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RESUMO  

Introdução. O sistema histo-sanguíneo ABO é o de maior importância 

transfusional e a identificação de seus fenótipos é frequentemente realizada 

por meios das tipagens direta e reversa as quais sempre devem apresentar 

resultados concordantes. Entretanto, alguns fatores genéticos como 

quimerismos naturais e mutações pontuais no gene ABO, podem afetar a 

expressão dos antígenos e anticorpos deste sistema, contribuindo com a 

discrepância nas fenotipagens, requerendo investigações para se definir o 

correto fenótipo de receptores e doadores de sangue. Objetivos. O objetivo 

geral deste estudo foi investigar as variações na expressão dos antígenos do 

sistema histo-sanguíneo ABO. Seus objetivos específicos compreenderam: 1. 

Seleção de receptores e doadores de sangue que apresentaram discrepâncias 

entre os resultados das fenotipagens direta e reversa do sistema histo-

sanguíneo ABO; 2. Investigação, com o uso de métodos sorológicos e 

moleculares, das causas das alterações fenotípicas e discrepâncias entre os 

resultados das fenotipagens direta e reversa no sistema histo-sanguíneo ABO 

nos receptores e doadores de sangue. Material e Método. Foram selecionadas 

amostras de receptores (n=2) e doadores (n=7) de sangue com discrepâncias 

entre as fenotipagens direta e reversa. As fenotipagens foram realizadas com o 

uso dos métodos de hemaglutinação convencional e modificada, em tubos e 

colunas de gel, com antissoros comerciais e lectinas. As investigações 

moleculares foram realizadas com o uso dos métodos PCR-RFLP e 

sequenciamento dos exons 6 e 7 do gene ABO e do exon 2 do gene FUT2. 

Resultados: Quatro casos com fraca expressão do antígeno A e ausência do 
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anticorpo esperado, observados na hemaglutinação, foram identificados como 

A2B, Ael e Aw. Quatro casos sem alteração antigênica, mas com presença de 

anticorpo irregular ou ausência do anticorpo esperado, foram caracterizados 

como AB, A1 e O e apresentaram alelos comuns. Um caso de gêmeos não 

dizigóticos, fenotipados como AB e com dupla população de hemácias foi 

caracterizado como quimera hematopoiética, após extensa análise familiar. O 

DNA extraído de swab bucal revelou os genótipos ABO (A101/B101) e FUT2 

(SE*25.01.01/SE*25.01.01) no gêmeo masculino e os genótipos ABO 

(O01/O02) e FUT2 (SE*01.04.01/SE*01.06.03) no gêmeo feminino. As 

sequências de dois novos alelos dos genes ABO (ABO*Aw.38; KT906366.1) e 

FUT2 (SE*01.06.03; KX550421) foram depositadas no GenBank. Conclusões: 

Nossos resultados demonstram que o uso de análises sorológicas eritrocitárias 

e salivares combinadas a métodos moleculares são fundamentais na resolução 

de discrepâncias entre as fenotipagens direta e reversa do sistema histo-

sanguíneo ABO bem como no esclarecimento de casos de quimerismo gemelar 

em humanos, contendo dupla população de hemácias. Além disso, contribuem 

para a identificação de novos alelos dos genes ABO e FUT2. 

 

Palavras-chave: Sistema do Grupo Sanguíneo ABO; Testes Sorológicos; 

Tipagem Molecular; Glicosiltransferases; Grupo Sanguíneo Secretor Alfa-2-

fucosiltransferase.  
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ABSTRACT  

Introduction. ABO histo-blood group system is the most important 

transfusional system and the identification of its phenotypes is often performed 

by means of direct and reverse typing, which must always present concordant 

results. However, some genetic factors such as natural chimerisms and point 

mutations in the ABO gene may affect the expression of the antigens and 

antibodies of this system, contributing to the discrepancy in the phenotyping, 

requiring investigations to define the correct phenotype of receptors and blood 

donors. Objectives. The main objective of this study was to investigate the 

variations in the expression of the antigens of the ABO histo-blood group 

system. Its specific objectives were: 1. Selection of recipients and blood donors 

that presented discrepancies between the results of the direct and reverse 

phenotyping of the ABO histo-blood group system; 2. Investigation, using 

serological and molecular methods, of the causes of phenotypic changes and 

discrepancies between the results of direct and reverse phenotypes in the ABO 

histo-blood group system in the recipients and donors of blood. Material and 

Methods. Samples of recipients (n = 2) and blood donors (n = 7) presenting 

discrepancies between the direct and reverse phenotyping were selected. 

Phenotyping were performed using conventional and modified hemagglutination 

methods in tubes and gel columns with commercial antisera and lectins. 

Molecular investigations were performed using PCR-RFLP method and 

sequencing of exons 6 and 7 of the ABO gene and exon 2 of the FUT2 gene. 

Results. Four cases with poor expression of antigen A and absence of 

expected antibody, observed in hemagglutination, were identified as A2B, Ael 



 xiv 

and Aw. Four cases without antigenic alteration but carrying an irregular 

antibody anti-A1 or absence of expected antibody were characterized as AB, A1 

and O and presented common ABO alleles. A case of non-dizygotic twins, 

phenotyped as AB and with double red blood cell population was characterized 

as hematopoietic chimera after extensive family analysis. The DNA extracted 

from buccal swab revealed the ABO (A101/B101) and FUT2 

(SE*25.01.01/SE*25.01.01) genotypes in the male twin and the ABO (O01/O02) 

and FUT2 (SE*01.04.01/SE*01.06.03) genotypes in the female twin. Sequences 

of two new ABO (ABO*Aw.38; KT906366.1) and FUT2 (SE*01.06.03; 

KX550421) allele sequences were deposited on GenBank. Conclusions. Our 

results demonstrate that the use of serum and salivary serological assays 

combined with molecular methods are good tools to solving discrepancies 

between the direct and reverse phenotyping of the ABO histo-blood group 

system as well as elucidate cases of twin chimerism in humans, with a double 

population of red blood cells. In addition, they contribute to the identification of 

new alleles of the ABO and FUT2 genes. 

 

Key-words: ABO Blood-Group System; Serologic Tests; Molecular Typing; 

Glycosyltransferases; Secretor Blood Group Alpha-2-fucosyltransferase. 
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1.1 Histórico  

 Os sistemas de grupos sanguíneos humanos surgiram em 1900, em 

Viena, quando Karl Landsteiner (figura 1.a), um cientista Austríaco de 32 anos 

descobriu o primeiro sistema de grupo sanguíneo da história após realizar 

experimentos com amostras de cinco colegas de laboratório e a sua própria, 

misturando hemácias e soro.(1, 2) Esta descoberta mudou a forma de pensar da 

época demonstrando que o sangue não era o mesmo em todas as pessoas.(3-5) 

A constatação foi relatada em uma breve nota em 1900, esta nota afirmou que 

o soro de seres humanos saudáveis não só tem um efeito aglutinador de 

sangue animal, mas também de humanos de diferentes indivíduos.(6) Ele 

relatou acreditar que este fenômeno era devido a diferenças individuais 

originais ou por uma influência de lesões como possível infecção bacteriana.(1) 

Os experimentos definitivos mostraram que as infecções não alteravam as 

reações e que era possível classificar a população em três grupos com base 

nas reações das hemácias e soros de indivíduos saudáveis, sendo publicado 

no ano seguinte, em 1901 (figura 1.b).(2, 6, 7) 

 Landsteiner explicou suas descobertas propondo a existência de três 

grupos, que chamou de A, B e C, onde A e B aglutinavam com padrões 

diferentes e C não aglutinava, sendo este último posteriormente substituído 

pela letra O.(1) Um ano depois seus colegas de laboratório Decastello & Sturli, 

identificou o grupo AB, onde as hemácias aglutinavam com quase todos os 

plasmas testados, mas o plasma destes indivíduos não aglutinava outras 

hemácias.(4, 6, 8) 
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Figura 1. a) Dr. Karl Landsteiner (≈1920): Descobridor do sistema ABO. b) Publicação 

original de 1901: “fenômenos de aglutinação de sangue humano normal”. (2, 6, 9) 

 

 A descoberta do sistema ABO possibilitou entender que a presença 

de anticorpos regulares era o que faltava para uma prática segura de 

transfusão de sangue. O significado de sua descoberta e observações sobre as 

consequências resultantes de transfusões de sangue a fins terapêuticos, se 

tornou evidente e comum somente após a Primeira Guerra Mundial (1914-

1918).(10, 11) Landsteiner recebeu um Prêmio Nobel de medicina por sua 

descoberta em 1930.(5) 

 Em 1952, Dodd e colaboradores(4) através de seus estudos 

identificaram um anticorpo que só foi encontrado em indivíduos do grupo O. 

Este anticorpo foi chamado de anti-A,B por reconhecer epítopos comuns dos 

antígenos A e B, sendo identificado somente por adsorção e eluição.(12) Com o 
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conhecimento dos quatro tipos diferentes de grupos ABO, classificados por 

dois antígenos (A e B) e basicamente por dois anticorpos (anti-A e anti-B), foi 

postulado na época que: quando o antígeno identificado por uma letra (A ou B) 

estiver presente nas hemácias, o anticorpo identificado pela letra contrária 

(anti-B ou anti-A, respectivamente) deverá estar presente no plasma. Esta 

proposição ficou conhecida como “Lei de Landsteiner” e permanece válida até 

os dias atuais.(13) 

 O interesse científico nos grupos ABO foi aumentando 

consideravelmente e não demorou para descobrir que antígenos A e B 

deveriam ser herdados. Landsteiner havia considerado que os grupos 

sanguíneos foram definidos pelos anticorpos presentes no soro, mas o fato de 

que os antígenos celulares foram os fatores responsáveis pela formação 

destes anticorpos foi reconhecido por von Dungern e Hirszfeld em 1910.(2, 14, 

15) Estes autores mostraram que as especificidades antigênicas A e B são 

herdadas de forma codominantes e dominantes sobre o O. Propuseram que A 

e B foram herdados independentemente um do outro e que a sua herança 

dependia de dois pares de genes com os alelos A e a, B e b. Embora essa 

ideia tenha sido contestada por mais de uma década, somente em 1924 os 

estudos de Bernstein(16, 17) concluíram que a teoria dos dois pares de genes 

independentes era insustentável. Ele propôs o modelo de três alelos de acordo 

com o qual A, B e O são formas alternativas de um único locus genético. 

Assim, uma criança pode receber um dos três alelos de cada um dos pais 

dando origem aos seis genótipos, AA, AO, BB, BO, AB e OO , e os quatro 

http://onlinelibrary-wiley-com.ez58.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1046/j.1365-3148.2001.00321.x/full#b8
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fenótipos, A, B, AB e O, que são detectáveis com reagentes de referência anti-

A e anti-B (quadro 1).(17) 

 A primeira alteração fenotípica por enfraquecimento foi observada 

em 1911 por von Dungern e Hirszfeld(18) em indivíduos do grupo A, revelando a 

existência de subgrupos. Contudo, seus padrões de alteração fenotípica só 

foram definidos por Thomsen e colaboradores em 1930.(19) Eles descreveram 

os dois subgrupos A1 e A2 que também podem ser explicados com base no 

modelo Bernstein. Subsequentemente, numerosos subgrupos com fenótipos 

fracos de A e B foram descritos e mesmo sem o conhecimento molecular, o 

modelo de Bernstein de múltiplos alelos é reconhecido atualmente como um 

grande acerto.(20, 21)  

 Em 1989 foi proposto pela primeira vez, renomear o sistema ABO 

como um sistema histo-sanguíneo, devido descoberta dos antígenos ABO em 

outras células e fluidos do corpo humano além das hemácias. Esta descoberta 

ampliou a complexidade do sistema ABO por demonstrar sua importância em 

transplantes de órgãos sólidos.(22)  

 Antígenos do sistema ABO foram os únicos marcadores genéticos 

utilizados em estudos forenses e antropológicos até a identificação de 

antígenos de outros grupos sanguíneos que foram descobertos, em sua 

maioria nos anos imediatamente após a Segunda Guerra Mundial.(5) Contudo, 

somente 90 anos após a descoberta do sistema ABO, em 1990 a base 

molecular foi elucidada por Yamamoto com a clonagem do locus ABO, sendo 

considerado o segundo momento mais importante da história deste sistema, 

onde os aminoácidos diferenciais dos alelos comuns foram identificados e em 
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1992 e 93 as mutações dos alelos raros também.(16, 23) O Quadro 1 apresenta 

os genótipos, fenótipos, anticorpos e os produtos do gene ABO. 

 

Quadro 1.   Genótipos, fenótipos e anticorpos do sistema de grupo sanguíneo ABO 

postulado por Bernstein em 1924. 

Hemácias Soro/plasma 

Genótipos Fenótipos Anticorpos Enzimas 

AA, AO A anti-B α-3-N-acetilgalactosaminiltransferase 

BB, BO B anti-A α-3-galactosiltransferase 

AB AB - 
α-3-N-acetilgalactosaminiltransferase 
e α-3-galactosiltransferase 

OO O anti-A, anti-B, anti-A,B α-3-galactosiltransferase 

Adaptado de Bernstein (1924).(17) 

  

 O sistema ABO possui mais de 380 alelos, com cerca de 900 

polimorfismos.(24) A maioria destes alelos resulta de polimorfismos de 

substituições de aminoácidos por alteração de único nucleotídeo (SNPs) que 

codificam glicosiltransferases (GTs) que adicionam os monossacarídeos que 

formam os antígenos de membrana das hemácias, demonstrando a grande 

variabilidade do sistema ABO.(25) Esta variabilidade se estende desde o gene 

que controla a expressão de seus antígenos através da atividade das enzimas 

codificadas, até a quantidade de antígenos presentes na membrana da 

hemácia e em outros tecidos.(7, 26) 

 Os sistemas de grupos sanguíneos constituem bons exemplos de 

eventos programados pela natureza que ainda despertam atenção da ciência e 

estão alinhados com a biologia moderna e a medicina transfusional.(27) Neste 

contexto, a investigação e a compreensão dos efeitos moduladores e dos 
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fatores que influenciam a variabilidade e a expressão dos antígenos de grupos 

sanguíneos na medicina transfusional, na saúde, na suscetibilidade e na 

resistência a doenças são caminhos a serem explorados pela ciência.(4, 28, 29) A 

representação das estruturas que formam os antígenos na membrana da 

hemácia e sua variabilidade pode ser observada na comparação da membrana 

celular com um jardim, conforme figura 2. 

Figura 2. Representação dos componentes da membrana das hemácias que 

expressam os antígenos (b) em comparação a um “jardim” (a).(3) 
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1.2 Fenótipos 

 Os fenótipos do sistema ABO são caracterizados por reações 

sorológicas que se baseiam na pesquisa do antígeno, conhecida como prova 

direta e pela pesquisa dos anticorpos, chamada de prova reversa. A 

concordância entre ambas as provas associada a reatividades fortes, levam à 

caracterização segura dos fenótipos mais comuns, porém fenótipos com fraca 

expressão podem ter um comportamento sorológico de difícil interpretação ou 

até ser falho.(30-32) 

 Os seis fenótipos ABO principais são O, A1, A2, B, A1B e A2B. A1 e A2 

são fenótipos que demonstram reatividade com anti-A, onde A1 reage 

fortemente e A2 pode apresentar reatividade mais fraca. Esta diferença sugere 

que o anticorpo anti-A apresenta especificidade contra regiões antigênicas 

comuns entre A1 e A2, presentes em menor quantidade em A2. A necessidade 

de diferenciação ocorre comumente quando os resultados sorológicos indicam 

discrepância entre as provas direta e reversa, devido à presença do anticorpo 

irregular anti-A1, relativamente comum em indivíduos A2.(7) 

 Considerando o princípio da lei de Landsteiner, o sistema 

imunológico produz anticorpos contra quaisquer antígenos de grupo sanguíneo 

ABO que não são encontrados nas hemácias autólogas. Assim, um indivíduo 

do grupo A terá anticorpos anti-B e alguns subgrupos diferentes de A1 também 

podem apresentar anti-A1. Indivíduos do grupo B terão anticorpos anti-A. Os 

indivíduos que possuem o comum fenótipo O, devem ter os anticorpos anti-A, 

anti-B e anti-A,B no seu plasma. Seguindo esse raciocínio, indivíduos do grupo 

AB não devem ter os anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B no seu plasma. 
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 Alguns raros indivíduos apresentam características sorológicas do 

grupo O em prova direta, porém, no seu soro encontram-se anticorpos anti-H. 

