INSTITUTO NACIONAL DE ENSINO SUPERIOR E PESQUISA

CENTRO DE CAPACITACAO EDUCACIONAL

CAROLINE EUGENIO MARTINS

ANTIGENO ERITROCITARIO RHD: IMPORTANCIA DA
IDENTIFICACAO DAS FORMAS VARIANTES

RECIFE

2017



CAROLINE EUGENIO MARTINS

ANTIGENO ERITROCITARIO RHD: IMPORTANCIA DA
IDENTIFICACAO DAS FORMAS VARIANTES

Monografia  apresentada ao  Instituto
Nacional de Ensino Superior e Pesquisa e
Centro de Capacitacdo Educacional, como
exigéncia do Curso de Pos-Graduacao Lato
Sensu em Hematologia e Hemoterapia
Laboratorial.

Orientadora: Prof2 Dr2 Karla Melo Ferreira da
Silva

RECIFE
2017



616.1

M379a MARTINS, Caroline Eugénio.

Antigeno eritrocitario RHD: importancia da identificacdo das formas

variantes. / Caroline Eugénio Martins Correia. Recife: O Autor, 2017.

38 p:il.

Monografia apresentada ao Curso de Pés-Graduacéo Lato
Sensu em Hematologia e Hemoterapia.

1. SISTEMA SANGUINEO - RH. 2. ANTIGENO RHD. 3. ANTIGENOS
ERITROCITARIOS — VARIANTES RHD. Titulo.

INSTITUTO NACIONAL DE ENSINO SUPERIOR E PESQUISA CDU -616.1




CAROLINE EUGENIO MARTINS

ANTIGENO ERITROCITARIO RHD: IMPORTANCIA DA
IDENTIFICACAO DAS FORMAS VARIANTES

Monografia para obtencao do grau de Especialista em Hematologia e
Hemoterapia Laboratorial.

Recife, 01 de Fevereiro de 2017.

EXAMINADOR:

Nome:

Titulacao:

PARECER FINAL:



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por me conceder paciéncia e discernimento.
Agradeco aos meus pais, pelo suporte e por serem presentes na minha vida.
Agradeco a minha turma, por tornar os meus fins de semana de aula mais leves e
ricos em aprendizado.

Agradeco aos meus professores, pelos ensinamentos e dedicacao.
Agradeco a minha orientadora, Prof. Dra. Karla Melo, por me encorajar na escolha

do tema, pela paciéncia e dedicagao.



EPIGRAFE

“Independentemente das circunstancias, devemos ser sempre humildes, recatados e

despidos de orgulho” — Dalai Lama



RESUMO

O antigeno RhD é altamente conformacional, qualquer alteracdo de aminoacido em
uma parte da proteina, pode afetar a expressdo na sequéncia de epitopos ou
resultar em novos epitopos gerando variacdes de sua expressdo fenotipica na
superficie da hemécia. O fendtipo D fraco ocorre por alteragfes de nucleotideos que
levam a substituicdo de aminoacidos na regido transmembranar e intracelular da
proteina Rh enquanto que o fenétipo D parcial ocorre por alteracdes de nucleotideos
ou rearranjos génicos que levam a substituicAo de aminoacidos na regido
extracelular da proteina Rh e o fendtipo DEL apresenta uma expressdo muito
reduzida do antigeno RhD, o que impossibilita sua deteccdo pelos testes
sorolégicos. Nosso objetivo foi descrever a importancia da identificacdo das formas
variantes do antigeno eritrocitdrio RhD. Foi realizada uma revisdo de literatura
enfocando na importancia da identificagdo das formas variantes do antigeno
eritrocitario RhD na medicina transfusional. Populagdes miscigenadas, tais como a
populacdo brasileira, apresentam uma grande variedade de alelos RHD. E como a
incidéncia das variantes esta relacionada a origem étnica, recomenda-se que cada
pais tenha suas préprias estratégias e politicas para selecdo dos reagentes e
métodos usados na tipagem RhD. Devido aos padrdes de reatividade apresentados
pelos antigenos RhD parcial e RhD fraco, recomenda-se o uso de dois diferentes
reagentes anti-D monoclonais. Nos casos de discrepancia nos resultados
sorolégicos é imprescindivel o uso da biologia molecular. Identificar as variantes
RhD evita a aloimunizacdo, o uso desnecessario de imunoglobulina anti-D nas

gestantes e permite poupar bolsas de sangue RhD negativo.

Palavras-chave: Sistema Sanguineo Rh. Antigeno RhD. Antigenos eritrocitarios.
Variantes RhD. Aloimunizacao.



ABSTRACT

The RhD antigen is highly conformational, any amino acid change in a part of the
protein, can affect expression in the epitope sequence or result in new epitopes
generating variations in its phenotypic expression on the surface of the erythrocyte.
The weak D phenotype occurs by nucleotide changes that lead to amino acid
substitution in the transmembrane and intracellular Rh protein region while the partial
D phenotype occurs by nucleotide changes or gene rearrangements that lead to
amino acid substitution in the extracellular region of Rh protein the DEL phenotype
shows a very reduced expression of the RhD antigen, which makes it impossible to
detect them by serological tests. Our objective was to describe the importance of
identifying the variant forms of erythrocyte antigen RhD. A review of the literature was
carried out focusing on the importance of the identification of the variant forms of
RBC erythrocyte antigen in transfusion medicine. Mixed populations, such as the
Brazilian population, have a large variety of RHD alleles. And since the incidence of
variants is related to ethnic origin, it is recommended that each country have its own
strategies and policies for the selection of reagents and methods used in RhD typing.
Due to the reactivity patterns presented by partial RhD antigens and weak RhD, the
use of two different monoclonal anti-D reagents is recommended. In cases of
discrepancy in the serological results it is essential to use molecular biology.
Identifying the RhD variants avoids alloimmunization, the unnecessary use of anti-D

immunoglobulin in pregnant women and allows to save bags of RhD negative blood.

