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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria

PREVALENCIA E FENOTIPAGEM ERITROCITARIA EM DOADORES
DE SANGUE NO HEMOCENTRO REGIONAL DE SANTA MARIA

AUTORA: ADRIANA NAJAI STEIN BORTOLOTTO
ORIENTADOR: JOSE EDSON PAZ DA SILVA
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O conhecimento da variabilidade dos antigenos de grupos sanguineos € essencial
na pratica transfusional, principalmente para evitar aloimunizacdes graves. Assim,
este estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia dos fen6tipos dos doadores de
sangue do Hemocentro de Santa Maria, os quais foram avaliados para os principais
antigenos dos sistemas ABO, Rh e Kell. Das amostras fenotipadas quanto ao
sistema Rh, 1274 amostras (54.18%) foram fenotipadas como Rh positivos e 1077
amostras (45,82%) fenotipadas como Rh negativo. Dos doadores fenotipados como
Rh negativos, 103 amostras (9,5%) foram positivas para o antigeno “C” e/ou “E”.
Relacionando o percentual do sistema Kell positivo em doadores Rh negativos foi de
8,3%. Conclui-se, entdo, que o doador Rh negativo deve ser analisado para os
demais antigenos do sistema Rh e para o antigeno Kell, pois, mesmo sendo menos
imunogénicos, estes antigenos sdo capazes de causar doenca hemolitica graves e
aloimunizacbes. O antigeno D pode variar de expressdo fenotipica, devido a
alteracOes qualitativas/quantitativas: D fraco, D parcial. Este trabalho analisou uma
amostragem de doadores, através de genotipagem para identificar quais as
variantes de D mais frequentes nesta regido, foi encontrado (44%) D fraco, (3%) D
parcial. Refor¢ca, dessa forma, a importancia de ser estabelecidos protocolos para
utilizacao destes sangues raros e garantir o uso correto destes hemocomponentes,
assim como a seguranca transfusional.

Palavras-Chave: Grupos sanguineos. Fenotipagem. Genotipagem.
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The knowledge of the variability of antigens of blood groups is essential in the
transfusional practice, mainly to avoid grave alloimmunizations. This study had as
objective to evaluate the prevalence of the phenotypes from the blood donors from
Santa Maria’s Blood Center. These donors were evaluated for the mainly antigens of
ABO, Rh and Kell systems. About the phenotyped samples with Rh system, 1274
samples (54.18%) were phenotyped as positives Rh and 1077 samples (45.82%)
phenotyped as negative Rh. From the phenotyped donors as negatives Rh, 103
samples (9.5%) were positives for the “C” or “E” antigen. Relating the percentage of
the Kell system positive in donors with negative Rh, was gotten 8.3%. We concluded
that the negative Rh donor must be analyzed for other antigens of Rh system and for
the Kell antigen, exactly being less immunogenics, these antigens are able to cause
Grave Hemolytic Disease and Alloimmunizations. The D antigen Phenotypic
expression may vary due to changes qualitative/quantitative: weak D, partial D. This
study analyzed a sample of donors by genotyping to identify the most common D
variants in this region was found (44%) weak D, (3%) and partial D. Strengthens thus
the importance of established protocols for use of rare blood and ensure the proper
use of blood products, as well as the safety of blood transfusion.

Keywords: Blood groups. Phenotyping. Genotyping.
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1 INTRODUCAO

Hemoterapia caracteriza-se pelo emprego terapéutico do sangue. Essa
ciéncia vem sendo estudada ha muitos anos, tendo passado por varias fases,
evoluindo e apresentando uma grande perspectiva futura (JUNQUEIRA,;
ROSENBLIT; HAMERSCHLAK, 2005).

No Brasil, a Hemoterapia vem assumindo um papel de extrema importancia
na medicina moderna, com a criacdo de uma Legislacéo propria, o fim de doacdes
remuneradas e o surgimento dos Hemocentros e de Rede Publica Hemoterapica
(JUNQUEIRA; ROSENBLIT; HAMERSCHLAK, 2005).

Os sistemas de grupos sanguineos sdo caracterizados por antigenos na
membrana eritrocitaria, com caracteristicas funcionais e polimérficas definidas. A
frequéncia com gque os antigenos aparecem numa determinada populacdo varia de
acordo com a sua composic¢ao racial (GIRELLO, KUHN, 2002, 2007).

Mais de 250 antigenos de grupos sanguineos sao reconhecidos pela
Internacional Society for Blood Transfusion (ISBT) sendo classificados em 30
sistemas de grupos sanguineos, 0os mais conhecidos sd&o o ABO e o Rh, mas,
também importantes os sistemas Kell, MNS, Duffy, Lutheran, Lewis, entre outros
(BEIGUELMAN, 2003; BRASIL, 2001; VIEIRA et al, 2009).

O sistema mais importante na clinica transfusional € o ABO e a fenotipagem
deste sistema é definida pelos antigenos presentes nas hemacias e pelos
anticorpos “naturais”, encontrados no soro (GIRELLO, KUHN, 2002, 2007;
HARMENING, 2006).

O sistema Rh é o maior e mais complexo sistema de grupos sanguineos,
compreendendo 49 antigenos. Este se tornou o sistema com maior grau de
polimorfismo entre os marcadores conhecidos da membrana eritrocitaria. Os
principais antigenos do sistema Rh incluem: D, C/c/Cw e E/e, porém, o antigeno Rh
D é considerado o mais imunogénico, seguido dos antigenos c, E, C, e, Cw
(CASTILHOS, 2007) .

O sistema de grupo sanguineo Kell é o terceiro em importancia clinica
transfusional. O antigeno K1 (Kell) esta presente em apenas uma pequena parte da
populacao, enquanto o antigeno k (cellano) esta presente em 99%. Os antigenos do
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sistema Kell sdo altamente imunogénicos (BEIGUELMANN, 2003).

7

A fenotipagem sanguinea é a determinagdo da presenga ou auséncia de
antigenos eritrocitarios na membrana da hemacia. Atualmente, a hemoterapia, no
Brasil e no mundo, tem se caracterizado pelo desenvolvimento e adocdo de novas
tecnologias, como a fenotipagem eritrocitaria (CASTILHOS, 2008).

Neste trabalho foi realizado a prevaléncia dos antigenos do sistema ABO, Rh
(D,C,Cw,c,E,e) e do antigeno K1 do sistema Kell em uma amostra significativa de
doadores de sangue, do hemocentro de Santa Maria, com o objetivo de minimizar
os riscos transfusionais, tornando-se uma pratica mais segura identificando
fenotipos antes nem conhecidos. Foi o primeiro estudo, nesta regido, em que foi
utiizado duas metodologias: a fenotipagem e a genotipagem para melhor
conhecermos a populacdo desta localidade, possibilitando, também, o
aconselhamento dos familiares, com base nessas caracteristicas.

Para a determinacdo dos grupos sanguineos foram utilizadas reactes
padronizadas de hemaglutinacdo pela técnica de gel centrifugacdo em cartdo.
Foram realizadas as técnicas de prova direta ABO/Rh e a prova reversa, pesquisa
de D fraco e/ou parcial e a pesquisa dos antigenos CDE para o sistema Rh, a
fenotipagem dos sistemas Rh e Kell e foi realizado a genotipagem para identificar as
variantes do antigeno D, do sistema Rh.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histoérico

A hemoterapia se caracteriza pelo emprego terapéutico do sangue. No Brasil,
ela assume papel de extrema importancia na medicina moderna com a criagao de
uma Legislagdo prépria, o fim de doacBes remuneradas e o surgimento dos
Hemocentros e da Rede Publica Hemoterapica (JUNQUEIRA; ROSENBLIT;
HAMERSCHLAK, 2005),

Contribuiram, também, para este avangco, entre outros, os fatores
econdmicos, o desenvolvimento da genética molecular, da biotecnologia, da terapia
celular e das inovacbes em metodologias, equipamentos e automacdo e, de
extrema importancia e de forma sistematica, os sistemas de qualidade, como
controles internos (JUNQUEIRA; ROSENBLIT; HAMERSCHLAK, 2005).

A transfusdo de sangue, no mundo, teve dois periodos: um empirico, que vai
até 1900, e outro cientifico, de 1900 em diante (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).
Esse periodo é marcado por muitas mortes devido a falta de conhecimento
cientifico, e havia, ainda, davidas quanto a quantidade de sangue a ser coletado,
ficando, as vezes, os doadores, anémicos depois de doarem. Os grupos sanguineos
nao eram conhecidos e ndo havia provas de compatibilizacdo (OLIVEIRA, 2003).

N&o se sabe ao certo a data da primeira transfusdo de sangue, mas, ainda
que o resultado desse evento tenha sido insatisfatério, o primeiro registro real
ocorreu em 1492, quando se retirou sangue de trés homens, concedendo ao papa
Inocéncio VII, portador de doenca renal crbnica, na esperanca da cura; infelizmente
todos os quatro morreram. Embora o resultado desse evento tenha sido
insatisfatorio, foi a primeira vez que uma transfusdo de sangue, propriamente, foi
registrada na histéria (HARMENING, 2006; VERRASTRO; LORENZI; NETO, 2005).

William Harvey, em 1613, com a descoberta da circulagcdo sanguinea,
chamou a atencdo dos estudiosos da época para a possibilidade de transfuséo de
sangue. A primeira transfusdo foi realizada com sangue de carneiro para um

paciente com tifo. Seguiram-se tentativas de transfuséo entre seres humanos, braco
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a brago, que ndo foram bem sucedidas e ficaram proibidas na Europa durante 150
anos (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

Apoés varias tentativas de transfusdes de sangue de animais em humanos,
sem sucesso, em 1818, James Blundell, um obstetra de Londres, constatou a
impossibilidade de transfusfes entre espécies diferentes. Este médico realizou
transfusdo de sangue humano em mulheres com hemorragia pés-parto (PORTAL,
2008), desenvolveu métodos transfusionais, tornando-se conhecido como “Pai da
Moderna Transfusdo Sanguinea” (JUNQUEIRA; ROSENBLIT; HAMERSCHLAK,
2005). Entdo, em 1840, Lane foi o primeiro a demonstrar que o sangue fresco
poderia corrigir a tendéncia de sangramento em pacientes hemofilicos
(VERRASTRO; LORENZI; NETO, 2005).

A fase cientifica, periodo de 1900 até os dias atuais, foi iniciada com a
descoberta dos grupos sanguineos pelo pesquisador Karl Landesteiner, apoés
observar reacdo de aglutinacdo ao misturar soro com hemécias de diferentes
individuos. Com base nos padrdes de aglutinacdo, denominou 0s antigenos
encontrados, utilizando as duas primeiras letras do alfabeto “A” e “B”. Hemacias que
nao fossem aglutinadas por ambos os soros como “C” eram usualmente chamados
“ndo-A, ndo-B” e, posteriormente, referidas como “O” (BORDIN; JUNIOR; COVAS,
2007). Em 1902, Von de Castelli e Sturli descobriram o grupo “AB” (GIRELLO;
KUHN, 2002).

A classificacdo, em diferentes grupos de sangue, permitiu estabelecer as
compatibilidades e incompatibilidades entre os individuos, estruturando-se a base
para a utilizacdo do sangue como agente terapéutico. Foi pela introducao de testes
de compatibilidade, por Ottemberg, em 1907, e Moss, em 1910, que a transfusao
comecou a adquirir bases mais cientificas para a sua realizacdo (VERRASTRO;
LORENZI; NETO, 2005).

Foi durante a Primeira Guerra Mundial, 1914, que surgiram os Bancos de
Sangue. A guerra serviu de motivo para as primeiras campanhas de doacéo e,
desde essa época, a questdo do sangue seguro para transfusdo tornou-se mais
desafiadora (MARIN, 2004). Os primeiros bancos de sangue passaram a ser
idealizados em Leningrado (1932), Barcelona (1936) e Chicago (1937).

Com o desenvolvimento de frascos especificos e do anticoagulante Adenina
Citrato Dextrose (ACD) (MOLLISON; ENGELFRIET; CONTRERAS, 1987), unidades

colhidas na América do Norte ou na Inglaterra podiam ser transportadas até os
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hospitais de campanha, proximos aos combates, durante a Segunda Guerra
Mundial (VERRASTRO; LORENZI; NETO, 2005).

Com a descricdo do Sistema RH, em 1939, por Levine e Stetson, e do Soro
de Coombs, em 1945, por Coombs, Mourant e Race, novos desenvolvimentos
ocorreram no conhecimento de grupos sanguineos (VERRASTRO; LORENZI,
NETO, 2005).

No Brasil, as primeiras transfusfes foram realizadas por volta de 1879, no Rio
de Janeiro. Nesta época havia pouco embasamento tedrico na area e, em 1940, fez-
se necessaria a criacdo do Servico de Transfusdo de Sangue, por ter conotacao
assistencial, e exigir atividades cientificas. Infelizmente, nessa fase, muitos viam a
pratica da hemoterapia apenas com o intuito comercial (JUNQUEIRA; ROSENBLIT,;
HAMERSCHLAK, 2005).

Fato relevante nessa época foi a criacdo da Secao de Investigacdo Cientifica
do Banco de Sangue da Prefeitura do Distrito Federal, que na época localizava-se
no Rio de Janeiro. Ali foram realizados estudos sobre 0s grupos sanguineos de
populacdes indias e neo-brasileiras. Ocorreram excursdes pelo Brasil e exterior,
sendo designado como chefe: P. C. Junqueira (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

Sabe-se, hoje, que a transfusado restabelece a capacidade de transporte de
oxigénio, em pacientes com anemias ou perdas agudas de sangue, assegurando a
vitalidade de 6rgdos e tecidos. Porém, com o grande numero de contaminacdes
devido as transfusdes, gerou-se grande polémica, culminando com a proibicdo das
doacgbes remuneradas. Isto ocorreu com a inclusdo do artigo 199 na Constituicdo
Brasileira, aprovada em 1988, que proibiu todo e qualquer comércio de sangue e
hemoderivados (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

Hoje, a doacdo é voluntaria. Estas mudancas ocorreram, no sistema
hemoterapico, por razbes socio-econémicas e pelo surgimento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). O aparecimento da AIDS introduziu novos
procedimentos, tais como a substituicdo da doacdo andnima pela personalizada, e a
disciplina do uso do sangue, de seus componentes e derivados, através da
avaliacdo do trindmio riscos/beneficios/custos (BRASIL, 2004).

As principais razdes para promover a doagdo voluntaria baseiam-se na
protecdo do receptor, pois estes doadores tém menos prevaléncia de infeccao
transmitida pelo sangue (LUDWIG; RODRIGUES, 2005).

Com técnicas de fracionamento plasmatico, de processadores celulares para
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Aférese (Cohn, Latham, Frierech), de novas solu¢fes de preservacédo (CPD, CPD-A,
Sag-M), do uso de novas técnicas de compatibilidade (Enzima, meio de baixa forca
ibnica), e da prevencao de doencas, a transfusdo pode ganhar o desenvolvimento
extraordinario que vem sofrendo nos ultimos anos (GIRELLO; KUHN, 2002, 2007;
VERRASTRO; LORENZI; NETO; 2005).