Estes indivíduos são chamados de Bombaim e só não podem apresentar 

antígenos A ou B de forma normal devido mutações no gene FUT1 que 

inativam a enzima responsável pela síntese do antígeno H, precursor dos 

antígenos ABO.(33, 34) 

 Mutações no gene ABO podem levar a modificações fenotípicas. A 

sequência de nucleotídeos do fenótipo A1 é considerada a referência. Este 

fenótipo pode apresentar até 106 antígenos por célula que reagem com anti-A1 

e compõem cerca de 80% dos indivíduos do grupo A, enquanto hemácias com 

o fenótipo A2, apresentam cerca de 5 vezes menos antígenos e não reagem 

com anti-A1,  correspondendo a cerca de 20% dos indivíduos do grupo A. 

Existe muitos outros subgrupos de A que podem expressar um antígeno A 

fraco, enquanto que as variantes com antígeno B fraco são muito mais raras, 

possivelmente devido à menor frequência populacional do fenótipo B.(30, 35) 

 A Figura 3 ilustra os quatro principais fenótipos eritrocitários do 

sistema histo-sanguíneo ABO com seus antígenos e anticorpos regulares. 

Além disso demonstra alguns dos fatores necessários para determinação dos 

grupos ABO, características dos anticorpos presentes em cada grupo bem 

como do tipo Bombaim que se comporta sorologicamente como o grupo O. 
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Figura 3. Fenótipos, antígenos e anticorpos do sistema histo-sanguíneo ABO. 

Adaptado de Donald R. Branch.(6) 

 

 A subdivisão dos fenótipos A (A1, A2, A3, Ax, Ael, etc) se deu com 

base nas características sorológicas de reatividade com antissoros policlonais 

humanos. Foram considerados os seguintes fatores: a intensidade da reação, a 

presença de aglutinação em campo misto, a presença de anticorpos anti-A1, 

ausência ou variação de reatividade com anti-A1, ausência ou variação na 

reatividade com anti-H e presença de antígenos ABH na saliva de indivíduos 

secretores. Estas subdivisões também ocorrem no fenótipo B, mas são 

tipicamente mais difíceis de serem sorologicamente definidas em categorias 

específicas. Alguns subgrupos de B (por exemplo, Bel) são análogos 

sorologicamente aos seus homólogos de A (por exemplo, Ael). A frequência dos 

fenótipos ABO comuns (A1, A2, B, A1B, A2B, e O) varia muito entre diferentes 

populações, conforme mostrado na tabela 1.(30, 36) 
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Tabela 1. Frequência fenotípica em porcentagem entre diferentes grupos étnicos de 

algumas populações. 

Fenótipo Brancos* Negros* Mexicanos* Asiáticos * Ameríndios** Europeus*** 

O 45 49 56 43 99,9 43 

A1 33 19 22 27 0 35 

A2 8 8 6 Raro 0 10 

B 10 19 13 25 0 9 

A1B 3 3 4 5 0 3 

A2B 1 1 Raro Raro 0 1 

Fonte: *Harmeng (2006);(37) **Daniels (2013);(7) ***Reid (2012).(35) 

 
 
1.3 Gene ABO 
 
 O gene do sistema de grupo histo-sanguíneo ABO está localizado no 

braço longo do cromossomo 9q34.2 (figura 4a). É composto por sete exons e 

seis introns, abrangendo uma região com cerca de 19,5 kb, sendo que 1062 

pares de bases (pb) codificam uma sequência de 354 aminoácidos (aas), 

correspondente à sequência de tradução de uma proteína de 41-kDa com 

função enzimática, denominada glicosiltranferase (GT). Os exons 6 e 7 são os 

dois mais longos, contendo 77% de toda a extensão de leitura da GT, 

correspondendo a aproximadamente 90% do sítio ativo catalítico e a 274 aas 

dos 354 que constituem as glicosiltransferases do grupo A (GTA) e 

Glicosiltransferases do grupo B (GTB). A Figura 4b demonstra a distribuição 

dos nucleotídeos (nts) e aas entre os exons do gene ABO.(38) 
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a) 

 

b) 

 

Figura 4. Organização do gene ABO. a) localização do gene no cromossomo; b) 

nucleotídeos (nts), aminoácido (aa), exons e introns do gene ABO. Fonte: Consórcio 

de Referência Genômica (CRG), hospedado na página da internet do Centro Nacional 

de Informações Biotecnológicas (NCBI).(39) 

 

 O gene ABO está sob o controle de muitos fatores de regulação. 

Alguns são específicos para regular expressão nos tecidos envolvendo outros 

genes, enquanto outros para aumentar ou diminuir o nível de produto do gene. 

Vários estudos têm sido realizados para esclarecer a regulação da expressão 

do gene ABO.(16) 

 Os antígenos do sistema ABO são sintetizados por 

glicosiltransferases. Estas enzimas são responsáveis pela adição de açúcares 

específicos a cadeias oligossacarídicas precursoras comuns contendo uma 

galactose terminal. Indivíduos que possuem um gene H localizado no 

cromossomo 19q13.33, codifica uma fucosiltransferase, que adiciona um 

açúcar (fucose) em ligação α-1,2 a esta galactose terminal do oligossacarídeo 

precursor, formando o antígeno H (Figura 5).(23) Assim é produzido 
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oligossacarídeo necessário para síntese dos antígenos A e B. Se o gene que 

determina o antígeno H está ausente ou é defeituoso, o antígeno pode não ser 

formado e consequentemente, não será sintetizado os antígenos A e/ou B. 

Estes raros indivíduos são chamados de Bombaim.(6) 

 

 

 

Figura 5. Estruturas bioquímicas necessárias para formação do antígeno H. R: radical 

formado de Glicoproteína ou Glicolipídio; Gal: Galactose; GlcNac: N-

Acetilglucosamina; Fuc: fucose; β(1-3), β(1-4) e α(1-2): tipos de ligações glicosídicas. 

Adaptado de Harmening (2006) e Daniels (2013).(7, 37) 

   

 A síntese do antígeno H é regida por dois genes diferentes mas 

estreitamente ligados e homólogos, FUT1 (H) e FUT2 (secretor), 

independentementes do gene ABO. Os produtos destes genes são duas 

fucosiltransferases (Fuc-1 e Fuc-2, respectivamente) que agem em diferentes 

cadeias precursoras presentes em diferentes tecidos.(40) A Fuc-1 sintetiza 

principalmente antígeno H a partir de cadeias precursoras do tipo 2 na 

hemácia. O produto do gene secretor (Fuc-2), atua principalmente em cadeias 

precursoras do tipo 1 presente nas secreções e no plasma. Os antígenos 

formados a partir de cadeias do tipo 1, podem mais tarde ser adsorvidos e 

incorporados na membrana das hemácias. Ambas as enzimas também podem 

atuar nas cadeias dos tipo 3 e tipo 4. As cadeias dos tipos 1 a 4 são 
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consideradas os principais precursores para os antígenos ABH (Quadro 2).(22) 

A forma tipo 4 parece ser o substrato predominante para a síntese de antígeno 

A no rim, enquanto que as atividades das transferases A2 são restritas às 

isoformas dos tipo 1 e 2. Por outro lado, a transferase A1 pode interagir com 

todas as isoformas. Contudo a expressão renal do antígeno A é inferior em 

indivíduos A2 em comparação com indivíduos A1. Simples alterações dos 

precursores modificam a conformação da estrutura antigênica formada, 

podendo conter diferentes sítios antigênicos, apesar da alta homologia entre as 

isoformas. O quadro 2 mostra a estrutura linear das cadeias precursoras dos 

antígenos ABO e a figura 6 mostra as diferentes conformações espaciais 

destas estruturas. 

 

Quadro 2. Precursor ABH, estrutura bioquímica e distribuição nos tecidos. Adaptado 

de Clausen e Hakomori (1989).(22) 

Tipo de precursor Estrutura Distribuição nos tecidos 

Tipo 1 Galβ1-3GlcNacβ1-R Endoderma, secreções e plasma 

Tipo 2 Galβ1-4GlcNacβ1-R Ectoderma e mesoderma 

Tipo 3 Galβ1-3GlcNacα1-R Vários tecidos  

Tipo 4 Galβ1-3GlcNacβ1-R Glicolipídeos nos Rins e hemácias 

Gal: Galactose 
β1-3, β1-4, α1,  β: Tipos de ligações química entre carbonos 
GlcNac: N-Acetilglucosamina 
R: Radical formado de Glicoproteína ou Glicolipídeo 
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Figura 6. Representação das variações espaciais das estruturas moleculares 

(isoformas) de um antígeno em um formato tridimensional. Fuc: Fucose; Gal: 

Galactose; Glc: Glicose; GlcNac: N-Acetilglucosamina; GalNac: Galactosamina. 

Adaptado de Schenkel-Brunner (2001).(41)  

 

 As GTs codificadas pelo gene ABO são enzimas transmembranares 

do tipo 2. Estas enzimas têm tipicamente uma cauda citoplasmática curta no N-

terminal, um domínio transmembranar hidrofóbico, uma região de base com 

haste curta que possui um local de clivagem da protease. Finalmente, 

apresentam um domínio catalítico ativo que reconhece o aceptor (antígeno H) 

ou o doador (UDP-GalNAc / UDP-Gal), em C-terminal no lado luminal de 

Golgi.(42) 

 A imensa diversidade de estruturas de hidratos de carbono vista na 

natureza é determinada pelos vários tipos de GTs, que constituem uma grande 

família de enzimas que estão envolvidos na biossíntese de dissacarídeos, 

polissacarídeos e principalmente oligossacarídeos, no aparelho de Golgi. Estas 

GTs são definidas pelas suas especificidades doador / aceptor e as ligações 

glicosídicas formadas.(43) As GTs estão ligadas à membrana presentes nos 

diferentes compartimentos Golgi onde consecutivamente e especificamente 
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catalisam a adição de um açúcar para outro sobre uma glicoproteína ou 

glicolipídio aceptor. Cada adição de um açúcar cria um novo aceptor para a 

próxima linha na via de glicosilação da GT. Os substratos doadores de açúcar 

utilizados são frequentemente ativados sob a forma de GDP-Fuc, UDP-Gal ou 

UDP-GalNAc. Estas são sintetizadas no citoplasma e importados para o Golgi 

através de transportadores de membrana.  

 O espectro de GTs presente no aparelho de Golgi não é estático e o 

efeito da glicosilação varia com o tipo de célula. Isso leva à modificação 

terminal das glicoproteínas e glicolipídos que aparecem de forma regular e 

frequentemente nos tecidos de diferentes linhagens celulares.(44) A figura 7 

ilustra a organização estrutural das glicosiltransferases do tipo 2 no complexo 

de Golgi. 

 

Figura 7. Estrutura da glicosiltranferase no complexo de golgi. C: terminação do 

domínio catalítico; N: terminação citoplasmática; UDP: Uracila difosfato; GalNac: 

Galactosamina; Gal: Galactose. Adaptado de Storry e Olsson (2009).(42) 
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 Entre as GTs produzidas, a transferase do grupo A (GTA) é 

considerado referência. Ambas, GTA e GTB, foram isoladas, purificadas e 

clonadas por Yamamoto e colaboradores em 1990(45, 46), possibilitando 

comparação e constatação de que são altamente homólogas, com 

aproximadamente 99% de homologia entre os aas. Contudo, diferem na 

especificidade do doador a partir de N-Acetilgalactosamina para o grupo A e D-

Galactose para o grupo B.(47, 48) 

 As estruturas imunodominantes dos antígenos A e B são GalNAc-

α13(Fuc-α12)-Gal-R e Gal-α13(Fuc-α12)-Gal-R, respectivamente. 

Portanto os epítopos que definem os antígenos A e B, consequentemente os 

grupos sanguíneos A e B, estão presentes nessas estruturas trissacarídicas 

terminais. Estas estruturas apresentam variações tridimensionais que são 

importantes para as ligações específicas dos antissoros anti-A, anti-B e anti-

A,B.(7) A expressão destes antígenos A e B ocorre nos compartimentos do 

aparelho de Golgi das células precursoras dos eritrócitos, de onde se movem 

para a membrana, permanecendo durante todo período de vida na hemácia. 

 A biossíntese dos antígenos ABO ocorrem com a devida ação das 

GTA e GTB que transferem GalNAc e Gal, respectivamente, a partir de um 

UDP-doador para o oligossacarídeo precursor comum, composto de Fuc-

α(1,2)-Gal-NAcGlc-Gal-R (antígeno H). O antígeno H não se altera em 

indivíduos do grupo O, devido uma enzima ABO não funcional. Contudo, 

indivíduos do grupo AB têm ambas GTs (GTA e GTB) que competem pelo 

precursor comum.(49) A figura 8 ilustra a biossíntese dos antígenos do sistema 

ABO. 
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Figura 8. Representação da biossíntese dos antígenos do grupo sanguíneo ABO a 

partir de estruturas precursoras tipo 2 (H), na hemácia. Adaptado de Eiji Hosoi 

(2008).(50) 

 

 Grande variação estrutural dos antígenos ABO é observado devido 

às diferenças estruturais dos oligossacarídeos precursores. As estruturas 

internas de glicoproteínas e glicolípidos são influenciadas pelo grau de 

ramificação e pela extensão das estruturas poli-N-Acetilgalactosamina 

repetitivas (Galβ1-4GlcNAcβ1). Estas cadeias são terminadas por diferentes 

variantes de oligossacarídeos conhecidos como estruturas periféricas. Elas 

também são afetadas pelo tipo de glicoconjugado, glicoproteínas ou 

glicoesfingolípidos.(22, 40) 
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 Enfim, os níveis de expressão dos antígenos do sistema ABO são 

influenciados por diferentes fatores incluindo as mutações nos genes A e B, a 

disponibilidade de oligossacarídeos precursores, de cofatores e a ordem com 

que as enzimas GTA e GTB se encontram nos compartimentos do aparelho de 

Golgi. Variações nestes fatores podem modificar a expressão antigênica, 

levando inclusive a níveis sorologicamente indetectáveis, como ocorre nos 

raros fenótipos que caracterizam os subgrupos de A, B e AB. A fraca 

expressão destes antígenos ou mesmo alterações em suas estruturas podem 

modificar a intensidade da reação de aglutinação eritrocitária pelos antissoros 

monoclonais e policlonais utilizados rotineiramente na fenotipagem, levando à 

classificação errônea de indivíduos destes subgrupos.(41) 

 

1.4 Terminologia e nomenclatura.  

 Inicialmente, os sistemas e os antígenos de grupos sanguíneos 

foram identificados por letras do alfabeto e posteriormente, com base no nome 

da primeira pessoa em que foram encontrados. Em muitos casos, a 

denominação dos sistemas e dos antígenos foram relacionadas aos pacientes 

em cujo plasma sanguíneo os anticorpos específicos foram primeiramente 

identificados ou ainda com base no nome do autor que descreveu o sistema 

pela primeira vez. Devido à ausência de regras para denominação dos 

sistemas de grupos sanguíneos no passado, um dado anticorpo específico 

encontrado em indivíduos diferentes podia receber denominação distinta. Com 

o objetivo de organizar e padronizar a nomenclatura dos sistemas, dos 

antígenos e dos anticorpos de grupos sanguíneos, a Sociedade Internacional 
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de Transfusão Sanguínea (ISBT) criou um comitê especializado para criar uma 

nova terminologia e estabelecer regras para o reconhecimento dos sistemas de 

grupos sanguíneos. Desde então os sistemas e seus respectivos antígenos 

passaram a ser reconhecidos numericamente.(3) Esta nova nomenclatura é 

usada principalmente para o trabalho de bancos de dados, mas também gerou 

uma lista de nomes alternativos recomendados.(51) O quadro 3 ilustra a nova 

nomenclatura aplicada ao sistema ABO. 

 Outra fonte de terminologia é o Banco de Dados para Mutações dos 

Genes e Antígenos de Grupos Sanguíneos (BGMUT), criado em 1999. Em 

2006, o BGMUT passou a integrar a plataforma NCBI, se tornando uma base 

de dados específica para sistemas de grupos sanguíneos, contendo várias 

informações sobre os sistemas de grupos sanguíneos, como: genes que os 

codificam, os fenótipos, as características sorológicos, além de outras 

informações de genes ou variações genéticas que ainda não foram 

esclarecidas (Quadro 3).(24)  

 Tipicamente, os alelos ABO são referidos pela sua atividade 

serológica e um número. Nos últimos anos foi sugerido que os subgrupos de A 

ou B com reações fracas, sejam nomeados como A fraco ou B fraco. Esta 

proposição auxilia na atual caracterização de subgrupos com o uso de 

anticorpos monoclonais, em oposição à antiga classificação dos subgrupos 

definidos com o uso de anticorpos policlonais.(52) 

 Neste trabalho foi utilizada a terminologia recomendada pela ISBT e 

pelo dbRBC (BGMUT), além dos nomes tradicionais dos sistemas e dos 

antígenos ABO.(24, 25, 35, 51, 53, 54) Os alelos são referidos da forma tradicional 
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(Ex.: A1) ou com a terminologia dbRBC (ex.: A101). Contudo, é importante usar 

apropriadamente subscritos para fenótipos, sobrescritos e itálico para alelo no 

formato tradicional ou somente itálico no formato dbRBC e fonte normal para o 

antígeno. O quadro 3 contém as diferentes nomenclaturas referidas para o 

sistema ABO.  