Keywords: Blood Rh System. RhD antigen. Erythrocyte antigens. RhD variants.
Aloimmunization.
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1 INTRODUCAO

A identidade biol6gica de cada individuo est4 expressa na diversidade da
membrana eritrocitaria. Esta membrana possui antigenos com caracteristicas
funcionais e polimérficas definidas, constituindo os sistemas dos grupos sanguineos
(MURADOR, 2007).

Segundo a International Society of Blood Transfusion (ISBT), 339 antigenos
ja foram reconhecidos, dentre os quais, 297 estdo descritos em 33 sistemas de
grupos sanguineos (STORRY et al., 2014). A identificacdo desses antigenos € de
extrema importancia na medicina transfusional, pois estédo presentes, ndo apenas na
hemacia, mas em diferentes tecidos (LUDWIG, 2007).

O Sistema Rh é considerado o mais polimdrfico e mais complexo de todos os
sistemas sanguineos, constituido atualmente de 51 antigenos que séo codificados
por dois genes homologos, RHD e RHCE. Na prética clinica, cinco antigenos séo
considerados os principais: o0 RhD codificado pelo gene RHD e os codificados pelo
gene RHCE C/c e E/le (WESTHOFF, 2005; STORRY et al., 2011). Destes, o
antigeno RhD €é o mais importante devido a sua alta imunogenicidade e
envolvimento com reag@es transfusionais hemoliticas, na incompatibilidade materno-
fetal, nas anemias hemoliticas autoimunes e em transplantes de 6rgaos (BARROS
et al., 2006; MOLLISON, 2005).

As heméacias Rh positivo e Rh negativo referem-se a presenca ou auséncia do
antigeno D. Os individuos RhD negativos que recebem sangue RhD positivo
provavelmente irdo produzir anticorpos anti-D apos o primeiro contado (KUMAR et
al., 2005). Além disso, se uma mulher RhD negativo for sensibilizada e conceber um
feto RhD positivo, a passagem de anticorpos anti-D através da placenta durante a
gestacdo resultard em Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN) que tem expressiva
morbidade e mortalidade (BOWMAN 2003; KLEIN 2014).

O antigeno RhD é considerado como um mosaico composto por 37 epitopos,
onde pelo menos nove desses determinantes antigénicos ja foram definidos por
diferentes anticorpos monoclonais (CASTILHO, 2007). Como sao altamente
conformacionais, qualquer alteracdo de aminoacido em uma parte da proteina, pode
afetar a expressdo na sequéncia de epitopos ou resultar em novos epitopos

(AVENT, 2000). Por esse motivo, os antigenos RhD podem apresentar variacdes de
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sua expressao fenotipica na superficie da heméacia. Sendo classificados em trés
grupos: variantes D parcial, D fraco e DEL (DENOMME et al., 2008).

O antigeno RhD parcial é caracterizado pela auséncia de um ou mais
epitopos do antigeno RhD. Essas alteracdes sdo promovidas por mutagdes ou
rearranjos génicos entre os genes RHD e RHCE, modificando os segmentos
extracelulares da proteina RhD. Portanto, individuos D parcial podem
frequentemente produzir anti-D contra aqueles epitopos ausentes quando exposto a
proteina RhD completa (GIRELLO, 2002; WAGNER et al., 2005). Na clinica
transfusional o ideal é que individuos com antigeno RhD parcial receba heméacias de
doadores RhD negativos para se evitar a aloimunizagcdo. Na raca negra, a variante
RhD parcial tem uma incidéncia um pouco maior em ralacdo ao fenotipo RhD fraco
(GIRELLO, 2002; WESTHOFF, 2005).

A variante RhD fraco apresenta menor expressdo da proteina RhD na
membrana eritrocitaria, ou seja, todos os epitopos RhD estdo presentes, mas com
uma reducéo dos niveis de antigenos RhD. Esta alteracdo decorre da variacdo na
porcao intramembranar (segmento néo reconhecido pelos anticorpos) (WESTHOFF,
2005). Individuos pertencentes aos fenotipos RhD fraco ndo produzem aloanticorpo
anti-D, mas podem possuir auto anticorpo anti-D. Na clinica, transfusbes com
heméacias RhD fraco em individuos RhD negativos pode induzir a uma
aloimunizagéo. Estima-se que a frequéncia de RhD fraco na populacdo seja inferior
a 1% (KUMAR et al., 2005; GIRELLO, 2002).

O fendétipo RhD DEL, outra variante do antigeno RhD apresenta uma
expressao muito reduzida do antigeno RhD, o que impossibilita sua deteccéo pelos
testes soroldgicos. Este fenotipo ocorre em 10 a 30% dos chineses e asiaticos.
Individuos com este fenétipo sdo geralmente classificados na rotina como RhD
negativos, o problema é gque doadores com este fendétipo podem estimular o
desenvolvimento de anti-D em pacientes RhD negativo (KORMOCZI et al, 2005;
QUIN et al., 2005).

Na rotina laboratorial a distingcdo sorologica entre os antigenos RhD fraco e
RhD parcial é muito dificil e mesmo com a grande variedade de monoclonais anti-D
disponiveis, ainda se classifica alguns RhD parciais como RhD fraco. Técnicas
moleculares permitem distinguir as hemacias que perdem ou apresentam epitopos

alterados (RhD parcial) daquelas que possuem niveis reduzidos do antigeno RhD
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(RhD fraco). A identificacdo e diferenciacdo das variantes D € importante para
prevenir a aloimunizacdo e evitar o uso desnecessario de hemacias RhD-Negativo
em pacientes que ndo estdo em risco de aloimunizar. (CASTILHO et al., 2005;
POLIN et al, 2007; DENOMME et al., 2008; CAMPOS et al., 2016). No entanto, sao
poucos os laboratdrios que dispdem desta metodologia e, por isso a classificagdo

sorolégica ainda é extremamente importante.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A aloimunizacdo Rh consiste na sensibilizacdo ao antigeno D presente na
superficie do eritrcito, que pode ocorrer nas transfusdes de sangue incompativeis e
na gestacao.

