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A Deus; principio, meio e fim.
Dele, por Ele e para Ele séo todas as coisas.

A Ele a gloria por toda eternidade.



O uso da genotipagem de grupos sanguineos na pratica transfusional.
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Resumo

A determinacdo do perfil antigénico eritrocitario € de suma importancia para
receptores e doadores de sangue, principalmente para prevencdo de aloimunizacéo.
Por muito tempo, os grupos sanguineos tém sido definidos pelo simples método de
hemaglutinacéo direto ou reverso. Apesar de demonstrar eficiéncia para o que Ihe é
proposta, algumas limitagcbes inerentes a esta técnica restringem uma total
seguranca transfusional em determinadas situagdes. O conhecimento das bases
genéticas dos grupos sanguineos e os polimorfismos que o0s determinam,
possibilitaram a definicdo dos grupos sanguineos pela verificagdo dos genes que o
codificam. Esse novo método, denominado genotipagem, tem grande aplicabilidade
para pacientes politransfundidos, pacientes com anemia autoimune, risco de doenga
hemolitica do recém-nascido, tipagem de doadores, entre outros. Nao obstante
algumas limitagBes apresentadas pela técnica, ela € fundamentalmente promissora
na era do diagnostico molecular, para a qual toda a comunidade cientifica se
encaminha.
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1 Introducao

Os sistemas sanguineos sdo determinados pela presenca ou auséncia de
antigenos na membrana eritrocitaria. Tais determinantes antigénicos representam
uma variacdo hereditaria de proteinas, glicoproteinas e glicolipideos expostos na
superficie da célula (DANIELS, 2005; CASTILHO; PELLEGRINO, 2004).

Os antigenos dos grupos sanguineos sao formados a partir da expressao de
genes com no minimo dois alelos, em uma relacdo de dominancia e codominancia.
De fato, constituem um grupo de aloantigenos, por estarem presentes em alguns
membros de uma espécie e em outros ndo, expressando uma variabilidade genética
intraespecifica. Sendo assim, 0S grupos sanguineos sdo essencialmente
polimorficos e a base para esses polimorfismos sdo as diferentes mutacdes que
podem ocorrer na sequéncia do Acido Desoxirribonucléico (DNA) (COSTA, 2011).
Apesar de recombinacdes génicas, delecdes e inser¢cdes terem ocorrido ao longo da
evolucdo dos genes codificadores dos sistemas de grupos sanguineos, 0s
polimorfismos existentes originam-se predominantemente de polimorfismos de um
anico nucleotideo (SNPs) (DANIELS, 2005; WESTER et al., 2005).

O conhecimento dos antigenos eritrocitarios € fundamental na prética
transfusional, uma vez que a exposi¢do do individuo a antigenos ndo proprios, em
uma transfusdo de sangue nao compativel, pode ocasionar a formacdo de
aloanticorpos, em um processo chamado aloimunizacdo (BAIOCHI; NARDOZZA,
2009).

Um efeito grave associado a transfus@o é a hemolise do sangue transfundido,
devido aos anticorpos pré-formados no plasma do receptor. Assim, a transfusao de
sangue incompativel pode resultar em reacao transfusional hemolitica imediata, que
leva a morte do paciente ou em reacdo transfusional hemolitica tardia, por
anticorpos nao detectados em testes pré-transfusionais (POOLE; DANIELS, 2007,
COSTA, 2011).

Considerando os riscos inerentes a transfuséo, tem-se procurado reduzir ao
minimo as chances de formacédo de aloanticorpos antieritrocitarios no receptor. A
Portaria N° 1.353 do Ministério da Saude recomenda para pacientes que estdo ou
poderdo entrar em esquema de transfusdo crbnica, a realizacdo da fenotipagem

para os antigenos eritrocitarios dos sistemas ABO (A, B, AB, O), Rh (D, E, e, C, ¢),



Kell (K), Duffy (Fya e Fyb), Kidd (Jka e Jkb) e MNS (S e s), por serem 0s mais
imunogénicos (BRASIL, 2011).

