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RESUMO

O antigeno D é o mais imunogénico no sistema Rh. O antigeno D & muito
polimorifco e certas mutagdes e/ ou delecbes levam a um fendtipo fraco
definido por uma baixa densidade antigénica e que requerem a realizacdo de
testes até a fase de anti-globulina humana (AGH) para sua deteccdo. Neste
estudo foram avaliadas diferentes tecnologias e clones de anti-D para propor a
estratégia soroldégica mais adequada para detectar o maior numero de
variantes D em doadores de sangue. Métodos: Foram selecionadas 101
amostras de doadores de sangue brasileiros com diferentes expressdes de D
na rotina de doadores. Os testes foram realizados em leitura imediata (LI) com
onze reagentes anti-D comercialmente disponiveis em tubo e microplaca. Os
testes confirmatérios para a presenca de D fraco incluiram o teste de (AGH) em
tubo, gel e aderéncia de globulos vermelhos em fase sélida (F.S). Todas as
amostras de DNA foram extraidas do sangue periférico e as variantes D foram
classificadas utilizando diferentes ensaios moleculares. Resultados: As
variantes de RHD identificadas por andlise molecular incluiram os tipos D
fracos 1, 2, 3, 11 e 38 e D parcial (DAR1.2, DAR1, DARS3.1, DAUO, DAUZ2,
DAU4, DAU5, DAU6, DMH e DVII). O monoclonal Blend RUM-1/MS26 foi o
melhor reagente anti-D utilizado para detectar o antigénio D na fase de LI em
tubo, reagindo com 57% das variantes D com reactividade >2+, enquanto que o
blend anti-D D175+ 415 foi o melhor monoclonal utilizado em microplacas,
reagindo com 82% das variantes D. Os testes em F.S demonstraram forte
reatividade (3-4+) com 100% das amostras testadas. Conclusao: Este estudo
nos permitiu comparar e determinar a metodologia e o0s reagentes mais
apropriados para identificar as variantes de D mais freqlentes. Nossos
resultados mostram que mesmo usando métodos e regentes sensiveis para
assegurar a correta caracterizagdo do antigeno D, pelo menos 17% das
amostras do doador necessitaram de um teste confirmatério de D para evitar a
aloimunizagdo em pacientes D negativos.



ABSTRACT

D antigen is the most immunogenic antigen in the Rh blood group system , The
D antigen is highly polymorphic and certain mutations and /or deletions lead to
a weak phenotype defined by decreased density of antigen sites which require
the use of indirect antiglobulin test (IAT) for detection. In this study we
evaluated different technologies and clones of anti-D to propose the most
appropriate serologic strategy to detect the largest numbers of D variants in
blood donors. Methods:We selected 101 samples from Brazilian blood donors
with different expressions of D in our donor routine. The tests were performed at
immediate spin (IS) with eleven commercially available anti-D reagents in tube
and microplate. D confirmatory tests for the presence of weak D included the
(IAT) test in tube, gel and solid-phase red blood cell adherence (SPRCA). All
DNA samples were extracted from peripheral blood and the D variants were
classified using different molecular assays. Results: RHD variants identified by
molecular analysis included weak D types 1, 2, 3, 11 and 38 and partial Ds
(DAR1.2, DAR1, DARS3.1, DAUO, DAU2, DAU4, DAU5, DAU6, DMH and
DVII).The RUM-1/MS26 monoclonal-monoclonal blended was the best anti-D
reagent used to detect the D antigen at the IS phase in tube, reacting with 57%
of the D variants with reactivity >2+, while the anti-D blend D175+415 was the
best monoclonal (MoAb) used in microplate, reacting with 82% of the D
variants. D confirmatory tests using SPRCA showed strong positive reactivity
(3-4+) with 100% of the D variant samples tested.Conclusion:This study allowed
us compare and determine the most appropriate methodology and reagents to
identify the most frequent D variants. Our results show that even using sensitive
methods and MoAbs to ensure the accurate assignment of D antigen, at least
17% of the donor samples need a confirmatory D test in order to avoid
alloimmunization in D-negative patients
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1 Introducao

Em 1939, Levine e Stetson, relataram uma reacao poés transfusional em uma
mulher que foi transfundida com sangue do marido, apés o parto de uma crianca
com hidropsia que nasceu morta. Levine demonstrou que a mée tinha um anticorpo
que aglutinava as hemacias do marido ABO compativel, concluindo que ela havia se
sensibilizado contra um antigeno que o feto herdara do pai.’

No ano seguinte Landsteiner e Wiener, relataram um anticorpo obtido por
meio da imunizagdo de coelhos com hemécias de macacos Rhesus. Esse anticorpo
aglutinava cerca de 85% das hemacias humanas testadas, foi denominado como
fator Rhesus (Rh) e era muito semelhante ao descrito anteriormente por Levine e
Stetson.? Alguns anos mais tarde, provou-se que os anticorpos Rh dos animais e
humanos ndo reconheciam o mesmo antigeno, porém a nomenclatura Rh foi
mantida.® Somente a partir de 1963 ficou definido que os anticorpos de animais
deveriam ser renomeados como anti-LW (Landsteiner e Wiener) e os anticorpos
humanos passaram a ser chamados de anti-D.*

O sistema Rh € o sistema de grupo sanguineo com o maior numero de
polimorfismos entre os marcadores conhecidos da membrana eritrocitaria.’
Atualmente é composto por 54 antigenos,® sendo que os cinco principais sdo: D, C,
c, E, e. Estes antigenos formam oito complexos génicos, chamados de haplétipos
RH: Cde, cde, cDE, cDe, cdE, Cde, CDE, CdE.” A alta imunogenicidade dos
antigenos Rh, especialmente do antigeno RhD, torna esse sistema o mais
importante na pratica transfusional depois do sistema ABO.®

A maioria dos sistemas de grupos sanguineos é codificada por um simples
loci génico, ? em contrapartida, os antigenos do sistema Rh s&o codificados por dois
genes denominados RHD e RHCE, localizados no cromossomo 1, na posicao
1p36.13-34.3."°Ambos os genes contém 10 éxons e estdo em orientagdes opostas
no cromossomo (3’'RHD5-5’RHCEZ’), separados por um gene independente
SMP1(Small Membrane Protein 1)."
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O gene RHD é flanqueado por dois segmentos de DNA, conhecidos como
caixas Rhesus "Rhesus Boxes".'°Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.

—- - > <D

Caixa Rhesus Caixa Rhesus

Figura 1 - Imagem representativa dos genes RHD e RHCE
Sequéncias em orientagbes opostas, as caixas Rhesus , e o gene SMP1. Fonte: Adaptado de
Wagner & Flegel . ?

As diferencas basicas entre estes dois genes estdo no éxon 10 e, na delecao
de 600pb (pares de base) no intron 4 do gene RHD. %' Essa homologia pode estar
relacionada ao fato de ambos terem sido originados a partir de um gene ancestral
comum. '° Sao genes complexos que originam os numerosos antigenos do sistema
Rh. ™

O gene RHD codifica a proteina RhD e o gene RHCE codifica a proteina
RhCE que expressa os antigenos C/c e E/e.'® As proteinas Rh sdo compostas de
417 aminoéacidos, com estruturas muito similares.'®As proteinas RhD e RhCE nao
sdo glicosiladas,’possuem peso molecular de 30kD (Kilodalton) e sdo inseridas na
membrana eritrocitaria através da ligagdo com a glicoproteina RhAG (glicoproteina
RH50), a qual possui peso molecular de 50 kD e é codificada pelo gene RHAG
localizado no cromossomo 6p12-p21, formando assim o chamado "complexo Rh".™

A glicoproteina RhAG nao é polimorfica, mas € importante para a expressao
de RhD e RhCE na membrana eritrocitaria,'® mutagdes no gene RHAG sdo
responsaveis pela perda de expressdo de antigenos Rh (Rhnull). >*° As proteinas
Rh30 e RhAG apresentam 36% de homologia na sequéncia gendmica e 50% de
identidade nas 12 a-hélices transmembranares. Essa homologia pode estar
relacionada ao fato de ambas terem sido originadas a partir de um gene ancestral

comum.?"?2
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Os polipeptidios Rh atravessam 12 vezes a membrana eritrocitaria, formando
seis alcas extracelulares, apresentando os segmentos amino-terminal e carboxi-

terminal intracelularmente.?® Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.

9
j.

7

Figura 2 - Proteinas Rh

Modelo das proteinas Rh na membrana eritrocitaria, formadas por 417 aminoacidos, a qual

apresentam 12 segmentos transmembranares, 6 alcas extracelulares e 5 algcas intracelulares. Os

circulos azuis representam as diferencas de aminodacidos entre as proteinas RhD e RhCE. Os

circulos de cor rosa representam aminoacidos criticos para os antigenos C/c e o de cor roxa

Ir:elpreTezq’[am 0s aminoacidos criticos para os antigenos E/e da proteina RHCE. Fonte: Adaptado de
egel.

A elevada homologia entre os dois genes RH resulta nas proteinas RhD e
RhCcEe diferindo entre 32 e 35, dos 417 aminoacidos codificados. Os alelos E/e
diferem pela troca de um unico nucleotideo no éxon 5 do gene RHCE, levando a
substituicdo de uma Prolina (E) para uma Alanina (e) na posicao 226. Os alelos C/c
diferem pela troca de um unico nucleotideo no éxon 1 e cinco nucleotideos no éxon
2 do gene RHCE produzindo um polipeptidio com quatro substituicbes de
aminoacidos, embora apenas a substituicdo de uma Serina (C) na posicao 103
(segunda alca extracelular) para uma Prolina (c) pareca ser critica para o
polimorfismo C/c. 2°

A maioria dos individuos caucasianos (85%) e do Sudeste Asiatico 99%)
possuem o gene RHD que codifica o antigeno RhD e sdo consequientemente RhD

positivo.?®?"?(Figura 3 A). Em individuos RhD negativos a proteina RhD ndo &
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expressa na superficie do eritrécito. O fen6tipo RhD negativo € mais comum em
caucasianos com uma prevaléncia que varia entre 15% e 17% e é menos frequente
em africanos e asiaticos onde as porcentagens sdo de 5% e 3% respectivamente.?
Alguns eventos genéticos sao responsaveis pela auséncia do antigeno RhD na
membrana da hemacia. A delegdo do gene RHD é o mecanismo molecular mais
comum entre os individuos caucasianosSo(Figura 3B), enquanto que africanos e
asiaticos muitas vezes apresentam genes RHD inativos ou silenciosos. Em
aproximadamente 66% de individuos negros RhD negativos originarios da Africa do
Sul, 0 mecanismo mais comum ¢é a presenga do pseudogene RHD(RHDy), que é
resultante da duplicacdo de 37 pb entre a regido limite do intron 3 e o éxon 4 do
gene RHD,que gera um sinal de codon de parada, levando a produgdo de uma
proteinando funcional (Figura 3C). % Foi também observado em 15% desta populagéo
a presenca de um gene hibrido RHD-CE-D**'(Figura 3D), o qual ndo expressa o
antigeno RhD e codifica um antigeno C alterado.Em asiaticos cerca de 30% de
individuos aparentemente RhD negativos sdo na verdade DEL, um fendétipo
caracterizado por uma significante reducdo do antigeno RhD na membrana da

hemécia.*

B. RHD negativo

D. Hibrido RHD-CE-D

RHD RHCE
— T H HESHEeH— —{ HH W W H T H —

Figura 3 — Representagdo dos 10 exons dos genes RHD e RHCE e os mecanismos genéticos
envolvidos no fen6tipo RhD Negativo

3A-Presenca dos genes RHD e RHCE resultando no fenétipo RhD positivo. Fonte: Wagner & Flegel %
3B-Gene RHD deletado, mecanismo genético mais comum pelo fenétipo RhD negativo em
caucasianos. Fonte: Colin&Zahar®

3C-Gene RHD y que forma uma proteina nao funcional,Fonte: Singleton et.a
3D-Gene hibrido RHD-CE-D, onde os exons 4,5,6 e 7 do gene RHD sao substituidos por éxons do
gene RHCE, levando & auséncia da proteina RhD Fonte: Singleton et.al®’

31
I
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Embora a maioria dos individuos apresente um fenétipo RhD positivo ou RhD
negativo, a natureza altamente polimérfica do gene RHD resulta em um numero de
variantes RhD com antigenos muito complexos e de diferentes densidades
antigénicas. Existem mais de 200 alelos envolvidos na expressdo alterada do

antigeno RhD.?*(Figura 4)

Erythrocyte surface

a7

2 (X NH3  Intracellular COOH

Figura 4 - Proteina RhD
Modelo da proteina RhD e as trocas de aminodacidos descritas, envolvidas na alteragdo de expressao

do antigeno RhD. Fonte: Adaptado de:Flegel.*

Os fendtipos Rh variantes surgem de pelo menos 2 mecanismos: rearranjos
génicos nos genes RHD e RHCE (Figura 5)%® e mutacdes de ponto que causam
alteracées de aminoacidos, podendo levar a perda de alguns epitopos e / ou

expressdo de antigenos de baixa incidéncia.?’