O antigeno RhD por ser altamente imunogénico e pelo seu extenso
polimorfismo, podendo se apresentar com uma fraca expressao (D fraco) ou como
um antigeno modificado (D parcial), torna sua identificagdo na prética clinica de

grande relevancia.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Descrever a importancia da identificacdo das formas variantes do antigeno

eritrocitario RhD.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar o Sistema Rh em sua composic¢éo e importancia clinica.

- Descrever as Variantes RhD parcial, fraco e Del.

- Relatar a importancia que o antigeno RhD exerce na prética transfusional.

- Explicar a importancia da identificagdo dos antigenos do sistema Rh para
gestantes.

- Descrever os métodos de Diagnoéstico usados para a identificacdo do

antigeno RhD e seus variantes, e a eficacia dos reagentes utilizados nos testes.
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2 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo de literatura enfocando na importancia da
identificacdo das formas variantes do antigeno eritrocitario RhD na medicina
transfusional. Para fomentar a construcdo da revisdo, foram realizadas buscas em
artigos de revistas indexadas em acervos eletrénicos como, os sites da Scientific
Electronic Library Online (Scielo), Bireme, banco de dados da Publisher Medline
(PubMed), Google Académico e acervo literério.

Foram utilizadas as palavras-chaves: sistema sanguineo Rh, antigeno RhD,
antigenos eritrocitarios, variantes RhD e aloimunizacéo.

A pesquisa considerou artigos publicados entre os anos de 2001 a 2016,
incluindo-se publicagdes no idioma portugués e inglés.

Foi realizada uma andlise exploratoria para reconhecimento dos artigos que

interessavam a pesquisa de maneira geral.
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3 FUNDAMENTOS TEORICOS

3.1 Sistema Rh

Descoberto em 1939, o sistema Rh é o mais complexo, polimérfico e
imunogénico sistema de grupo sanguineo ja conhecido. Apés o ABO, é o mais
importante na pratica transfusional (KLEIN ,2014).

O sistema Rh é o maior de todos os sistemas, constituido atualmente por 51
antigenos (STORRY et al., 2011). Cinco principais e importantes antigenos, D(RH1),
C(RH2), E(RH3), c(RH4) e e(RH5), podem ser distinguidos e sao considerados mais
significativos na pratica clinica (GIRELLO, 2002). Destes, o antigeno RhD é
considerado 0 mais imunogénico seguido dos antigenos c, E, C, e, dentre outros
(CASTILHO, 2007). As hemécias Rh positivo e Rh negativo referem-se a presenca
ou auséncia do antigeno D, porém ambas expressam o0s antigenos C/c e Ele
(KLEIN, 2014).

Os antigenos do sistema Rh s&o carreados por duas proteinas
transmembranares: RhD e a RhCE, que carregam respectivamente os antigenos D e
os C, ¢, E, e (MOTA et al.,, 2005). Ambas sdo hidrofébicas, ndo glicolisadas, e
compostas de 417 aminoacidos que se distribuem em seis segmentos
extracelulares, 12 transmembranarias e sete intracelulares (FIGURA 1). E sé&o
produzidas por dois genes ligados e homologos, o RHD e RHCE (WAGNER, 2004;
WESTHOFF, 2005).

Figura 1: Estrutura da proteina Rh na membrana eritrocitaria

Extracellular

C terminus

Fonte: MOTA, 2012. Cada aminoacido é representado por um circulo e os circulos em azul

representam os aminodacidos que diferem a proteina RhD da RhCE.
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Os genes RHD e RHCE estéo localizados no braco curto do cromossomo 1,
l6cus 34-36, em sentidos opostos e separados por uma sequéncia de 30.000pb. Séao
altamente homologos, complexos e originam 0s numerosos antigenos do sistema
Rh. Estudos do gene RH demonstram mais de 200 alelos RHD descritos e mais de
50 diferentes alelos RHCE. Apesar da quantidade de alelos ja relatado os genes RH
ainda nao foram completamente caracterizados (WAGNER, 2004; FLEGEL, 2007).

Todo individuo herda uma cOpia dos genes correspondentes as regides RhD
e RhCE de cada um dos seus progenitores. Entretanto, nos individuos RhD
negativo, normalmente h4 uma delecdo completa deste gene, que poderd ser
transmitida hereditariamente (COUTINHO, 2008). Existem basicamente trés
mecanismos moleculares de negatividade do RHD: delecdo total do gene RHD,
pseudogene RHD e gene hibrido. O primeiro caso esta presente em pessoas Rh
negativo e € mais comumente causado pela homozigose de um haplétipo no qual o
gene RHD foi deletado. No segundo, uma proteina Rh ndo funcional € produzida e
nenhum polipeptidio D atinge a superficie eritrocitaria (WAGNER, 2004). No terceiro
caso, partes de um gene € trocada por partes correspondentes de outro gene
(partes do gene RHD em RHCE e vice-versa), resultando em alelos hibridos
responsaveis por algumas variantes dos antigenos RhD e RhCE (PHAM et al.,
20009).

Anticorpos Rh em sua maioria sao IgG, nao fixam complemento e atravessam
a placenta. Raramente ocorrem de forma natural, ou seja, sédo imunes, resultantes
de transfusé@o ou gravidez anterior (FLEGEL, 2007; HOFFBRAND, 2013). Como a
imunizacdo pode ocorre em receptores RhD negativos, o antigeno RhD é de grande
importancia clinica, pois tem papel relevante na destruicdo imune das hemacias em
transfusbes alogénicas, na incompatibilidade materno-fetal, nas anemias hemoliticas
e em transplantes de 6rgados (KUMAR et al., 2005).