 

Quadro 3. Diferentes nomenclaturas utilizadas na identificação de fenótipos, antígenos 

e alelos do sistema ABO. 

Fenótipos Antígenos Alelos 

Tradicional Numéricoⱡ Nomeⱡ Alternativo dbRBC£ dbRBC# 

A1 001.004 A1 ABO*A1.01 A101 ABO*A1.01.01.1 

B 001.002 B ABO*B1.01 B101 ABO*B1.01.01.1 

O ** H*** ABO*O.01 O01 ABO*O.01.01.1 

Legenda: 

ⱡDe acordo com a Sociedade Internacional de Transfusão Sanguínea (ISBT) 

**Não possui registro numérico para o sistema ABO 

***O antígeno H não é alterado na biossíntese de indivíduos do grupo O. 

£Alelos do sistema do grupo sanguíneo ABO: Banco de Dados de Glóbulos Vermelhos 

Humanos (dbRBC), hospedado no Banco de Dados dos Genes, Antígenos e Mutações de 

Grupos Sanguíneos (BGMUT). 

#Visualizador de Alinhamento de Sequência: dbRBC do BGMUT.  

Fonte: ⱡ Sociedade Internacional de Transfusão Sanguínea - ISBT(55); #, £ Centro 

Nacional de Informações Biotecnológicas - NCBI(24). 
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1.5 Subgrupos ABO 

 Subgrupos ABO são fenótipos que diferem na quantidade de 

antígenos presentes nas hemácias e secreções de indivíduos secretores. A 

capacidade para expressar estes antígenos é herdada de forma codominante, 

isto é, o fenótipo expresso irá correlacionar com os alelos presente no locus 

ABO. Além dos fenótipos mais comuns citados anteriormente (A1, A2, B, A1B, 

A2B e O1), há muitos relatos de expressão fraca e discrepâncias entre prova 

direta e reversa. Em muitos casos as discrepâncias resultam de alterações no 

gene ABO, as quais geram novos alelos que podem criar novas variações 

fenotípicas.(35, 56) 

 

1.5.1 Alelos comuns 

 A expressão dos antígenos é definida pela atividade das GTs à qual 

é fortemente influenciada pela sequência de nucleotídeo que caracteriza o 

alelo. Existem vários alelos que dão origem a expressão normal dos antígenos 

ABO, indicando que alguns dos SNPs são neutros e não afetam a atividade 

das GTs. Estes fenótipos expressam níveis normais dos antígenos A ou B, pois 

a maioria das mutações silenciosas neles presentes não altera a sequência de 

aminoácidos das GTs. Entretanto, há exemplos de mutações missense cujo 

impacto na atividade da GT não parece ser significativo o suficiente para 

diminuir a expressão antigênica a ponto de dificultar sua detecção pelos testes 

convencionais de fenotipagens ABO utilizados na rotina.(27) 

 A frequência dos alelos comuns do gene ABO varia entre diferentes 

populações. O alelo O é o mais frequente, podendo ser de até 100% em tribos 

indígenas da América do Sul, com rara presença de alelos A ou B nos povos 
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Ameríndios.(57) Os alelos A são mais frequentes em populações da Europa do 

Norte e Central enquanto que os alelos B são mais comuns na Ásia. O alelo A2 

é raro no Sudeste Asiático e relativamente comum na Europa, África, Sul da 

Ásia Ocidental e na população Sami (indígenas da região norte da 

Escandinávia).(7) Atribui-se que a diversidade dos alelos e dos grupos ABO seja 

resultante de pressão natural e seleção devido a doenças causadas por 

microrganismos.(58) Os seis alelos mais comuns na população caucasiana ou 

com expressão normal, são brevemente apresentados a seguir.  

 O alelo A1 (ABO*A1.01) possui a sequência de nucleotídeos que é 

considerada referência para o gene ABO. Este alelo resulta em antígenos A 

que não possui alteração na reatividade sorológica. Existem pelo menos dez 

alelos A1 que apresentam alterações em sua sequência de nucleotídeos e que 

também não resultam em alterações fenotípicas.(24, 35) 

 O alelo A2 (ABO*A2.01) possui cerca de 26 variantes depositadas 

no dbRBC,(24) é o segundo mais comum do grupo A, sendo diferenciado de A1 

por uma deleção de uma das três citosinas entre as posições 1059 e 1061. Por 

convenção, considera-se que esta deleção ocorre na posição 1061.(59) Esta 

deleção altera a sequência de leitura abolindo o códon de terminação 

esperado, resultando em uma GT contendo 21 aas adicionais. Admite-se que 

esta diferença promova variações quantitativas e qualitativas no fenótipo A2. 

Outras mutações no alelo A2 também são comuns em determinadas 

populações. Em caucasianos o SNP 467C>T (P156L) é muito frequente, mas 

esse polimorfismo não parece ter impacto na atividade da GT de uma forma 

significativa, já que o mesmo também foi encontrado em uma variante do alelo 
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A1 (ABO*A1.02), com expressão fenotípica normal. Este alelo é comum na 

maioria dos indivíduos com fenótipo A1, na Ásia. As mutações 467C>T e 

1061delC não parecem ser exclusiva do fenótipo A2 pois foram encontradas em 

outros alelos não relacionados a este fenótipo.(60) 

Os subgrupos A1 e A2 foram primeiramente reconhecidos como 

alterações fenotípicas do sistema ABO em 1911.(30) Posteriormente, foi 

observado que existem diferenças quantitativas entre estes subgrupos e que 

hemácias A1 expressam cerca de cinco vezes mais antígenos A em 

comparação às hemácias A2.(61) Mais recentemente foi demonstrado que estes 

subgrupos de A apresentam diferenças qualitativas.(62) Diferenças qualitativas 

entre os subgrupos A1 e A2 sempre motivaram intensos debates. Na década de 

70 foi demonstrado que as GTs de A1 e A2 apresentam diferenças em relação 

ao pH óptimo, à Km (Constante de Molaridade), à afinidade pelo substrato e ao 

ponto isoelétrico.(63-65) 

 Em recente estudo, com base na análise de glicolipídeos, foi 

observado que as estruturas dos carboidratos tipo 3, repetitivo A e Tipo 4 

(globo-A) são frequentes em eritrócitos A1, mas ausentes ou indetectáveis em 

A2. Em hemácias A2, a presença dos precursores H tipo 3 e H tipo 4 (globo-H) 

sugerem incapacidade da GT A2 para converter estas estruturas em A. Esta 

tem sido considerada a principal diferença qualitativa entre os fenótipos A1 e A2. 

(66, 67) Svensson e colaboradores (2008)(62) relataram que a principal diferença 

glicolipídica entre na expressão entre A1 e A2 é presença de A tipo 4 em A1 

mas não em A2. Além disso, observaram ausência do precursor tipo 4 (globo-A) 

e presença do tipo 4 (globo-H) em A2. Os níveis iguais do tipo 3 e repetitivo A 
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detectados, indicam que a GT de A2 é capaz de converter o H tipo 3 em A tipo 

3, mas não o H tipo 4 (globo-H) em A. Estas proposições se opõem aos relatos 

anteriores e portanto, a questão sobre a diferença qualitativa entre os fenótipos 

A1 e A2 ainda é objeto de discussão.(62, 66, 68, 69)  

 O alelo B (ABO*B1.01) difere do alelo A1 em sete posições, das 

quais três são silenciosas (297A>G, 657C>T e 930G>A), sem alteração do aa 

e quatro são mutações missense (526C>G, 703G>A, 796C>A e 803G>C) 

levando a mudanças de aas na região codificante da GT.(47) Estas alterações 

modificam a especificidade da GT no reconhecimento do substrato e 

consequentemente levam à adição da Gal ao monossacarídeo terminal do 

antígeno H. As substituições 796C>A (Leu266Met) e 803G>C (Gli268Ala) são 

as principais responsáveis pela mudança na especificidade da GTB, enquanto 

que as demais tem um papel na ligação do aceptor.(70) 

 O alelo alelo O01 (ABO*O.01.01 ou O1) é o mais comum 

determinante do grupo O e difere da sequência referência (A101) pela deleção 

do nucleotídeo G na posição 261 do exon 6. Esta alteração cria um códon de 

parada que interrompe a inserção de aa na posição 117.(47) Como a GT 

truncada não é funcional, pois não contém o domínio globular catalítico da 

enzima ativa, é incapaz de modificar o antígeno H.(7) 

 Outro alelo O relativamente comum é O1v [ABO*O.02.01 (dbRBC), 

anteriormente chamado de O02] que tem a mesma deleção 261delG, mas 

possui nove SNPs adicionais entre os exons 2 a 7 que são incapazes de 

promover modificações fenotípicas. No entanto, em termos evolutivos, este 

alelo é diferente do alelo O01.(7, 71, 72) 
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 O alelo O02 [ABO*O.03.01 (dbRBC), anteriormente chamado O03] 

não possui a deleção 261G e portanto, pertence ao um grupo dos alelos O 

chamados de não delecionais.(7, 72, 73) Este alelo contém SNPs que são 

específicos (53G>T e 802G>A), mas também compartilha um SNP presente no 

alelo B (526C>G).(74) O SNP 802G>A que resulta na alteração do aa 

Gly268Arg, foi caracterizado como responsável em abolir a atividade da 

enzimática com bloqueio completo do local de reconhecimento do doador de 

monossacarídeo.(74, 75) Este alelo foi encontrado em casos com fraca expressão 

do antígeno A nos eritrócitos e com ausência de anti-A no plasma. Contudo, é 

considerado um dos determinantes dos fenótipos O-símile. Este fenómeno 

ainda não foi devidamente esclarecido e permanece como objeto de 

estudos.(32, 76-79)  

 Existem outras variantes de O, algumas pertencentes ao grupo não 

delecional e semelhantes a O2 por compartilhar o SNP 802G>A, enquanto 

outros são menos comuns e apresentam alterações críticas independentes que 

comprometem a atividade do produto gênico, como por exemplo: O3 

(ABO*O.03) e O4 (ABO*O.04).(32, 80)  

 Os alelos comuns e a localização das suas principais mutações 

estão representados na figura 9.  
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Figura 9. Representação contendo a localização das principais mutações entre os 

alelos comuns do Sistema ABO. Adaptado de Geoff Daniels (2013).(7) 

 

1.5.2 Alelos com fraca expressão ou raros 

 Os fenótipos raros são caracterizados em subgrupos assim como os 

comuns, pelo seu grau de aglutinação com antissoros e lectinas. Além disso, a 

presença ou ausência de anticorpos ABO no plasma é considerada importante 

para a interpretação dos resultados. Alguns casos requerem estudos de 

adsorção e eluição e/ou testes de inibição de hemaglutinação na saliva. Os 

subgrupos de A são mais frequentes e complexos, enquanto os de B são mais 

raros e apresentam menor variabilidade fenotípica.(6, 30, 36, 37) O quadro 4 ilustra 

os padrões sorológicos dos principais subgrupos do sistema ABO. 
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Quadro 4. Padrões sorológicos dos principais subgrupos do sistema ABO. 

Fonte: Adaptado de Storry, livros textos e artigos referenciados.(7, 30, 37, 42, 50)  

 

 Tradicionalmente, os fracos subgrupos de A e B são definidos 

sorologicamente. Contudo, seus padrões de aglutinação não podem ser 

considerados estáveis. As bases moleculares da maioria dos subgrupos de A e 

Subgrupos 

Reação hemácias Reação soro 

Antígenos 
em Saliva 

Ags / 
célula# 

Anticorpos Policlonais Lectinas Hemácias 

Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-A1 Anti- H A1 B 

A
1
 4 0 4 4 0 0 4 A (H) 106 

A
2
 3/4 0 4 0 4 (+/-)*** 4 A, H 2.5 x 105 

Aint 4 4 4 2/3 3 0 4 A,H - 

A
3
 2/3CM 0 2/3CM 0 4 (+/-)*** 4 A,H 5.7 x 104 

A
x
 0/W 0 W/2 0 4 (+/-)**** 4 H 6.5 x 103 

A
end

 W 0 W 0 4 (+/-)**** 4 H 3.3 x 103 

Afim** W 0 W 0 4 (+/-)**** 4 H - 

Abantu** W 0 W 0 4 (+/-)**** 4 H - 

A1ae 0 0 0 3  ¥ 4 H - 

A
m
 0*/W 0 0*/W 0 4 0 4 A,H 1 x 103 

A
y
 0* 0 0 0 4 0 4 A,H 1 x 103 

A
el
 0* 0 0* 0 4 (+/-)*** 4 H 7 x 102 

B 0 4 4 0  4 0 B,H 7.5 x 105 

B
3
 0 2/3CM 2/3CM 0 4 4 0 B,H - 

B
x
 0 0*/W W/2 0 4 4 (+/-)*** H - 

B
m
 0 0*/W 0*/W 0 4 4 0 B,H - 

B
el
 0 0* 0* 0 4 4 (+/-)*** H - 

Ags: antígenos; 0: reação negativa; W: reação fraca; 1-4: reação positiva em níveis de 

graduação do mais fraco (1) ou mais forte (4); CM: campo misto; #média aproximada;  

¥Soro deste subgrupo é reativo com hemácias A1 e A2; 

*Anti-A pode ser adsorvido e eluído com hemácias deste subgrupo; 

**Variantes de A com características de Aend; 

***Anti-A1 eventual; 

****Anti-A1 frequente. 
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B foram elucidadas nas últimas décadas. Em muitos casos os genótipos 

mostraram correspondência com as observações serológicas Entretanto, foram 

observadas diferenças na fraca expressão de antígenos em indivíduos 

contendo em seu genoma a mesma sequência de nucleotídeos. Na maioria das 

vezes, a fraca expressão dos antígenos A ou B é devido a presença de um ou 

mais SNPs nos exons do gene ABO, o que pode levar à substituição de aas e a 

alterações na atividade da GT codificada.(23) 

 Até o momento, mais de 200 diferentes alelos ABO relacionados à 

fraca expressão dos antígenos A e B foram descritos.(24) Muitos possuem SNPs 

que alteram aas na região do sítio catalítico reduzindo a atividade da GT. 

Outros apresentam SNPs em locais distantes do sítio catalítico que não alteram 

a atividade da GT codificada. Contudo, Seltsam e colaboradores (2008) 

relataram que o 668G>C (Gly230Arg) de um alelo B provoca alterações 

conformacionais na GTB.(81) Além disso, a fraca expressão de antígenos 

também pode ser devido a alelos híbridos resultantes da recombinação de dois 

genes.(52, 82) Alguns dos subgrupos raros com fraca expressão antigênica mais 

conhecidos no sistema ABO são apresentados a seguir. 

 Subgrupo A3: é o mais comum entre os subgrupos ABO fracos e foi 

reconhecido pela primeira vez em 1936. O padrão de aglutinação em campo 

misto é uma característica típica deste fenótipo. Geralmente, A3 exibe duas 

populações de células, uma com alta e outra com baixa expressão do antígeno 

A. No entanto, quando estas duas populações de células são submetidas a 

nova fenotipagem, mostram o mesmo padrão de reatividade.(83) 
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 A caracterização molecular do subgrupo A3 se deu em 1993. Duas 

de quatro amostras com o fenótipo A3 apresentaram o SNP 871G>A 

(Asp291Asn) em comparação ao alelo referência A1.(84) Este alelo foi nomeado 

como A301 (ABO*A3.01). Até o momento foram  registrados 16 alelos 

diferentes no dbRBC, que supostamente dão origem ao fenótipo A3.(24) As 

sequências dos alelos A3 são próximas a de diferentes alelos ancestrais 

(ABO*A1.01, ABO*A1.02, ABO*A2.01 e ABO*A2.06), porém com mutações 

adicionais variáveis.(83-85) No entanto, alguns relatos demonstraram padrões 

sorológicos A3 em indivíduos que não apresentavam alterações nucleotídicas 

em relação ao alelo referência A1. Contudo, análises em citômetro de fluxo 

revelaram níveis intermediários de expressão antigênica nestes indivíduos.(86-

88) Em contra partida, alguns indivíduos sem o padrão sorológico de campo 

misto foram classificados como pertencentes ao subgrupo A3 devido a 

presença do SNP 871G>A. Até o presente, a verdadeira causa genética da 

fraca expressão antigênica no subgrupo A3 permanece obscura. 