Conversao Génica

I> SMP1

" - <

Figura 5 — Representagao dos mecanismos genéticos envolvidos nas variantes RhD

Devido a elevada homologia e proximidade dos genes RHD e RHCE, os eventos de conversao
génica ocorrem em cis através da formagao de hairpin entre 0s genes e resultam na substituicdo de
éxons RHD por exons RHCE.Fonte:Wagner et.al.®®
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A andlise molecular determinou a base genética de muitas variantes RhD, e

dentre essas, é possivel destacar os fenétipos RhD fraco, RhD parcial e Del.®

1.1 Fendtipo RhD Fraco

O fenémeno RhD fraco foi observado pela primeira vez em 19463 e foi
anteriormente chamado de "Du”. Primeiramente essa variante foi descrita como uma
variacao de expressao quantitativa derivada de uma reducé@o dos niveis de mRNA,
2135 mas em 1999 a base molecular do D fraco foi definida por Wagner et.al.*®Estes
autores demonstraram que a variante RhD fraco apresenta alteragbes de
aminodcidos na regido transmembranar e/ou intracelular da proteina RhD e ocorre
pela presenca de polimorfismo de Unico nucleotideo (single nucleotidepolymorphism)
ou SNPs missenses em diferentes éxons do gene RHD.**Essas alteracdes afetam a
eficiéncia de insergao da proteina na membrana eritrocitaria e, portanto a quantidade
do antigeno RhD na membrana, o que leva a reducdao do numero de sitios
antigénicos nessas hemacias justificando a razao destes nao formarem aloanticorpo
anti-D.%"*® Atualmente mais de 70 diferentes tipos de mutagdes associadas ao

fenétipo D fraco ja foram reportados (tipos 1-74).%°

O fendtipo RhD fraco é caracterizado por hemacias com uma expressao
reduzida de antigenos RhD, quando comparada com a expressao normal que
dependendo do haplétipo apresenta uma densidade antigénica variando entre
10.000 a 23.000 sitios antigénicos por célula.*® Contudo, alguns fenétipos foram
identificados com densidade variando entre 53 e 4.000 sitios antigénicos por
hemacia*' e, dependendo do antissoro anti-D utilizado, reagem apenas pelo teste de

antiglobulina humana (AGH).®

Em determinados individuos, a expressdao do antigeno RhD é diminuida
quando o alelo RHCE™C esta em trans com o gene RHD, ocorrendo uma reducao da
expressdo do RhD na membrana da hemécia,* o que dificulta a sua identificagdo

sorolégica.*

Estima-se que a frequéncia de D fraco na populagdo européia esteja entre
0,2% e 1%, e os tipos mais frequentemente encontrados sao os D fracos tipo 1,2 e
3 que correspondem & 95% do total dos fenétipos D fracos desta populagdo.®® As
variantes de D fraco tipos 1, 2 e 3 ndo possuem epitopos RhD alterados e portanto
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nao levam a producgédo de anti-D, caso o receptor seja transfundido com hemacias
RhD positivas ou no caso de gestantes que venham a gerar um feto RhD positivo.®

Na populacao brasileira a estimativa de D fraco € em torno de 0,2% e 1,5%, e
diferentemente da populagcéo européia a porcentagem dos D fracos tipo 1,2 e 3 é
menor, entre 25% a 55%. A variante mais encontrada é o D fraco tipo 4 detectada
entre 20% e 40% da nossa populacdo.** Uma das divisdes da arvore filogenética
RHD é representada pelo grupo de alelos D fraco tipo 4 que estdo localizados no
vestibulo da proteina RhD, o que representa a entrada do canal transmembranar da
proteina RhD. ** As trocas de amino&cidos envolvidas nos fenétipos RhD fracos tipos

1, 2, 3 e 4 estao representadas na figura 6.
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Figura 6— Modelo da proteina RhD e as trocas de aminoacidos descritas nos fenétipos RhD fracos
tipos 1, 2, 3 e 4. As substituicbes de aminoacidos ocorrem nas regides transmembranares ou
intracelulares da proteina. Fonte: Adaptado de:Flegel. **e também a troca de aminoacidos priomordial
para ocorréncia do RhD fraco tipo 4.%*

O significado clinico dos antigenos D fracos esta relacionado principalmente
com a falha na identificagdo. Os tipos de D fraco com reduzida densidade antigénica
podem ser tipados como RhD negativo e caso essas hemacias sejam transfundidas
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em individuos RhD negativos, poderao induzir a aloimunizacao, que € a formacao de

anticorpos em receptores, frente & exposicdo & antigenos no préprios. 4

Entre os D fracos mais comuns, o que apresenta maior densidade antigénica
é o D fraco tipo 4 (4.0 e 4.1); entre 2.300 e 3.800 sitios antigénicos por hemacia,
seguido pelos tipos 3, 1 e 2. (1.900, 1.300 e 500) sitios antigénicos por hemacia
respectivamente.*’Conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 Variantes RhD fracos mais comuns e seus respectivos alelos, haplétipos e densidade
antigénica

VaFI;iI:Ste ;;\?Izlg Exon Nu.l;:l;gg?ig:os :sas%lgit;%?) ;lr:t?geézgﬂgz Referencia
D Fraco tipo1 RHD*01W.01 6 809T>G Ce 1.300 40
D Fraco tipo 2 RHD*01W.02 9 1154G>C cE 500 40
D Fraco tipo 3 RHD*01W.03 1 8C>G Ce 1.900 %0

4 602C>G
D Fraco tipo 4.0 RHD09.03.01 5 667T>G ce E“"$ ;%72 e a4
6 809G>A :
1 48G>C
. . 4 602C>G Entre 533 e 37.40
D Fraco tipo 4.1 RHD*09.04 5 667 TG ce 1283
6 819G>A

1.2 Fenotipos DEL

7

O fenétipo DEL outra variante do antigeno RhD, é caracterizado por uma
significante reduc&o da expressdo do antigeno RhD na membrana eritrocitaria e é
mais encontrado em populagdes asiaticas. Devido a baixa densidade antigénica, em
torno de 20-40 sitios antigénicos por hemacia, essa variante é identificada como
RhD negativo pelos testes soroldgicos rotineiros.’ O termo "DEL" é devido ao fato
dessa variante ser detectada sorologicamente somente através de testes de
adsorcdo e eluicdo.*’

Os alelos DEL resultam de dele¢cdes em introns ou SNPs em sitios de splice
no gene RHD que impedem a integragéo da proteina RhD na membrana eritrocitéria,
reduzindo sua expressao e estda em geral associado aos alelos RHCE*C e
RHCE*E.*®



26

As substituicbes de aminoacidos dos antigenos DEL estdo localizadas nos
segmentos transmembranares e intracelulares da proteina RhD (Figura 7).*
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Figura 7 - Modelo da proteina RhD e as trocas de aminoacidos descritas envolvidas nos fenotipos
DEL. As substituicdes de aminoacidos ocorrem nas regides transmembranares ou intracelulares da
proteina. Fonte:Westhoff C.M *°

A prevaléncia do alelo RHD*DEL1 em doadores de sangue rr e r'r da Asia
Oriental foi relatada ser entre 15-30%.24"°° Deste modo, a analise molecular RHD
G1227A, também conhecida como RHDK409K, é considerada uma ferramenta

essencial na pratica transfusional para a detecgao do fenétipo DEL em asiaticos.’'?

Em populagdes caucasianas o alelo RHD M295/ ¢ o alelo DEL mais

frequente, porém a prevaléncia relatada é de 1% a 2% em doadores r'r e r"'r.%

A literatura apresenta controvérsias em relacdo a imunogenocidade do
antigeno DEL, porém existem relatos de formacdo de anti-D em receptores RhD
negativos transfundidos com hemacias DEL.***® Esses relatos podem ser explicados
pela classificacdo errénea deste fendtipo como RhD negativo. Assim, quando se
identifica molecularmente o alelo DEL em doadores de sangue, ndo se recomenda

transfundir esse sangue em receptores RhD-negativo.*®3
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1.3 Fenotipo RhD Parcial

A elevada homologia e proximidade entre os genes RHD e RHCE, facilita a
ocorréncia de conversao génica em cis durante os rearranjos génicos, através da
formacdo de “hairpin” que leva a constituicdo de genes hibridos (partes do gene
RHD em RHCE e vice-versa). Esse evento é responsavel pela alteragcao na estrutura

e expressao dos antigenos Rh. %2

Grandes regides de gene RHCE inseridos no gene
RHD podem resultar na auséncia completa do antigeno RhD na superficie da
hemacia, conforme ja citado sobre o gene hibrido D-CE-DS em africanos, mas
alternativamente os eventos de conversao génica podem resultar em alelos hibridos,
que conservam alguns epitopos RhD, mas que podem, expressar novos epitopos,

|.54(

essas variantes sdo conhecidas como RhD parcial.”*(Figura 8)

Figura 8 - Diagrama com alelos hibridos RHD e RHCE
Retangulos escuros representam éxons do gene RHD e os retangulos claros representam os éxons
do gene RHCE. Fonte: Facts Book 2012 *°

Além da conversao génica, mutacbes de ponto também sao responsaveis
pela formagao dos antigenos D parcial, os quais podem ocorrer em consequéncia a
um unico SNP ou através de um conjunto de SNPs."