O antigeno RhD é o mais prevalente na populacdo, sendo também
considerado 0 mais antigénico dos antigenos do sistema Rh. A probabilidade de
imunizacédo por RhD € muito mais alta quando comparada com outros antigenos de
grupos sanguineos humano que ocasionalmente produzem anticorpos irregulares.
Aproximadamente 80% dos individuos Rh negativo que recebem sangue Rh positivo
irdo produzir anticorpos anti-D apds o primeiro contato (FROHN et al., 2003;
ASFOUR et al., 2004).
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Considerado como um mosaico, o antigeno RhD é composto por 37 epitopos
altamente conformacionais. Alteracfes na expressédo da sequéncia de aminoacidos
em uma parte da proteina que compde os epitopos, pode afetar sua sequéncia ou
resultar em novos epitopos. Por esse motivo, os antigenos do grupo sanguineo RhD
podem apresentar variacbes de sua expressdo na membrana eritrocitaria
(CASTILHO, 2007; AVENT, 2000). Sendo classificados em trés grupos: variantes D
parcial, D fraco e DEL (DENOMME et al., 2008).

3.2 Variantes RhD

3.2.1 RhD parcial

Os antigenos D parcial sdo caracterizados pela auséncia de um ou mais
epitopos da proteina D. Do ponto de vista molecular, o fen6tipo D parcial pode
resultar de quatro mecanismos genéticos: genes hibridos RHD/RHCE, pontos de
mutacdo no gene RHD levando a troca de um Udnico aminoacido na regido
extracelular da proteina D, com subsequente perda de alguns epitopos ou
expressao de um antigeno de baixa incidéncia, mutacdes sem sentido e delecao de
nucleotideos (GIRELLO, 2002; WAGNER et al., 2005).

Estas alteragBes ocorrem nos segmentos extracelulares da proteina RhD, nas
alcas onde estdo localizados os epitopos Rh, mudando sua conformacdo e a
exposicdo dos epitopos de RhD (FIGURA 2) (RODRIGUES, 2005). Este fato explica
por que os individuos com fendtipo RhD parcial perdem a expressao de alguns
epitopos do antigeno D e podem desenvolver aloanticorpo anti-D, ao entrarem em
contato com hemacias RhD positivo normais (WAGNER et al., 2005).

Figura 2: Proteina RhD parcial

Fonte: SABINO, 2008. Amino&cidos em rosa indicam que as substituicdes na proteina RhD

parcial ocorrem nas algas extracelulares onde se localizam os epitopos RhD.
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As categorias RhD parcial sao diferenciadas em DII, DIll, DIV, DV, DMH,
DNU, DHR, DHMi, DFW, R, DAR e DAU que ocorrem pela presenca de
mutacbes de ponto missenses do gene RHD, enquanto as variantes Dlllb, Dllc,
DIVb, DVa, DVI, DFR, DBT e DCS ocorrem pela formacao de genes hibridos, em
gue um fragmento do gene RHD é substituido por um fragmento do gene RHCE.
Estes genes codificam proteinas hibridas RhD-CE-D de 417 aminoacidos que
conservam alguns epitopos RhD, mas que podem, ocasionalmente, expressar novos
epitopos detectaveis sorologicamente (HUANG et al.,1996; WESTHOFF, 2005;
CASTILHO, 2007).

A identificagdo sorologica de D parcial é possivel através do uso de
anticorpos monoclonais especificos ou técnicas de biologia molecular. Os soros
monoclonais anti-D I1gG e IgM s&o usados para a identificagcdo das variantes RhD
(CASTILHO et al., 2005; CAMPOS et al., 2016). Porém, podem apresenta resultados
discrepantes, uma vez que, a reatividade dos reagentes anti-D monoclonal depende
da concentragéo de anticorpo e da avidez do anticorpo. Tornando a diferenciacéo de
D fraco e D parcial dificil de ser caracterizada na rotina sorolégica (MOULDS, 2006;
BARROS et al., 2006).

Testes moleculares sdo mais Uteis para confirmacdo das discrepancias na
tipagem de RhD, pois permitem distinguir as hemacias que perdem ou apresentam
epitopos alterados daquelas que possuem niveis reduzidos do antigeno. Além de
possibilitar a diferenciagdo dos subtipos das variantes RhD (BARROS et al., 2006;
SABINO, 2008).

O fendtipo D parcial € encontrado com uma incidéncia um pouco maior na
raca negra quando comparado ao D fraco, este fato ocorre devido aos genes
hibridos presentes na maioria dos fenétipos D parcial serem comuns em individuos
de origem africana (SABINO, 2008). Ja a incidéncias das variantes D parcial esta
associada a origem étnica da populacdo (KULKARNI, 2007). Em Marrocos, ha uma
prevaléncia dos tipos DVII, DVI e DVa (KABIRI, 2014). Na Holanda, as variantes
DAR, DVI e DRF prevalecem (JONG, 2007).

Em estudo realizado no Brasil, na cidade de S&o Paulo, com 223 amostras
gue apresentaram resultados de sorologia discrepantes para antigeno D, as analises

moleculares confirmaram a presenca de variantes RhD. Das 223 amostras, 55
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(24,6%) foram caracterizadas como D parcial, com prevaléncia dos tipos DAR, DVI e
DIVa (CAMPOS et al., 2016).

