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RESUMO

Introducdo. O sistema histo-sanguineo ABO € o de maior importancia
transfusional e a identificacdo de seus fenoétipos € frequentemente realizada
por meios das tipagens direta e reversa as quais sempre devem apresentar
resultados concordantes. Entretanto, alguns fatores genéticos como
quimerismos naturais e mutacdes pontuais no gene ABO, podem afetar a
expressdo dos antigenos e anticorpos deste sistema, contribuindo com a
discrepancia nas fenotipagens, requerendo investigacdes para se definir o
correto fenotipo de receptores e doadores de sangue. Objetivos. O objetivo
geral deste estudo foi investigar as variagdes na expressao dos antigenos do
sistema histo-sanguineo ABO. Seus objetivos especificos compreenderam: 1.
Selecédo de receptores e doadores de sangue que apresentaram discrepancias
entre os resultados das fenotipagens direta e reversa do sistema histo-
sanguineo ABO; 2. Investigacdo, com o uso de métodos sorolégicos e
moleculares, das causas das alteracdes fenotipicas e discrepancias entre os
resultados das fenotipagens direta e reversa no sistema histo-sanguineo ABO
nos receptores e doadores de sangue. Material e Método. Foram selecionadas
amostras de receptores (n=2) e doadores (n=7) de sangue com discrepancias
entre as fenotipagens direta e reversa. As fenotipagens foram realizadas com o
uso dos métodos de hemaglutinacdo convencional e modificada, em tubos e
colunas de gel, com antissoros comerciais e lectinas. As investigacdes
moleculares foram realizadas com o uso dos métodos PCR-RFLP e
seguenciamento dos exons 6 e 7 do gene ABO e do exon 2 do gene FUT2.

Resultados: Quatro casos com fraca expressédo do antigeno A e auséncia do
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anticorpo esperado, observados na hemaglutinacéo, foram identificados como
A2B, Ael e Aw. Quatro casos sem alteragdo antigénica, mas com presenca de
anticorpo irregular ou auséncia do anticorpo esperado, foram caracterizados
como AB, A1 e O e apresentaram alelos comuns. Um caso de gémeos nao
dizigdticos, fenotipados como AB e com dupla populacdo de hemécias foi
caracterizado como quimera hematopoiética, ap0ds extensa analise familiar. O
DNA extraido de swab bucal revelou os genoétipos ABO (A101/B101) e FUT2
(SE*25.01.01/SE*25.01.01) no gémeo masculino e o0s gendtipos ABO
(001/002) e FUT2 (SE*01.04.01/SE*01.06.03) no gémeo feminino. As
sequéncias de dois novos alelos dos genes ABO (ABO*Aw.38; KT906366.1) e
FUT2 (SE*01.06.03; KX550421) foram depositadas no GenBank. Conclusdes:
Nossos resultados demonstram que o uso de analises soroldgicas eritrocitarias
e salivares combinadas a métodos moleculares séo fundamentais na resolucéo
de discrepancias entre as fenotipagens direta e reversa do sistema histo-
sanguineo ABO bem como no esclarecimento de casos de quimerismo gemelar
em humanos, contendo dupla populacdo de hemécias. Além disso, contribuem

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

Palavras-chave: Sistema do Grupo Sanguineo ABO; Testes Sorolégicos;
Tipagem Molecular; Glicosiltransferases; Grupo Sanguineo 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
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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 (O01/002)
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 Historico

Os sistemas de grupos sanguineos humanos surgiram em 1900, em
Viena, quando Karl Landsteiner (figura 1.a), um cientista Austriaco de 32 anos
descobriu o primeiro sistema de grupo sanguineo da historia apOs realizar
experimentos com amostras de cinco colegas de laboratério e a sua proépria,
misturando hemacias e soro. 2 Esta descoberta mudou a forma de pensar da
época demonstrando que o sangue ndo era 0 mesmo em todas as pessoas.
A constatacao foi relatada em uma breve nota em 1900, esta nota afirmou que
o0 soro de seres humanos saudaveis ndo sO tem um efeito aglutinador de
sangue animal, mas também de humanos de diferentes individuos.® Ele
relatou acreditar que este fendmeno era devido a diferencas individuais
originais ou por uma influéncia de lesGes como possivel infeccédo bacteriana.®
Os experimentos definitivos mostraram que as infeccbes ndo alteravam as
reacOes e que era possivel classificar a populacdo em trés grupos com base
nas reacfes das hemacias e soros de individuos saudaveis, sendo publicado
no ano seguinte, em 1901 (figura 1.b).2 67

Landsteiner explicou suas descobertas propondo a existéncia de trés
grupos, que chamou de A, B e C, onde A e B aglutinavam com padrdes
diferentes e C ndo aglutinava, sendo este Ultimo posteriormente substituido
pela letra 0.9 Um ano depois seus colegas de laboratério Decastello & Sturli,
identificou o grupo AB, onde as heméacias aglutinavam com quase todos o0s
plasmas testados, mas o plasma destes individuos nao aglutinava outras

hemacias.* 6. 8)
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b)

Aus dem pathologisch-anatomischen Institute in Wien.

Ueber Agglutinationserscheinungen normalen
menschlichen Blutes.

Von Dr. Karl Landstek Assi am pathologiseh inch
lostitute.

Vor einiger Zeit habe ich beobachtet und mitge-
theilt!), dass Ofters Blutserum von pormalen Menschen
rothe Blutkdrperchen anderer gesunder Individuen zu ver-
klumpen im Stande ist. Ich hatte damals den Eindruck,
dass in manchen Krankbeitsfillen diese verklumpende
Elgemclnﬁ des Blutserums fremden Blutkdrperchen gegen-
tber besonders deutlich wiire und meinte, dass sie mit
dem von Maragliano?) viel fruher beobachteten starken
Losungsvermigen puhologud.et Sera fir normale Korperchen
in Zusammenhaog sein kdnove, da ja Agglutinati uod Lo
vermigen Muﬁg wenn auch nicht immer, parallel sich udem
Gegen die Gleichsetzung der Reacti von Maragliano
mit den jetzt so biufig untersuchten himolytischen Re-
actionen der Blutsera spricht der Umstand, dass zwar nicht Er.
wirmen, wohl aber Zusatz von Kochsalz lm zu einem Gehalt,
der dem normalen gleichkommt, das Lusungsvermbgen der
Sera aufhebt. Maragliano selbst unterscheidet seine Beob-
achtung von der Erscheinung von Landois — aer Hikmolyse
durch artfremdes Serum, dadurch — dass in seinem Fall das
Humoglobin nicht nur geldst, sondern nueh zerstért wird. Ein
wesentlicher Unterschied und der von
Maragliano besteht darin, dm im Falle von Maragliaoo
das Serum auch auf die Korperchen, die vom selben Indivi-
duum stammen, wirkt und dass seine Reaction nur mit krank-
baftem Blut geliogt. Meine Beobachtung zeigte aber gerade
Umenehusdo neln unnﬁlllger Art zwischen Blutserum and

—————le ——— B L L e

Figura 1. a) Dr. Karl Landsteiner (=1920): Descobridor do sistema ABO. b) Publicagéo

original de 1901: “fendmenos de aglutinacdo de sangue humano normal”. 6.9

A descoberta do sistema ABO possibilitou entender que a presenca
de anticorpos regulares era o que faltava para uma pratica segura de
transfusédo de sangue. O significado de sua descoberta e observagfes sobre as
consequéncias resultantes de transfusfes de sangue a fins terapéuticos, se
tornou evidente e comum somente apds a Primeira Guerra Mundial (1914-
1918).10. 11 | andsteiner recebeu um Prémio Nobel de medicina por sua
descoberta em 1930.®

Em 1952, Dodd e colaboradores® através de seus estudos
identificaram um anticorpo que s6 foi encontrado em individuos do grupo O.
Este anticorpo foi chamado de anti-A,B por reconhecer epitopos comuns dos

antigenos A e B, sendo identificado somente por adsorcéo e eluicdo.*? Com o
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conhecimento dos quatro tipos diferentes de grupos ABO, classificados por
dois antigenos (A e B) e basicamente por dois anticorpos (anti-A e anti-B), foi
postulado na época que: quando o antigeno identificado por uma letra (A ou B)
estiver presente nas hemacias, o anticorpo identificado pela letra contraria
(anti-B ou anti-A, respectivamente) devera estar presente no plasma. Esta
proposicao ficou conhecida como “Lei de Landsteiner” e permanece valida até
os dias atuais.®

O interesse cientifico nos grupos ABO foi aumentando
consideravelmente e ndo demorou para descobrir que antigenos A e B
deveriam ser herdados. Landsteiner havia considerado que 0s grupos
sanguineos foram definidos pelos anticorpos presentes no soro, mas o fato de
que os antigenos celulares foram os fatores responsaveis pela formacéo
destes anticorpos foi reconhecido por von Dungern e Hirszfeld em 1910.? 14
15 Estes autores mostraram que as especificidades antigénicas A e B sdo
herdadas de forma codominantes e dominantes sobre o O. Propuseram que A
e B foram herdados independentemente um do outro e que a sua heranca
dependia de dois pares de genes com os alelos Aea, Beb. Embora essa
ideia tenha sido contestada por mais de uma década, somente em 1924 os
estudos de Bernstein@® 1) concluiram que a teoria dos dois pares de genes
independentes era insustentavel. Ele propds o modelo de trés alelos de acordo
com o qualA, Be Oséao formas alternativas de um uanico locus genético.
Assim, uma crianca pode receber um dos trés alelos de cada um dos pais

dando origem aos seis gendétipos, AA, AO, BB, BO, ABe OO, e 0s 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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fendtipos, A, B, AB e O, que sao detectaveis com reagentes de referéncia anti-
A e anti-B (quadro 1).7

A primeira alteracdo fenotipica por enfraquecimento foi observada
em 1911 por von Dungern e Hirszfeld®® em individuos do grupo A, revelando a
existéncia de subgrupos. Contudo, seus padrdes de alteracdo fenotipica s6
foram definidos por Thomsen e colaboradores em 1930.0° Eles descreveram
os dois subgrupos A1 e A2 que também podem ser explicados com base no
modelo Bernstein. Subsequentemente, numerosos subgrupos com fendtipos
fracos de A e B foram descritos e mesmo sem o conhecimento molecular, o
modelo de Bernstein de multiplos alelos € reconhecido atualmente como um
grande acerto.0 21

Em 1989 foi proposto pela primeira vez, renomear o sistema ABO
como um sistema histo-sanguineo, devido descoberta dos antigenos ABO em
outras células e fluidos do corpo humano além das hemacias. Esta descoberta
ampliou a complexidade do sistema ABO por demonstrar sua importancia em
transplantes de 6rgaos solidos.(®

Antigenos do sistema ABO foram os Unicos marcadores genéticos
utiizados em estudos forenses e antropoldgicos até a identificacdo de
antigenos de outros grupos sanguineos que foram descobertos, em sua
maioria nos anos imediatamente apds a Segunda Guerra Mundial.® Contudo,
somente 90 anos apos 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 historia deste sistema,

onde os aminoacidos diferenciais dos alelos comuns foram identificados e em
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1992 e 93 as mutacdes dos alelos raros também.(6 23 O Quadro 1 apresenta

0S genotipos, fenotipos, anticorpos e os produtos do gene ABO.

Quadro 1. Gendtipos, fendtipos e anticorpos do sistema de grupo sanguineo ABO

postulado por Bernstein em 1924.

Hemacias Soro/plasma
Gendtipos | Fendtipos Anticorpos Enzimas
AA, AO A anti-B a-3-N-acetilgalactosaminiltransferase
BB, BO B anti-A a-3-galactosiltransferase
a-3-N-acetilgalactosaminiltransferase
AB AB - .
e a-3-galactosiltransferase
(0]0] @) anti-A, anti-B, anti-A,B | a-3-galactosiltransferase

Adaptado de Bernstein (1924).47

O sistema ABO possui mais de 380 alelos, com cerca de 900
polimorfismos.?Y A maioria destes alelos resulta de polimorfismos de
substituicbes de aminoacidos por alteracdo de uUnico nucleotideo (SNPs) que
codificam glicosiltransferases (GTs) que adicionam 0s monossacarideos que
formam os antigenos de membrana das hemacias, demonstrando a grande
variabilidade do sistema ABO.(% Esta variabilidade se estende desde o gene
gue controla a expressao de seus antigenos através da atividade das enzimas
codificadas, até a quantidade de antigenos presentes na membrana da
hemécia e em outros tecidos.( 26

Os sistemas de grupos sanguineos constituem bons exemplos de
eventos programados pela natureza que ainda despertam atencéo da ciéncia e
estdo alinhados com a biologia moderna e a medicina transfusional.?”) Neste

contexto, a investigacdo e a compreensdo dos efeitos moduladores e dos
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fatores que influenciam a variabilidade e a expressédo dos antigenos de grupos
sanguineos na medicina transfusional, na saude, na suscetibilidade e na
resisténcia a doencas sdo caminhos a serem explorados pela ciéncia.® 28 29 A
representacdo das estruturas que formam os antigenos na membrana da
hemacia e sua variabilidade pode ser observada na comparacdo da membrana

celular com um jardim, conforme figura 2.

b) GPA/GPB (MNS)
GPCIGPD (GE)
CD238 (LU)
ICAM4 (LW)
= e
D89 (XG) Banda 3 (D)) CD55 (CR)
CD147 (OK) RhD/RACE (RH) CD108 (JMH)
€035 (KN) RhAG (RHAG) MIRL (CD59)
SIMRAI(VEL) 1CD238 (KEL) | x’c(zgff)(cm NH,
Hy COOH UT-B (JK)
S
. DARC (FY) ABCG2 (JR)

enfnsnn n’ Sofesennn
A A AR AR

NH, COOH NH, COOH

g Passagem Passagem Passagens
Gnica unica mltiplas Ligados & GPI

Figura 2. Representacdo dos componentes da membrana das hemacias que

expressam os antigenos (b) em comparacdo a um “jardim” (a).®
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1.2 Fendétipos

Os fendtipos do sistema ABO séo caracterizados por reacfes
sorologicas que se baseiam na pesquisa do antigeno, conhecida como prova
direta e pela pesquisa dos anticorpos, chamada de prova reversa. A
concordancia entre ambas as provas associada a reatividades fortes, levam a
caracterizacdo segura dos fenotipos mais comuns, porém fenétipos com fraca
expressao podem ter um comportamento soroldgico de dificil interpretacédo ou
até ser falho.(®0-32)

Os seis fenodtipos ABO principais séo O, A1, A2, B, AiB e A2B. A1 e A2
sdo fendtipos que demonstram reatividade com anti-A, onde A: reage
fortemente e A2 pode apresentar reatividade mais fraca. Esta diferenca sugere
que o anticorpo anti-A apresenta especificidade contra regifes antigénicas
comuns entre A1 e Az, presentes em menor quantidade em Az. A necessidade
de diferenciacédo ocorre comumente quando os resultados soroldgicos indicam
discrepancia entre as provas direta e reversa, devido a presenca do anticorpo
irregular anti-A1, relativamente comum em individuos A2.("

Considerando o principio da lei de Landsteiner, o sistema
imunoldgico produz anticorpos contra quaisquer antigenos de grupo sanguineo
ABO que ndo séo encontrados nas hemacias autélogas. Assim, um individuo
do grupo A tera anticorpos anti-B e alguns subgrupos diferentes de A1 também
podem apresentar anti-Ai1. Individuos do grupo B terdo anticorpos anti-A. Os
individuos que possuem o comum fendtipo O, devem ter os anticorpos anti-A,
anti-B e anti-A,B no seu plasma. Seguindo esse raciocinio, individuos do grupo

AB nédo devem ter os anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B no seu plasma.
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Alguns raros individuos apresentam caracteristicas sorolégicas do
grupo O em prova direta, porém, no seu soro encontram-se anticorpos anti-H.
Estes individuos sdo chamados de Bombaim e s6é ndo podem apresentar
antigenos A ou B de forma normal devido mutagcbes no gene FUT1 que
inativam a enzima responsavel pela sintese do antigeno H, precursor dos
antigenos ABO. (3. 34)

Mutacdes no gene ABO podem levar a modificacdes fenotipicas. A
sequéncia de nucleotideos do fendtipo A1 é considerada a referéncia. Este
fendtipo pode apresentar até 108 antigenos por célula que reagem com anti-Ay
e compdem cerca de 80% dos individuos do grupo A, enquanto hemacias com
o fendtipo Az, apresentam cerca de 5 vezes menos antigenos e ndo reagem
com anti-A1, correspondendo a cerca de 20% dos individuos do grupo A.
Existe muitos outros subgrupos de A que podem expressar um antigeno A
fraco, enquanto que as variantes com antigeno B fraco sdo muito mais raras,
possivelmente devido a menor frequéncia populacional do fendtipo B.(0 35

A Figura 3 ilustra os quatro principais fenétipos eritrocitarios do
sistema histo-sanguineo ABO com seus antigenos e anticorpos regulares.
Além disso demonstra alguns dos fatores necessarios para determinacdo dos
grupos ABO, caracteristicas dos anticorpos presentes em cada grupo bem

como do tipo Bombaim que se comporta sorologicamente como o grupo O.
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Antigeno A
(10° ag./cel.)

Antigeno B
(7.5 x 10° ag./cel.)

Antigeno A + B
(8.5 x 10° ag./cel.)

A/B ausente
(10° ag.H/cel.)

H ausente
(mutacdo ndo ABO)

Grupo
ABO

(Caracteristica)

produzir anti-Al (A2 =
1%; A2B = 25%);

* Anti-B e anti-Al: IgG,

IgM e IgA;

* Pode ativar

complemento e causar
hemodlise intravascular

maiores, sendo
considerado mais
potente que anti-B

* IgG, IgM e IgA;

* Pode ativar

complemento e causar
hemdlise intravascular

anticorpos ABH

* |deal para produgdo

de Imunoglobulina
intravenosa

* Secretores devem

possuir antigenos
soltveis A e B

semelhante aos
grupos A e B;

* Anti-AB: quase sempre

1gG, ativa
complemento,
reconhece antigenos
semelhantes mas
diferentes de A ou B

A
Antigeno 2 '
(hemécia)
.
(A>AA>..> Ay) (B>B3>...> Bg) [cis-AB; B(A)] (0, =0,>0,) (Fendétipo O)
A',‘ti;B Anti-A Anti-A,-Be-A,B | Anti-A;-B;-A,Be-H
Anticorpo NG = d VY ; 4
st Y A AL Ausentes | Vv )y YoV
plasma) Fpd L \Y V7 (v vy \./*
X ~ A\ \ Y -
Grupo A Grupo B Grupo AB Grupo O Bombaim
* Subgrupos podem * Anti-A: com titulos * N3o possui * Anti-Ae anti-B * Anti-A, anti-B e anti-

A,B similar ao Grupo
(0]

* Anti-H: 1gG e IgM de
elevada importancia
clinica

* H deficientes ndo
secretores

Figura 3. Fendétipos, antigenos e anticorpos do sistema histo-sanguineo ABO.
Adaptado de Donald R. Branch.®

A subdivisdo dos fendtipos A (A1, Az, As, Ax, Ael, etc) se deu com
base nas caracteristicas sorolégicas de reatividade com antissoros policlonais
humanos. Foram considerados os seguintes fatores: a intensidade da reacao, a
presenca de aglutinacdo em campo misto, a presenca de anticorpos anti-Az,
auséncia ou variacdo de reatividade com anti-A1, auséncia ou variacdo na
reatividade com anti-H e presenca de antigenos ABH na saliva de individuos
secretores. Estas subdivisbes também ocorrem no fendtipo B, mas séo
tipicamente mais dificeis de serem sorologicamente definidas em categorias
especificas. Alguns subgrupos de B (por exemplo, Be) sdo analogos
sorologicamente aos seus homologos de A (por exemplo, Ael). A frequéncia dos

fendtipos ABO comuns (A1, A2, B, AiB, A2B, e O) varia muito entre diferentes

populacées, conforme mostrado na tabela 1.0 36)
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Tabela 1. Frequéncia fenotipica em porcentagem entre diferentes grupos étnicos de

algumas populacgoes.

Fendtipo  Brancos* Negros* Mexicanos* Asiaticos* Amerindios**  Europeus***

O 45 49 56 43 99,9 43
A1 33 19 22 27 0 35
Az 8 8 6 Raro 0 10

B 10 19 13 25 0

A1B 3 3 4 5 0
A-B 1 1 Raro Raro 0

Fonte: *Harmeng (2006);®” **Daniels (2013);(” **Reid (2012).C>

1.3 Gene ABO

O gene do sistema de grupo histo-sanguineo ABO esta localizado no
braco longo do cromossomo 9q34.2 (figura 4a). E composto por sete exons e
seis introns, abrangendo uma regido com cerca de 19,5 kb, sendo que 1062
pares de bases (pb) codificam uma sequéncia de 354 aminoacidos (aas),
correspondente a sequéncia de traducdo de uma proteina de 41-kDa com
funcdo enzimética, denominada glicosiltranferase (GT). Os exons 6 e 7 sd0 0S
dois mais longos, contendo 77% de toda a extensdo de leitura da GT,
correspondendo a aproximadamente 90% do sitio ativo catalitico 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 distribuicéo

dos nucleotideos (nts) e aas entre os exons do gene ABO.©8)
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a)

N MM -H N N NN D M N N H N HON N O H NN - NN
| . . o - o . 00 ™M . ™M . M e B
= N N A o M a-A oo o PR o I - [ = | e B e I = vy B o ] - =
=] & N v v i Nl = MO N DM MM s P
=1 [~V = T = P = PR = =% %U‘%% U‘U‘cg‘ o o D‘D‘O&D&U‘U‘

CHINN I ) NN N N )

Cromossomo 9
Gene ABO: g34.2

b)

nt 1-28 29-98 99-155 156-203 204-239 240 374 375 1062

Exon
aa 19 10-33 34-52 53-68 69-80 81-125 126-354
Intron 12582 724 1451 1685 554 1052

Figura 4. Organizacdo do gene ABO. a) localizagdo do gene no cromossomo; b)
nucleotideos (nts), aminoacido (aa), exons e introns do gene ABO. Fonte: Consoércio
de Referéncia Genémica (CRG), hospedado na pagina da internet do Centro Nacional

de Informacdes Biotecnoldgicas (NCBI).?