A terapia de componentes de sangue apropriados proporciona tratamento
mais efetivo e o0 uso mais completo dos derivados do sangue. Hoje, pode-se
selecionar o componente especifico para as necessidades particulares do paciente,
pois uma unidade de sangue é fracionada em: concentrado de hemacias, plaquetas
e outros fatores de coagulagdo como o fator anti-hemofilico crioprecipitado e plasma
(HARMENING, 2006). Além disso, a imunohematologia dispe de testes
laboratoriais capazes de oferecer maior seguranca na transfusdo, através da
fenotipagem de pacientes e doadores (BRASIL, 2001).

O termo “grupo sanguineo” ndo se refere somente ao sistema de antigenos
dos eritrocitos, mas também a diversidade imunologica, expressa por outros
constituintes sanguineos, incluindo leucdcitos, plaquetas e plasma (DAVEY;
HENRY, 1999). Este termo foi inicialmente utilizado na classificagdo ABO para
indicar conjunto de antigenos com caracteristicas soroldgicas similares. Com o
desenvolvimento da imunohematologia, novos antigenos foram descobertos e
agrupados em sistemas, colecdes e séries (BRASIL, 2001).

Considera-se importante esclarecer que um antigeno eritrocitario é uma
proteina ou um acucar capaz de induzir o sistema imune a produzir anticorpos e que
sdo herdados dos pais através de genes. O conjunto dos genes herdados constitui o
gendtipo de um individuo. A expressdo dos antigenos nas hemacias, detectada
pelos testes imunohematolégicos, € chamada de fendtipo (SANTOS; SARAIVA,
MALTEZ, 1996).

Atualmente, mais de 250 antigenos de grupos sanguineos séo reconhecidos
pela Internacional Society for Blood Transfusion (ISBT), sendo classificados em
trinta sistemas, cinco colecdes e duas séries de grupos sanguineos (BEIGUELMAN,
2003; BRASIL, 2001; VIEIRA et al., 2009).

As colecdes de antigenos de grupo sanguineo sao constituidas por conjuntos
de antigenos com caracteristicas sorologicas e bioquimicas similares e conhecidas,
mas com especificidades ndo relacionadas aos sistemas de grupos sanguineos ja
estabelecidos (BRASIL, 2001; SANTOS; SARAIVA; MALTEZ, 1996).
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As séries de antigenos sado constituidas por antigenos conhecidos
sorologicamente e agrupados em baixa e alta freqiiéncia na populacéo: antigeno de
baixa frequéncia — é aquele encontrado em menos de 1% de uma dada populacéo;
antigeno de alta frequéncia — € aquele encontrado em mais de 99% de uma dada
populacdo (SANTOS; SARAIVA; MALTEZ, 1996).

Além dos sistemas de grupos sanguineos ABO e Rh, sdo conhecidos,
atualmente, os sistemas Kell, MNS, Kidd, Duffy, Lutheram, Lewis e Diego, entre
outros (SANTOS; SARAIVA; MALTEZ, 1996).

Os sistemas de grupos sanguineos caracterizam-se pela expressdo de
antigenos protéicos e carboidratos na membrana eritrocitaria, 0s quais sao
identificados por anti-soros especificos. Esses grupos tém importancia pratica, nas
transfusdes, na obstetricia, na neonatologia e na medicina legal (BONINI-
DOMINGOS et al., 2003).

Os antigenos de grupos sanguineos sdo resultantes de variabilidades
genéticas que ocorrem nos componentes da membrana celular, que podem ser
proteinas, glicoproteinas ou glicolipidios. Os anticorpos eritrocitarios sao
imunoglobulinas (lg), produzidas pelo sistema imune, em resposta ao antigeno
eritrocitario. Estes aloanticorpos que reconhecem o0s antigenos de grupos
sanguineos sdo de ocorréncia natural ou imunes devido a aloimunizacdo em
decorréncia de transfusao ou gravidez (MELO; SANTOS, 1996).

A unido dos antigenos com seus anticorpos correspondentes possui
principios gerais, como: especificidade, reversibilidade, equilibrio e termodinamica
(GOMES, 2002).

A parte da molécula antigénica que esta diretamente envolvida na interacéo
com o anticorpo é chamada de epitopo ou determinante antigénico, que € o
responsavel pela especificidade de um determinado antigeno (GIRELLO; KUHN,
2007; KAGAN, 1992). Um antigeno pode apresentar muitos epitopos diferentes ou
repetidos e os anticorpos sao especificos para cada epitopo (GOMES, 2002).

As reacdes in vivo entre antigenos e anticorpos produzem imuno-complexos
que ndo sdo visiveis. A necessidade de se investigar as reagfes imunolégicas in
vitro levou ao desenvolvimento de uma variedade de métodos com o0 objetivo de
detectar e quantificar estas reacdes (GIRELLO; KUHN, 2002, 2007).

Em imunohematologia, pesquisa-se in vitro a interacdo entre antigeno e

anticorpo, seja para pesquisa dos antigenos, como exemplo, na fenotipagem direta
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ABO, seja para pesquisa de anticorpos regulares (por exemplo: ABO) ou irregulares
(por exemplo: anti-C) no soro dos individuos, por meio do método de aglutinagédo de
hemacias ou hemaglutinacdo, que culmina com a formacdo de aglutinatos de
hemacias sensibilizadas por anticorpos. Para isto faz-se necessario conhecer as
duas etapas dessa reacdo entre antigeno e anticorpo, a reacdo propriamente dita
(etapa de sensibilizacao) e o fendmeno de hemaglutinagéo (etapa da visualizacao),
para que se possa compreender e aplicar seus fundamentos no dia a dia (GIRELLO;
KUHN, 2002, 2007).

A frequéncia com que os antigenos aparecem numa determinada populacéo
varia de acordo com a sua composicdo racial. A importancia de se definir os
fendtipos esta relacionada a necessidade de se definir a compatibilidade pré
transfusional, para selecionar adequadamente o0 hemocomponente a ser
transfundido e, ainda, comparar a prevaléncia fenotipica da regido (GIRELLO;
KUHN, 2002; LORENZI et al., 2003).

Toda transfusédo traz em si um risco, seja imediato ou tardio, devendo,
portanto, ser criteriosamente indicada (BRASIL, 2004). Assim, 0s servicos de
Hemoterapia sdo rotineiramente inspecionados e regulamentados, conforme as
normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As regulamentacdes
técnicas para os procedimentos hemoterapicos estdo determinadas na Resolugéo
da Diretoria Colegiada (RDC) N° 57 de 16 de dezembro de 2010 e pela Portaria n°
1.353, de 13 de junho de 2011 (BRASIL, 2010, 2011). Séo realizados exames de
controle de qualidade dos reagentes e das técnicas utilizadas, denominados como

controle de qualidade interno e externo.

2.2 Sistemas Sanguineos

2.2.1 Sistema ABO

Karl Landsteiner, verdadeiramente, abriu as portas dos Bancos de Sangue

com sua descoberta do primeiro sistema de grupos sanguineos, o ABO. Esse fato
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marcou o inicio do conceito de individualidade definida pelos antigenos das
hemacias presentes na membrana do eritrocito. O sistema ABO continua sendo o
mais importante de todos 0s grupos sanguineos ha pratica transfusional
(HARMENING, 2006).

Em 1901, Landesteiner colheu seu préprio sangue e de cinco colaboradores,
separando as células do soro, e a seguir misturou cada amostra com cada soro.
Verificou que o soro de certos individuos era capaz de aglutinar os eritrocitos de
outros, sendo, assim, o primeiro a realizar a classificacdo direta e a classificacédo
reversa (HARMENING, 2006).

Os antigenos ABO estao presentes em todos os érgaos do corpo humano e
sdo denominados como antigenos histossanguineos. Os antigenos soluveis ABO
podem ser sintetizados e secretados pelas células dos tecidos e com isto podem ser
encontrados em todas as secrec¢des corporais dependendo do gene ABO herdado
(HARMENING, 20086).

Estes antigenos se desenvolvem precocemente ainda na vida fetal, mas néo
aumentam muito mais em sua forca durante o periodo gestacional. A reatividade
ABO do eritrécito no neonato ndo é tao potente quanto a da célula adulta, estima-se
que possua de 25 a 50% do numero de sitios antigénicos encontrados nas
hemaceas adultas. E importante ressaltar que a expressdo fenotipica destes
antigenos pode variar com a idade, raca, interacdo genética e com o estado
patolégico (HARMENING-PITTIGLIO; FLYNN, 1992).

A fenotipagem ABO é definida pelos antigenos presentes nas hemacias e
pelos anticorpos “naturais” encontrados no soro. Sao realizadas prova direta, onde
se pesquisam os antigenos do sistema ABO que estdo presentes nas hemacias do
individuo, e prova reversa, onde se procura determinar os anticorpos do Sistema
ABO que estdo presentes no soro ou no plasma. O sistema é constituido por
individuos do grupo sanguineo tipo A, B, AB ou O (Quadro 1).

Por estar presente em tecidos e fluidos organicos, os antigenos do sistema
ABO sao importantes também na compatibilidade em transplantes de 6rgaos e
medula 6ssea (GIRELLO; KUHN, 2007).
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Grupos sanguineos Antigenos eritrocitarios Anticorpos séricos
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AeB -
) - Anti-A, Anti-B, Anti-AB

Quadro 1 — Grupos sanguineos do sistema ABO
Fonte: Beiguelman, 2003.

A frequéncia dos fenotipos ABO e dos alelos comuns varia de acordo com a
raca e populacdo estudada devido ao fenbmeno de migracdo populacional e
cruzamentos étnicos (GIRELLO; KUHN, 2007).

Dentro do sistema ABO existem diversos subgrupos, denominados:
subgrupos A, B e AB, sendo que os mais freqientemente encontrados na pratica
sdo os subgrupos Al, A2, A1B e A2B. Sé&o fendtipos ABO que se expressam de
forma diferente na membrana da hemacia, em consequéncia de alteracdes
provocadas por mutacfes genéticas e apresentam significativa reducdo no numero
de sitios antigénicos expressos nas hemacias, isso explica o porqué, algumas
vezes, observa-se menor reatividade com anti-soros A, B, e AB nas fenotipagens
ABO (GIRELLO; KUHN, 2007; NOVARETTI; DORLHIA; CHAMONE, 2000).

2.2.2 Sistema Rh

Em 1939, Philip Levine e Rufus Stetson descreveram a presenca de um
anticorpo, na circulacdo de uma mulher, responsavel por uma reacédo transfusional
hemolitica logo apés uma transfusdo de sangue doado pelo marido. Sugeriram que
este anticorpo, que aglutinava 80% das hemaceas dos doadores ABO compativeis,
fora produzido nesta mae por um antigeno fetal de origem paterna (BORDIN;
JUNIOR; COVAS, 2007; GIRELLO; KUHN, 2007).

Em 1940, Landsteiner e Alexandre Wiener verificaram que a injecdo de
sangue do macaco rhesus Macaca mulatta em coelhos e cobaias resultava na
formacdo de um anticorpo, denominado anti-Rh, que aglutinava as heméacias do

macaco rhesus e de 85% das hemacias dos doadores de sangue caucasianos de




24

Nova York. Estes individuos foram posteriormente classificados como Rh (Rhesus)
positivos. Os individuos cujas hemacias ndo eram aglutinadas por este anticorpo,
foram classificados como Rh-negativos (CASTILHO, 2007; GIRELLO; KUHN, 2007).

Em 1942, Fisk e Ford observaram que o anticorpo descrito por Levine e
Stetson ndo se tratava do mesmo anticorpo descrito por Landsteiner e Wiener,
como se pensou naquela época. No entanto, o nome “Rh” de Rhesus nao pdde ser
mudado, pois aparecia em milhares de publicacbes. Assim, Levine e cols.
propuseram que o antigeno definido pelo anticorpo anti-rhesus produzido em animal
fosse chamado LW em homenagem a Landsteiner e Wiener e a denominagéo Rh foi
mantida para o anticorpo formado pelo homem (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

O sistema Rh € o maior e mais complexo sistema de grupos sanguineos,
compreendendo atualmente 49 antigenos. Representa um dos sistemas de maior
interesse clinico, por seu envolvimento na Doenga Hemolitica do Recém-Nascido
(DHRN), nas Reacgdes Transfusionais Hemoliticas e nas Anemias Hemoliticas Auto-
imunes. No ponto de vista transfusional € o segundo mais importante, depois do
ABO, devido a imunogenicidade de seus antigenos, como é o caso do antigeno D
(CASTILHO, 2007; CREDIDIO, 2010; GIRELLO; KUHN, 2007).

Os antigenos Rh séo exclusivamente eritrocitarios, ndo sdo encontrados em
leucécitos ou plaguetas e surgem precocemente em torno da décima semana de
vida intra-uterina (GIRELLO; KUHN, 2007). O sistema Rh tornou-se, assim, o
sistema de grupo sanguineo com maior grau de polimorfismo entre os marcadores
conhecidos da membrana eritrocitaria: o gene RHD, que ndo possui alelos,
produzindo o antigeno D; o gene RHCE, que possui varios alelos, produzindo dois
pares de antigenos antitéticos, C/c e E/e (CASTILHO, 2007).

Os genes do sistema Rh, RHD e RHCE séo altamente homologos e diferem
na sua localizagdo cromossomica. Os genes RHD e RHCE estéo localizados no
cromossomo 1p36.13-34.3, organizados em dez éxons dentro de uma sequéncia
gendmica de aproximadamente 75Kb. As diferengas basicas entre estes dois genes
estdo na regido do éxon 10 e na delecdo de 600 pb no intron 4 do gene RHD se
comparado ao gene RHCE (CREDIDIO, 2010; RODRIGUES, 2005).

A proximidade entre os genes RHD e RHCE facilita a ocorréncia de
conversdo génica durante 0s rearranjos génicos entre eles, levando, assim, a
formacado de hibridos (partes do gene RHD em RHCE e vice-versa), responsaveis
por algumas variantes do antigeno Rh D (GIRELLO; KUHN, 2007).
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Os cinco principais antigenos do sistema Rh incluem: D, C, c, E, e. Estes
antigenos formam oito complexos génico, conhecidos como haplétipos Rh (Cde,
cDe, cde, cDE, cdE, Cde, CDE, CdE). Destes, o antigeno Rh D é o mais importante
do ponto de vista clinico devido ao seu grau de imunogenicidade seguido dos
antigenos c, E, C, e, C" entre outros (CASTILHO, 2007).

Os genes do sistema Rh sdo co-dominantes de forma que, quando os genes
RH herdados do pai sé@o idénticos aos da mae, chama-se o individuo de
homozigotico. Se os genes herdados forem diferentes, o individuo sera considerado
heterozigoético (GIRELLO, KUHN, 2002, 2007).