Em um outro estudo, realizado no Hemocentro da cidade de Botucatu, de um
total de 72 amostras testadas sorologicamente, 36 destas amostras foram
classificadas como D parcial. Sendo identificado os subtipos DII, DIll, DV, DVII, DFR
com uma prevaléncia das variantes DFR, DIll e DV (SABINO, 2008). Em 2011,
Credidio et al., realizou um estudo com 306 amostras de sangue de doadores
brasileiros e pacientes que apresentavam resultados discrepantes para antigeno D.
Destas amostras, 136 (44,4%) foram identificadas como D parcial, com uma maior
prevaléncia dos tipos DAR, DFR e DVa (CREDIDIO, et al., 2011). Estes dados
comprovam que devido a grande miscigenacdo a populacdo brasileira apresenta
uma grande variedade de subtipos D parcial (ARNONI et al., 2013).

Os individuos que apresentam D parcial, embora frequentemente sejam
rotulados como Rh positivos nos testes convencionais, podem ser aloimunizados por
transfusbes de sangue Rh positivo ou na gestacdo de fetos Rh positivos
(WESTHOFF, 2007). Na clinica transfusional, receptores D parcial devem receber
hemacias RhD negativas, independente da categoria do antigeno RhD parcial
presente. Pacientes e gestantes com o fenétipo D parcial devem ser classificados
como RhD-negativo (SABINO, 2008; CREDIDO, 2010).

3.2.2 RhD fraco

O antigeno RhD fraco € uma variante fenotipica do antigeno Rh que
apresenta menor expressao da proteina RhD na membrana eritrocitaria em
decorréncia de mutagdes pontuais. Estas alteragcdes ocorrem na regido intracelular
Oou ha regido transmembrana e ndo na superficie externa da hemacia (FIGURA 3)
(WESTHOFF, 2005; GIRELLO, 2011).

As hemécias com fendtipo RhD fraco ndo apresentam falta de epitopos RhD
extracelulares, as alteracdes que acontecem afetam a eficiéncia de insercdo com
subsequente reducdo da quantidade do antigeno RhD na membrana. Este fato
explica a reducdo do numero de sitios antigénicos nessas hemacias, bem como a
auséncia de aloanticorpos anti-D nos individuos RhD fracos (WESTHOFF, 2005;
WAGNER et al., 2000; MULLER et al., 2001).
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Figura 3: Proteina RhD fraco

e o o o o
5 e
) e

®

p ey

Fonte: CREDIDIO, 2010. Os aminoacidos em vermelho indicam que as alteracdes na proteina

RhD ocorrem nos segmentos intracelulares e transmembranares.

A densidade antigénica do antigeno RhD normal no eritrcito varia entre
10.000 a 25.000 sitios por eritrécito, enquanto que, os antigenos RhD fraco
apresentam densidades antigénicas que variam de 53 a 4.000 sitios antigénicos por
hemacias (WESTHOFF, 2004). A diminuicdo da expressao destes antigenos na
membrana dificulta consideravelmente a sua identificacdo sorologica, que depende
das caracteristicas do reagente utilizado e da técnica de hemaglutinagdo (MOTA et
al., 2005; WESTHOFF, 2005). Devido a esta expresséao variavel a identificacdo de
uma variante D nunca deve ter como base apenas os critérios sorolégicos (B-N
PHAM et al, 2013).

O método mais confiavel para identificar variantes RhD é a analise molecular.
Atualmente, por meio destas analises, foram descritos 100 tipos diferentes de D
fraco (B-N PHAM et al, 2013; WAGNER, 2016). As combinacdes de alelos D fraco
variam de acordo com a racga, estima-se que sua frequéncia na populacdo seja
inferior a 1%. Em populac¢des caucasianas os tipos 1, 2 e 3 sdo 0s mais prevalentes,
e os tipos 4.0 e 4.2.2 ha mais relatados em populacbes de origem africana
(GIRELLO, 2002; RODRIGUES, 2005; FLEGEL et al, 2009).

As populacdes miscigenadas, tais como a populacdo brasileira, podem
apresentar uma alta variedade de alelos RHD (CAMPOS, 2016). No Brasil, os tipos
1, 2 e 4 s&o o mais frequentes. A nossa populagéo difere da populacdo europeia por
apresentar uma maior frequéncia do antigeno D fraco tipo 4 quando comparado com
a frequéncia do D fraco tipo 3 na Europa, uma vez que o tipo 4 é mais frequente em

individuos de origem africana e seus descendentes (CREDIDIO, 2011).
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Cerca de 90% dos individuos RhD fraco ndo produzem anti-D (WESTHOFF,
2005). Para os tipos 1, 2, e 3 a transfusdo de sangue RhD positivo poderia ser
considerada segura, ja que nao h& registros na literatura de aloimunizacéo
relacionada a estas variantes (DENOMME et al., 2005; FLEGEL, 2006).

Nos ultimos anos vem sendo questionado o fato de certos tipos de D fraco
serem mais propensos a imunizacdo anti-D. Individuos D fraco tipo 4.0, 4.2.2, 11 e
15 podem produzir aloanti-D. Pacientes D fraco que apresentam estas variantes
devem receber em transfusdo unidades D negativo e nas mulheres gravidas a
imunoprofilaxia deve ser considerada. Transfundir essas hemacias em individuos
RhD negativo pode induzir a aloimunizacdo (BARROS et al., 2006; B-N PHAM et al,
2013; CREDIDIO, 2011).

3.2.3 RhD DEL

O RhD DEL é uma variante rara do sistema Rh que apresenta uma expressao
muito reduzida do antigeno RhD, com densidades antigénicas inferiores a 50
antigenos por hemacia. E uma variante identificada em Asiaticos e seus
descendentes. Na populagdo chinesa quase 30% dos individuos RhD negativo
pertence ao fenétipo DEL (CREDIDIO, 2010; WAGNER et al., 2001; GU et al.,
2014).