O gene ABO esta sob o controle de muitos fatores de regulagéo.
Alguns sdo especificos para regular expressdo nos tecidos envolvendo outros
genes, enquanto outros para aumentar ou diminuir o nivel de produto do gene.
Vérios estudos tém sido realizados para esclarecer a regulacdo da expressao
do gene ABO.10)

Os antigenos do sistema ABO sdo sintetizados por
glicosiltransferases. Estas enzimas sao responsaveis pela adicdo de acgUcares
especificos a cadeias oligossacaridicas precursoras comuns contendo uma
galactose terminal. Individuos que possuem um gene H localizado no
cromossomo 19913.33, codifica uma fucosiltransferase, que adiciona um
acucar (fucose) em ligacdo a-1,2 a esta galactose terminal do oligossacarideo

precursor, formando o antigeno H (Figura 5).%® Assim € produzido
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oligossacarideo necessario para sintese dos antigenos A e B. Se o gene que
determina o antigeno H esta ausente ou é defeituoso, o antigeno pode nao ser
formado e consequentemente, ndo sera sintetizado os antigenos A e/ou B.

Estes raros individuos sdo chamados de Bombaim.®

antigenoH  {mmmmmm (Ga|>"““”<mac>““‘3’ R

a(1-2)

()

Figura 5. Estruturas bioquimicas necessarias para formacgdo do antigeno H. R: radical

formado de Glicoproteina ou Glicolipidio; Gal: Galactose; GIcNac: N-
Acetilglucosamina; Fuc: fucose; B(1-3), B(1-4) e a(1-2): tipos de ligacdes glicosidicas.
Adaptado de Harmening (2006) e Daniels (2013).(: 37

A sintese do antigeno H é regida por dois genes diferentes mas
estreitamente ligados e homdlogos, FUT1 (H) e FUT2 (secretor),
independentementes do gene ABO. Os produtos destes genes sdo duas
fucosiltransferases (Fuc-1 e Fuc-2, respectivamente) que agem em diferentes
cadeias precursoras presentes em diferentes tecidos.® A Fuc-1 sintetiza
principalmente antigeno H a partir de cadeias precursoras do tipo 2 na
hemécia. O produto do gene secretor (Fuc-2), atua principalmente em cadeias
precursoras do tipo 1 presente nas secrecdes e no plasma. Os antigenos
formados a partir de cadeias do tipo 1, podem mais tarde ser adsorvidos e
incorporados na membrana das hemacias. Ambas as enzimas também podem

atuar nas cadeias dos tipo 3 e tipo 4. As cadeias dos tipos 1 a 4 séo
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consideradas os principais precursores para os antigenos ABH (Quadro 2).(?2
A forma tipo 4 parece ser o substrato predominante para a sintese de antigeno
A no rim, enquanto que as atividades das transferases A2 sdo restritas as
isoformas dos tipo 1 e 2. Por outro lado, a transferase A1 pode interagir com
todas as isoformas. Contudo a expressdo renal do antigeno A é inferior em
individuos A2 em comparacdo com individuos Ai. Simples alteracbes dos
precursores modificam a conformagdo da estrutura antigénica formada,
podendo conter diferentes sitios antigénicos, apesar da alta homologia entre as
isoformas. O quadro 2 mostra a estrutura linear das cadeias precursoras dos
antigenos ABO e a figura 6 mostra as diferentes conformacdes espaciais

destas estruturas.

Quadro 2. Precursor ABH, estrutura bioquimica e distribuicdo nos tecidos. Adaptado
de Clausen e Hakomori (1989).?

Tipo de precursor  Estrutura Distribuic&do nos tecidos

Tipo 1 GalpB1-3GIcNacB1-R Endoderma, secrecdes e plasma
Tipo 2 GalpB1-4GlcNacB1-R Ectoderma e mesoderma

Tipo 3 GalB1-3GIcNacal-R Varios tecidos

Tipo 4 Galp1-3GIcNacB1-R Glicolipideos nos Rins e hemacias

Gal: Galactose

B1-3, B1-4, a1, B: Tipos de ligagbes quimica entre carbonos
GlcNac: N-Acetilglucosamina

R: Radical formado de Glicoproteina ou Glicolipideo
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Antigeno A tipo 1 Antigeno A tipo 2 Antigeno A tipo 3 Antigeno A tipo 4

Figura 6. Representacdo das variacbes espaciais das estruturas moleculares
(isoformas) de um antigeno em um formato tridimensional. Fuc: Fucose; Gal:
Galactose; Glc: Glicose; GlcNac: N-Acetilglucosamina; GalNac: Galactosamina.
Adaptado de Schenkel-Brunner (2001).4Y

As GTs codificadas pelo gene ABO sao enzimas transmembranares
do tipo 2. Estas enzimas tém tipicamente uma cauda citoplasmatica curta no N-
terminal, um dominio transmembranar hidrofébico, uma regido de base com
haste curta que possui um local de clivagem da protease. Finalmente,
apresentam um dominio catalitico ativo que reconhece o aceptor (antigeno H)
ou o doador (UDP-GalNAc / UDP-Gal), em C-terminal no lado luminal de
Golgi.*?

A imensa diversidade de estruturas de hidratos de carbono vista na
natureza é determinada pelos varios tipos de GTs, que constituem uma grande
familia de enzimas que estdo envolvidos na biossintese de dissacarideos,
polissacarideos e principalmente oligossacarideos, no aparelho de Golgi. Estas
GTs séo definidas pelas suas especificidades doador / aceptor e as ligagdes
glicosidicas formadas.”*® As GTs estdo ligadas a membrana presentes nos

diferentes compartimentos Golgi onde consecutivamente e especificamente
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catalisam a adicdo de um acUcar para outro sobre uma glicoproteina ou
glicolipidio aceptor. Cada adicdo de um acucar cria um novo aceptor para a
préxima linha na via de glicosilagdo da GT. Os substratos doadores de acUcar
utilizados séo frequentemente ativados sob a forma de GDP-Fuc, UDP-Gal ou
UDP-GalNAc. Estas sao sintetizadas no citoplasma e importados para o Golgi
através de transportadores de membrana.

O espectro de GTs presente no aparelho de Golgi ndo é estatico e 0
efeito da glicosilacdo varia com o tipo de célula. Isso leva a modificacdo
terminal das glicoproteinas e glicolipidos que aparecem de forma regular e
frequentemente nos tecidos de diferentes linhagens celulares.** A figura 7

ilustra a organizacdo estrutural das glicosiltransferases do tipo 2 no complexo

de Golgi.

&
w

Fenda

Correspondentes a glicosiltransferase
sintética (Golgi) e naturalmente soluveis

- I
c r){h‘»‘“
{
{
{

\

[ reconhece o doador
reconhece o aceptor Xt ,5-.\‘
(antigeno H) (UDP-GalNAc / UDP-Gal)

/

Clivagem

<« Proteolitica N I

N

Cc
.- -
C-Terminal a "‘\ - N-Terminal
Regido da base

Dominio
transmenbranar

Cauda citoplasmatica

a. Estruturada transferase no complexo de Golgi

b. Modelo de superficie tridimensional

c. Modelo de fita tridimensional
Figura 7. Estrutura da glicosiltranferase no complexo de golgi. C: terminacdo do
dominio catalitico; N: terminacdo citoplasmatica; UDP: Uracila difosfato; GalNac:

Galactosamina; Gal: Galactose. Adaptado de Storry e Olsson (2009).¢4?
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Entre as GTs produzidas, a transferase do grupo A (GTA) é
considerado referéncia. Ambas, GTA e GTB, foram isoladas, purificadas e
clonadas por Yamamoto e colaboradores em 199045 46) possibilitando
comparacdo e constatacdo de que sdo altamente homologas, 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.*7:48)

As estruturas imunodominantes dos antigenos A e B sdo GalNAc-
al1>3(Fuc-a1->2)-Gal-R e Gal-a1->3(Fuc-a1->2)-Gal-R, respectivamente.
Portanto os epitopos que definem os antigenos A e B, consequentemente 0s
grupos sanguineos A e B, estdo presentes nessas estruturas trissacaridicas
terminais. Estas estruturas apresentam variacdes tridimensionais que séo
importantes para as ligacfes especificas dos antissoros anti-A, anti-B e anti-
AB.) A expressdo destes antigenos A e B ocorre nos compartimentos do
aparelho de Golgi das células precursoras dos eritrécitos, de onde se movem
para a membrana, permanecendo durante todo periodo de vida na hemacia.

A biossintese dos antigenos ABO ocorrem com a devida acao das
GTA e GTB que transferem GalNAc e Gal, respectivamente, a partir de um
UDP-doador para o oligossacarideo precursor comum, composto de Fuc-
a(1,2)-Gal-NAcGlc-Gal-R (antigeno H). O antigeno H ndo se altera em
individuos do grupo O, devido uma enzima ABO n&o funcional. Contudo,
individuos do grupo AB tém ambas GTs (GTA e GTB) que competem pelo
precursor comum-“9 A figura 8 ilustra a biossintese dos antigenos do sistema

ABO.
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Figura 8. Representacdo da biossintese dos antigenos do grupo sanguineo ABO a
partir de estruturas precursoras tipo 2 (H), na hemacia. Adaptado de Eiji Hosoi
(2008).¢0

Grande variacao estrutural dos antigenos ABO € observado devido
as diferencas estruturais dos oligossacarideos precursores. As estruturas
internas de glicoproteinas e glicolipidos sao influenciadas pelo grau de
ramificagdo e pela extensdo das estruturas poli-N-Acetilgalactosamina
repetitivas (Galp1-4GIcNAcB1). Estas cadeias sé@o terminadas por diferentes
variantes de oligossacarideos conhecidos como estruturas periféricas. Elas
também sdo afetadas pelo tipo de glicoconjugado, glicoproteinas ou

glicoesfingolipidos. (@2 40)
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Enfim, os niveis de expressdo dos antigenos do sistema ABO sé&o
influenciados por diferentes fatores incluindo as mutacées nos genes A e B, a
disponibilidade de oligossacarideos precursores, de cofatores e a ordem com
qgue as enzimas GTA e GTB se encontram nos compartimentos do aparelho de
Golgi. Variacbes nestes fatores podem modificar a expressao antigénica,
levando inclusive a niveis sorologicamente indetectaveis, como ocorre nos
raros fendtipos que caracterizam os subgrupos de A, B e AB. A fraca
expressado destes antigenos ou mesmo alteracdes em suas estruturas podem
modificar a intensidade da reacdo de aglutinacdo eritrocitaria pelos antissoros
monoclonais e policlonais utilizados rotineiramente na fenotipagem, levando a

classificagdo erronea de individuos destes subgrupos.“?)

1.4 Terminologia e nomenclatura.

Inicialmente, os sistemas e 0s antigenos de grupos sanguineos
foram identificados por letras do alfabeto e posteriormente, com base no nome
da primeira pessoa em que foram encontrados. Em muitos casos, a
denominacédo dos sistemas e dos antigenos foram relacionadas aos pacientes
em cujo plasma sanguineo os anticorpos especificos foram primeiramente
identificados ou ainda com base no nome do autor que descreveu o sistema
pela primeira vez. Devido a auséncia de regras para denominacdo dos
sistemas de grupos sanguineos no passado, um dado anticorpo especifico
encontrado em individuos diferentes podia receber denominagéo distinta. Com
o objetivo de organizar e padronizar a nomenclatura dos sistemas, dos

antigenos e dos anticorpos de grupos sanguineos, a Sociedade Internacional
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de Transfusdo Sanguinea (ISBT) criou um comité especializado para criar uma
nova terminologia e estabelecer regras para o reconhecimento dos sistemas de
grupos sanguineos. Desde entdo os sistemas e seus respectivos antigenos
passaram a ser reconhecidos numericamente.® Esta nova nomenclatura é
usada principalmente para o trabalho de bancos de dados, mas também gerou
uma lista de nomes alternativos recomendados.®? O quadro 3 ilustra a nova
nomenclatura aplicada ao sistema ABO.

Outra fonte de terminologia € o Banco de Dados para Mutacdes dos
Genes e Antigenos de Grupos Sanguineos (BGMUT), criado em 1999. Em
2006, o BGMUT passou a integrar a plataforma NCBI, se tornando uma base
de dados especifica para sistemas de grupos sanguineos, contendo varias
informacdes sobre os sistemas de grupos sanguineos, como: genes que 0S
codificam, os fenoétipos, as caracteristicas sorolégicos, além de outras
informacdes de genes ou variagbes genéticas que ainda ndo foram
esclarecidas (Quadro 3).4

Tipicamente, os alelos ABO sao referidos pela sua atividade
serolégica e um nimero. Nos ultimos anos foi sugerido que os subgrupos de A
ou B com reacdes fracas, sejam nomeados como A fraco ou B fraco. Esta
proposicdo auxilia na atual caracterizacdo de subgrupos com o uso de
anticorpos monoclonais, em oposi¢cdo a antiga classificacdo dos subgrupos
definidos com o uso de anticorpos policlonais.®?

Neste trabalho foi utilizada a terminologia recomendada pela ISBT e
pelo dbRBC (BGMUT), além dos nomes tradicionais dos sistemas e dos

antigenos ABO.(4 25 35 51, 53, 54) Og alelos sdo referidos da forma tradicional
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(Ex.: Al) ou com a terminologia dbRBC (ex.: A101). Contudo, é importante usar
apropriadamente subscritos para fenétipos, sobrescritos e italico para alelo no
formato tradicional ou somente italico no formato dbRBC e fonte normal para o
antigeno. O quadro 3 contém as diferentes nomenclaturas referidas para o

sistema ABO.

Quadro 3. Diferentes nomenclaturas utilizadas na identificacado de fenétipos, antigenos
e alelos do sistema ABO.

Fenotipos Antigenos Alelos

Tradicional | Numérico' Nome! Alternativo dbRBC# dbRBC*#

Az 001.004 Al ABO*A1.01 Al101 ABO*A1.01.01.1
B 001.002 B ABO*B1.01 B101 ABO*B1.01.01.1
@] *x H*** ABO*0.01 001 ABO*0.01.01.1
Legenda:

'De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT)

**N&0 possui registro numérico para o sistema ABO

***Q antigeno H nao é alterado na biossintese de individuos do grupo O.

£Alelos do sistema do grupo sanguineo ABO: Banco de Dados de Glébulos Vermelhos
Humanos (dbRBC), hospedado no Banco de Dados dos Genes, Antigenos e Mutacdes de
Grupos Sanguineos (BGMUT).

#Visualizador de Alinhamento de Sequéncia: doRBC do BGMUT.

Fonte: ! Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea - ISBT®®; # £ Centro
Nacional de InformacgGes Biotecnoldgicas - NCBI?9.



Introducéo | 22

1.5 Subgrupos ABO

Subgrupos ABO sédo fendtipos que diferem na quantidade de
antigenos presentes nas hemacias e secrecdes de individuos secretores. A
capacidade para expressar estes antigenos € herdada de forma codominante,
isto €, o fenotipo expresso ira correlacionar com os alelos presente no locus
ABO. Além dos fenoétipos mais comuns citados anteriormente (A1, A2, B, A1B,
A2B e O1), hd muitos relatos de expresséo fraca e discrepancias entre prova
direta e reversa. Em muitos casos as discrepancias resultam de alteracdes no
gene ABO, as quais geram novos alelos que podem criar novas variacdes

fenotipicas.(®5 56)

1.5.1 Alelos comuns
A expressdo dos antigenos é definida pela atividade das GTs a qual

é fortemente influenciada pela sequéncia de nucleotideo que caracteriza o
alelo. Existem varios alelos que d&o origem a expressao normal dos antigenos
ABO, indicando que alguns dos SNPs sdo neutros e ndo afetam a atividade
das GTs. Estes fenotipos expressam niveis normais dos antigenos A ou B, pois
a maioria das mutacdes silenciosas neles presentes nao altera a sequéncia de
aminoacidos das GTs. Entretanto, ha exemplos de mutacfes missense cujo
impacto na atividade da GT ndo parece ser significativo o suficiente para
diminuir a expressao antigénica a ponto de dificultar sua detec¢éo pelos testes
convencionais de fenotipagens ABO utilizados na rotina.?”

A frequéncia dos alelos comuns do gene ABO varia entre diferentes
populacdes. O alelo O é o mais frequente, podendo ser de até 100% em tribos

indigenas da América do Sul, com rara presenca de alelos A ou B nos povos
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Amerindios.®”) Os alelos A sdo mais frequentes em populagdes da Europa do
Norte e Central enquanto que os alelos B sdo mais comuns na Asia. O alelo A2
é raro no Sudeste Asiatico e relativamente comum na Europa, Africa, Sul da
Asia Ocidental e na populacdo Sami (indigenas da regido norte da
Escandinavia).(”) Atribui-se que a diversidade dos alelos e dos grupos ABO seja
resultante de pressdo natural e selecdo devido a doencas causadas por
microrganismos.®® Os seis alelos mais comuns na populacdo caucasiana ou
com expressao normal, sdo brevemente apresentados a seguir.

O alelo A! (ABO*A1.01) possui a sequéncia de nucleotideos que é
considerada referéncia para o gene ABO. Este alelo resulta em antigenos A
gue ndo possui alteracdo na reatividade soroldgica. Existem pelo menos dez
alelos Al que apresentam alteracdes em sua sequéncia de nucleotideos e que
também n&o resultam em alteracdes fenotipicas.(@* 35

O alelo A% (ABO*A2.01) possui cerca de 26 variantes depositadas
no dbRBC,@¥ é o segundo mais comum do grupo A, sendo diferenciado de Al
por uma delecédo de uma das trés citosinas entre as posi¢coes 1059 e 1061. Por
convencdo, considera-se que esta delecdo ocorre na posicdo 1061.59 Esta
delecdo altera a sequéncia de leitura abolindo o coédon de terminacgao
esperado, resultando em uma GT contendo 21 aas adicionais. Admite-se que
esta diferenca promova variacdes quantitativas e qualitativas no fenétipo Aa.
Outras mutacdes no alelo A2 também sdo comuns em determinadas
populacdes. Em caucasianos o0 SNP 467C>T (P156L) € muito frequente, mas
esse polimorfismo ndo parece ter impacto na atividade da GT de uma forma

significativa, ja que o mesmo também foi encontrado em uma variante do alelo



Introducéao | 24

Al (ABO*A1.02), com expressao fenotipica normal. Este alelo € comum na
maioria dos individuos com fenotipo A1, na Asia. As mutagbes 467C>T e
1061delC néo parecem ser exclusiva do fenotipo Az pois foram encontradas em
outros alelos néo relacionados a este fenotipo.©2)

Os subgrupos Ai e Az foram primeiramente reconhecidos como
alteracGes fenotipicas do sistema ABO em 1911.G% Posteriormente, foi
observado que existem diferencas quantitativas entre estes subgrupos e que
heméacias A1 expressam cerca de cinco vezes mais antigenos A em
comparacéo as hemacias A2.61) Mais recentemente foi demonstrado que estes
subgrupos de A apresentam diferencas qualitativas.(®? Diferencas qualitativas
entre os subgrupos A1 e A2 sempre motivaram intensos debates. Na década de
70 foi demonstrado que as GTs de Al e A2 apresentam diferencas em relacéo
ao pH éptimo, a Km (Constante de Molaridade), a afinidade pelo substrato e ao
ponto isoelétrico.(¢3-6%)

Em recente estudo, com base na andlise de glicolipideos, foi
observado que as estruturas dos carboidratos tipo 3, repetitivo A e Tipo 4
(globo-A) sado frequentes em eritrocitos A1, mas ausentes ou indetectaveis em
A2. Em hemécias Az, a presenca 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 diferenca qualitativa entre os fendtipos A1 e Az.
(66, 67) Svensson e colaboradores (2008)©? relataram que a principal diferenca
glicolipidica entre na expressao entre A1 e Az é presencga de A tipo 4 em Az
mas nao em Az. Além disso, observaram auséncia do precursor tipo 4 (globo-A)

e presenca do tipo 4 (globo-H) em Az. Os niveis iguais do tipo 3 e repetitivo A
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detectados, indicam que a GT de A? é capaz de converter o H tipo 3 em A tipo
3, mas nédo o H tipo 4 (globo-H) em A. Estas proposi¢cdes se opdem aos relatos
anteriores e portanto, a questdo sobre a diferenca qualitativa entre os fendétipos
A1 e Az ainda é objeto de discusséo. (62 66, 68, 69)

O alelo B (ABO*B1.01) difere do alelo Al em sete posi¢cbes, das
quais trés séao silenciosas (297A>G, 657C>T e 930G>A), sem alteracdo do aa
e quatro sdo mutacbes missense (526C>G, 703G>A, 796C>A e 803G>C)
levando a mudancas de aas na regido codificante da GT.*?) Estas alteracGes
modificam a especificidade da GT no reconhecimento do substrato e
consequentemente levam a adicdo da Gal ao monossacarideo terminal do
antigeno H. As substituicbes 796C>A (Leu266Met) e 803G>C (Gli268Ala) séo
as principais responsaveis pela mudanca na especificidade da GTB, enquanto
que as demais tem um papel na ligacdo do aceptor.(’®

O alelo alelo 001 (ABO*0.01.01 ou O%!) é o mais comum
determinante do grupo O e difere da sequéncia referéncia (A101) pela delecdo
do nucleotideo G na posicdo 261 do exon 6. Esta alteracdo cria um coédon de
parada que interrompe a insercdo de aa na posicdo 117.4" Como a GT
truncada ndo é funcional, pois ndo contém o dominio globular catalitico da
enzima ativa, é incapaz de modificar o antigeno H.("

Outro alelo O relativamente comum é O [ABO*0.02.01 (dbRBC),
anteriormente chamado de O02] que tem a mesma delecdo 261delG, mas
possui nove SNPs adicionais entre 0s exons 2 a 7 que sdo incapazes de
promover modificacdes fenotipicas. No entanto, em termos evolutivos, este

alelo é diferente do alelo O01.(7:71.72)
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O alelo 002 [ABO*0.03.01 (dbRBC), anteriormente chamado OO03]
nao possui a delecdo 261G e portanto, pertence ao um grupo dos alelos O
chamados de n&o delecionais.”- 7> 73 Este alelo contétm SNPs que sio
especificos (53G>T e 802G>A), mas também compartilha um SNP presente no
alelo B (526C>G). O SNP 802G>A que resulta na alteracdo do aa
Gly268Arg, foi caracterizado como responsavel em abolir a atividade da
enzimatica com bloqueio completo do local de reconhecimento do doador de
monossacarideo.(” 7 Este alelo foi encontrado em casos com fraca expressao
do antigeno A nos eritrocitos e com auséncia de anti-A no plasma. Contudo, é
considerado um dos determinantes dos fenotipos O-simile. Este fendmeno
ainda nao foi devidamente esclarecido e permanece como objeto de
estudos. (32 76-79)

Existem outras variantes de O, algumas pertencentes ao grupo nao
delecional e semelhantes a O2 por compartilhar o SNP 802G>A, enguanto
outros sdo menos comuns e apresentam alteracdes criticas independentes que
comprometem a atividade do produto génico, como por exemplo: O3
(ABO*0.03) e O* (ABO*0.04).(32.80)

Os alelos comuns e a localizagdo das suas principais mutacoes

estdo representados na figura 9.
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Figura 9. Representacdo contendo a localizagdo das principais mutacdes entre 0s
alelos comuns do Sistema ABO. Adaptado de Geoff Daniels (2013).(")

1.5.2 Alelos com fraca expressao ou raros

Os fendtipos raros sédo caracterizados em subgrupos assim como 0s
comuns, pelo seu grau de aglutinagdo com antissoros e lectinas. Além disso, a
presenca ou auséncia de anticorpos ABO no plasma €é considerada importante
para a interpretacdo dos resultados. Alguns casos requerem estudos de
adsorcdo e eluicdo e/ou testes de inibicdo de hemaglutinacdo na saliva. Os
subgrupos de A sdo mais frequentes e complexos, enquanto os de B sao mais
raros e apresentam menor variabilidade fenotipica.(® 30 36.37) O quadro 4 ilustra

os padrdes sorolégicos dos principais subgrupos do sistema ABO.
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Quadro 4. Padrbes soroldgicos dos principais subgrupos do sistema ABO.

