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RESUMO 

A transfusão de hemácias em pacientes com doença falciforme permanece como a 

principal intervenção no tratamento desta patologia. Contudo, a alta incidência da 

produção de anticorpos com importância clínica, principalmente como consequência 

da grande diversidade do lócus RH, resulta em reações transfusionais hemolíticas, o 

que aumenta a complexidade dos testes de compatibilidade sanguínea. Métodos 

moleculares têm sido incorporados na rotina imunohematológica complexa e erros 

poderiam ser evitados com o emprego de painéis de DNA de referência validados. 

Várias são as formas de obtenção destes painéis. Dentre elas, a transformação de 

linfócitos B em linhagens celulares linfoblastóides (B-LCLs) pelo vírus Epstein-Barr 

(EBV), as quais fornecem material ideal para estudos genéticos e fenotípicos, 

tornando-se fonte ilimitada de biomoléculas. Assim, as B-LCLs têm sido utilizadas 

como material de referência em estudos genômicos. O objetivo deste trabalho foi 

identificar variantes do sistema Rh associadas com polimorfismos genéticos nos 

genes RHD e RHCE em pacientes portadores de doença falciforme e doadores de 

sangue e obter material genético de referência das mesmas a partir da imortalização 

de seus linfócitos B. Para isto, o EBV foi obtido a partir do cultivo da linhagem celular 

B95-8. Determinou-se a carga viral por PCR quantitativo em tempo real (qPCR) a ser 

utilizado no processo de imortalização. Amostras de sangue total de quatro 

pacientes portadores de doença falciforme e um doador de sangue foram coletadas 

e analisadas por genotipagem eritrocitária estendida e pesquisa de variantes RHD e 

RHCE. Duas amostras (SCS_1981 e VACS_2730) foram enviadas ao Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ) para imortalização. As demais foram processadas 

in house, com o isolamento das células mononucleares de sangue periférico 

(PBMCs) e avaliação de dois protocolos de imortalização dos linfócitos B pelo EBV: 

um utilizando meio de transformação com fitohemaglutinina (PHA-M) e outro com 

ciclosporina A (CsA). Das B-LCLS estabelecidas foram obtidos os DNAs, com 

posterior liofilização do mesmo e genotipagem eritrocitária pós-imortalização celular 

por laboratórios externos e in house. Como resultado, a carga viral obtida foi de 

1x106 cópias virais/µL. Comparando os dados obtidos dos dois meios de 

transformação, ambos indicaram prevenir regressão celular. Contudo, ocorreu falha 

na transformação das células. As células enviadas ao BCRJ foram imortalizadas 

com sucesso, com confirmação dos genótipos eritrocitários anteriormente



 identificados. De duas amostras foram obtidos seis alelos RH variantes que 

produzem anticorpos clinicamente significantes: RHD, RHD*DAR, RHD*DIIIa-CE(4-

7)-D, RHCE*ceAR, RHCE*ce(733G), RHCE*ce(48C,733G,1006T). Desta maneira, 

conclui-se que o estabelecimento das B-LCLs, mesmo demandando longos e difíceis 

períodos de trabalho pode ser eficiente e necessário no atual cenário das análises 

moleculares de grupos sanguíneos, uma vez que estas células são relativamente 

estáveis quanto a mutações genômicas e possuem código genético específico de 

cada indivíduo. 

 

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Variantes Rh; Genotipagem de grupos 

sanguíneos; Linhagens celulares linfoblastóides; Imortalização; Vírus Epstein-Barr. 



ABSTRACT 

Transfusion therapy in sickle cell disease (SCD) patients remains the main 

intervention in the treatment of this pathology. However, the high incidence of 

antibodies production with clinical significance mainly because of the RH locus 

diversity results in hemolytic transfusion reactions which increases the complexity of 

compatibility tests. Molecular methods have been incorporated into the complex 

immunohaematological routine and errors could be avoided with the use of validated 

reference DNA panels. There are several ways to obtain these panels. Among them 

the transformation of B lymphocytes into B-lymphoblast cell lines (B-LCLs) by the 

Epstein-Barr virus (EBV) which provides ideal material for genetic and phenotypic 

studies becoming an unlimited source of biomolecules. Thus, B-LCLs have been 

used as reference material in genomic studies. The goal of this study was to identify 

Rh variants associated with genetic polymorphisms in the RHD and RHCE genes in 

patients with SCD and blood donors, in order to obtain reference genetic material 

from them through the immortalization of their B lymphocytes. For this, the EBV was 

obtained from the cultivation of cell line B95-8. We analyzed the viral load by 

quantitative real-time PCR (qPCR) to be used in the immortalization process. Whole 

blood samples from four patients with SCD and one blood donor were collected and 

analyzed by extended red cell genotyping including RHD and RHCE variants. Two 

samples (SCS_1981 e VACS_2730) were sent to the Cell Bank (BCRJ) from Rio de 

Janeiro for immortalization. The others were processed in house with the isolation of 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and evaluation of two protocols for 

immortalization of B lymphocytes by EBV: one using transformation medium with 

phytohemagglutinin (PHA-M) and the other with cyclosporine A (CsA). DNAs were 

obtained from the established B-LCLS, with subsequent lyophilization and red cell 

genotyping after cell immortalization was performed by external laboratories and in 

house. As result the viral load obtained was 1x106 viral copies/µL. Comparing the 

data obtained from the two transformation media, both indicated to prevent cell 

regression. However, the cells transformation failed. The cells sent to the BCRJ were 

successfully immortalized with confirmation of the red cell genotypes previously 

identified. Six RH variant alleles that produce clinically significant antibodies were 

obtained from the two samples: RHD, RHD*DAR, RHD*DIIIa-CE(4-7)-D, 

RHCE*ceAR, RHCE*ce(733G), RHCE*ce(48C,733G,1006T). Thus, we concluded 



that the establishment of B-LCLs even demanding long and difficult periods of work it 

is efficient and necessary in the current scenario of molecular analysis of blood 

groups since these cells are relatively stable in terms of genomic mutations and have 

specific genetic code of each individual. 

 

Key words: Sickle Cell Disease; Rh Variants; Blood group genotyping; 

Lymphoblastoid cell lines; Immortalization; Epstein-Barr Virus. 
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A polimerização da hemoglobina S é o evento central na patogenia da 

anemia falciforme, resultando na alteração da forma do eritrócito (forma de foice). A 

repetição frequente desse fenômeno provoca lesão de membrana em algumas 

células, fazendo com que a rigidez e a configuração em forma de foice persistam 

mesmo após a reoxigenação1. 

 
1.1.2. Manifestações Clínicas 

Nas doenças falciformes, as manifestações clínicas são variáveis e 

derivadas primariamente da oclusão vascular, a qual pode afetar praticamente todos 

os órgãos. Os pacientes com doença falciforme podem apresentar uma fase estável 

da doença, com períodos sem manifestações clínicas, bem como interrupções nesta 

com manifestações agudas, denominadas crises de falcização e caracterizadas por 

dor intensa. As crises de falcização podem ser classificadas em crises vaso-

oclusivas ou episódios dolorosos, crises aplásticas, hemolíticas e de sequestro 

esplênico e hepático1.  

Em decorrência da acentuada rigidez das hemácias irreversivelmente 

falcizadas, a redução na vida-média dessas células contribui significativamente para 

a anemia hemolítica destes pacientes. No entanto, o quadro clínico da anemia 

falciforme não depende substancialmente dos sintomas causados pela anemia 

propriamente, mas, sim, da ocorrência de lesões orgânicas causadas pela 

inflamação e obstrução vascular e das crises de falcização. Outras manifestações 

clínicas podem ocorrer: complicações cardíacas, pulmonares, neurológicas, 

hepatobiliares, genitourinárias, oftalmológicas, osteoarticulares, bem como 

manifestações cutâneas1. 

 

1.1.3. Tratamento  
A terapêutica dos pacientes com doença falciforme consiste no tratamento 

das complicações específicas e em cuidados gerais da saúde. São limitados os 

tratamentos disponíveis para profilaxia da morbidade da doença falciforme. As 

modalidades preventivas mais comumente utilizadas são hidroxiureia e transfusão 

sanguínea simples ou de substituição. A terapia por hidroxiureia, a qual promove o 

aumento da hemoglobina fetal, não é efetiva em todos os pacientes. Já o objetivo do 

regime transfusional é manter o nível de hemoglobina S abaixo de 30%, isto é, diluir 

a HbS com hemoglobina A e alcançar uma elevação prolongada dos níveis de 
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hemoglobina e hematócrito1. Contudo, a transfusão de substituição pode ter o efeito 

adicional de remoção dos fatores solúveis inflamatórios e da coagulação. Outros 

efeitos adversos da transfusão crônica são o acúmulo de ferro, a transmissão de 

patógenos, reações transfusionais e principalmente a aloimunização eritrocitária que 

pode causar reações transfusionais hemolíticas tardias e agudas, produção de 

autoanticorpos e síndrome de hiperhemólise4. Ainda assim, em muitos casos, a 

terapia transfusional traz mais benefícios do que riscos e muitas vezes a 

necessidade desta conduta transpõe as complicações consequentes da mesma. 