As alteracdes responsaveis pelo fenétipo RhD, ocorrem nos segmentos
extracelulares da proteina RhD49(Figura 9), nas alcas onde estao localizados os
epitopos Rh, alterando a sua conformagédo e a exposi¢cdo dos epitopos Rh. Isto
explica porque os individuos com fendtipo RhD parcial perdem a expressdo de
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alguns epitopos do antigeno RhD e podem desenvolver aloanticorpo anti-D ao entrar

em contato com hemacias RhD-positivo normais.>*°>%¢
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Figura 9 - Modelo da proteina RhD e as trocas de aminoacidos descritas envolvidas nos fenétipos D
parciais. As substituicoes de aminoacidos ocorrem nas regido extracelular da proteina.
Fonte:Westhoff C.M *

Na maioria das vezes as variantes RhD parciais reagem fortemente com
antissoros anti-D, no entanto, alguns apresentam uma fraca expressao. Isso ocorre
pois, a densidade antigénica das variantes RhD parcial € ampla e em alguns casos
estdo dentro da faixa de 10.000 a 35.000 sitios antigénicos por hemé@cia, incluindo
DIVa, DHMii e Dlllc; ou com densidades inferiores, <10.000 sitios antigénicos por

hemécia como nos casos dos D parciais DVa, DVla, DVII, DNU.%"°®

Considerando a complexidade dos epitopos RhD, varios anticorpos anti-D
com diferentes especificidades e afinidades foram caracterizados. Lomas e
colaboradores propuseram em 1993 que haviam 9 epitopos™, o que foi expandido
para 16,%° e posteriormente para 30, por Scott e colaboradores®' (Figura 10),
demonstrando a ampla heterogeneidade soroldgica dos fenétipos RhD parciais.
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Figura 10— Posigao dos epitopos RhD nos loops extracelulares descrito por Scott e colaboradores em
um estudo realizado em 1996.%"

A imunizacao anti-D ndo é um pré-requisito para determinar que um antigeno
seja RhD parcial, pois, em muitos tipos n&o foram relatados casos de imunizagao
anti-D.?° Entretanto, como individuos com a variante RhD parcial podem desenvolver
anti-D, o ideal seria que estes recebessem hemacias de doadores RhD negativos,
porém na pratica, a maioria destes individuos sao fenotipados como RhD positivo e

sd0 apenas reconhecidos como variantes D parcial apés produzirem anti-D.°

1.4 Filogenia dos alelos RHD

Carritt e colaboradores descreveram em 1997 o0s mecanismos da
heterogeneidade em populagdes Euroasiaticas e forneceram um modelo de filogenia
para os haplétipos RH.®> Em 2000, estes haplétipos foram reconhecidos por
representar o cluster euroasiatico.>” De acordo com Wagner e Flegel, os haplétipos
Rh originaram-se da evolucdo do haplétipo Dce (RO), este teria sofrido eventos
moleculares e se dividido em cinco “clusters” RHD independentes.?
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No cluster euroasiatico estdo mais presentes os haplétipos DCe e DcE, ja em
populacdes africanas foram observados 3 clusters, geralmente associados com o
haploétipo Dce (RO) definidos como: cluster DIVa, cluster D fraco tipo 4 e o cluster
DAU. O cluster DAU é caracterizado por varios alelos RHD que compartilham uma
substituicdo T379M, que € encontrada numa forma isolada no alelo DAU-0, sendo
que o mesmo representa um alelo primordial do cluster DAU.®® O principal cluster
envolve o gene RHD normal do qual derivam os demais clusters descritos. (Figura
11)

D fraco tipo 1 s H s D fraco tipo 2

DNB «— DCe ce DcgE —» DNU
DVI tipo | A DVitipol

Cluster DIVa Cluster D fraco Cluster DAU

tipo4 -

Figura 11 - Arvore filogenética RHD elaborada por Wagner e Flegel*

Devido a variabilidade descrita, a identificacdo sorolégica dessas variantes é
complexa e desafia o0 reconhecimento soroldgico, além disso, ndo é possivel
diferenciar entre RhD fraco e RhD parcial, baseando-se nas caracteristicas

soroldgicas dos reagentes anti-D utilizados nas rotinas de tipagem.

Atualmente os diversos tipos de D fraco e D parcial, s&do detectados pelo uso
de antissoros anti-D monoclonais aliado a técnicas sensiveis, porém, os diversos
métodos e reagentes utilizados na rotina, podem também ocasionar discrepancias
na fenotipagem RhD.? Algumas variantes de D fraco, especialmente D Fracos tipo
38 e 11, nem sempre sao detectados.
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O desenvolvimento dos anticorpos monoclonais por Kohler e Milstein em 1975
se tornaram importantes ferramentas imunoquimicas.®* Os anticorpos monoclonais
sdo imunoglobulinas produzidas por um unico clone de células B, diferindo dos
anticorpos policlonais por serem monoespecificos, homogéneos e pela capacidade
de serem produzidos em grande quantidade.

No inicio do ano de 1990, os reagentes comerciais anti-D monoclonais
comecgaram a ser amplamente utilizados, substituindo os policlonais nos testes
sorolégicos. Os anticorpos policlonais eram obtidos a partir de individuos imunizados
(ser humano ou animais) e apresentavam baixas concentracbes e pouca
especifidade® e sua producédo foi sendo descontinuada devido a falta de matéria

prima de origem humana.

As diferencas de reatividade na deteccéo das variantes RhD, tém criado uma
discussdo sobre quais os testes e o0s reagentes adequados para as rotinas de
doadores de sangue e receptores. Varios individuos previamente classificados como
D fraco apresentaram posteriormente forte aglutinacdo com os atuais reagentes anti-

D monoclonais.*®

Em 2001 Wagner e colaboradores realizaram um estudo com 8442 doadores
previamente classificados como RhD negativo e detectaram que 50 deles eram RhD
positivo e 2 receptores foram sensibilizados.?® Em 2005, Gassner e colaboradores
analisaram 1700 doadores de sangue identificados como RhD negativo C e/ou E
positivos e detectaram que 5 deles apresentaram o fenétipo RhD fraco.®® Os estudos
mencionados foram realizados com doadores europeus e utilizaram técnicas de
biologia molecular. Em outro estudo publicado em 2007 por Kulkarni e
colaboradores, realizado com a populagdo Indiana, foram testados diversos
reagentes anti-D monoclonais, e foi relatado que todos os antissoros testados nao
detectaram pelo menos 1 tipo de variante do antigeno RhD.®’

O significado clinico do antigeno D fraco é que a falha na identificagao deste
antigeno em doadores pode levar a aloimunizacao de receptores RhD negativo. As
variantes do antigeno RhD em gestantes também possuem importancia clinica

devido ao risco de Doenga Hemolitica do Feto e Recém-Nascido (DHFRN).®



32

Como mencionado anteriormente, densidade antigénica do antigeno D fraco
pode variar entre 53 a 4.000 sitios antigénicos por hemacia.* Isso faz com que
algumas variantes com baixa intensidade n&o sejam detectadas em testes
sorologicos, nem mesmo no teste indireto em AGH. Nas variantes D parciais a
densidade antigénica também é variada, de 200 a 26.900 antigenos por hemacia,
como antigenos RhD normais apresentam densidade antigénica entre 10.000 a
25.000 sitios por hemacia, muitos tipos de D parciais podem ser classificados como
RhD normais ou como RhD fracos.*

A ocorréncia das variantes RhD esta relacionada com a etnia. Cerca de 0,2%
a 1% dos individuos caucasianos europeus apresentam diminuicdo da expressao do
antigeno D.®® Essa situacdo ainda ¢ mais complexa em africanos: a ocorréncia de
variantes RhD parciais e aloimunizagdo em individuos RhD-positivos é muito mais

frequente do que em europeus.

Nos ultimos anos, o sistema Rh se revelou bem mais complexo na pratica,
sendo de suma importancia a sua correta caracterizacao. A diversidade antigénica
das hemacias humanas? com a sua geo-distribuicido heterogénea fazem com que a
gama de reagentes disponiveis no mercado ndo atenda todas as necessidades da
demanda transfusional, pois nenhuma combinacdo de reagentes é capaz de
detectar todas as variantes RhD.®’

No Brasil, devido ao alto grau de miscigenagéo da populacdo, uma grande
variedade de alelos RHD sdo encontradas** o que aumenta a complexidade e
dificulta a classificacao das variantes. O ideal para a rotina de doadores de sangue
seria utilizar uma combinagdo adequada de antissoros que detectassem a maioria
das variantes do antigeno RhD, em especial, as variantes com baixa densidade
antigénica, garantindo maior seguranca transfusional e prevenindo assim a
aloimunizagdo ao antigeno RhD, reduzindo o risco de doeng¢a hemolitica do feto e

recém nascido e reagdes transfusionais hemoliticas.”
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Determinar através da utilizacdo de diferentes técnicas e clones variados de
antissoros anti-D uma estratégia para deteccao de variantes RhD em doadores de
sangue.

2.2 Objetivos Especificos

Comparar as intensidades de aglutinagdo obtidas com diversos clones de
antissoros anti-D utilizando diferentes técnicas:

Hemaglutinagdo em tubo

Hemaglutinacdo em gel

Hemaglutinacdo em microplaca em equipamento automatizado
Fase Sdlida em equipamento automatizado

Caracterizar por técnicas de biologia molecular amostras de DNA de
doadores de sangue que apresentarem discrepancias na tipagem RhD ou fraca
expressao do antigeno D.

Verificar as associacées entre os achados moleculares e os resultados
sorologicos.

Realizar feedback de doadores de repeticdo inseridos no estudo, com
resultados divergentes e estabelecer quais as variantes envolvidas nas

discrepancias de tipagens RhD
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3 Materiais

3.1 Fluxograma do Estudo

O estudo foi realizado com amostras de doadores de sangue caracterizadas
como RhD fraco. Essas amostras apresentaram reagdes <4+ em leitura imediata
(L.l) pelo método de aglutinagdo em microplaca (MC) e foram submetidas a testes
confirmatérios em fase sélida (F.S). Essas metodologias sao utilizadas na rotina de
tipagem ABO/Rh(D) de doadores e sao realizadas em equipamento automatizado.
Adicionalmente as amostras selecionadas foram submetidas a testes manuais para
tipagem RhD em tubo e gel, utilizando diversos clones anti-D. Todas as amostras
selecionadas, foram submetidas a testes moleculares para identificagdo da variante
RHD. O fluxo detalhado do estudo esta descrito abaixo (Figura 12)
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& Blend TH28+MS26
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Figura 12— Fluxograma do estudo
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3.2 Casuistica

3.2.1 Amostras de sangue de doadores voluntarios de sangue

Apo6s parecer do comité de ética n°1.616.418, foram selecionadas 101

amostras de doadores voluntarios de sangue da Colsan - Associacao Beneficente de

Coleta de Sangue que apresentaram fraca expressdo ou discrepancias na tipagem

RhD de um total de 123.000 doadores abrangendo o periodo de novembro de 2013

até agosto de 2014. As amostras foram coletadas em tubos contendo anticoagulante

e o0 buffy coat foi separado para extragcdo de DNA.

3.3 Materiais

3.3.1 Antissoros anti-D

Foram selecionados todos os antissoros anti-D disponiveis no mercado

brasileiro. Esses reagentes sdo preparados a partir de sobrenadantes de culturas

celulares, contendo anticorpos monoclonais IgM e IgG com especificidade anti-D.