Reacdo heméacias Reacao soro
Subgrupos Anticorpos Policlonais Lectinas Hemacias Antigenos Ags /
Anti-A Anti-B Anti-AB  Anti-A1 Anti-H Al em Saliva célula®
A 4 0 4 4 0 0 4 A (H) 108
A, 3/4 0 4 0 4 | (H-ye 4 AH 25x10°
At 4 4 4 2/3 3 0 4 AH -
A, 2/3M Q0 | 2/3M 0 4 | (H-) 4 AH 5.7x10
A oW 0 W/2 0 4 () 4 H 6.5 x 103
A w 0 w 0 4 (+Hyex 4 H 3.3x 103
Asim** w 0 w 0 4 | (+ye 4 H -
Abantu™* W 0 W 0 4 (H/-)xx** 4 H -
Atae 0 0 0 3 ¥ 4 H -
AL oW 0 | OYW 0 4 0 4 AH  1x103
A 0* 0 0 0 4 0 4 AH  1x10°
. G 0 o* 0 4 (H-)e 4 H 7 x 102
B 0 4 4 0 4 0 BH  7.5x10°
B, 0 | 2/3cM | 2/3cM 0 4 4 0 B,H -
B, 0 | 0YW W2 0 4 4 (+]-)*** H -
B 0  O0YW OYW 0 4 4 0 B,H -
B, 0 0* 0* 0 4 4 (Y H -

Ags: antigenos; 0: reagéo negativa; W: reacao fraca; 1-4: rea¢é@o positiva em niveis de
graduacao do mais fraco (1) ou mais forte (4); CM: campo misto; fmédia aproximada;
¥Soro deste subgrupo é reativo com hemacias A1 e Az;

*Anti-A pode ser adsorvido e eluido com hemacias deste subgrupo;

**Variantes de A com caracteristicas de Aend;

***Anti-Al eventual,

»**Anti-Al frequente.

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

Tradicionalmente, os fracos subgrupos de A e B sao definidos
sorologicamente. Contudo, seus padrdes de aglutinagdo nao podem ser

considerados estaveis. As bases moleculares da maioria dos subgrupos de A e
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B foram elucidadas nas ultimas décadas. Em muitos casos 0s genotipos
mostraram correspondéncia com as observacdes serologicas Entretanto, foram
observadas diferencas na fraca expressdo de antigenos em individuos
contendo em seu genoma a mesma sequéncia de nucleotideos. Na maioria das
vezes, a fraca expressdo dos antigenos A ou B é devido a presenca de um ou
mais SNPs nos exons do gene ABO, o que pode levar a substituicdo de aas e a
alteracGes na atividade da GT codificada.(®)

Até o momento, mais de 200 diferentes alelos ABO relacionados a
fraca expressdo dos antigenos A e B foram descritos.?*) Muitos possuem SNPs
que alteram aas na regido do sitio catalitico reduzindo a atividade da GT.
Outros apresentam SNPs em locais distantes do sitio catalitico que nao alteram
a atividade da GT codificada. Contudo, Seltsam e colaboradores (2008)
relataram que o 668G>C (Gly230Arg) de um alelo B provoca alteracdes
conformacionais na GTB.8Y Além disso, a fraca expressdo de antigenos
também pode ser devido a alelos hibridos resultantes da recombinacgéo de dois
genes.®2 8) Alguns dos subgrupos raros com fraca expressao antigénica mais
conhecidos no sistema ABO sao apresentados a seguir.

Subgrupo As: € o mais comum entre 0os subgrupos ABO fracos e foi
reconhecido pela primeira vez em 1936. O padréo de aglutinagcdo em campo
misto é uma caracteristica tipica deste fenétipo. Geralmente, As exibe duas
populacdes de células, uma com alta e outra com baixa expressao do antigeno
A. No entanto, quando estas duas populacdes de células sdo submetidas a

nova fenotipagem, mostram o mesmo padrao de reatividade.(®
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A caracterizacdo molecular do subgrupo As se deu em 1993. Duas
de quatro amostras com o fendtipo As apresentaram o SNP 871G>A
(Asp291Asn) em comparacéo ao alelo referéncia A.®4 Este alelo foi nomeado
como A301 (ABO*A3.01). Até o momento foram registrados 16 alelos
diferentes no dbRBC, que supostamente dado origem ao fendtipo As.?Y As
sequéncias dos alelos A3 sdo proximas a de diferentes alelos ancestrais
(ABO*A1.01, ABO*A1.02, ABO*A2.01 e ABO*A2.06), porém com mutacdes
adicionais variaveis.®-) No entanto, alguns relatos demonstraram padrdes
sorolégicos As em individuos que ndo apresentavam alteragdes nucleotidicas
em relacdo ao alelo referéncia Al. Contudo, analises em citbmetro de fluxo
revelaram niveis intermediarios de expressdo antigénica nestes individuos.®&
88) Em contra partida, alguns individuos sem o padrdo sorolégico de campo
misto foram classificados como pertencentes ao subgrupo A3 devido a
presenca do SNP 871G>A. Até o presente, a verdadeira causa genética da
fraca expressao antigénica no subgrupo As permanece obscura.

Subgrupo Ax: O primeiro alelo Ax descrito (Ax-1, posteriormente
classificado como ABO*Aw.30.01) apresentou um unico SNP (646T>A;
Fen216lle).®9) A maioria dos alelos A* posteriormente relatados contém, além
do SNP 646T>A, mutacOes adicionais na regido codificante da enzima, onde
algumas s&o resultantes da juncdo ou entre alelos (alelos hibridos)(®® O
ndmero total de alelos A* até o momento é de 27 (AX-AX27), com mutacdes
individuais e pelo menos um alelo hibrido devido juncdo de ABO*0.01.02 e

ABO*A1.02.
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A definicAo sorologica de Ax estd baseada em uma reacdo de
aglutinacdo mais forte com anti-A,B do que com anticorpos anti-A. Porém, com
0 advento de reagentes com anticorpos ABO monoclonais, as reacfes ndo séo
necessariamente iguais aquelas originalmente relatadas com reagentes
policlonais (quadro 4). Portanto, é aceitavel dizer que alguns subgrupos Ax
podem ter sido classificados erroneamente se analisados com anticorpos
monoclonais. E dificil atualmente saber se a reatividade do Ax é apenas mais
uma variante de A fraco ou se houve uma modificacdo espacial do antigeno, a
qual cria um epitopo que s6 reage com anticorpos anti-A,B, como proposto no
passado.®?

Subgrupos Aei: as hemacias de individuos Ael N80 sdo aglutinadas
por anticorpos anti-A e nem anti-A,B, mas estes anticorpos sédo capazes de
adsorver aos antigenos presentes nas mesmas. Com o uso do método de
eluicdo é possivel recupera-los e concentra-los no eluato. E esperado que o
eluato proveniente de hemécias Ael apresente reacdo positiva quando testado
com hemacias do grupo A.

Como ocorrem em outros subgrupos ABO, ha diferentes explicacbes
para as bases moleculares o fen6tipo Ael. O primeiro relato mostrou que o alelo
A¢ possui a insercdo de uma base G em uma das sete guaninas localizadas
entre as posicdes 798-804.(0)

Esta insercédo no alelo A¢' (nomeado ABO*AEL.01), além de alterar a
sequéncia de leitura apds o codon que determina o aa 268, em uma regiao da
GT que faz o reconhecimento do substrato doador, insere 37 aas a mais na

estrutura enzimatica.®® 8) O alelo ABO*AEL.03 possui a delecdo de uma
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guanina na mesma area em que se da a insercdo no alelo ABO*AEL.01, mas
devido a delecdo 804G (por convencdo) apresentam um cédon de parada
prematuro.®? De maneira geral, a insercédo ou delecdo de uma G nos alelos A¢!
produz uma GT com atividade severamente reduzida. Até 0 momento ja foram
descritos 12 alelos A¢!, 24

Subgrupos de AB: séo caracterizados por alteracdes fenotipicas
resultantes de alelos que codificam GTs com atividade mista (GTA e GTB) tais
como observado nos fendtipos cisAB e B(A). Estas alteracdes fenotipicas
resultam de mutacdes que alteram aas proximos ou mesmo em uma ou mais
das quatro posi¢des que diferenciam os alelos A e B.(3-9%) De maneira geral, o
fendtipo cisAB apresenta expressdo normal do antigeno A, mas de forma
semelhante ao fendtipo Az, e fraca expressdo do antigeno B. Por outro lado
B(A) apresenta expressdo muito fraca do antigeno A, mas expressao normal de
B.()

O raro fendétipo cisAB foi primeiramente descrito em um caso de
mae AB com filho O.®") Seus autores sugeriram que este fendtipo se formou
por interacdo de dois genes, um gene A? e outro B atipico, localizados no
mesmo locus. No entanto, com a caracterizacdo molecular do alelo cisAB-1
(ABO*cisAB.01), observou-se que uma sequéncia do alelo ABO*A1.02
contendo uma mutacdo adicional na posicdo 803G>C (Gly268Ala) era capaz
de sintetizar uma GT com atividade mista. O alelo cisAB-1 é mais comum nas
populacdes asiaticas e considerando as quatro posicOes que diferenciam os
alelos A e B, pode ser descrito como AAAB.®8 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 diminuida. A atividade
da GTA foi de 29% da GTB foi de 27% em comparacdo a GTA selvagem
codificada pelo alelo AL.(%9

O fenotipo B(A) foi detectado pela primeira vez quando reagentes
ABO monoclonais se tornaram disponiveis para uso comercial. Este fendtipo
exibe niveis normais do antigeno B e niveis muito baixos do antigeno A em
testes com alguns reagentes monoclonais anti-A.() A GT deste fenétipo tem a
capacidade de produzir niveis normais do antigeno B, mas também utilizar a
UDP-GalNAc como substrato para produzir niveis detectaveis do antigeno A.

Os alelos B(A) sao variantes do alelo B e o primeiro deles
(ABO*BA.01) foi identificado por Yamamoto e colaboradores.®® Este alelo é
comumente referido como BABB devido ao aa da posicédo 235 ser o mesmo do
consenso Al. O segundo alelo B(A) (ABO*BA.02) possui a sequéncia de aa do
alelo B, sendo referido como BBBB, mas contém uma mutacédo adicional na
posicdo 700C>G (Pro234Ala) a qual esta préxima ao aa 703, um dos quatro
que diferenciam o alelo A do B.(1%0. 101) Até o momento foram identificados 10
alelos cisAB e 7 B(A).(%

Uma GTB normal codificada pelo alelo B consenso tem a
capacidade de sintetizar quantidades minimas do antigeno A as quais sao
detectaveis por alguns reagentes anti-A. Por outro lado, a GTA codificada pelo
alelo A consenso também pode sintetizar quantidades minimas do antigeno B,
as guais sao detectaveis por alguns reagentes anti-B. Estes reagentes foram
considerados improprios para a rotina de fenotipagem ABO,*%2) por exemplo, o

anticorpo monoclonal anti-B (BS-85), relatado por Voak e colaboradores.*03)
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Subgrupos Bw: A classificacdo dos diferentes subgrupos B € mais
complexa do que dos subgrupos A. Para facilitar interpretacdo sorologica tem
sido proposto que estes subgrupos sejam nomeados B fracos (Bw) e ndo como
Bs, Bel, Bx, etc. Embora os subgrupos B também sdo mais raros, especialmente
em populacdes caucasianas, o numero de alelos Bw vem aumentando e
atualmente existem 77 alelos descritos.?4 31 69 O fenotipo A1Bs foi o primeiro
subgrupo de B a ter sua base molecular caracterizada. Foi observada a
presenca da mutacdo na posicdo 1054C>T (Arg352Trp), comparada ao alelo
ABO*B.01.(8%

Assim como ocorre com o fenoétipo Ael, a expressdo mais fraca do
antigeno B também caracteriza o fenétipo Be.. Os dois primeiros alelos B!
identificados foram ABO*BEL.01 e ABO*BEL.02. Estes alelos apresentaram
mutacfes nas posicbes 641T>G (Met214Arg) e 669G>T (Glu223Asp),
respectivamente.G. 109 Um dos alelos B¢ identificado posteriormente,
ABO*BEL.07, possui uma mutacao no inicio do exon 1 [7G>T (Glu3stop)] que
da origem a um codon de parada. Teoricamente, este alelo deveria ser
considerado como alelo O, em analogia ao alelo ABO*0.01.01, que possui a
delecdo 261G no exon 6. Entretanto, analises de adsorcéo e eluicdo revelaram
a presenca de baixos niveis do antigeno B. Situacdo semelhante foi observada
com o alelo ABO*BEL.08. Estas observacdes despertam a atencéo para o fato
de que potenciais mecanismos genéticos podem reativar a GT por meio de
codons de iniciagdo alternativos, recombinagdes com alelos em posi¢ao trans
(quimerismo autblogo) ou reparacdo em menor fracdo de células precursoras

hematopoiéticas.®? 105)
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Mutacdes relacionadas a fraca expressao dos antigenos A e B foram
detectadas em ambos os alelos A e B. Por exemplo, a mutacdo 539G>A
(Arg180His) quando presente no alelo A (ABO*A3.04) pode produzir o fenotipo
A3. Quando presente no alelo B (ABO*BW.05), pode produzir o fenétipo Bw. (2
106) A mutacdo 871G>A (Aps291Asn) do alelo ABO*BW.01,® anteriormente
descrita em um alelo A3 (ABO*A3.01),89 foi observada em 52 amostras
japonesas com fendtipo Bx.

Mesmo diante da complexidade molecular dos fenotipos comuns e
raros do sistema histo-sanguineo ABO, sua importancia na medicina
transfusional é inquestionavel. A incompatibilidade ABO é uma das principais
causas de morte relacionadas a procedimentos transfusionais, que pode ser
prevenida, mesmo sendo resultante de erros técnicos ou falhas no seguimento
dos processos pré e pos-transfusionias. (07

Embora raros, ha relatos de transfusdo de hemécias com fraca
expressdo antigénica que causam reacles transfusionais hemoliticas.(1%9)
Portanto, a correta fenotipagem de pacientes e dadores de sangue é
indispensavel. A resolucdo sorologica e molecular de fracos e incomuns
fenétipos ABO constitui um dos grandes desafios técnicos para profissionais de
bancos de sangue. A classificacdo correta dos grupos sanguineos ABO de
doadores e receptores € 0 mais importante teste pré-transfusional. Porém, sua
correta determinacdo envolve diversos fatores (intrinsecos e extrinsecos) que

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

Discrepancias entre as fenotipagens ABO direta e reversa
comumente surgem a partir de alteracdes no padrdo sorologico esperado.
Podem sugerir a presenca do antigeno A ou B, fracamente expressos no tecido
hematopoiético ou em outros tecidos. Esta condicdo pode levar a tolerancia
imunologica conferindo auséncia ou baixos titulos do anticorpo esperado. Os
resultados sorolégicos que devem despertar atencdo sdo: reacdes fracas em
prova direta (<3+), reacOes fracas em prova reversa (<3+), discordancia entre
prova direta e reversa (por exemplo: prova direta de A e reversa de B) ou
reacoes de campo misto. As causas de discrepancias podem ser agrupadas
em trés tipos: 1. Resultantes das discordancias entre prova direta e reversa, 2.
Alteracfes de reatividade nos padrdes de aglutinacédo; e 3. Causas artificiais
e/ou imunodeficientes. O quadro 5 apresenta as principais causas de
discrepancias entre as provas direta e reversa.

A investigacdo das discrepancias se inicia pela diferenciacao entre
as causas artificiais e genéticas. Os passos a serem tomados a seguir
dependem do tipo de discrepancia e da interpretacdo técnica.®® As
discrepancias com base genética ocorrem devido a mutacdes na sequéncia de
aas que codificam as GTs alteradas ou ineficientes, levando a significativa
reducdo ou falta de sitios antigénicos nas hemacias. Estas alteracdes sao
comumente relacionadas aos subgrupos ABO ou mesmo ao grupo O.CG0
Portanto, as discrepancias sorologicas de origem genética geram resultados
contraditorios entre as tipagens direta e reversa, devido a rea¢c0es inesperadas,

fracas ou negativas.



Introducéo | 37

Quadro 5. Principais causas de discrepancias do sistema ABO.

1.Prova direta (pesquisa do antigeno na hemécia)

Tipo de reacao Causas provaveis

Reatividade fraca ou ausente Subgrupos*
Fenétipo Bombaim*
Excesso de antigenos ABH soluveis
Leucemias
Transfusdes ABO nao idénticos

Transplantes alogénicos

Reatividade inesperada TAD positivo / autoanticorpos / crioaglutininas Tn
Excesso de proteinas plasmaticas
Reacéo com constituintes dos reagentes
Transplantes alogénicos
Fendtipo B adquirido
Fenotipo B(A)*

Reatividade em Campo Misto Transfusdes recentes
Transplantes alogénicos
Microquimerismo materno-fetal*

Quimerismo entre gémeos*

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

Reatividade fraca ou ausente Idade (criancas < 4-6 meses, idosos)
Subgrupos*
Hipogamaglobulinemia (Imunodeficiéncia Humoral)
Transplantes
Medicamentos imunossupressores

Imunotolerancia*

Reatividade inesperada Autoanticorpos reativos a frio
Aloanticorpos reativo a frio
Anticorpos ABO irregulares*
Soro com anticorpos contra componentes dos reagentes
Excesso de proteina plasmatica
Transfusao de componentes plasmaticos ABO incompativel
Transplantes

Infus@o de imunoglobulina intravenosa

*Causas com base genética ligada ao sistema ABO.

Fonte: Adaptado do Livro Técnico da AABB, pag. 297.C9
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As causas mais comuns de discrepancias ndo sao de origem
genética ou natural e sim relacionadas a outros fatores (Quadro 5).G") Para
exemplificar, pode-se analisar a categoria de campo misto. Microquimerismo e
guimeras naturais sdo fendbmenos relativamente raros porém, o quimerismo
artificial por transfuséo e transplantes € comum, principalmente em servicos de
hemoterapia com rotinas que envolvam a investigacdo sorolégica de
receptores.19 Antes de se iniciar as investigacdes soroldgicas e moleculares,
deve se conhecer o histérico detalhado da causa, separando as genéticas e/ou
naturais das artificiais.®? Estes cuidados direcionam os recursos e o tempo
investidos em casos importantes. Neste estudo analisamos somente
discrepancias com causas genéticas ou naturais.

Os subgrupos ABO séo os responsaveis pelas discrepancias com
maior importancia na medicina transfusional moderna.?® Ocorrem com
frequéncia baixa, quase sempre com fraca expressdo dos antigenos A ou B,
devido mutacdes na sequéncia de nucleotideos do gene ABO.GL 111) Porém,
nem sempre a fraca expressdo dos antigenos A ou B é devida a muta¢cdes no
gene ABO.