Como exemplo, um estudo demonstrou claramente que um regime de transfusão 

sanguínea que mantenha o nível de HbS abaixo de 30% reduz significativamente o 

risco do primeiro episódio de acidente vascular cerebral (AVC) em crianças com 

Doppler Ultrassonográfico Transcraniano (DTC) alterado5. 

 

1.1.4. Aloimunização Eritrocitária 
As transfusões de concentrados de hemácias melhoram 

significativamente a morbidade e mortalidade em pacientes portadores de doença 

falciforme6,7. Contudo, a exposição de um paciente a antígenos eritrocitários que 

estejam ausentes em suas hemácias (aloantígenos) pode induzir a ativação de uma 

resposta imune humoral, desencadeando a produção de anticorpos antieritrocitários, 

evento denominado aloimunização eritrocitária8. Além disso, a presença de 

aloanticorpos muitas vezes está associada com a presença de autoanticorpos, 

dificultando a identificação dos anticorpos formados e aumentando a complexidade 

dos testes de compatibilidade sanguínea, o que pode atrasar ou até mesmo impedir 

a transfusão de unidades de sangue antígeno-negativo para estes pacientes. 

A transfusão de concentrado de hemácias não é considerada um estímulo 

altamente imunogênico, mesmo com a grande diversidade de epítopos de grupos 

sanguíneos presentes nas transfusões não autólogas8. A aloimunização a antígenos 

eritrocitários por transfusão sanguínea tem sido estimada entre 1-2,6% em pacientes 

hospitalizados em geral9,10. Contudo, tem se observado que as taxas de 

aloimunização em pacientes que requerem terapia transfusional crônica são mais 

elevadas do que na população transfundida em geral. Em pacientes com Talassemia 

a taxa de aloimunização varia de 5,2% à 23,4%11,12, enquanto que em pacientes 

com doenças onco-hematológicas e síndrome mielodisplásica a incidência é 

respectivamente de 9-16%13,14 e 15%15. Já na anemia falciforme a taxa de 
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aloimunização é maior, podendo variar de 18%16 a 52%17,18. Em pacientes com 

anemia falciforme em regime de transfusões crônicas, a produção de anticorpos é 

uma complicação ainda mais grave, uma vez que 33 a 60% dos pacientes tornam-se 

imunizados e 45% desenvolvem múltiplos anticorpos19. Adicionalmente, pacientes 

que se tornam aloimunizados estão 20 vezes mais propensos a formar anticorpos 

adicionais após um ou mais eventos de transfusões14. 

A complexidade do uso da terapia transfusional em pacientes portadores 

de doença falciforme está relacionada à alta incidência de aloimunização 

eritrocitária6,7, em especial contra antígenos do sistema Rh devido à grande 

diversidade do lócus RH nesses pacientes. Transfusões crônicas associadas com a 

presença de anticorpos eritrocitários podem resultar em reações transfusionais 

hemolíticas (aguda ou tardia) e na síndrome de hiperhemólise, com 

consequentemente diminuição da sobrevida das hemácias transfundidas e um 

aumento dos riscos à vida do paciente8. 

 

1.2. Sistemas de Grupos Sanguíneos e a Aloimunização 
A maioria dos antígenos de grupos sanguíneos é herdada geneticamente 

e estabelecidos por sequências específicas de aminoácidos que constituem uma 

proteína, a qual pode ou não estar ligada a carboidratos ou lipídios20. Estas 

proteínas de superfície podem aparecer ancoradas na membrana dos glóbulos 

vermelhos ou atravessarem a bicamada lipídica, comportando-se como 

determinantes antigênicos presentes na superfície das hemácias com capacidade de 

induzir uma resposta imune21,22. 

De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusão Sanguínea 

(International Society of Blood Transfusion – ISBT) até o momento estão descritos 

377 antígenos eritrocitários, sendo que 343 estão distribuídos em 43 sistemas de 

grupos sanguíneos (Tabela 1)21. A grande diversidade dos antígenos eritrocitários é 

originada a partir de alterações nos genes que variam desde polimorfismos de um 

único nucleotídeo (SNP), inserções, deleções, splicing alternativo, dentre outros 

mecanismos moleculares23,24. 
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Tabela 1. Sistemas de grupos sanguíneos. 

Nº Nome do  
Sistema 

Símbolo do 
Sistema 

Nome(s) do  
gene(s)* 

Número de 
antígenos 

Localização 
Cromossomal 

001 ABO ABO ABO 4 9q34.2 

002 MNS MNS GPYPA,GYPB, 
(GYPE) 

49 4q31.21 

003 P1Pk P1PK A4GALT 3 22q13.2 

004 Rh RH RHD, RHCE 55 1p36.11 

005 Lutheran LU BCAM 25 19q13.2 

006 Kell KEL KEL 36 7q33 

007 Lewis LE FUT3 6 19p13.3 

008 Duffy FY ACKR1 5 1q21-q22 

009 Kidd JK SLC14A1 3 18q11-q12 

010 Diego DI SLC4A1 22 17q21.31 

011 Yt YT ACHE 5 7q22 

012 Xg XG XG, MIC2 2 Xp22.32 

013 Scianna SC ERMAP 7 1p34.2 

014 Dombrock DO ART4 10 12p13-p12 

015 Colton CO AQP1 4 7p14 

016 Landsteiner-Wiener LW ICAM4 3 19p13.2 

017 Chido/Rodgers CH/RG C4A, C4B 9 6p21.3 

018 H H FUT1 1 19q13.33 

019 Kx XK XK 1 Xp21.1 

020 Gerbich GE GYPC 11 2q14-q21 

021 Cromer CROM CD55 20 1q32 

022 Knops KN CR1 9 1q32.2 

023 Indian IN CD44 6 11p13 

024 Ok OK BSG 3 19p13.3 

025 Raph RAPH CD151 1 11p15.5 

026 John Milton Hagen JMH SEMA7A 6 15q22.3-q23 

027 I I GCNT2 1 6p24.2 

028 Globosideo GLOB B3GALNT1 2 3q25 

029 Gill GIL AQP3 1 9p13 

030 Rh-glicoproteína 
associada 

RHAG RHAG 3 6p12.3 

031 FORS FORS GBGT1 1 9q34.13-q34.3 

032 JR JR ABCG2 1 4q22.1 

033 LAN  LAN ABCB6 1 2q36 

034 Vel VEL SMIM1 1 1p36.32 

035 CD59 CD59 CD59 1 11p13 

036 Augustine AUG SLC29A1 4 6p21.1 

037 KANNO KANNO PRNP 1 20p13 

038 Sid SID B4GALNT2 1 17q21.32 

039 CTL2 CTL2 SLC44A2 2 19p13.2 

040 PEL PEL ABCC4 1 13q32.1 
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041 MAM MAM EMP3 1 19 

042 EMM EMM PIGG 1 4p16.3 

043 ABCC1 ABCC1 ABCC1 1 16 
*Como definido pelo HUGO Gene Nomenclature Committee http://www.genenames.org/. 
Fonte: Adaptado de ISBT21. 

 

 

Os sistemas de grupos sanguíneos Rh e Kell estão entre os que possuem 

antígenos mais imunogênicos, sendo que anticorpos dirigidos a estes antígenos são 

os mais frequentemente encontrados em pacientes com anemia falciforme25. 

Visando prevenir a formação de aloanticorpos e as suas consequências, muitos 

serviços têm adotado o protocolo transfusional de compatibilidade para os antígenos 

ABO, Rh e Kell, o que tem contribuído para a redução da taxa de aloimunização26,27. 

Contudo, tem sido demonstrado28 que a implementação de protocolos de 

compatibilidade estendida mostrou uma eficácia maior, com níveis mais baixos de 

aloimunização e taxas de formação de anticorpos quando comparado à programas 

de compatibilidade intermediária (C, E e K)26,27. 

 

1.2.1. Sistema Rh  
Desde a descoberta do sistema Rh em 1939 por Levine e colaboradores, 

há um grande interesse clínico no mesmo por seus anticorpos estarem envolvidos 

na aloimunização, com reações transfusionais hemolíticas e doença hemolítica do 

feto e do recém-nascido (DHFRN). Este sistema é um dos mais importantes, 

complexos, polimórficos e imunogênicos sistemas de grupos sanguíneos com um 

grande número de antígenos29. É composto por 56 antígenos definidos 

sorologicamente e reconhecidos pela ISBT21.  