Segundo Harmening, a frequéncia genética com que os antigenos do sistema

Rh aparecem encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Frequéncia genética do Sistema Rh

Antigenos %
D 85
c 70
E 30
d 15
c 80
e 98

Fonte: Harmening, 2006.

A frequéncia dos haplotipos Rh varia em diferentes populacdes. A Tabela 2

apresenta as combina¢cdes mais comuns de antigenos, expressos como haplotipos.

Tabela 2 — Frequéncia dos hapl6tipos Rh

Haplétipos Genes presentes Antigenos Fendtipos
presentes
R' RHD, RHCe D,C,e R,
r RHce c.e r
R* RHD, RHCE D,c, E R,
R° RHD, RHce D, c e Ro
r RHCe C,e r
r’ RHCE ¢ E r’
R? RHD, RHCE D,C, E R,
rY RHCE C, E r

Fonte: Bordin, Junior e Covas, 2007.
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A Tabela 3 apresenta a frequéncia dos oito haplétipos Rh em trés populagtes
distintas. Os oito haplétipos Rh podem parear em 36 gendtipos, entretanto,
utilizando-se os anti-soros anti-C, anti-c, anti-E e anti-e, somente 18 fendtipos
podem ser determinados. Pela nomenclatura CDE, os fendétipos sdo geralmente
expressos na forma de gendtipos (Ex. DcE/dce), mas néo significam o verdadeiro
gendtipo de um individuo, e sim o gendtipo deduzido a partir da frequiéncia génica
da populacdo apropriada. A dificuldade em se estabelecer o gendtipo baseia-se na
impossibilidade de determinar a zigozidade do antigeno RhD por técnicas
sorolégicas. As técnicas moleculares tornaram possivel a determinacdo da
zigozidade do antigeno D, o que pode, agora, facilitar a identificacdo do gendtipo Rh
(BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

Tabela 3 — Frequéncia dos haplétipos Rh em populacdes inglesas, nigerianas e brasileiras

Haplotipos Frequéncias

CDE Rh-Hr Ingleses Nigerianos Brasileiros
DCe R* 0,4205 0,602 0,3802
dce r 0,3886 0,2028 0,3058
DcE R® 0,1411 0,1151 0,1435
Dce R® 0,0257 0,5908 0,1131
dcE r 0,0119 0 0,0101
dCe r 0,0098 0,0311 0,0398
DCE R* 0,0024 0 0,0075
dCE rY 0 0 0

Fonte: Bordin, Junior e Covas, 2007.

Os genes RHD e RHCE apresentam uma estrutura similar. Se forem
comparados os polipeptideos produzidos por ambos, sera constatada homologia

entre eles.

Tabela 4 — Diferencas estruturais entre antigenos D, C, ¢, E, e

Proteina Rh
Fendtipo Rh Proteinas Peso molecular N° Aminoacidos
D positivo Proteina D 32 KDa 417 aa
Proteina CcEe 34 KDa 417 aa
D negativo Proteina CcEe 34 KDa 417 aa

Fonte: Melo, Santos, 1996.
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Os antigenos do sistema Rh estdo localizados em duas proteinas néo
glicosiladas denominadas RhD e RhCE. A presenca ou auséncia do antigeno na
superficie das hemacias esta correlacionada com a presenca ou auséncia de um
membro desta mesma familia de proteinas. As proteinas Rh sdo compostas por 417
aminoacidos e atravessam a membrana eritrocitdria 12 vezes, apresentando 0s
segmentos aminoterminal e carboxiterminal intracelularmente (CREDIDIO, 2010).

Modelos estruturais apresentam a proteina Rh com seis alcas extracelulares,
12 transmembranares e sete intracelulares. As proteinas Rh e RhCE diferem em 31
a 35 aminoacidos dependendo do alelo RHCE considerado. Estas diferengas podem
talvez explicar em parte a imunogenicidade do antigeno D (CASTILHO, 2007)
(Figura 1).

A proteina C difere da proteina ¢ em quatro aminoacidos (verde na Figura 1).
Esse polimorfismo da proteina RhCE, produzido por mutacfes em seis nucleotideos
no gene RHCE, apresenta um ponto importante de troca de aminoacidos na posi¢ao
103 da proteina serina (C), para uma prolina (c), na 22 alca extracelular. (Ser103Pro)
(CREDIDIO, 2010; GIRELLO; KUHN, 2002; RODRIGUES; CASTILHO, 2002;
RODRIGUES, 2005).

Erythrocyte surface
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Figura 1 - Proteina Rh: A proteina Rh na membrana eritrocitaria. Ambas as proteinas Rhesus
mostram 417 aminoacidos. As substituicbes de aminoacidos que distinguem o RhD da
proteina RhCE sao mostradas em amarelo, com os quatro aminoacidos que codificam o
antigeno C em verde e um que codifica para o antigeno E em preto. As Unicas
substituicbes de aminoacidos que codificam D parciais estdo em azul, aquelas que
codificam para D fraco sdo em vermelho.

Fonte: Transfus Sangue, v.5, n.2, p. 50-57, 2007.
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A proteina E difere da proteina “e” em apenas um aminocido (preto na figura
1), mas em posicdo importante quando da substituicdo de uma prolina (E) na
posicdo 226, para uma alanina (e), na quarta alca extracelular (Pro226Ala).
Polimorfismo produzido por mutacdo missense em apenas um nucleotideo do gene
(CREDIDIO, 2010; GIRELLO, KUHN, 2002; RODRIGUES; CASTILHO, 2002,
RODRIGUES, 2005).

A proteina D (presente em individuos Rh positivos) difere da proteina CcEe
em 35 aminoéacidos (amarelo na Figura 1). Devido a esta grande diferenca, o
antigeno D é tdo imunogénico para os individuos que ndo o possuem, sendo que
isto pode explicar porque o sistema Rh frequentemente induz uma resposta imune
muito forte (WESTHOFF, 2005).

O antigeno C", do sistema Rh, é produzido por um gene variante de RHCE.
Ndo se trata de um antigeno C fraco, mas de um novo antigeno que pode estar
presente independentemente dos fenétipos C/c., € um antigeno de baixa frequéncia,
estimado em menos de 2% em brancos (GIRELLO, KUHN, 2002). Este antigeno foi
descoberto em 1946, por Callender e Race (1946), em um doente de gendtipo
Cde/CDe , que tinha recebido vérias transfus6es. Demonstrou-se, posteriormente,
que este antigeno, encontrado véarias vezes em individuos Rh (D) positivo, estava
ligado ao fator C(rh’), sendo um terceiro alelo da série C-c ao qual seus
descobridores denominaram C", sendo o simbolo W a inicial do doador (Willis),
cujos glébulos continham o referido antigeno que estimulara a formacdo do
anticorpo anti-C" (LIMA et al., 2001).

Tabela 5 — Diferenca estrutural entre os antigenos C, ¢ ,C"

Antigenos Posicdo na proteina Aminoacidos
Clc 41 Glicina
c" 41 Arginina

Fonte: Girello e Kuhn, 2002.

Varias nomenclaturas foram anteriormente desenvolvidas: Fischer-Race
(CDE), Wiener (Rh-hr), Rosenfield (numérico), sendo as duas primeiras baseadas
em modelos genéticos postulados para explicar a origem dos antigenos desse
sistema.

O modelo genético de Fischer e Race (CDE) propde que a producdo dos

antigenos é controlada por trés pares de genes alelos (sendo os genes D, C,c,E,e),
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cujos loci estdo estreitamente ligados, formando complexo genético que é
transmitido em bloco durante a meiose (haplétipos). Cada haplétipo forma, sobre a
membrana da hemacia, uma combinacdo especifica de trés antigenos, e cada
individuo herda dois haplétipos (um materno, outro paterno). Se os dois haplétipos
sao idénticos, o individuo é homozigoto, se séo diferentes, heterozigoto (GIRELLO;
KUHN, 2007).

Na atualidade, sabe-se que essa teoria genética ndo é verdadeira, porém sua
nomenclatura para os antigenos Rh permaneceu, sendo muito utilizada em bancos
de sangue (GIRELLO; KUHN, 2002).

Wiener com base em seu modelo genético estabeleceu a nomenclatura Rh-
Hr, que é de mais dificil compreensdo. Pela sua teoria, existe apenas um par de
genes alelo no lécus Rh que produz um s6 antigeno (aglutinégeno) com mudltiplas
especificidades, chamadas de fatores do sistema Rh (GIRELLO; KUHN, 2002).
Cada gene e cada aglutinogeno com suas especificidades (fatores) sao
representados conforme Tabela 6 (GIRELLO; KUHN, 2007).

Como se sabe, herda-se um par de genes alelos dos progenitores e, assim, 0
fendtipo de cada individuo é representado, na terminologia Rh (Wiener), de acordo
com a combinacdo dos genes herdados dos pais: R!R?, R'R* R?, rr, etc (GIRELLO;
KUHN, 2002, 2007).

Atualmente, embora os estudos comprovem que ambas as teorias estédo
incorretas, permaneceram as nomenclaturas. Na realidade dois genes RHD e RHCE
(e alelos) sdo os responsaveis pela formacdo das proteinas RhD e RhCE(ce),
conforme sugerido na teoria desenvolvida por Patricia Tippett em 1986 (GIRELLO;
KUHN, 2002, 2007).

Foi, entdo, observada a necessidade de uma linguagem universal pela ISBT
que formou o grupo de Trabalho sobre Terminologia dos Antigenos de superficie da
Heméacia. Sua intencdo era estabelecer uma nomenclatura uniforme que tanto as
pessoas como o0s aparelhos pudessem compreender e que seguissem a base
genética dos grupos sanguineos.

A ISBT adotou um numero de seis digitos para cada especificidade de grupos
sanguineo autenticada. Os primeiros trés numeros representam o sistema, e os trés
restantes representam a especificidade antigénica. O numero 004 foi atribuido ao

sistema Rh. Os bancos de sangue devem estar familiarizados com as nomenclaturas
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de Fischer-Race, Wiener, Rosenfield e ISBT e devem ser capazes de compara-las,
guando lendo, escrevendo ou discutindo o sistema Rh (Tabela 6).

Tabela 6 — Teorias Genéticas e nomenclaturas do Sistema Rh

Tippett Tippet Fischer- Fischer - Wiener Wiener ISBT Incidéncia Incidéncia
Race Race (%) (%)
1° 20 Gene Antigenos Gene  Fenotipo Branco Negros
locus locus
RHce RHD Dce D,c,e R® Ro RH1,2,3, 6,93 38,45
4,5
RHCe RHD DCe D,Ce R R, RH1,2,- 40,63 18,78
3,4,5
RHcE RHD DcE D,c,.E R? R, RH1,- 13,88 14,37
2,345
RHCE RHD DCE D,CE R* R, RH1,2,3,- 0,38 0,00
4,5
RHce dce d,c.e r r RH- 35,96 24,37
' 1,2,3,4,5
RHCe dCe d,C.e r r RH- 1,07 3,31
B B 1,2,3,4,5
RHCE dcE d,c,E r r RH- 0,52 0,48
1,2,3,4,5
RHCE dCE d,C,E r/ ry RH- 0,00 0,00
1,2,3,45

Fonte: Girello e Kuhn, 2007.

No Quadro 2, encontram-se 0s tipos comuns e raros de genoétipos Rh,
conforme a nomenclatura de Wiener e Fischer-Race, mais utilizados e a frequéncia

com que aparecem.

Wiener Fischer-Race Frequéncia (%)
(Gene) (Gene) (aprox. em brancos)
Genbtipos comuns R1r DCeldce 33
RIR? DCe/DCe 18
rr dce/dce 15
R1R2 DCe/DcE 11
R2r DcE/dce 9
R2R2 DcE/DcE 2
Genotipos raros r'r dCe/dce 1
rr dCe/dCe 0,01
rr dcE/dce 1
rr”’ dcE/dcE 0,03
RO r Dce/dce 2
R ORO Dce/Dce 0,1
ryr dCE/dce raro

Quadro 2 — Tipos comuns de Gendtipos Rh, segundo as nomenclaturas e frequéncias
Fonte: Harmening, 2006.
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Quanto ao antigeno D, do sistema Rh, é o mais importante deste sistema,
devido ao seu envolvimento na doenca hemolitica do recém-nascido, nas reacdes
transfusionais hemoliticas e nas anemias hemoliticas autoimunes (CASTILHOS,
2005; CREDIDIO, 2010; RODRIGUES; CASTILHO, 2002; RODRIGUES, 2005;
ROSA).

A presenca ou auséncia do antigeno Rh D nas hemacias determina o fenoétipo
conhecido. Portanto, o individuo considerado Rh positivo possui os dois genes (RHD
e RHCE), enquanto Rh negativo, quase em sua totalidade, o RHD esta deletado
(CREDIDIO, 2010; GIRELLO; KUHN, 2002; RODRIGUES; CASTILHO, 2002; ROSA,
CASTILHOS, 2005). Aproximadamente 55% dos individuos Rh D positivos séo
heterozigotos em seu lécus Rh D (BAIOCHI; NARDOZZA, 2009).

O antigeno D pode variar de expressdo fenotipica devido a alteracfes
qualitativas/ quantitativas: D normal, D fraco (antigamente designado Du) e D parcial
(Figura 2). O limite para a diferenciagdo entre antigenos D fraco e parcial,
dependendo de sua categoria, € muito ténue (GIRELLO; KUHN, 2002, 2007).

ANTIGENO D NORMAL D FRACO D PARCIAL D PARCIAL
NORMAL NORMAL MUTANTE MUTANTE
NORMAL REDUZIDO NORMAL REDUZIDO

LEGENDA: EPITOPO §? ANTIGENO l@

Figura 2 - Variantes Rh D nas hemacias. A 12 hemacia representa uma heméacia Rh D normal, a qual
contém numero adequado de antigenos e a presenca de todos os epitopos D. A 22
heméacia representa uma heméacia com o fenétipo Rh D fraco, onde ha quantidade
reduzida de antigenos, porém com todos os epitopos Rh D presentes. A 3% hemacia
representa o fendtipo Rh D parcial, o qual possui quantidade completa de antigenos,
porém com um ou mais epitopos alterados em cada antigeno. A 42 hemécia possui 0
fendtipo Rh D parcial fraco, onde ha numero reduzido de antigenos por hemécia e também
epitopos alterados nestes antigenos.

Fonte: Sabino, 2008.
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O individuo com fendétipo D fraco apresenta um enfraquecimento de
reatividade em funcdo de um numero menor de sitios antigénicos expressos na
membrana eritrocitaria (MELO; SANTOS, 1996). A densidade antigénica do antigeno
RhD normal varia entre 10.000 a 25.000 sitios por hemacias, enquanto que 0s
antigenos RhD fraco apresentam densidades antigénicas que variam de 66 a 5000
sitios antigénicos por hemécia (CASTILHO, 2008; WESTHOFF, 2004) .