A metodologia classica para a determinacdo dos antigenos eritrocitarios e
anticorpos dos grupos sanguineos se baseia na fenotipagem pelo principio da
hemaglutinagdo direta ou reversa. A fenotipagem eritrocitaria, apesar de ser o
padrdo ouro utilizado por décadas nos laboratorios de imunohematologia, apresenta
limitacbes técnicas e clinicas. Diante disso, a genotipagem molecular tem se
destacado na medicina transfusional, constituindo uma alternativa para suprir as
deficiéncias fenotipicas e evitar reagfes transfusionais (CASTILHO, 2012; MARTINS
et al., 2009).

Os protocolos moleculares atualmente empregados na genotipagem de
grupos sanguineos englobam as técnicas da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR): PCR em tempo real, PCR alelo-especifico (AS-PCR), PCR seguido por
andlises dos fragmentos com enzimas de restricio (PCR-RFLP) e, mais
recentemente, a tecnologia de Microarranjos (DENOMME et al., 2005; VELDHUISEN
et al., 2009).

O presente trabalho tem por objetivo realizar uma revisao bibliografica acerca
da determinacdo do perfil genético dos antigenos eritrocitarios mais imunogénicos

na pratica transfusional.



2 Metodologia

A coleta de artigos foi realizada entre os meses de marco a maio de 2013, nas
seguintes bases de dados: Wiley Online Library, Pubmed, Scielo, MedLine e nas
referéncias dos artigos selecionados.

Foram utilizadas as palavras-chaves “genotipagem de grupos sanguineos”,
“‘bases moleculares dos sistemas sanguineos”, “aplicagdes da genotipagem de
grupos sanguineos”, “blood group genotyping”, “blood group genetics”, combinadas
entre si, usadas em portugués e inglés para uma maior abrangéncia de informacdes.

Foram selecionados artigos de revisao e pesquisa, publicados entre os anos

de 1983 a 2012.

3 Fenotipagem e suas Limitagdes

Por mais de um século, os grupos sanguineos foram determinados pelo
método classico de aglutinacdo, baseado na pesquisa de antigenos presentes nas
hemécias utilizando antissoros correspondentes (prova direta) ou na determinagéo
de anticorpos presentes no soro/plasma do individuo utilizando heméacias
fenotipadas (prova reversa). Essa técnica atendeu bem a comunidade transfusional
por muito tempo, por constituir uma metodologia simples, que requer poucos
equipamentos e quando realizada corretamente, tem sensibilidade e especificidade
qualitativas apropriadas para o cuidado clinico de uma grande maioria de pacientes
gue necessitam de transfusdo (AVENT, 2008; REID, 2009; DENOMME et al., 2011).

Entretanto, a hemaglutinacéo apresenta certas limitacées que restringem uma
total seguranca transfusional em determinadas situagdes. Dentre algumas limitagdes
técnicas, destacam-se sua interpretacdo essencialmente subjetiva, alto custo dos
reagentes (especialmente soros raros), indisponibilidade de antissoros comerciais
para certos antigenos, necessidade de utilizacdo de soros totalmente confidveis e
dispendiosidade para determinacdo de muitos antigenos. Adicionalmente, limitacdes
clinicas, como fenotipagem de pacientes transfundidos recentemente ou

politransfundidos, distingdo de auto e aloanticorpos, prevencao confiavel da doenga



hemolitica do recém-nascido, determinacdo total da zigosidade RHD e transfuséo
correta de pacientes aloimunizados, fazem dessa técnica um meio insuficiente para
suprir todas as vertentes da prética transfusional (KARPASITOU et al., 2008; REID,
2009; COSTA, 2011).

Com o objetivo de superar tais limitagbes, as técnicas moleculares
comegaram a ser introduzidas na imunohematologia. De acordo com a ISBT
(International Society for Blood Transfusion), atualmente sdo descritos 30 sistemas
de grupos sanguineos e todos ja foram clonados e sequenciados, com excecdo do
sistema P (DANIELS et al., 2009). A genotipagem detecta a sequéncia de DNA
responsavel pela expressdo dos antigenos eritrocitarios, enquanto os testes de
hemaglutinacdo se restringem a avaliar o produto dos genes responsaveis pelos
grupos sanguineos. Portanto, essa técnica se torna totalmente viavel para casos nos
quais a hemaglutinacdo ndo apresenta eficicia, prevenindo transfusbes
incompativeis e permitindo um melhor uso das unidades de hemocomponentes
(DANIELS, 2005; CASTILHO, 2009; MARTINS et al., 2009).