O Lócus RH está presente no braço curto do cromossomo 1 e consiste de 

dois genes altamente homólogos, com orientações opostas, 10 éxons cada um e 

uma sequência de aproximadamente 60.000 pares de bases (pb): o gene RHD que 

codifica a proteína D e o gene RHCE que codifica os antígenos CE em várias 

combinações (Ce, cE, ce, CE)29,30 (Figura 2). A maior diferença entre eles está no 

íntron 4, com uma deleção de 600pb no gene RHD em relação ao RHCE31,32. 
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As proteínas RhD e RhCE são hidrofóbicas e não glicosiladas, compostas 

por 417 aminoácidos, com 92% de homologia e diferem-se em 35/36 aminoácidos, 

sugerindo que os genes correspondentes são resultantes de uma duplicação de um 

gene ancestral comum31,32. O antígeno D é o mais imunogênico do sistema RH, 

sendo 20 vezes mais potente que o antígeno c. Aproximadamente 80% dos 

indivíduos Rh negativo que recebem sangue Rh positivo irão produzir anti-D após o 

primeiro contato35. A formação de genes híbridos é um dos principais mecanismos 

moleculares que explica o fenótipo RhD negativo (ausência do antígeno D) em 

indivíduos afrodescendentes, seguido pela presença do pseudogene, uma inserção 

de 37pb na junção íntron 3/éxon 4 no gene RHD que leva a formação de um códon 

de parada e consequentemente à não expressão do antígeno D35. 

A herança de variantes RH que codificam antígenos Rh parciais que 

resultam na ausência de um ou mais epítopos da proteína Rh compromete a 

expressão do antígeno D, fazendo com que ele se expresse de forma parcial35. Além 

disso, fenótipos denominados como D fracos expressam um antígeno RhD intacto, 

com pouca probabilidade de formar aloanticorpo anti-D. No entanto, a presença de 

anti-D em alguns casos de D fraco tipo 4 e 15 já foi relatado36,37. 

As variantes RHD mais frequentemente encontradas em pacientes 

portadores de doença falciforme incluem os antígenos D parcial DIIIa, DAR, DIVa, 

DAU e DOL, enquanto que as variantes RHCE mais comuns são as derivadas de 

alelos RHCE*ce alterados que produzem antígenos “c” e “e” parciais que levam a 

não expressão dos antígenos de alta frequência hrB e hrS nas hemácias. Variantes 

da forma alélica RHCE*ce são geralmente herdadas com variantes do gene RHD em 

portadores de doença falciforme que acabam desenvolvendo anticorpos Rh 

complexos, na maioria das vezes clinicamente significantes, acarretando uma 

complicação séria a estes pacientes10,38. 

 

1.2.2. Genotipagem RH  
Os laboratórios especializados em imunohematologia surgiram a partir da 

necessidade de análises mais detalhadas nos casos de pesquisas de anticorpos 

positivas, provas de compatibilidade incompatíveis e reatividade antigênica 

incomum39. A resolução destes problemas tem sido realizada por testes de 

hemaglutinação (gold standard). Mas, devido às limitações destes testes 

sorológicos, especialmente em pacientes cronicamente transfundidos, atualmente 
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métodos moleculares têm sido incorporados na rotina imunohematológica complexa, 

pois além de possibilitarem uma determinação mais correta do perfil eritrocitário de 

um indivíduo, permitem identificar genes alterados que levam ao silenciamento ou 

fraca expressão de antígenos de grupos sanguíneos e possibilitam distinguir 

aloanticorpos de autoanticorpos39. Uma das principais causas de aloimunização 

eritrocitária em pacientes com doenças falciformes é a diferença do perfil de 

antígenos eritrocitários entre doadores e pacientes com respectiva ascendência 

européia e africana e a predominância de variantes Rh em indivíduos de origem 

africana. Tem se observado que alguns pacientes, mesmo recebendo transfusões de 

sangue Rh compatível, desenvolvem anticorpos contra antígenos do sistema Rh e, a 

análise molecular, independentemente dos testes sorológicos realizados, tem 

revelado a presença de vários alelos RH alterados nestes indivíduos40. Estas 

proteínas Rh alteradas não podem ser detectadas sorologicamente, mas podem ser 

reconhecidas pelo sistema imune como antígenos. Assim, estes pacientes podem 

produzir anticorpos tanto para proteínas alteradas RhD quanto RhCE40, o que 

explica os casos de aloimunização Rh, apesar de transfusões compatíveis para os 

antígenos Rh.  

Anticorpos contra variantes RhD e RhCE já demonstraram ser 

clinicamente significantes e uma das causas mais frequentes de reações 

transfusionais hemolíticas tardias41,42 . Portanto, a identificação de variantes RhD e 

RhCE pode ser de grande auxílio na prevenção da aloimunização e de reações 

transfusionais hemolíticas em pacientes portadores de doença falciforme 

politransfundidos. Atualmente a genotipagem para variantes RH está limitada a 

laboratórios de referência que realizam testes moleculares mais complexos, pois 

requer análise de várias regiões dos genes RHD e RHCE. No entanto, a prevalência 

de alelos RH alterados em portadores de doença falciforme tem levado vários 

laboratórios a expandir os testes moleculares para investigação de variantes Rh em 

doadores e pacientes com a finalidade de encontrar o sangue mais compatível para 

estes pacientes.  

Em estudos anteriores42,43,44,45,46,47 demonstramos a importância da 

genotipagem de grupos sanguíneos na seleção mais adequada de sangue 

compatível para a transfusão de sangue de pacientes em regime de transfusão 

crônica. Verificou-se que a realização de genotipagem de variantes RH em pacientes 

e doadores de sangue aumenta a segurança transfusional, pois permite que a 
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maioria dos pacientes receba transfusões de sangue com um grau de 

compatibilidade maior e, consequentemente tenham um maior aproveitamento das 

transfusões recebidas.  
Nos últimos anos, a genotipagem de grupos sanguíneos com ensaios 

multiplex tem sido amplamente utilizada na determinação de perfis antigênicos 

eritrocitários estendidos e de variantes RH48,49. Com a utilização cada vez mais 

frequente da genotipagem, tem-se observado erros que poderiam ser evitados com 

o emprego de painéis de referência. Em 2009 e 2011 os resultados do Workshop 

Internacional de Genotipagem Molecular de Grupos Sanguíneos da Sociedade 

Internacional de Transfusão Sanguínea (ISBT) mostraram que somente 24 de 33 e 

37 de 46 laboratórios participantes obtiveram respectivamente resultados 

completamente corretos, ou seja, em torno de 20 a 30% dos laboratórios cometeram 

erros principalmente na genotipagem RH50,51. 

 

1.2.3. Painéis de Referência para Genotipagem de Variantes RH 
Painéis de referência validados são fundamentais para o desenvolvimento 

de kits de genotipagem eritrocitária, para a calibração dos testes e para o 

monitoramento e desempenho dos ensaios. No entanto, os materiais de referência 

atualmente disponíveis estão limitados e não contemplam as variantes Rh mais 

comuns e de importância clínica encontradas em pacientes portadores de doença 

falciforme52,53 (Tabela 2). A escassez de painéis de referência com cobertura dos 

alelos associados às variantes Rh pode levar fabricantes e laboratórios a utilizar 

materiais não caracterizados para o desenvolvimento, validação e controle de 

qualidade dos testes de genotipagem Rh, o que pode comprometer a segurança dos 

resultados. Estas plataformas de genotipagem tem auxiliado a constituir grupos de 

doadores extensivamente genotipados que permitem aumentar os estoques de 

sangue antígeno-negativo e possibilitam a compatibilidade eritrocitária mais exata 

para pacientes com doença falciforme. 

Há várias formas de obter materiais genéticos de referência. Produtos de 

PCR e produtos de PCR clonados em plasmídeo são de fácil produção. No entanto, 

eles perdem a complexidade do DNA genômico e, portanto, não são representativos 

do material genético presente na amostra clínica. Quanto mais o material genético 

utilizado representar o DNA genômico, mais significado clínico ele terá. Dentre as 

diversas técnicas disponíveis para obtenção de materiais genéticos de referência 
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está a imortalização celular pelo vírus Epstein-Barr (Epstein-Barr virus – EBV). 

Células imortalizadas são capazes de proliferar em cultura e se manter 

indefinidamente. Desta maneira, estabelecer linhagens celulares imortalizadas de 

doadores de sangue e pacientes portadores de doença falciforme com polimorfismos 

genéticos de antígenos Rh variantes permite constituir uma fonte ilimitada de DNA 

genômico para estes painéis. Com validação adequada, os mesmos podem ser 

utilizados para o desenvolvimento, fabricação, regulamentação e aprovação de 

ensaios moleculares de variantes Rh. Além disto, podem ser utilizados como 

controles na genotipagem RH e assim, assegurar um resultado confiável e seguro 

para beneficiar os pacientes portadores de doença falciforme. 

Tabela 2. Polimorfismos genéticos associados às 
variantes Rh mais comuns em pacientes portadores de 
doença falciforme. 