O antigeno RhD Fraco foi descrito por Stratton (1946) e por apresentar fraca
expressado do antigeno RhD, dependendo do antisoro Anti-D utilizado, reage apenas
pelo teste de antiglobulina humana (CREDIDIO, 2010; ROSA; CASTLHOS, 2005).

A Figura 3 mostra a variacdo da densidade antigénica dos antigenos D fraco

mais comuns:

4 N\
2500 7 | tipo4
1500 —| | tipo3
1000 — tipo 1

500 | «— | tipo2 | Cut off soroldgico=
500 ags/hemdcias

300 ¥ | tipO>S

\ J

Figura 3 - Densidades antigénicas de antigenos RhD fraco mais comuns.

Estes fenotipos D Fraco podem surgir como uma consequéncia de mutagdes
de ponto missenses em diferentes exons do gene RHD. Mais de 70 tipos de D fracos
ja foram descritos (http://www.uni-ulm.de/~wflegel/RH/). As substituicdes dos
aminoacidos dos diferentes tipos de D fraco estdo localizados nos segmentos

transmembranares e intracelulares da proteina Rh D (ndo reconhecida pelos
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anticorpos) (Figura 4). Este fato explica a fraca expressdo do antigeno RhD na
membrana da hemacia, bem como a auséncia de aloanticorpo anti-D na maioria dos
individuos D fracos (CASTILHO, 2007; COUTINHO, 2008; CREDIDIO, 2010;
MULLER et al., 2001; RODRIGUES, 2005; ROSA, 2005).

Figura 4 - Proteina Rh D fraco. Aminoacidos em vermelho indicam que as substituicdes na proteina
Rh D fraco ocorrem nas regifes transmembranares e intracelulares
Fonte: Sabino, 2008.

O Antigeno D é considerado como um mosaico composto por 37 epitopos,
onde pelo menos 9 epitopos ja foram definidos por diferentes anticorpos
monoclonais, o individuo D normal possui todos os epitopos (BARROS et al., 2006;
CASTILHO, 2007; CREDIDIO, 2010; GIRELLO; KUHN, 2002, 2007; RODRIGUES,
2005).

O individuo D parcial é caracterizado pela presenca, auséncia e/ou alteracdo
de um ou mais epitopos do antigeno D. Os epitopos Rh sao altamente

conformacionais, sendo que qualquer alteracdo de aminoacidos em uma parte da
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proteina pode afetar a expressdo da sequéncia de epitopos ou resultar em novos
epitopos (AVENT; REID, 2000).

A andlise molecular das variantes do antigeno RhD mostrou que a perda de
expressao de certos epitopos esta associada a mutacdes de ponto no gene RHD ou
a rearranjos génicos entre os RHD e RHCE. As variantes DII, Dllla, DIVa, DVII,
DAR, DHMi, DAU, entre outras, ocorrem pela presenca de mutacdes de ponto no
gene RHD, enquanto as variantes DIlllb, Dllic, DIVb, DVI, DFR, DBT e outras
ocorrem pela formacdo de genes hibridos, em que um fragmento do gene RHD é
substituido por um fragmento gendémico do gene RHCE (CREDIDIO, 2010;
RODRIGUES, 2005).

Estas alteracGes ocorrem nos segmentos extracelulares da proteina RhD, as
alcas onde estdo localizadas os epitopos Rh, mudando a sua conformacédo e a
exposicdo dos epitopos de RhD (Figura 5). Este fato explica porque os individuos
com o fenétipo RhD parcial perdem a expressao de alguns epitopos do antigeno D e
podem desenvolver aloanticorpos anti-D ao entrar em contato com hemacias RhD
positivas normais (BARROS et al, 2006; CASTILHO, 2007; COUTINHO, 2008;
CREDIDIO, 2010; RODRIGUES, 2005; ROSA, 2005; SABINO, 2008).

Uma particularmente fraca expresséao do antigeno D é denominada DEL, pois
s6 poderia ser demonstrada através de eluicdo ou biologia molecular; as alteracdes
genéticas sdo mais severas do que as observadas no D fraco. Todos alelos DEL sé&o
raros na Europa, mas até 30% dos individuos D negativos, do leste da Asia s&o
portadores de alelo DEL RHD (FLEGEL, 2007).

Ao analisar as variantes D parcial, a densidade antigénica é de 500 a 25.000
e na variante Del esta densidade pode ser menor que 50 sitios/heméacias, o que
torna a identificacdo passivel de técnicas especificas (CASTILHO, 2008; CREDIDIO,
2010).

O reconhecimento de amostras com fraca expressao do antigeno RhD
depende do método e da qualidade do reagente anti-D empregado.

Como a diferenciacdo entre os antigenos RhD fraco e parcial é dificil de ser
caracterizada na rotina soroldgica, muitos pacientes tém produzido anti-D, pelo fato
de terem sido considerados RhD positivo (BARROS et al., 2006; CREDIDIO, 2010;
RODRIGUES, 2005).
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Figura 5 — Proteina Rh D parcial. Aminoacidos em rosa indicam que as substituicdes na proteina Rh
D parcial ocorrem nas algas extracelulares onde se localizam os epitopos RhD.
Fonte: Sabino, 2008.

Sorologicamente, o fenétipo D parcial € determinado de acordo com a
reatividade obtida com painel de soros monoclonais anti-D, sendo entdo divididos
em categorias. Até o momento, nove categorias foram definidas, como mostra a
Tabela 7.



36

Tabela 7 — Categorias dos antigenos D parciais

Categorias Epitopos presentes
epD1 epD2 epD3 epD4 epD5 epD6 epD7 epD8  epD9

I + + + - + + + +

Il a + + + + + + + + +
Il c + + + + + + + + +
IV a - - - + + + + +

IVb - - - - + + + +

Va - + + + - + + + +
VI - - + + - - - - +
VII + + + + + + + - +
DFR - - + + - - - - +
DBT - - - - - + - +

Fonte: Girello e Kuhn, 2002.

A perda da expressdo antigénica da proteina D, nas hemécias de individuos
Rh negativos, € gerada por trés mecanismos principais; nos caucasoides o
mecanismo é a delecdo total do gene RHD. Na raca negra ocorre o chamado
pseudogene (RHDy), analisando-se molecularmente, este gene apresenta-se
mutado, portanto, fenotipicamente estes individuos sdo identificados como Rh
negativos, mas genotipicamente possuem a presenca de um alelo denominado
RHDy, (pseudogene RHD).

Além disso, foi observado em 15% dos africanos, a presenca de um gene
RHD hibrido (RHD-CE-D). Esse gene codifica uma proteina alterada com fraca
expressdo do antigeno RhC e nenhuma expressdo do antigeno RhD. Assim, a
correta deducdo do fendtipo RhD em africanos deve levar em consideracdo a
presenga do RHDy e do gene hibrido RHDCED (CASTILHO, 2007; GIRELLO;
KUHN, 2002; RODRIGUES, 2005; ROSA, 2005).

Em asiaticos, 10% a 30% dos fendtipos Rh negativos sdo D Del, que
expressam fracamente o antigeno D, e assim sdo erroneamente, enquadrados como
Rh negativos nos teste convencionais para tipagem sanguinea (BAIOCHI et al.,
2009). Segundo NARDOZZA (2010), a variante D mais comum nos Asiaticos D
negativos é o fenatipo Del RhD.
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A auséncia de expressdo dos antigenos Rh na membrana das hemacias
determina o raro fenétipo Rh null. O complexo Rh € critico para a estrutura da
membrana. Os eritrocitos Rh null, que faltam esta proteina, apresentam uma anemia
cronica de grau variavel associada a estomatocitos e esferdcitos e aumento da
permeabilidade a ions. Estudos familiares mostraram que a deficiéncia Rh esté
associada com consanguinidade e surge de diferentes origens genéticas
(CASTILHO, 2007).

A frequéncia fenotipica e genotipica do sistema Rh pode diferir entre
populacbes como uma consequéncia da miscigenacdo entre os individuos de
diferentes grupos raciais (BEIGUELMAN, 2003).

A aplicacdo de estudos sorolégicos e moleculares se faz necesséria e se
complementa para esclarecer e definir o perfil de doadores e/ou receptores de
hemocomponentes (CASTILHO, 2007).

As técnicas moleculares permitem distinguir as hemacias que perdem ou
apresentam epitopos alterados (RhD parcial) daqueles que possuem niveis
reduzidos do antigeno RhD (RhD fraco). Esta diferenciacdo € importante para
prevenir a aloimunizacdo em receptores e gestantes, uma vez que individuos com

variantes de D apresentam risco de aloimunizagao.

2.2.3 Sistema Kell

O sistema de grupo sanguineo Kell € uma interessante mescla de antigenos
de alta e baixa frequéncias (HARMENING, 2006). Atualmente, os 24 antigenos
conhecidos fazem do sistema de grupo sanguineo Kell o terceiro sistema de
antigenos eritrocitarios mais polimorficos (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007). Estao
bem desenvolvidos ao nascimento e sdo expressos, principalmente, na superficie
da membrana dos eritrocitos e, também, em 6rgaos linféides, cérebro, coracdo e
musculo esquelético, entre outros (GIRELLO; KUHN, 2002).

O Sistema Kell foi o primeiro a ser descoberto, por meio do teste de
antiglobulina humana, em 1946, pela demonstracao do anticorpo anti-K em caso de
doenca hemolitica perinatal. O antigeno K (Kell, K1) foi o primeiro a ser descrito,
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seguido do antigeno k (Cellano, K2) trés anos mais tarde. Este anticorpo evidenciou
pertencer ao sistema Kell porque € antitético em relacdo ao anti-K, ja que a maioria
dos individuos K- séo k+, do mesmo modo que, praticamente, todos os individuos k-
sdo K+ (HARMENING-PITTIGLIO; FLYNN, 1992).

Kell permaneceu como sistema de dois antigenos até que Allen et al.
descreveram os antigenos antitéticos Kpa, e Kpb em 1957 e 1958, respectivamente.
Padrbes de hereditariedade e estudos estatisticos confirmaram sua relacdo com o
sistema Kell. Do mesmo modo, foi constatado que Jsa, descrito em 1957 por Giblett,
e Jsh, descrito por Walker et al., em 1963, eram antitéticos e estavam relacionados
ao sistema Kell. A descoberta do fenétipo nulo em 1957, designado Ko, ajudou a
associar muitos antigenos ao sistema Kell (HARMENING, 2006). Os raros
individuos em que a proteina Kell ndo se forma manifesta o feno6tipo Ko, por nao
haver a possibilidade de existéncia dos antigenos Kell (BEIGUELMAN, 2003).

Os alelos Kpa e Kpc sdo mutagbes de baixa frequéncia do seu correlato de
alta frequéncia Kpb. O antigeno Kpa é encontrado em 2% dos brancos. O antigeno
Jsa, antitético para o antigeno de alta frequiéncia Jsb, € encontrado em cerca de
20% dos negros, mas em menos de 0,1% de brancos (HARMENING, 2006).

Assim, antigenos K e k, determinados por um par de alelos K e k, constituem
uma série; os antigenos Kpa, Kpb, Kpc, dependentes dos alelos Kpa, Kpb, Kpc,
constituem outra série, e 0s antigenos Jsa e Jsh, determinados pelos respectivos
alelos, compdem outra série (BEIGUELMAN, 2003).

Os estudos populacionais mostram que o fenétipo Kp (a-b+c-) € encontrado
em praticamente 100% dos negros e em cerca de 98% dos caucasoides.Os 2%
restantes apresentam fenétipo Kp (a+b+c-) (BEIGUELMAN, 2003).

Os antigenos do sistema Kell sdo altamente imunogénicos e 0s anticorpos
anti-K sdo, na maioria das vezes, imunes, mas podem ocorrer de forma natural
(LEVINE et al., 1949), e também descoberto em um caso de Doenca Hemolitica do
Recém-Nascido (DHRN). Podem causar graves Reacgbfes e Transfusfes
incompativeis, assim como anemia fetal e Doenga Hemolitica do Recém-Nascido
(BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007).

Os antigenos deste sistema estdo localizados em uma glicoproteina N-
glicosilada de 93 KDa, produto de um unico gene, KEL, que contém 19 éxons,

situado no braco longo do cromossomo 7 e que interage com a proteina XK

(GIRELLO; KUHN, 2002).


http://pt.wikipedia.org/wiki/1949
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Foram descritos, posteriormente, diversos antigenos de menor frequéncia. O
sistema associa-se ao sistema Kx ---, 0 qual apresenta apenas um antigeno, o Kx. A
gligoproteina que contém os antigenos Kell se liga ao antigeno Kx por meio de
pontes dissulfidricas, produzido por um gene localizado no cromossomo X
(BEIGUELMAN, 2003). A relacédo entre o sistema Kell com o Kx foi notada pela
primeira vez por Allen et al. (1961) em um doador.

As manifestacfes que foram chamadas inicialmente de fenétipo McLeod, em
alusdo ao nome desse doador, e que ocorrem apenas em individuos do sexo
masculino, passaram a receber a designacdo de sindrome de McLeod, a qual inclui
entre seus sinais a manifestacdo de acantécitos eritrocitarios, ou seja, hemacias
com maior densidade e com espiculas irregulares, graus variados de atrofia
progressiva das fibras musculares e reducdo da expressdo de todos os antigenos
do sistema Kell (BEIGUELMAN, 2003; GIRELLO; KUNH, 2007).

Com o emprego de antissoros anti-K, foi possivel constatar que cerca de 9%
dos individuos caucaséides possuem o antigeno K (fenétipo K+), sendo esta
porcentagem menor em negros (entre 1 a 3%) e, praticamente nula nas populacdes
do extremo oriente. Além disso, as medidas preventivas - contra imunizacdo pelo
antigeno D do sistema Rh negativo reforcaram a importancia do antigeno Kell entre
as causas de Doenca Hemolitica do Récem-Nascido, a presenc¢a do anticorpo anti-
Kell no feto e posteriormente no recém-nascido, podendo leva-lo a anemia grave
devido ao efeito inibitério da eritropoiese, independente da concentracdo do
anticorpo (BEIGUELMAN, 2003).

Recomenda-se estimar os niveis de hemoglobina fetal nos casos de grande
probabilidade de DHRN por anti-K. Aproximadamente 50% dos bebés acometidos
requerem fototerapia associada a exsanguineo-transfusdo. A maioria dessas
criancas necessita de transfuséo periddica apds o nascimento até que a eritropoiese
seja totalmente restabelecida. Eritropoetina recombinante tem sido empregada com
sucesso para evitar transfusdes. Os anticorpos Kell tém sido reportados como
supressores da mielopoese e megacariopoese, podendo causar trombocitopenia nos
fetos com DHRN (BORDIN; JUNIOR; COVAS, 2007; GIRELLO; KUNH, 2007).
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Tabela 8 — Frequéncia dos fenétipos Kell

Fendtipo Brancos (%) Negros (%)
K-k+ 91,0 96,5
K+k+ 8,8 3,5
K+k- 0,2 <0,1
Kp(a+b-) <0,1 0
Kp(atb+) 2,3 Raro
Kp(a-b+) 97,7 100
Js(a+b-) 0 1
Js(at+b+) raro 19
Js(a-b+) 100 80

Fonte: Harmening, 2006.