Com o conhecimento das bases genéticas dos polimorfismos dos grupos
sanguineos foi possivel o desenvolvimento de diversos protocolos para deduzir o
fenotipo eritrocitério utilizando técnicas de biologia molecular (FLEGEL; DENOMME,
2008; MARTINS et al., 2009).

4 Principios Genéticos dos Principais Grupos Sanguineos na Pratica

Transfusional

O isolamento e sequenciamento génico possibilitaram a identificacdo de
diversas formas polimérficas responsaveis pelas variacfes fenotipicas encontradas
nos individuos. Para ser considerado polimorfismo, essas variantes genéticas
precisam estar presentes na populacdo em uma frequéncia maior que 1%. Entre os
polimorfismos que dao origem aos grupos sanguineos, predominam-se um ou mais
polimorfirmos de um unico nucleotideo (SNPs), os quais a diferenca entre individuos

da mesma espécie ou entre cromossomos homologos do mesmo individuo se



baseam na variacdo de apenas um nucleotideo na sequéncia de DNA (SCHAFER;
HAWKINS, 1998; DANIELS, 2005; HINDS et al., 2005; DANIELS et al., 2009).

Outros tipos de polimorfismos também caracterizam alguns sistemas
sanguineos transfusionalmente significativos. No sistema Rh, por exemplo, uma
delecéo de todo o gene daré origem ao fendtipo D-negativo, comum em popula¢cdes
caucasianas. Outros fenotipos Rh variantes, surgem de rearranjos do RHCE e/ou
RHD dispostos in tandem; mutacdo pontual que causa alteracdes de aminoacidos
com consequente perda de alguns epitopos e/ou expressao de antigeno de baixa
incidéncia; mutacdes sem sentido e delecbes de nucleotideos que causam um stop
codon prematuro. No sistema MNS, a delecéo de toda a regido codificadora do gene
GYPB resulta no fenétipo S-s-U- em africanos e recombinacdes intergénicas que
incluem o gene GYP da origem a proteinas hibridas (AVENT; REID, 2000;
BATISSOCO; NOVARETTI, 2003; DANIELS, 2005; ANSTEE, 2009; BONIFACIO;
NOVARETTI, 2009).

Os sistemas de importancia transfusional determinados pela Portaria N° 1.353
do Ministério da Saude, compreende em sua maioria apenas um gene, dentre 0s
quais se excetuam o sistema Rh que envolve dois genes e o sistema MNS que
envolve trés, todos com localizagbes cromossdmicas conhecidas. Em cada sistema,
um par de alelos idénticos (homozigotos) ou dois alelos diferentes (heterozigotos)
sdo inerentes no genoma. Os genes que codificam os antigenos de grupos
sanguineos podem ser divididos em dois grupos: aqueles o0s quais os produtos
primarios dos genes sdo antigenos protéicos e aqueles que codificam
glicosiltransferases responséaveis pela sintese de antigenos a partir de hidratos de
carbono dos produtos de genes secundarios (YAMAMOTO, 2000; BLUMENFELD et
al., 2004; DANIELS, 2005).

O conhecimento de toda a fundamentagdo genética dos grupos sanguineos
pode ser utilizado como alvo diagnéstico para a conclusdo de alguns casos
relevantes na pratica transfusional (REID; DENOMME, 2011).



5 Aplicacdes da Genotipagem de Grupos Sanguineos

5.1 Pacientes Politransfundidos

O risco de aloimunizacdo € significativamente alto para pacientes com
qualidade de vida dependente de transfusdo crbnica. Geralmente, pacientes com
anemia falciforme, talassemia, sindrome mielodisplasica, e outras anemias
congénitas ou adquiridas, necessitam de suporte transfusional a longo prazo. Tais
pacientes podem apresentar reacdes hemoliticas tardias, com destruicdo
extravascular dos eritrécitos, devido aos anticorpos ndo detectados nos testes pré-
transfusionais (MURAO; VIANA, 2005; POOLE; DANIELS, 2007; COSTA, 2011).