Genes RH Genótipo Fenótipo 

RHD 

RHD+/RHD– RhD+ 

RHD–/RHD– RhD– 

RHDΨ/RHDΨ RhD– 

RHDΨ/RHD+ RhD+ 

RHDΨ/RHD– RhD– 

RHD*DAR RhD+ parcial 

RHD*DIIIa RhD+ parcial 

RHD*DIVa RhD+ parcial 

RHD*DVa RhD+ parcial 

RHD*DVIa RhD+ parcial 

RHD*DAU RhD+ parcial 

RHD*D fraco tipo 1 RhD+ fraco 

RHD*D fraco tipo 2 RhD+ fraco 

RHD*D fraco tipo 3 RhD+ fraco 

RHD*D fraco tipo 4.0 RhD+ fraco 

RHD*D fraco tipo 5 RhD+ fraco 

RHD*DIIIa-CE(4-7)-D RhD– 

RHCE 

RHCE 122AG Cw+/– 

RHCE 106AG Cx+/– 

RHCE 733CG, 1006GT VS+V–hrB+ 

RHCE 733CC, 1006GG VS–V–hrB+ 

RHCE 733CG, 1006GG VS+V+hrB+ 

RHCE*ceMO e-parcial, hrS– 

RHCE*ceAR e-parcial, hrS– 

RHCE*ceTI e-parcial 

RHCE*ceS e-parcial, hrB– 

Fonte: Adaptado de Denomme GA, 200953.   
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1.3. Imortalização Celular de Linfócitos B pelo Vírus Epstein-Barr 

O EBV é um gamaherpesvirus ubíquo que causa infecção assintomática 

na maioria da população. Também conhecido como o herpesvírus humano 4 

(Human Herpesvirus 4 – HHV4) é altamente imunogêncio, com mais de 95% da 

população mundial considerada soropositiva54. É um vírus de DNA dupla-fita, com 

um genoma de 172 kilobases (Kb) e diâmetro de 120 a 180 nanômetros (nm), 

pertencente à família Herpesviridiae. Os principais alvos do EBV são as células B, 

mas em determinadas circunstâncias podem infectar outras células, como as células 

T e as células epiteliais. A invasão do EBV nos linfócitos B ocorre, respectivamente, 

por meio da interação de suas glicoproteínas de membrana gp42 e gp350/220 com o 

complexo principal de histocompatibilidade de classe II (Major Histocompatibility 

Complex Class II – MHC-II) e as moléculas CD21 (receptor de fragmentos do 

complemento C3) da superfície celular56. Uma vez endocitados, o vírus apresenta o 

genoma em forma linear nas partículas virais e em forma circular no núcleo das 

células infectadas, persistindo como um episoma e estabelecendo uma infecção 

latente. Contudo, o vírus pode entrar em um ciclo lítico, produzindo novos vírus e 

ocasionando a morte das células infectadas com a liberação de novas partículas 

virais55.  

Na infecção latente de células B ocorre a expressão de até nove 

proteínas, sendo estas de antígenos nucleares e de membrana latente55. Dentre os 

antígenos nucleares, a proteína EBNA1 (Epstein-Barr vírus nuclear antigen 1), 

codificada pelo gene EBNA1, se liga à origem de replicação do episoma do EBV, 

permitindo a replicação do DNA viral e sua distribuição entre as novas células 

produzidas57. É importante salientar que a EBNA1 não é apresentada por moléculas 

de MHC de classe I, o que faz com que células B positivas para EBV que expressam 

apenas EBNA1 (fase de latência) não sejam reconhecidas pelas células T 

citotóxicas, evitando assim sua eliminação pelo sistema defesa58. O gene EBNA1 é 

frequentemente utilizado como alvo em testes moleculares por apresentar um 

segmento altamente conservado e por sua proteína ser essencial na persistência do 

EBV e replicação de seu genoma em células com infecção latente, sendo esta a 

única proteína viral necessária para a manutenção da latência da infecção pelo 

EBV59. 
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Sabe-se, desde 1968, que o EBV possui a capacidade de infectar 

linfócitos B humanos in vitro, transformando-os em linhagens celulares 

linfoblastóides (Lymphoblastoid cell lines – LCLs)60,61, isto é, em uma célula com 

proliferação ativa devido à inibição de seus mecanismos de apoptose celular55. 

Contudo, as linhagens de células B transformadas por EBV (B-LCLs) secretam 

poucas ou não infecciosas partículas virais62. Por esta razão, estudos que geram B-

LCLs obtêm o vírus EBV de uma linhagem de macaco (Sagui) transformada com 

cepa (Hawley) humana de EBV, denominada B95-8. Esta célula secreta, no 

sobrenadante da cultura celular, o vírus em altos títulos e com atividade infecciosa 
63,64. 

Os procedimentos técnicos usados para estabelecer as linhagens de 

células B transformadas consistem em isolar as células mononucleares do sangue 

periférico, colocá-las em contato com o vírus Epstein-Barr para que este infecte os 

linfócitos B, transformando-os em B-LCLs. Entretanto, à medida que ocorre a 

integração do vírus à célula B, são gerados linfócitos T citotóxicos que eliminam as 

células B infectadas, levando à falha da transformação, evento conhecido como 

regressão. Visando evitar a regressão da cultura celular faz-se o uso de compostos 

químicos, como Ciclosporina A (CsA) e Fitohemaglutinina (PHA-M), ou anticorpos 

monoclonais para driblar a ação dos linfócitos T citotóxicos65. Desta forma, uma 

cultura exposta ao EBV é composta por células não infectadas e infectadas. As 

células não infectadas morrem por apoptose ou necrose. Dentre as células 

infectadas, algumas produzem vírus infecciosos que podem infectar novas células. 

Outras sofrem o processo de transformação ou entram em estado de latência 

podendo ser ativado e reativado conforme condições favoráveis para a replicação 

viral66.  

Assim, as B-LCLs são consideradas como material ideal para estudos 

genéticos e fenotípicos, uma vez que representam uma fonte ilimitada de 

biomoléculas como DNA, RNA ou proteínas e são uma promessa de modelos in vitro 

para estudos de triagem genética, estudos de correlação genótipo-fenótipo, uma 

variedade de ensaios moleculares e funcionais juntamente com estudos de 

imunologia e biologia celular. Além disso, bancos de células possuem um grande 

potencial para fornecer material de referência para diagnóstico de raras desordens 

genéticas67. Por este motivo, as B-LCLs têm sido utilizadas como material referência 

de escolha por muitos projetos de análise genômico, como o International 
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Histocompatibility Working Groups, International HapMap Project, Human Genome 

Diversity Project e em genotipagem de aloantígenos eritrocitários68,69. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo Geral 

Identificar variantes do sistema Rh associadas com polimorfismos 

genéticos nos genes RHD e RHCE em pacientes portadores de doença falciforme e 

doadores de sangue e obter material genético de referência a partir da imortalização 

de linfócitos B com as variantes Rh selecionadas. 

 

2.1.1. Objetivos Específicos 
 
• Realizar análise molecular para identificar e determinar as variantes Rh em 

pacientes portadores de anemia falciforme e doadores de sangue; 

 

• Produzir o vírus Epstein-Barr a partir do cultivo da célula B95-8; 

  

• Estabelecer linhagens celulares linfoblastóides a partir de sangue total de doadores 

de sangue e pacientes que apresentam polimorfismos genéticos de variantes Rh; 

 

• Avaliar o DNA das células imortalizadas e confirmar a presença dos polimorfismos 

identificados pré-imortalização, validando o material de referência em diferentes 

laboratórios de biologia molecular de grupos sanguíneos. 
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3. METODOLOGIA 
 
3.1. Casuística 
 
3.1.1. Indivíduos Participantes 

Foram selecionados com base em resultados de fenotipagem e 

genotipagem eritrocitárias, quatro pacientes portadores de doença falciforme 

(homozigotos para HbS) e um doador de sangue voluntário, todos do Hemocentro 

da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Como critério de inclusão 

considerou-se indivíduos com deleção do gene RHD e com variantes RHD e RHCE 

confirmadas por genotipagem e de importância clínica.  
 

3.1.2. Aspectos Éticos da Pesquisa 
Este projeto possui aprovação pelos órgãos competentes: Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp 

(FCM/UNICAMP), registrado sob nº. CAAE 50644215.0.0000.5404, com parecer 

final em 12 de janeiro de 2016 (nº do parecer: 1.387.233); Comissão Nacional de 

Ética em Pesquisa (CONEP), sob nº. CAAE 50644215.0.0000.5404, com parecer 

final em 07 de junho de 2016 (nº do parecer: 1.577.509); e Comissão Técnica 

Nacional de Biossegurança (CTNBio), sob nº. 6.370/2019, com parecer final em 23 

de abril de 2019.  
As amostras de sangue de pacientes e doadores de sangue foram obtidas 

após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecidas (TCLE), 

conforme estabelecido pelos órgãos CEP e CONEP. 
 