Os intensos processos de miscigenagao que ocorreram no Brasil desde o
periodo de sua colonizacgdo, atribuiu a populacéo brasileira um antecedente étnico,
devido ao grande fluxo génico de individuos Africanos, Europeus e Asiaticos entre a

populacao.

2.2.4 Prevaléncia dos Grupos Sanguineos Encontrados em Doadores e Pacientes

Uma grande variedade de testes permite a realizagcdo da tipagem e
fenotipagem dos grupos sanguineos. Entre eles tem-se o0 método de aglutinacdo em
microplacas, que usa hemacias magnetizadas, a técnica de gel centrifugacdo e a
técnica em tubos, tida como referéncia (GIRELLO; KUNH, 2007).

Sabe-se que a transfusdo correta, quanto ao grupo sanguineo, evita a
ocorréncia de reacdes de incompatibilidade sanguinea, que causam hemolise, e até
mesmo a morte do receptor. Ha varios trabalhos no Brasil e em outros paises que
avaliam a prevaléncia da distribuicdo dos sistemas sanguineos. Estudos desta
natureza podem contribuir para um melhor planejamento da demanda de derivados
sanguineos necessarios a populacao.

Em um estudo feito em colaboracdo com servigcos franceses de sangue, em
2002, foi demonstrada a frequéncia nos grupos do sistema ABO, em doadores,
pacientes e recém-nascidos (RN), naquela regido. O resultado obtido em doadores
indicou: 45,6% pertencentes ao grupo “O”; 41,8% ao grupo “A”; 8,24% ao grupo “B”;
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e, 4,41% ao grupo “AB”. Os pacientes tiveram como resultado fenotipico: 40,6%
pertencentes ao grupo “O”; 43,8% ao grupo “A”; 10,5% ao grupo “B”; e 4,89% ao
grupo “AB”. Enquanto os RN mostraram uma fenotipagem de: 49,7% pertencentes
ao grupo “O”; 30,8% ao grupo “A”; 10,5% ao grupo “B”; 5,59% ao grupo “AB” (JOCE,
2002).

Estudos realizados por Pacheco e Hidalgo (2002), em La Paz, na Bolivia,
demonstraram que a fenotipagem do grupo sanguineo para o sistema ABO, naquela
regido, era de: 58,49% pertencente ao grupo “O”; 31,4% ao grupo “A”. A prevaléncia
do grupo “B” foi de 8,4% e a do “AB” foide 1,71 % .

Viamonte e Manguart (1997) determinaram a frequéncia dos grupos ABO, em
um servico de Hemoterapia, na cidade de Havana, onde foi encontrada a
prevaléncia de 49,2% do grupo sanguineo “O”; 35,5% do grupo “A”; 11,5% do grupo
‘B”; e 3,8% do grupo “AB”, e que estes dados ndo apresentam variacbes
significativas quando comparados a outras regioes de Cuba.

Novaretti, Dorlhia e Chamone (2000) realizaram estudos de grupos
sanguineos em doadores de sangue da Fundacdo Pré Sangue/Hemocentro, na
cidade de S&o Paulo. Foram estudados 2.462 doadores e classificados em
caucasoides ou negroéides, de acordo com suas caracteristicas antropolégicas e
pela informagdo de seus ancestrais. Quanto ao sistema ABO, os resultados
apontaram: 49,23% do tipo sanguineo “O”; 33,71% do tipo “A”; 13,93% do tipo “B”; e
3,13% do tipo “AB”.

Estudos realizados com doadores de sangue em S&o Paulo, por Mattos et al.
(2001), apresentaram uma frequéncia fenotipica para os grupos do sistema ABO de:
46,13% de individuos do tipo “O”; 36,4% do tipo “A”; 9,8% correspondente ao tipo
“B”; e 7,5% do tipo “AB” .

Bonini-Domingos et al. (2003), em estudos realizados no periodo de agosto a
dezembro de 2000, avaliaram 200 amostras de sangue de alunos da Universidade
Estadual de Sdo Paulo (UNESP), em Sao José do Rio Preto, SP. Destes individuos,
187 apresentavam caracteristicas caucaslOides e 13 nao caucasoides,
descendentes de japoneses. As analises para o sistema ABO mostraram que: 78
(39,0%) alunos pertenciam ao grupo sanguineo “A”; 15 (7,5%) ao grupo “B”; 5
(2,5%) ao grupo “AB”; e 102 (51,0%) ao grupo “O”.

Baiochi et al. (2007) verificaram a frequéncia fenotipica e o risco de

incompatibilidade Materna Rh D, na populacdo da zona oeste de Sao Paulo. Neste
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estudo descreveram a fenotipagem de 2.372 puérperas e seus RN vivos, no periodo
de um ano. Este estudo mostrou os seguintes resultados: mées do grupo sanguineo
“O” foram 50,67%; do grupo “A”, 32,17%; do grupo “B”, 13,45; e, do grupo “AB”,
3,71%. A fenotipagem dos RNs demonstrou que 47,88% eram do tipo “O”; 34,44%
do tipo “A”; 14,67% tipo “B”; e 3,01% do tipo “AB”, num total de 2.427 RNSs, devido
aos gemelares e trigémeos.

No Rio Grande do Sul, um estudo realizado por Merele et al. (2006), em
5.529 doadores de sangue, entre julho de 2001 e setembro de 2002, em um hospital
universitario de Porto Alegre-RS, constatou que 1.755 (39,01%) pertenciam ao tipo
sanguineo “A”; 427 (9,49%), ao grupo sanguineo “B”; 136 (3,02%), ao grupo “AB”; e,
2.181 (48,48%), ao grupo “O”.

Ao comparar-se a prevaléncia da distribuicdo do Sistema ABO, encontrada
nestes estudos, os resultados sao equivalentes aos encontrados por Davey e Henry
(1999), sendo considerada a frequéncia fenotipica em 45,0% pertencentes ao grupo
“0”; 40,0%, ao grupo “A”; 11,0%, ao grupo “B”; e, 4,0%, ao tipo “AB”.

Quanto ao sistema RH e Kell, em estudos realizados em doadores de um
servico francés, por Joce (2002), a frequéncia fenotipica do sistema RH e Kell

encontra-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Diferenca fenotipica do sistema Rh e Kell

Fenotipo Doadores Pacientes Recém-nascidos
N % N % N %
DCCEe 06 1,15 04 0,19
DCCee 83 15,90 430 20,80 11 12,40
DCcEE 2 0,38 2 0,10
DCcEe 74 14,20 246 11,90 15 16,90
DCcee 167 32,00 704 34,00 30 33,70
DccEE 18 3,45 46 2,22 3 3,37
DccEe 61 11,70 211 10,20 7 7,87
Dccee 8 1,53 89 4,30 6 6,74
dCcEe 2 0,38 1 0,05
dCcee 12 2,30 13 0,63
dccEe 5 0,96 16 0,77
dccee 84 16,10 310 15,00 17 19,10
Kell + 42 8,00 172 8,30 06 6,59
Kell - 480 92,00 1902 91,70 85 93,40

Fonte: Joce, 2002.
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No estudo de grupos sanguineos em doadores de sangue, na cidade de Sao

Paulo, realizado por Novaretti, Dorlhia e Chamone (2000), a frequéncia fenotipica do

sistema Rh encontra-se na Tabela 10, e do sistema Kell, na Tabela 11.

Tabela 10 — Frequéncia do sistema Rh

Fenétipo Caucasoides Mulatos Negros Total
N % N % N %

ddccee 5 10,19 51 6,17 37 4,62 173
Dccee 69 8,27 183 22,13 293 36,58 545
ddccEe 0 0,00 4 0,48 1 0,12 5
DccEe 116 13,91 107 12,94 109 13,61 332
DccEE 20 2,40 21 2,54 13 1,62 54
ddCcee 4 0,48 9 1,09 7 0,87 20
DCcee 311 37,29 283 34,22 234 29,21 828
ddCcEe 1 0,12 0 0,00 0 0,00 1
DCcEe 87 10,43 90 10,88 60 7,49 237
DCcEE 2 0,24 1 0,12 2 0,24 5
DCCee 123 14,75 69 9,34 36 4,49 228
DCCEe 0,36 1 0,12 3 0,37 7
DCC" EE 0,00 0 0,00 1 0,12

DCC “Ee 0,00 2 0,24 0 0,00 2
DCC" ee 10 1,20 6 0,73 5 0,62 21
DC "C"EE 2 0,24 0 0,00 0 0,00 2
DC “cEE 1 0,12 0 0,00 0 0,00 1
Fonte: Novaretti, Dorlhia e Chamone, 2000.
Tabela 11 — Frequéncia do sistema Kell

Fenotipo Caucasoides Mulatos Negros Total

N % N % N %

K+k- 05 0,60 02 0,24 06 0,75 13
K+k+ 61 7,31 33 3,99 17 1,21 111
K-k+ 768 92,09 792 95,77 778 97,13 2.338

Fonte: Novaretti, Dorlhia e Chamone, 2000.

Sendo a fenotipagem estudada por Novaretti, Dorlhia e Chamone (2000),

também para o sistema Lewis, Lutheran, Kidd, Duffy, P, MNSs, a importancia do
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conhecimento das diferencas nas frequéncias dos grupos sanguineos entre as
populacdes pode ser refletida na agilizacdo para o encontro de unidades negativas
de sangue raro.

Bonini-Domingos et al. (2003), em sua avaliacdo do polimorfismo de grupos
sanguineos, obtiveram para o sistema Rh: 180 individuos Rh positivos (90%) e 20
Rh negativos (10%); em relagcdo ao grupo sanguineo Kell 200 individuos portadores
do fenotipo k+ (cellano) (100%), sendo os 200 Kp (a-b+), o que difere da literatura,
onde o grupo Kell (K) fica em torno de 9 a 10% e o cellano (k) de 91% (TOOD;
SANFORD; DAVISON, 1989). Com o emprego de anti-soros anti-K foi possivel
constatar que cerca de 9% dos individuos caucasoéides possuem o antigeno K
(fendtipo K+), sendo esta porcentagem menor em negroides (entrel% a 3%) e,
praticamente, nula nas populacées do oriente (BONINI-DOMINGOS et al., 2003).

Segundo estudos de Zanini et al. (2006), realizados no Hospital das Clinicas
Botucatu-SP, no periodo de abril a julho de 2006, foram analisadas 626 amostras

guanto a fenotipagem, Rh e Kell, sendo que a frequéncia encontra-se na Tabela 12.

Tabela 12 — Frequéncia do sistema Rh e Kell

Fendtipo N° de amostras %
CcDee,K-k+ 215 34,34
CCDee,K-k+ 101 16,13
ccddee,K-k+ 78 12,46
CcDEe,K-k+ 73 11,66
ccDee,K-k+ 53 8,47
ccDEe,K-k+ 44 7,03
ccDEE,K-k+ 13 2,07
CcDee,K+k+ 11 1,76
ccDee,K+k+ 07 1,12
CCDee,K+k+ 07 1,12
Ccddee,K-k+ 05 0,80
Ccddee,K+k+ 04 0,64
CcDEe,K+k+ 04 0,64
ccDee, K+k+ 03 0,48
CCDEeg,K-k+ 03 0,48
CcDEe,K-k+ 03 0,48
ccDEe,K+k+ 01 0,16
CcddEe,K-k+ 01 0,16

Fonte: Zanini et al., 2006.

Em um grupo de puérperas e seus RNs, em estudo realizado por Baiochi et

al. (2007), a frequéncia encontrada para o sistema Rh foi de que 2.143 (90,14%)
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das puérperas eram Rh Positivo e 229 (9,66%) Rh Negativas, ja os seus RNs
tiveram como frequéncia fenotipica 2.212 (91,14%) do tipo Rh Positivo e 215
(8,86%), Rh Negativo.

A realizacdo da fenotipagem se justifica por seus beneficios a populacao,
com uma fenotipagem mais abrangente de seu tipo sanguineo que ficara registrada
na carteira do doador e que estara colaborando com muitas pessoa que necessitam,
diariamente, do uso de diversos componentes do sangue e também, pelo

aconselhamento genético, de extrema importancia para a saude publica.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Analisar a prevaléncia antigénica eritrocitaria, dos doadores de sangue, do

Hemocentro Regional de Santa Maria, RS.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a frequéncia dos antigenos ABO nos doadores de sangue
fenotipados, de Santa Maria, RS;

e Analisar a frequéncia dos antigenos do sistema Rh nos doadores
fenotipados, de Santa Maria, RS;

e Analisar os tipos de doadores D Fraco e D Parcial, assim como sua
freqUéncia , através de genotipagem;

e Analisar a frequéncia dos antigenos Kell nos doadores de sangue
fenotipados, de Santa Maria, RS;

e Construir um Banco de Sangue Vivo de doadores cadastrados,

fenotipados e conscientizados.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

As amostras utilizadas foram dos doadores de sangue do Hemocentro de
Santa Maria, no periodo compreendido entre marco de 2009 e outubro de 2010 foi
realizada a fenotipagem nos doadores selecionados, conforme perfil analisado,
residentes em Santa Maria. Neste estudo foram fenotipados 2351 doadores,
estimando-se um total de cem doadores fenotipados ao més.

Com o proposito de identificar o perfil do doador que participaria do Programa
de Fenotipagem de Doadores, foi aplicado um questionario (Apéndice B) pela
equipe de triagem do Hemocentro, situacdo na qual foi assinado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).

A coleta da amostra foi feita por venopuncédo, apds consentimento informado,
por ocasidao da coleta de exames imunohematologicos de rotina, sendo que nao foi

realizada nenhuma coleta adicional e o anticoagulante utilizado foi EDTA.

4.2 Aspectos éticos

O projeto foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade Federal de Santa Maria (CONEP/MS), tendo sido aprovado no dia 5
de dezembro de 2008, sob o0 n° do processo: 23081.013622/2008-14, e o Certificado
de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE): 0183.0.243.000-08.

Como consideracdes éticas, os procedimentos foram executados segundo a
Resolucao n.196/96, sobre pesquisa envolvendo seres humanos (BRASIL, 1996). A
amostra para exames foi coletada em frascos com EDTA e sem EDTA (Soro). Foi
realizada apos o processo de obtencdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), com a assinatura do termo pelo sujeito de pesquisa e

realizados todos os esclarecimentos que se fizeram pertinentes no ato de triagem
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de doadores, realizada pela equipe médica e/ou por enfermeiros (Apéndice A).

Os dados foram coletados mediante aquiescéncia da instituicdo e dos
sujeitos de pesquisa, aos quais foram garantidos o sigilo e 0 anonimato por meio do
TCLE.

Os participantes do programa receberam uma carta de orientacao
denominada Carta ao Doador (Apéndice F).

4.3 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada por Tabelas Periodicas pelo teste de qui-
quadrado, Testes ndo Paramétricos com significancia de 5%. O software foi o

Statistical Analisys System verséo 9.1.