O fendtipo DEL se origina de varios mecanismos. Delecdo do éxon 9,
mutacdo de ponto missense ou mutacao splice-site e presenca dos antigenos RhC e
RhE. Todas estas alteragcdes moleculares afetam a inser¢cdo da proteina RhD na
membrana eritrocitaria, o que reduz consideravelmente a expressdo do antigeno
RhD. As substituicdes dos aminoacidos dos antigenos DEL estédo localizadas nos
segmentos transmembranares e intracelulares da proteina RhD (FIGURA 4)
(WAGNER et al, 2005; XU et al., 2005).

Os diferentes alelos RhD DEL podem ser subdivididos em dois grupos, DEL
parcial que perde epitopos de caracteristica D causada por genes hibrido RHD-CE-
D ou mutacdo de ponto no gene RHD afetando a expressao extracelular e o DEL
gue possui todos os epitopos D sugerindo uma completa expressao do antigeno D.
No mapeamento dos epitopos o0 alelo RHD(IVS3+1g>a) esta associado ao RhD
parcial, destituido de epitopos e os RHD(K409K), RHD(IVS5-38del4), RHD(X418L) e

RHD(M295l) possuem todos os epitopos D. Na populacdo chinesa o alelo
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RHD(1227G>A) € a mutacdo mais predominante nos individuos DEL e o alelo
hibrido RHD-CE-D o segundo mais frequente (KORMOCZI et al., 2005; GU et al.,
2014).

Figura 4: Proteina RhD Del

Fonte: MOTA, 2012. Os aminoéacidos em vermelho indicam que as altera¢des na proteina

RhD ocorrem nos segmentos intracelulares e transmembranares.

A maioria dos fenotipos DEL € mal interpretada como D negativo devido aos
limites da rotina de diferenciacao (YASUDA et al., 2005). A identificacdo da variante
DEL é feita somente por técnicas especiais de absorcéo e eluicdo ou por técnicas
moleculares. A andlise molecular é recomendada em amostra de doadores que
apresentem o fenétipo RhD negativo e a presenca do antigeno C por aglutinacdo
direta e indireta e com resultado positivo por absorgao e eluicdo. Mesmo sendo uma
variante com fraca expressao, ainda nao foi descartado a possibilidade de hemacias
DEL provocarem reacao transfusional em receptores D negativo (KORMOCZI et al.,
2005; CREDIDIO, 2010; GU et al., 2014).

3.3 Importancia Transfusional

A transfusdo em algumas situacdes clinicas pode representar a Unica maneira
de se salvar uma vida, ou melhorar rapidamente uma grave condicdo (VIEIRA,
2012).

A ocorréncia de reacdes transfusionais estad associado a diferentes causas,

mas o efeito indesejavel mais grave associado diretamente as transfusfes é aquele
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gue resulta em hemolise do sangue transfundido, devido a anticorpos pré-formados
presentes no plasma do receptor (KLEIN, 2001; CASTILHO, 2008).

As reacdes transfusionais hemoliticas ocorrem quando as hemacias
transfundidas sdo destruidas. Estas reacdes podem ser imediatas ou tardias. As
reacbes imediatas, com risco de morte ao paciente € associada a hemdlise
intravascular macica, resultante da acdo de anticorpos ativadores do complemento
das classes IgM e IgG, geralmente associando ao sistema ABO. Reac0Oes tardias
podem ocorrer quando a transfusdo induz a uma resposta imunoldgica dias ou
semanas apdés o procedimento. Geralmente estdo envolvidos anticorpos dos
sistemas Rh e Kell ( HAMERCHLAK et al., 2010; HOFFBRAND et al., 2013).

No sistema Rh o antigeno RhD é altamente imunogénico e, se hemacias RhD
positiva forem transfundidas em um receptor RhD negativo, 0 mesmo provavelmente
desenvolvera aloanticorpos anti-D e posteriormente ndo podera ser transfundido
com sangue D positivo (KUMAR et al., 2005).

A importancia clinica da deteccéo das variantes RhD na pratica transfusional
esta no fato de que a ndo deteccéo destes antigenos em doadores de sangue pode
causar aloimunizagao anti-D nos pacientes RhD negativo. Pacientes D fraco tipo 4.0,
4.2.2, 11 e 15 podem produzir aloanti-D, j& individuos com os tipos 1, 2, 3 e 4 a
transfusdo de sangue RhD positivo poderia ser considerada segura, uma vez que
nao ha registros na literatura de aloimunizacgéo relacionado a estas variantes. Desta
forma, o uso de unidades RhD negativo poderia ser preservado (BARROS et.al.,
2006; CREDIDIO, 2010). Doadores com antigeno DEL, cuja imunogenicidade ainda
nao foi totalmente definida, ndo se recomenda transfundir em receptores RhD
negativo. E receptores D parcial, independente da subcategoria presente, devem
receber hemacias RhD negativo (YASUDA et al, 2005; SABINO, 2008).

A deteccdo correta das variantes RhD evita as reagdes transfusionais,
diminuindo assim, o risco para o paciente e possibilita poupar os estoques de

sangue RhD negativo.

3.4 Importancia para a Gestante

O sistema Rh é de grande interesse clinico na Obstetricia, pois seus
anticorpos estdo envolvidos em destruicdo eritrocitaria  imunomediadas,
representada pela Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN) (NARDOZZA et al., 2010).
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Embora outros grupos sanguineos também estejam associados a patologia, o
antigeno RhD € o principal devido a sua alta imunogenicidade e ampla prevaléncia
na populacao (CASTILHO, 2004; RODECK, 2005).

A DHPN pelo fator RhD € uma patologia imunologica causada pela presenca
de anticorpos maternos anti-D que destroem as hemacias fetais e do recém-nascido
(MURRAY, 2007). A destruicdo prematura das hemacias fetais ocorre devido a
presenca de anticorpos maternos de classe IgG, que possuem a capacidade de
atravessar a barreira placentaria. Estes anticorpos sao formados por transfusdes
incompativeis, gestacdo ou abortos prévios (DANIELS et al., 2004; RODECK, 2005).