A taxa de incidéncia de aloimunizacdo em pacientes politransfundidos varia
de 8 a 76%, implicando fatores como idade do paciente, histérico de gravidez,
namero e tempo de transfus@es, diagndstico clinico e tratamento, fatores genéticos
relacionados a resposta antigénica e diferencas raciais entre doadores e receptores
(POOLE; DANIELS, 2007; AVENT, 2008; NATUKUNDA, 2012).

Apds uma transfusdo com um antigeno irregular incompativel, a resposta
imunolégica priméaria pode levar semanas ou meses para produzir um anticorpo em
niveis detectaveis pelos testes sorologicos. Adicionalmente, o titulo dos anticorpos
decai com o decorrer do tempo, atingindo niveis também né&o detectaveis. Com isso,
muitos aloanticorpos ndo sdo descobertos, pelo fato das pesquisas referentes a
aloimunizagéo eritrocitdria normalmente serem realizadas somente antes de um
novo evento transfusional. Se futuramente o paciente receber um antigeno estranho
para o qual ja esteja sensibilizado, sua memdéria imunologica desencadearad uma
resposta imune secundaria mais rapida que a anterior e pode ocasionar reacao
hemolitica grave (SCHONEWILLE et al., 2006; SANTOS et al., 2007; THAKRAL,
2008; ALVES et al., 2012).

Na tentativa de minimizar o risco de aloimunizagdo em pacientes
politransfundidos, geralmente opta-se por bolsas com o maior nimero de antigenos
negativos possiveis. Porém seu fornecimento é bastante restrito para atender todos

0s pacientes dependentes de transfusdo crbnica, considerando que a fenotipagem
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de um grande numero de doadores para todos os antigenos se torna inviavel por
meétodos soroldgicos (REID; DENOMME, 2011; ZALPURI et al., 2012).

Uma das maiores limitacdes no banco de sangue € que apos recebimento de
recentes ou multiplas transfusbes, as hemacias dos doadores persistem na
circulacdo periférica durante algum tempo, o que dificulta a diferenciacdo de
fendtipos originais do paciente, justamente por essa populacdo mista de células.
Assim, a identificacdo correta do perfil antigénico sera prejudicada, o que
impossibilita uma selecao correta do hemocomponente a ser transfundido e aumenta
0 risco de aloimunizacdo (REID, 2003; CASTILHO, 2008). Varios procedimentos
foram desenvolvidos para separacdo das hemécias do doador e receptor, utilizando
a densidade da amostra. As heméacias de menor densidade eram consideradas
reticulocitos do paciente, mas nem sempre essa metodologia permitia a
determinacao fiel do fenétipo (REID, 1983; ROZMAN et al., 2000).

A genotipagem de grupos sanguineos constitui uma alternativa de grande
relevancia para pacientes politransfundidos com casos fenotipicos inconclusivos ou
de dificil resolucdo. Uma das grandes preocupacfes de sua realizacdo consistia na
presenca de leucocitos do doador apos a transfuséo. Entretanto, por meio de varios
estudos, foi demonstrado que a presenca destes microquimerismos nao interfere no
procedimento, se também forem mantidas as condi¢cbes de coleta do sangue,
filtracdo e/ou desleucotizacdo (REID et al., 2000a; ROZMAN et al., 2000; CASTILHO
et al., 2002).

Outras fontes de obtencdo de DNA incluem procedimentos nao invasivos de
coleta de células epiteliais bucais e/ou do sedimento urinario. No entanto, €
importante a observacédo do histérico médico do paciente, pois alguns tratamentos,
como o transplante de células progenitoras e transplante de rins, podem levar ao
risco de uma extracdo de diferentes materiais genéticos (RIOS et al., 1999; REID et
al., 2000a; REID, 2003; REID; DENOMME, 2011).