Monoclonal IgM clone TH28 + IgG clone MS26 (Bio-Rad, Lagoa Santa, BH, Brasil)
Monoclonal IgM clone MS201 + IgG clone MS26 (Diamed, Cressier, Switzerland)
Monoclonal IgG clone ESD1 (Diamed, Cressier, Switzerland)

Monoclonal IgM clone TH28 (Diamed, Cressier, Switzerland)

Monoclonal IgM clone RUM-1 (Lorne Laboratories, Berkshire, UK)

Monoclonal IgM clone MS-201 (Lorne Laboratories, Berkshire, UK)

Monoclonal IgM clone RUM-1 + IgG clone MS-26 (Lorne Laboratories, Berkshire, UK)
Monoclonal IgM clone MS201 (Fresenius, Sao Paulo, Brasil)

Monoclonal IgG clone MS26 (Fresenius, Sao Paulo, Brasil)

Monoclonal IgM clone RUM-1 (Immucor,Med.Diagnostik, Rodermark, Germany)
Monoclonal IgM clone D175 + IgG clone D415 (Immucor-Dominion Biologicals, Nova
Scotia, Canada)

Monoclonal IgM clone MS201 + IgG MS26 (Immucor Inc.Norcross, GA, USA)
Monoclonal IgM clone TH28 +IgG MS26 (Immucor, Inc.Norcross, GA, USA)
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3.3.2 Antissoros Controle de Rh

Foi utilizado o controle Rh do mesmo fabricante do(s) antissoro(s) anti-D IgG

e blend descritos no item anterior.

¢ DiaClon Rhesus Control (Bio-Rad, Lagoa Santa, BH, Brasil)
¢ Anti-D Monoclonal Control (Lorne Laboratories, Berkshire, UK)
e Controle Rh para anti-D IgG (Fresenius, Sao Paulo, Brasil)

 Novaclone™Diluent Control (Immucor-Dominon Biologicals, Nova Scotia, Canada)

3.3.3 Antissoros para fenotipagem Rh estendida

Os reagentes descritos abaixo detectam os antigenos C, c, E, e do sistema
Rh através de leitura imediata (L.I) e foram utilizados na confirmacao destes

antigenos em todas as amostras do estudo.

e Monoclonal anti-C IgM clone MS273 (Immucor Med.Diagnostik, Rodermark,
Germany)

e Monoclonal anti-c IgM clone MS33 (Immucor Med.Diagnostik, Rodermark, Germany)

e Monoclonal anti-E IgM clone MS258+MS80(Immucor Med.Diagnostik, Rodermark,
Germany)

e Monoclonal anti-e IgM clone MS16+MS21+MS63 (Immucor Med.Diagnostik,
Rodermark, Germany)

3.3.4 Microplaca para tipagem Rh(D)

Para a tipagem RhD em equipamento automatizado foi utilizada a MC com 96
pocos, fundo em U, transparente com coédigo de barras da (Greiner Bio-One,

Frickenhausen, Germany)

3.3.5 Solucao de Diluicao para testes em microplaca no equipamento NEO®
Immucor

A Solugdoaditiva isotbnicaGalileo Diluent (Immucor Med.Diagnostik,
Rodermark, Germany) € utilizada em todos os testes de hemaglutinagdo no preparo
da suspensao de hemacias que é utilizada nas reagdes com antissoros reagentes.
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3.3.6 Microplaca para testes em F.S

A MC Capture-R®Select (Immucor, Norcross, GA, USA) possui pocos
modificados para a imobilizacdo de eritrécitos humanos. Utilizada em ensaios em
F.S, para a deteccao de anticorpos IgG contra os antigenos correspondentes.

3.3.7 Reagente potencializador para testes em F.S

O reagente Capture®LISS (Immucor, Norcross, GA, USA) LISS (Low lonic

Strength Solution) € um potencializador de baixa forca idnica.

3.3.8 Hemacias Indicadoras para testes em F.S

O reagente de hemacias indicadoras sensibilizadas com anti-IgG,Capture-R
Ready Indicator Red Cells (Immucor, Norcross, GA, USA) foram utilizados na

deteccdo de anticorpos anti-eritrocitarios de classe lgG em testes de F.S.

3.3.9 Soro Antiglobulina Humana

Para o teste confirmatorio em tubo, foi utilizado o Soro de Coombs BSA®
(Fresenius, Sao Paulo, Brasil), um reagente monoespecifico preparado a partir de
soros de coelho e/ou cabra previamente imunizados a fragdo gamaglobulina do soro

humano.

3.3.10Hemacias Controle de Coombs

Utilizado ao final do teste de AGH para assegurar o processo de lavagem e a
presenca do soro antiglobulina humana, o Coombs control IgG (Bio-Rad, Lagoa
Santa, BH, Brasil) € um reagente de hemacias a 4% de origem humana,
sensibilizadas com IgG e foi utilizado ao final do teste confirmatério do antigeno RhD
em fase de AGH.
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3.3.11Cartoes Gel LISS/Coombs

Esse cartdo com 6 microtubos ID-Gel Liss/Coombs (Bio-Rad, Lagoa Santa,
BH, Brasil), contém reagente polisespecifico AGH (anti-lgG de coelho e anti-C3d

monoclonal, linhagem celular C139-9) suspensos em gel.

3.3.12 Cartoes gel Neutro

Esse cartdo ID-Gel NaCl/Enzima (Bio-Rad, Lagoa Santa, BH, Brasil) possui 6

microtubos com gel neutro.

3.3.13 Solucao de diluicao para testes em gel

Para testes em cartées ID-Gel NaCl/Enzima foi utilizado o ID-Diluente 1 (Bio-
Rad, Lagoa Santa, BH, Brasil) que € umasolugdo de bromelina modificada para
suspensdes de hemacias; para testes em ID-gel Liss/Coombs foi utilizado o ID-
Diluente 2 (Bio-Rad, Lagoa Santa, BH, Brasil), para suspensdes de hemacias.

3.3.14 Tampao TAE (tampao Tris-Acetato-EDTA) 10X

Este tampéo foi preparado, dissolvendo-se 242 g de Tris (Sigma Chemical CO
® St Louis, ), 57,1 g de acido acético glacial (Sigma Chemical CO ®, St Louis) e 100
mililitros(ml) de EDTA 0,5 M, pH8.0 (Sigma Chemical CO ®, St Louis), em 1000 ml
de agua deionizada e destilada ( ddH20).

3.3.15 Agarose para eletroforese

Ultra PureTM Agarose Invitrogen (Invitrogen®, Carlsbad, CA) foi utilizada para
preparacao do gel em diferentes concentragdes, de acordo com cada protocolo. O
gel de agarose é a matriz na qual é aplicada uma amostra e que permite realizar a

separacao de moléculas, conforme o seu tamanho, forma ou carga.
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3.3.16 Kit de extracao de DNA

Foi utilizado o kit QiAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,Valencia, CA) que
contém colunas de centrifugacao, buffers e tubos de coleta para purificacao baseada

em membrana de silica.

3.3.17 Taq DNA Polimerase

A enzima com atividade DNA polimerase Platinum® Tag DNA Polymerase
(Invitrogen, Sao Paulo, Brazil) foi utilizada nas rea¢cdes em cadeia da polimerase,
Polymerase Chain Reaction (PCR).

3.3.18 Enzimas de restricao

As enzimas de restricdo utilizadas para digestdo dos produtos de PCR estéo
descritas no Tabela 5 e foram obtidas das empresas: (Fermentas, Hanover,MD);

(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) e (Thermo Scientific, Massachusetts,
EUA).

3.3.19 Deoxinucleotideos (dNTP)

Os nucleotideos dATP, dGTP, dCTP e dTTP foram obtidos da Invitrogen®,
Carlsbad, CA e foram utilizadas nas técnicas de PCR convencional na concentragéao
de 10mM.

3.3.20 Primers

Os primers utilizados nos protocolos de PCR convencional e sequenciamento
de DNA, foram obtidos da empresa Invitrogen®, Carlsbad, CA e estdo descritos nas

tabelas 5 e 6.
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3.3.21 Corante para DNA

Foi utilizado o Gel Red™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Inc, Hayward, CA)
um corante fluorescente de acido nucleico para coloracao do produto da PCR em gel

de agarose.

3.3.22 Enzimas para purificacao da PCR

Foram utilizadas para purificar a reacdo de PCR as enzimas Exonuclease |
(USB® Products Affymetrix, Inc, Cleveland, Ohio, USA) e Shrimp Alkaline
Phosphatase - SAP (Fermentas, Hanover, MD).

3.3.23 Dideoxinucleotideos

Para reacdao de sequenciamento foram utilizados dideoxinucleotideos
presentes no kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.3.24 Kit de purificacao da reacao de sequenciamento

Para purificacdo da reacdo de sequenciamento foi utilizado o BigDye X-
Terminator Purification Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.3.25 Polimero

Para eletroforese capilar foi utilizado polimero POP-7TM Polymer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA)

3.3.26 Marcador Molecular

Foi utilizado o marcador molecular de 100pb obtido da (LGC Biotecnologia
Sao Paulo, SP, Brasil)
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3.3.27 Preparo do tampao (TAE) 10X

Foi preparado dissolvendo-se 48,4 g de Tris, 11,42 ml de &cido acético glacial
e 20 ml de EDTA 500mM pH=8 em 1 litro de agua destilada.

3.3.28 Preparo do gel de agarose

A solucdo de agarose foi preparada em TAE 10x de acordo com a
concentracao especifica de cada protocolo (2% ,4%).Esta solucao era aquecida em
forno e microondas, durante 1 minuto e, apés resfriamento, adicionava-se 50 ug de
Gel Red™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Inc, Hayward, CA).

4 Métodos

4.1Testes Sorologicos

As amostras selecionadas foram analisadas sorolégicamente em 3 métodos:

o Ensaio automatizado no equipamento NEO® Immucor: metodologia que &
utilizada na rotina de testes sorolégicos de doadores. Além dos clones
utilizados na rotina, as amostras foram analisadas em L.| pela técnica de MC
com mais dois antissoros anti-D Blend Immucor. Esses antissoros também
foram utilizados nos testes confirmatérios em equipamento automatizado
pelo teste em F.S.

o Teste manual em tubo: realizado com oito reagentes anti-D comercialmente
disponiveis de diferentes fabricantes (Lorne, Fresenius e Bio-Rad). As
amostras com reatividade <2+ em L.I, foram submetidas a testes
confirmatérios para determinar a presenca do fenétipo RhD fraco que
incluiram o teste em fase de AGH.

o Gel-Liss: realizado com 2 antissoros anti-D Blend Bio-Rad previamente
testados em tubo e um antissoro anti-D IgG Bio-Rad utilizado somente em
GT. Gel neutro: realizado com 1 antissoro IgM Bio-Rad previamente testado

em tubo.
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Os protocolos foram realizados de acordo com as instru¢coes dos fabricantes.
As tecnologias e clones utilizados na andlise soroldgica estdo apresentados na
Tabela 2

Tabela 2 Técnicas e clones utilizados nas analises soroldgicas do antigeno RhD

Anti-D

Método Fabricante Anti-DigM IgG Anti-D IgM+IgG
Tubo-Manual Lome NV e RUM-1/MS-26
Tubo-Manual Fresenius MS-201 MS-26 _

Tubo-Manual Bio-Rad TH-28 _ TH28+MS-26, MS201+MS26
Gel-Liss-Manual Bio-Rad _ ESD1 TH28+MS-26, MS201+MS26
Gel NaCl Enzima-Manual Bio-Rad TH-28 _
Aglutinacao em Microplaca- )
Automagio Immucor RUM-1 _ D175+415,MS201+MS26,TH28+MS26
Fase Sdlida-Automacao Immucor _ _ D175+415,MS201+MS26,TH28+MS26

4.1.1 Tipagem RhD em equipamento automatizado

A rotina de tipagem RhD foi realizada no equipamento NEO® Immucor, que

utiliza MC, reagentes e amostras de sangue e executa testes pré selecionados.