Fracas expressdes dos antigenos ABO podem resultar de mutacfes
no gene FUT1 as quais inativam ou enfraguecem a acao da fucosiltransferase
1 (FUTI), mas nao da fucosiltransferase 2 (FUTII), a qual atua na sintese do
antigeno H nas secrec¢des exocrinas, caracterizando o fenotipo Secretor. Como
o antigeno H é o precursor dos antigenos A e B, portadores do fenétipo para-
Bombaim podem expressar estes antigenos nas secre¢fes exocrinas e parte

deles podem ser adsorvidos as heméacias. Diferente do fenotipo para-Bombaim,
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portadores do fendtipo Bombaim ndo expressam os antigenos A ou B devido a
mutacbes em ambos 0s genes FUT1 e FUT2. Estas mutagcdes inativam as
respectivas enzimas impedindo a formacéo do antigeno H nas hemacias e nas
secrecbes exocrinas. Estes individuos sédo caracterizados como nhao
Secretores.(112)

Contudo, os individuos para-Bombaim que contém os alelos A e/ou
B funcionais, produzem os antigenos A e/ou B, pois sdo capazes de expressar
a FUT2 que sintetizar o antigeno H a partir do oligossacarideo precursor do tipo
1. Estes antigenos soluveis podem ser absorvidos a membrana da hemacia
originando fendtipos caracterizados pela fraca expressdo de A ou B,

respectivamente An ou B, mesmo na auséncia fenotipica de H na hemécia.("

34,113, 114)

1.6.1 Competicado entre GTA e GTB pelo antigeno H

Em fendtipos comuns como AiB e A2B h& competicédo entre a GTA e
a GTB pelo antigeno precursor (H), resultando em menor quantidade de
antigenos A e B do que se apenas uma das enzimas estiver presente. De fato,
0 numero de aceptores H é fixo e a acdo GTs é gradual e irreversivel. Esta
condicao foi observada em individuos com genétipo AO (O delecional) e AB
nos quais a expressao do antigeno A é fraca em AO e ainda mais reduzida em
AB, em comparacéo a AA e AO (O nédo delecional).(*® Acredita-se que a forte
competicdo da GTB com a GTA reduz consideravelmente a disponibilidade de

antigeno H, levando a expressdo do antigeno A a niveis indetectaveis em
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casos de Aw, fato que pode ndo ocorrer em portadores do genoétipo AO,
principalmente se o alelo O n&o possuir a delegédo 261G.

Esta melhor reatividade de alelos A ou B fracos, que foi associado
ao O nédo delecional, pode ser explicado pelo fenédmeno conhecido como realce
alélico, descrito em 1976.116) O mecanismo que fundamenta o realce alélico
nao foi elucidado, mas é provavel que as GTs formam dimeros na regiao da
haste que d& estabilidade as suas estruturas, aumentando assim a
especificidade e a eficiéncia destas enzimas.(17: 118 Um exemplo de realce
alélico foi descrito em individuos portadores do alelo Ax4 (ABO*AW31.03).
Quando acompanhado de um alelo O delecional, A4 d& origem ao fendtipo O,
mas quando acompanhado de um alelo O? ou B a expressdo do antigeno A é
fracamente detectada. (6 119)

Assim, um alelo em heterozigose pode influenciar na expressao dos
antigenos ABO, enfraquecendo quando associado com uma enzima truncada
do O delecional, melhorando na presenca do alelo O néo delecional (AO - GTA
ou BO - GTB) ou com outra enzima normal (AB — GTA/GTB). Desta forma,
alguns subgrupos ABO s6 poderdo ser identificados sorologicamente se
associados ao alelo O, principalmente os delecionais, ou alelos opostos ao seu
grupo ABO. Contudo, um alelo com mutacao que altera a atividade enzimatica
ndo serd notado se o outro alelo for normal e do mesmo grupo ABO.(117. 118)

As bases que fundamentam a fraca expressdo antigénica em alguns
subgrupos ABO ainda ndo foram esclarecidas. Parte dos estudos que
exploraram este tema demonstraram, com base em analises de familias, que

as alteracGes estdo ligadas ao locus ABO.(": 23 120) Contudo, sdo necessarios
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novos estudos para entender melhor a complexa regulagéo do I6cus ABO. E
possivel que potencializadores ou supressores de transcricdo atuem sobre a
regulacdo do locus ABO.*21) Além disso, especula-se que potenciais variacées
ao longo do intron 1 possam influenciar a fraca expressdo antigénica na

linhagem hematopoiética mieldide.(7 52 121, 122)

1.6.2 Anticorpos Anti-A e Anti-B: origem e importancia na fenotipagem
ABO.
A origem dos anticorpos regulares anti-A e anti-B em soros humanos

€ objeto de debate a muito tempo e ainda permanece obscura. A questdo
principal € se estes anticorpos sédo produzidos de forma natural ou se séo
resultado de estimulacéo antigénica da resposta imune adaptativa humoral.®)

Os primeiros experimentos realizados por Springer na década de 50
esclareceram parte desta questdo.?3 Apds fornecer alimentos contendo
bactérias a frangos vivendo em ambiente livre de germes, esses autores
observaram a presenca de anticorpos anti-B no soro destas aves. Esta mesma
constatacdo ndo 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 nao foi esclarecido.® 124 125)

Em um estudo realizado por Daniel-Johnson e colaboradores
(2009)*26) com dependentes de alimentacdo parenteral do grupo A e com
niveis normais de imunoglobulinas, foi observada auséncia do anticorpo anti-B.
Neste estudo foi relatado um caso de um doador de plaquetas cujo aumento do

titulo do anticorpo anti-B foi associado ao uso de probidticos trés semanas
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antes da doacdo. Esta constatacdo se deu pelo fato de dois receptores
desenvolverem reacdo hemolitica aguda apds transfusdo das plaguetas.26)

Uma recente descoberta de dois subconjuntos distintos de linfocitos
B, um denominado B1(CD5+), células T independentes, que ndo requer
estimulacdo prévia e € responsavel pela producdo de “anticorpos naturais” e
outro subconjunto B2(CD5-), células T dependentes, responsavel pela resposta
imune adaptativa humoral acrescentou complexidade a esta questdo. Alguns
pesquisadores acreditam que anticorpos ABO séo inicialmente produzidos
"espontaneamente”, a partir de um conjunto fixo de genes da linhagem
germinal dos ancestrais, encontrados nos subconjuntos B1 dos linfocitos B. 127)
De fato, os linfocitos B de recém-nascidos sdo na maior parte B1 e produzem
somente os anticorpos de classe IgM no inicio da vida.*?® O subconjunto B2
dos linfécitos B requer estimulos da resposta imune adaptativa (citocinas, por
exemplo) e sabe-se que anticorpos IgG podem ser produzidos em resposta a
antigenos bacterianos e/ou alimentos. Wuttke e colaboradores,*?) descobriram
que anticorpos IgM contra antigenos ABO de origem enddgena sao sempre
encontrados em recém-nascidos aos 8 meses de vida ou até muito mais cedo.
Aos 8 meses, ambos o0s subconjuntos de linfécitos B, B1 e B2, estdo
produzindo anticorpos.®

Os anticorpos Anti-A e anti-B sdo produzidos por clones celulares
distintos. Entretanto, os estimulos ambientais e a resposta imune ndo devem
ser diferentes a ponto de permitir que individuos do grupo O apresentem
apenas um destes anticorpos em niveis normais. A auséncia do anticorpo anti-

A em individuos do grupo O foi relatada, mas a causa para esta situacao nao
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usual é desconhecida.”” 7 E possivel que falhas nos mecanismos de
regulacdo génica possam abolir a expressdo do gene ABO apenas no tecido
hematopiético, mas ndo em outros tecidos.©?

Fraca expressdo ou mesmo auséncia de anticorpos anti-A na
presenca de anti-B normal foi observada em individuos do grupo O, portadores
do alelo ndo delecional 002.0") Nestas condicGes se verifica padrdo soroldgico
de nao reatividade com anti-A e anti-B na prova direta, e auséncia ou fraca
reatividade com hemacias A1 e Az e forte com hemacias B, na prova reversa.(
Atribui-se a este fenbmeno a presenca, de niveis indetectaveis pelos reagentes
comerciais, do antigeno A nas hemacias.("®)

Este padrdo sorolégico ndo ocorre em todos os portadores do alelo
002. Também pode ser observado em fendtipos aparentemente do grupo O
sem alelo O nao delecional. Além disso, a presenca do antigeno A fracamente
expresso na hemaécia,®? a presenca do antigeno A em outros tecidos,D a
recombinacdo génica em células sométicas e a potencial tolerancia
imunoldgica sdo apontadas como causas responsaveis pelo padrao sorolégico

acima descrito.(30

1.6.3 Quimerismo

Os individuos quiméricos podem apresentar duas populacbes
diferentes de hemacias exibindo distintos perfis antigénicos. Nestes casos 0s
antigenos ABO sao normalmente expressos e nas distintas populacdes
celulares. Embora esta mistura de células possa aparentemente indicar a

ocorréncia de um subgrupo fraco, de fato esta condicdo difere daquela que
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caracteriza os verdadeiros subgrupos.®31) As distintas populacGes celulares
observadas em quimeras n&o apresentam necessariamente a mesma
proporcao, uma em relacdo a outra. Esta proporcao depende da quantidade de
células que formaram a quimera bem como do nivel de expressdo dos alelos
presentes em cada célula. Estes fatos poderdo influenciar a intensidade da
reacao de aglutinacdo bem como a intensidade da amplificacdo génica durante
analises moleculares.(®32)

Quimerismo em doador sangue pode se constituir num problema de
seguranca transfusional.(132 133) De fato, concentrado de hemacias quiméricas
incompativeis transfundidas podem gerar reacdes transfusionais graves.
Contudo a gravidade dependera da quantidade de hemacias incompativeis
presentes na quimera. Pruss e colaboradores (2003)1°7) relataram um caso em
gque uma bolsa de concentrado de hemacias de doador quimérico foi
transfundida e o receptor apresentou reacdo hemolitica aguda. Este
quimerismo néo foi detectado durante a fenotipagem ABO. Analises posteriores
por citometria de fluxo demonstrara que o0 concentrado continha 5% de
hemacias B e 95% de hemécias 0.7

Dois tipos de quimerismo s&o considerados 0s mais importantes: o
quimerismo gemelar (ou duplo) e o microquimerismo materno-fetal. Como
ambos acometem o tecido hematopoiético podem gerar reacao de campo misto
e até discrepancias entre as provas direta e reversa.(132 134)

O primeiro exemplo de quimerismo gemelar em humanos foi descrito
em 1953 e apds, outros casos foram relatados.3% O quimerismo gemelar

resulta da troca de células precursoras hematopoiéticas por meio da
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anastomose de vasos de sangue fetais.() Em gémeos, quimerismo de grupo
sanguineo é um evento raro e 0s poucos casos foram descritos em gémeos
dizigoéticos, expressando diferentes antigenos de grupo sanguineos. Além
disso, a reducdo de células sanguineas quiméricos para menos que 1% ao
longo vida limita a deteccéo deste evento.(132 136)

O microquimerismo materno-fetal é a troca bidirecional de células do
sangue no periodo gestacional podendo ocorrer desde o primeiro trimestre.(37:
138) Células fetais podem ser detectadas entre a quarta e a sexta semana de
gestacdo na circulacdo materna. Contudo na trigésima quarta semana, 90%
das mulheres gravidas tém células fetais circulantes no sangue periférico.38)
Esta troca celular pode contribuir com a imunotolerancia passageira e
especifica de células T maternas, para aloantigenos de origem paterna.(139

A presenca de quimerismo pode levar a toleréancia imunoldgica, com
auséncia do anticorpo correspondente ao antigeno presente. Este antigeno
pode estar presente em tecidos ndo hematopoiético, nos casos de quimera de
células sométicas ou a niveis indetectaveis no sangue. No passado, enxertos
de células maternas que persistiram na circulagdo de criancas foram
relacionados com deficiéncias imunolégicas. Estudos relativamente recentes,
revelou que quimerismo de origem materna pode persistir até 49 anos apds o
nascimento e ndo necessariamente possui um envolvimento com deficiéncia
imunologica. Estas hemacias podem estar presentes no sangue, no entanto em
guantidades indetectaveis. Contudo o conhecimento destes eventos genéticos

podem ajudar na resolucédo de discrepancias sem causa aparente. (132 134, 135,

140)
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1.7 Resolucéo de discrepancias ABO

A resolucdo de casos com reduzida expressao fenotipica em
comparacao ao esperado, com ou sem discrepancias entre as fenotipagens
direta e reversa, poder ser complexa e requer uso de reagentes e métodos que
nem sempre estao disponiveis na rotina. Envolve varios fatores intrinsecos e
extrinsecos e requer estratégias fundamentadas no conhecimento do historico
do individuo e de seus familiares. Além disso, requer o uso de técnicas
sorologicas sempre associadas a técnicas moleculares.(”)

Mesmo com o uso de métodos avancados e técnicas modificadas
aplicadas a hemaglutinacdo, alguns casos sao de dificil resolucdo e
interpretacdo e dificultam a inferéncia dos fendtipos eritrocitarios observados
em subgrupos com fraca expressdo antigénica.*!) Estas limitagdes resultam
em uma seérie de problemas praticos, tais como a auséncia inesperada de
aglutinacdo, bem como a dificil interpretacdo de sua intensidade,
principalmente na prova reversa. Estes problemas variam entre laboratorios,
entre diferentes amostras do mesmo receptor ou doador e também entre
diferentes amostras analisadas no mesmo laboratoério. Além disso, podem ser
influenciadas pelas variacdes na reatividade dos diferentes clones de
anticorpos monoclonais contidos nos antissoros, bem como entre diferentes
lotes de fabricagdo dos reagentes anti-A, anti-B e anti-AB. Aliado a estes
fatores, somam-se ainda o enorme polimorfismo do sistema histo-sanguineo
ABO com diferentes variacbes que podem alterar a expressdo das GTs

codificadas, resultando no enfraquecimento da expressdo antigénica.*
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Mesmo com o0s avancos tecnolégicos e melhora na qualidade dos
reagentes, erros na identificacdo de fendtipos ainda constituem a causa de
reacoes transfusionais incompativeis observadas em receptores de sangue. O
monitoramento da transfusdo de 343.432 unidades de concentrado de
hemacias observou que 13 delas foram transfundidas em receptores
incompativeis no sistema histo-sanguineo ABO, e destes, 3 foram resultantes
de erros nos testes sorologicos destinados a identificacdo dos fendtipos
eritrocitarios dos doadores.42 Embora outros tipos de erros também ocorram
em bancos de sangue, os de natureza técnica representam risco aos
receptores e sao considerados importantes pela gravidade e principalmente,
porque podem ser evitados.(14?)

Assim, podemos dividir as estratégias para resolucdo de
discrepancias ABO em duas etapas. Em primeiro lugar, deve-se avaliar
detalhadamente a histéria individual (idade, etnia e gestacdes), a familiar
(rmaos gémeos) e médica (diagnostico, transfusdo, transplante e
medicamentos) para determinar fatores extrinsecos que podem influenciar ou
direcionar a resolucado da discrepancia sendo considerado indispensavel antes
de iniciar qualquer teste (Quadro 6).

A segunda etapa estd baseada na associacao de métodos, podendo
ser subdividida em estratégias sorolégicas (convencionais e adaptadas) e
moleculares com o uso de métodos baseados na amplificacdo de segmentos
génicos (PCR-RFLP) e sequenciamento.@0 86, 111,143, 144) Amostras de sangue e
saliva sdo comumente utilizadas na resolucéo 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 sanguineos inclui

amostras de esfregaco bucal, raizes do cabelo, recorte de unhas e biépsia de

tecido.(132)

Quadro 6. Fatores que influenciam ou causam discrepancia ABO.

Fatores extrinsecos
Fatores Motivo Orientacdo
Amostra Caracteristicas (aglutinacdo espontanea, Conferir;
hemolise, etc.), erros de coleta, Repetir com nova amostra;
identificacdo ou registro Lavar e repetir.
Método Falta ou excesso no tempo de incubacao Rever, repetir;
ou centrifugacao Testar método diferente.
Reagentes Fora da validade, contaminados ou Conferir;
problemas de reatividade relacionado ao Repetir com clones diferentes.
clone;
Temperatura/ | Falta ou excesso podem levar a reacdes Rever;
tempo inesperadas; Repetir.
Suspensao Inadequada ao método, muito concentrada | Rever;
de hemacias | ou diluida Repetir.
Leitura Vigor ao ressuspender, falta de atencdo a Repetir;
reacges fracas, aguecimento na Solicitar que outro técnico
centrifugacéo realize a leitura.
Registros Erros de transcricao dos resultados Conferir;
Repetir
Fatores intrinsecos
Variagéo Subgrupos, idade, doencas, transfusdes, Rever histérico;
guantitativa transplantes, quimeras Seguir com testes adicionais
relacionados ao motivo.
Variacao Subgrupos, clones inespecificos Repetir com clones diferentes;
qualitativa Seguir com testes adicionais.
Poligénico Bombaim Testar com anti-H;
Confirmar com molecular

Fonte: Brecher (2005),%% Harmening (2006),5” e Daniels (2013).("
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1.7.1 Estratégias Soroldgicas Deste Estudo

A caracterizagcdo sorolégica de amostras que apresentam
discrepancias ABO é uma tarefa dificil e que requer grande experiéncia pratica
e conhecimentos tedricos por parte dos imunohematologistas.“? 145 Além
disso, requer cuidadosa selecdo de reagentes e modificacdes de técnicas que
possam oferecer condicbes Otimas para as reacfes entre antigenos e
anticorpos do sistema ABO. As estratégias sorologicas sdo mostradas no

quadro 7.

Quadro 7. Estratégias sorologicas para resolucdo de discrepancias ABO.

Passos | Métodos

1 Métodos convencionais com antissoros anti-A, anti-B, anti-A,B de clones diferentes;
2 Testes com lectinas anti-Al, anti-H de diferentes espécies;
3 Métodos modificados (no tempo e temperatura de incubacdo, uso de enzimas

proteoliticas) analisados em tubo e gel com o maior nimero de clones possiveis;

4 Testes de inibicdo da hemaglutinacido em saliva;

Investigacdo da presenca do antigeno por adsorcao-eluicdo e/ou citometria de fluxo;

6 Separacéo de células com reatividade de campo misto.

Basicamente, a investigacdo soroldgica inicia-se a partir da
observacédo das discrepancias e descartando-se potenciais fatores extrinsecos
e intrinsecos artificiais ou relacionados ao comprometimento imune. Em
seguida, recomenda-se a repeticdo dos métodos convencionais com Soros
monoclonais diversos, testes de adsorcao e eluicdo e uso das lectinas anti-Al
e anti-H em colunas de gel e/ou tubos. No entanto, o teste de inibicdo da
hemaglutinagdo n&do deve ser negligenciado haja vista ser essencial para

identificagdo de antigenos solUveis na saliva.
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Nas técnicas modificadas utiliza-se de trés recursos conhecidos por
melhorar a reatividade da aglutinacdo: tempo, temperatura e tratamento das
hemacias com enzimas proteoliticas. Estas modificacbes podem exacerbar
reacGes fracas ou indetectaveis pelos métodos convencionais.( 30 145 O uso
destes recursos favorece a obtencéo de resultados precisos em menor tempo.

Neste estudo, para resolucéo da fenotipagem ABO, optamos realizar
os testes com incubacdo a 4°C por 15 minutos e utilizar a enzima bromelina
para tratamento das hemacias, na prova direta. Este teste deve ser realizado
em colunas de gel neutro as quais permitem a analise simultdnea de varios
clones, possibilitando a incubacdo dos antissoros com as hemacias na camara
de reacédo, de forma homogénea.