3.2. Materiais e Métodos 
3.2.1. Coleta das Amostras de Sangue Total 

Amostras de sangue periférico dos pacientes e do doador foram coletadas 

nos seguintes tubos: com gel separador para realização de sorologia (Sífilis, 

Hepatites B e C, HIV I/II, HTLV I/II e Chagas), com anticoagulantes 

etilenodiaminotetracético (EDTA) para extração de DNA de buffy coat e com 

heparina sódica para separação celular e posterior produção das B-LCLs. As 

amostras dos pacientes portadores de doença falciforme foram coletadas 

previamente à realização de transfusão sanguínea. 
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3.2.2. Testes Sorológicos para Doenças Infecciosas 

As análises foram realizadas no laboratório de triagem de doenças 

infecciosas de transmissão transfusional do Hemocentro da UNICAMP, a fim de 

verificar o risco biológico de manipulação das amostras e descartar possíveis 

interferências no processo de imortalização ocasionadas por infecções prévias pelos 

patógenos aqui considerados. Os tubos com gel separador contendo as amostras 

foram centrifugados a 3500 RPM por 10 minutos. Posteriormente, foi realizada a 

triagem sorológica em sistema automatizado utilizando o ensaio de 

quimioluminescência (CMIA) ARCHITECT® (Abbott Diagnostics, Sligo, Irlanda) para 

os marcadores anti-Treponema (Sífilis), anti-HBc e HBsAg (Hepatite B), anti-HCV 

(Hepatite C), HIV Ag/Ab, anti-HTLV I/II, anti-Trypanosoma (Chagas). 
 

3.2.3. Obtenção das Frações do Sangue: Plasma, Buffy Coat e Hemácias 
O tubo de amostra colhido com EDTA foi submetido a uma centrifugação 

de 2500 RPM por 10 minutos, obtendo-se as frações do sangue: plasma, buffy coat 

(camada leucoplaquetária) e hemácias. Estas frações foram coletadas 

separadamente, sendo que o plasma e as hemácias foram preparados para 

armazenamento/congelamento e do buffy coat foi extraído DNA. Plasma, hemácias e 

DNA foram congelados para posteriores análises complementares, caso necessário. 
 

3.2.3.1. Congelamento de Plasma e Hemácias 
O plasma foi transferido para tubos eppendorfs (2 mL) previamente 

identificados. Os mesmos foram armazenados à temperatura ≤ -20°C. 
As hemácias foram transferidas para tubos de ensaio (10 x 75 mm) 

identificados e lavadas por 3 vezes (3.500 RPM por um minuto) com solução salina 

0,9%. Em um béquer, as células vermelhas foram misturadas, volume a volume, a 

uma solução de congelamento (54,0 g de glicose, 154 g de sacarose, 2,9 g de 

cloreto de sódio e água destilada q.s.p. 1000 mL), homogeneizadas cuidadosamente 

e mantidas em repouso por 30 minutos. A solução de hemácias foi aspirada com 

seringa de 10 ml sem agulha, sendo em seguida conectada uma agulha de insulina 

(13 x 4,5) na seringa. A solução de hemácias foi gotejada em nitrogênio líquido 

dentro de um recipiente de isopor. Durante o gotejamento das hemácias, foi mantida 

uma homogeneização do nitrogênio líquido a fim de evitar a adesão das gotas de 



39 
 

hemácias. Estas gotas, em contato com o nitrogênio líquido, formam pequenos 

aglomerados de células vermelhas em forma de esferas. As esferas foram 

removidas do nitrogênio líquido com uma peneira, transferidas para criotubos 

identificados e estes foram armazenados em container de nitrogênio líquido (-

196°C). 
 

3.2.4. Extração de DNA 
A extração de DNA foi realizada em dois momentos diferentes (Figura 4) 

para cada amostra. No primeiro momento, a partir do buffy coat da amostra colhida 

em tubo com EDTA (item 3.2.3). O DNA obtido foi somente avaliado quanto sua 

qualidade/quantidade e armazenados em freezer com temperatura ≤ -20°C. Em um 

segundo momento, realizou-se a extração de DNA a partir das células imortalizadas 

(B-LCLs) diretamente da cultura celular (item 3.2.6.3). Neste caso, o DNA extraído 

foi avaliado quanto sua qualidade/quantidade e preparado para o processo de 

liofilização. O processo de extração de DNA foi realizado por meio do kit comercial 

Mini Spin Plus® da BIOPUR (Biometrix Diagnóstica, Paraná, Brasil), de acordo com 

as recomendações do fabricante. A verificação do grau de pureza (DO 260/280nm) e 

concentração (em ng/µL) do material genético foi realizada através de leitura óptica 

da absorbância em um equipamento de espectrofotometria (NanoDrop Lite, Thermo 

Scientific, Wilmington, USA). 
 

3.2.5. Isolamento das Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMCs) 
A amostra de sangue colhida em tubo com heparina sódica foi 

processada em laboratório de cultura celular, isto é, manipulada em fluxo laminar 

com área, reagentes e materiais estéreis. Desta amostra, realizou-se o isolamento 

das células mononucleares (Peripheral blood mononuclear cells – PBMCs) 

utilizando-se o reagente Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Uppsala, Suécia), 

conforme instruções do fabricante. O sangue total previamente diluído com PBS 1X 

(Phosphate Buffered Saline) (HyClone™, GE Healthcare, Utah, EUA) foi adicionado 

sobre o Ficoll, de maneira que ambos permanecessem como camadas separadas. 

Após centrifugação, ocorre uma migração diferencial, devido a um gradiente de 

densidade, que resulta na formação de camadas contendo os diferentes tipos 

celulares. A camada inferior contém os eritrócitos que se sedimentam através do 

Ficoll. A camada imediatamente acima contém principalmente os granulócitos que, 
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devido à pressão osmótica do reagente, migram através da camada de Ficoll. 

Devido à densidade mais baixa, os linfócitos permanecem na interface entre o 

plasma e o Ficoll, juntamente às plaquetas e monócitos. Estas células foram 

recolhidas da interface e submetidas a etapas curtas de lavagem com PBS 1X para 

remover plaquetas, plasma e o Ficoll. Ao pellet celular obtido foram adicionados 10 

mL de meio RPMI-1640 completo (Life Technologies, NY, EUA) com 10% de soro 

fetal bovino (SFB) (HyClone™, GE Healthcare, Utah, EUA), homogeneizando 

cuidadosamente. Utilizou-se 12 µL da solução celular para realizar a contagem de 

células em contador automático Cell-Dyn Emerald (Abbott, Wiesbaden, Alemanha). 

A partir do número de células obtido, determinou-se por meio de cálculos, o volume 

necessário da solução celular para plaquear de 1 x 106 células/mL, as quais 

prosseguiram no protocolo de imortalização dos linfócitos B. As células 

remanescentes foram centrifugadas a 1500 RPM por 10 minutos e ressuspensas em 

volumes apropriados de solução de congelamento DMSO (Sigma-Aldrich, MO, EUA) 

com 10% de SFB para o congelamento de 6 - 7 x 106 células/mL. Foi aliquotado 1 

mL de células por criotubo previamente refrigerado. Os criotubos foram colocados 

em dispositivo comercial Mr. Frosty (Nalgene Nunc Cooler) também previamente 

refrigerado a 4°C, para realizar a curva de resfriamento de 4°C a -80°C, o qual 

permite a redução de -1°C por minuto. Este dispositivo foi armazenado em freezer -

80°C durante as primeiras 24 horas. Após isso, os criotubos foram armazenados em 

um container de nitrogênio líquido (-196°C).  
 

3.2.6. Imortalização de Linfócitos B pelo Vírus Epstein-Barr 
O vírus Epstein-Barr foi produzido utilizando-se a linhagem celular B95-8, 

a qual é capaz de secretar altos títulos virais no sobrenadante da cultura celular. 

Estas células foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (Código 

BCRJ: 0042) e manipuladas em laboratório de cultura celular com nível de 

biossegurança 2. 
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3.2.6.1. Cultivo da B95-8 e Produção do EBV 

A B95-8 foi cultivada em meio RPMI-1640 com 10% de SFB, a 37°C e 5% 

CO2, inicialmente em garrafa de 25 cm2. Estas células são semi-aderentes, ou seja, 

parte crescem em suspensão e parte aderem ao plástico da garrafa, necessitando 

ser tripsinizadas para sua remoção. Ao atingirem confluência de 70% foram 

transferidas para uma garrafa de 75 cm2. As células foram então cultivadas de 

maneira a expandir o seu número, estabelecendo alíquotas estoques das mesmas 

com 1 x 107células/mL. O congelamento foi realizado conforme descrito no item 

3.2.5. 

Para produção do vírus Epstein-Barr, foram plaqueadas duas garrafas de 

75 cm2 (garrafa 1 e 2), cada uma contendo 1 x 106 células em 20 mL de meio RPMI-

1640 com 10% de SFB. Essas culturas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2 

e mantidas por 15 dias sem qualquer intervenção, somente sendo acompanhadas 

diariamente quanto à presença de contaminação, confluência celular e alteração na 

coloração do meio, indicativo do consumo do mesmo. Ao décimo quinto dia 

(alteração na cor do meio), o sobrenadante da cultura (amostras S1 e S2), contendo 

as células em suspensão, foi recolhido em tubos tipo Falcon; já as células aderentes 

(amostras C1 e C2) foram removidas após tripsinização e transferidas para outro 

tubo. Todas as amostras foram submetidas a 4 ciclos de congelamento (40 

segundos em nitrogênio líquido) e descongelamento (1 minuto em banho Maria a 

37°C) rápido para propiciar a lise das células e liberação dos vírus intracelulares. 