 Subgrupo Ax: O primeiro alelo Ax descrito (Ax-1, posteriormente 

classificado como ABO*Aw.30.01) apresentou um único SNP (646T>A; 

Fen216Ile).(89) A maioria dos alelos Ax posteriormente relatados contém, além 

do SNP 646T>A, mutações adicionais na região codificante da enzima, onde 

algumas são resultantes da junção ou entre alelos (alelos híbridos).(90) O 

número total de alelos Ax até o momento é de 27 (Ax1-Ax27), com mutações 

individuais e pelo menos um alelo híbrido devido junção de ABO*O.01.02 e 

ABO*A1.02. 
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 A definição sorológica de Ax está baseada em uma reação de 

aglutinação mais forte com anti-A,B do que com anticorpos anti-A. Porém, com 

o advento de reagentes com anticorpos ABO monoclonais, as reações não são 

necessariamente iguais àquelas originalmente relatadas com reagentes 

policlonais (quadro 4). Portanto, é aceitável dizer que alguns subgrupos Ax 

podem ter sido classificados erroneamente se analisados com anticorpos 

monoclonais. É difícil atualmente saber se a reatividade do Ax é apenas mais 

uma variante de A fraco ou se houve uma modificação espacial do antígeno, a 

qual cria um epítopo que só reage com anticorpos anti-A,B, como proposto no 

passado.(91) 

 Subgrupos Ael: as hemácias de indivíduos Ael não são aglutinadas 

por anticorpos anti-A e nem anti-A,B, mas estes anticorpos são capazes de 

adsorver aos antígenos presentes nas mesmas. Com o uso do método de 

eluição é possível recuperá-los e concentrá-los no eluato. É esperado que o 

eluato proveniente de hemácias Ael apresente reação positiva quando testado 

com hemácias do grupo A. 

 Como ocorrem em outros subgrupos ABO, há diferentes explicações 

para as bases moleculares o fenótipo Ael. O primeiro relato mostrou que o alelo 

Ael possui a inserção de uma base G em uma das sete guaninas localizadas 

entre as posições 798-804.(80) 

 Esta inserção no alelo Ael (nomeado ABO*AEL.01), além de alterar a 

sequência de leitura após o códon que determina o aa 268, em uma região da 

GT que faz o reconhecimento do substrato doador, insere 37 aas a mais na 

estrutura enzimática.(58, 82) O alelo ABO*AEL.03 possui a deleção de uma 
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guanina na mesma área em que se dá a inserção no alelo ABO*AEL.01, mas 

devido a deleção 804G (por convenção) apresentam um códon de parada 

prematuro.(92) De maneira geral, a inserção ou deleção de uma G nos alelos Ael 

produz uma GT com atividade severamente reduzida. Até o momento já foram 

descritos 12 alelos Ael. (24) 

 Subgrupos de AB: são caracterizados por alterações fenotípicas 

resultantes de alelos que codificam GTs com atividade mista (GTA e GTB) tais 

como observado nos fenótipos cisAB e B(A). Estas alterações fenotípicas 

resultam de mutações que alteram aas próximos ou mesmo em uma ou mais 

das quatro posições que diferenciam os alelos A e B.(93-96) De maneira geral, o 

fenótipo cisAB apresenta expressão normal do antígeno A, mas de forma 

semelhante ao fenótipo A2, e fraca expressão do antígeno B. Por outro lado 

B(A) apresenta expressão muito fraca do antígeno A, mas expressão normal de 

B.(7) 

 O raro fenótipo cisAB foi primeiramente descrito em um caso de 

mãe AB com filho O.(97) Seus autores sugeriram que este fenótipo se formou 

por interação de dois genes, um gene A2 e outro B atípico, localizados no 

mesmo locus. No entanto, com a caracterização molecular do alelo cisAB-1 

(ABO*cisAB.01), observou-se que uma sequência do alelo ABO*A1.02 

contendo uma mutação adicional na posição 803G>C (Gly268Ala) era capaz 

de sintetizar uma GT com atividade mista. O alelo cisAB-1 é mais comum nas 

populações asiáticas e considerando as quatro posições que diferenciam os 

alelos A e B, pode ser descrito como AAAB.(98) Num estudo de 16 doadores de 

sangue coreanos heterozigotos para o alelo ABO*cisAB.01, foi demostrado que 
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tanto a GTA como a GTB possuem atividade claramente diminuída. A atividade 

da GTA foi de 29% da GTB foi de 27% em comparação à GTA selvagem 

codificada pelo alelo A1.(99)  

 O fenótipo B(A) foi detectado pela primeira vez quando reagentes 

ABO monoclonais se tornaram disponíveis para uso comercial. Este fenótipo 

exibe níveis normais do antígeno B e níveis muito baixos do antígeno A em 

testes com alguns reagentes monoclonais anti-A.(7) A GT deste fenótipo tem a 

capacidade de produzir níveis normais do antígeno B, mas também utilizar a 

UDP-GalNAc como substrato para produzir níveis detectáveis do antígeno A. 

 Os alelos B(A) são variantes do alelo B e o primeiro deles 

(ABO*BA.01) foi identificado por Yamamoto e colaboradores.(89) Este alelo é 

comumente referido como BABB devido ao aa da posição 235 ser o mesmo do 

consenso A1. O segundo alelo B(A) (ABO*BA.02) possui a sequência de aa do 

alelo B, sendo referido como BBBB, mas contém uma mutação adicional na 

posição 700C>G (Pro234Ala) a qual está próxima ao aa 703, um dos quatro 

que diferenciam o alelo A do B.(100, 101) Até o momento foram identificados 10 

alelos cisAB e 7 B(A).(24) 

 Uma GTB normal codificada pelo alelo B consenso tem a 

capacidade de sintetizar quantidades mínimas do antígeno A as quais são 

detectáveis por alguns reagentes anti-A. Por outro lado, a GTA codificada pelo 

alelo A consenso também pode sintetizar quantidades mínimas do antígeno B, 

as quais são detectáveis por alguns reagentes anti-B. Estes reagentes foram 

considerados impróprios para a rotina de fenotipagem ABO,(102) por exemplo,  o 

anticorpo monoclonal anti-B (BS-85), relatado por Voak e colaboradores.(103)  
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 Subgrupos Bw: A classificação dos diferentes subgrupos B é mais 

complexa do que dos subgrupos A. Para facilitar interpretação sorológica tem 

sido proposto que estes subgrupos sejam nomeados B fracos (Bw) e não como 

B3, Bel, Bx, etc. Embora os subgrupos B também são mais raros, especialmente 

em populações caucasianas, o número de alelos Bw vem aumentando e 

atualmente existem 77 alelos descritos.(24, 31, 60) O fenótipo A1B3 foi o primeiro 

subgrupo de B a ter sua base molecular caracterizada. Foi observada a 

presença da mutação na posição 1054C>T (Arg352Trp), comparada ao alelo 

ABO*B.01.(84)  

 Assim como ocorre com o fenótipo Ael, a expressão mais fraca do 

antígeno B também caracteriza o fenótipo Bel. Os dois primeiros alelos Bel 

identificados foram ABO*BEL.01 e ABO*BEL.02. Estes alelos apresentaram 

mutações nas posições 641T>G (Met214Arg) e 669G>T (Glu223Asp), 

respectivamente.(31, 104) Um dos alelos Bel identificado posteriormente, 

ABO*BEL.07, possui uma mutação no início do exon 1 [7G>T (Glu3stop)] que 

dá origem a um códon de parada. Teoricamente, este alelo deveria ser 

considerado como alelo O, em analogia ao alelo ABO*O.01.01, que possui a 

deleção 261G no exon 6. Entretanto, análises de adsorção e eluição revelaram 

a presença de baixos níveis do antígeno B. Situação semelhante foi observada 

com o alelo ABO*BEL.08. Estas observações despertam a atenção para o fato 

de que potenciais mecanismos genéticos podem reativar a GT por meio de 

códons de iniciação alternativos, recombinações com alelos em posição trans 

(quimerismo autólogo) ou reparação em menor fração de células precursoras 

hematopoiéticas.(32, 105) 
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 Mutações relacionadas à fraca expressão dos antígenos A e B foram 

detectadas em ambos os alelos A e B. Por exemplo, a mutação 539G>A 

(Arg180His) quando presente no alelo A (ABO*A3.04) pode produzir o fenótipo 

A3. Quando presente no alelo B (ABO*BW.05), pode produzir o fenótipo Bw. (52, 

106) A mutação 871G>A (Aps291Asn) do alelo ABO*BW.01,(82) anteriormente 

descrita em um alelo A3 (ABO*A3.01),(89) foi observada em 52 amostras 

japonesas com fenótipo Bx.  

 Mesmo diante da complexidade molecular dos fenótipos comuns e 

raros do sistema histo-sanguíneo ABO, sua importância na medicina 

transfusional é inquestionável. A incompatibilidade ABO é uma das principais 

causas de morte relacionadas à procedimentos transfusionais, que pode ser 

prevenida, mesmo sendo resultante de erros técnicos ou falhas no seguimento 

dos processos pré e pós-transfusionias.(107) 

 Embora raros, há relatos de transfusão de hemácias com fraca 

expressão antigênica que causam reações transfusionais hemolíticas.(108) 

Portanto, a correta fenotipagem de pacientes e dadores de sangue é 

indispensável. A resolução sorológica e molecular de fracos e incomuns 

fenótipos ABO constitui um dos grandes desafios técnicos para profissionais de 

bancos de sangue. A classificação correta dos grupos sanguíneos ABO de 

doadores e receptores é o mais importante teste pré-transfusional. Porém, sua 

correta determinação envolve diversos fatores (intrínsecos e extrínsecos) que 

podem levar a erros de interpretação, além de outros.(7, 36, 50, 109) 
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1.6 Discrepâncias ABO 

 Discrepâncias entre as fenotipagens ABO direta e reversa 

comumente surgem a partir de alterações no padrão sorológico esperado. 

Podem sugerir a presença do antígeno A ou B, fracamente expressos no tecido 

hematopoiético ou em outros tecidos. Esta condição pode levar a tolerância 

imunológica conferindo ausência ou baixos títulos do anticorpo esperado. Os 

resultados sorológicos que devem despertar atenção são: reações fracas em 

prova direta (≤3+), reações fracas em prova reversa (≤3+), discordância entre 

prova direta e reversa (por exemplo: prova direta de A e reversa de B) ou 

reações de campo misto. As causas de discrepâncias podem ser agrupadas 

em três tipos: 1. Resultantes das discordâncias entre prova direta e reversa; 2. 

Alterações de reatividade nos padrões de aglutinação; e 3. Causas artificiais 

e/ou imunodeficientes. O quadro 5 apresenta as principais causas de 

discrepâncias entre as provas direta e reversa. 

 A investigação das discrepâncias se inicia pela diferenciação entre 

as causas artificiais e genéticas. Os passos a serem tomados a seguir 

dependem do tipo de discrepância e da interpretação técnica.(30) As 

discrepâncias com base genética ocorrem devido a mutações na sequência de 

aas que codificam as GTs alteradas ou ineficientes, levando a significativa 

redução ou falta de sítios antigênicos nas hemácias. Estas alterações são 

comumente relacionadas aos subgrupos ABO ou mesmo ao grupo O.(30) 

Portanto, as discrepâncias sorológicas de origem genética geram resultados 

contraditórios entre as tipagens direta e reversa, devido a reações inesperadas, 

fracas ou negativas.  
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Quadro 5. Principais causas de discrepâncias do sistema ABO. 

1.Prova direta (pesquisa do antígeno na hemácia) 

Tipo de reação Causas prováveis 

Reatividade fraca ou ausente Subgrupos* 

Fenótipo Bombaim* 

Excesso de antígenos ABH solúveis 

Leucemias 

Transfusões ABO não idênticos 

Transplantes alogênicos 

Reatividade inesperada TAD positivo / autoanticorpos / crioaglutininas Tn 

Excesso de proteínas plasmáticas 

Reação com constituintes dos reagentes 

Transplantes alogênicos 

Fenótipo B adquirido 

Fenótipo B(A)* 

Reatividade em Campo Misto Transfusões recentes 

Transplantes alogênicos 

Microquimerismo materno-fetal* 

Quimerismo entre gêmeos* 

2.Prova reversa (pesquisa do anticorpo no soro ou plasma) 

Reatividade fraca ou ausente Idade (crianças < 4-6 meses, idosos) 

Subgrupos* 

Hipogamaglobulinemia (Imunodeficiência Humoral) 

Transplantes 

Medicamentos imunossupressores 

Imunotolerância* 

Reatividade inesperada Autoanticorpos reativos a frio 

Aloanticorpos reativo a frio 

Anticorpos ABO irregulares* 

Soro com anticorpos contra componentes dos reagentes 

Excesso de proteína plasmática 

Transfusão de componentes plasmáticos ABO incompatível 

Transplantes 

Infusão de imunoglobulina intravenosa 

*Causas com base genética ligada ao sistema ABO.  

Fonte: Adaptado do Livro Técnico da AABB, pág. 297.(30) 



Introdução | 38 

 As causas mais comuns de discrepâncias não são de origem 

genética ou natural e sim relacionadas a outros fatores (Quadro 5).(37) Para 

exemplificar, pode-se analisar a categoria de campo misto. Microquimerismo e 

quimeras naturais são fenômenos relativamente raros porém, o quimerismo 

artificial por transfusão e transplantes é comum, principalmente em serviços de 

hemoterapia com rotinas que envolvam a investigação sorológica de 

receptores.(110) Antes de se iniciar as investigações sorológicas e moleculares, 

deve se conhecer o histórico detalhado da causa, separando as genéticas e/ou 

naturais das artificiais.(30) Estes cuidados direcionam os recursos e o tempo 

investidos em casos importantes. Neste estudo analisamos somente 

discrepâncias com causas genéticas ou naturais. 

 Os subgrupos ABO são os responsáveis pelas discrepâncias com 

maior importância na medicina transfusional moderna.(23) Ocorrem com 

frequência baixa, quase sempre com fraca expressão dos antígenos A ou B, 

devido mutações na sequência de nucleotídeos do gene ABO.(31, 111) Porém, 

nem sempre a fraca expressão dos antígenos A ou B é devida a mutações no 

gene ABO. 

 Fracas expressões dos antígenos ABO podem resultar de mutações 

no gene FUT1 as quais inativam ou enfraquecem a ação da fucosiltransferase 

1 (FUTI), mas não da fucosiltransferase 2 (FUTII), a qual atua na síntese do 

antígeno H nas secreções exócrinas, caracterizando o fenótipo Secretor. Como 

o antígeno H é o precursor dos antígenos A e B, portadores do fenótipo para-

Bombaim podem expressar estes antígenos nas secreções exócrinas e parte 

deles podem ser adsorvidos às hemácias. Diferente do fenótipo para-Bombaim, 
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portadores do fenótipo Bombaim não expressam os antígenos A ou B devido a 

mutações em ambos os genes FUT1 e FUT2. Estas mutações inativam as 

respectivas enzimas impedindo a formação do antígeno H nas hemácias e nas 

secreções exócrinas. Estes indivíduos são caracterizados como não 

Secretores.(112) 

 Contudo, os indivíduos para-Bombaim que contém os alelos A e/ou 

B funcionais, produzem os antígenos A e/ou B, pois são capazes de expressar 

a FUT2 que sintetizar o antígeno H a partir do oligossacarídeo precursor do tipo 

1. Estes antígenos solúveis podem ser absorvidos à membrana da hemácia 

originando fenótipos caracterizados pela fraca expressão de A ou B, 

respectivamente Ah ou Bh, mesmo na ausência fenotípica de H na hemácia.(7, 

34, 113, 114) 

        

1.6.1 Competição entre GTA e GTB pelo antígeno H 

 Em fenótipos comuns como A1B e A2B há competição entre a GTA e 

a GTB pelo antígeno precursor (H), resultando em menor quantidade de 

antígenos A e B do que se apenas uma das enzimas estiver presente. De fato, 

o número de aceptores H é fixo e a ação GTs é gradual e irreversível. Esta 

condição foi observada em indivíduos com genótipo AO (O delecional) e AB 

nos quais a expressão do antígeno A é fraca em AO e ainda mais reduzida em 

AB, em comparação a AA e AO (O não delecional).(115) Acredita-se que a forte 

competição da GTB com a GTA reduz consideravelmente a disponibilidade de 

antígeno H, levando a expressão do antígeno A à níveis indetectáveis em 
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casos de Aw, fato que pode não ocorrer em portadores do genótipo AO, 

principalmente se o alelo O não possuir a deleção 261G.  

 Esta melhor reatividade de alelos A ou B fracos, que foi associado 

ao O não delecional, pode ser explicado pelo fenómeno conhecido como realce 

alélico, descrito em 1976.(116) O mecanismo que fundamenta o realce alélico 

não foi elucidado, mas é provável que as GTs formam dímeros na região da 

haste que dá estabilidade às suas estruturas, aumentando assim a 

especificidade e a eficiência destas enzimas.(117, 118) Um exemplo de realce 

alélico foi descrito em indivíduos portadores do alelo Ax-4 (ABO*AW31.03). 