A adsorcao-eluicdo tem a finalidade de recuperar os anticorpos
absorvidos as hemacias e concentra-los, por eluicdo. Assim, em nosso
protocolo modificado utilizamos adsor¢cdo por uma hora em uma proporcao
reduzida de salina, de 1 para 2, ao invés de 1 para 3, conforme proposto no
protocolo da Associacdo Americana de Bancos de Sangue (AABB), no sentido
de se obter maior concentragdo de anticorpos no eluato.%

Adaptamos o método de Svensson e colaboradores (2011)®3 para
separacdo de hemacias ndo reativas das reativas em colunas de gel e em
tubos, utilizando o anticorpo correspondente ao antigeno presente nas
hemacias do campo misto, para resolucdo sorolégica. A técnica consiste em
separar as duas populacdes de hemacias para fenotipagem de cada uma,
separadamente. A células negativas estardo prontas para retipagem logo apos

a separacdo, em método direto. No entanto as hemacias positivas deveréo
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sofrer tratamento com DTT (0,2M)@9 para retirar o anticorpo correspondente
(eluicdo), utilizado na reacdo de separacao. Assim, fenotipos mistos podem ser
adequadamente caracterizados. Como nao ha registros de técnica similar para
este proposito na literatura, acreditamos que estas adaptacdes sédo inovadoras
e que também poderdo ser uteis no auxilio de fenotipagens de pacientes
politransfundidos, assim como no esclarecimento de duplas populacbes de
hemacias nos casos de quimeras entre gémeos, demonstradas neste
estudo.®

Contudo, os métodos soroldgicos apresentam limitacdes e ndo sao
conclusivos em muitos casos de discrepancias ABO, pois permitem apenas a
identificacdo de fendtipos expressos nas hemacias e saliva, dependentes da

quantidade de antigenos limitada por célula.(®°: 52, 130)

1.7.2 Estratégias Moleculares Deste Estudo

Os avancos da biologia molecular tém possibilitado o conhecimento
de diferentes mutacdes que ddo origem aos alelos do sistema ABO.(3
Diversas técnicas foram testadas e com o passar do tempo, observou-se que
muitas delas podem falhar devido a ocorréncia relativamente comum de
mutacdes neste sistema.? 11 Assim, os resultados fornecidos por alguns
métodos nem sempre sdo precisos. No entanto, a dele¢cdo 261G do exon 6,
caracteristica do alelo O, é facilmente detectada por PCR-RFLP e proporciona
a diferenciacdo do alelo O de alelos A, B e O n&o delecional.("- 146) O quadro 8
contém as técnicas utilizadas na elucidacdo de casos de discrepancias e de

fraca expressao antigénica.
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Quadro 8. Estratégias moleculares para resolucao de discrepancias ABO

Passos Métodos

1 PCR-RFLP, método de triagem: Investigacdo da presenca da mutacdo 261delG
do gene ABO, com amplificacdo do exon 6 e tratamento do fragmento com a

enzima de restricao Kpn [;

2 Sequenciamento direto dos exons 6 e 7 do gene ABO;
3 PCR-RFLP para investigacdo da mutacdo 428G>A e caracterizag@o do status
secretor;

4 Sequenciamento dos genes ABO, FUT1 e FUT2

O método de triagem com PCR-RFLP, é baseado na investigacao
molecular da delecdo 261G do exon 6 do gene ABO que caracteriza o0s
individuos com a presenca de um alelo O. Este protocolo foi adaptado a partir
de Mattos e colaboradores.46) Resumidamente, o fragmento obtido a partir da
amplificacdo com os primers M5-ABOex6-F e M6-ABOex6-R, é tratado com a
enzima de restricdo Kpn | e revelados por eletroforese, em gel de agarose a
2%. O padrao eletroforético pode ser observado na figura 10. Alelos AA, BB e
AB ndo possuem a mutagdo, portanto ndo sdo clivados com a Kpn |
apresentando uma Uunica banda de 450 pares de base (pb). Alelo O em
heterozigose com A ou B apresentam trés bandas com 450, 325 e 124 pb,

enguanto alelo O em homozigose apresenta duas bandas com 325 e 124 pb.
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Figura 10. Padrédo eletroforético da reacdo de PCR-RFLP e corte enzimatico com
enzima Kpn |. M: marcador de 50 pares de bases; 450, 325 e 124: tamanho dos
fragmentos em pares de bases; AA, BB e AB: alelos com mutagéo 261delG ausente;
AO e BO: mutacdo 261delG em heterozigose; OO: mutacdo 261delG em homozigose.
Alelo O néo delecional ndo foi considerado nesta representacao.

O sequenciamento direto dos exons 6 e 7 € indicado sempre que as etapas
anteriores apresentarem limitagbes no esclarecimento dos casos. Neste
trabalho, uma estratégia de sequenciamento direto foi testada, realizando
multiplas reacdes em cadeia da polimerase (PCR), utilizadas para amplificar
todo os exons 6 e 7, parte da regido ndo codificadora (3' — UTR) e parte dos
introns 5 e 6, principalmente regides de “splice site” (figura 11). Os iniciadores
(Quadro 9) foram desenhados utilizando o programa Primer3Plus**), os
fragmentos foram alinhados com a sequéncia 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 instrucbes do fabricante, no Laboratorio de
Diagnostico 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
sequéncia de cada fragmento, e BioEdit sequencer editor®), para determinar
a sequéncia consenso da amostra analisada e alinhar com as sequéncias dos

alelos conhecidos.

/ 7 7 ﬁ’//ﬂ

'7‘/E$://{’?// Intron / / 2 Emn
i //{/ 27777, / 77 ./

/ / ///// oSS /
MS5-ABOex7-F 733 pb

MS-ABOexS-F  450pb  M6-ABOexs-R M3-ABOexT-F 701 pb M8-ABOex7-R

Intron
5

Iniciadores
; Fragmentos analisados
(primers) 2 | 567 pb
M7-ABOexT-F 595 pb MB-ABOex7-R

M4-ABOex7-R

450 pb / Regido amplificada e 7 972 ou 968 pb
[ sequenciada rd

Figura 11. Representagdo dos fragmentos amplificados por PCR-RFLP, analisados
com corte enziméatico (fragmento do exon 6) e sequenciamento (fragmentos dos exons
6 e 7). Os tamanhos dos fragmentos foram calculados a partir de alinhamentos com a

sequéncia do alelo A',

Os genotipos de FUT2 resultantes da homozigose ou heterozigose
da substituicdo G428A podem ser caracterizados pelo método PCR-RFLP,
conforme protocolo de Svensson e Colaboradores.49 O fragmento contendo

7

808 pares de bases, ap0s a digestdo com a enzima Ava ll, é clivado em
namero variavel de fragmentos de acordo a mutacdo 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. Individuos

GG e GA sédo considerados secretores e aqueles AA, ndo secretores dos

glicoconjugados ABH.
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Quadro 9. Relacdo dos primers, localizacdo no cromossomo, tamanho do fragmento e

gene, utilizados neste trabalho.

Nome Primer 5° > 3’ Localizacdo *pb Gene
M5-ABOex6-F AGCTGAGTGGAGTTTCCAGGT Intron 5 450+ ABO
M6-ABOex6-R GAAGGAGCTGGGTTTTACCG Intron 6

M3-ABOex7-F GCTGGGAAGAGGATGAAGTGA Intron 6

M4-ABOex7-R GGACGGACAAAGGAAACAGA 3 —UTR 972 ABO
M5-ABOex7-F  AGGACTCGCTCAGGACAGG Intron 6 968 ABO
M6-ABOex7-R GGGGCCTAGGCTTCAGTTAC 3 —UTR

M5-ABOex7-F AGGACTCGCTCAGGACAGG Intron 6

M8-ABOex7-R CTTGTTCAGGTGGCTCTCGT Exon 7 7ol ABO
M7-ABOex7-F CTTCCTCAGCGAGGTGGATT Exon 7 567 ABO
M4-ABOex7-R GGACGGACAAAGGAAACAGA 3 —UTR

M3-ABOex7-F GCTGGGAAGAGGATGAAGTGA Intron 6

M8-ABOex7-R CTTGTTCAGGTGGCTCTCGT Exon 7 733 ABO
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
Primer3Plus49); **Fragmento utilizado para corte enzimatico com Kpn I; **Fragmento

utilizado para corte enzimatico com Ava Il

O gene FUT2 codifica a fucosiltransferase FUTIlI a qual é crucial
para formacdo do antigeno H nas secrecdes, possibilitando a biossintese dos
antigenos A elou B nos individuos secretores. Portanto estratégias de
sequenciamento deste gene é indispensavel na investigacdo de determinadas
discrepancias como quimerismos e fendtipo Bombaim, além de auxiliar na

interpretacédo dos casos ndo resolvidos nas etapas anteriores. (150
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1.8 Objetivo geral
O objetivo geral deste estudo foi investigar as variagbes na

expressao dos antigenos do sistema histo-sanguineo ABO.

1.8.1 Objetivos especificos

Selecdo de receptores e doadores de sangue que apresentaram
discrepancias entre os resultados das fenotipagens direta e reversa do sistema
histo-sanguineo ABO;

Investigacdo, com o uso de métodos soroldgicos e moleculares, das
causas das alteracdes fenotipicas e discrepancias entre os resultados das
fenotipagens direta e reversa no sistema histo-sanguineo ABO nos receptores

e doadores de sangue.
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Title: Use of serological and molecular methods to resolve ABO discrepancies

Abstract.

Introduction. The variability ABO histo-blood group system extends beyond the four
main phenotypes. ABO subgroups are characterized by modified antigen expression on
the red blood cell membrane allowing discrepancies between forward and reverse
phenotyping in some cases. Serological methods applied to resolve these discrepancies
present limitations. Objectives. The aim of this study was to resolve forward and
reverse ABO discrepancies using serological and molecular methods. Material and
Methods. Samples from blood donors (n=6) and patients (n=2) presenting forward and
reverse ABO discrepancies were analyzed. Different commercial monoclonal antisera
anti-A, anti-B and anti-A,B plus lectins anti-A1 and anti-H were used in a modified
forward and reverse phenotyping as well as in adsorption and elution modified
methods. Genomic DNA was used to identify common SNP (261delG) by PCR-RFLP and
the exons 6 and 7 were analyzed by direct sequencing. Results. From four cases with
weak agglutination with anti-A with the modified method, two were confirmed to A;B,
one A, and one A,3;. The four remaining cases presented common alleles and were
identified as one A;B, one A; and two O phenotypes. A new allele ABO*Aw.38
associated allowing an Aweak phenotype was described by sequencing. Conclusions.
The use of serological and molecular analyses by sequencing allows the resolution of
ABO discrepancies resulting from rare and common alleles with weak antigen

expression.
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Introduction

ABO histo-blood group system is the most important alloantigen system in blood
transfusion. It is characterized by the presence or absence of both antigens A and/or B
in the red blood cell membrane in combination with two regular antibodies anti-A
and/or Anti-B in the plasma [1-3]. The serological identification of the four main
phenotypes A, B, AB and O is based on the combination of the results of the forward
and reverse phenotyping tests and the results of both tests must be complementary to

allow the correct phenotyping (4, 5].

However, under some circumstances discrepancies, which is defined as inconsistent
results between forward and reverse phenotyping, can occur due to weak antigen
expression on the red blood cells, weak expression of regular anti-A and or anti-B
antibodies, among others [6-8]. Discrepancies can be transitory as results of some
diseases (cancer, leukemia, for instance) as well as polymorphisms in the promoter
region of the ABO gene or in the exons coding the functional region of the

glycosyltransferases [1, 7, 9-15].

The ABO gene located at the chromosome 9 (q34.2) contain various single nucleotide
polymorphisms which besides promote population variability reduce the affinity of the
coded glycosyltransferases for specific substrates [12, 16]. Added to other mechanisms
as availability of substrate within the Golgi apparatus as well as the competition with
other glycosyltransferases, all affect the amount of antigen expressed in the red blood
cell membrane, creating weak A, B and AB phenotypes, which can present

discrepancies between forward and reverse phenotyping [13, 17-20].
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The resolution of discrepancies in ABO phenotyping is mandatory but sometimes the
use of serological methods alone is not enough reach the correct phenotype. Some
published papers explored this matter. In one of them, Kaur and colleagues [21]
resolved ABO discrepancies using only serological methods based on adsorption and
elution as well as analysis of saliva by hemagglutination inhibition tests. In another
one, Sharma and colleagues [22] reported with the use of serological methods that the
most frequent cause of discrepancy in discrepancies was the weak A or B antigen
expressions combined with decreased anti-B titers among Indian blood donors. These
authors reached desired results using only serological methods in some cases but in
another they were unable to resolve them. It has been stated that the more consistent
resolution of ABO discrepancies requires, besides serology, an extensive molecular
approach to identify the alleles and to state the correct phenotypes [7, 13, 23, 24]. The
aim of this study was to resolve forward and reverse ABO discrepancies using

serological and molecular methods.

Material e Methods

Ethical aspects of the research

This study was approved by Ethics and Research Committee from Faculdade de

Medicina de Sao José do Rio Preto (case 784.164).

Casuistic

Blood samples from blood donors and patients who presented discrepancies between
forward and reverse phenotyping were analyzed. Relatives from blood donors were
also analyzed when necessary. All blood donors were able to donation and the patients

required transfusion of blood products.
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Criteria adopted to stablish discrepancies

Unexpected agglutination reactions non concordant between red blood cell
phenotyping (forward) and serum typing (reverse). Additionally unexpected weak

reactions that could hide any discrepancies were considered.

Conventional forward and reverse ABO phenotyping

Forward and reverse ABO phenotyping were carried out using standard test tubes and
gel columns. Commercial antisera Anti-A (cell lines LC A5 and 9113D10), anti-B (cell
lines LC G1/2 and 9621A8), and Anti-A,B (LC Birna-1, ES-4, ES131(ES15),
9113D10+152D12) and commercial Al and B red blood cells were used in both test

tubes and gel columns. All the manufacturer’s instructions were followed.

Modified forward and reverse ABO phenotyping

With the same commercial antisera and red blood cells aforementioned we performed
a modified forward and reverse and phenotyping in neutral gel columns. Additionally
gel cards were incubated at 4 °C for 15 minutes. Blood donor and patient red blood
cells were previously treated with bromelin for 10 minutes. Also the blood donors and
patients red blood cells were tested with anti-Al (Dolichos biflorus) and anti-H (Ulex

europaeus) lectins. All the manufacturer’s instructions were followed.

Modified adsorption and elution tests

Adsorption and elution tests were performed according to the American Association
for Blood Banks protocol [4] in parallel with following modifications: red blood cells

from blood donors and patients were incubated at 4°C for 60 minutes for adsorption of
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anti-A, anti-B, and anti-A, B antisera. Eluates obtained using one part of red blood cells

to two parts of isotonic saline solution were tested in tubes and neutral gel columns.

Extraction of genomic DNA

Genomic DNA extraction was performed using QlAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,

Hilden, Germany). All the manufacturer’s instructions were followed.

Molecular analysis of the exon 6 and exon 7 of the ABO gene

To analyze the SNP 261delG of the exon 6 by PCR-RFLP and amplify the fragments from
exon 6 and exon 7 of the ABO gene which were submitted to sequencing, we used the
following protocal with 25 uL as final volume. Buffer: 10X, 2.5 mM (MgCl2: 1.5 mM;
dNTP: 0.4 mM; Primers: 10 uM; Tag DNA polymerase: 1.0 U) (Invitrogem, Brazil). 5 ng
of genomic DNA were added in each tube reaction. The set of amplification was: pre-
denaturation at 94 °C (3 min) followed by 35 cycles (94 °C: 45 seconds, 61 °C: 30
seconds; 72 2C: 90 seconds). An additional extension time set at 72 2C for 10 minutes
was used. The set of primers (table 1) was designed Primer3Plus [25].

The fragment amplified from exon 6 containing 449/450 base pairs, after digestion
with Kpn | enzyme revealed a variable number of fragments according to the presence
(325 + 124) or absence (450) of 261delG SNP (table 2). These fragments were
separated in electrophoresis in 2% agarose gel stained with SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, Brazil) under UV light.

Later the fragments amplified from exons 6 and 7 were sequenced using commercial
kits BigDye Terminator and ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,

Foster City, CA, EUA). The sequenced fragments were analyzed with the Sequence
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Scanner Software 2 (Applied Biosystems Software) and the BioEdit sequencer
alignment editor [26]. All the manufacturer’s instructions were strictly followed.
Table 1 shows the sequence of primers used in the molecular analysis of the exon 6

and exon 7 of the ABO gene.

Results

Tables 3 and 4 present the data obtained with the serological and molecular analysis
of eight samples being six blood donors and two patients. The case M3D was
confirmed by serological and sequencing analysis as A,B presenting an irregular anti-A,

antibody.

The modified forward and reverse ABO phenotyping method combined with modified
adsorption and elution methods allow us to conclude that M1P, M2P and M14D cases
have at least one A weak allele allowing the weak expression of A antigen. The case
M1P reacted weakly with anti-A (cell line 9113D10) and anti-A,B (cell line
152D12+9113D10) antisera in gel columns using the modified method. In this case, a
new A allele (ABO*Aw.38) was described and registered in GenBank database as

KT906366.1.

The cases M5D and M9D did not react with anti-A, anti-B, and anti-A,B from different
cell clones in the forward phenotyping using the modified method. However, the
plasma from M5D presented strong reaction with A; and weak reaction with B red
blood cells in the modified reverse phenotyping as well as strong reaction with anti-H
lectin. The plasma from M9D presented weak reaction with A and B red blood cells
when using the modified reverse phenotyping as well as strong reaction with anti-H

lectin. Both cases presented homozygosis for 261Gdel in the exon 6 compatible with O
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phenotype. However, the sequencing analysis showed heterozygosis for M5D

[ABO*0.01/ABO*0.02.04 (0.11)] and homozygosis for MD9 (ABO*0.01/ABO*0.01).

The discrepancy observed in the M7D case is not apparently related to the absence or
the weak expression of B antigen in the red blood cell. The modified method applied to
the reverse phenotyping showed the anti-B antibody in the blood plasma. The
adsorption/elution test showed negative reaction with B red blood cell. Finally, the
molecular analysis demonstrated the homozygosis of ABO*A1.01 allele which was

confirmed by sequencing.

The molecular analysis of the M10D case demonstrated the presence of A weak
subgroup heterozygous for ABO*Ael.01 combined with ABO*0.02 alleles. In this case

only the modified eluate was able to show a weak reaction with A; red blood cells.

Family studies (mother and son) of the case M1P allowed to confirm two new
mutations at intron 6 (1007G>A) and exon 7 (429G>A). This last mutation does not
alter the amino acid Valine at position 143 of the protein (Figure 1). Based on the
analysis of the son of the patient M1P we conclude that these two mutations are
located in the A allele since the son do not carry the new allele ABO*Aw38 but is

homozygote for O allele which was identified by the 261delG (data not show).

Discussion

The aim of this study was to resolve forward and reverse ABO discrepancies using
serological modified and molecular methods. Eight blood samples were eligible for

study. The results obtained with the serological analysis in combination with
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identification of the main mutation determining the common O allele (ABO*0.01) and
the sequencing allowed us to define the ABO genotypes of the eight analyzed cases.
Additionally, we were able to register a new allele (KT906366.1) carrying two
mutations not previously identified located at the intron 6 (1007G>A) and exon 7

(429G>A) in the case M1P. This case was the genotyped as Aw38/001.

These two new mutations seem do not modify the sequence of amino acid in the GTA
and apparently do not alter the expression of A antigen in red blood cells. However,
this A allele have also the common mutations 467C>T and 1061delC in the exon 7
which weak the activity da GTA allowing weak expression of A antigen in the red blood

cell membrane. [1, 27]

The cases M2, M3 and M14 do not carry this new mutation but they are heterozygous
for the mutations 467C>T and 1061delC. Since they were genotyped A201/B101, the
competition of the GTA and GTB for precursor H antigen could explain the weak
expression of A antigen in the red blood cell. However, this is not an absolute rule
since the case M3 present a reactivity equal 3+ in test tubes and in gel column which is

commonly observed in the majority of A; and A;B subgroups. [28]

Curiously, in the case M1P this situation cannot be applied since it has the genotype
001/Aw38 and therefore the competition with GTB do not happen. It is possible that
mutations in other points of the gene not explored in this study contribute with the

weak expression of A antigen in the red blood cell surface of this case [7].

The use of modified methods to investigate discrepancies between forward and
reverse ABO phenotyping deserves some additional considerations. These methods

can reveal the presence of A or B antigens weakly expressed on the red blood cell
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surface and not detected by conventional phenotyping. This situation was observed in
the cases M1P, M2P and M14D. On the other hand, these methods can offer false
positive results when applied to reverse phenotyping since they can reveal irregular
anti-A; antibodies which could mask the discrepancies towards a wrong interpretation
of the results. This situation was observed in the case M14D in which it is observed a
strong reaction of the plasma with A; red blood cells. However, the weak expression of
A antigen was only observed when we used the modified forward phenotyping and the
studies of the eluate. Therefore if the modified forward phenotyping does not reveal
the presence of antigen in the red blood cell, the correct phenotype might not be

inferred from the modified reverse phenotyping.

The presence of an irregular anti-A; antibody in the plasma is common event in some
ABO subgroups [1, 29] and therefore it constitutes a confounding factor in the
interpretation of the results. This situation was observed in the case M10D in which we
concluded to be an A weak subgroup after perform the modified eluate and the
sequencing. This case presents a strong anti-B reacting with B red blood cell but a
weak anti-A; reacting with A; red blood cells in the reverse phenotyping. This situation
has been reported in many cases of O phenotype carrying the O alleles non-deletional
[29-34]. Therefore the use of combined of serological and molecular methods allowed
us to assign the correct allele ABO*Ael.01 and define the ABO phenotype of the case
M10D as Ag. Ae is known as the most weak A subgroup and the ABO*Ael.01 allele
contains only one G insertion between the positions 798 and 804. This insertion reduce

the activity of the GTA allowing a weak expression of A antigen [33, 35-37].



Manuscrito 1 | 70

Vox Sanguinis

10

The cases M7 and M9 deserve some additional discussion. In both cases the regular
antibodies were not detected in the conventional phenotyping but they demonstrated
using the modified method. After the use of PCR-RFLP and sequencing we concluded
that in both the phenotypes are A and O, respectively. We believe that it is more
important to resolve cases like these the use of forward maodified phenotyping
combined with molecular analysis. Spend time performing modified reverse
phenotyping do not help to define the real red blood cell phenotype since this method
does not identify the cause of absence or weak reaction of blood plasma antibodies.
Besides the main aim of red blood cell phenotyping is to detect the antigen to attend

the requirements of transfusional purposes.

We noticed in this study that the ABO subgroup forward phenotyping when performed
in gel column presents less reactivity in comparison with test tubes. Additionally, this
less reactivity was observed in all cases where an irregular anti-A; antibody was
investigated. Maybe the g force destabilizes the reactions with weak interactions in the
gel column. For example, the case M1P presented better reactivity with the anti-A,B

from the cell clone 152D12+9113D10 in test tubes than in gel columns.

Two additional points must be appointed here. Modified methods aiming to
investigate ABO subgroups work better in the forward phenotyping. However, reverse
phenotyping by modified methods do not explain why an expected antibody is absence
being therefore unnecessary to resolve ABO subgroups. Taking into account that
differences in the reactivity of anti-A and anti-B is not expected in the conventional

reverse phenotyping, it possible that this situation observed in the case M5D results
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from immune tolerance and deserve additional investigations not necessarily required

to solve the ABO subgroup.