Foram recolhidos 300 µL de cada amostra para extração de DNA viral (item 3.2.4), 

sendo que para C1 e C2 foram realizadas duas eluições. A verificação do grau de 

pureza (DO 260/280nm) e concentração (em ng/µL) do material genético foi 

realizada através de leitura óptica da absorbância em um equipamento de 

espectrofotometria (NanoDrop Lite, Thermo Scientific, Wilmington, USA). Todas as 

amostras foram centrifugadas à 1500 RPM por 10 minutos à temperatura de 4°C. Os 

pellets foram descartados, os sobrenadantes filtrados por filtros de 0,45 µm 

(Millipore, Cork, Irlanda) e congelados à – 80°C. 

 

3.2.6.2. Quantificação da Carga Viral por qPCR e Preparo de Estoques Virais 
Visando verificar a produção/quantificação do EBV por meio da detecção 

de seu material genético nas amostras de DNA extraídas (S1, C1, S2 e C2) foi 

realizada uma análise da carga viral por PCR quantitativo em tempo real 
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(quantitative real-time PCR – qPCR).  Utilizou-se como alvo o gene EBNA-1 

(NC_007605.1), com primers e sonda (marcada com 6-carboxifluoresceína (FAM®)) 

customizados por Applied Biosystems - EUA (ID Applied: AIBJXZK)70. Foi utilizado 

um controle positivo comercial com carga viral conhecida (Advanced 

Biotechnologies, Maryland, EUA)70. A reação de amplificação foi em um volume final 

de 10 μL contendo 3,5 μL de TaqMan Universal PCR Master Mix (2✕), 0,175 μL do 

mix de primers e sondas (20✕), 5 μL de DNA e 1,325 μL de água nuclease-free. As 

condições de ciclagem foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 35 ciclos 

de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Os ensaios foram realizados 

utilizando o sistema PCR em tempo real 7500 ABI Prism (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, EUA). Após resultado detectável para EBV nas amostras de DNA 

extraídas, selecionou-se S2 para realizar a quantificação da carga viral. Para tal, 

uma curva padrão foi construída por meio de uma diluição seriada (1:10) do controle 

positivo (número de cópias virais conhecido). Em paralelo e baseando-se no 

resultado anterior de cycle threshold (Ct) da amostra de DNA S2, realizou-se na 

mesma uma diluição seriada (1:10), a fim de determinar a concentração viral de 

cada diluição e assim estabelecer as alíquotas estoques de uso do vírus. Das 

diluições de S2 foram recolhidos 300 µL para extração de DNA e posterior qPCR. As 

reações foram feitas em duplicatas e o resultado da carga viral de cada amostra foi 

obtido por comparação à curva padrão. 
 

3.2.6.3. Produção das Linhagens Celulares Linfoblastóides (B-LCLs) 
Das cinco amostras coletadas, duas (um paciente e um doador) foram 

enviadas ao BCRJ para produção das B-LCLs. As amostras dos outros três 

pacientes foram processadas nos laboratórios da Unicamp. 
Para cada amostra, foram plaqueadas em placas de seis poços de 1 x 106 

células/mL/poço (item 3.2.5) em cinco poços (Figura 5). Para tal, foram utilizados o 

meio de cultivo tradicional (RPMI-1640 completo com 10% de SFB) e dois meios de 

transformação: um contendo RPMI-1640 completo, 10% de SFB e 10 µg/mL de 

fitohemaglutinina (PHA-M) (Sigma-Aldrich, MO, EUA); e o outro com RPMI-1640 

completo, 10% de SFB e 2 µg/mL de Ciclosporina A (CsA) (Sigma-Aldrich, MO, 

EUA)65,67. Dos cinco poços, foram adicionados o meio de cultivo tradicional em um 

poço, o meio de transformação com PHA-M em dois poços e nos outros dois o meio 

com CsA. Em seguida, alíquotas de EBV foram descongeladas rapidamente e 
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3.2.7. Liofilização do DNA das B-LCLs 
Com a finalidade de conferir maior estabilidade aos DNAs de referência 

obtidos in house, visando o envio (transporte) para outras instituições dos mesmos, 

foi estabelecido o protocolo de liofilização do material genético. 

Inicialmente foi produzida uma solução conservante contendo 0,80 mM de 

Tris, 80 µM de EDTA e 6 mg/mL de Trehalose. Em tubos específicos com tampas 

em rosca, foram adicionados 1 mL da solução conservante e 20 µL da amostra de 

DNA à aproximadamente 100 ng/µL. A mistura foi homogeneizada, os tubos 

mantidos parcialmente fechados à “meia rosca”, de maneira a permitir o fluxo de ar 

liberado. Os tubos foram então posicionados na prateleira do liofilizador ALPHA 2-4 

LDplus (CHRIST®, Osterode am Harz, Alemanha) de acordo com instruções do 

equipamento. A prateleira juntamente com os tubos foi armazenada a -80°C por 

duas horas para congelamento das amostras. Temperatura e vácuo foram 

programados previamente no liofilizador, a prateleira com as amostras foi transferida 

rapidamente do -80°C para o mesmo e iniciou-se o processo de liofilização com 

duração total de 20 horas. Ao final, os tubos foram fechados e armazenados a -

20°C. 

Duas alíquotas de cada amostra tiveram seu DNA eluído em 80 µL de 

água nuclease-free, realizando-se em seguida quantificação e os testes moleculares 

para confirmação do genótipo eritrocitário. Além disso, uma alíquota de cada 

amostra foi enviada à laboratórios externos, os quais foram orientados a eluir o 

material genético em 80 µL de água nuclease-free para realização dos testes 

moleculares “às cegas”. 

 
3.2.8. Genotipagem Eritrocitária 

As genotipagens eritrocitárias foram realizadas inicialmente para a 

identificação das variantes RHD e RHCE nos pacientes portadores de doença 

falciforme e doadores de sangue. A partir das variantes encontradas foram 

selecionados os indivíduos participantes do estudo, dos quais foram feitas análises 

moleculares pré e pós imortalização, a fim de verificar se os processos de 

transformação celular e liofilização dos DNAs interferem no genótipo eritrocitário. 

Para tal, foram feitos os testes moleculares (PCR convencional) para detecção do 

gene RHD e presença de RHD*pseudogene, conforme descritos por Singleton et 

al40. Também foram realizadas a genotipagem estendida dos antígenos eritrocitários 
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e a pesquisa das principais variantes RHD e RHCE utilizando-se as plataformas de 

microarray HEA BeadChip™, RHD BeadChip™ e RHCE BeadChip™ (BioArray 

Solutions, Immucor, Warren, EUA), conforme protocolo fornecido pelo fabricante. A 

plataforma HEA BeadChip™ permite a identificação de 24 polimorfismos associados 

a 35 antígenos eritrocitários e três variantes fenotípicas. As plataformas RHD 

BeadChip™ e RHCE BeadChip™ contém, respectivamente, 35 marcadores 

associados com expressão alterada do gene RHD e 25 polimorfismos associados 

com alterações de alelos RHCE. Nos laboratórios externos, as genotipagens 

eritrocitárias foram realizadas por técnicas de PCR in house e sequenciamento 

genômico. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Genotipagem Eritrocitária 

Da análise molecular inicialmente realizada nos pacientes portadores de 

doença falciforme e doadores de sangue foi possível identificar os alelos variantes 

RHD e RHCE descritos nas tabelas 3 e 4. 

 

Tabela 3. Alelos variantes RHD e RHCE identificados em 
pacientes portadores de doença falciforme. 

Pacientes Portadores de Doença Falciforme 
Alelos RHD Variantes Alelos RHCE Variantes 

RHD* Ψ RHCE*ce48C 
RHD*DAR RHCE*ce733G 
RHD*DIIIa RHCE*ce48C,733G 
RHD*DIVa RHCE*ce48C,733G,1006T 
RHD*DAU0 RHCE*ce733G,1006T 

RHD*fraco tipo 1 RHCE*ceMO 
RHD*fraco tipo 4.0 RHCE*ceAR 

RHD*DIIIa-CE(4-7)-D   
 

 

Tabela 4. Alelos variantes RHD e RHCE identificados em 
doadores de sangue. 