Quando acompanhado de um alelo O delecional, Ax-4 dá origem ao fenótipo O, 

mas quando acompanhado de um alelo O2 ou B a expressão do antígeno A é 

fracamente detectada.(86, 119) 

 Assim, um alelo em heterozigose pode influenciar na expressão dos 

antígenos ABO, enfraquecendo quando associado com uma enzima truncada 

do O delecional, melhorando na presença do alelo O não delecional (AO - GTA 

ou BO - GTB) ou com outra enzima normal (AB – GTA/GTB). Desta forma, 

alguns subgrupos ABO só poderão ser identificados sorologicamente se 

associados ao alelo O, principalmente os delecionais, ou alelos opostos ao seu 

grupo ABO. Contudo, um alelo com mutação que altera a atividade enzimática 

não será notado se o outro alelo for normal e do mesmo grupo ABO.(117, 118) 

 As bases que fundamentam a fraca expressão antigênica em alguns 

subgrupos ABO ainda não foram esclarecidas. Parte dos estudos que 

exploraram este tema demonstraram, com base em análises de famílias, que 

as alterações estão ligadas ao locus ABO.(7, 23, 120) Contudo, são necessários 
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novos estudos para entender melhor a complexa regulação do lócus ABO. É 

possível que potencializadores ou supressores de transcrição atuem sobre a 

regulação do locus ABO.(121) Além disso, especula-se que potenciais variações 

ao longo do intron 1 possam influenciar a fraca expressão antigênica na 

linhagem hematopoiética mielóide.(7, 52, 121, 122) 

 

1.6.2 Anticorpos Anti-A e Anti-B: origem e importância na fenotipagem 

ABO. 

 A origem dos anticorpos regulares anti-A e anti-B em soros humanos 

é objeto de debate a muito tempo e ainda permanece obscura. A questão 

principal é se estes anticorpos são produzidos de forma natural ou se são 

resultado de estimulação antigênica da resposta imune adaptativa humoral.(6)  

 Os primeiros experimentos realizados por Springer na década de 50 

esclareceram parte desta questão.(123) Após fornecer alimentos contendo 

bactérias a frangos vivendo em ambiente livre de germes, esses autores 

observaram a presença de anticorpos anti-B no soro destas aves. Esta mesma 

constatação não ocorreu em um grupo controle mantido no mesmo ambiente. 

Entretanto, o exato mecanismo que leva os humanos a produzirem anticorpos 

regulares anti-A e anti-B ainda não foi esclarecido.(5, 124, 125) 

 Em um estudo realizado por Daniel-Johnson e colaboradores 

(2009)(126) com dependentes de alimentação parenteral do grupo A e com 

níveis normais de imunoglobulinas, foi observada ausência do anticorpo anti-B. 

Neste estudo foi relatado um caso de um doador de plaquetas cujo aumento do 

título do anticorpo anti-B foi associado ao uso de probióticos três semanas 
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antes da doação. Esta constatação se deu pelo fato de dois receptores 

desenvolverem reação hemolítica aguda após transfusão das plaquetas.(126) 

 Uma recente descoberta de dois subconjuntos distintos de linfócitos 

B, um denominado B1(CD5+), células T independentes, que não requer 

estimulação prévia e é responsável pela produção de “anticorpos naturais” e 

outro subconjunto B2(CD5-), células T dependentes, responsável pela resposta 

imune adaptativa humoral acrescentou complexidade a esta questão. Alguns 

pesquisadores acreditam que anticorpos ABO são inicialmente produzidos 

"espontaneamente”, a partir de um conjunto fixo de genes da linhagem 

germinal dos ancestrais, encontrados nos subconjuntos B1 dos linfócitos B. (127) 

De fato, os linfócitos B de recém-nascidos são na maior parte B1 e produzem 

somente os anticorpos de classe IgM no início da vida.(128) O subconjunto B2 

dos linfócitos B requer estímulos da resposta imune adaptativa (citocinas, por 

exemplo) e sabe-se que anticorpos IgG podem ser produzidos em resposta a 

antígenos bacterianos e/ou alimentos. Wuttke e colaboradores,(129) descobriram 

que anticorpos IgM contra antígenos ABO de origem endógena são sempre 

encontrados em recém-nascidos aos 8 meses de vida ou até muito mais cedo. 

Aos 8 meses, ambos os subconjuntos de linfócitos B, B1 e B2, estão 

produzindo anticorpos.(6) 

 Os anticorpos Anti-A e anti-B são produzidos por clones celulares 

distintos. Entretanto, os estímulos ambientais e a resposta imune não devem 

ser diferentes a ponto de permitir que indivíduos do grupo O apresentem 

apenas um destes anticorpos em níveis normais. A ausência do anticorpo anti-

A em indivíduos do grupo O foi relatada, mas a causa para esta situação não 
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usual é desconhecida.(77, 79) É possível que falhas nos mecanismos de 

regulação gênica possam abolir a expressão do gene ABO apenas no tecido 

hematopiético, mas não em outros tecidos.(32) 

 Fraca expressão ou mesmo ausência de anticorpos anti-A na 

presença de anti-B normal foi observada em indivíduos do grupo O, portadores 

do alelo não delecional O02.(77) Nestas condições se verifica padrão sorológico 

de não reatividade com anti-A e anti-B na prova direta, e ausência ou fraca 

reatividade com hemácias A1 e A2 e forte com hemácias B, na prova reversa.(79) 

Atribui-se a este fenômeno a presença, de níveis indetectáveis pelos reagentes 

comerciais, do antígeno A nas hemácias.(76) 

 Este padrão sorológico não ocorre em todos os portadores do alelo 

O02. Também pode ser observado em fenótipos aparentemente do grupo O 

sem alelo O não delecional. Além disso, a presença do antígeno A fracamente 

expresso na hemácia,(31) a presença do antígeno A em outros tecidos,(111) a 

recombinação gênica em células somáticas e a potencial tolerância 

imunológica são apontadas como causas responsáveis pelo padrão sorológico 

acima descrito.(130) 

 

1.6.3 Quimerismo 

 Os indivíduos quiméricos podem apresentar duas populações 

diferentes de hemácias exibindo distintos perfis antigênicos. Nestes casos os 

antígenos ABO são normalmente expressos e nas distintas populações 

celulares. Embora esta mistura de células possa aparentemente indicar a 

ocorrência de um subgrupo fraco, de fato esta condição difere daquela que 
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caracteriza os verdadeiros subgrupos.(131) As distintas populações celulares 

observadas em quimeras não apresentam necessariamente a mesma 

proporção, uma em relação à outra. Esta proporção depende da quantidade de 

células que formaram a quimera bem como do nível de expressão dos alelos 

presentes em cada célula. Estes fatos poderão influenciar a intensidade da 

reação de aglutinação bem como a intensidade da amplificação gênica durante 

análises moleculares.(132) 

Quimerismo em doador sangue pode se constituir num problema de 

segurança transfusional.(132, 133) De fato, concentrado de hemácias quiméricas 

incompatíveis transfundidas podem gerar reações transfusionais graves. 

Contudo a gravidade dependerá da quantidade de hemácias incompatíveis 

presentes na quimera. Pruss e colaboradores (2003)(107) relataram um caso em 

que uma bolsa de concentrado de hemácias de doador quimérico foi 

transfundida e o receptor apresentou reação hemolítica aguda. Este 

quimerismo não foi detectado durante a fenotipagem ABO. Análises posteriores 

por citometria de fluxo demonstrara que o concentrado continha 5% de 

hemácias B e 95% de hemácias O.(107) 

 Dois tipos de quimerismo são considerados os mais importantes: o 

quimerismo gemelar (ou duplo) e o microquimerismo materno-fetal. Como 

ambos acometem o tecido hematopoiético podem gerar reação de campo misto 

e até discrepâncias entre as provas direta e reversa.(132, 134) 

 O primeiro exemplo de quimerismo gemelar em humanos foi descrito 

em 1953 e após, outros casos foram relatados.(135) O quimerismo gemelar 

resulta da troca de células precursoras hematopoiéticas por meio da 
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anastomose de vasos de sangue fetais.(7) Em gêmeos, quimerismo de grupo 

sanguíneo é um evento raro e os poucos casos foram descritos em gêmeos 

dizigóticos, expressando diferentes antígenos de grupo sanguíneos. Além 

disso, a redução de células sanguíneas quiméricos para menos que 1% ao 

longo vida limita a detecção deste evento.(132, 136) 

 O microquimerismo materno-fetal é a troca bidirecional de células do 

sangue no período gestacional podendo ocorrer desde o primeiro trimestre.(137, 

138) Células fetais podem ser detectadas entre a quarta e a sexta semana de 

gestação na circulação materna. Contudo na trigésima quarta semana, 90% 

das mulheres grávidas têm células fetais circulantes no sangue periférico.(138) 

Esta troca celular pode contribuir com a imunotolerância passageira e 

específica de células T maternas, para aloantígenos de origem paterna.(139) 

 A presença de quimerismo pode levar a tolerância imunológica, com 

ausência do anticorpo correspondente ao antígeno presente. Este antígeno 

pode estar presente em tecidos não hematopoiético, nos casos de quimera de 

células somáticas ou a níveis indetectáveis no sangue. No passado, enxertos 

de células maternas que persistiram na circulação de crianças foram 

relacionados com deficiências imunológicas. Estudos relativamente recentes, 

revelou que quimerismo de origem materna pode persistir até 49 anos após o 

nascimento e não necessariamente possui um envolvimento com deficiência 

imunológica. Estas hemácias podem estar presentes no sangue, no entanto em 

quantidades indetectáveis. Contudo o conhecimento destes eventos genéticos 

podem ajudar na resolução de discrepâncias sem causa aparente.(132, 134, 135, 

140) 
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1.7 Resolução de discrepâncias ABO 

 A resolução de casos com reduzida expressão fenotípica em 

comparação ao esperado, com ou sem discrepâncias entre as fenotipagens 

direta e reversa, poder ser complexa e requer uso de reagentes e métodos que 

nem sempre estão disponíveis na rotina. Envolve vários fatores intrínsecos e 

extrínsecos e requer estratégias fundamentadas no conhecimento do histórico 

do indivíduo e de seus familiares. Além disso, requer o uso de técnicas 

sorológicas sempre associadas a técnicas moleculares.(7) 

 Mesmo com o uso de métodos avançados e técnicas modificadas 

aplicadas a hemaglutinação, alguns casos são de difícil resolução e 

interpretação e dificultam a inferência dos fenótipos eritrocitários observados 

em subgrupos com fraca expressão antigênica.(141) Estas limitações resultam 

em uma série de problemas práticos, tais como a ausência inesperada de 

aglutinação, bem como a difícil interpretação de sua intensidade, 

principalmente na prova reversa. Estes problemas variam entre laboratórios, 

entre diferentes amostras do mesmo receptor ou doador e também entre 

diferentes amostras analisadas no mesmo laboratório. Além disso, podem ser 

influenciadas pelas variações na reatividade dos diferentes clones de 

anticorpos monoclonais contidos nos antissoros, bem como entre diferentes 

lotes de fabricação dos reagentes anti-A, anti-B e anti-AB. Aliado a estes 

fatores, somam-se ainda o enorme polimorfismo do sistema histo-sanguíneo 

ABO com diferentes variações que podem alterar a expressão das GTs 

codificadas, resultando no enfraquecimento da expressão antigênica.(111) 
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 Mesmo com os avanços tecnológicos e melhora na qualidade dos 

reagentes, erros na identificação de fenótipos ainda constituem a causa de 

reações transfusionais incompatíveis observadas em receptores de sangue. O 

monitoramento da transfusão de 343.432 unidades de concentrado de 

hemácias observou que 13 delas foram transfundidas em receptores 

incompatíveis no sistema histo-sanguíneo ABO, e destes, 3 foram resultantes 

de erros nos testes sorológicos destinados a identificação dos fenótipos 

eritrocitários dos doadores.(142) Embora outros tipos de erros também ocorram 

em bancos de sangue, os de natureza técnica representam risco aos 

receptores e são considerados importantes pela gravidade e principalmente, 

porque podem ser evitados.(142) 

 Assim, podemos dividir as estratégias para resolução de 

discrepâncias ABO em duas etapas. Em primeiro lugar, deve-se avaliar 

detalhadamente a história individual (idade, etnia e gestações), a familiar 

(irmãos gêmeos) e médica (diagnostico, transfusão, transplante e 

medicamentos) para determinar fatores extrínsecos que podem influenciar ou 

direcionar a resolução da discrepância sendo considerado indispensável antes 

de iniciar qualquer teste (Quadro 6).  

 A segunda etapa está baseada na associação de métodos, podendo 

ser subdividida em estratégias sorológicas (convencionais e adaptadas) e 

moleculares com o uso de métodos baseados na amplificação de segmentos 

gênicos (PCR-RFLP) e sequenciamento.(30, 86, 111, 143, 144) Amostras de sangue e 

saliva são comumente utilizadas na resolução da maioria dos casos. Contudo, 

na suspeita de quimerismos, outros tecidos devem ser examinados. Os tecidos 
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mais utilizados para confirmar ou excluir quimeras de grupos sanguíneos inclui  

amostras de esfregaço bucal, raízes do cabelo, recorte de unhas e biópsia de 

tecido.(132) 

 

Quadro 6. Fatores que influenciam ou causam discrepância ABO.  

 
Fatores extrínsecos 

Fatores Motivo Orientação 

Amostra Características (aglutinação espontânea, 
hemólise, etc.), erros de coleta, 
identificação ou registro  
 

Conferir; 
Repetir com nova amostra; 
Lavar e repetir. 

Método Falta ou excesso no tempo de incubação 
ou centrifugação 
 

Rever, repetir; 
Testar método diferente. 

Reagentes Fora da validade, contaminados ou 
problemas de reatividade relacionado ao 
clone; 
 

Conferir; 
Repetir com clones diferentes. 

Temperatura/ 
tempo 

Falta ou excesso podem levar a reações 
inesperadas; 
 

Rever; 
Repetir. 

Suspensão 
de hemácias 

Inadequada ao método, muito concentrada 
ou diluída 
 

Rever; 
Repetir. 

Leitura Vigor ao ressuspender, falta de atenção a 
reações fracas, aquecimento na 
centrifugação 
 

Repetir; 
Solicitar que outro técnico 
realize a leitura. 

Registros Erros de transcrição dos resultados 
 

Conferir; 
Repetir 

 
Fatores intrínsecos 

Variação 
quantitativa 

Subgrupos, idade, doenças, transfusões, 
transplantes, quimeras 
 

Rever histórico; 
Seguir com testes adicionais 
relacionados ao motivo.  

Variação 
qualitativa 

Subgrupos, clones inespecíficos Repetir com clones diferentes; 
Seguir com testes adicionais. 
 

Poligênico Bombaim Testar com anti-H; 
Confirmar com molecular 

Fonte: Brecher (2005),(30) Harmening (2006),(37) e Daniels (2013).(7)  
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1.7.1 Estratégias Sorológicas Deste Estudo 

 A caracterização sorológica de amostras que apresentam 

discrepâncias ABO é uma tarefa difícil e que requer grande experiência prática 

e conhecimentos teóricos por parte dos imunohematologistas.(42, 145) Além 

disso, requer cuidadosa seleção de reagentes e modificações de técnicas que 

possam oferecer condições ótimas para as reações entre antígenos e 

anticorpos do sistema ABO. As estratégias sorológicas são mostradas no 

quadro 7.  

 

Quadro 7. Estratégias sorológicas para resolução de discrepâncias ABO. 
Passos Métodos 

1 Métodos convencionais com antissoros anti-A, anti-B, anti-A,B de clones diferentes; 

2 Testes com lectinas anti-A1, anti-H de diferentes espécies; 

3 Métodos modificados (no tempo e temperatura de incubação, uso de enzimas 

proteolíticas) analisados em tubo e gel com o maior número de clones possíveis; 

4 Testes de inibição da hemaglutinação em saliva; 

5 Investigação da presença do antígeno por adsorção-eluição e/ou citometria de fluxo; 

6 Separação de células com reatividade de campo misto. 

 

 Basicamente, a investigação sorológica inicia-se a partir da 

observação das discrepâncias e descartando-se potenciais fatores extrínsecos 

e intrínsecos artificiais ou relacionados ao comprometimento imune. Em 

seguida, recomenda-se a repetição dos métodos convencionais com soros 

monoclonais diversos, testes de adsorção e eluição e uso das lectinas anti-A1 

e anti-H em colunas de gel e/ou tubos. No entanto, o teste de inibição da 

hemaglutinação não deve ser negligenciado haja vista ser essencial para 

identificação de antígenos solúveis na saliva. 
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 Nas técnicas modificadas utiliza-se de três recursos conhecidos por 

melhorar a reatividade da aglutinação: tempo, temperatura e tratamento das 

hemácias com enzimas proteolíticas. Estas modificações podem exacerbar 

reações fracas ou indetectáveis pelos métodos convencionais.(7, 30, 145) O uso 

destes recursos favorece a obtenção de resultados precisos em menor tempo. 