A determinagdo do gendtipo é extremamente util ndo sé para a prevengéo de
aloimunizagdo, como também para pacientes que ja tenham produzido
aloanticorpos, pois a identificacdo de seu provavel fenotipo direcionard uma melhor
selecdo de heméacias antigeno-negativo (REID, 2003; CASTILHO et al., 2004).
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5.2 Pacientes com Anemia Hemolitica Autoimune (AHAI)

Os pacientes com AHAI, cujas hemacias estéo revestidas com anticorpos da
classe IgG e consequentemente com positividade no Teste da Antiglobulina Direta
(TAD ou COOMBS Direto), sdo dificilmente fenotipados com exatiddao. O TAD se
baseia na ligacdo da antiglobulina humana presente no reagente na fracdo dos
possiveis anticorpos ligados previamente a membrana eritrocitaria, provocando uma
aglutinacéo, ja que os anticorpos primariamente ligados sdo incapazes de promover
tal reacdo (REID, 2003; CASTILHO et al., 2004; AVENT et al., 2007).

A indisponibilidade dos anticorpos de aglutinacdo direta para o TAD e a
insuficiéncia de tratamentos quimicos para remocdo do IgG das hemécias,
contribuem para as grandes limitacbes da metodologia sorolégica. A eluicdo das
hemécias constitui em uma técnica baseada no principio de reversao das forcas de
atracdo que mantém antigenos e anticopos ligados, utilizando solventes como o
difosfato de cloroquina, ou solucbes que alteram o pH, como a glicina acida. No
entanto, alguns antigenos dos grupos sanguineos sao sensiveis a esses
tratamentos quimicos, como por exemplo, o antigeno do sistema Kell, que é
inativado por determinados acidos (REID, 2004; REID; DENOMME, 2011).

Nesses casos, a genotipagem pode auxiliar na determinacao correta do perfil
antigénico do paciente, distinguir aloanticorpos de autoanticorpos e possibilitar uma
transfusdo o mais compativel possivel. Com a selecdo mais precisa de doadores
compativeis, € possivel a prevencédo de aloimunizacao e reducédo de futuras reacdes
hemoliticas (REID et al., 2000a; CASTILHO et al., 2001; CASTILHO et al., 2004).

5.3 Identificacao de risco para Doenca Hemolitica do Recém-Nascido (DHRN)

Os testes sorolégicos, hemaglutinacdo e titulacdo de anticorpos
antieritrocitarios, oferecem somente uma indicacdo indireta sobre o risco e a
gravidade da DHRN. A causa mais comum desta doenca € a aloimuniza¢do contra o
antigeno RhD durante a gestacdo e embora outros antigenos do sistema Rh e de

outros grupos sanguineos possam origina-la, este permanece como 0 mais
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imunogénico. A determinacdo pré-natal do status RhD fetal é desejavel em
gestacbes que a méae for RhD negativa e seu soro conter aloanticorpos 19G
associados com DHRN, e quando o status do pai para o antigeno correspondente é
heterozigoto, indeterminado, ou ndo disponiveis para testes (AVENT et al., 2000;
CASTILHO et al., 2004; VAN WAMELEN et al., 2007).

O DNA fetal pode ser encontrado em células amnidticas, amostras de
vilosidades coridnicas e mais recentemente relatado no plasma materno. Ja foi
estabelecido que mesmo em um numero baixo de copias de DNA fetal livre no
plasma materno (como por exemplo, 35 cépias/ml) pode ser utilizado como alvo para
a genotipagem ndo invasiva do feto (FINNING et al.,, 2007; SETO et al., 2007;
MADDOCKS et al., 2009).

A origem deste DNA fetal ainda nao foi totalmente estabelecida. Sabe-se que
células fetais hematopoiéticas nucleadas séo transferidas no trafico celular materno-
fetal através da placenta e circulam no sangue materno, onde uma grande parte
sofre apoptose. No entanto, a apoptose por si s6 ndo explica a quantidade de
material genético do feto encontrado no sangue materno. O DNA fetal também ja foi
detectado no soro materno logo 18 dias apés a concepg¢ao em pacientes submetidas
a reproducao assistida, durante um periodo em que os primeiros capilares sao
observados no mesénquima das vilosidades secundarias placentérias, porém antes
do estabelecimento da circulacdo fetal (BIANCHI et al., 1999; MULDERS et al.,
2000; VAN WIJK et al., 2000; GUILBERT et al., 2003; AVENT et al., 2009).

