo RHD*DOL 2 com a variante
RHCE*ceBI em suas analises (ARNONI et al., 2016; WAGNER; FLEGEL, 2014; WEBSITE
ISBT, 2019). Posteriormente, novos experimentos podem ser realizados a fim de investigacéo
dessas associagdes em nossas amostras.

A variante parcial DVII faz parte de um dos fendtipos D categoria que séo
caracterizados pela falta de um dos 9 epitopos (epD8), que reagem com anticorpos

monoclonais. Essa variante € membro do cluster europeu e estd associada a expressdo do
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antigeno RhD de baixa frequéncia, o Rh40 (Tar). A variante DVII foi associada ao alelo
RHCE*ce01 (85,7%) por Arnoni e colaboradores. Individuos que possuem RHD*DVII
podem desenvolver anticorpos anti-D apds imunizagdo por gravidez ou transfusao
(ROUILLAC et al., 1995; WEBSITE ISBT, 2019). A alteracdo molecular que define essa
variante esta associada a uma baixa densidade antigénica do RhD, com o nimero de sitios
antigénicos variando entre 3.600-8.400 por célula (REID; LOMAS-FRANCIS; OLSSON,
2012; WAGNER et al., 2000). Este resultado também foi encontrado em nosso estudo. Nés
observamos uma frequéncia de 1,94% dessa variante, entre as amostras de doadores de
sangue, com resultado fraco ou discrepante para RhD. A frequéncia encontrada em nosso
estudo foi maior que a descrita por Credidio, de 1,5% e colaboradores e Arnoni e
colaboradores, de 1,7%. Um estudo realizado na Alemanha com 60.000 doadores de sangue
observou o fenodtipo DVII 1,13% das amostras. (ARNONI et al., 2016; CREDIDIO; JR;
CASTILHO, 2011; DANIELS, 2013a).

Duas amostras, demostraram ter uma proteina RhD normal apds andlise de
sequenciamento génico das regides codificantes do gene RHD. Entretanto, testes moleculares
adicionais que contemplem as regides nao codificantes do gene RHD devem ser realizados
posteriormente, a fim de descartar alteragdes moleculares que resultem na fraca expresséo
antigénica observada nessas amostras. Outras 03 amostras apresentaram resultados
inconclusivos, por ndo serem observadas as amplificagdes de éxons especificos do gene RHD.
Esses resultados sugerem a presenca de gene hibrido RHD-CE-D, todavia, novas
investigacOes que possibilitem a devida caracterizagdo molecular nessas amostras devem ser
realizadas posteriormente.

NoOs realizamos uma associacdo entre os alelos RHD variantes e a intensidades de
aglutinacdes encontradas. Nossos resultados foram consistentes com o trabalho de Wagner et
al, que demonstrou por citometria de fluxo, a baixa densidade antigénica dos D fraco tipos 1
(759 sitios/célula) e 2 (674 sitios/célula) (WAGNER et al., 2000). Em nosso estudo, as
amostras caracterizadas como D fraco tipos 1 e 2 ndo reagiram na fenotipagem RhD, com os
dois reagentes anti-D, indicando uma baixa expressao antigénica, e foram detectados apenas
em AGH. Os alelos RHD fraco tipos 38 e 145 apresentaram 0 mesmo comportamento.

Os resultados dos testes sorologicos demonstraram ainda que, 22 (21,36%) amostras
ndo reagiram com os dois reagentes anti-D (clones TH-28 e MS26/MS201) utilizados na
fenotipagem para o antigeno D e 28 (27,18%) amostras ndo reagiram pelo menos em um dos
dois reagentes e, somente foram corretamente fenotipadas para o antigeno D quando levadas

até a fase em AGH a 37°C, caso contrario, poderia ser erroneamente fenotipadas como RhD
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negativo. Esse dado evidencia a importancia do teste para confirmacdo de D fraco na rotina
imuno-hematoldgica, principalmente, em doadores de sangue, sob o risco de aloimunizacao
por anti-D em receptores de sangue RhD negativos.