Neste estudo, para resolução da fenotipagem ABO, optamos realizar 

os testes com incubação a 4°C por 15 minutos e utilizar a enzima bromelina 

para tratamento das hemácias, na prova direta. Este teste deve ser realizado 

em colunas de gel neutro as quais permitem a análise simultânea de vários 

clones, possibilitando a incubação dos antissoros com as hemácias na câmara 

de reação, de forma homogênea.  

 A adsorção-eluição tem a finalidade de recuperar os anticorpos 

absorvidos às hemácias e concentrá-los, por eluição. Assim, em nosso 

protocolo modificado utilizamos adsorção por uma hora em uma proporção 

reduzida de salina, de 1 para 2, ao invés de 1 para 3, conforme proposto no 

protocolo da Associação Americana de Bancos de Sangue (AABB), no sentido 

de se obter maior concentração de anticorpos no eluato.(30) 

 Adaptamos o método de Svensson e colaboradores (2011)(83) para 

separação de hemácias não reativas das reativas em colunas de gel e em 

tubos, utilizando o anticorpo correspondente ao antígeno presente nas 

hemácias do campo misto, para resolução sorológica. A técnica consiste em 

separar as duas populações de hemácias para fenotipagem de cada uma, 

separadamente. A células negativas estarão prontas para retipagem logo após 

a separação, em método direto. No entanto as hemácias positivas deverão 
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sofrer tratamento com DTT (0,2M)(30) para retirar o anticorpo correspondente 

(eluição), utilizado na reação de separação. Assim, fenótipos mistos podem ser 

adequadamente caracterizados. Como não há registros de técnica similar para 

este propósito na literatura, acreditamos que estas adaptações são inovadoras 

e que também poderão ser úteis no auxílio de fenotipagens de pacientes 

politransfundidos, assim como no esclarecimento de duplas populações de 

hemácias nos casos de quimeras entre gêmeos, demonstradas neste 

estudo.(83) 

 Contudo, os métodos sorológicos apresentam limitações e não são 

conclusivos em muitos casos de discrepâncias ABO, pois permitem apenas a 

identificação de fenótipos expressos nas hemácias e saliva, dependentes da 

quantidade de antígenos limitada por célula.(30, 52, 130) 

 

1.7.2 Estratégias Moleculares Deste Estudo 

 Os avanços da biologia molecular têm possibilitado o conhecimento 

de diferentes mutações que dão origem aos alelos do sistema ABO.(23) 

Diversas técnicas foram testadas e com o passar do tempo, observou-se que 

muitas delas podem falhar devido a ocorrência relativamente comum de 

mutações neste sistema.(42, 111) Assim, os resultados fornecidos por alguns 

métodos nem sempre são precisos. No entanto, a deleção 261G do exon 6, 

característica do alelo O, é facilmente detectada por PCR-RFLP e proporciona 

a diferenciação do alelo O de alelos A, B e O não delecional.(7, 146) O quadro 8 

contém as técnicas utilizadas na elucidação de casos de discrepâncias e de 

fraca expressão antigênica. 
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Quadro 8. Estratégias moleculares para resolução de discrepâncias ABO 

Passos Métodos 

1 PCR-RFLP, método de triagem:  Investigação da presença da mutação 261delG 

do gene ABO, com amplificação do exon 6 e tratamento do fragmento com a 

enzima de restrição Kpn I; 

2 Sequenciamento direto dos exons 6 e 7 do gene ABO; 

3 PCR-RFLP para investigação da mutação 428G>A e caracterização do status 

secretor; 

4 Sequenciamento dos genes ABO, FUT1 e FUT2 

 

 O método de triagem com PCR-RFLP, é baseado na investigação 

molecular da deleção 261G do exon 6 do gene ABO que caracteriza os 

indivíduos com a presença de um alelo O. Este protocolo foi adaptado a partir 

de Mattos e colaboradores.(146) Resumidamente, o fragmento obtido a partir da 

amplificação com os primers M5-ABOex6-F e M6-ABOex6-R, é tratado com a 

enzima de restrição Kpn I e revelados por eletroforese, em gel de agarose a 

2%. O padrão eletroforético pode ser observado na figura 10. Alelos AA, BB e 

AB não possuem a mutação, portanto não são clivados com a Kpn I 

apresentando uma única banda de 450 pares de base (pb). Alelo O em 

heterozigose com A ou B apresentam três bandas com 450, 325 e 124 pb, 

enquanto alelo O em homozigose apresenta duas bandas com 325 e 124 pb. 
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Figura 10. Padrão eletroforético da reação de PCR-RFLP e corte enzimático com 

enzima Kpn I. M: marcador de 50 pares de bases; 450, 325 e 124: tamanho dos 

fragmentos em pares de bases; AA, BB e AB: alelos com mutação 261delG ausente; 

AO e BO: mutação 261delG em heterozigose; OO: mutação 261delG em homozigose. 

Alelo O não delecional não foi considerado nesta representação.  

 

O sequenciamento direto dos exons 6 e 7 é indicado sempre que as etapas 

anteriores apresentarem limitações no esclarecimento dos casos. Neste 

trabalho, uma estratégia de sequenciamento direto foi testada, realizando 

múltiplas reações em cadeia da polimerase (PCR), utilizadas para amplificar 

todo os exons 6 e 7, parte da região não codificadora (3’ – UTR) e parte dos 

introns 5 e 6, principalmente regiões de “splice site” (figura 11). Os iniciadores 

(Quadro 9) foram desenhados utilizando o programa Primer3Plus(147), os 

fragmentos foram alinhados com a sequência de A101 (Blast-NCBI) 

amplificados por PCR-RFLP e confirmados por eletroforese. O produto de PCR 

remanescente, foi purificado e utilizado para realizar a sequenciamento direto. 

Iniciadores sense e nonsense (Quadro 9) foram utilizados e analisados com kit 

de sequenciamento do ciclo BigDye Terminator (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, EUA) e o equipamento ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied 
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Biosystems) de acordo com as instruções do fabricante, no Laboratório de 

Diagnóstico Molecular e Sequenciamento do Instituto de Biotecnologia da 

Unesp de Botucatu – SP. Os resultados foram analisados através dos 

programas: Sequence Scanner Software 2, para avaliar a qualidade e editar a 

sequência de cada fragmento, e BioEdit sequencer editor(148), para determinar 

a sequência consenso da amostra analisada e alinhar com as sequências dos 

alelos conhecidos. 

 

 

 

Figura 11. Representação dos fragmentos amplificados por PCR-RFLP, analisados 

com corte enzimático (fragmento do exon 6) e sequenciamento (fragmentos dos exons 

6 e 7). Os tamanhos dos fragmentos foram calculados a partir de alinhamentos com a 

sequência do alelo A1. 

  

 Os genótipos de FUT2 resultantes da homozigose ou heterozigose 

da substituição G428A podem ser caracterizados pelo método PCR-RFLP, 

conforme protocolo de Svensson e Colaboradores.(149) O fragmento contendo 

808 pares de bases, após a digestão com a enzima Ava II, é clivado em 

número variável de fragmentos de acordo a mutação diferencial do alelo 

presente, em: 326, 295, 130 e 57 pares de bases para o alelo contendo base 

G; 425, 326 e 57 pares de bases para o alelo contendo a base A. Indivíduos 

GG e GA são considerados secretores e aqueles AA, não secretores dos 

glicoconjugados ABH. 
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Quadro 9. Relação dos primers, localização no cromossomo, tamanho do fragmento e 

gene, utilizados neste trabalho. 

  

 

 O gene FUT2 codifica a fucosiltransferase FUTII a qual é crucial 

para formação do antígeno H nas secreções, possibilitando a biossíntese dos 

antígenos A e/ou B nos indivíduos secretores. Portanto estratégias de 

sequenciamento deste gene é indispensável na investigação de determinadas 

discrepâncias como quimerismos e fenótipo Bombaim, além de auxiliar na 

interpretação dos casos não resolvidos nas etapas anteriores.(150) 

  

Nome Primer 5’  3’ Localização  *pb Gene 

M5-ABOex6-F AGCTGAGTGGAGTTTCCAGGT Intron 5 
450** ABO 

M6-ABOex6-R GAAGGAGCTGGGTTTTACCG Intron 6 

M3-ABOex7-F GCTGGGAAGAGGATGAAGTGA Intron 6 
972 ABO 

M4-ABOex7-R GGACGGACAAAGGAAACAGA 3’ – UTR 

M5-ABOex7-F AGGACTCGCTCAGGACAGG Intron 6 
968 ABO 

M6-ABOex7-R GGGGCCTAGGCTTCAGTTAC 3’ – UTR 

M5-ABOex7-F AGGACTCGCTCAGGACAGG Intron 6 
701 ABO 

M8-ABOex7-R CTTGTTCAGGTGGCTCTCGT Exon 7 

M7-ABOex7-F CTTCCTCAGCGAGGTGGATT Exon 7 
567 ABO 

M4-ABOex7-R GGACGGACAAAGGAAACAGA 3’ – UTR 

M3-ABOex7-F GCTGGGAAGAGGATGAAGTGA Intron 6 
733 ABO 

M8-ABOex7-R CTTGTTCAGGTGGCTCTCGT Exon 7 

M7-ABOex7-F CTTCCTCAGCGAGGTGGATT Exon 7 
595 ABO 

M6-ABOex7-R GGGGCCTAGGCTTCAGTTAC 3’ – UTR 

F1-FUT2ex2-F CCTGTGCACATAGGCAAGTATG Intron 1 
808*** FUT2 

F2-FUT2ex2-R CACCCCCTTCCACACTTTTG Exon 2 

F3-FUT2ex2-F AACGACTGGATGGAGGAGGA Exon 2 
802 FUT2 

F4-FUT2ex2-R CAGGCCACTGTTCACTGAGATT 3’ - UTR 

*Tamanho dos fragmentos em pares de base (pb) desenhados com programa 

Primer3Plus(147); **Fragmento utilizado para corte enzimático com Kpn I;  ***Fragmento 

utilizado para corte enzimático com Ava II 
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1.8 Objetivo geral 

O objetivo geral deste estudo foi investigar as variações na 

expressão dos antígenos do sistema histo-sanguíneo ABO. 

 

1.8.1 Objetivos específicos 

Seleção de receptores e doadores de sangue que apresentaram 

discrepâncias entre os resultados das fenotipagens direta e reversa do sistema 

histo-sanguíneo ABO; 

Investigação, com o uso de métodos sorológicos e moleculares, das 

causas das alterações fenotípicas e discrepâncias entre os resultados das 

fenotipagens direta e reversa no sistema histo-sanguíneo ABO nos receptores 

e doadores de sangue. 
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MANUSCRITO 1 

Título: Use of serological and molecular methods to resolve ABO discrepancies 

Autores: Marcos Paulo Miola; Tatiana Elias Colombo; Roberta Maria Fachini; 

Octávio Ricci Junior; Cínara de Cássia Brandão de Mattos; Luiz Carlos de 

Mattos. 

Submissão: Vox Sanguinis 

 

MANUSCRITO 2 

Título: Quimerismo entre gêmeos dizigóticos com campo misto na fenotipagem 

eritrocitária ABO.  

Autores: Marcos Paulo Miola; Alessandra Pulier da Silva; Alessandro Garcia 

Lopes; Roberta Maria Fachini; Octávio Ricci Junior; Cínara de Cássia Brandão 

de Mattos; Luiz Carlos de Mattos. 

Formato: Revista Blood  
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Título: Quimerismo entre gêmeos dizigóticos com campo misto na 

fenotipagem eritrocitária ABO.  

 

Autores: Marcos Paulo Miola; Alessandra Pulier da Silva; Alessandro Garcia 

Lopes; Roberta Maria Fachini; Octávio Ricci Junior; Cínara de Cássia Brandão 

de Mattos; Luiz Carlos de Mattos. 

 

Pontos chave:  

 Primeiro estudo de quimerismo gemelar descrito no Brasil 

 Resolução sorológica de discrepância em campo misto. 

 DNA extraído a partir da saliva não é adequado para resolução de 

quimerismo. 

 

Resumo: Quimerismo gemelar é um evento raro em humanos e sua detecção 

é geralmente incidental. O esclarecimento destes eventos requer estudos de 

familiares, precedentes médicos além de análise de células hematopoiéticas e 

de outros tecidos. As interações sorológicas, bioquímicas e genéticas entre os 

sistemas ABO, Lewis e Secretor, embora sejam bem conhecidas, nem sempre 

são exploradas na resolução de casos de quimerismo hematopoiético. Neste 

estudo, descrevemos um caso raro de quimerismo entre gêmeos de sexos 

distintos, com aparente fenótipo AB em campo misto, resolvido com uma 

abordagem sorológica baseada na separação de hemácias e confirmado pela 

análise molecular dos genes ABO e FUT2. Os resultados revelaram a presença 

de quatro alelos ABO (A101, B101, O01 e O02) e três alelos FUT2 
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(SE*01.04.01/SE*01.06.03/SE*25.01.01) no DNA do sangue periférico de 

ambos os gêmeos. O DNA extraído de swab bucal revelou os genótipos ABO 

(A101/B101) e FUT2 (SE*25.01.01/SE*25.01.01) no gêmeo masculino e os 

genótipos ABO (O01/O02) e FUT2 (SE*01.04.01/SE*01.06.03) no gêmeo 

feminino. Nossos resultados demonstram a importância do uso combinado de 

métodos sorológicos e moleculares na resolução de casos de quimerismo 

gemelar em humanos. 

 

 Palavras-Chave: Quimera, Eritrócitos, Gêmeos Dizigóticos, Sistema do Grupo 

Sanguíneo ABO 

 

Introdução 

 A identificação dos fenótipos eritrocitários do sistema histo-

sanguíneo ABO, com o uso de reações de hemaglutinação, é crucial para a 

medicina transfusional e o transplante de órgãos sólidos.1 Reações de 

hemaglutinação em campo misto, ocorrem devido a diferentes fatores tais 

como: troca de células materno-fetal (miroquimerismo), troca de sangue entre 

os gêmeos por fusão dos vasos sanguíneos (quimerismo gemelar) ou por 

transfusão ABO heterogrupo.  Estas situações requerem investigação imediata 

para evitar o comprometimento da segurança transfusional.2  

 Quimerismo gemelar é um evento raro, normalmente encontrado por 

acaso, pois não causa necessariamente alterações fisiológicas, mas pode 

apresentar dupla população de eritrócitos. Pode ser observado entre gêmeos 

dizigóticos que possuem antígenos eritrocitários distintos em diferentes 



   Manuscrito 2 | 81 

sistemas de grupos sanguíneos.3 A diminuição de células quiméricas ao longo 

da vida pode dificultar a detecção e caracterização de quimerismos.4 Nestas 

condições, torna-se necessário o uso combinado de métodos sorológicos e 

moleculares para resolução adequada.3,5  

 Estudos de quimerismo são mais comuns em pacientes submetidos 

ao transplante de medula óssea.4,6 Contudo, com pouco mais de 100 casos na 

literatura, este fenômeno é raramente descrito entre gêmeos.7-9  Rodriguez-

Buritica e colaboradores10 relataram um caso onde a comparação de genótipos 

de sangue e pele revelou que o quimerismo também estava presente na pele. 

Lee e colaboradores8 descreveram um caso em que os gêmeos foram 

classificados como subgrupo B3 ao nascimento. Posteriormente, novos testes 

puderam concluir pela quimera com presença dos grupos B e O. Pruss e 

colaboradores7 descreveram um caso de paciente que apresentou reação 

hemolítica após receber uma bolsa de doador quimérico. Estes estudos se 

valeram do uso de métodos sorológicos e moleculares, muitas das vezes 

aplicados a outros tecidos além do hematopoiético para elucida-los. O objetivo 

deste estudo foi esclarecer um caso de quimerismo entre gêmeos dizigóticos 

com reação de hemaglutinação de campo misto na fenotipagem ABO direta.  

 

Material e Método: 

Descrição do caso: 

 Um caso de doador de sangue AB (probando) com reação em 

campo misto na prova direta, sem discrepância aparente com prova reversa, 

observado no Serviço de Hemoterapia do Hospital Naval Marcílio Dias da 
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cidade do Rio de Janeiro foi encaminhado ao nosso laboratório para estudos 

sorológicos e moleculares. 