O diagndstico é feito por meio da pesquisa de anticorpos irregulares através
do teste de Coombs indireto, que deve ser realizado em todas as gestantes na
primeira visita pré-natal, e repetido na 282 semana de gestacdo. Se um anticorpo é
identificado e ele est4 associado ao desenvolvimento de DHPN, deve-se fazer o
teste paterno para o tipo RhD, se negativo o feto ndo sera afetado. Caso seja
positivo, a zigosidade deve ser avaliada. Pais homozigotos sempre passam o0
antigeno RhD para sua prole, enquanto os heterozigotos tém 50% de chance de
passar (PIRELLI et al., 2006; LUBUSKY, 2010).

Normalmente, os sistemas sanguineos materno e fetal ndo se misturam, mas
pode ocorrer hemorragias materno-fetal durante a gestacdo que podem aumentar
significativamente os titulos de anticorpos maternos, levando a uma maior gravidade
da DHPN. O quadro clinico da DHPN é caracterizado por graus variaveis de anemia,
gue vai de acordo com a intensidade da hemdlise (BAIOCHI, 2009; GEAGHAN,
2011).

A imunoprofilaxia Rh consiste em administrar imunoglobulina anti-D, um
hemoderivado, em mades RhD negativo ndo aloimunizadas ao antigeno RhD. Esta
imunoglobulina tem efeito profilatico por se ligar a hemécias contendo o antigeno D,
eliminando-as da circulagdo antes que o sistema imunoldgico materno reconheca o
antigeno e inicie a producao de anti-D (DANIELS et al., 2004; WESTHOFF, 2007).

A importancia clinica das variantes anti-D para pacientes gestantes esta no
fato de que as pacientes D fraco, dos subtipos 1, 2 e 3, ndo produzem anti-D e,
assim, podem receber transfusdo de sangue Rh positivo e ndo necessitam receber
profilaxia da aloimunizacdo RhD na gestacdo. Ja as pacientes com os subtipos D

fraco 11, 15 e 4.2, podem produzir aloanti-D e devem receber a imunoglobulina anti-
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D. Gestantes D parcial, embora sejam frequentemente rotuladas como Rh positivo
pelos testes convencionais, podem se aloimunizar por transfusdo de sangue Rh
positivo. Esse € um exemplo classico do subtipo DVI. Mulheres portadoras desse
fenotipo podem desenvolver DHPN fatal e, portanto, devem receber profilaxia com
imunoglobulina anti-D (FLEGEL, 2007; WESTHOFF, 2007).

Um diagndstico precoce e a profilaxia adequada séo essenciais para se evitar
0 uso desnecessario de imunoglobulina anti-D, evitar a aloimunizacdo das gestantes
e, assim, diminuir os indices da Doenca Hemolitica Perinatal que tem expressiva

morbidade e mortalidade.

3.5 Métodos de Diagnhosticos e Reagentes utilizados

Por ser o mais imunogénico e apresentar um grande numero de variantes,
uma das principais causas de discrepancia na tipagem RhD € a existéncia de varios
métodos e reagentes com diferentes sensibilidades. Para uma correta detec¢éo as
estratégias e politicas para selecdo dos reagentes e métodos usados na tipagem
RhD varia entre paises (SABINO, 2008; CREDIDIO, 2011; KULKARNI et al., 2013).

Anteriormente o regente usado para detectar o antigeno RhD era produzido
através de pool de soros humanos de mais de um doador, os anticorpos policlonais.
Apesar da sua eficacia, sendo capaz de reconhecer todos os epitopos do antigeno
RhD, ndo é recomendavel o uso desse reagente na rotina. Essa conduta se justifica
pele dificuldade na obtencdo de reagente anti-D policlonais de boa qualidade
(MOTA, 2005; SABINO, 2008; BROMILOW, 2007).

Os anticorpos monoclonais sao projetados em laboratério para reconhecer
especificamente marcadores proteicos especiais na superficie das hemacias. Sao de
origem humana e, dependendo do clone, podem ser IgG ou IgM. Séo
comercializados separadamente ou em mistura de clones (IgG + IgM). Estes
reagentes tém sido amplamente produzidos para substituir os policlonais na
determinacdo do antigeno RhD. No entanto, pouco se conhece a respeito da
utilizacdo deste reagente na deteccdo dos antigenos RhD fraco e RhD parcial uma
vez que ndo existe um limite bem definido estabelecido entre estes antigenos.
Mesmo com a grande variedade de monoclonais anti-D disponiveis ainda se
classifica alguns RhD parciais como RhD fraco (BARROS et al., 2006; DENOMME et
al., 2008).
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Um Unico reagente monoclonal pode apresentar tanto reacdo positiva forte
guanto negativa, dependendo da presenca ou auséncia de determinados epitopos
RhD. A reatividade destes reagentes monoclonais anti-D depende da concentragao
de anticorpos e da avidez do anticorpo. O numero de sitios antigénicos,
acessibilidade de epitopos e a concentragdo de imunoglobulinas, assim como a
classe de imunoglobulinas afetam as reacdes dos antigenos RhD parcial com o
reagente monoclonal. A densidade antigénica tem grande efeito no desempenho do
reagente anti-D monoclonal na identificacdo das variantes RhD (MOULDS, 2006;
KULKARNI et al., 2007).

Multiplos métodos podem ser utilizados na fenotipagem RhD, como o teste
em microplacas, o gel teste e hemaglutinacdo em tubo. A sensibilidade do método e
0s reagentes anti-D podem influenciar os resultados da tipagem RhD (MOTA et al.,
2005; SABINO, 2008).