O teste de hemaglutinacdo em MC em equipamento automatizado utiliza o
mesmo principio da hemaglutinagdo em tubo, porém em uma superficie menor. A
tipagem RhD foi realizada em MC utilizando os antissoros da rotina: anti-D rapid
(IgM RUM-1) e anti-D Blend: (IgM D175+IgG D415). Adicionalmente foram utilizados
os clones MS201+MS26 e TH28+MS26.

O protocolo do teste baseia-se na diluicdo de 53 microlitros (ul) de sedimento
de hemacia em 313 pL de Galileo Diluent seguido de incubagéo (6 minutos a 20°C)
com 10 uL de anti-D. Apos a incubacado, seguiram-se as etapas de centrifugacao,

leitura e interpretacao dos resultados.

A leitura da aglutinagéo é realizada por cameras que capturam a imagem pela
parte inferior da MC. O software NEO calcula um valor de reagédo para cada pogo e
atribui um resultado com base em critérios pré-definidos, associados ao valor
calculado da reacao. O equipamento utiliza um software para conduzir a mecanica e

0 processamento de dados.
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Todas as funcbes do equipamento sao totalmente automatizadas, incluindo:
manipulacdo de amostras e reagentes, pipetagem, incubacao, lavagem, agitacao,
centrifugacao, leitura e interpretacdo dos resultados. A interpretacdo dos resultados
ABO/RhD realizado pelo equipamento automatizado esta descrito na Figura 13.
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7117118147 0 RhO+  AD4...HO4
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Figura 13-Tipagem ABO/RhD pelo método de aglutinagdo em MC realizado no equipamento Neo®
Immucor

4.1.2 Teste confirmatério do antigeno RhD em equipamento automatizado

As amostras com resultados negativos ou <4+ de aglutinacdo em MC, foram
confirmadas pelo método de F.S em placas Capture-R®Select. O teste de Capture-R
é baseado nos procedimentos de Plapp e colaboradores.”’ Os glébulos vermelhos
sao inicialmente ligados as superficies dos pocos de teste de microtitulacdo em
polistereno. Apos incubacgdo, as imunoglobulinas residuais livres sdo removidas dos
pocos por lavagem e € adicionada uma suspensdao de globulos vermelhos
indicadores sensibilizados com anti-IgG. A centrifugacao vai possibilitar o contato
dos glébulos vermelhos indicadores com os anticorpos ligados aos glébulos
vermelhos imobilizados na MC. No caso de um teste positivo, a migracdo dos
glébulos vermelhos indicadores para o fundo do poco € impedida, devido a formacgao
de complexos anti-IlgG-lgG. Na auséncia de interacdes detectaveis antigeno-
anticorpo (teste negativo), os globulos vermelhos indicadores ndo se ligam aos
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glébulos vermelhos imobilizados e aglomeram-se no fundo dos pocos, como botdes

fortemente compactados.

O protocolo deste teste consiste em adicionar em uma MC(Capture-R®Select
uma suspensao de 70 pL de diluente (System Liquid) com 3 uL de hemacias ) Apoés
breve centrifugacéo e lavagem, 10 pl de anti-D IgM+IgG (IgM clone D175 e IgG
clone D415) e 50 pl de LISS sao pipetados. Apos incubagao de 15 minutos a 37°C e
lavagem, adiciona-se a célula indicadora (Capture—R Indicator Red Cells), e, apds
centrifugacéo, realiza-se a leitura e interpretagdo dos resultados no equipamento

Neo.

De acordo com o fabricante as caracteristicas de desempenho do sistema de
teste Capture-R Select foram estabelecidas em avaliacées paralelas com o Capture-
R Modificado e métodos de hemaglutinagdo em tubo. Os resultados destes estudos
demonstram que o teste Capture-R Select tem uma especificidade e sensibilidade
semelhantes, quando sao testadas amostras conhecidas que contém anticorpos IgG

especificos para os antigénios eritrocitarios.

Em paralelo ao protocolo de rotina, foram utilizados também os clones
MS201+MS26 e TH28+MS26 Immucor para confirmacdo. As etapas de leitura e
interpretagdo de resultados estdo descritas no item 4.1.1. Os resultados do teste

confirmatorio em F.S estao descritos na Figura 14
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1717117054 Negative  A03...503 C@@
1717117012 Negative C03...003
1717117050 Negative ED3...F03 o@
mnizz? Negative GO3...H03
4017117100 Negative A4...B04 :@@
1717117018 Negative COM...004
mnzon Negative EO4...FO4 F@.
7817117026 Negative  GOM.. . HO4 G@@
4017117086 Negative A0S...B0S
7817117023 Negative  C0S...005 n@@
1717117023 Negative E05.. FOS
1717117063 Negative  GOS.. HOS
4017117085 Negative  AD6.. BO6
7817117022 Negatve C06...006 "

Figura 14 — Teste confirmatério de RhD pelo método de F.S realizado no equipamento Neo®
Immucor
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4.1.3 Fenotipagem para os antigenos C, c, E, e em equipamento automatizado

As amostras com fraca expressdao do antigeno RhD foram submetidas ao
protocolo de fenotipagem dos antigenos C, ¢, E, e para a determinagéo do haplétipo
Rh. A fenotipagem estendida foi realizada em MC no equipamento automatizado
NEO®.

O protocolo deste teste baseia-se na adigdo de uma suspensao de 314 pL de
Galileo Diluent com 4 uL de sedimento de hemacia e, 10 ul de cada antissoro anti-
C,-c,-E —e em uma MC. Apébs breve incubacao (5 minutos a 20° C), realiza-se
centrifugacao e posterior leitura e interpretacdo. As etapas de leitura e interpretagéo
de resultados estdo descritas no item 4.1.1.

4.1.4 Tipagem RhD em tubo

Todas as amostras foram submetidas ao protocolo de tipagem RhD em tubo,
conforme descrito no Tabela 2. As rea¢des negativas ou <2+ foram confirmadas em
fase de AGH.

Teste manual em tubo (L.1.)

Para cada amostra analisada, foram identificados 2 tubos com o nimero da
amostra do doador: 1 anti-D, 1 Controle de Rh (ctrh) quando necesséario. Apdés
identificacdo dos tubos 50uL das hemacias em teste a 5% em solugao salina 0,9%,
foram adicionadas com 50uL do antissoro anti-D e 50uL de ctrh nos respectivos
tubos. Os tempos de incubacdo em temperatura ambiente (T.A) foram seguidos de
acordo com o protocolo de cada fabricante e; apds incubacao, os tubos foram
homogeneizados e posteriormente centrifugados por 15 segundos a 3200 rpm
(rotagbes por minuto). A leitura das reagbes foi realizada em aglutinoscopio por um
Unico observador e a intensidade de aglutinacao (0 a 4+) foi registrada. Figura 15A.

Teste confirmatoério em tubo (AGH)

As amostras com reagdes <2+ foram incubadas a 37°C em banho-maria e,
apos incubacao, as hemacias foram lavadas 3 vezes com solucao fisiolégica e o
sobrenadante totalmente decantado. Adicionou-se 50uL de soro anti-IgG e apds
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centrifugacao por 15 segundos a 3200 rpm, foi realizada a leitura e interpretacao dos
resultados. A leitura das reacdes foi realizada em aglutinoscopio por um unico

observador e a intensidade de aglutinacao (0 a 4+) foi registrada. Figura 15B.

a)L.l b) AGH

Figura 15 - Teste de tipagem RhD e controle de Rh pelo método em tubo,
15 a) L.I com resultado negativo.
15 b) Em fase de AGH com presenca de fraca aglutinacdo do antigeno RhD.

Os resultados em L.I e fase de AGH foram visualizados e classificados de

acordo com o grau de hemaglutinacao, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3 Classificagdo das reagdes de hemaglutinacao em tubo de acordo com as intensidades

++++ Botao Sdlido

4+ Grumos grandes

++ Grumos pequenos

+ Grumos muito pequenos
w Sem grumos a olho nu
Negativo Hemacias suspensas

4.1.5 Tipagem RhD em gel NaCl/Enzima

Todas as amostras foram submetidas ao protocolo de tipagem RhD em gel

Enzima/NaCl, conforme descrito naTabela 2.

Cada amostra analisada foi identificada com seu respectivo numero em 2
microtubos de gel Enzima/NaCl ; o primeiro para o antissoro anti-D, o segundo para
o respectivo controle. Apés identificacao dos cartbes, 50 yL das hemacias a 0,8%

em diluente 1 e 25 pL do anti-soro anti-D foram adicionados aos tubos contendo gel
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neutro. Apds incubagado de 15 min em T.A os cartdes foram centrifugados a 2000

rpm por 10 minutos.

Os resultados foram visualizados por um Unico observador e classificados de

acordo com o grau de hemaglutinacdo, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 Classificagdo das reacdes de hemaglutinacdo em gel de acordo com as intensidades

Intensidade de Hemaglutinacao

++++ Faixa de glébulos vermelhos aglutinados na parte superior da coluna

Faixa superior de aglutinagdes, de tamanho médio na metade

+++ :
superior da coluna

++ Aglutinacdes de tamanho pequeno ou mediano na extengao da coluna
+ Algumas aglutinagées de tamanho pequeno na coluna
w Escassas aglutinagdes de tamanho pequeno na metade inferior da
coluna
Negativo Faixa de glébulos vermelhos no fundo e na parte restante da coluna

sem aglutinagdes visiveis

4.1.6 Tipagem RhD em gel Liss Coombs

Todas as amostras foram submetidas ao protocolo de tipagem RhD em gel

Liss Coombs, conforme descrito no Tabela 2.

Apés identificagdo dos cartdes, 50 pL das hemacias a 0,8% em diluente 2 e
25 pL do anti-soro anti-D foram adicionados aos tubos contendo gel e soro
antiglobulina humana. Apés incubacado a 37 °C por 15 minutos, os cartdes foram
centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos. A leitura das reacgdes foi realizada de

acordo com os padrdes de aglutinagdo em GT.

A leitura das reacdes foi realizada visualmente e a intensidade de aglutinacao
(0 a 4+) foi registrada. Figura 16. Os resultados foram visualizados por um Unico
observador e classificados de acordo com o grau de hemaglutinagdo, conforme

descrito na Tabela 4.
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Figura 16 - Teste de tipagem RhD e controle de Rh pelo método de aglutinagdo em gel Liss/Coombs
A primeira amostra apresentou reacao de aglutinacao fraca (1+), a segunda amostra apresentou
reacao mais intensa (3+), o controle de Rh se manteve negativo validando a reagao.

4.2Testes Moleculares

4.2.1 Extracao de DNA

As amostras incluidas neste estudo foram investigadas molecularmente para
a identificacdo da variante RhD. Para isso, foi realizada a extracdo de DNA a partir
de 200 pL de buffy coat utilizando o DNA blood mini kit (QlAamp, Qiagen, Inc.,
Valencia, CA) de acordo com as instrucées do fabricante. A concentracao de DNA
foi estimada no equipamento NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermalCycler,
Uniscience Inc., Sdo Paulo, SP, Brazil) e as amostras foram armazenadas em
freezer -20°C.