 O doador possui uma irmã gêmea não idêntica e sexo oposto que 

apresentou o mesmo perfil sorológico para o sistema ABO. A investigação foi 

ampliada com análises de outros membros da família (Pai, Mãe e irmã não 

gêmea) para resolução do caso. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da FAMERP (CAAE 34163114.6.0000.5415). Todos os sujeitos 

da pesquisa receberam informações sobre os objetivos do estudo e assinaram 

o termo de consentimento informado. 

 

Estudo Sorológico:  

 A fenotipagem eritrocitária ABO do doador e de sua irmã gêmea, 

realizada em tubos e em colunas de gel neutro (DiaMed – Latino América, 

Brasil) com os antissoros anti-A (clones LC A5 e 9113D10), anti-B (clones LC 

G1/2 e 9621A8) e anti-A,B [clones LC Birna-1, ES-4, ES131(ES15) e 

9113D10+152D12] de três fabricantes diferentes (Diamed, Fresenius e Lorne). 

Também foram utilizadas colunas de gel (DiaClon ABO/Rh para Recém-

nascidos, DiaMed Latino América, Brasil) contendo os antissoros anti-A [(clone 

LM 297/628 (LA-2)], anti-B [(clone LM 306/686 (LB-2)] e anti-A,B [clones ES131 

(ES-15) + Birna-1 + ES-4]. Os testes de inibição de hemaglutinação em saliva 

para análise dos antígenos ABH foram realizados em tubos utilizando-se os 

mesmos antissoros da fenotipagem eritrocitária ABO.  

 Foram realizadas fenotipagens eritrocitárias em colunas de gel para 

os sistemas Rh (C, c, E, e), MNS(S, s), Duffy (Fya, Fyb) e Kidd (Jka, Jkb) 
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(DiaMed Latino América, Brasil). As fenotipagens eritrocitária e salivar do 

sistema Lewis (Lea, Leb), foram realizadas em tubos e por inibição da 

hemaglutinação, respectivamente, com os antissoros anti-Lea (clones LEA2; 

e3643B9) e anti-Leb (clones LEB2; GX336) (Lorne Laboratories, US; Fresenius-

Kabi, Brasil). 

 

Separação das hemácias em campo misto: 

 As hemácias em campo misto, observadas na coluna de gel, foram 

separadas de acordo com a reatividade utilizando-se o anticorpo anti-A,B 

(Clones 9113D10 + 152D12). As hemácias reativas foram separadas em tubos 

e tratadas com Ditiotreitol (DTT) 0,2M para remoção dos anticorpos anti-A,B.11 

Em seguida foram refenotipadas em tubos e em colunas de gel com os 

anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B. As hemácias não reativas foram lavadas 

para remoção microesferas do gel, refenotipadas em tubos e em colunas de gel 

para os antígenos ABO (A, B, AB) e Rh (C, E) que apresentavam campo misto. 

 

Estudos Moleculares dos genes ABO e FUT2 (Secretor):  

 O DNA genômico foi extraído do sangue periférico com o uso de kits 

comerciais (QIAamp® DNA Blood Mini Kit, da QIAGEN, Hilden, Alemanha), de 

swab do epitélio bucal e da saliva com o uso da técnica de fenol-clorofórmio. 

As genotipagens convencionais ABO e FUT2 foram realizadas com o uso do 

método PCR-RFLP e enzima de restrição Kpn I e Ava II, respetivamente, com 

modificações do protocolo de Mattos e colaborares (2001)12 e Svensson e 

colaboradores.13  
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 O sequenciamento dos exons 6 e 7 do gene ABO e exon 2 do gene 

FUT2 para caracterização dos alelos, foram realizados com o uso de kits 

comerciais (BigDye Terminator, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em 

equipamento ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os 

fragmentos submetidos ao sequenciamento foram purificados com o kit 

comercial GenElute PCR Clean-up (Sigma-Aldrich Brasil Ltda).  Os primers 

foram desenhados utilizando o programa Primer3Plus.14 Todos os primers 

utilizados nas análises do sistema ABO neste estudo estão na tabela 1. 

 

Tabela 1. Relação dos primers, localização no cromossomo, tamanho do fragmento e 

genes sequenciados. 

Nome Primer 5’  3’ Localização Fragmento (pb) Gene 

M5-ABOex6-F AGCTGAGTGGAGTTTCCAGGT Intron 5 449/450* ABO 

M6-ABOex6-R GAAGGAGCTGGGTTTTACCG Intron 6 

M5-ABOex7-F AGGACTCGCTCAGGACAGG Intron 6 701 ABO 

M8-ABOex7-R CTTGTTCAGGTGGCTCTCGT Exon 7 

M7-ABOex7-F CTTCCTCAGCGAGGTGGATT Exon 7 567 ABO 

M4-ABOex7-R GGACGGACAAAGGAAACAGA 3’ – UTR 

F1-FUT2ex2-F CCTGTGCACATAGGCAAGTATG Intron 1 808** FUT2 

F2-FUT2ex2-R  CACCCCCTTCCACACTTTTG Exon 2 

F3-FUT2ex2-F  AACGACTGGATGGAGGAGGA Exon 2 802 FUT2 

F4-FUT2ex2-R CAGGCCACTGTTCACTGAGATT 3’ – UTR 

*Fragmento utilizado no corte enzimático com enzima de restrição Kpn I, para 

avaliação da mutação 261delG (além do sequenciamento); ** Fragmento utilizado no 

corte enzimático com enzima de restrição Ava II, para avaliação da mutação 428A>G 

(além do sequenciamento). 

 

 Neste estudo, utilizamos a terminologia tradicional para fenótipos e 

antígenos.(7, 30, 42) Para os alelos utilizamos a terminologia disponível no 

Banco de dados de glóbulos vermelhos humanos (dbRBC).16  
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Resultados e Discussão 

 As análises sorológicas do probando (M13.1) apresentaram 

resultado em campo misto quanto do uso dos antissoros para os antígenos 

ABO (A, B, AB) e Rh (C, E). Seus resultados foram idênticos aos de sua irmã 

gêmea (M13.2). Estes padrões não foram observados nas análises sorológicas 

realizadas em amostras dos demais membros da família (Figura 1). A 

reatividade em campo misto com o antissoro anti-AB (fig. I-b), sugere que os 

pais são heterozigotos para o sistema ABO (AO x BO) e que o probando e sua 

irmã gêmea sejam portadores de ambos os genótipos AB e OO. Não foi 

observada reação em campo misto na fenotipagem eritrocitária do sistema 

Lewis de ambos os gêmeos [13.1: Le(a+b-); 13.2: Le(a-b+)]. Esta observação 

permitiu inferir que um deles possui o fenótipo não Secretor e outro Secretor, 

fato que foi confirmado pelo teste de inibição da hemaglutinação em saliva, 

pela genotipagem por PCR-RFLP e por sequenciamento (tabela 2). Estas 

observações demonstram que o quimerismo exclusivo do tecido 

hematopoiético não modifica a expressão dos antígenos dos sistemas de 

grupos sanguíneos ABO e Lewis em outros tecidos. Pelo seu caráter de 

exclusividade, o gene FUT2 atua no controle dos sistemas ABO e Lewis no 

intestino delgado, pâncreas rins e glândulas exócrinas, mas não no tecido 

hematopoiético.17,18  

 Com o propósito de ampliar a investigação sorológica, utilizamos um 

protocolo adaptado de Svensson e colaboradores,13 para separação das 

hemácias em campo misto nas colunas de gel do probando e de sua irmã 

gêmea, com o antissoro anti-A,B. As hemácias inicialmente reativas presentes 



   Manuscrito 2 | 86 

no topo da coluna de gel foram tratadas com DTT 0,2M para remoção dos 

anticorpos anti-A,B. Em seguida foram refenotipadas em tubo para os sistemas 

ABO e Rh e não mais apresentaram reação em campo misto (figura 1). As 

hemácias inicialmente não reativas foram refenotipadas em tubos e em colunas 

de gel para os sistemas ABO e Rh e também não mostraram reação em campo 

misto (figura 1). Estas estratégias metodológicas adotadas demonstraram ser 

cruciais para a resolução sorológica do quiremismo hematopoiético com 

métodos sorológicos. Estes resultados combinados com aqueles obtidos das 

análises da saliva nos permitiram inferir que o probando (13.1) é do grupo AB e 

sua irmã gêmea (13.2) é do grupo O. 

 

 
Figura 1. Fenotipagens ABO, RhC, RhE dos pais (a), dos gêmeos quiméricos (b) e 

repetição da fenotipagem após separação dos eritrócitos reativos dos não reativas 

com anti-AB (c).  
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 A investigação molecular do DNA genômico extraído do sangue 

periférico, com o uso do método PCR-RFLP, demonstrou que o probando 

(13.1) e sua irmã gêmea (13.2) apresentavam padrão de heterozigose 

compatível com a presença de um alelo não O combinado a um alelo O 

delecional, no gel de agarose, após a digestão do fragmento amplificado com a 

enzima de restrição Kpn I. Esta análise é compatível com a presença da 

deleção 261delG no exon 6 em um dos alelos. 

 As análises de sequenciamento dos exons 6 e 7 e regiões marginais 

de aproximadamente 100pb dos introns 5, 6 e região não transcrita (3’UTR), 

revelou a presença de quatro alelos no tecido hematopoiético (sangue 

periférico) de ambos os gêmeos (Tabela 2). Considerando-se que o sistema 

ABO apresenta padrão de herança mendeliana autossômica,15 a presença de 

quatro alelos no mesmo indivíduo sugere fortemente a ocorrência de 

quimerismo hematopoiético. A combinação dos resultados sorológicos e 

moleculares indica dupla população de eritrócito (AB e O) no sangue periférico 

de ambos os gêmeos. Pelo conhecimento dos autores, esta condição não foi 

previamente descrita. 

 Para confirmar o quimerismo hematopoiético, O DNA genômico 

extraído da saliva e de swab bucal foi analisado por PCR-RFLP e 

sequenciamento os exons 6 e 7 e comparado àquele obtido do DNA genômico 

do sangue periférico. A análise da saliva apresentou resultado idêntico àquele 

do sangue periférico. É possível que contaminação da saliva com células 

hematopoiéticas decorrentes de microlesões, inflamações ou linfa tenha 

contribuído para esta concordância. Estas observações corroboram os dados 
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relatados por Endler e colaboradores19 em estudos com pacientes 

transplantados. 

 Por outro lado, o sequenciamento do DNA genômico extraído do 

Swab bucal mostrou a presença dos alelos A101 e B101 no probando (13.1) e 

dos alelos O01 e O02 em sua irmã gêmea (13.2) (Tabela 2). O DNA genômico 

extraído do swab bucal parece ser mais adequado para esclarecimentos de 

casos de quimerismo hematopoiético uma vez oferece menor risco de 

contaminação com células hematopoitéicas. Sua coleta não implica forçar a 

mucosa para o processo de salivação, fato quem pode contribuir com a 

contaminação. Além disso, possibilita a escolha da área da mucosa na qual o 

swab será levemente friccionado. Os cuidados adotados neste estudo para 

obtenção e análise do DNA genômico da saliva corroboram os relatos de 

Thiede e colaboradores.20 A fim de esclarecer a ausência de antígenos A 

e B nos eritrócitos com fenótipo O e dar maior fundamentação a este caso, 

utilizamos os métodos PCR-RFLP e sequenciamento do intron 1, do exon 2 e 

da região 3’UTR do gene FUT2 com o propósito de confirmar o status Secretor, 

haja vista as fenotipagens eritrocitárias Lewis e a reação de inibição da 

hemaglutinação da saliva sugerirem que o probando (13.1) é não Secretor e 

sua irmã gêmea (13.2), Secretor. 

 As análises do sangue periférico do probando (13.1) e de sua irmã 

gêmea (13.2) indicaram a presença de heterozigose do gene FUT2 (Tabela 2), 

com o uso do método PCR-RFLP. Este dado é discordante daquele verificado 

na fenotipagem eritrocitária Lewis e na reação de inibição da hemaglutinação 

da saliva para o probando (13.1), mas não para sua irmã gêmea (13.2). 
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Tabela 2. Resultados dos testes sorológicos e moleculares (sangue, saliva e swab). 

 
ABO  Saliva 

 

Fenótipo 
Genotipagem** 

 
Prova Direta  Antígenos  ABO FUT2 (Status secretor) 

Amostras A B AB  O Lewis  ABO Lewis Sangue Swab Sangue Swab 

13.1  
(Probando) 

CM CM CM 
 

0 a+b- 
 

AB/O a+b- A101/B101/O01/O02 A101/B101 
SE*01.04.01/SE*01.06.03/SE*25.01.01 

(Se/Se/se) 
SE*25.01.01/SE*25.01.01 

(se/se) 
13.2  
(Irmã gêmea) 

CM CM CM 
 

+ a+b+ 
 

AB/O a-b+ A101/B101/O01/O02 O01/O02 
SE*01.04.01/SE*01.06.03/SE*25.01.01 

(Se/Se/se) 
SE*01.04.01/SE*01.06.03 

(Se/Se) 
13.3 
(Pai) 

0 4 4 
 

NT NT 
 

B a-b+ B1/O02 - 
SE*01.06.03/SE*25.01.01 

(Se/se) 
- 

13.4 
(Mãe) 

4 0 4 
 

NT NT 
 

A a-b+ A1/O01 - 
SE*01.04.01/SE*25.01.01 

(Se/se) 
- 

13.5 
(Irmã) 

4 4 4 
 

NT NT 
 

AB a+b- A101/B101 - 
SE*25.01.01/SE*25.01.01 

(se/se) 
- 

 
NT = Não testado; 

Se: alelo secretor;  

se: alelo não secretor;  

SE*01.06.03: novo alelo caracterizado neste estudo (GenBank acesso: KX550421);  

**Análise de saliva apresentou os mesmos resultados que o sangue periférico; 
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 O sequenciamento do intron 1, do exon 2 e da região 3’UTR no DNA 

genômico do sangue periférico do probando (13.1) e sua irmão gêmea (13.2) 

revelou a presença de dois alelos Secretor e de um não Secretor. Esta mesma 

análise a partir do DNA genômico do swab bucal revelou que o probando (13.1) 

é de fato não Secretor e sua irmã gêmea (13.2) é Secretor. Este último 

resultado é concordante com aqueles verificados tanto nas fenotipagens 

eritrocitária e salivar do sistema Lewis.  

 O sequenciamento das regiões do gene FUT2 demonstrou a 

presença de um alelo não previamente relatado, mas não registrado nas bases 

de dados. Este alelo foi depositado no GenBank com número de acesso 

KX550421 e nomeado como FUT2 375G, 1009G (SE*01.06.03). 

 A duas mutações presentes neste alelo foram relatadas por Koda et 

al em um estudo de filogenia em africanos.21 O SNP da posição 375A>G foi 

encontrado pela primeira vez na população Africana em 1998 (alelo Se375), com 

uma frequência de 0,01522 e posteriormente na população de Nova Guiné, com 

frequência de 0,37. O nucleotídeo G na posição 1009, que ocorre com 

frequência de 33% na população em geral e em até 55% dos africanos, está 

associado ao SNP 1011C na região 3'UTR, formando um haplótipo. Contudo, 

todos os outros alelos FUT2 descritos, exceto o se428, possuem os 

nucleotídeos A e T nas posições 1009 e 1011, respectivamente.  

 O alelo SE*01.06.03 encontrado na irmã gêmea (13.2) e em seu pai 

(13.3) possui a mesma sequência daquele relatado por Koda e colaboradores21 

em um africano, no alelo Se375 com o SNP 1009G. Em outro estudo, Koda e 

colaboradores sugere que o SNP Se375 é ancestral e reflete a migração dos 
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primeiros humanos da África para a Nova Guiné.23 Diante deste quadro, 

supomos que mutação 1009G surgiu pontualmente neste caso, pois este é o 

primeiro relato que descreve o SNP 1009G sem alteração na posição 1011 em 

um indivíduo Brasileiro de etnia mista, com ascendência caucasiana e 

ameríndia. Pelo conhecimento dos autores este é o primeiro relato de 

quimerismo duplo com a presença de quatro alelos do gene ABO e três alelos 

do gene FUT2, ambos com os alelos funcionais e não funcionais em 

heterozigose no tecido hematopoiético. A figura 2 mostra o heredograma da 

família investigada. 

 

Figura 2. Heredograma familiar com caso de quimerismo e descrição de alelos ABO e 

FUT2 

 

Conclusão  

Este estudo esclareceu um caso de quimerismo hematopoiético permanente 

entre gêmeos com o uso de uma técnica diferenciada de separação de células 

em campo misto combinada a métodos sorológicos e moleculares.   
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3.1 Conclusões Gerais 

 As análises dos casos com discrepâncias estudados indicaram que 

antígenos do sistema histo-sanguíneo ABO apresentam melhor reatividade em 

técnicas adaptadas, tanto na prova direta quanto na reversa, porém concluímos 

desnecessário o uso de métodos de reforço na prova reversa, por não 

acrescentarem resultados confiáveis ou que contribuam com a identificação do 

antígeno. 