Doadores de Sangue 
Alelos RHD Variantes Alelos RHCE Variantes 

RHD*DAR RHCE*ce733G 
RHD*DVI tipo 1 RHCE*ce48C,733G 
RHD*fraco tipo 1 RHCE*ce48C,733G,1006T 
RHD*fraco tipo 38 RHCE*ceMO 
RHD*fraco tipo 4.0 RHCE*ceAR 

RHD*DIIIa-CE(4-7)-D RHCE*ceJAL 
 

4.2. Indivíduos selecionados 

Visando obter variantes RHD e RHCE de importância clínica e o maior 

número de alelos variantes possíveis, a seleção dos indivíduos participantes do 

estudo, a partir de resultados prévios de genotipagens, incluiu presença de deleção, 

polimorfismos, pseudogene e gene híbrido (Tabela 5). Todos os participantes foram 

não reagentes para os marcadores sorológicos de doenças infecciosas. 
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DNAs das B-LCLs de SCS_1981 e VACS_2730 pós-eluição, confirmaram a 

presença dos mesmos polimorfismos, identificando as variantes RHD e RHCE pré-

imortalização (Tabela 3), sem qualquer alteração e discordância ocasionadas pelo 

processo. 
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5. DISCUSSÃO 
 

O uso de linhagens celulares linfoblastóides (LCLs) estabelecidas in vitro 

pelo processo de imortalização com vírus Epstein-Barr tem se tornando cada vez 

mais utilizado em diversos tipos de estudos biológicos, como modelos para 

investigações de latência do EBV e tumorigênese estimulada pelo mesmo71, 

apresentação de antígenos em ensaios imunológicos55,72, produção de anticorpos 

monoclonais humanos73,74, e como fonte ilimitada de material biológico quando a 

fonte primária é limitada75,76, aplicação esta que pode ser utilizada para estabelecer 

painéis de DNA de referência para genotipagem de variantes RH. Para o 

estabelecimento das B-LCLs, há inúmeros métodos descritos na literatura55,61-

65,67,69,72,75-77, cada qual com suas particularidades nas etapas críticas do processo, 

como a produção do EBV pelas células B95-8, o tipo e quantidade de amostra 

utilizada para obtenção dos linfócitos B e o uso de drogas para aumentar eficiência 

do processo de imortalização.  

A começar pela obtenção do vírus Epstein-Barr, umas das etapas mais 

importantes do processo de imortalização, é unânime entre os trabalhos o uso das 

células B95-8 como produtoras virais. Ao cultivar estas células, foi possível observar 

características concordantes com as descritas na literatura, como seu rápido 

crescimento exponencial e consequentemente fácil expansão, e a intensa formação 

de grumos celulares (clumps). Contrapondo à literatura que as caracterizam como 

células em suspensão, mas em conformidade com a descrição em sua ficha de 

dados de seu fornecedor, a B95-8 comportou-se como células semi-aderentes, isto 

é, parte em suspensão com morfologia linfoblastóide e parte aderida com morfologia 

fibroblastóide. Para a obtenção do EBV, alguns métodos estimulam as células com 

compostos químicos77 ou redução de soro fetal bovino67 a fim de induzir a produção 

viral, obtendo os vírus em menor tempo e em maior quantidade. Outros não o fazem, 

uma vez que essas células são produtoras naturais do EBV em altos títulos. Neste 

trabalho, a produção viral ocorreu sem estímulos externos, simplesmente mantendo 

as células por 15 dias em cultura sem qualquer intervenção, submetendo-as ao 

estresse de cultivo extremo. Apesar de um período maior de cultivo quando 

comparado aos métodos que utilizam estímulos (em média 5 dias) para produção 

viral, foi obtido uma alta carga viral do Epstein-Barr (maior que 108 cópias virais/µL), 
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o suficiente para estabelecer alíquotas estoques e realizar inúmeras imortalizações. 

Ao realizar a quantificação viral por qPCR, pode-se observar na tabela 4 que não há 

relação entre as concentrações de DNA obtido da B95-8 após a produção viral e o 

número de cópias virais obtido do processo, uma vez que as médias dos Cts das 

amostras foram próximas entre si, com concentrações de DNAs variando de muito 

baixa à muito alta. Aparentemente, a concentração de DNA corresponde ao material 

genético das células B95-8 e não do vírus, não devendo neste trabalho ser este um 

parâmetro considerado para avaliar o sucesso da produção viral. Provavelmente, 

esta discrepância entre as concentrações de DNA e as médias dos Cts ocorreu por 

ter sido utilizado um kit de extração de DNA total e não um de extração de DNA viral.  

Com isto, considerando a quantificação da carga viral, a amostra S2 foi selecionada 

por apresentar menos partículas virais e desta forma ser necessário realizar uma 

diluição seriada menor para obter alíquotas com carga viral desejada. A maioria dos 

estudos citados anteriormente, não mencionam a quantificação de carga viral 

utilizada para transformação de linfócitos B. Relatam somente a proporção de 

sobrenadante viral para número de células (PBMC). Contudo, trazem a necessidade 

de uma alta concentração celular (de 2 a 5 x 106 células/ml) para compensar à 

intensa morte celular que ocorre no processo devido a elevada carga viral. Desta 

maneira, considerando o protocolo descrito por Biddison62 que utilizou uma cópia 

viral para cada célula, e a quantidade limitada de células obtidas dos pacientes 

participantes deste estudo, optou-se por avaliar inicialmente o processo de 

imortalização utilizando-se uma partícula viral para infectar uma célula (linfócito B). 

Vale ressaltar que deve ser considerado utilizar uma carga viral maior ou até mesmo 

realizar uma titulação viral nas culturas, quando possível, para avaliar o impacto na 

efetividade da imortalização celular. 
Um segundo ponto importante do processo é o tipo e a quantidade de 

amostra utilizada para obtenção dos linfócitos B a serem imortalizados. Enquanto 

alguns métodos62,67,77 descrevem o uso de grandes volumes de sangue total (10 a 

20 ml) para obtenção dos linfócitos por separação com gradiente de densidade 

(Ficoll-Paque), outro78 menciona pequenos volumes (3 a 5 mL) para o mesmo 

processo e mais recente, Omi et al.61 cita a transformação pelo EBV a partir de 

quantidades limitadas de sangue total. Contudo, é consenso entre todos, a 

necessidade do número mínimo de 5x106 células para cada imortalização. Este pode 
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ser um fator limitante quando realizado com amostras de pacientes, que por diversas 

razões, pode ser inviável a obtenção do número de células ideal. 
A última etapa na produção das linhagens celulares linfoblastóides (B-

LCLs) é a infecção dos linfócitos B pelo EBV, onde ocorre a desativação de 

mecanismos de apoptose e a transformação celular. Contudo, à medida que ocorre 

a integração do vírus à célula B, são gerados linfócitos T citotóxicos que eliminam as 

células B infectadas, levando à falha da transformação. Sabe-se que entre a primeira 

e segunda semana pós-infecção com EBV ocorre um aumento no número de células 

infectadas com formação de focos de agregados celulares linfoblastóides. No 

entanto, após isto, há uma intensa morte celular e completa degeneração dos 

agregados celulares. Este evento, conhecido como regressão, se dá como 

consequência do longo período de cultivo e à imunidade mediada pelas células T à 

células B infectadas65. Hussain et al.78 descreveram sucesso no processo de 

imortalização sem qualquer tipo de estímulo para aumentar sua eficiência. Por outro 

lado, outros estudos61-63,67,69,77 indicam o uso de agentes mitogênicos como a 

fitohemaglutinina (PHA-M) e lipopolissacarídeo, ou agentes imunossupressores de 

células T como a ciclosporina A (CsA) e tacrolimus (FK506), como alternativa para 

driblar a ação dos linfócitos T citotóxicos. O uso da fitohemaglutinina, um mitógeno 

conhecido por estimular predominantemente, mas não exclusivamente células T, 

induz estas a se transformarem rapidamente em células blásticas e morrerem antes 

que os linfócitos T citotóxicos possam ser gerados. Já a ciclosporina A, um 

metabólito fúngico, que exerce profundo efeito no sistema imune, tem o potencial de 

agente imunossupressor seletivo de linfócitos T inibindo especificamente a divisão 

celular dos mesmos. 
Para prevenir a regressão, optou-se por avaliar e comparar a estimulação 

com PHA-M e o tratamento com CsA. Ao comparar o comportamento das culturas 

celulares dos controles negativos (todos sem exposição ao EBV, sendo um com 

meio de cultivo tradicional e os outros dois com meio de transformação contendo 

PHA-M e CsA respectivamente) pode-se observar que as drogas utilizadas nos 

meios de transformação promovem alterações nos critérios avaliados quando 

comparadas ao controle negativo com meio de cultivo tradicional. Enquanto este 

segue um processo de degradação progressiva da cultura celular desde o início de 

seu estabelecimento, em um período curto de 15 dias cultivo, com baixo consumo do 

meio indicando pouca atividade celular, morte celular gradativa, somente com 
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alterações morfológicas relacionadas à lise celular, os controles negativos com meio 

de transformação apresentam um comportamento mais estável, indicando que PHA-

M e CsA por si só exercem efeitos nos critérios considerados para avaliar a 

ocorrência da transformação ou não. 
No processo de transformação com PHA-M, quando comparado controle 

negativo com o teste de imortalização, é possível observar em ambos, no decorrer 

dos 30 dias, presença de atividade celular com constante consumo do meio, mesmo 

quando há redução no número de células. Acredita-se que haja relevante influência 

do efeito mitogênico da PHA-M na avaliação dos critérios selecionados. Enquanto o 

controle negativo manteve-se todo o tempo com redução no número de células, a 

cultura teste de imortalização apresentou um aumento significativo entre os dias 10 e 