4.2.2 PCR-Multiplex

Inicialmente todas as amostras foram submetidas a uma reacdao de PCR
multiplex, com amplificacées dos éxons 3, 4, 5, 7 e 9 do gene RHD, através de um

protocolo adaptado de Maaskant et al.”®

A técnica de PCR multiplex foi realizada
para um volume final de 12,5uL, contendo 100ng de DNA, 0,65U de Taq Platinum

Polimerase e tampao apropriado suplementado com 2mM de MgCl,, 0,2mM de cada
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dNTP e concentracbes variadas dos primers. A reagdo foi submetida as seguintes
condicdes: denaturacao prévia de 95°C por 15min, seguida de 32 ciclos de 95°C por
15 min, 55,6°C por 1 min e 72°C por 45 seg, e uma extensao final de 72°C por 10
min. O produto foi visualizado em gel de agarose 4%. Figura 17.

157 pb

126 pb
111 pb
96 pb

71pb

Figura 17PCR Multiplex em gel de agarose a 4%. Amplificagdo dos exons 3, 4, 5, 7 e 9 do gene RHD.
Linha 1 Marcador molecular de 50pb

Linha 2 indica a amplificagdo dos exons 5,4, 3,7 e 9

Linha 3 amplificagdo dos exons 5,4,3e 7

Linhas 4 e 5 indicam a amplificagao dos exons 4,3 e 9

Esta reacdo nos permitiu identificar os seguintes polimorfismos: 455A>C, 602
C>G, 667 C>G, 1048 G>C e 1154 G>C. Estes polimorfismos sdo encontrados em
diferentes variantes, portanto baseando-se no resultado da PCR multiplex e no
haplétipo previamente fenotipado (CcEe) direcionamos a investigacdo a protocolos
especificos de PCR-RFLP e/ou seqlenciamento de éxons especificos conforme
descrito por Arnoni e colaboradores.”
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A PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfisms), foi realizada para

genotipagem dos antigenos RhD fracos, tipo 1, tipo 2 e tipo 3, e os parciais DAR e

DAU. Os primers e as enzimas de restricao utilizadas estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 Sequencia de primers, temperatura de annealing e enzimas de restricdo das reacdes de
PCR-RFLP para identificagdo do gene RHD

Variante . , Enzima de
Troca Exon RHD Sequencia de Nucleotideos Temp Restricéo
DFraco  sense ATAGAGAGGCCAGCACAA
8C>G 1 tipo3  Antisense AGAAGATGGGGGAATCTTTTTCCT 63°C  Sacl
sense TCCATAGAGAGGCCAGCACAA . Apal
48G>C 1 DAR4T  nigene GCTATTTGCTCCTGTGACCACTT 62°C
sense TAAGCACTTCACAGAGCAGG .
744C>T 5 DAR1.2  pidense TATGTGTGCTAGTOCTOTTAGAG 60°C Bitsimutl
DFraco  sense AGATGTGATGGGTGCCTAGGATGCTGTGCACCT
809T>G 6 tipo1  Antisense CCTGCTGGCCTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG 62°C  Apall
835G>A 6 DAU3 sense AGATGTGATGGGTGCCTAGGATGCTGTGCACCT 62°C Nialll
= DAU4  Antisense CCTGCTGGCCTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG
DART.1
sense CATCCCCCTTTGGTGGCC BseY!
957G>A 7 gﬁg;-f Antisense AAGGTAGGGGCTGGACAG 64°C
DAUZ sense CTTCATTTCAACAAACTCCCCGA
ense °
998G>A 7 gﬁﬂs Anisonse GTGATAAATCCATCCAAGGTAGGGGCCGGCCAGAAT —06°C Acul
sense CTGGAGGCTCTGAGAGGTTGAG
1136C>T 8 DAU  antisense CATAGACATCCAGCCACACGGCA 62°C  Nialll
1154G>C 9 D Fraco Sense TGAGATACTGTCGTTTTGACACACAATACTTC 55°C Alul
> tipp2  Ansense GTTTTACTCATAAACAGCAAGTCAACATATATCCT

A PCR foi padronizada para um volume final de 12,5 pL, contendo 100ng de

DNA, 0,5U de Taq Platinum Polimerase e tampao apropriado suplementado com

2mM de MgCly, 0,2mM de cada dNTP e 0,2uM de primer. A reagéo foi padronizada

de acordo com a temperatura de anelamento de cada primer descrito na Tabela 5.

O produto foi visualizado em gel de agarose 2%. Ap6s avaliar a eficiéncia da

PCR foi realizada a digestao enzimatica conforme orientado pelo fabricante. Figura

18.
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426pb
271 pb

155 pb

Figura 18 - PCR RFLP em gel de agarose a 2% ldentificagao de uma variante RhD fraco tipo 3.
Linhas 1, 2 e 3, amplificacao de 271 pb e 155 pb, 0 que nao caracteriza a variante RhD fraco tipo 3
Linha 4 amplificagdo de 426 pb, caracterizando a variante RhD fraco tipo 3

Linha 5 marcador de peso molecular de 100pb

4.2.4 Sequenciamento

Inicialmente foi realizada a PCR para amplificacdo dos éxons do gene RHD
utilizando os primers descritos na Tabela 6. A reacéo teve 12,5 ul de volume final,
contendo 100ng de DNA, 0,4uM de primer e 6,25ul de 2X PCR Master Mix. e foi
realizada sob as seguintes condicbes: denaturacdo prévia de 95°C por 10 min,
seguida de 35 ciclos de 92°C por 20 seg, temperatura de anelamento especifica por

30 seg e 72°C por 90 seg, e uma extensao final de 72°C por 5 min.



Tabela 6 Primers para amplificacdo do gene RHD e sequenciamento
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E Sequencia de Nucleotideos Produto
xon

Exon1-s TCAACTGTGTAACTATGAGGAGTCAG

Exon1-a GCTATTTGCTCCTGTGACCACTT 767 pb
Exoni-seq TCCATAGAGAGGCCAGCACAA

Exon2-s TGACGAGTGAAACTCTATCTCGAT

Exon2-a GGCATGTCTATTTCTCTCTGTCTAAT 1602 pb
Exon2-seq CCTGGATTCCTTGTGATACACG

Exon3-s GTCGTCCTGGCTCTCCCTCTCT

Exon3-a CTTTTCTCCCAGGTCCCTCCT 219 pb
Exon3-seq GGTCCCTCCTCCCAGCAC

Exon4-s GCCGACACTCACTGCTCTTAC

Exon4-a TGAACCTGCTCTGTGAAGTGC 378 pb
Exon4-seq GGGAGATTTTTTCAGCCAG

Exon5-s TAAGCACTTCACAGAGCAGG

Exon5-a TATGTGTGCTAGTCCTGTTAGAC 516 pb
Exon5-seq TAAGCACTTCACAGAGCAGG

Exon6-s CAGGGTTGCCTTGTTCCCA

Exon6-a CTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG 274 pb
Exon6-seq CTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG

Exon7-s CATCCCCCTTTGGTGGCC

Exon7-a AAGGTAGGGGCTGGACAG 405 pb
Exon7-seq GTCTCACCTGCCAATCTGCT

Exons-s CTGGAGGCTCTGAGAGGTTGAG

Exon8-a CATAGACATCCAGCCACACGGCA 516pb
Exons-seq CTGGAGGCTCTGAGAGGTTGAG

Exon9-s TGCAGTGAGCCGAGGTCAC

Exon9-a CACCCGCATGTCAGACTATTTGGC 697 pb
Exon9-seq GAGATTAAAAATCCTGTGCTCCAAAC

Exon10-s CAAGAGATCAAGCCAAAATCAGT

Exon10-a AGCTTACTGGATGACCACCA 381 pb
Exon10-seq CAGTCTGTTGTTTACCAGATGTTGTTAT

Apo6s a eletroforese em gel de agarose (2%) para avaliar a eficiéncia da

reacao, 5ul do produto da PCR foi purificado com 0,5ul da Exonuclease | e 1,0ul de

Shrimp Alkaline Phosphatase - SAP (Fermentas, Hanover, MD) para remogéo do

excesso de dNTPs e primers (37°C durante 45 minutos + inativacdo das enzimas a

80°C por 15 minutos).



53

Para a reacao de sequenciamento que teve volume final de 20ul, foi utilizado

3ul do PCR purificado adicionado a 0,15uM de primer sense ou antisense, 2yl de

BigDye e tampao apropriado. Esta reacao foi submetida a ciclagem: 96°C por 2min,

seguida de 26 ciclos de 96°C por 10 seg, 50°C por 15 seg e 60°C por 4min. O

produto a ser sequenciado foi purificado com o kit BigDye X-terminator conforme as

orientac6es do fabricante. O sequienciamento foi realizado no sequenciador 3500xL

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) com POP-7™ Polymer (Applied Biosystems)

e o resultado analisado no software CLC Sequence Viewer. Figura 19
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Figura 19 - Eletroferograma da reagao de sequenciamento apds normalizacao de dados.
Cada elevagdo do grafico representa o nucleotideo (A,T,C,G) correspondente a uma posicao
especifica do fragmento amplificado



54

4.3 Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do software R version 3.4.0
(2017-04-21).7

Para realizacdo dos testes estatisticos, os resultados obtidos através dos
testes de aglutinagéo foram convertidos em escores como determinados na Tabela
7.

Tabela 7 Referéncias para convergcao dos resultados de aglutinagao em escores utilizados na analise
estatistica.

AGLUTINACAO ESCORE

4+ 99
3+ 85
2+ 70
1+ 50
W 20
Negativo 10

Os testes de Wilcoxon nado foram aplicados entre pares de variaveis; em vez
disso, a mediana de cada varidavel foi comparada com o valor 10 (indicador de

resultado negativo).

Foi utilizado o teste de Wilcoxon para avaliar a relacao da eficiéncia de

aglutinacao entre os antisoros descritros anteriormente e metodologias utilizadas.

Cada variavel foi analisada de trés formas: para os 101 doadores; para os 13
doadores com Variante RhD Fraco Tipo 11 ou Tipo 38; e para os demais doadores
(101 - 13 = 88). As analises referem-se aos reagentes (clones IgG e IgM+IgG)

utilizados em testes confirmatorios em fase de AGH (Antiglobulina Humana).
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5 Resultados

5.1 Testes Moleculares

Foi realizado um estudo sistematico a nivel molecular em 101 amostras, para
determinar a frequéncia de alelos RHD variantes presentes na populacdo de

doadores de sangue da Colsan - Associacao Beneficente de Coleta de Sangue.

5.1.1 Resultados da genotipagem RHD em doadores voluntarios de sangue

A analise molecular das variantes RhD foi concordante com resultados
sorolégicos prévios. Todos os individuos do estudo foram previamente tipados como
RhD fraco pelo teste de hemaglutinacdo, e na sua totalidade, apresentaram alelos
RHD variantes. Das 101 amostras estudadas, 49 foram caracterizadas
molecularmente como RhD parcial, 51 como RhD fraco e 1 apresentou associagéo
de RhD parcial e RhD fraco. Os resultados obtidos encontram-se na figura 20.

101 amostras
100%

RhD Parcial RhD Fraco RhD Fraco/Parcial
49 (48,5%) 51 (50,5%) 1(1%)

Figura 20 - Resultado da analise molecular das amostras de doadores voluntarios de sangue

5.1.2 Resultados da caracterizacao molecular das variantes RHD

O estudo molecular dessas amostras permitiu demonstrar quais as variantes
presentes nessa populacdo de doadores e sua correlacdo com os resultados
sorolégicos. No total foram identificados 15 alelos RHD, 10 alelos referentes a RHD
parcial e 5 alelos a RHD fraco. Os resultados demonstraram que o alelo
RHD*DAR1.2 foi 0 mais frequente nessa populacao de doadores e correspondeu a
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29,7% do total de amostras, seguido pelo RHD*D fraco tipo 3 (20,8%), RHD*D fraco
tipo 38 (9,9%) e RHD™D fraco tipo 1 (8,9%).