 

 Os resultados deste estudo demonstram que testes sorológicos 

apresentam limitações e nem sempre são conclusivos na resolução de 

discrepâncias entres fenotipagens direta e reversa, indicando que análises 

moleculares (PCR-RFLP, sequenciamento) são importantes para adequada 

identificação e classificação dos alelos dos genes ABO e FUT2. 

 

 As investigações de tecido do epitélio bucal e secreções salivares 

demonstraram ser fundamentais no esclarecimento de um caso com 

reatividade em campo misto. No entanto, foi constatada contaminação da 

saliva por células do tecido hematopoiético, demonstrando que este não é um 

bom material para os testes moleculares em casos de quimerismos 

hematopoiéticos.   
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Apêndice 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

FACULDADE DE MEDICINA DE SÃO JOSÉ DO RIO PRETO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Conselho Nacional de Saúde - Resolução CNS 196/96) 

Você está sendo convidado a participar de uma pesquisa denominada Investigação sorológica 

e molecular das variações na expressão dos antígenos dos sistemas de grupos sanguíneos 

humanos, avaliada e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de 

Medicina de São Jose do Rio Preto. Sistemas de grupos sanguíneos humanos são 

características genéticas que produzem variações nas moléculas (antígenos) presentes na 

membrana dos eritrócitos (glóbulos vermelhos do sangue). 

  

Esta pesquisa tem como objetivos identificar os fatores que interferem na identificação dos 

tipos sanguíneos ABO (A, B, AB e O). Os resultados desta pesquisa poderão ajudar na 

compreensão dos fatores que dificultam a correta identificação dos tipos sanguíneos de 

algumas pessoas que possuem tipos sanguíneos ABO raros (receptores e doadores de sangue) 

e ainda auxiliar os hemocentros, os bancos de sangue e os laboratórios clínicos a classificarem 

corretamente o sangue destas pessoas para efeito de transfusão e doação. 

 

A sua participação nessa pesquisa é voluntária e de extrema importância e você não perderá 

os benefícios do atendimento médico aos quais tem direito, caso decida não participar ou 

mesmo se você se retirar dessa pesquisa a qualquer tempo. Você poderá ter acesso a todos os 

seus dados coletados para esta pesquisa bem como aos resultados de todos os exames 

realizados nas amostras de seu sangue e terá também o direito de retirar a amostra ou 

quaisquer de seus dados de nosso banco de armazenamento de dados no momento em que 

você desejar. Em hipótese alguma, seus dados serão divulgados de forma individual. 

 

Para participar como voluntário nessa pesquisa será necessário você nos autorizar a colher 

duas amostras de seu sangue para a realização dos exames de tipagem sanguínea. A coleta de 

sangue é realizada com a introdução de uma agulha estéril na veia e de acordo com a sua 

sensibilidade, você poderá sentir uma leve ardência no local. O risco da coleta de sangue 

poderá incluir vermelhidão e raramente deixa o local de introdução da agulha inchado e com 

manchas roxas. O seu sangue será utilizado apenas para análises científicas e será estocado em 

um banco de amostras do Laboratório de Imunogenética, podendo ser utilizado para novas 

pesquisas, dentro de no máximo cinco anos. Quaisquer análises adicionais a serem realizadas 

em sua amostra de sangue deverão obrigatoriamente estar vinculadas ao presente projeto.  

Você deve saber que não haverá riscos de qualquer tipo de contaminação durante a coleta de 

seu sangue, pois o material utilizado será individual e não contaminado. Esse material é 

totalmente estéril (seringa, agulha, algodão com álcool) e único para cada pessoa. Após a 

coleta de seu sangue, as agulhas, seringas e algodão utilizados serão colocados em saco de lixo 

e descartados em local seguro. Esses procedimentos serão realizados por profissionais com 

experiência. 
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Se for seu desejo, você será informada (o) de todos os resultados dos exames que serão 

realizados em seu sangue e eles serão mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for 

encerrada antes do período previsto, você também será informada. Caso ocorram danos de 

qualquer natureza durante a coleta de sua amostra de sangue, você receberá toda assistência 

médica gratuitamente. 

 

Se você tiver qualquer dúvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesões relacionadas à 

coleta de sangue, entre em contato com o Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos pelo telefone ou pelo 

endereço abaixo indicados. Caso você tenha qualquer dúvida sobre seus direitos como sujeito 

de pesquisa, você também pode entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813. Você receberá 

uma cópia deste formulário de consentimento livre e esclarecido assinado e datado. 

 

Declaração do sujeito da pesquisa 

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Investigação sorológica e molecular das 

variações na expressão dos antígenos dos sistemas de grupos sanguíneos humanos”. 

Autorizo a estocagem da amostra de meu sangue no banco de amostras do Laboratório de 

Imunogenética do Departamento de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de São José 

do Rio Preto (FAMERP) e sua utilização para novas pesquisas vinculada a este projeto, desde 

que seja mantido o sigilo absoluto das informações por mim prestadas. Li e compreendi essa 

declaração de consentimento livre e esclarecido e os riscos descritos. Entendo que posso 

retirar meu consentimento ou retirar-me dessa pesquisa a qualquer momento, sem perder 

nenhum benefício aos quais tenho direito. 

 

(  ) Desejo saber os resultados de meus exames    (  ) Não desejo saber os resultados de meus 

exames 

 

………………., ……….. de ………………… de ………………… 

 

-------------------------------------------------------------

---- 

-------------------------------------------------------------

---- 

Responsável pela discussão do consentimento 

livre e esclarecido 

Assinatura do sujeito da pesquisa ou seu 

representante legal 

       

 

__________________________________________________ 

Pesquisador responsável 

Endereço para contato: 

Laboratório de Imunogenética  

Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S J do Rio Preto 

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 

São José do Rio Preto - 15090-000 

Fones: (17) 3201-5854 (Faculdade) 
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 Apêndice 2. Ficha de dados clínicos e familiar 
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Apêndice 3. Protocolos de coleta, armazenamento e transporte de amostra de 
sangue periférico 
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Apêndice 4. Protocolos de coleta, armazenamento e transporte de amostras 
de saliva e swab 
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Apêndice 5. Resumo apresentado na forma de pôster durante o Congresso 
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular – HEMO 2014, 6-9 
de novembro de 2014, Florianópolis, SC, Brasil.  
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Apêndice 6. Resumo apresentado na forma de pôster durante o Congresso 
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular – HEMO 2015, 19-22 
de novembro de 2015, São Paulo, SP, Brasil. 
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Apêndice 7. Resumo apresentado na forma de pôster durante o Congresso 
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular – HEMO 2015, 19-22 
de novembro de 2015, São Paulo, SP, Brasil. 
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Apêndice 8. Participação como palestrante no First Latin American Transfusion 
Science Course, 18-20 de abril de 2016, Lagoa Santa, MG, Brasil. 
 
Tema: Discrepâncias do sistema histo-sanguíneo ABO: resolução sorológica e 
molecular 
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Apêndice 9. Resumo apresentado na forma de pôster durante o Congresso 
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular – HEMO 2016, 10-13 
de novembro de 2016, Florianópolis, SC, Brasil. 
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Apêndice 10. Resumo apresentado na forma de pôster durante o Congresso 
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular – HEMO 2016, 10-13 
de novembro de 2016, Florianópolis, SC, Brasil. 
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6. ANEXOS 
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Anexo 1. Tabela com os resultados sorológicos e moleculares dos casos analisados  

Legenda: nt = nucleotídeo; NT = Não testado; CM = Campo Misto; 0/w = Reação negativa com técnica padrão e positiva fraca 

com protocolo adaptado; 0 = negativo; 1, 2, 3 e 4 são graduações de intensidade de reação, onde 1 é mais fraco e 4 mais 

forte; 0-3/1-4 = resultado de técnica padrão versus adaptada; AA = não secretor; GG e GA = secretor; Números de 

identificação de amostras fracionados correspondem a estudos de família, onde 0.1 é o probando; GI = Gemelar um; GII = 

Gemelar dois; *Alelo identificado neste estudo 

  

Amostras Reação c/ hemácias Reação c/ Plasma Adsorção-
Eluição 

Fenótipo nt 261 Genótipo ABO 
FUT2 

 Soro Lectinas Hemácias Secretor 

 Anti- Anti- A1 B O A1 B     

A1 B AB A1 H 

M1.1 0/w 0 0/w 0 4 0/1 4 0/1 4 NT Aw G/del O01/Aw38* AA 
M1.2(Filho) 0 0 0 0 4 4 4 0 0 NT O del O01/O01 AG 
M2 0/w 4 4 0 1/4 0/1 0 0 4 NT AwB G A201/B101 AA 
M3 3 4 4 0 0/4 2/4 0 0 NT NT AB G A201/B101 AA 
M5 0 0 0 0 4 4 0/2 0 NT 0/1 O del O01/O11 AA 
M7 4 0 4 3/4 0/4 0 0/2 0 NT 0 A1 G A101/A101 AA 
M8.1 0 0 0/2 0 2/4 4 0 0 NT 0/4 Bw del O01/O01 NT 
M8.2(Mãe) 0 0 0 0 4 4 4 0 NT NT O del NT NT 
M9 0 0 0 0 3/4 0/w 0/1 0 0 0 O del O01/O01 GG 
M10 0 0 0 0 4/4 0/w 4 0 w/1 NT Aw G/del Ael101/O02 AA 
M13.1(GI) CM CM CM 1/CM 2/4 0 0 0 NT NT AB/O G/del A101/B101/O01/O02 GG 
M13.2(GII) CM CM CM 1/CM 2/4 0 0 0 NT NT AB/O G/del A101/B101/O01/O02 GG 
M13.3(Pai) 0 4 4 0 2/4 4 0 0 NT NT B G/del B101/O02 GG 
M13.4(Mãe) 4 0 4 3/4 1/4 0 4 0 NT NT A G/del A101/O01 GG 
M13.5(Irmã) 4 4 4 1/4 1/4 0 0 0 NT NT AB G A101/B101 AA 
M14 0/W 4 4 0 1/4 0-4 0 0 4 NT AwB G A201/B101 GA 
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Anexo 2. Resultados identificados com sequenciamento direto a partir da sequência referência do sistema ABO  

Legenda: aa = aminoácido; ⱡSequencia Referencia; *novo alelo; fs = deslocamento do quadro de leitura; el = alongamento do 

quadro de leitura em 21aas.  

  

Localização  Ex. 6 Int. 6 Ex. 7    3’ UTR 

Nucleotídeo  261 

 

1007 429 467 526 542 646 657 681 703 771 796 803 804 829 930 1061  

Fragmentos 
PCR-

1 

       PCR-2    
     

     
PCR-3      

        PCR-4  Genótipo 

NG006669.1ⱡ  G  G G C C G T C G G C C G G G G C A101 
AJ536135.1       G   T  A  A C   A  B101 

M1.1  G/del  G/A G/A C/T             C/del O01/Aw38* 
M1.2  del                  O01/O01 
M2      C/T C/G   C/T  G/A  C/A G/C   G/A C/del A201/B101 
M3      C/T C/G   C/T  G/A  C/A G/C   G/A C/del A201/B101 
M5  del      A/G T/A  G/A  C/T    G/A   O01/O11 
M7                    A101/A101 
M8  del                  O01/O01 
M9  del                  O01/O01 
M10  G/del    

 
 

 
T/A 

 
G/A  C/T   insG G/A  

 
Ael101/O02 

M13.1(GI)  G/del    
 

C/G 
 

T/A C/T G/A G/A C/T C/A G/C 
 

G/A G/A 
 

A101/B101/O01/O02 
M13.2(GII)  G/del     C/G  T/A C/T G/A G/A C/T C/A G/C  G/A G/A 

 
A101/B101/O01/O02 

M13.3(Pai)  G/del     C/G  T/A C/T G/A G/A C/T C/A G/C  G/A G/A  B101/O02 
M13.4(Mãe)  G/del                  A101/O01 
M13.5(Irmã)      C/T C/G   C/T  G/A  C/A G/C   G/A C/del A201/B101 
M14      C/T C/G   C/T  G/A  C/A G/C   G/A C/del A201/B101 

Códon 88   143 156 176 181 216 219 227 235 257 266 268 269 277 310 354  
aa ancestral    V P R W F H P G P L G  V L   
Alteração fs   V L G X I H P S P M A fs M L fs+el  



   Anexos | 134 

Anexo 3. Quadro com os resultados do momento da resolução ABO diante dos protocolos utilizado neste estudo 

Casos Etapas M1 M2 M3 M5 M7 M8 M9 M10 M14 

SC 1 - - AB - - - - - - 

SR 2.1 A AB AB - - - - - AB 

AE 2.2 A AB NT - A(?) - O(?) A(?) AB 

261delG 3 O/A AB AB O/O A/(?) O/O O/O O/(?) AB 

Seq. 4 Aw38*/O1 A2/B1 A2/B1 O1/O11 A1/A1 O1/O1 O1/O1 Ael/O2  

Resolução-Etapa 1-2.1* 1-2.1 1 1-3 1-2.2 1-3 1-2.2 1-4 1-2.1 

Motivo   ↓Ag ↓Ag anti-A1 ↓Ac.  ↓Ac. ↓Ac.  ↓Ac ↓Ag ↓Ag/anti-A1 

           
Legenda: SC: técnica sorológica convencional; SR: técnica sorológica de reforço (adaptada); AE: adsorção-eluição convencional e de reforço 
(adaptada); Seq.: sequenciamento; ↓Ag: baixa expressão do antígeno na hemácias; ↓Ac: baixo título ou ausência do anticorpo no plasma; 1-5: etapas 
do protocolo; *Só foi possível caracterizar o alelo com o estudo familiar (etapa 5). 
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Anexo 4. Resultados identificados no caso M13 com sequenciamento direto a partir da sequência referência do gene FUT2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

.139 .102 .75 171 216 357 375 428 739 960 1009 1011

Origem cód. dbRBC

Referência 301 C G C A C C A G G A A T

SE*25.01.01 0.495 A; a-b+ Austria 1136 G C T G T A A G G C

SE*01.04.01 (Se2: Se357) 0.46 secretor Japão; Tai; NG 304 T

SE*01.06? (Se375 South Africa) raro secretor Africa do Sul 319 G

SE*01.06.03 (FUT2: 375G, 1009G) raro Secretor Brasil KX550421 G G

13.3 (Pai) Sangue SE*25.01.01/SE*01.06.03 B; Le(a-b+) Brasil (Pardo) G/C G/C C/T A/G C/T A/G G/A G/A A/G G T/C

13.4 (Mãe) Sangue SE*25.01.01/SE*01.04.01 A; Le(a-b+) Brasil (Branco) G/C G/C C/T A/G C/T C/T G/A G/A A/G A/G T/C

Swab SE*25.01.01/SE*25.01.01 AB; Le(a+b-) Brasil (Pardo) G C T G T A A G G C

Sangue SE*25.01.01/SE*01.04.01/SE*01.06.03 G/C G/C C/T A/G C/T C/T A/G G/A G/A A/G A/G T/C

Swab SE*01.04.01/SE*01.06.03 O; Le(a-b+) Brasil (Branco) C/T A/G A/G

Sangue SE*25.01.01/SE*01.04.01/SE*01.06.03 G/C G/C C/T A/G C/T C/T A/G G/A G/A A/G A/G T/C

13.5 (Irmã) Sangue SE*25.01.01/SE*25.01.01 AB; Le(a+b-) Brasil (Branco) G C T G T A A G G C

57 72 119 125 143 247 320

A Y N E W G T

A Y N E X S T

5'UTR > < 3'UTR

13.2 (GII)

Legenda: GI: gêmeo e probando; GII: irmã gêmea; NG: Nova Guiné; Tai: Taiwan; SE*01.06.03 (FUT2: 375G, 1009G): alelo raro, sem registro nas bases de dados genéticas;  KX550421: código da submissão 

ao banco de dados (BGMUT-dbRBC).

< 3'UTR

Resíduo

Varições FUT2  (gDNA)

nucleotídeos -->

Na referência

Na variante

Material Alelos Frequência FenótiposIdentificação

13.1 (GI)

5'UTR >
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Anexo 5. Eletroferograma com as variações de intensidade promovidas pela 

quimera dupla em gêmeos dizigóticos envolvendo quatro alelos. 

Ex. 7 526 646 657 681 703 

A101 C T C G G 

O01 C T C G G 

B101 G T T G A 

O02 C A C A G 

M13.1 

     
M13.2 

     

Continuação...     

Ex. 7 771 796 803 829 930 

A101 C C G G G 

O01 C C G G G 

B101 C A C G A 

O02 T C G A G 

M13.1 

     
M13.2 

     
 
 
 
 
 
 
 