Quando avaliada a reatividade soroldgica das variantes RhD com o uso de
reagentes monoclonais e pelas técnicas de tubo e gel, associados ao grau de
aglutinacéo obtidos a temperatura ambiente com anticorpos monoclonais IgG, IgM e
a mistura de 1IgG + IgM (Blend), e teste da antiglobulina humana com anticorpos
monoclonais IgG e blend. Os tipos de D fraco 1, 3 e 4 e o0 antigeno D parcial DBT
foram detectados a temperatura ambiente com todos os monoclonais utilizados
pelas técnicas de tubo e gel, enquanto que o D fraco tipo 2 e 5 e os alelos D parcial
categoria VI ndo foram detectados com monoclonais anti-D IgM, ja que apresentam
0 mesmo padrao de reatividade (CREDIDIO, 2010).

Para tipagem RhD recomenda-se a utilizacdo de dois reagentes monoclonais
anti-D, ja que devido aos padrdes de reatividade apresentados pelos antigenos RhD
parcial e RhD fraco os regentes anti-D IgG ou anti-D IgM ndo podem ser utilizados
isoladamente na rotina de doadores. Por exemplo, antigenos de baixa densidade
como os D fraco tipo 2 e 5 e D parcial DVI, DAR, DFR e DHMi nédo sao detectados
com monoclonais IgM enquanto que os antigenos D parcial DIVb e DVa nédo sao
detectados com monoclonal IgG pelo teste de antiglobulina humana (CREDIDIO,
2010; KULKARNI et al., 2013).

Quando existe resultados discrepantes na fenotipagem RhD, mesmo
utilizando dois reagentes anti-D diferentes ou quando amostras de doadores

aparentemente RhD negativo sdo submetidas a testes adicionais para investigacao
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da presenca do antigeno RhD, recomenda-se utilizar um painel constituido de anti-
soros monoclonais. Este painel auxilia na diferenciacdo das categorias de D parciais.
O seu uso é a opcdo mais acessivel para os servicos que nédo realizam os testes
moleculares, e desta maneira tém a possibilidade de diferenciar alguns tipos de RhD
parcial do feno6tipo RhD fraco. Caso ndo seja possivel caracterizar o fen6tipo Rh
através desde painel, a amostra deve ser submetida a analise molecular (SABINO,
2008; KULKARNI et al., 2013).

Devido a alta homologia existentes entre os genes RHD e RHCE, a estratégia
usada na genotipagem RHD leva em consideragdo as diferengas existentes entre
eles em duas regides genbmicas: intron 4 e éxon 10. Assim, sdo utilizados primers
gue permite determinar a presenca do gene RHD pela analise em PCR (BARROS et
al., 2006).

A grande importancia em caracterizar molecularmente o antigeno RhD fraco
deve-se ao fato de néo ser possivel distinguir sorologicamente o antigeno RhD fraco
de alguns antigenos RhD parciais. E comum ao se realizar a genotipagem RhD
parcial constatar que muitas amostras fenotipadas como D fraco eram na verdade D
parcial. Muitos pacientes tém produzido anti-D pelo fato de terem sido considerados
D positivos (SABINO, 2008; CREDIDIO, 2010).

A genotipagem RhD deve ser realizada quando os resultados sorolégicos ndo
forem claros ou quando se tratar de paciente politransfundido ou gestantes.
Caracterizar molecularmente as variantes RhD contribui significativamente para
paciente e gestantes na prevencdo da aloimunizagcdo anti-D e na indicacdo da
profilaxia Rh (CREDIDIO, 2010; SCHMIDT et al., 2015).

Devido a grande miscigenacdo brasileira, com um numero bastante
diversificado de variantes RhD, recomenda-se que cada centro tenha suas préprias
estratégia de diagnoésticos melhor adaptadas as condi¢6es locais (KULKARNI et al.,
2013; SCHMIDT et al., 2015).
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4 CONCLUSAO

Por ser o mais prevalente na populagcéo e o mais imunogénico do sistema Rh,
identificar as formas variantes do antigeno RhD é de grande relevancia na prética
clinica, pois a ndo detecgéo destes antigenos em doadores de sangue pode causar
aloimunizacéao anti-D em pacientes RhD negativo.

Populacdes miscigenadas, tais como a populacao brasileira, apresentam uma
grande variedade de alelos RHD. E devido a incidéncia das variantes RhD esta
relacionada a origem étnica, recomenda-se que cada pais tenha suas proprias
estratégias e politicas para selecdo dos reagentes e métodos usados na tipagem
RhD.

Devido a reatividade apresentada pelos antigenos RhD parcial e RhD fraco,
os reagentes anti-D IgG e IgM né&o podem ser utilizados separadamente, ent&o
recomenda-se 0 uso de dois reagentes monoclonais anti-D. E se mesmo utilizando
os dois reagentes a tipagem RhD apresentar discrepancia, pode-se usar um painel
constituido de anti-soros monoclonais, que auxilia na diferenciagdo de algumas
categorias D parcial.

A genotipagem RhD permite distinguir as hemacias que perdem ou
apresentam epitopos alterados daquelas que possuem niveis reduzidos do antigeno.
Esta técnica molecular dever ser realizada quando os resultados sorologicos nao
forem claros ou quando se tratar de pacientes politransfundido ou gestantes.
Combinar as técnicas sorolégicas com a biologia molecular permite distinguir de
maneira mais eficaz as variantes RhD, em especial os tipos D fraco e D parcial.

A importancia de se identificar as formas variantes do antigeno RhD para a
medicina transfusional nos permiti saber que alguns subtipos D fraco podem causar
aloimunizagdo, que o antigeno DEL ainda ndo tem a sua imunogenicidade
totalmente definida e por este motivo ndo se recomenda transfundir em receptores D
negativo. Receptores D parcial independente da subcategoria presente s6 deve
receber hemacias RhD negativo. Para a gestante, permite que seja feita uma
profilaxia adequada evitando assim a aloimunizagdo, o uso desnecessario da

imunoglobulina anti-D e possibilita a diminuicdo na incidéncia da DHPN.
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