Outros alelos menos prevalentes corresponderam a 30,7% de todas as
amostras estudadas. Os alelos RHD que codificam os antigenos D fracos tipos 1, 2
e 3 representaram 37% das variantes RhD encontradas. Em 3 doadores, ainda
pudemos observar a presenca do RHDy em heterozigose com um alelo RHD
normal. Os tipos de RhD fraco e parciais encontrados e suas frequéncias estao

descritas na figura 21.

RHD Parcial RHD Fraco RHD Fraco/Parcial
n=49 n=>51 n=1
DAR1.2 n=31 *Fracotipo3  n=22 *Fracotipo 2/DAR1.2
*DAR1 n=>5 . n=1
*DAR3.1 n=3 Fracotipo 38 n=10
*DAU4 n=3 sFracotipol n=9
*DMH n=2
*»DAUD n=1 *Fracotipo 2 n=7
*DAv2 n=1 eFracotipo1l n=3
*DAUS n=1
*DAUG n=1
=DVII n=1

Figura 21 - Resultado da caracterizacdo molecular das amostras de 101 doadores de sangue com
fraca expressao do antigeno RhD

5.1.3 Resultados da associacao das variantes RhD com haplétipos RH

Os tipos de alelos RHD identificados foram associados aos haplétipos RH
determinados molecularmente nas 101 amostras de doadores de sangue. Os
resultados demonstram que as variantes RhD parcial identificadas, estéo
relacionadas ao haplétipo Ro (cDe) enquanto que os tipos de D fraco, na sua
maioria, estdo relacionados ao haploétipo Ry (CDe),com excecdo do D fraco tipo 2
que estd associado com o haplétipo Rz (cDE), estando portanto esses achados

concordantes com a literatura.*°

Em relagdo a variante RhD fraco tipo 11 que apresenta uma densidade
antigénica muito baixa, a associagdo mais comum descrita € com o haplétipo Ro
(cDe), porém, em nosso estudo, todas as amostras D fraco tipo 11 possuem o

fenétipo R1r (Cde/cde), o que pode sugerir associacao com o haplétipo CDe, a qual
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ja foi anteriormente descrita e relacionada ao fenétipo DEL.”A figura 22 mostra a
associacao dos tipos de variantes RhD encontradas com os haplétipos RH.

Associacao das
variantes RhD com
os haplotipos RH

cDE
n=7
*DAR1.2 n=31 *DVII n=1 eFracotipo2 n=7
*DAR1 n=5 eFracotipo 3 n=22
*DAR3.1n= 3 *Fracotipo 38 n=10
*DAU4 n= 3 eFracotipol n=9
*DMH n= 2 *Fracotipo 11 n=3
*DAUO n=1
*DAU2 n=1
*DAUS n=1
*DAU6 n=1

Figura 22 - Resultado da associagdo dos haplotipos RH e a caracterizacdo molecular das amostras
de 101 doadores de sangue com fraca expressao do antigeno RhD

5.2Testes Sorologicos

Com a finalidade de verificar a reatividade soroldégica do antigeno RhD
utilizando diversos clones e diferentes metodologias, as amostras do estudo foram
avaliadas pelas técnicas de aglutinacdo em tubo, MC e Gel, e teste confirmatdrio em
F.S com diversos reagentes anti-D.

5.2.1 Resultados dos testes soroldgicos realizados pelo método de aglutinacdao em
tubo

Fase de L.I.

Em relacdo aos testes realizados em tubo, nossos resultados apresentaram
um padréo de reatividade variado entre os diversos clones utilizados, principalmente
na fase de L.I. Os reagentes anti-D clones IgM RUM1, IgM MS201 e Blend
RUM1+MS26 da Lorne, foram mais sensiveis nos testes de aglutinacao direta em
tubo na fase de L.l. Os demais antissoros,IgM clones MS201 (Fresenius) e TH28
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(Bio-Rad), e Blend TH28+MS26 e MS201+MS26 ambos da Bio-Rad, assim como o
antissoro 1gG MS26 (Fresenius), foram menos sensiveis, detectando menos

amostras e reagindo mais fracamente, como podemos observar na Tabela 8.

Tabela 8 Porcentagem de amostras detectadas de acordo com o grau de aglutinacdo em L.| pelo
método de aglutinagédo em tubo obtidos por reagentes anti-D IgM e Blend

Fabricante Lorne Fresenius Bio-Rad
IgM IgM Blend IgM IgM Blend Blend
Ag(I;L:?il:l ::50 RUM1  ms201 R ms201  THzs oo+ MS2Ol+
% % % % % % %
3-4+ 23,7 21,8 25,7 9,9 13,8 11,9 15,9
1-2+ 46,5 52,5 44,6 46,5 40,6 41,6 455
w* 13,9 7.9 12,9 21,8 25,7 22,8 17,8
0 15,9 17,8 16,8 21,8 19,9 23,7 20,8

*fraca aglutinagao

Conforme mencionado anteriormente, obtivemos resultados mais conclusivos
com o antissoro Blend RUM1+MS26 (Lorne). Para isso, foram consideradas
amostras que obtiveram resultados =2+ de aglutinagao em L.I, critério utilizado para
conclusdo dos testes nessa fase. Nos demais antissoros, Blend clones TH28+MS26
e MS201+MS26 da Bio-Rad e Fresenius IgG clone MS26, observamos um padrao
de aglutinacao inferior a 2+ na maioria das amostras testadas, e portanto, nesses
casos, houve a necessidade de teste confirmatorio em fase de AGH para concluséo
dos resultados. Testes estatisticos demonstraram que o antissoro IgM RUM1
apresentou uma média de 61,2 de sensibidade em relacao a deteccao do antigeno
D. A Tabela 9 descreve a média de desempenho dos antissoros IgM e IgM+IgG na

fase de L.I em tubo.

Tabela 9 Média de reatividade dos antissoros anti-D IgM e IgM+IgG na fase de L.| em tubo

. Bio-Rad
. Lorne Fresenius
Fabricante
IgM IgM Blend IgM igM Blend Blend
RUM1 MS201 RUM1+ MS201 TH28 TH28+ MS201+
MS26 MS26 MS26

Média de reatividade
61,4 60,9 60,9 42,4 42,9 42,6 46
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Teste Confirmatério (Fase de AGH)

As amostras com reagdes<2+ em L.I. pela técnica de aglutinagdo em tubo,
foram testadas em fase de AGH com antissoros IgG e IgM+1gG para a detec¢ao do
antigeno RhD. O numero de amostras confirmadas na fase de AGH esteve
diretamente relacionada ao desempenho dos mesmos antissoros na primeira fase
do teste. De maneira geral, os reagentes testados nessa fase apresentaram
desempenho similar. O método de aglutinagcdo em tubo nao foi sensivel o suficiente
para detectar todas as variantes RhD. O antissoro IgG MS26 Fresenius reagiu com
89 amostras, e os demais, Blend RUM-1/MS-26 Lorne, Blend TH28+MS26 eBlend
MS201+MS26 Bio-Rad, apresentaram reatividade com 88 amostras de um total de
101 amostras testadas. Na andlise estatistica embasada nos graus de aglutinacao
obtidos, o teste de Wilcoxon apresentou valores significativos (P<=0.001) para todos
0s reagentes analisados pelo método em tubo. As amostras realizadas em tubo na
fase de AGH encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 Porcentagem de amostras concluidas na fase de AGH pelo método de tubo com antissoros
IgG e IgM+IgG

Fabricante
Lorne Fresenius BioRad
Agclil.rl?ilrjlggéo BlendRUM1+MS26 Mo26 THOBIMS26  MS201sMS26
% % % %
N/R* 56,4 9,9 29,6 30,6
3-4+ 0 1 0 0
1-2+ 25,7 68,3 43,6 46,5
W** 4,9 8,9 13,8 9,9
Total 87 88,1 87 87
p-valor*** P<=0,001 P<=0,001 P<=0,001 P<=0,001

* amostras nao realizadas, concluidas em fase de L.|
** fraca aglutinagcdo
***p valor obtidos através do teste de Wilcoxon

5.2.2 Resultados dos testes soroldgicos realizados pelo método de aglutinacao em gel
Liss/Coombs e gel NaCl/Enzima

Todas as amostras do estudo foram avaliadas pela técnica de aglutinacao
em gel Liss/Coombs com os antissoros Blend TH28+MS26 e MS201+MS26 Bio-Rad,
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assim como em gel NaCl/Enzima com o antissoro IgM TH28 Bio-Rad. No entanto,
apenas 33,6% das amostras foram testadas com o antissoro clone ESD1 Bio-Rad,
uma vez que o mesmo foi introduzido posteriormente ao trabalho. Comparando
apenas os antissoros testados com o numero total de amostras, notamos que os
mesmos detectaram entre 83% e 87% das variantes RhD com aglutinacao entre 3+

e 4+.

Assim como na metodologia em tubo, os testes de aglutinacdo em gel
também n&o foram sensiveis o suficiente para detectarar todas as variantes RhD, e
em geral, os reagentes testados em gel Liss/Coombs apresentaram desempenho
similar. Os antissoros Blend TH-28+MS26 e MS201+MS26, reagiram com 91
amostras, e o antissoro IgM TH28 em gel NaCl/Enzima, apresentou reacao com 89
amostras de um total de 101 amostras testadas. Na analise estatistica embasada
nos graus de aglutinacao obtidos, o teste de Wilcoxon apresentou valores
significativos (P<=0.001) para todos os reagentes analisados pelo método em gel.
Esses resultados podem ser observados na Tabela11.

Tabela 11 Porcentagem de amostras concluidas em fase de AGH pelo método de aglutinagcdo em gel
Liss/Coombs e gel NaCl/Enzima com reagentes anti-D Bio-Rad

Fabricante Bio-Rad
GelLiss/Coombs GelLiss/Coombs Gel NaCl/Enzima
Grau de Blend TH28+MS26 Blend MS201+MS26 IgM TH28
Aglutinacao
% % %
3-4+ 87,2 87,2 83,2
1-2+ 0 1 1
w* 2,9 1,9 3,9
Total 90,1 90,1 88,1
p-valor** P<=0,001 P<=0,001 P<=0,001

*fraca aglutinagao
p-valor** valor obtidos através do teste de Wilcoxon

5.2.3 Resultados dos testes soroldgicos realizados pelo método de aglutinacao em
microplaca e F.S em equipamento automatizado

Fase de L.1.

Nos testes de aglutinagdo em microplaca (MC), o reagente anti-D Blend clone
D175+415 obteve melhores resultados do que os demais clones da empresa
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Immucor. Os testes realizados em L.l. com esse antissoro apresentaram aglutinacao
entre 3+ e 4+ com 32,6% das amostras. Os demais clones Immucor obtiveram
resultados inferiores conforme apresentado na Tabela 12. .