4.4 Destino dos materiais

Todas as amostras provenientes do Hemocentro, ao término dos testes

laboratoriais, foram descartadas juntamente com os residuos do Hemocentro.

4.5 Técnicas laboratoriais

Na rotina imunohematolégica do Hemocentro, foram utilizadas as técnicas de
Gel-teste Centrifugacao ID-Micro Typing System (Diamed Latino Americana) para a
tipagem direta e reversa dos doadores, na fenotipagem eritrocitaria e na pesquisa de
D Fraco/Parcial. Amostras para genotipagem foram encaminhadas para Unicamp,
mensalmente, onde foram realizadas técnicas de PCR-Alelo Especifica (AS-PCR) e
PCR Multiplex.
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4.5.1 Tipagem Direta usando cartdes ABD Confirmacédo ou ABD Rh (TECHNICAL
MANUAL OF AABB, 1993)

Estes testes utilizaram sangue total coletado com anticoagulante EDTA. Foi
preparada uma suspensdo de Heméacias a 5% em diluente- 2 (Liss), dispensado em
tubos identificados, 0,5 ml do diluente e 25ul do concentrado de hemacias ou 50ul
de sangue total.

Para este teste foi utlizado cartdes Diaclon ABD-Confirmagao, contendo
anticorpos monoclonais Anti-A linhagem celular LM 297/628(LA-2), Anti-B linhagem
celular LM 306/686(LB-2), e Anti-D linhagens celulares ESD-1M, 175-2 suspenso em
gel, que detecta hemécias com fendtipo D VI+. Pipetou-se 10 pl da suspenséao para
0S microtubos.

A seguir os cartbes foram centrifugados a 910rpm por 10 minutos. A leitura
das reacdes foi realizada em funcdo dos padrbes da aglutinacdo em gel teste. Os
resultados podem ser classificados de acordo com diferentes padrées de reacéo,

gue variam de O (negativo) a +4 (positivo forte), como indica a Figura 6.
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Figura 6 — Representacéo dos diferentes padrdes de reacdo em microtubos.
Fonte: Manual de Técnicas Diamed, 1994



50

4.5.2 Tipagem Reversa em Cartdo NaCl (TECHNICAL MANUAL OF AABB, 1993)

Este teste utiliza soro ou plasma. Foram utilizadas hemacias Diacell ABO,
gue sao de origem humana, e estdo em suspensao a 0,8%. Os cartdes utilizados
foram cartdes de NaCl contendo gel neutro. Pipeta-se 50ul da suspensao de
hemacias, para os microtubos respectivos marcados com A e B. Adiciona-se 50 pl
de soro ou plasma do doador. ApdGs incubacdo por dez minutos em temperatura
ambiente (18 a 25 °C), centrifuga-se durante dez minutos a 910rpm. A leitura das

reacoes foi realizada em funcéo dos padrdes da aglutinacdo em gel teste.

4.5.3 Pesquisa de D-Parcial e D-Fraco (TECHNICAL MANUAL OF AABB, 1993)

Apos identificacdo do cartdo Anti-D, 10ul das hemacias em teste suspensas a
5% em diluente 1 (bromelina) e incubadas por dez minutos a temperatura ambiente
foram adicionados aos microtubos contendo gel e soro Anti-D policlonal, de origem
humana. Os cartbes foram centrifugados a 910rpm por dez minutos. A leitura das
reacoes foi realizada em funcédo dos padrdes da aglutinacdo em gel. Os doadores
gue apresentaram fendtipo sugestivo de D Fraco ou D Parcial (1 a 3 cruzes) foram
enviados para S&o Paulo (Unicamp), onde foram realizadas as genotipagens por

técnicas de PCR.

4.5.4 Fenotipagem Rh (C,Cw ,c , E, e ) e Kell (TECHNICAL MANUAL OF AABB,
1993)

Prepara-se uma suspensdo de hemacias a 5% com diluente -1 (bromelina).
Pipeta-se 0,5ml do diluente-1 e 25 ul do concentrado de hemacias ou 50 pl de
sangue total. Incuba-se por dez minutos a temperatura ambiente (18 a 25 °C). O
cartdo utilizado é o cartdo RH-subgrupo + Cw + K contendo anticorpos anti-C, anti-

Cw, anti-c, anti-E, anti-K e anti-e de origem humana, suspenso em gel. Pipeta-se



51

10pl nos microtubos. A seguir, os cartdes foram centrifugados a 910rpm por dez
minutos. A leitura das reac0fes foi realizada em fungcéo dos padrdes de aglutinacao

em gel teste.

4.5.5 Genotipagem

4.5.5.1 Extracdo do DNA:

O QIAMP DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA foram utilizados na
extracdo de DNA de amostras de sangue periférico, previamente fenotipados como D
fraco ou parcial e D negativo com CDE positivo. Os DNA foram extraidos de
leucocitos de sangue periférico, utilizando-se o QIAMP DNA Blood Mini Kit, Qiagen,
Valencia, CA, de acordo com os protocolos recomendados pelos fabricantes, e os
DNAs foram quantificados com o equipamento Nanodrop para se obter as
concentracoes.

Eletroforese em gel de agarose foram realizadas para identificacdo dos
fragmentos obtidos por PCRs realizados. Estas técnicas foram realizadas no

laboratoério de imunohematologia da UNICAMP.

4.5.5.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Neste estudo foram utilizadas técnicas de reacdes em cadeia de polimerase
alelo especifica (PCR-ASP) e PCR multiplex para genotipar os doadores do
Hemocentro de Santa Maria, 0s quais apresentaram na fenotipagem duas situacgoes:
ser D fraco e/ou D parcial ou D Negativo com o antigeno C e/ou E positivo.

A caracterizacdo molecular dos antigenos RhD fraco e RhD parcial HMi foi
realizada utilizando-se uma técnica de PCR alelo-especifico (MULLER et al., 2001)
com o obijetivo de identificar os tipos do antigeno RhD fraco que ocorrem com mais

frequéncia, e detectar o antigeno RhD parcial HMi que pode ser confundido com
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RhD fraco sorologicamente. As reacdes de PCR foram realizadas no laboratério de
imunohematologia da UNICAMP.

Utilizaram-se as técnicas de PCR multiplex, que amplifica seis éxons
especificos do gene RHD. As variantes hibridas foram identificadas pela auséncia de
uma dessas regides (MAASKANT-van-WIJK, 1998) e os alelos RHD parciais que
ocorrem pela presenca de genes hibridos foram caracterizados conforme os exons
amplificados. Estas técnicas foram realizadas no laboratorio de imunohematologia
da UNICAMP.



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos estudos, foram analisados e selecionados candidatos para fazer parte de
um programa de doadores fenotipados do Hemocentro de Santa Maria, conforme
perfil analisado, onde um dos itens foi o de residir na cidade para que fosse possivel
seu retorno ao servigco caso fosse solicitado sua doacao.

No periodo de mar¢co de 2009 a outubro de 2010, foram realizadas 11271
coletas de sangue no Hemocentro, e destes, foram selecionados 2351 doadores
para ser fenotipados.

Estes doadores foram analisados quanto a frequéncia fenotipica para o0s
grupos do sistema ABO que, apesar de ter sido descrito em 1900, permanece até
hoje como o sistema mais importante dentro da pratica transfusional.

Foram encontradas neste estudo as seguintes frequéncias: 62,56% do grupo
sanguineo “O”; 32,03% do grupo "A”; 4,47% do grupo “B”; e 0,94% foram “AB”,

conforme descrito na Tabelal3 ou Figura 7.
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Figura 7 - Frequéncia sistema ABO
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Tabela 13 — Frequéncia dos grupos ABO nos doadores fenotipados

Tipagem Quantidade %
A 753 32,03
AB 22 0,94
B 105 4,47
) 1471 62,56
Total 2351 100,00

A frequéncia dos grupos do sistema ABO encontrada foi diferente dos
resultados apresentados em outras regides mencionadas anteriormente, e ainda da
frequéncia relatada na literatura, por Henry (1999), pois trata-se de um grupo
selecionado de doadores cujos grupos sanguineos sdo os mais utilizados e
solicitados na rotina transfusional, ou seja, grupos “O” e “A” positivos e negativos,
devido a isto a baixa frequéncia para os grupos AB e B.

Sabe-se que existem dois tipos de anticorpos: os de ocorréncia natural e os
imunes, devido a isso, sempre que possivel, sdo realizadas transfusdes isogrupos,
principalmente para o sistema ABO.

Os 2351 doadores fenotipados, ao serem analisados quanto ao sexo, 1868
pertenceram ao sexo masculino (79,45%) e 487 ao sexo feminino (20,55%), como

mostra a tabela 14.

Tabela 14 — Frequéncia dos doadores quanto ao sexo

Sexo Quantidade %
Feminino 487 20,55
Masculino 1868 79,45

Total 2351 100,00

Das amostras fenotipadas quanto ao sistema Rh, 1274 amostras (54,18%)
foram fenotipadas como Rh positivos e 1077 amostras (45,82%) fenotipadas como

Rh negativo, conforme mostrado na Figura 8.
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Figura 8 — Frequéncia do sistema Rh

Quando analisados para o sistema Rh, os 2351 doadores foram fenotipados
para os antigenos D, C, C", c, E, e; foram encontrados 1274 (54,18%) Rh positivos e
1077 (45,82%) Rh negativos, cujos fenétipos estdo descritos na Tabela 15.

Na pesquisa sobre o antigeno D e os demais antigenos deste sistema
C,C"%c,E,e, os resultados obtidos foram os fenétipos dccee (41,41 %), Dccee
(12,51%), DCcee (11,70%), DCCee (11,27%). Este resultado mostra que nesta
regido, quanto aos doadores Rh positivos, existe uma maior freqiéncia dos
antigenos C, c, e em relacdo ao antigeno E.

Novaretti, Dorlhia e Chamone (2000) em seu estudo na regido de Sao Paulo,
encontrou uma maior frequéncia do antigeno E em seus doadores positivos. No
presente estudo, foram encontrados muitos fenétipos considerados como menos
comuns na literatura, como os fenétipos DccEE (1,15%), DC"cee (0,08%), dccEe
(0,60%), dCcEe (0,60%), considerados fenotipos raros por Harmening (2006).

A presenca do antigeno C", que aparece como o terceiro alelo da série
C,C" c, foi descrito em doadores com fenétipo Rh positivo e mais ligado ao antigeno
C(rh’), conforme literatura (GIRELLO; KUNH, 2002; HARMENING, 2006; LIMA,
2001). Dos 1274 doadores Rh positivos, 0,8% possuem antigeno C", este percentual
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é inferior ao descrito por Girello e Kuhn (2007), que foi estimado em 2,0% em

brancos e muito raro em negros.

Tabela 15 — Frequéncia dos doadores fenotipados quanto ao sistema Rh

Fendtipo Quantidade %
DCCEe 12 0,51
DCCee*** 265%** 11,27
DCCwcEe 2 0,08
DCCwcee 5 0,20
DCCwee 10 0,42
DCcEE 3 0,13
DCcEe**** 216%*** 9,19
DCcee** 275** 11,70
DCwcee 2 0,08
DccEE 27 1,15
DccEe 162 6,89
Dccee* 294* 12,51
dCcEe 14 0,60
dCcee 75 3,19
dccEe 14 0,60
dccee* 974* 41,41

Total 2351 100,00

Nos resultados, foi analisado que o fendétipo para o doador Rh Negativo

desejado, ou seja, dccee, estava sofrendo uma alteracdo com a presenca dos

antigenos C e E positivos em uma populacao significativa, ou seja, dCcee, dccEe ou

dCcEe, o que torna o doador CDE positivo, passando a ser considerados como Rh

positivos para doacdo. De um total de 1077 doadores Rh negativos, 103 foram

positivos para o antigeno C ou E, sendo 9,5% deste total, ocorrendo variacdes de 7

a 15% ao més.
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Figura 9 - Relacéo doadores Rh Negativos com C e/ ou E Positivos

Este fato teve tamanha importancia que levou a decisdo da modificacdo da
rotina para escolha dos doadores a serem fenotipados, e, a partir do més de
setembro de 2009, passou-se a incluir todos os doadores negativos do dia para
serem fenotipados, mesmo os que fossem de outras localidades, sem, porém,
computar para este estudo. Aumentou-se, assim, o percentual de doadores

fenotipados diarios e a seguranca dos receptores, evitando a aloimunizagao.

Tabela 16 — Frequéncia dos doadores fenotipados guanto ao sistema Kell

Kell (K1) Quantidade %

K+ 160 7,00

K - 2191 93,00
Total 2351 100,00
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Encontram-se, na Tabela 16, os resultados referentes ao sistema Kell, onde,
dos 2351 doadores fenotipados, foram K1 positivos 160 (7,0%), enquanto 2191
(93,0%) foram K1 negativos. Este nimero de doadores Kell positivos é semelhante
ao descrito na literatura por Beiguelman (2003) e Harmening (2006). Os nameros
encontrados podem ser explicados pelo fato da regido ser colonizada por uma
populacao de italianos e alemaes.

Novaretti (2000), em seus estudos na regido paulista, obteve em seus
resultados 7,3% de doadores Kell positivo em doadores brancos, 3,9% em doadores
mulatos e 1,21% em negros; dados semelhantes ao nosso estudo.

Devido a importancia do sistema Rh e Kell, por seus antigenos serem muito
imunogénicos, destaca-se a importancia de serem analisados em conjunto. A
frequéncia destes antigenos, quando relacionados os sistema Rh negativo e Kell
positivo, conforme resultados da Tabela 17, sdo extremamente reveladoras.

Foi observado que, de um total 2351 doadores fenotipados, 1077(45,82%)
foram Rh negativos e 90 foram Kell positivos (8,3%). Isso demonstra que, mesmo o
percentual de doadores Kell positivo estando dentro dos valores descritos na
literatura, estes antigenos estdo positivos nos doadores Rh negativos, formando o
fenotipo dcceeK+, fator de relevancia na clinica transfusional. Para este fenétipo, €
necessario haver um protocolo especifico para a utilizacdo correta em receptores
gue possuem estes antigenos, e assim evitar futuras sensibilizacbes e descarte

desnecessario de componentes sanguineos.