As andlises dos resultados possibilitaram demonstrar que por métodos sorolégicos ndo
é possivel diferenciar fen6tipos D fraco e D parcial, visto que, exemplos das duas variantes (D
Fraco e D Parcial), apresentaram os mesmos padrées de reatividade frente aos mesmos
reagentes. Além disso, as reacdes soroldgicas classificadas como inconclusivas, onde ha
discrepancias de resultados entre os reagentes IgM e IgM/IgG utilizando a mesma
metodologia demonstraram a importancia da selecdo e associagdo de reagentes que sejam
capazes de detectar as variantes do antigeno D.

A fenotipagem para os antigenos Rh, C, c, E e e, realizada em todas as amostras do
estudo, permitiu identificar que o fendtipo mais prevalente foi ccee 67% (67/103) e portanto
foi fendtipo mais frequentemente associado as variantes RhD. As associacdes estdo
consistentes quando comparadas aos resultados encontrados por Credidio e colaboradores e
com outros estudos realizados com individuos da populacéo brasileira (ARNONI et al., 2014;
CAMPOS et al., 2016; CREDIDIO; JR; CASTILHO, 2011; CRUZ et al., 2012; WAGNER et
al., 1999; ZACARIAS et al., 2016).

Em relacdo a determinacdo da zigosidade RHD, a estratégia que melhor se adequou
neste estudo foi a técnica de PCR em tempo real baseada na diferenca de dCT entre o gene
RHD em homozigose ou hemizigose e 0 gene da Beta globina. A técnica gPCR apresenta
algumas vantagens em relacdo ao PCR convencional, dentre elas, a elevada sensibilidade, a
eliminacdo da etapa pds-PCR, a diminuicdo de contaminagdo, e a possibilidade de
acompanhamento da reagdo e da quantificacdo do produto amplificado. No entanto, ndo foi
possivel realizar essa técnica em todas as amostras do estudo.

A PCR-SSP, baseada na detec¢do do segmento hibrido “Rhesus Box”, apresenta
falhas, principalmente na presenca de polimorfismos do gene RHD (intron e éxon) e ndo deve
ser utilizada para predicdo da zigosidade RHD de forma isolada (PERCO et al., 2003;
SILLENCE et al., 2017). Portanto, os resultados obtidos sobre a zigosidade RHD para este
estudo apresentaram 99,02% de hemizigose RHD entre as amostras analisadas. Todavia,
testes adicionais para determinacdo da zigosidade RHD, utilizando técnicas como PCR em
tempo real, que ndo sejam afetadas pela presenca polimorfismos devem ser realizados para
confirmagéo desse dado.

Em nossas analises, 98% (101/103) das amostras que apresentaram reacdes

soroldgicas indicativas da presenca de antigenos D variantes, demonstraram, de fato,



Discussao |75

alteracGes moleculares correspondentes a antigenos D variantes, j& descritos na literatura.
Dessas variantes, 68,93% (D parcial) possuem grande importancia clinica por estarem
associadas a aloimunizacao anti-D.

Nos observamos que, 85% das amostras do estudo foram caracterizadas ou tiveram
polimorfismos evidenciados com o auxilio de técnicas de PCR convencionais. No entanto, o
sequenciamento de Sanger foi a técnica que melhor auxiliou na caracterizacdo das variantes
encontradas. Atualmente, a técnica de PCR é amplamente utilizada, de facil execucdo e
interpretacdo, além de possuir um custo acessivel. No entanto, podem ser bastante
trabalhosas, em especial quando ha necessidade de ser detectado mais de um polimorfismo,
para caracterizacdo de um antigeno variante, como é o caso das inOmeras variantes do
antigeno RhD. O sequenciamento de Sanger é um recurso limitado na maioria dos
laboratorios de genotipagem eritrocitaria, apesar de apresentar baixo custo por amostra, alta
confiabilidade em seus resultados, e ser ideal para estudos de genes especificos, perde por ndo
permitir automacéo eficiente. Outras plataformas estdo sendo utilizadas para genotipagem de
grupos sanguineos em larga escala (exemplos: Beadchip, Bloodchip, microarrays, etc.). Essas
plataformas permitem automacao e apresentam alto rendimento. No entanto, exigem uma
grande disponibilidade de recursos financeiros e andlises de impacto nos servicos
transfusionais.