As fontes mais provaveis de DNA fetal no plasma materno séo de trofoblastos
vilosos do compartimento fetal da placenta. Esses podem ser liberados por meio da
interface materno-fetal e rapidamente destruidos pelo sistema imune materno ou
sofrerem apoptose no proprio compartimento (LEVY et al., 2000; POON et al., 2001;
BIANCHI, 2004).

A estratégia de tipagem do DNA de um feto em risco de DHRN deve ser para
detectar um gene, mesmo que seu produto ndo seja expresso na membrana
eritrocitaria, e deve incluir a deteccdo de alelos comumente silenciados. Os
resultados devem ser cautelosamente avaliados para o risco de possiveis
contaminagbes por DNA materno. Relatos evidenciam que o tamanho dos

fragmentos de DNA fetal no plasma materno é de 145 a 201 pb, enquanto os
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fragmentos maternos sdo consideravelmente maiores (CHAN et al., 2004; REID,
2009; REID; DENOMME, 2011).

Na genotipagem RhD fetal deve-se realizar uma amplificacdo de um gene
controle por meio de PCR, para comprovar a recuperacao de DNA a partir do plasma
materno e validar os testes. Com o objetivo de controlar a rea¢do de PCR para RhD,
pode-se incluir amostras de DNA gendmico RhD positivo e negativo ou DNA extraido
de plasma de gestantes com feto RhD positivo (CHAN et al., 2004; DANIELS et al.,
2004; SCHMIDT et al., 2011).

Uma alternativa para diferenciacdo da origem do DNA é avaliar um gene
ausente na mae, como o SRY, em casos de fetos do sexo masculino. Na deteccéo
de DNA feminino, podem ser empregados 8 a 11 marcadores altamente polimorficos,
que acusam marcadores paternos no plasma materno, quando comparados ao DNA
materno. Portanto, se ha pelo menos um sinal positivo, 0 DNA analisado é realmente
de origem fetal. Outra possibilidade € a andlise do promotor do gene supressor de
tumor ‘RASSF1A, que é hipermetilado na placenta e hipometilado em células
sanguineas maternas. Utiliza-se uma enzima de restricdo sensivel a metilacéo, e se
detectar as sequéncias hipermetiladas do gene no plasma de gestantes RhD
negativo, confirma-se a presenca de DNA fetal (LO et al., 1997; CHAN et al., 2004,
CHAN et al., 2006; DENG et al., 2006; SCHMIDT et al., 2011).

A concentracdo de DNA fetal livre aumenta com o tempo de gestacao, assim
como sua propor¢cdo em algumas gestagées com complicagdes, como em casos de
danos placentarios, pré-eclampsia e aneuploidia. Além disso, gestacdes anteriores
ndo dificultam a genotipagem, pois a meia vida do DNA fetal € de 16 horas ap0ds
parto cesario e de 10 a 100 horas apds parto normal, exceto em casos de doenca
hepética materna (BROJER et al., 2005; AVENT et al., 2009; SCHMIDT et al., 2011).

As andlises de PCR para previsdo da tipagem D do feto sdo baseadas na
deteccdo da presenca ou auséncia de porcdes especificas do RhD. Também é de
grande valor clinico o estabelecimento do gendtipo Kell, considerando que o anti-k é
atualmente responsavel por cerca de 10% dos casos de anemia em recém-nascidos.
Uma parte importante da tipagem por DNA de um feto é a obtencdo do histérico

materno, para determinar se a mae foi submetida a procedimentos médicos como
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inseminacao artificial, fertilizacdo in vitro ou se a mée € substituta (LEE et al., 2000;
LEE, 2007; REID, 2007).