Finally, the results of this study demonstrate that only serological tests present
limitations and sometimes are inconclusive to identify ABO subgroups. Besides, the
combination of these tests with molecular investigations (PCR-RFLP and sequencing)

are good tool for allow the clear identification of ABO subgroups.
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Figure 1: Electropherogram showing the mutation 429G>A (arrow) in the exon 7 of the
ABO*Aw38 allele.
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Table 1: Primers sequences, localization and fragments amplified for sequencing.
PCR Primers Sequence (5" 2 3') Localization Sequenced fragment (bp)
1 M5-ABOex6-F  AGCTGAGTGGAGTTTCCAGGT Intron 5 450
M6-ABOex6-R GAAGGAGCTGGGTTTTACCG Intron 6
5 M5-ABOex7-F AGGACTCGCTCAGGACAGG Intron 6 701
M8-ABOex7-R CTTGTTCAGGTGGCTCTCGT Exon 7
3 M7-ABOex7-F CTTCCTCAGCGAGGTGGATT Exon 7 567

M4-ABOex7-R  GGACGGACAAAGGAAACAGA 3'-UTR
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Table 2: Alleles, lenght of fragment amplified and number of fragments obtained after
digestion with the enzyme Kpn I.

Genotypes Amplified Fragments (bp) Fragments after digestion with Kpn | (bp)
AA 450 450
AO 450/449 450 /325/ 124
BB 450 450
BO 450/449 450/325/124
AB 450 450
(o]0 449 325 /124

Non deletional O shows the same pattern of A or B.
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Table 3: Combined results of serological and molecular analysis of the cases investigated in this study.

C ional Modified methods Conventional/ Modified
Cases » RP Antiserum Red blood cells Lectins Eluates Phenotypes® 261G>del ABO genotypes Phenotypes®
A B AB Al B o Al H Al B
M1P [0} A w 0 w 1 4 1 0 4 4 NT Aweak G/del 001/Aw38° A,
Mm2p B AB w 4 4 2 0 0 0 1 4 NT AweakB G A201/B101 A,B
M3D AB B 3 4 a4 4 0 0 0 0 NT NT AB G A201/B101 A;B
M5D 0 B [v] 0 0 4 2 0 0 4 NT 0 [o] del 001/011 0,
M7D A AB 4 0 4 0 2 0 4 0 NT 0 A G A101/A101 AL
M9D (o] AB 0 0 0 w 1 0 0 3 0 0 [¢] Del 001/001 0,
M10D [0} A L] 0 0 w 4 0 0 a4 0/1¢ NT Aweak G/del Ael01/002 Aq
M14D B B! w 4 4 3-4 0 0 0 2 4 NT AweakB G A201/B101 A;B

? Inferred from serology;

°New allele;

“Inferred from sequencing;
YWeak reactive in microplate test;
€ Modified methods

FP, forward phenotyping; RP, reverse phenotyping.
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Table 4: Results of the main variants identified by sequencing.
Locus ABO Exon 6 Intron 6 Exon7 3'UTR
Nucleotide 261 1007 429 467 526 542 646 657 681 703 771 796 803 804 829 930 1061
NG006669.1° G G G C C G T C G G C C G G G G C

Case Allele name
mip G/del G/A G/A /T C/del 001/Aw38
m2p T /G /T G/A C/A  G/C G/A  C/del A201/B101
M3D T C/G /T G/A C/A  G/C G/A  C/del A201/B101
M5D del AG  T/A G/A /T G/A 001/011
M7D A101/A101
MSD del 001/001
M10D G/del T/A G/A T insG  G/A Ael01/002
M14D /T ¢/G /T G/A C/A  G/C G/A  C/del A201/8101

“Reference sequence of the ABO system;

°New allele.
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Titulo: Quimerismo entre gémeos dizigéticos com campo misto na

fenotipagem eritrocitaria ABO.

Autores: Marcos Paulo Miola; Alessandra Pulier da Silva; Alessandro Garcia
Lopes; Roberta Maria Fachini; Octavio Ricci Junior; Cinara de Cassia Brandao

de Mattos; Luiz Carlos de Mattos.

Pontos chave:
e Primeiro estudo de quimerismo gemelar descrito no Brasil
e Resolucéo soroldgica de discrepancia em campo misto.
e DNA extraido a partir da saliva ndo é adequado para resolucdo de

quimerismo.

Resumo: Quimerismo gemelar € um evento raro em humanos e sua deteccao
€ geralmente incidental. O esclarecimento destes eventos requer estudos de
familiares, precedentes médicos além de andlise de células hematopoiéticas e
de outros tecidos. As interacdes soroldgicas, bioquimicas e genéticas entre os
sistemas ABO, Lewis e Secretor, embora sejam bem conhecidas, nem sempre
sdo exploradas na resolucdo de casos de quimerismo hematopoiético. Neste
estudo, descrevemos um caso raro de quimerismo entre gémeos de sexos
distintos, com aparente fen6tipo AB em campo misto, resolvido com uma
abordagem sorolégica baseada na separacdo de hemacias e confirmado pela
analise molecular dos genes ABO e FUT2. Os resultados revelaram a presenca

de quatro alelos ABO (A101, B101, O01 e 0O02) e trés 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 gémeos. O DNA extraido de swab bucal revelou os gendtipos ABO
(A101/B101) e FUT2 (SE*25.01.01/SE*25.01.01) no gémeo masculino e os
gendtipos ABO (001/002) e FUT2 (SE*01.04.01/SE*01.06.03) no gémeo
feminino. Nossos resultados demonstram a importancia do uso combinado de
meétodos soroldgicos e moleculares na resolucdo de casos de quimerismo

gemelar em humanos.

Palavras-Chave: Quimera, Eritrécitos, GEmeos Dizigoticos, Sistema do Grupo

Sanguineo ABO

Introducao

A identificacdo dos fendtipos eritrocitarios do sistema histo-
sanguineo ABO, com o uso de rea¢Bes de hemaglutinagcéo, € crucial para a
medicina transfusional e o transplante de o6rgdos sélidos.! Reacbes de
hemaglutinagdo em campo misto, ocorrem devido a diferentes fatores tais
como: troca de células materno-fetal (miroquimerismo), troca de sangue entre
0s gémeos por fusdo dos vasos sanguineos (quimerismo gemelar) ou por
transfusdo ABO heterogrupo. Estas situacdes requerem investigacao imediata
para evitar o comprometimento da seguranca transfusional.?

Quimerismo gemelar é um evento raro, normalmente encontrado por
acaso, pois ndo causa nhecessariamente alteracdes fisiologicas, mas pode
apresentar dupla populacdo de eritrécitos. Pode ser observado entre gémeos

dizigéticos que possuem antigenos eritrocitarios distintos em diferentes
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sistemas de grupos sanguineos.® A diminuicdo de células quiméricas ao longo
da vida pode dificultar a deteccdo e caracterizagdo de quimerismos.* Nestas
condicles, torna-se necessario o uso combinado de métodos soroldgicos e
moleculares para resolucdo adequada.3®

Estudos de quimerismo sdo mais comuns em pacientes submetidos
ao transplante de medula 6ssea.*® Contudo, com pouco mais de 100 casos na
literatura, este fendbmeno é raramente descrito entre gémeos.”® Rodriguez-
Buritica e colaboradores'? relataram um caso onde a comparacéo de genétipos
de sangue e pele revelou que o quimerismo também estava presente na pele.
Lee e colaboradores® descreveram um caso em que 0s gémeos foram
classificados como subgrupo B3 ao nascimento. Posteriormente, novos testes
puderam concluir pela quimera com presenca dos grupos B e O. Pruss e
colaboradores’ descreveram um caso de paciente que apresentou reacdo
hemolitica apdés receber uma bolsa de doador quimérico. Estes estudos se
valeram do uso de métodos sorolégicos 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 gémeos dizig6ticos

com reacao de hemaglutinacdo de campo misto na fenotipagem ABO direta.

Material e Método:
Descricao do caso:

Um caso de doador de sangue AB (probando) com reacdo em
campo misto na prova direta, sem discrepancia aparente com prova reversa,

observado no Servico de Hemoterapia do Hospital Naval Marcilio Dias da
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cidade do Rio de Janeiro foi encaminhado ao nosso laboratério para estudos
sorologicos e moleculares.

O doador possui uma irma gémea nao idéntica e sexo oposto que
apresentou o mesmo perfil sorolégico para o sistema ABO. A investigacdo foi
ampliada com analises de outros membros da familia (Pai, Mae e irma nao
gémea) para resolucéo do caso. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da FAMERP (CAAE 34163114.6.0000.5415). Todos os sujeitos
da pesquisa receberam informacdes sobre os objetivos do estudo e assinaram

o termo de consentimento informado.

Estudo Soroldgico:

A fenotipagem eritrocitaria ABO do doador e de sua irma gémea,
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 trés 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 inibicdo de hemaglutinagdo em saliva
para analise dos antigenos ABH foram realizados em tubos utilizando-se os
mesmos antissoros da fenotipagem eritrocitaria ABO.

Foram realizadas fenotipagens eritrocitarias 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 eritrocitaria e salivar do
sistema Lewis (Le? LeP), foram realizadas em tubos e por inibicdo da
hemaglutinacéo, respectivamente, com o0s antissoros anti-Le? (clones LEAZ;
e3643B9) e anti-LeP (clones LEB2; GX336) (Lorne Laboratories, US; Fresenius-

Kabi, Brasil).

Separacdo das hemacias em campo misto:

As hemacias 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 hemacias reativas foram separadas em tubos
e tratadas com Ditiotreitol (DTT) 0,2M para remocé&o dos anticorpos anti-A,B.*!
Em seguida foram refenotipadas em tubos e em colunas de gel com os
anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B. As hemacias nao reativas foram lavadas
para remocao microesferas do gel, refenotipadas em tubos e em colunas de gel

para os antigenos ABO (A, B, AB) e Rh (C, E) que apresentavam campo misto.

Estudos Moleculares dos genes ABO e FUT2 (Secretor):

O DNA genbmico foi extraido 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-cloroférmio.
As genotipagens convencionais ABO e FUT2 foram realizadas com o uso do
método PCR-RFLP e enzima de restricdo Kpn | e Ava Il, respetivamente, com
modificacGes do protocolo de Mattos e colaborares (2001)!2 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 caracterizagdo dos alelos, foram realizados com o uso de Kkits
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.** Todos os primers

utilizados nas andalises do sistema ABO neste estudo estdo na tabela 1.

Tabela 1. Relag&o dos primers, localizagdo no cromossomo, tamanho do fragmento e

genes sequenciados.

Nome Primer 5’ > 3’ Localizacdo 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 enzimatico com enzima de restricdo Kpn |, para
avaliacdo da mutacao 261delG (além do sequenciamento); ** Fragmento utilizado no
corte enzimatico com enzima de restricdo Ava ll, para avaliagdo da mutacdo 428A>G

(além do sequenciamento).

Neste estudo, utilizamos a terminologia tradicional para fendtipos e
antigenos.(7, 30, 42) Para os alelos utilizamos a terminologia disponivel no

Banco de dados de glébulos vermelhos humanos (dbRBC).¢
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Resultados e Discusséo

As analises sorologicas do probando (M13.1) apresentaram
resultado em campo misto quanto do uso dos antissoros para 0s antigenos
ABO (A, B, AB) e Rh (C, E). Seus resultados foram idénticos aos de sua irma
gémea (M13.2). Estes padrdes ndo foram observados nas analises soroldgicas
realizadas em amostras dos demais membros da familia (Figura 1). A
reatividade em campo misto com o antissoro anti-AB (fig. I-b), sugere que os
pais sdo heterozigotos para o sistema ABO (AO x BO) e que o probando e sua
irma gémea sejam portadores de ambos os gendtipos AB e OO. Nao foi
observada reacdo em campo misto na fenotipagem eritrocitaria do sistema
Lewis de ambos os gémeos [13.1: Le(at+b-); 13.2: Le(a-b+)]. Esta observacao
permitiu inferir gue um deles possui o feno6tipo ndo Secretor e outro Secretor,
fato que foi confirmado pelo teste de inibicAo da hemaglutinacdo em saliva,
pela genotipagem por PCR-RFLP e por sequenciamento (tabela 2). Estas
observacbes demonstram que o0 quimerismo exclusivo do tecido
hematopoiético ndo modifica a expressdo dos antigenos dos sistemas de
grupos sanguineos ABO e Lewis em outros tecidos. Pelo seu carater de
exclusividade, o gene FUT2 atua no controle dos sistemas ABO e Lewis no
intestino delgado, pancreas rins e glandulas exdcrinas, mas ndo no tecido
hematopoiético.1”18

Com o propésito de ampliar a investigacao soroldgica, utilizamos um
protocolo adaptado de Svensson e colaboradores,’® para separacdo das
hemacias em campo misto nas colunas de gel do probando e de sua irma

gémea, com o antissoro anti-A,B. As hemacias inicialmente reativas presentes
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no topo da coluna de gel foram tratadas com DTT 0,2M para remocdo dos
anticorpos anti-A,B. Em seguida foram refenotipadas em tubo para os sistemas
ABO e Rh e ndo mais apresentaram reacdo em campo misto (figura 1). As
hemacias inicialmente ndo reativas foram refenotipadas em tubos e em colunas
de gel para os sistemas ABO e Rh e também n&o mostraram reacdo em campo
misto (figura 1). Estas estratégias metodologicas adotadas demonstraram ser
cruciais para a resolucdo sorolégica do quiremismo hematopoiético com
meétodos soroldgicos. Estes resultados combinados com aqueles obtidos das
analises da saliva nos permitiram inferir que o probando (13.1) € do grupo AB e

sua irma gémea (13.2) é do grupo O.

13.3(Pai): B; Rh(c, e) 13.4 (M3e): A; Rh (C, E)

- - -

b’-ﬁg;gjéu._g.lgg Sl sl lals

C.
13.1 13.1e13.2
oM W J " ¥
13.2 |
i
: @ B8 S [ :
- e

Figura 1. Fenotipagens ABO, RhC, RhE dos pais (a), dos gémeos quiméricos (b) e
repeticdo da fenotipagem apds separacdo dos eritrécitos reativos dos ndo reativas

com anti-AB (c).
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A investigacdo molecular do DNA gendmico extraido do sangue
periférico, com o uso do método PCR-RFLP, demonstrou que o probando
(13.1) e sua irma gémea (13.2) apresentavam padrdo de heterozigose
compativel com a presengca de um alelo ndo O combinado a um alelo O
delecional, no gel de agarose, apés a digestdo do fragmento amplificado com a
enzima de restricdo Kpn |. Esta andlise é compativel com a presenca da
delecdo 261delG no exon 6 em um dos alelos.

As andlises de sequenciamento dos exons 6 e 7 e regides marginais
de aproximadamente 100pb dos introns 5, 6 e regido nao transcrita (3’UTR),
revelou a presenca de quatro alelos no tecido hematopoiético (sangue
periférico) de ambos os gémeos (Tabela 2). Considerando-se que 0 sistema
ABO apresenta padrdo de heranca mendeliana autossdmica,'® a presenca de
quatro alelos no mesmo individuo sugere fortemente a ocorréncia de
quimerismo hematopoiético. A combinacdo dos resultados sorolégicos e
moleculares indica dupla populagéo de eritrécito (AB e O) no sangue periférico
de ambos os gémeos. Pelo conhecimento dos autores, esta condigdo nao foi
previamente descrita.

Para confirmar o quimerismo hematopoiético, O DNA genbémico
extraido da saliva e de swab bucal foi analisado por PCR-RFLP e
sequenciamento 0s exons 6 e 7 e comparado aquele obtido do DNA gendmico
do sangue periférico. A analise da saliva apresentou resultado idéntico aquele
do sangue periférico. E possivel que contaminacdo da saliva com células
hematopoiéticas decorrentes de microlesdes, inflamagdes ou linfa tenha

contribuido para esta concordancia. Estas observagdes corroboram os dados
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relatados por Endler e colaboradores'® em estudos com pacientes
transplantados.

Por outro lado, o sequenciamento do DNA gendémico extraido do
Swab bucal mostrou a presenca dos alelos A101 e B101 no probando (13.1) e
dos alelos O01 e O02 em sua irma gémea (13.2) (Tabela 2). O DNA gendémico
extraido do swab bucal parece ser mais adequado para esclarecimentos de
casos de quimerismo hematopoiético uma vez oferece menor risco de
contaminagdo com células hematopoitéicas. Sua coleta ndo implica forcar a
mucosa para 0 processo de salivacdo, fato quem pode contribuir com a
contaminacao. Além disso, possibilita a escolha da area da mucosa na qual o
swab sera levemente friccionado. Os cuidados adotados neste estudo para
obtencdo e analise do DNA gendmico da saliva corroboram os relatos de
Thiede e colaboradores.?° A fim de esclarecer a auséncia de antigenos A
e B nos eritrocitos com fendtipo O e dar maior fundamentacédo a este caso,
utilizamos os métodos PCR-RFLP e sequenciamento do intron 1, do exon 2 e
da regidao 3’'UTR do gene FUT2 com o propdésito de confirmar o status Secretor,
haja vista as fenotipagens eritrocitarias Lewis e a reacdo de inibicdo da
hemaglutinacdo da saliva sugerirem que o probando (13.1) € ndo Secretor e
sua irma gémea (13.2), Secretor.

As andlises do sangue periférico do probando (13.1) e de sua irma
gémea (13.2) indicaram a presenca de heterozigose do gene FUT2 (Tabela 2),
com o uso do método PCR-RFLP. Este dado é discordante daquele verificado
na fenotipagem eritrocitaria Lewis e na reacédo de inibicdo da hemaglutinacao

da saliva para o probando (13.1), mas nao para sua irma gémea (13.2).
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Tabela 2. Resultados dos testes soroldgicos e moleculares (sangue, saliva e swab).

Genotipagem**

ABO Saliva L.
Fenétipo
Prova Direta Antigenos ABO FUT2 (Status secretor)
Amostras A B AB 0 Lewis ABO Lewis Sangue Swab Sangue Swab
13.1 SE*01.04.01/SE*01.06.03/SE*25.01.01 SE*25.01.01/SE*25.01.01
M M M - AB - 101/B101 1 2 A101/B101
(Probando) ¢ ¢ ¢ 0 LD /0 £ ST O YL (Se/Se/se) (se/se)
* * * * *

13.2~ i cM M M N a+b+ AB/O a-b+ A101/B101/001/002 001/002 SE*01.04.01/SE*01.06.03/SE*25.01.01 SE*01.04.01/SE*01.06.03
(Irma gémea) (Se/Se/se) (Se/Se)

* * _
13.:% 0 4 4 NT NT B a-bs B1/002 i SE*01.06.03/SE*25.01.01
(Pai) (Se/se)
134 SE*01.04.01/SE*25.01.01 -
(M3e) 4 0 4 NT NT A a-b+ A1/001 - (se/se)

* * _
13.5~ 4 4 4 NT NT AB a+b- A101/B101 ) SE*25.01.01/SE*25.01.01
(Irm3) (se/se)

NT = Nao testado;
Se: alelo secretor;

se: alelo nao secretor;

SE*01.06.03: novo alelo caracterizado neste estudo (GenBank acesso: KX550421);

**Analise de saliva apresentou 0s mesmos resultados que o sangue periférico;
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O sequenciamento do intron 1, do exon 2 e da regidao 3'UTR no DNA
gendmico do sangue periférico do probando (13.1) e sua irméo gémea (13.2)
revelou a presenca de dois alelos Secretor e de um nao Secretor. Esta mesma
analise a partir do DNA gendmico do swab bucal revelou que o probando (13.1)
€ de fato ndo Secretor e sua irma gémea (13.2) € Secretor. Este ultimo
resultado € concordante com aqueles verificados tanto nas fenotipagens
eritrocitaria e salivar do sistema Lewis.

O sequenciamento das regides do gene FUT2 demonstrou a
presenca de um alelo ndo previamente relatado, mas nao registrado nas bases
de dados. Este alelo foi depositado no GenBank com numero de acesso
KX550421 e nomeado como FUT2 375G, 1009G (SE*01.06.03).

A duas mutacdes presentes neste alelo foram relatadas por Koda et
al em um estudo de filogenia em africanos.?! O SNP da posicdo 375A>G foi
encontrado pela primeira vez na populacdo Africana em 1998 (alelo Se37%), com
uma frequéncia de 0,015% e posteriormente na populacdo de Nova Guiné, com
frequéncia de 0,37. O nucleotideo G na posicdo 1009, que ocorre com
frequéncia de 33% na populacdo em geral e em até 55% dos africanos, esta
associado ao SNP 1011C na regido 3'UTR, formando um haplétipo. Contudo,
todos os outros alelos FUT2 descritos, exceto o se*?8, possuem 0s
nucleotideos A e T nas posi¢des 1009 e 1011, respectivamente.

O alelo SE*01.06.03 encontrado na irma gémea (13.2) e em seu pai
(13.3) possui a mesma sequéncia daquele relatado por Koda e colaboradores?!
em um africano, no alelo Se3”> com o SNP 1009G. Em outro estudo, Koda e

colaboradores sugere que o SNP Se3"® é ancestral e reflete a migracdo dos
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primeiros humanos da Africa para a Nova Guiné.?® Diante deste quadro,
supomos que mutacdo 1009G surgiu pontualmente neste caso, pois este € 0
primeiro relato que descreve o SNP 1009G sem alteracao na posicdo 1011 em
um individuo Brasileiro de etnia mista, com ascendéncia caucasiana e
amerindia. Pelo conhecimento dos autores este € o primeiro relato de
quimerismo duplo com a presenca de quatro alelos do gene ABO e trés alelos
do gene FUT2, ambos com os alelos funcionais e nao funcionais em
heterozigose no tecido hematopoiético. A figura 2 mostra o heredograma da

familia investigada.