Contudo, a caracterizagdo molecular das amostras com antigenos RhD variantes €
muito importante em nossa populacdo, uma vez que, foi evidenciado grande variedade de
alelos RHD variantes em nosso estudo. Além disso, existem poucos estudos que descrevem a
frequéncia desses alelos no Brasil. A implementacéo de uma plataforma de genotipagem RHD
depende além de investimentos e tecnologia, de um conhecimento prévio a respeito das
variantes mais frequentes na populacédo a que se destina estudar, para que seja desenvolvida
uma estratégia que detecte 0 maior numero de variantes ja descritas, que somam mais de 200
alelos, e que permita também a detec¢do e caracterizacdo de novos alelos.

Desta forma, o presente trabalho possui grande relevancia, tanto por agregar
conhecimento acerca das caracteristicas da nossa populacdo, quanto por se tratar de estudo
pioneiro de caracterizacdo de antigenos D variantes, na regidao Centro-Oeste do Brasil, visto
que os trabalhos publicados até 0 momento estdo restritos as populacfes das regides Sul e
Sudeste do Brasil. Entendemos, portanto, que a estratégia experimental abordada neste
trabalho podera contribuir para o desenvolvimento de protocolos de genotipagem RHD que
busquem compatibilizar doadores e pacientes portadores de variantes RhD, causando impacto

positivo na qualidade dos processos e aumentando a seguranca transfusional.
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9 CONCLUSAO

10.

A frequéncia de amostras de doadores de sangue do Hemocentro de Brasilia com
reatividade fraca, inconclusiva ou discrepante na fenotipagem RhD foi de 1,29%.

O fendtipo ccee foi 0 mais prevalente entre as variantes caracterizadas.

Foi demonstrado que as técnicas soroldgicas ndo conseguem diferenciar fenotipos D
fraco e D parcial e, portanto, as técnica moleculares sdo superiores para essa
finalidade.

Em 98% das amostras estudadas, foram detectadas alteracbes moleculares que
caracterizam alelos RHD variantes. A frequéncia de feno6tipos RhD parciais foi
maior que a frequéncia dos fendtipo RhD fraco.

As frequéncias dos alelos RHD fraco tipos 1, 2 e 3 foram estabelecidas
respectivamente em: 1,94%; 5,83%; 16,5%.

A frequéncia de alelos RHD parcial foi de 68,93%, sendo que os alelos RHD*DAR
(65,05%) foram os mais encontrados;

A associacdo entre as variantes RhD encontradas no estudo e 0s respectivos
fendtipos RhCE, foram concordantes, em sua maioria, com as associagdes descritas
na literatura.

Os testes utilizados para determinacdo de zigosidade RHD revelou que 99,02% das
amostras sdo hemizigotos para o gene RHD. No entanto, a técnica PCR-SSP hibrida
“Rhesus Box” apresenta falhas e ndo deve ser utilizada de forma isolada na
determinacéo da zigosidade RHD.

Foi demonstrado que 22 amostras ndo seriam corretamente fenotipadas para o
antigeno RhD, se ndo fosse empregada a técnica indireta da AGH. A selecédo
criteriosa de reagentes anti-D e de metodologias sensiveis sdo essenciais para
garantir a deteccdo dos antigenos RhD normal e variantes.

O desenvolvimento de uma estratégia para deteccdo e caracterizacdo de antigenos
RhD variantes acarreta em beneficios a medicina transfusional, em especial, aos
pacientes que correm risco de complicacdes clinicas, causadas pela aloimunizagédo
anti-D.
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11 ANEXOS

ANEXO 1 - Comprovante de aprovacao pelo comité de ética.
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ANEXO 2 — Alinhamento e numeracdo dos nucleotideos presentes nas sequéncias do gene
RHD e os éxons RHD 1 a 10
Exon 1
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