Por ndo constituir um método invasivo, a genotipagem RhD fetal ndo oferece
nenhum risco clinico a mae ou ao feto. Seu uso permite um melhor
acompanhamento de gestantes RhD negativo, acesso a profilaxia antenatal e até
reducdo do custo de atendimento para casos considerados de risco (SCHMIDT et
al., 2011).

5.5 Genotipagem de Doadores

A genotipagem de doadores para 0s sistemas de grupos sanguineos
clinicamente relevantes oferece beneficios imediatos e futuros para assisténcia do
paciente. O custo crescente de reagentes comerciais, a indisponibilidade de
reagentes para determinados grupos sanguineos, anticorpos fracamente reativos
para uma tipagem de seguranca e o trabalho intensivo nos testes de
hemaglutinacéo, fazem da fenotipagem um método dispendioso e inviavel para a
grande escala de doadores (REID, 2003; CASTILHO et al., 2004; AVENT, 2008;
VELDHUISEN et al., 2009).

Com a previsdo do fenétipo dos doadores, podem-se aumentar 0s estoques
de hemocomponentes antigeno-negativo e de amostras com finalidade para criacédo
de painéis de reagentes de identificacdo de anticorpos, Uteis em casos que
reagentes comerciais ndo estdo disponiveis (ex: anti-Do%Do®, anti-VS/V, anti-Js?) ou
sdo fracamente reativos (Fy® e Kn%Kn®, que auxiliam na identificacdo de anticorpos).
Com a genotipagem do doador, a presenca de um gene cujo produto ndo é expresso
sobre a superficie da célula, poderia ser falsamente definida como antigeno-positivo
e embora significasse perda de um doador antigeno-negativo, ndo comprometeria a
seguranca transfusional. No sistema Kell, por exemplo, a homozigotia para um alelo
silenciado resultara em um fendtipo nulo (null) e ainda assim o paciente podera
produzir anticorpos para a proteina ausente em suas hemacias (STORRY et al.,
2007; REID, 2009; REID; DENOMME, 2011).
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As plataformas de andlise de DNA constituem metodologias de elevado
rendimento, que realizam simultaneamente varios ensaios sobre uma mesma
amostra, viabilizando a previsdo de varios tipos de antigenos para um grande
namero de doadores. Os resultados s&do analisados pelo computador e as
informagdes armazenadas para criagdo de um extenso banco de dados (CASTILHO
et al., 2004; AVENT, 2008; VELDHUISEN et al., 2009; REID; DENOMME, 2011).

6 Limitagcdes da Genotipagem

Apesar das vantagens e aplicacdes da identificacdo genotipica dos grupos
sanguineos, existem algumas limitacbes que sugerem a necessidade de uma
interpretacdo mais aprofundada para a tomada de decisbes clinicas importantes
(REID, 2007; REID; DENOMME, 2011).

Alguns eventos genéticos causam discrepancias entre genétipo e fendtipo de
um individuo, nos quais a proteina resultante de um gene ndo € expressa na
superficie celular. Esses eventos podem incluir alteracbes no gene que afetam sua
transcricdo (mutagbes pontuais em elementos regulares, mutagcdo em sitios de
splicing, stop cdédon prematuro), auséncia da proteina de interacdo necessaria para
a expressao do antigeno, crossing over e outros rearranjos génicos. Dado o grande
namero de eventos genéticos conhecidos por silenciar ou enfraquecer a expressao
de antigenos codificados por um alelo, levara um longo tempo até que todas as
alteracdes nucleotidicas relevantes sejam determinadas para todos 0s grupos
sanguineos de diversas etnias. E pela possibilidade de envolvimento da heranca de
um alelo nulo, um gene hibrido ou uma nova variante, que se torna indispensavel
uma maior precaucao na utilizagdo dos métodos moleculares para investigacdo de
anticorpos (REID et al., 2000b; CASTILHO, 2012).