M13.3 5
B (B101/002) A (A101/001)
Le(a-b+) Le(a-b+)
SE*01.06.03/SE*25.01.01 (Se/se) SE*01.04.01/SE*25.01.01 (Se/se)
M13.5 M13.2 M13.1
AB (A101/B101) AB + 0O (CM) AB + 0 (CM)
Le(a+b-) Le(a-b+) Le(a+b-)
SE*25.01.01/5E#25.01.01 (se/se)

ABO: ABO:
Sanhgue: 001/002/A101/B101 Sangue: 001/002/A101/B101
Epitélio bucal: 001/002 Epitélio bucal: A101/B101
FUT2: FUT2:
Sangue : SE*01.04.01/SE*01.06.03/SE*25.01.01 Sangue: SE*01.04.01/SE*01.06.03/SE*25.01.01
(Se/Se/se) (Se/Se/se)
Epitélio bucal: SE*01.04.01/SE*01.06.03 (Se/Se) Epitélio bucal: SE*25.01.01/SE*25.01.01 (se/se)

Figura 2. Heredograma familiar com caso de quimerismo e descri¢édo de alelos ABO e
FUT2

Concluséao
Este estudo esclareceu um caso de quimerismo hematopoiético permanente
entre gémeos com o uso de uma técnica diferenciada de separagédo de células

em campo misto combinada a métodos soroldgicos e moleculares.
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3.1 Conclusdes Gerais

As analises dos casos com discrepancias estudados indicaram que
antigenos do sistema histo-sanguineo ABO apresentam melhor reatividade em
técnicas adaptadas, tanto na prova direta quanto na reversa, porém concluimos
desnecessario 0 uso de métodos de reforco na prova reversa, por nao
acrescentarem resultados confiaveis ou que contribuam com a identificacdo do

antigeno.

Os resultados deste estudo demonstram que testes soroldgicos
apresentam limitacbes e nem sempre sdo conclusivos na resolucdo de
discrepancias entres fenotipagens direta e reversa, indicando que analises
moleculares (PCR-RFLP, sequenciamento) sdo importantes para adequada

identificacéo e classificacdo dos alelos dos genes ABO e FUT?2.

As investigacbes de tecido do epitélio bucal e secrecbes salivares
demonstraram ser fundamentais no esclarecimento de um caso com
reatividade em campo misto. No entanto, foi constatada contaminagcdo da
saliva por células do tecido hematopoiético, demonstrando que este ndo é um
bom material para os testes moleculares em casos de quimerismos

hematopoiéticos.
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Apéndice 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Conselho Nacional de Satde - Resolugdo CNS 196/96)
Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa denominada Investiga¢ao soroldgica
e molecular das variagdes na expressdao dos antigenos dos sistemas de grupos sanguineos
humanos, avaliada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Medicina de S3do Jose do Rio Preto. Sistemas de grupos sanguineos humanos sdo
caracteristicas genéticas que produzem variacdes nas moléculas (antigenos) presentes na
membrana dos eritrdcitos (gldbulos vermelhos do sangue).

Esta pesquisa tem como objetivos identificar os fatores que interferem na identificacdo dos
tipos sanguineos ABO (A, B, AB e 0). Os resultados desta pesquisa poderdo ajudar na
compreensdo dos fatores que dificultam a correta identificacdo dos tipos sanguineos de
algumas pessoas que possuem tipos sanguineos ABO raros (receptores e doadores de sangue)
e ainda auxiliar os hemocentros, os bancos de sangue e os laboratdrios clinicos a classificarem
corretamente o sangue destas pessoas para efeito de transfusdo e doacao.

A sua participacdo nessa pesquisa é voluntaria e de extrema importancia e vocé ndo perderd
os beneficios do atendimento médico aos quais tem direito, caso decida ndo participar ou
mesmo se voceé se retirar dessa pesquisa a qualquer tempo. Vocé poderd 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 terd também o direito de retirar a amostra ou
quaisquer de seus dados de nosso banco de armazenamento de dados no momento em que
vocé desejar. Em hipdtese alguma, seus dados serao divulgados de forma individual.

Para participar como voluntdrio nessa pesquisa sera necessario vocé nos autorizar a colher
duas amostras de seu sangue para a realizagcdao dos exames de tipagem sanguinea. A coleta de
sangue é realizada com a introdu¢do de uma agulha estéril na veia e de acordo com a sua
sensibilidade, vocé podera sentir uma leve ardéncia no local. O risco da coleta de sangue
podera incluir vermelhiddo e raramente deixa o local de introducdo da agulha inchado e com
manchas roxas. O seu sangue sera utilizado apenas para analises cientificas e serad estocado em
um banco de amostras do Laboratério de Imunogenética, podendo ser utilizado para novas
pesquisas, dentro de no maximo cinco anos. Quaisquer andlises adicionais a serem realizadas
em sua amostra de sangue deverao obrigatoriamente estar vinculadas ao presente projeto.
Vocé deve saber que ndo havera riscos de qualquer tipo de contaminag¢do durante a coleta de
seu sangue, pois o material utilizado sera individual e ndo contaminado. Esse material é
totalmente estéril (seringa, agulha, algoddo com 4dlcool) e Unico para cada pessoa. Apds a
coleta de seu sangue, as agulhas, seringas e algod3o utilizados serdo colocados em saco de lixo
e descartados em local seguro. Esses procedimentos serdo realizados por profissionais com
experiéncia.
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Se for seu desejo, vocé sera informada (o) de todos os resultados dos exames que serdo
realizados em seu sangue e eles serdo mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for
encerrada antes do periodo previsto, vocé também sera informada. Caso ocorram danos de
qualquer natureza durante a coleta de sua amostra de sangue, vocé recebera toda assisténcia
médica gratuitamente.

Se vocé tiver qualquer duvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesGes relacionadas a
coleta de sangue, entre em contato com o Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos pelo telefone ou pelo
endereco abaixo indicados. Caso vocé tenha qualquer divida sobre seus direitos como sujeito
de pesquisa, vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813. Vocé recebera
uma copia deste formuldrio de consentimento livre e esclarecido assinado e datado.

Declaragao do sujeito da pesquisa

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Investigacao sorolégica e molecular das
variagbes na expressido dos antigenos dos sistemas de grupos sanguineos humanos”.
Autorizo a estocagem da amostra de meu sangue no banco de amostras do Laboratdrio de
Imunogenética do Departamento de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de Sao José
do Rio Preto (FAMERP) e sua utilizagcdo para novas pesquisas vinculada a este projeto, desde
gue seja mantido o sigilo absoluto das informacdes por mim prestadas. Li e compreendi essa
declaracdo 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 beneficio aos quais tenho direito.

( ) Desejo saber os resultados de meus exames ( ) Ndo desejo saber os resultados de meus

exames

................... FRSURTR o [ <SSR o [ < SRR

Responsavel pela discussdo do consentimento Assinatura do sujeito da pesquisa ou seu
livre e esclarecido representante legal

Pesquisador responsavel

Enderego para contato:

Laboratério de Imunogenética

Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S J do Rio Preto
Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416

Sao José do Rio Preto - 15090-000

Fones: (17) 3201-5854 (Faculdade)
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Apéndice 2. Ficha de dados clinicos e familiar

FORMULARIO DE INVESTIGACAO DO SISTEMA HISTO-SANGUINEO ABO

e

-1

OO

Labaratdrio de Imuncgendtica
Divpuert mwanas s Mislinghs Mhchirelr

DADOS E QUESTOES NECESSARIAS PARA RESOLUGAO DE DISCREPANCIA ABO

Nome:

Data de Nascimento:

Identificagdo numérica:

Local de origem (Instituig3o):

Descrigdo do caso, incluir: informagbes dinicas disponiveis (idade, sexo, etnia, historia
transfusional, diagndstico, medicamentos usados, etc.), além dos resultados obtidos nos

testes realizados no laboratorio do respectivo servigo.

Dados adicionais:

1.

Possui irmaos? Quantos?

. Possuiirm3o(s) gémeo(s)?

Qual o grupo sanguineo dos pais e dos irmdos?
Fica doente com frequéncia?

Faz uso de medicamentos, quais?

Fez cirurgias, transplantes?

Fez tratamento para alguma doenga?

Qual a profissdo?

Obs.: O estudo familiar pode estabelecer um padrio de heranga e o background
genético. Portanto é importante amostras de ascendentes e descendentes, sempre
que possivel.



Apéndices | 123

Apéndice 3. Protocolos de coleta, armazenamento e transporte de amostra de
sangue periférico

FORMULARIO DE INVESTIGACAO DO SISTEMA HISTO-SANGUINEO ABO

OO

\Q)‘ Laboratério de lmunogenética

Dvyrettorw mms dbs Dodeghs Mo duvelr

ROTEIRO:

Para encaminhamento de amostras de sangue 3o Laboratorio de Imunogenética, Departamento
de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de S3o José do Rio Preto — FAMERP,

providenciar:

1) Preencher os dados e as questoes relacionados ao Doador/Paciente e familiares. Providenciar
o termo de consentimento livre e esclarecido dos participantes.

2) Para a coleta das amostras de sangue, n3o € necessario nenhum preparo prévio do doador
ou paciente:

v preferencialmente, enviar amostras recentemente colhidas.

v As amostras devem estar claramente identificadas com nome, nimero de prontuario ou
numero de identificag3o do paciente.

MATERIAL / AMOSTRAS: Investigacoes de discrepancias ABO, n3o resolvida sorologicamente.
v’ Sangue periférico ou concentrado de hemacias:

A fim de garantir que a quantidade de amostra sera suficiente para a realizag3o de todos os
testes necessarios, enviar no minimo 10 mL (2-3 tubos) de sangue total colhido com
anticoagulante EDTA.

NaGo enviar concentrado de hemacias de bolsas filtradas.

v’ Soro:

Separar o soro do coagulo e enviar apenas o soro, em torno de 5 mL.

v Saliva:

Solicitar protocolo se requerida 3 coleta

3) Transporte das amostras - Caixa de isopor com gelo recidavel.

v Os tubos devem estar bem tampados e n3o podem ficar em contato direto com o gelo.

Encaminhar A/C de Marcos Miola ou Prof. Luiz C. de Mattos:

Endereco:

Laboratorio de Imunogenética, Departamento de Biologia Molecular, Faculdade de Medicina de
$30 José do Rio Preto (FAMERP)

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - CEP: 15090-000 - Vila S3o Pedro - 530 José do Rio Preto,
SP.

Telefone: (17) 3201-5854 - Fax: (17) 3201-6201

E-mail: luz.demattos@famerp.br/ mpmiola@gmail.com
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Apéndice 4. Protocolos de coleta, armazenamento e transporte de amostras
de saliva e swab

é : OO
{ ) Laboratdnio de Imunogenética

Dioyatt svwaes s Bidgls Miewur

PROTOCOLO PARA COLETA DE SAUVA E SWAB

1. Procedimento de preparo, salivagao e coleta da saliva:

| \
1.1.Lavar a boca (bochecho) com H20 destilada ou filtrada; L‘T/\ \
1.2.Coletar a saliva (n30 0 escarro) no pote coletor. R
Estimular a salivagao natural e cuspir no pote (+/-amL); u

1.3.Congelar (-20°C) e encaminhar no gelo seco.

2. Coleta de com Swab de células da mucosa bucal (raspagem):

2.1.Esfregue um swab estéril na parte interna da bochecha por cerca de 60 segundos.
Realize movimentos para cima, para baixo e |
circulares; f l 2 Uﬂ

2.2.Corte 3 haste do swab e coloque o material em um S )

microtubo tipo eppendorf de 2ml, devidamente
identificado; 1
2.3.Colete dois swabs para cada individuo. Um para cada bochecha; i

¢
(2]

2.4.Deixe 0os microtubos abertos por até uma hora para secar o material
coletado.

2.5.As amostras coletadas em swabs e secas podem ser transportadas em temperatura
ambiente, refrigeradas ou até congeladas, sendo estaveis por até uma semana.

Obs.: E importante n3o comer ou beber nada além de 3gua no periodo de uma hora antes
da realiza¢3o da coleta. Também n3o deve-se fumar. Teste de DNA podem ser dificultados
se essas etapas nao forem seguidas, porque o perfil do DNA pode ficar degradado.

Encaminhar A/C de Marcos Miola ou Prof. Luiz C. de Mattos:

Enderego: Laboratorio de Imunogenética, Departamento de Biologia Molecular, Faculdade de
Medicina de S30 José do Rio Preto (FAMERP)

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - CEP: 15090-000 — Vila S30 Pedro - 530 José do Rio Preto,
sP.

Telefone: (17) 3201-5854 - Fax: (17) 3201-6201 - E-mail: [yizdemattos@famerpbr /
. .
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Apéndice 5. Resumo apresentado na forma de poster durante o Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular — HEMO 2014, 6-9
de novembro de 2014, Florianépolis, SC, Brasil.

838. TRANSFUSAO DE CONCENTRADO DE HEMACIAS RH
FENOTIPICAMENTE COMPATIVEIS NAO EXCLUI RISCO DE
IMUNIZAGAO POR ANTI-F

Miola MP?, Fernandes RG?, Fachini RM®®, Jiinior OR*®, Mattos LC®

= Hemocentro de Sdo José do Rio Preto, Ribeirao Preto, SP, Brasil
b Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP), Sdo José do Rio
Preto, SP, Brasil

Introdugdo: A identificacio dos antigenos eritrocitarios mais imunogé-
nicos € recomendada para prevenc¢ao da aloimunizacao na politransfu-
sdo. Os antigenos D, C, ¢, E e e do sistema Rh s3o comumente fenotipa-
dos, pois induzem a producao de anticorpos de importancia clinica. A
identificac@o destes e outros aloanticorpos pode ser dificultada na pre-
senca de autoanticorpos anti-Rh. O antigeno f(ce;ISBT RH6) é expresso
apenas a partir de haplétipos em que ¢ e e estdo ligados no mesmo gene
RHCE em posi¢ao cis [R'r(DCe/dce), R°R? (Dce/Dee)etc], mas ndo em trans
[R'R? (DCe/DcE) etc]. £ mais frequente em africanos(92%) que em cauca-
sianos(65%) e asiaticos (12%). O anticorpo anti-f € clinicamente impor-
tante e pode ter implicagdes na doenga hemolitica do recém-nascido e
na reacao transfusional tardia. Relato do caso: Paciente caucasiana, 74
anos, em tratamento de mielofibrose ha cinco anos, com hipertensio
arterial sistémica. Refere dor epigastrica, com hiporexia e adinamia im-
portante, hemoglobina de 6 g/dL. Solicitado duas unidades de concen-
trados de hemacias(CH) para transfusdo. Registros dos ultimos cinco
anos mostraram teste de antiglobulina direta (TAD) e pesquisa de anti-
corpos irregulares (PAI) negativos. Apos trés anos, apresentou PAl+ com
anticorpo nao determinado (AcND), TAD+ e eluato negativo. Na fenoti-
pagem Rh (RH: 1, 2,3, 4, 5) foi observada dupla populag@o de células em
E*, sendo considerado E negativo para transfusio. Nos dltimos dois
anos, recebeu 20 unidades de CH R!R% R!r mantendo PAl+, com AcND e
TAD+/-(eluato negativo). No momento, apresenta PAIL, TAD e eluato po-
sitivos. Sua refenotipagem mostrou: 1, 2, 3, 4, 5 (R'r", Rr'ou R'R?). Os
anticorpos irregulares identificados foram: anti-f, autoanti-e e ACND. A
paciente recebeu CH R?R? devido a associagdo do autoanti-e com anti-f.
Discussédo: A presenca de aloanticorpo anti-f em paciente com autoan-
ti-e e historico de transfusdes fenotipicamente semelhantes para os
antigenos Rh chama a aten¢io para a presenca de um antigeno “oculto”
em determinadas fenotipagens que nao distinguem CH f{+(Rr, RI*) de
f-(R'R?, R'r", Rr') sem uso de genotipagem. A presenca de anti-f no re-
ceptor permite excluir, por meio da fenotipagem, as combinacdes aléli-
cas que expressam o antigeno f. CH R'R? ou R'1(D, C, ¢, E, e) s3o compati-
veis com R'R?, R'r"ou R’r’ do receptor, mas podermn induzir a producao de
anti-f. E comum na rotina transfusional o uso de CH compativel com o
fenétipo negativo do receptor, mas a preocupacao com seus fenétipos
positivos é menor. Do ponto de vista pratico, respeita-se muito mais a
fenotipagem Rh do que as combinacdes de seus haplétipos. Devido a
baixa frequéncia de anti-f, a preocupagio em identifica-lo € menor. Sua
comum associacao com autoanticorpos (anti-e ou anti-c) também difi-
culta a identificacio, podendo o mesmo ser incluido entre os AcND.
Portanto, a presenca do antigeno f no CH nem sempre é considerada e a
transfusdo € liberada com base nas provas de compatibilidade negati-
vas. Uma solug@o relativamente simples é selecionar CH R!R! ou R’R?
para transfus3o em pacientes imunizados ou na prevenc¢ao dos nao
imunizados. Conclusdo: Este relato demostra que apenas a fenotipa-
gem idéntica no sistema Rh ndo traz seguranga absoluta ao receptor e
desperta a atengao para os cuidados que se deve ter com os haplotipos
Rh necessarios para prevenir a imunizagio por anti-f.
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Apéndice 6. Resumo apresentado na forma de poster durante o Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular —- HEMO 2015, 19-22
de novembro de 2015, S&o Paulo, SP, Brasil.

811. ELEVAGAO DE TITULO DE ANTI-C E ANTI-FYA
RESULTA EM REAGAO HEMOLITICA TARDIA

Miola MP=¥, Fachini RM*?, Junior OR*F, Mattos LCP

= Hemocentro de Sdo José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil
b Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP), Sao José do Rio
Preto, SP, Brasil

Introdugao: A exposigao a antigenos eritrocitarios alogénicos por meio de
transfusbes sanguineas efou gestagdes pode resultar na producdo de alo-
anticorpos especificos. Anticorpos IgM de baixos titulos sao geralmente
observados na primeira exposi¢ao. Em uma resposta anamnesica, o anti-
corpo detectavel (IgG) aparece entre 2 a 7 dias, podendo atingir titulos
elevados de 7 a 10 dias. Relato do caso: Paciente do sexo feminino, 61
anos, com histérico de cirrose hepatica nao alcodlica, diabetes mellitus e
hipertensao arterial sistémica, diarreia ha sete dias, internada com desi-
dratagdo. Apresentando hemoglobina (Hb) de 7,7 g/dL, foram solicitados
dois concentrados de hemacias (CHs). Exames pré-transfusionais (PT):
ABO/RNhD: A+; pesquisa de anticorpos irregulares (PAI), autocontrole (AC)
e prova cruzada (gel Liss/Coombs): negativos. Apds transfusio dos dois
CHs, a Hb aumentou (10,7 g/dL) no primeiro dia de internagao (DI). No
terceiro DI observou-se queda da Hb (7,5 g/dL) e foram solicitados dois
CHs. A nova amostra para os PT, por ter ultrapassado 72 horas da primei-
ra, mostrou resultados idénticos aos da anterior. Portanto, a segunda
transfusao foi liberada. O acompanhamento da Hb (g/dL) entre o quarto
e 0 oitavo DI (exceto sexto DI) revelou: 10,7,10,0,8,5 e 7,6, respectivamen-
te. Foram solicitados mais dois CHs no nono DI. PT: PAI positivo; AC e TAD
negativos; fenotipagem RH: 1, 2, -3, -4, 5, (R,R,); KEL: -1 (K-); JK: 1, 2 [k
(a+b+)]; FY: -1, 2 [Fy (a-b+)]; MNS: -3, 4 [MNS (S-s+)], sem sinais de dupla
populagao de células. Painel gel Liss/Coombs mostrou-se positivo com
todas as células (4+), com autocontrole negativo. Painel enzimatico reve-
lou anti-c (titulo 1/4096, score 133) e aloadsor¢do com 4 ciclos (BioPeg +
Bromelina) revelou anti-Fy*. Evolugdo: Relatada enterorragia no segundo
DI. Para localizar a origem, foram realizados retossigmoidoscopia rigida
(quarto DI), colonoscopia (sétimo DI) e cintilografia com hemacias mar-
cadas (décimo DI), os quais nao evidenciaram sinais de sangramento in-
testinal. Fol registrada elevacao de ferritina de 134 ng/dL para 257 ng/dL
entre o primeiro e o sexto DI e observada ictericia (+/4) no décimo DI pela
primeira vez. Discussdo: O sangramento por enterorragia no segundo DI
pode justificar a queda da hemoglobina e a nao percepcao da ocorréncia
de hemdlise. Nao houve registro de reacdo hemolitica transfusional.
Contudo, a redugao da Hb entre o quarto e o oitavo DI, o TAD negativo no
nono DI, a auséncia de dupla populagao de células nas fenotipagens, o
aparecimento de ictericia leve e a ndo evidéncia de novo sangramento
sugerem hemélise devido a presencga dos anticorpos irregulares anti-c e
anti-Fy*. De fato, os quatro CH transfundidos entre o primeiro (R,R,) e 0
terceiro (R,R, eR,R ) DI apresentavam antigeno C e dois (um no primeiro e
outro no terceiro DI), o antigeno Fy=. Conclusao: Houve reacao hemolitica
transfusional tardia, resultante da subita elevacio dos titulos de anti-ce
anti-Fy* apés a transfusdo de CHs incompativeis (c+; Fy®+); a repeticio da
PAl em 72 horas nao evitou uma segunda exposicao a eritrocitos conten-
do antigenos incompativeis.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, vol.37, Supl. 1, 2015. ISSN 1516-8484/ e-ISSN 1806-0870




Apéndices | 127

Apéndice 7. Resumo apresentado na forma de poster durante o Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular —- HEMO 2015, 19-22
de novembro de 2015, S&o Paulo, SP, Brasil.