20 de cultivo. Somado a isto, houve precocemente (D=10) formação de grumos 

celulares tanto no controle negativo quanto na imortalização, porém a quantidade e 

o aspecto dos grumos mostraram-se diferentes, com grumos em maior número e 

mais densos e compactos no teste de imortalização. E por último, o critério mais 

importante e de maior impacto na avaliação de ocorrência da imortalização ou não, a 

presença de células maiores indicando um possível efeito citopático provocado pela 

infecção das células pelo EBV, não foi observado no controle negativo, sendo 

visualizado exclusivamente no teste de imortalização por volta do décimo dia de 

cultivo com intensificação até o vigésimo dia. 
Ao analisar os dados da imortalização com CsA, tem-se que em todo o 

tempo de cultivo não houve, nem para controle negativo e nem para teste de 

imortalização, intenso consumo do meio como foi observado com PHA-M. Além 

disso, as culturas com CsA se mantinham aparentemente com confluência celular 

constante por certo período, seguido de pequenas reduções no número de células, 

sendo que em nenhum momento foi observado aumento deste número. Estas 

observações corroboram com a relação, discutida anteriormente, entre a presença 

de atividade celular pelo estímulo mitogênico da PHA-M. Diferentemente do 

processo de imortalização com PHA-M, com CsA não foi identificada a formação de 

grumos celulares no controle negativo e, a presença destes na cultura teste de 

imortalização ocorreu tardiamente (D=20) e em pequenas quantidades. Por outro 

lado e em conformidade com a imortalização com PHA-M, a presença de células 

maiores indicativas de efeito citopático foi observada somente na cultura teste de 

imortalização com CsA e não no controle negativo. Contudo, estas células surgiram 
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por volta do vigésimo dia de cultivo e em pequena quantidade, enquanto que com 

PHA-M apareceram com menos tempo de cultivo (D=10). 
Comparando os dados obtidos para os meios de transformação com 

fitohemaglutinina e ciclosporina A, pode-se perceber que cada cultura evoluiu com 

perfil concordante com o princípio de ação da droga, e que aparentemente ambos 

auxiliam na proteção e prevenção da regressão celular. Neitzel65 comparou a taxa 

de imortalização obtida com PHA-M e CsA, e descreveu um efeito preventivo à 

regressão com o tratamento da cultura com CsA como sendo significativamente 

superior ao efeito com PHA-M. A literatura, de modo geral, mostra que a 

imortalização com PHA-M comparada com CsA, ocorre em menos tempo. Porém, a 

taxa de transformação dos linfócitos é maior com CsA. 
Após o vigésimo quinto dia para ambas as culturas, a manutenção e o 

acompanhamento das mesmas passaram a ser semanal e não mais diário. 

Observou-se por volta do trigésimo primeiro dia uma alteração morfológica das 

células, com rompimento das células maiores (efeito citopático), intensa presença de 

lise nas demais e perda dos grumos celulares. As culturas celulares evoluíram com 

degradação e perda das mesmas, não sendo possível avaliar o critério determinante 

do sucesso da imortalização, que é a alteração de uma cultura com crescimento 

lento para uma cultura de crescimento exponencial, alcançando confluência celular 

rapidamente e necessitando de vários repiques em curto espaço de tempo, 

características essas típicas de linhagens celulares. As células transformadas no 

BCRJ apresentaram todas essas características e mostraram que uma vez 

imortalizadas é de fácil expansão para obtenção do DNA.  
Sabe-se atualmente que os pacientes portadores de doença falciforme, 

principalmente aqueles que fazem uso de terapia transfusional crônica, apresentam 

alta taxa de aloimunização eritrocitária devido à grande diversidade do lócus RH, a 

qual resulta em uma diferença entre o perfil de antígenos eritrocitários de doadores e 

pacientes16. A presença de variantes Rh, originadas por meio de mutações ou 

formação de genes RHD-RHCE híbridos, levam a expressão de proteínas alteradas 

que muitas vezes não são identificadas sorologicamente, mas são reconhecidas pelo 

sistema imune como antígenos, fazendo com que ocorra produção de anticorpos 

clinicamente significantes40,41,42 e consequentemente um comprometimento do 

aproveitamento transfusional e da qualidade de vida do paciente. A identificação 

correta das variantes RHD e RHCE por testes moleculares é fundamental na 
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prevenção da aloimunização nestes pacientes, uma vez que permite que a maioria 

dos pacientes receba transfusões de sangue com um maior grau de compatibilidade.   
Recentemente, tem sido amplamente utilizada a análise molecular de 

grupos sanguíneos para determinação de perfis antigênicos eritrocitários estendidos 

e de variantes RH48,49. Em 2009 e 2011 os resultados do Workshop Internacional de 

Genotipagem Molecular de Grupos Sanguíneos da Sociedade Internacional de 

Transfusão Sanguínea (ISBT) mostraram que somente 24 de 33 e 37 de 46 

laboratórios participantes obtiveram respectivamente resultados completamente 

corretos, ou seja, em torno de 20 a 30% dos laboratórios cometeram erros 

principalmente na genotipagem RH50,51. Volkova et al. 201979 estabeleceu um painel 

de DNA de referência para genotipagem eritrocitária, validado por um estudo 

colaborativo internacional, envolvendo 28 laboratórios que determinou a acurácia na 

determinação de 41 polimorfismos associados à 17 sistemas de grupos sanguíneos. 

A análise dos resultados mostrou mais de 98% de concordância com os resultados 

esperados, demonstrando que o material genético obtido de B-LCLs é adequado 

para ser utilizado como referência. Contudo, este painel não contempla variantes Rh. 

A utilização de painéis de DNA de referência como controles dos testes poderia 

minimizar a ocorrência de erros, mas a dificuldade em se obter doadores de sangue 

e pacientes com variantes Rh relevantes previamente identificadas e caracterizadas 

é um limitante importante para tal. A partir das variantes identificadas nos indivíduos 

deste estudo, foram selecionadas as mais encontradas em pacientes portadores de 

doença falciforme, porém pouco frequentes na população geral. Variantes Rh 

relevantes clinicamente ou seja, capazes de induzir aloimunização, com maior 

diversidade de genótipos RH em menor número de amostras, ou seja, priorizou-se a 

seleção de amostras com variantes RHD e RHCE com mutações diferentes entre os 

alelos de cada gene (genótipos heterozigotos compostos). Considerando as células 

que foram imortalizadas com sucesso, observamos que com apenas duas amostras, 

foram obtidos como controles positivos seis alelos diferentes, sendo eles: RHD, 

RHD*DAR, RHD*DIIIa-CE(4-7)-D, RHCE*ceAR, RHCE*ce(733G), 

RHCE*ce(48C,733G,1006T). Desta maneira, além de obtermos o alelo referência 

RHD, foi possível conseguir variantes RHD e RHCE que podem levar a 

aloimunização com produção de anticorpos clinicamente significantes. 
Diante das considerações aqui realizadas, é notório que o 

estabelecimento das B-LCLs demanda longos e difíceis períodos de trabalho 
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principalmente quando há várias amostras manipuladas simultaneamente, mas pode 

ser eficiente. Contudo, com a necessidade de ter, para realização de estudos 

moleculares, controles positivos de genótipos raros RHD e RHCE, os quais são 

obtidos atualmente de fontes limitadas, entende-se que o desenvolvimento de 

linhagens celulares que possam se tornar fontes ilimitadas de um material genético 

com desvio mínimo do genótipo normal e que deter o conhecimento e a tecnologia 

para obtenção dessas linhagens, faz-se necessário no atual cenário dos estudos 

moleculares. Além disso, deter o manejo de execução da metodologia de 

imortalização celular permitirá outras diversas aplicações em estudos de diferentes 

linhas de pesquisa que são realizados no Hemocentro da Unicamp.    
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6. CONCLUSÃO 
 

De acordo com os objetivos deste trabalho e nas condições em que foi 

realizado, podemos concluir que: 

 

• As análises moleculares realizadas em amostras de DNA de pacientes portadores 

de anemia falciforme e doadores de sangue permitiram identificar variantes do 

sistema Rh associadas a polimorfismos nos genes RHD e RHCE. 
 
• Foi possível obter, sem o uso de estímulos externos, altos títulos virais do Epstein-

Barr a partir do cultivo da linhagem celular B95-8. 
 

• Linhagens celulares linfoblastóides com polimorfismos genéticos de variantes Rh 

foram obtidas, disponibilizando seis alelos diferentes, pouco frequentes e que podem 

levar a produção de anticorpos com importância clínica. Contudo, o protocolo de 

imortalização celular in house necessita de adequações. 

 

• Os polimorfismos identificados pré-imortalização foram confirmados nas B-LCLs 

obtidas, sem evidências de mutações nas regiões gênicas analisadas, que possam 

ter sido ocasionadas pelo processo de imortalização, mas é necessário ampliar a 

validação destes DNAs para realizar análises de acurácia mais robusta. 
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8. ANEXOS 
 
8.1 – Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa da UNICAMP 
(CEP). 
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8.2 – Parecer consubstanciado do Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 
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8.3 – Parecer da Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio). 
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8.4 – Permissão da editora para utilização do artigo publicado na tese. 
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8.5 – Artigo publicado na Blood Transfusion (DOI 10.2450/2020.0073-20). 
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