_ 1077-100%
1200 17 - <

1000 1~

800 1~
600 1~

400 +
90-8.3%

200 7 —

Rh Megativo Kell Positivo

Figura 10 - Relacdo doadores Rh Negativo e Kell Positivo
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Tabela 17 — Relagéo da frequéncia dos antigenos do Sistema Rh e Kell

Fendtipo Quantidade %
DCCEeK+ 1 0,04
DCCEeK- 11 0,47
DCCeeK+ 17 0,72
DCCeeK- 248 10,55
DCCwcEeK- 2 0,16
DCCwceeK- 4 0,08
DCCwceeK+ 1 0,04
DCCweeK+ 1 0,04
DCCweeK- 9 0,38
DCcEEK- 3 0,13
DCcEeK+ 12 0,51
DCcEeK- 204 8,68
DCceeK+ 13 0,55
DCceeK- 262 11,14
DCwceeK- 2 0,08
DccEEK- 27 1,15
DccEeK+ 9 0,38
DccEeK- 153 6,51
DcceeK+ 15 0,64
DcceeK- 279 11,87
dCcEeK+* 2 0,09
dCcEeK- 12 0,51
dCceeK+* 2 0,09
dCceeK- 73 3,11
dccEeK+* 1 0,04
dccEeK- 13 0,55
dcceeK+* 86 3,66
dcceeK- 888 37,78

Total 2351 100,00

Neste estudo, foi analisada a importancia e a relevancia de ser fenotipado o
maior nimero possivel de doadores para os sistemas Rh e Kell, e que estes dados,
ao serem mostrados separadamente, podem ndo ser tdo conclusivos quanto aos
analisados juntos. Esta descrito na literatura e na RDC 57 que os pacientes devem
ser transfundidos com fendtipos compativeis. Os doadores Rh negativos, fenoétipo
dccee, sédo os doadores mais utilizados, mas ao analisar juntamente o sistema Kell,
encontra-se uma grande presenca destes antigenos nos doadores dccee que
devem, entdo, ser usados somente nas pessoas que possuem este antigeno. O

antigeno Kell, depois do antigeno D, é o que mais causa aloimuniza¢cdes e DHRN,
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segundo Beiguelman (2003), apés as medidas preventivas contra a imunizagao pelo
antigeno D, utilizadas atualmente.

Ao fazer a relacdo entre esses dois sistemas, foi extremamente alto o
percentual de doadores Rh negativo com antigeno Kell positivo nos doadores, o que
fez com que se adotasse uma conduta diferente para 0 uso deste
hemocomponentes.

Outros trabalhos existem e foram descritos anteriormente sobre a
fenotipagem dos antigenos do sistema Rh e Kell em doadores de outras regifes,
porém em seus resultados nao é feita esta abordagem, o que seria muito importante
na clinica transfusional, pois se deve conhecer e saber como fazer o melhor uso dos
doadores.

Dos 2351 doadores fenotipados no periodo, foram genotipados 46 doadores a
fim de se avaliar a presenca de possiveis variantes de D.

Essas amostras enviadas para genotipagem foram selecionadas em duas
situacdes: 1°- Por pertencer a doadores do grupo Rh negativo que possuiam um
antigeno C e/ou E positivos, sdo os doadores CDE positivos, pois alguns doadores
podem apresentar o antigeno "D” tao fracamente expressos que sO sdo detectados
através de técnicas especificas, como a biologia molecular. Estes sdo os D
variantes conhecidos como D Del, segundo Castilho (2010); 2°- As amostras que
apresentam antigeno D com positividade entre 1 a 3 cruzes no cartdo ABD VI+ e
cartdo anti-D policlonal também foram analisados para verificar o tipo de D Fraco
ou de Parcial presente.

Das amostras enviadas, 46 no total, duas foram consideradas inadequadas,
nao sendo possivel sua genotipagem, uma delas era fenotipada como Rh positiva e
outra negativa.

Pelo resultado da genotipagem, obteve-se 27 amostras Positivas e 17

genotipadas como negativas, como comprova o Quadro 3.

Amostras Fenotipadas (n) Genotipadas (n)
Rh Negativas 23 17
Rh Positivas 23 27
Amostras inadequadas 02
Total 46 46

Quadro 3 — Comparacéo entre os resultados das amostras fenotipadas e genotipadas
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No Quadro 3, de amostras genotipadas, observa-se que ocorreu uma
diferenca entre a fenotipagem e a genotipagem. Essas diferencas ocorreram nas
amostras enviadas, fenotipadas como Rh negativas e CDE positivas, que foram
genotipadas como D Fraco tipo 1 e D Parcial. Com isso, seu genotipo foi de Rh
positivo, como mostra a Tabela 18.

A densidade antigénica RhD normal varia entre 10.000 a 25.000 sitios por
hemacias, enquanto os Rh D Fracos apresentam densidade antigénica entre 66 a
5000 sitios por hemacias (WESTHOFF, 2005). Isto explicaria o porqué do fendtipo
Rh D Fraco poder muitas vezes apresentar-se como Rh D negativo em testes de
rotina sorologica.

Okuda (1997 apud CREDIDIO, 2010, p.23) demonstrou a presenca de um
gene RHD intacto em Japoneses e Africanos RhD-negativo, que parecia estar
associado com as frequéncias dos fenoétipos RhD-negativo e RhC-positivo em
diferentes populacdes.

Nesse estudo, em outra amostra fenotipada como Rh negativo, CDE positiva
foi encontrado uma variante de D, um D parcial, tipo DBT e com isto foi genotipada
como Rh Positivo. Esse fato demonstra a importancia de se avaliar bem as amostras
guanto ao sistema Rh, conhecer os reagentes utilizados na rotina, identificar se o
clone de anti-D em uso € um monoclonal para pesquisar IgM (MS-201, RUM 1, ESD-
1M, TH28) ou IgM e IgG (TH28, MS26), ou se € policlonal (MILLIPORE
CORPORATION, 2011), principalmente se estiver pesquisando os doadores e a

relevancia da genotipagem das variantes D encontradas.
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Genotipo Fendtipo D Fraco /D Parcial CDE ABO
Negativo dCceeKn cdep O -
Positivo DCceeKn Tipo 1 A+
Positivo DcceeKn A+
Negativo dCceeKn cdep O -
Negativo dcceeKp O -
Negativo dCceeKn cdep O -
Positivo DCCeeKn Tipo 1 A+
Positivo DCceeKn O+
Positivo DCceeKn Tipo 2 O+
Negativo dCceeKn cdep O -
Negativo dcceeKn O -
Negativo dCceeKp cdep O -
Ruim DcceeKn O+
Positivo DCceeKp Tipo 1 A+
Positivo DCceeKn Tipo 1 A+
Ruim dCceeKp cdep O -
Negativo dCceeKn cdep O -
Positivo * dCceeKn DBT* cdep O -
Positivo DCCeeKn B+
Negativo dCceeKn cdep A-
Negativo dCcEeKn cdep O -
Negativo dCceeKn cdep A-
Positivo DCceeKn Tipo 1* cdep A+
Positivo * dCceeKn Tipo 1* cdep O -
Positivo DccEeKn Tipo 2 A+
Positivo * dCceeKn Tipo 1* cdep A-
Positivo * dCceeKn Tipo 1* cdep O -
Positivo DCceeKn Tipo 1 B+
Positivo DCceeKn Tipo 1 O+
Positivo DccEeKn Tipo 2 o+
Negativo dCceeKn cdep AB -
Positivo DcceeKn Tipo 4 A+
Negativo dCceeKn cdep A-
Positivo DcceeKn o+
Positivo DcceeKn Tipo 4 A+
Positivo DCceeKn Tipo 1 A+
Negativo dCceeKn cdep O -
Positivo DcceeKn B+
Positivo DCceeKn Tipo 3 O+
Negativo dCceeKn cdep O -
Positivo * dCceeKn Tipo 1* cdep A -
Negativo dCceeKn cdep A-
Positivo DcceeKn B+
Negativo dccEeKn cdep A-
Positivo DcceeKn Tipo 4 O+
Positivo DcceeKn A+

Em estudo realizado por Petillo (2008), foi determinada a frequéncia de

variantes de D em doadores fenotipados como Rh negativos na regido de Séao

Paulo, tendo-se obtido como resultados: na fenotipagem de 2046 doadores

fenotipados com Rh negativos, 167 doadores possuiam antigeno C e/ou E; na
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genotipagem RHD deste doadores, dois foram D Fraco tipo 1 e 2 e dois foram D

parcial, semelhante ao encontrado no presente estudo.

Categorias NuUmero Tipo %

D Fraco 1 12 26,08
D Fraco 2 03 6,52
D Fraco 3 01 0,26
D Fraco 4 03 6,52
D Parcial 01 DBT 0,26
Amostras indeterminadas 02 0,52
Positivas normais 07 1,82
Negativas 17 4,43
Total 46 100,00

Quadro 4 — Resultado das variantes do antigeno D nos doadores genotipados

4

D Fraco
44% RhD POS/NEG
53%

e

Figura 11 - Resultado das variantes do antigeno D

Na Figura 11, pode-se observar que a variante de D mais encontrada foi o D
Fraco, e os tipos de D Fracos mais encontrados foram o 1, 2, 4. Rodrigues (2005),
em estudo nos doadores de Campinas (SP), obteve como resultado os tipos de D

Fraco tipo 1, 3 e 4 como mais frequentes naquela regiéo.
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Segundo Rodrigues (2011), na populacdo estudada de Macapa (AP), foi
encontrada uma grande porcentagem de doadores D fraco (31%) e o autor mostra,
ainda, a necessidade da biologia molecular para identificar os tipos de D fracos
naquela regiao.

Referindo-se aos tipos de D Fraco mais frequentes encontrados, Castilho
(2010) mostrou uma pesquisa sobre varios paises. Na pesquisa foi encontrada uma
maior frequéncia de doadores D Fraco Tipo 1 e 2 em paises como: Alemanha,
Franca, Espanha; em Portugal foi encontrado os D Fraco Tipo 2 e 1; na Republica
Checa os tipos 1 e 3; e no Brasil os tipos 1 e 4.

Em um outro estudo referente a regido Sul do Brasil, Castilho (2010) mostra
ser o D Fraco tipo 2 mais frequente que o tipo 1, porém, no estudo aqui
desenvolvido, analisou-se que, na regido de Santa Maria a freqiéncia maior € de D
Fraco tipo 1.

Credidio (2010), em seus estudos em doadores de varias regides do pais,
relata que os tipos de D Fraco mais encontrado foi 1, 2 e 4 , e 0 que difere a
populacao brasileira da européia é a frequéncia do D fraco Tipo 4, uma vez que 0
antigeno D fraco tipo 4 € mais frequente em populacfes africanas.

Ao referir-se a variante de D Parcial, Castilho (2010) coloca que existem mais
de 40 tipos desta variante de D, e que os tipos D llla e DAR séo, frequentemente,
encontrados em Africanos e o DVI em Europeus. As variantes D DEL, que ja existem
mais de 15 tipos definidos, sdo encontradas em 30% dos povos asiaticos que sao
Rh D negativos com antigeno C e ou E positivos.

Em seus estudos utilizando técnicas moleculares, Rodrigues (2005) observou
gue a formacdo de genes hibridos ocorreu, predominantemente, em individuos de
origem africana e seus descendentes. Esse fato pode explicar a baixa frequéncia na
populacdo da regido de Santa Maria. Rodrigues (2010) mostrou que, em doadores
de sangue de Coimbra — Lisboa, o tipo de D Fraco mais frequente € o tipo 2 (64%),
seguido dos tipos 1,3 e 4, e apresentou, também, uma nova variante de D Fraco, o

tipo D 38 presente em 6% daquela populagéo.
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Tabela 19 — Rela¢do das variantes Rh D e fenétipos

D Fracos e Parciais Fenétipos Numero
Tipo 1 DCceeKn 06
Tipo 1 DCceeKp 01
Tipo 1 dCceeKn 04
Tipo 1 DCCeeKn 01
Tipo 2 DCceeKn 01
Tipo 2 DcceeKn 02
Tipo 3 DCceeKn 01
Tipo 4 DcceeKn 03
DBT dCceeKn 01

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, bem como nas
informacBes da literatura, o fendétipo Rh “CceeKn® foi o mais encontrado em
variantes de D. Assim como, Sabino (2008) encontrou em seus estudos com
doadores de Botucatu (SP) uma maior frequéncia do fendtipo “CceeKn”, chamando
a atencao para o fato de poder haver uma relacéo do antigeno “C” com a expressao
alterada do antigeno Rh D.

Segundo estudos de Rodrigues (2010), em Portugal, a frequéncia da variante
mais comum é do D Fraco tipo 2 (64%), sendo o fenétipo “DccEe” o mais encontrado
nos doadores.

Rodrigues (2005) observou em seu estudo sobre “Caracterizacdo molecular
do antigeno RhD” que o fenétipo Rh D parcial, categoria 1Va, e Rh D fraco tipo 4
estdo presentes em africanos e seus descendentes, e geralmente ocorrem com o
haplétipo Dce (Ro), como neste estudo para ao variante Tipo 4.

Segundo Rodrigues e Castilho (2002), em seu estudo envolvendo variantes
Rh em pacientes falciformes politransfundidos, a correlacdo entre o fenétipo e o
genotipo podem aumentar a seguranca transfusional destes pacientes, que muitas
vezes desenvolvem anticorpos apés transfusao de sangue.

Devido a densidade antigénica dos antigenos RhD parciais variar entre 500 a
25.000 antigenos por hemacias, muitos antigenos RhD parciais podem ser
sorologicamente caracterizados como RhD normais, uma vez que a densidade
antigénica da proteina varia entre 10.000 a 25.000 sitios por heméacias (CREDIDIO,
2010; WESTHOFF, 2004).



Tabela 20 — Resultados quanto ao grau de aglutinacéo
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Cartao ABDVI+

Cartao anti-D

Tipo D Fraco/D Fendétipo
Parcial (ESD-1M,175-2) (policlonal)

Tipo 1 DCceeKn 2+ 1+
Tipo 1 DCCeeKn 3+ 3+
Tipo 2 DCceeKn 3+ 2+
Tipo 1 DCceeKn 3+ 2+
Tipo 1 DCceeKn 2+ 2+
DBT dCceeKn 0 0

Tipo 1 DCceeKn 2+ 2+
Tipo 1 dCceeKn 0 0

Tipo 2 DcceeKn 2+ 2+
Tipo 1 dCceeKn 0 0

Tipo 1 dCceeKn 0 0

Tipo 1 DCceeKn 3+ 3+
Tipo 1 DCceeKp 2+ 2+
Tipo 2 DcceeKn 2+ 2+
Tipo 4 DcceeKn 2+ 2+
Tipo 4 DcceeKn 3+ 2+
Tipo 1 DCceeKn 2+ 2+
Tipo 3 DCceeKn 3+ 3+
Tipo 1 dCceeKn 0 0

Tipo 4 DcceeKn 3+ 2+

Na Tabela 20, observa-se que o D Fraco tipo 2 relacionado ao grau de

aglutinacdo foi de 2+ no cartdo ABDVI+, que utiliza anticorpos anti-D monoclonais

(linhagens celulares ESD-1M, 175-2) que reagem com o fendtipo DVI parcial,

confirmado com 2+ no cartdo Anti-D policlonal de origem humana. O fenétipo D

Fraco tipo 4, além de obter 2+ para os dois cartdes utilizados, apresentou o fendtipo

Dccee para todas as amostras. Nas amostras com o resultado de D Fraco tipo 1

houve uma maior variagcdo quanto ao grau de aglutinagcdo nos cartdes que foram

analisados.