873. USO DE METODOS MOLECULARES NA RESOLUGAO DE
DISCREPANCIAS DO SISTEMA ABO

Miola Mp**?, Fernandes RG®, Fachini RM®*®, Junior OR**, Mattos LC?

a Hemocentro de Sao José do Rio Preto, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil
b Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), Sdo José do Rio
Preto, SP, Brasil

Introdugao: Apesar da facilidade de identificagdo sorolégica dos quatro
fenotipos do sisterna ABO, a caracterizagao dos subgrupos de A e de B re-
quer analises adicionais para esclarecer os fatores que afetam a expressao
dos antigenos e/ou dos anticorpos regulares deste sistema. A combinacao
de métodos sorolégicos e moleculares tem se mostrado essencial na inves-
tigacao dos subgrupos. Objetivo: Investigar, com métodos sorolégicos e
moleculares, as discrepancias nas fenotipagens direta e reversa do sistema
ABO. Método: Analise de amostras de receptores (R, n = 2) e doadores (D, n
= 3) com discrepancias nao resolvidas na rotina. Testes sorologicos adicio-
nais e analises do DNA genomico [PCR-RFLP (del261G, Kpn I)] e sequencia-
mento [éxon 6(ex6) e éxon 7 (ex7)] foram realizados. Resultados: As anali-
ses sorologicas mostraram os seguintes resultados: R1 (direta: O; reversa:
A) e R2 (direta: B; reversa: AB): adsorgao/eluigao revelaram fraca expressao
do antigeno A; D5 (direta: O; reversa: B), D9 (direta: O, reversa: AB) e D10
(direta: O; reversa: A): adsorgao/eluigao indicou auséncia de antigenos.
Analises da mutagao 261delG no ex6 por PCR-RFLP mostraram os seguin-
tes resultados: D5 e D9: homozigose; R1 e D10: heterozigoze; R2: auséncia.
O sequenciamento de ex6 e ex7/ revelou as seguintes mutagoes — reporta-
das e nao reportadas (%) - em comparagao ao alelo referéncia ABO*A1.01:
R1, ex6: 261delG/G; intron 6 (int6): 1007G/AS; ex7: 429G/AS, 467C/T e
1061delC/C, indicando presenca de um alelo A fraco e outro ABO*0.01. R2,
ex6: 297A/G; int6: 42G/T, 163T/C e 179C/T, ex7: 467C/T, 526C/G e 1061del-
C/C, indicando presenca de um alelo ABO"B1.01 e outro A fraco. D5: intron
S (int5): 527G/A; ex6: 261delG e 297A/G; int6: 89T/A, 163T/C, 188G/A e
1007G/AS; ex7: 429A/G8 542G/A, 646T/A, 681G/A, 771C/T e 829G/A, indican-
do presenca dos alelos ABO*0.01 e ABO*0.02. D9: ex6: 261delG, indicando
presenca de dois alelos ABO*0.01. D10: int5: 527G/A; ex6: 261delG/G e
297A/G; int6: 89T/A, 163T/C, 1007G/AS, 1011A/G e 1013G/A; ex7: 646T/A,
681A/G, 771C/T, 804insG/G e 829G/A, indicando presenca dos alelos
ABO*Ael.01 e ABO'0.02. Discussao: A fraca expressao do antigeno A res-
ponsavel pela discrepancia em R1 e R2 resulta das mutagoes 467C>T e
1061delC no ex7, conhecidas por caracterizar alelos A fracos. A presenca
deste alelo é concordante com a heterozigose (R1) e auséncia (R2) da muta-
¢ao 261delG no ex6. As amostras D5 e D9 sao do grupo O devido a homozi-
gose da mutacao 261delG, e as discrepancias resultaram da auséncia inde-
terminada dos anticorpos anti-B (DS) e anti-A e anti-B (D9). A amostra D10
é de fato do grupo A, devido a presenca de um alelo A fraco (ABO"Ael.01)
contendo a insergao de uma base G na posigao 804 do ex7 e em heterozigo-
se com a mutacao 261delG. Conclusao: Os resultados deste estudo de-
monstram que testes sorolégicos de adsorgao/eluigao podem apresentar
limitagoes e nem sempre sao conclusivos na resolugao de discrepancias
entres tipagens direta e reversa, indicando que analises moleculares (PCR-
RFLP, sequenciamento) sao importantes para a adequada classificagao dos
alelos variantes de subgrupos do sistema ABO.
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Apéndice 8. Participacdo como palestrante no First Latin American Transfusion
Science Course, 18-20 de abril de 2016, Lagoa Santa, MG, Brasil.

Tema: Discrepancias do sistema histo-sanguineo ABO: resolucao soroldgica e
molecular

Latin American Transfusion Science Course
April 18th to 20th, 2016 - Lagoa Santa - 3razil

Marcos Pauio A Analucia Girelo  Cristina Altobell Mayra Altobel
Micla Lourdes Rios do Brto do Brito
Barjas de Castro

4
2 d
Marcos Paulo Miola

Participou como palestrante no: Organizagao/Palestrante

First Latin American

Transfusion Science Course I‘/‘Q‘/ﬁ
AnaClaudiaPeron

Local/Data D e e s

Lagoa Santa/MG - 18 a 20 de abril de 2016

Palestra:
* Di

ias do sistema histo-sanguineo ABO: resolug’ ica e
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Apéndice 9. Resumo apresentado na forma de poster durante o Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular —- HEMO 2016, 10-13

de novembro de 2016, Florianépolis, SC, Brasil.

949. SISTEMA GERBICH E OUTROS SANGUES RAROS - UM
PROBLEMA A SER RESOLVIDO NO BRASIL

Hirose FF2b<, Garcia LA*b<, Buka ML2?<, Bassi MLB**<, Furlan AMab<,
Jinior FAAES2b<, Miola MP2}, Jinior OR*%<, Fachini RM2b<

2 Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), Sao José do Rio
Preto, SP, Brasil

b Hospital de Base, Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
(FAMERP), Sao José do Rio Preto, SP, Brasil

¢ Hemocentro de Sao José do Rio Preto, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil

Relato: Paciente masculino, 49 anos, negro, com distensao abdominal,
dispneia, perda ponderal e constipacao. TC de abdémen, Laparotomia
Exploradora, Bx e IHQ de lesao em Epiplon e Omento revelaram carcino-
matose avangada com Adenocarcinoma Mucinoso sugestivos de sitio
primario em estdmago. Devido a neoplasia avancada e més condicoes
clinicas, optou-se por medidas antidistandsia, com evolugao a ébito.
Relato de transfusao de 1 CH e 1 Bolsa de PFC em outro servigo. Exames
pré-transfusionais: ABO/RhD: A+; pesquisa de anticorpos irregulares:
positiva; autocontrole (AC): negativo; identificagao de anticorpos irregu-
lares (IAI) com painel testado na fase de antiglobulina humana: positivo
para todas as hemacias-teste, AC negativo; 1Al com painel de hemacias-
testes tratadas com enzimas: negativo; fenétipos: M+N+S+s-; D+C-
E+c+e+; K-k+, Kp(a-b+); Le(a-b+); Fy(a+b-); JK(a+b+); P1-; Lu(a-b+);
PP1PK+; Dib+; JMH+; LWa+; Yt(a+); Ge2-. Antigenos destruidos apés tra-
tamento com a enzima Tripsina, resistente com a enzima alfa-quimio-
tripsina e ao tratamento por DTT 0,2M. Teste de inibigao Anti-Ch/-Rg
positivo. Prova cruzada compativel com 4 hemacias Ge-, sendo inferida
presenca de anti-Ge2 (exames realizados em parceria com BioRad).
Apds contato com diversos servigos, identificamos um cadastro nacio-
nal de doadores raros, que contava com 3 doadores: 1 inapto por cardio-
patia e 2 por doagao recente, nao possuindo hemacias congeladas.
Discussao: Descrito em 1960, tornou-se um sistema de grupo sangui-
neo em 1990, nomeado Gerbich, em homenagem a uma das pacientes.
Possui trés antigenos alta frequéncia (> 99,9%): GE2, GE3 e GE4, que, as-
sociados, formam os fenétipos variantes Ge-negativo: Yus (Ge:-2, 3, 4),
Gerbich (Ge:-2, -3, 4) e Leach (Ge: -2, -3, -4). Anti-Ge tem importancia
clinica varidvel, geralmente IgG1, mas pode ter um componente IgM. O
Ministério da Satude nao possui uma politica bem implementada em
relacdo ao gerenciamento de hemaécias Ge- congeladas e a tecnologia/
treinamento para realizar o descongelamento. Se as bolsas estivessem
disponiveis, o ideal seria descongelar no momento da transfusao. Caso
os doadores nao estivessem inaptos, haveria possibilidade de aguardar
a doagao, liberagao, alinhar transporte, receber o CH e realizar o proce-
dimento com seguranga. Neste relato, a transfusao era incerta, mas op-
tar pelo procedimento sem dispor de reserva foi arriscado. Pelo fato de
ter sido um paliativado, a transfusao nao foi realizada. Embora fenéti-
pos Ge- sejam muito raros no Brasil e no mundo, exceto na regiao da
Melanasia, o suporte transfusional a pacientes imunizados pode ser
agravado pela falta de investimentos e/ou gerenciamento em progra-
mas para tnagem de doadores raros, cadastro, armazenamento por
congelamento e coordenagao do banco de sangue raro. Nos EUA, o ca-
dastro funciona desde 1959 (Tibor Greenwalt), atualmente com 51 mil
doadores e em torno de 90% de efetividade. H4 uma tentativa brasileira
com a portaria N°1440 de Setembro de 2015 que institui a Comissao de
Assessoramento Técnico em Sangue Raro. Conclusao: Apesar da rarida-
de, é uma questao atual a ser resolvida. Investimentos em fenotipagens
e genotipagens fomentando o cadastro nacional de doadores com fené-
tipos raros em um Programa e protocolos em nivel nacional e interna-
cional poderao proporcionar uma oportunidade de encontrar fenétipos
compativeis para pacientes aloimunizados, com rapidez e diminuigao
dos riscos.
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Apéndice 10. Resumo apresentado na forma de poéster durante o Congresso
Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular —- HEMO 2016, 10-13
de novembro de 2016, Florianépolis, SC, Brasil.

953. PRESENGCA DE ANTI-A1 PODE MASCARAR UMA
DISCREPANCIA ABO

Miola MP=?, Fachini RM*®, Janior OR*®, Mattos LC?

@ Hemocentro de Sao José do Rio Preto, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil
b Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), Sao José do Rio
Preto, SP, Brasil

Objetivo: Discrepancias ABO sdo caracterizadas por reagoes inesperadas,
fracas ou negativas, com as hemacias (Prova Direta, PD) ou com o soro
(Prova Reversa, PR), levando a resultados contraditérios. Subgrupos ABO
sao fenétipos que diferem na quantidade de antigenos. A expressao dos
antigenos A e B nao é estavel e pode ser alterada em véarios processos bio-
légicos. Anticorpos regulares sdo esperados na auséncia do antigeno cor-
respondente, proporcionando a formacao de padroes de aglutinagao.
Anticorpos irregulares anti-A1, presentes em alguns subgrupos de A, rea-
gem com epitopos de hemacias A1l. E possivel que anticorpos anti-A1 obs-
cureca discrepancias entre as PD e PR, dificultando a correta interpretacao
de alguns fenétipos ABO. O objetivo deste trabalho foi demonstrar que o
anticorpo anti-A1 pode mascarar discrepancia do sistema ABO. Material e
métodos: Oito amostras de doadores (D) e receptores (R), classificados
como B ou AB na PD e com reatividade fraca (< 3) com hemacia A1, na PR,
com ou sem discrepancias, foram analisados. Reagentes monoclonais
anti-A, anti-B, anti-AB e lectinas anti-A1l e anti-H foram testadas em tubos
e Gel Convencional (GC). Testes em Gel Neutro (GN) também foram realiza-
dos (15 min a 4°C com hemacias, PD, tratadas com enzimas). Trés amostras
foram selecionadas para sequenciamento dos éxons 6 e 7. Resultados: No
teste em tubo, todas as amostras apresentaram PD: AB e PR: B. No GC,
amostras R1, D3 e D4 nao reagiu com anti-A (PD: B) e R2, D3 e D5 reagiu
com hemacia A1l (PR: B); portanto, D3 nao apresentou discrepancia (PD e
PR: B). Em GN, todas as amostras apresentaram reagoes intensificadas na
PD e PR em comparagao ao GC, inclusive D3. GN, em comparagao com
tubo, apresentou maior reatividade somente em PR, sendo PD equivalente.
Sequenciamento de R1, R2 e D3 identificou que ambas possuem os alelos
A201/B101. Discussao: Testes em GC apresentaram reatividade mais fraca
em comparagao aos testes em tubo, principalmente na pesquisa de anti-
-A1. E possivel que a forca centrifuga desfaca as reacdes fracas durante o
trajeto das hemacias na coluna de gel. A presenga conjunta de anti-Al e
fraca expressao do antigeno A nos grupos AB pode mascarar a discrepan-
cia, sugerindo tratar-se de fenétipo B. Portanto, este anticorpo irregular
pode constituir um fator de risco na correta classificagao sorolégica ABO. O
anticorpo anti-A1 anulou a discrepancia na amostra D3 em GC, mas nao
em tubo. A fraca expressao do antigeno A responsavel pela discrepancia
nas amostras analisadas por sequenciamento resultou, em parte, da pre-
senga das mutagoes 467C > T e 1061delC no éxon 7, reconhecidas por ca-
racterizar alelos A fraco. Contudo, ndo é suficiente para explicar a reativi-
dade sorolégica distinta de R2, que possui padrao sorolégico de A2 em
relacao a R1 e D3, que apresentam reatividade mais fraca com anti-A do
que o convencional para A2. Como os alelos A201/B101 expressam GTA
variante e GTB funcional, respectivamente, a competi¢ao entre estas enzi-
mas pelo antigeno H favorece a sintese de maior quantidade do antigeno B
em relagdo a A. Este fendmeno, na auséncia dos anticorpos regulares, mas
na presenga de anti-A1 irregular, pode criar limitagdes para a correta inter-
pretacao de PD e PR de subgrupos ABO. Conclusao: A presenca de anti-Al
irregular pode anular as discrepancias no grupo AB, as quais podem ser
devidamente esclarecidas pela combinagao de métodos soroldgicos adicio-
nais e sequenciamento.

Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, vol.38, Supl. 1, 2016. ISSN 1516-8484 / e-ISSN 1806-0870




Anexos | 131

6. ANEXOS
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Anexo 1. Tabela com os resultados soroldgicos e moleculares dos casos analisados

Amostras Reacdo ¢/ hemacias : Reacao c{ F_’Iasma Adso_rg;ao- Fenétipo nt 261 Gen6tipo ABO FUT2
Soro Lectinas Hemacias Eluicao Secretor
Anti- Anti- Al B (0] Al B
Al B AB Al H
Mi1.1 0/w 0 0/w 0 4 0/1 4 0/1 4 NT Ay G/del 001/Aw38* AA
M1.2(Filho) 0 0 0 0 4 4 4 0 0 NT 0 del 001/001 AG
M2 0/w 4 4 0 1/4 0/1 0 0 4 NT A.B 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 0 del 001/011 AA
M7 4 0 4 3/4 0/4 0 0/2 0 NT 0 Ay G A101/A101 AA
M8.1 0 0 0/2 0 2/4 4 0 0 NT 0/4 Bw del 001/001 NT
M8.2(Mae) 0 0 0 0 4 4 4 0 NT NT 0 del NT NT
M9 0 0 0 0 3/4 0O/w 0/1 0 0 0 (0] del 001/001 GG
mM10 0 0 0 0 4/4  0O/w 4 0 w/l NT Ay G/del Ael101/002 AA
M13.1(Gl) CM CM CM 1/CM  2/4 0 0 0 NT NT AB/O G/del A101/B101/001/002 GG
M13.2(Gll) CM (@\] CM 1/CM  2/4 0 0 0 NT NT AB/O G/del A101/B101/001/002 GG
M13.3(Pai) 0 4 4 0 2/4 4 0 0 NT NT B G/del B101/002 GG
M13.4(Mae) 4 0 4 3/4 1/4 0 4 0 NT NT A G/del A101/001 GG
M13.5(Irma) 4 4 4 1/4 1/4 0 0 0 NT NT AB G A101/B101 AA
mM14 o/W 4 4 0 1/4 0-4 0 0 4 NT A.B G A201/B101 GA

Legenda: nt = nucleotideo; NT = Nao testado; CM = Campo Misto; 0/w = Reac¢do negativa com técnica padrdo e positiva fraca
com protocolo adaptado; 0 = negativo; 1, 2, 3 e 4 sdo graduacdes de intensidade de reacdo, onde 1 € mais fraco e 4 mais
forte; 0-3/1-4 = resultado de técnica padrdo versus adaptada; AA = ndo secretor; GG e GA = secretor; NUmeros de
identificacdo de amostras fracionados correspondem a estudos de familia, onde 0.1 é o probando; Gl = Gemelar um; GlI =

Gemelar dois; *Alelo identificado neste estudo
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Anexo 2. Resultados identificados com sequenciamento direto a partir da sequéncia referéncia do sistema ABO

Localizagéo Ex. 6 Int. 6 Ex. 7 3’ UTR
Nucleotideo 261 1007 429 467 526 542 646 657 681 703 771 796 803 804 829 930 1061
Fragmentos PCR- PCR-2
1 PCR-3
PCR-4 Genotipo

NGO006669.1 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 Gldel G/A G/A CIT Cldel O01/Aw38*
M1.2 del 001/001
M2 CIT CIG CIT G/A C/IA  GIC G/A  Cldel A201/B101
M3 CIT CIG CIT G/A C/IA  GIC G/A  Cldel A201/B101
M5 del AIG  TIA G/A CIT G/A 001/011
M7 A101/A101
M8 del 001/001
M9 del 001/001
M10 Gldel TIA G/A CIT insG  G/A Ael101/002
M13.1(Gl) Gldel CIG TA CIT GIA G/A CIT CIA GIC G/A  GIA A101/B101/001/002
M13.2(Gll) G/del CIG TA CIT GHA G/A C/IT CI/A GIC G/A G/A A101/B101/001/002
M13.3(Pai) G/del CIG TA CIT GHA G/A C/IT C/A GIC G/A G/A B101/002
M13.4(Mae) Gl/del A101/001
M13.5(Irm&) CIT CIG CIT G/A C/IA  GIC G/A  Cldel A201/B101
M14 CIT CIG CIT G/A C/IA GIC G/A  Cldel A201/B101
Cddon 88 143 156 176 181 216 219 227 235 257 266 268 269 277 310 354
aa ancestral \% P R W F H P G P L G \% L
Alteracéo fs \ L G X | H P S P M A fs M L fs+el

Legenda: aa = aminoacido; 'Sequencia Referencia; *novo alelo; fs = deslocamento do quadro de leitura; el = alongamento do

quadro de leitura em 21aas.
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Anexo 3. Quadro com os resultados do momento da resolucdo 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 0O/O A/?) 0O/O 0O/O 0/?) AB
Seq. 4 Aw38*%01 A2/B1  A2/B1  01/011 A1/A1 01/01 01/01 Ael/O2
Resolugao-Etapa 1-2.1* 1-2.1 1 1-3 1-2.2 1-3 1-2.2 14 1-2.1
Motivo 1Ag 1Ag anti-A1 JAC. JAC. JAC. lAc 1Ag lAg/anti-Al

Legenda: SC: técnica sorolégica convencional, SR: técnica soroldgica de reforco (adaptada); AE: adsorcdo-eluicdo convencional e de reforgo
(adaptada); Seq.: sequenciamento; |Ag: baixa expressao do antigeno na hemacias; |Ac: baixo titulo ou auséncia do anticorpo no plasma; 1-5: etapas
do protocolo; *So foi possivel 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 sequéncia referéncia do gene FUT2

Varicoes FUT2 (gDNA)
Identificacdo | Material Alelos Frequéncia | Fendtipos nucleotideos -->|.139|.102 |.75 | 171| 216| 357| 375| 428| 739| 960| 1009| 1011
Origem c6d. dbRBC 5'UTR > < 3'UTR
Referéncia 301 [o} 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 (o}
SE*01.04.01 (Se2: Se357) 0.46 secretor Japdo; 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 |CT|[A/G| C/T A/G|G/A|[GA|[A/G G T/C
13.4 (Mae) 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
13.1 (GI) Swab SE*25.01.01/SE*25.01.01 AB; Le(a+b-) (Brasil (Pardo) G C T G T A A G G Cc
] 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|GA|GA|AG| A/G | T/C
13.2 (GII) 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|[GA|A/G| A/G [ T/C
13.5 (Irmd) |[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
Residuo 5'UTR > 57 72 119 ( 125 | 143 | 247 | 320 < 3'UTR
Na referéncia [ [ A Y N[ EJw][G]T [
Na variante | [ A Y N E][X]s]T [

Legenda: GI: gémeo e probando; GII: irmd@ gémea; NG: Nova Guiné; Tai: Taiwan; SE*01.06.03 (FUT2: 375G, 1009G): alelo raro, sem registro nas bases de dados genéticas; KX550421: coédigo da submissdo
ao banco de dados (BGMUT-dbRBC).
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Anexo 5. Eletroferograma com as variagcfes de intensidade promovidas pela

quimera dupla em gémeos dizigéticos envolvendo quatro alelos.

Ex. 7 526 646 657 681 703
A101 C T C G G
001 C T C G G
B101 G T T G A
002 C A C A G

mMi13.1 G6TGEGCG cacitrcc CCABGTG Tcc@cTe CCCHEGCT

Mi13.2 cTcBcecc GAaGEircc CCABGIG Tcocc@cTe CCCHEGCT

Continuagdo...

Ex. 7 771 796 803 829 930

A101 C C G G G

001 C C G G G

B101 C A C G A

002 T A G

Mi13.1 CCcHaag _-‘LC!IGG GGGEGII cAaGEBTGC CCTHECTG

Mt ot )

mi13.2 ccclasc Taclrece GGGEGTIT gag@rec CCTECTG

g e 0 g Pt