Os Fendtipos nulos, como Rhnull, KO, Fy(a-b-), Jk(a-b-), LW(a-b-), possuem
um gene aparentemente normal, porém a proteina carreadora do antigeno nao é
expressa. Outros exemplos, incluem mudancas no gene XK que enfraguecem a
expressdo antigénica do sistema Kell e mudancas no gene -codificador da

glicoproteina Rh (Rh50) que impedem a interacdo do RhD e RhCE na membrana
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eritrocitaria, e assim os antigenos Rh ndo sdo expressos. Ha também proteinas
expressas em baixo numero de cépias, sendo de dificil detec¢cdo, como o antigeno
Fyx. Os antigenos previstos para serem ausentes devem ser confirmados por
hemaglutinagcédo, utilizando anticorpo apropriado (no caso de doadores) ou pela
prova cruzada para deteccdo de incompatibilidade (REID et al., 2000b;
BLUMENFELD et al., 2004; REID, 2007; REID, 2009; DENOMME, 2011; COSTA,
2011).

Outra limitacdo € que nem todos os polimorfismos de grupos sanguineos
podem ser facilmente analisados. Em alguns sistemas, um grande numero de alelos
codifica um fendétipo (como ABO, Rh e o fendtipo nulo em muitos grupos), alguns
alelos tém grandes delecbes (Ge-) ou genes hibridos (MNS e Rh), e ainda ha a
possibilidade de nem todos os alelos em todas as populacBes étnicas serem
conhecidos. Diante desses fatos, faz-se necesséria uma anélise mais abrangente de
diferentes grupos étnicos para um estabelecimento fiel entre gendétipo e fendtipo
(REID, 2007; REID; DENOMME, 2011).

As técnicas de PCR sao propensas a diferentes tipos de erros. Considerando
sua extrema sensibilidade, o risco de contaminacdo € elevado, podendo gerar
resultados falso-positivos. A técnica deve ser otimizada para detectar sequéncias de
DNA do paciente, comparando amostras de sangue com outras fontes de DNA. Ha
também um maior gasto de tempo em sua execuc¢ao e custo elevado, o que constitui

um dos maiores impedimentos para sua implantacado (PELLEGRINO et al., 2001).
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7 Consideragdes Finais

No momento atual, a politica de transfusdo tem como objetivo primordial a
prevencao de aloimunizacéo e reacdes hemoliticas, transfusionais ou por gestacdes
anteriores. Na rotina de tipagem ABO e Rh de doadores, os testes de
hemaglutinagdo séo relativamente simples, rapidos e de menor custo. No entanto, a
analise molecular ja vem sendo utilizada na resolucdo de discrepancias de fenoétipos
fracos ou raros. A genotipagem atende com grande eficiéncia a selecdo de
hemocomponentes de maior seguranca para 0 paciente, além de constituir um
importante diagndstico sanguineo pré-natal. As técnicas de biologia molecular
apresentam um custo elevado em relagdo a sorologia convencional. Entretanto, na
prevencdo da aloimunizacdo, 0s gastos com investigacdes soroldgicas avancadas
quando este evento ja estiver acontecido se reduzira.

Diante do exposto, é evidente a crescente progressao do diagnéstico
molecular na medicina transfusional, considerando a elevacdo do padrdo de
seguranca, 0 aumento no recrutamento de doadores e a personalizacdo de toda a
estrutura para adaptacdo dos produtos sanguineos as necessidades clinicas do

paciente.
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The use of blood group genotyping in transfusional practice.

Abstract

The determination of antigenic erythrocyte profile is of great importance to blood re-
ceivers and donors, mainly to prevent alloimmunization. For a long time, blood
groups have been defined by the simple method of direct or reverse hemaglutination.
Although it shows efficiency for what it is proposed, some limitations of this technique
restricts a completely safe transfusion in certain situations. The knowledge of the ge-
netic basis of blood groups and the polymorphisms that determine them, allowed the
definition of blood groups by the verification of the genes that encode them. This new
method, called genotyping, has great applicability for politransfused patients, patients
with autoimmune anemia, risk of Newborn Hemolytic Disease, donors typing, among
others. Despite some limitations presented by this technique, it is fundamentally
promising in the era of molecular diagnosis for which the entire scientific community
is heading.

Keywords: Alloimmunization. Hemagglutination. Phenotyping. Genotyping.
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