Estes resultados vém demonstrar a grande importancia em se caracterizar
molecularmente o antigeno D, pois ndo é possivel distinguir sorologicamente o tipo

de antigeno D presente nas amostras, necessitando serem melhor investigados

estes doadores.
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mD Fraco 1 (26,08%)

m D Fraco 2 (6,52%)

WD Fraco 3 (0,26%)

B D Fraco 4 (6,52%)

WD Parcial (0,26%)

B Amostras indeterminadas

(0,52%)
M Positivas normais (1,82%)

W Negativas (4,43%)

Figura 12 — Resultados das amostras analisadas molecularmente

Das 46 amostras(100%) estudadas e confirmadas molecularmente, 26%
foram identificadas como D Fraco tipo 1, e 6,5% das amostras foram D fraco tipo 2,
assim como foram encontradas 6,5% do D Fraco tipo 4. Estes resultados
demonstram que na populacdo estudada existe um maior nimero de doadores D

Fraco em relacdo ao D Parcial.

Tabela 21 — Frequéncia dos grupos ABO nos doadores genotipados

D Fracos e Parciais A+ O+ O- A+ B+
Tipo 1 06 01 02 02 01
Tipo 2 01 02
Tipo 3 01
Tipo 4 02 01
Total 09 05 02 02 01

Analisados quanto ao grupo ABO, a tabela 21 mostra uma frequéncia do
grupo A (55%) maior que a do grupo O (40%) dos doadores genotipados. Isso
chama a atencéo porque no resultado do total de doadores fenotipados teve-se uma

maior frequéncia do grupo O (62,5%) em relacdo ao grupo A (32%). Nos estudos de
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Sabino (2008), na caracterizacdo das variantes de RhD, foi encontrado como
resultados uma frequéncia quanto os grupos ABO de 46% para grupo sanguineo
tipo, O e 40% do grupo tipo A, semelhante aos resultados da populacdo da regiao.

O conhecimento dos antigenos eritrocitarios € essencial na pratica
transfusional, uma vez que o desenvolvimento de anticorpos contra esses antigenos
pode se tornar problema na clinica, principalmente em casos onde 0s pacientes sdo
portadores de doencas como hemoglobinopatias ou que requeiram transfusées
periodicas. Neste estudo, foi mostrada a importancia de serem pesquisados, além
do antigeno D, que é o mais imunogénico do sistema Rh, os demais antigenos deste
sistema.

Observa-se a necessidade da fenotipagem eritrocitaria ser introduzida
gradativamente na rotina dos bancos de sangue para todos os doadores. Esse
procedimento reduziria o indice de aloimunizacbes e aumentaria a seguranca
tranfusional, como também reduziria custos para a instituicdo. Recomenda-se,
ainda, a importancia de se caracterizar molecularmente as variantes do antigeno D,
pois é impossivel distinguir o antigeno D fraco do D parcial em estudos sorologicos
como citado por Rodrigues (2011).

A investigacdo adequada para o gene RHD pode identificar doadores
aparentemente D negativos, que na realidade sdo D fracos ou DEL, garantindo
assim gue o sangue sera dado apenas para os destinatarios D positivos, como
explicado por Flegel (2007).

Em estudo realizado no Hemocentro regional de Londrina, Wedel et al. (2010)
coloca que numerosos alelos D variantes foram descritos em individuos de
descendéncia africanas e européias. Em seus resultados obtiveram discrepancias
nas suas tipagens RhD, e os D parcial: DAR, DOL, DAU so6 foram diferenciados com
0 uso de técnicas de PCR.

A correta determinacdo dos genotipos RHD € importante na definicdo da
conduta transfusional e acompanhamento gestacional, especialmente quando ha
fenétipos RhD raros.

Este trabalho demonstrou a importancia da analise conjunta entre os estudos
sorologicos e moleculares e mostrou a grande variagdo étnica na populacéo
estudada, o que reforgca a importancia de se estabelecer protocolos e firmar

parcerias com laboratérios de referéncia.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que
quanto a freqiéncia antigénica eritrocitaria do sistema Rh dos doadores fenotipados
como Rh negativos, o fenétipo dccee (41%) foi o mais encontrado seguido do
fendtipo dCcee; e quanto aos doadores Rh Positivos, a maior frequéncia foi com
fendtipo Dccee (12%), DCCee (11,7%), DCcee (11,2%).

Quanto ao grupo ABO, a frequéncia encontrada foi diferente da relatada na
literatura, sendo mais frequentes os grupos O e A e poucos doadores do grupo AB e
B, pois estes doadores foram selecionados para serem fenotipados pela maior
solicitacdo na rotina transfusional.

Relacionado ao sistema Rh, foi observado um percentual de antigenos C e/ou
E positivos em uma populacao significativa dos doadores Rh negativos analisados .

Ja quanto ao sistema Kell, foi observado que os antigenos KELL (K1) estédo
dentro dos valores encontrados na literatura, porém, ao serem analisados o sistema
Rh e KELL juntos, foi encontrada uma frequéncia importante do antigeno KELL
presente em doadores Rh negativos.

Nos doadores genotipados, encontrou-se como resultados que a incidéncia
da variante Rh D fraco foi maior que a de Rh D parcial. Os antigenos RhD fraco mais
frequentes na populacéo estudada foram os tipos 1, 2 e 4.

O fendtipo Rh “CceeK neg” foi 0 mais encontrado nas variantes Rh D.

A utilizacdo da fenotipagem em combinacdo com reagentes anti-D de alta
afinidade é recomendada na detec¢do do antigeno Rh D fraco de baixa densidade
antigénica em doadores de sangue.

Os resultados demonstram que a biologia molecular associada a
hemaglutinagdo pode aumentar consideravelmente a seguranga transfusional pela

melhor caracteriza¢do das variantes do antigeno RhD na populacao .
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFSM esta
desenvolvendo o projeto de pesquisa “ESTUDO DA PREVALENCIA E FENOTIPAGEM EM
DOADORES DE SANGUE, NO HEMOCENTRO REGIONAL DE SANTA MARIA”, através da
mestranda Adriana Najai Stein Bortolotto, orientada pelo Prof. José Edson Paz da Silva.

Vocé, doador de sangue de Santa Maria, esta sendo convidado a participar do
primeiro banco de dados de doadores, por possuir o perfil necessario para participar, ou
seja, o de residir em Santa Maria, que doe frequentemente, que nao trabalhe em profissdes
de risco e se disponha a participar do Programa de Fenotipagem (tipos de sangue ), foco
deste estudo.

O Programa de Fenotipagem tem como objetivo qualificar melhor o sangue que sera
transfundido nas pessoas e evitar reagdes que podem ocorrer apés a transfusdo de sangue
aos que possuem uma composicao diferente da do receptor. Além disso, visa ressaltar a
importancia da fenotipagem para transfusées em geral e, principalmente, em receptores que
fazem uso de transfusdes de repeticao e mulheres em idade fértil, estimulando a populacéo
a buscar uma transfus@o sanguinea mais segura.

A realizacdo deste programa pretende detectar a fenotipagem nos doadores de
sangue de Santa Maria, RS. Dentre 0s principais objetivos da pesquisa esta a determinacéo
dos tipos sanguineos dos doadores de sangue desta localidade, possibilitando, também, o
aconselhamento dos familiares, com base nessas caracteristicas.

A pesquisa sera realizada com uma coleta de sangue (EDTA) quando vocé for ao
banco de sangue fazer sua doacao de rotina, usando a mesma amostra que é coletada para
0s exames realizados em todos as pessoas que doam sangue, sem acarretar-lhe nenhum
custo. Caso decida nao participar da pesquisa ndo sofrera qualquer tipo de prejuizo.

Caso venhamos necessitar de sua presenca no hemocentro para realizacdo de
coleta, sera feito contato telefénico para ver sua disponibilidade e agendar este
procedimento. Se por algum motivo ndo for possivel realizar a coleta, isso ndo sera motivo
de excluséo do cadastro de doadores.

Todas as informacdes necessarias ao projeto serdo utilizadas para estudo cientifico
e publicacdes em revistas desta natureza. Todos os dados que possam identificar o doador
serdo mantidas em segredo (sigilo).

Esclarecemos que os possiveis danos que o participante possa vir a sofrer seria o do
desconforto causado na hora da coleta da amostra, onde serd necessario a coleta do
sangue como em uma doac&o normal, podendo resultar em dor local ou no surgimento de
um hematoma (mancha escura no local da puncéo), ap6s a coleta, em seu braco.

Vocé que aceitar participar deste programa sera beneficiado com uma fenotipagem
mais abrangente de seu tipo sanguineo, que sera registrada em sua carteira de doador e
também estard colaborando com muitas pessoa que necessitam diariamente do uso de
diversos componentes do sangue.
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Todo material utilizado para a coleta sera descartavel e/ou desinfetado. Este estudo
ndo envolve risco adicional de vida ou contaminacdo aos participantes. As amostras serdo
tratadas de acordo com os protocolos experimentais estabelecidos, e destruidas apds o uso.

Os dados resultantes do estudo passardo a constituir um Banco de Dados do
Hemocentro e utilizados por tempo indeterminado, pois terdo uso clinico (consultas).

A participacdo deste estudo € livre e voluntaria. Esclarecemos que também néo
havera nenhuma forma de compensacéao financeira ou custos para o participante. A recusa
na participacdo ndo acarreta nenhum prejuizo ou comprometimento aos participantes.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, eu,

, abaixo
assinado, declaro que estou de acordo em participar deste projeto de pesquisa e fazer parte
do Programa de Doadores Fenotipados, livre de qualquer constrangimento, pois fui
informado de forma clara e detalhada dos objetivos e dos procedimentos que serdo
realizados. Fui igualmente informado da garantia de receber respostas a qualquer duvida
que ainda puder ter sobre assuntos relacionados a pesquisa, e da liberdade de retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que haja prejuizo de qualquer ordem.

Santa Maria, de 20

Nome Identidade

Assinatura

Assinatura do pesquisador

Em caso de davidas, entrar em contato com Prof. Orientador Dr. José Edson Paz da Silva, fone: (55)
9976.0000; com Adriana Najai Stein Bortolotto (Pesquisadora Responsavel), fone: (55) 3221.5262 ou
no Comité de Etica em Pesquisa da UFSM, no endereco: Avenida Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria
- 7° andar - Sala 702 - Cidade Universitaria - Bairro Camobi — CEP: 97105-900 - Santa Maria — RS,
Tel.: (55)32209362, e-mail: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br



APENDICE B

PROTOCOLO / QUESTIONARIO

Questionério aplicado aos participantes do Programa de Fenotipagem

Data da coleta

Reside em Santa Maria Sim( ) \ Nao( )

Nome completo

NUmero de doador

Idade

Tipo sanguineo mae

AB

O|0
>
w

Tipo sanguineo pai

AB

Endereco Rua

Bairro

CEP

Cidade

| Telefone (residencial/celular) |

| PROFISSAO |

| ETNIA |

DATA

Teste triagem
Clinica
Hematoldgica
Soroldgica




APENDICE C

TERMO DE COMPROMISSO

Universidade Federal de Santa Maria

Centro de Ciéncias da Saude
Projeto vinculado ao Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Santa Maria, __ de de 20

Por meio deste instrumento, comprometem-se, o coordenador do projeto, José
Edson Paz da Silva e a aluna Adriana Najai Stein Bortolotto, a cumprir integralmente
os termos da resolucdo CNS 196/96, de 10/10/1996, durante o desenvolvimento e
divulgacdo dos dados do projeto de pesquisa intitulado: “ESTUDO DA
PREVALENCIA E FENOTIPAGEM EM DOADORES DE SANGUE, NO
HEMOCENTRO REGIONAL DE SANTA MARIA”, que sera desenvolvido junto ao
Laboratério de Anadlises Clinicas e Toxicologicas no Departamento de Analises

Clinicas do CCS e junto ao Hemocentro Regional de Santa Maria.

José Edson Paz da Silva
Dep. de Analises Clinicas/CCS/UFSM



APENDICE D

DECLARACAO SOBRE A DIVULGACAO DOS RESULTADOS

Universidade Federal de Santa Maria

Centro de Ciéncias da Saude
Projeto vinculado ao Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Santa Maria, de de 20

Declaro que os resultados da presente pesquisa do projeto intitulado:
“ESTUDO DA PREVALENCIA E FENOTIPAGEM EM DOADORES DE SANGUE,
NO HEMOCENTRO REGIONAL DE SANTA MARIA”, serdao tornados publicos,
sejam eles favoraveis ou ndo, preservando, porém, a confidencialidade e a
identidade dos sujeitos da pesquisa. A divulgacdo para a comunidade cientifica sera

realizada em congressos cientificos e em revistas especializadas da area.

José Edson Paz da Silva
Dep. de Analises Clinicas/CCS/UFSM



APENDICE E

DECLARACAO SOBRE O DESTINO DO MATERIAL COLETADO

Universidade Federal de Santa Maria

Centro de Ciéncias da Saude
Projeto vinculado ao Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Santa Maria, ___ de de 20

Declaro que o material bioldgico utilizado na presente pesquisa do projeto
intitulado: “ESTUDO DA PREVALENCIA E FENOTIPAGEM EM DOADORES DE
SANGUE, NO HEMOCENTRO REGIONAL DE SANTA MARIA”, sera descartado,
apos a publicacdo dos resultados, de acordo com as normas de biosseguranca do

Hemocentro Regional de Santa Maria.

José Edson Paz da Silva
Dep. de Analises Clinicas



APENDICE F

CARTA AO DOADOR

Estado do Rio Grande do Sul
Municipio de Santa Maria
Hemocentro Regional de Santa Maria

Caro Doador

Vocé é uma pessoa especial! Vocé se dispds a doar e salvar vidas!

Vocé, doador de Santa Maria, esté participando do primeiro banco de dados de
doadores, com o Programa de Fenotipagem.

O que isso significa? Significa que a partir dessa doacdo o Hemocentro fara
testes no seu sangue, e que com esses dados sera possivel evitar reacfes, em
criangas e em pacientes, que necessitam de muitas transfusdes, encontrando um
doador compativel para os casos que com testes normais de rotina seria impossivel
realizar.

Vocé também sera privilegiado, pois caso venha a necessitar de transfuséo
sanguinea, encontrard, neste banco de dados, o doador compativel.

Lembre-se: os seus dados atualizados no hemocentro sdo importantes para
podermos entrar em contato com maior rapidez. Caso ocorra alguma alteracéo, ligue
e identifique-se como sendo doador do Programa de Fenotipagem.

Queremos reiterar nosso agradecimento pela sua doacdo e participagdo no
Programa. Colocamo-nos a disposi¢cao para esclarecer qualquer davida de Segunda
a Sexta-feira, das 13h as 18h, com a Bioquimica Adriana, responsavel pelo
Laboratério de Imunohematologia.

HEMOCENTRO REGIONAL DE SANTA MARIA
Endereco: Alameda Santiago do Chile, 35 (proximo ao Forum da cidade).