Tabela 12 Porcentagem de amostras e grau de aglutinacdo em L.| pelo método de aglutinagdo em
MC com reagentes anti-D Immucor

Fabricante Immucor
IgM RUM-1 Blend D175 + 415 Blend MS201+MS26 Blend TH28 +MS26
Grau de Aglutinacao
Yo Y% Y% Yo

3-4+ 23,8 32,7 12,9 11,9

1-2+ 49,5 42,6 18,8 35,6

w* 5,9 7,9 16,8 12,9

0 20,8 16,8 51,5 39,6

Total 100 100 100 100

*fraca aglutinagéo

Testes estatisticos demonstraram que o antissoro Blend D175+415
apresentou uma meédia de 68,3 de sensibidade em relacdo a deteccédo do antigeno
D. A Tabela 13 descreve a média de desempenho dos antissoros IgM e IgM+IgG na
fase de L.l em MC.

Tabela 13 Média de reatividadde dos antissoros IgM e IgM+IgG na fase de L.| em MC

Fabricante

igM Blend Blend Blend
Immucor RUM1  D175+415 MS201+MS26 TH28+MS26
Média de Reatividade 63,3 68,3 35,7 43,9

Teste Confirmatorio em F.S.

O critério adotado para confirmacao do antigeno RhD fraco em F.S., foi
diferente do que foi adotado na fase de AGH pelo método em tubo. Nesse teste,
foram selecionadas amostras com escore 88 o que ainda corresponde a 4+ de

aglutinacéao.

Os antissoros Blend D175+415 e MS201+MS26 utilizados no método de F.S,
detectaram 100% das variantes RhD. Esses dois reagentes apresentaram escore de

reacdo entre 80 e 99 com a maioria das amostras testadas. Esse padrédo de
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reatividade foi observado em 84,1% das amostras em relagdo ao clone Blend
D175+415, e 89,1% em relacéo ao clone Blend MS201+MS26.

O antissoro Blend TH28+MS26 foi menos sensivel que os demais clones
Immucor, e detectou 97% das variantes RhD. As amostras concluidas no teste de
L..I em MC, ndao foram submetidas ao teste confirmatério em F.S. e estédo
identificadas no Tabela como N/R. Na analise estatistica considerando as variantes
de menor densidade antigénica, o teste de Wilcoxon apresentou valores
significativos diferentes para os reagentes analisados pelo método de F.S. Os
resultados podem ser observados na Tabela 14

Tabela 14 Porcentagem de amostras concluidas pelo método de F.S com reagentes anti-D Immucor

Fabricante Immucor
Blend Blend Blend
Escore de reacdo D175 + 415 MS201 + MS26 TH28 + MS26
Y% % %
N/R* 11,9 6,9 6,9
80-99 (3-4+) 84,2 89,2 83,2
51-79 (1-2+) 3,9 3,9 5
22-50 (W)** 0 0 1,9
Total 100 100 97
p-valor*** P<=0,001 P<=0,001 P<=0,005

* amostras nao realizadas, concluidas em fase de L.I
** fraca aglutinagcao
p-valor*** valor obtidos através do teste de Wilcoxon

5.2.4 Variantes RHD e reatividade sorolégica em L.I

Nossos resultados demonstraram que algumas variantes RhD apresentaram
reatividade similar com todos os clones de reagentes anti-D utilizados pelas técnicas
de tubo e microplaca. Os fenétipos DARS3.1, DAUO, DAU2, DAU4 e DAUS,
apresentaram padrdo de aglutinacao entre 3+ e 4+ com todos os reagentes e
técnicas utilizadas na fase de L.I. Outros fené6tipos como DAR1, DAU6, DMH e DVII,
apresentaram reagdes mais fracas entre 1+ e 2+ em L.I. pelos mesmos métodos ja
citados. Em relacdo as outras variantes encontradas em maior nimero como
DAR1.2, D Fraco tipo 3 e D Fraco tipo 1, observamos uma ampla variacao nas
reatividades pelo método em tubo, entre W (fraco) e 4+ em L.I, com excecao da
variante D fraco tipo 2, que apresentou reagdes mais fracas com a maioria dos
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clones e metodologias utilizadas. As variantes RhD fraco tipo 38 e tipo 11 ndo foram
detectadas em fase de L.l pelo método em tubo com nenhum clone testado, assim
como em MC, teste de rotina que é realizado em equipamento automatizado. Os
dados apresentados podem ser observados na Tabela 15, a qual mostra o padrao
de reatividade em L.I. nas técnicas de tubo e MC de todas as variantes analisadas.



Tabela 15 Niumero de amostras e grau de aglutinacdo em L.l com diversos reagentes anti-D
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5.2.5 Variantes RHD e reatividade sorolégica com os testes confirmatérios em tubo,
gele F.S

Entre as variantes identificadas como D parcial, 49 amostras (48,5%), foram
na sua totalidade identificadas em fase de AGH pelos testes confirmatérios de RhD,
através dos métodos de aglutinagcédo em tubo, gel e F.S, com todos os clones IgG e
blend (IgM+1gG) testados.

Em relacdo as amostras caracterizadas como D fraco, em 51 amostras
(50,5%), observamos que as variantes RhD fraco tipos 1 e 3, apresentaram
resultados entre W e 2+ pelo método de aglutinacao em tubo, e reatividade entre 3+
e 4+ pelos métodos em gel e F.S.

As amostras identificadas como RhD fraco tipo 38, apresentaram reacdes
negativas nos testes confirmatérios em tubo com os clones Blend RUM1+MS26
(Lorne), Blend TH28+MS26 e MS201+MS26 ambos (Bio-Rad), sendo que, apenas o
clone 1IgG MS201 (Fresenius) foi capaz de detectar este fenétipo em uma amostra.
Ainda em relacdo a essa variante, observamos que 0s mesmos clones Blend
(TH28+MS26 e MS201+MS26) da Bio-Rad utilizados na técnica em tubo reagiram
em 30% das amostras pela técnica de aglutinacdo em gel Liss/Coombs.

As amostras caracterizadas como RhD fraco tipo 2, as quais apresentaram
reacdes negativas ou fracamente reativas nos testes em tubo e microplaca em L.1.,
obtiveram reacdes mais fortes nos testes confirmatérios, apresentando padrédo de

aglutinacdo entre 1+ e 2+ nos testes em tubo e entre 3+ e 4+ em F.S.

A variante RhD fraco tipo 11 nao foi detectada pelas técnica de aglutinacao
em fase de AGH pelas técnicas de tubo e gel com nenhum clone utilizado. Em
relagdo a essa variante, apenas os antissoros Immucor Blend D175+415 e
MS201+MS26, utilizados na técnica de F.S foram eficazes na sua identificagéo.

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos na fase de AGH pelos métodos

de aglutinacdo manual em tubo, gel e em F.S. no equipamento automatizado.
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Tabela 16 Niumero de amostras e grau de aglutinacdo em AGH e fase sélida (capture) com diversos
reagentes anti-D

Lorne |Fresenius Bio-Rad Tubo Bio-Rad Gel Immucor Capture
Tubo Tubo Liss Papaina
Andlise Grau de Blend RUM- 1gG Blend Blend Blend Blend Blend Blend Blend
Molecular N | aglutinagio | 1/Ms-26 Ms26 | TH28+Ms26 | Ms201+Ms2 | TH28+Ms26 |Ms201ems26 | 07 1EMTH28 | D175+415 | MS201 +MS26 | TH28 +MS26
Genotipo RHD 6
N/R 22 0 8 7 0 0 0 0 0 0
DAR1.2 30 W 0 1 2 2 0 0 1 0 0 0
(Fraco tipo 4.2.2) 1-2+ 8 28 20 21 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 1 0 0 30 30 8 29 30 30 30
N/R 16 1 8 9 0 0 0 0 0 0
Fraco tipo 3 21 w L ! ! 1 0 0 0 0 0 0
1-2+ 4 19 12 11 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 21 21 9 21 21 21 21
0 10 9 10 10 7 7 9 0 0 0
Fraco tipo 38 10 W 0 1 0 0 3 2 3 ! 0 9 2
1-2+ 0 0 0 0 0 1 1 0 3 1 5
3-4+ 0 0 0 0 0 0 0 7 9 3
N/R 5 2 3 3 0 0 0 3 2 2
Fraco tipo 1 9 W 0 2 5 2 0 0 0 0 0 0
1-2+ 4 5 1 4 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 9 9 2 9 6 7 7
W 4 3 5 5 0 0 2 0 0 0
Fraco tipo 2 7 1-2+ 3 4 2 2 0 0 1 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 7 7 4 7 7 7
N/R 2 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0
DARL 5 W 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
1-2+ 2 5 3 2 0 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 5 5 5 5 5 5 5
. 0 3 3 3 3 3 3 3 0 0 3
Fraco parcial 11
3 1-2+ 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0
ou Del
3-4+ 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
DAR3.1 N/R 3 1 2 2 0 0 0 2 1 1
. 3 1-2+ 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0
(Fraco tipo 4.0)
3-4+ 0 0 0 0 3 3 2 3 1 2 2
N/R 1 2 2 2 0 0 0 2 1 1
DAU4 3 1-2+ 2 1 1 1 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 3 3 1 3 1 2 2
DAUO 1 N/R 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
DAU2 1 N/R 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
DAUS 1 N/R 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
N/R 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0
DAU6 1 1-2+ 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1
N/R 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DMH 1 1-2+ 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
N/R 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0
DVII 1 1-2+ 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1
Facotpod/ | | 3 T NI
DARL.2 -
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
. W 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Fracotipo | ) o0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
3/RHDY 2
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
N/R 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
DAR1.2/RHDY 1 1-2+ 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
DMH/RHDY 1 1-2+ 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
3-4+ 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
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Os tipos de variantes encontradas foram associadas ao grau de aglutinacao
em L.l. com os clones IgM: RUM1, MS201 e TH28 de diferentes fabricantes. Esses
clones foram utilizados nas metodologias para tipagem RhD em tubo,
gelNaCl/Enzima e MC. O clone IgM D175 utilizado somente na metodologia em MC

nao foi avaliado, pois, trata-se de um clone exclusivo do fabricante Immucor.

A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos com o clone IgM RUM1, em tubo
e MC. Os resultados demonstram que o clone RUM1 Immucor utilizado em MC foi
mais eficiente, detectando 59,4% do total de amostras com padrao de aglutinagéo
22+, enquanto que o mesmo clone IgM RUM1 e o blend IgM/IgG (RUM1/MS26) da
empresa Lorne, quando utilizados em tubo, detectaram 50,5% e 49,5% das
variantes respectivamente. A maior diferenca observada com o clone RUM1 entre os
fabricantes e as duas metodologias foi em relacdo ao antigeno RhD parcial DAR1
detectado em 100% das amostras em MC no equipamento automatizado, enquanto
que o clone RUM1 Lorne utilizado na metodologia em tubo detectou apenas 40%

dessa variante.

Tabela 17 Niumero de amostras com reatividade 22+ em tubo e MC com o clone IgM RUM1

Analise Molecular Lorne Tubo Lorne Tubo Immucor Microplaca
Genbtipo RHD Total Clonelzgzl\:l-RUM1 Clone IgIV;I;EM1/MS26 Clone ;%I\-'I-IRUM1
n n % n % n %
DAR 1.2 31 21 67,7 20 64,5 22 70,9
Fraco tipo 3 22 14 63,6 14 63,6 16 72,7
Fraco tipo 38 10 0 0 0 0 0 0
Fraco tipo 1 9 3 33,3 3 3 4 44 4
Fraco tipo 2 8 1 12,5 1 12,5 1 12,5
DAR1 5 2 40 2 40 5 100
Fraco tipo 11 3 0 0 0 0 0 0
DAR 3.1 3 3 100 3 100 3 100
DAU4 3 1 33,3 1 33,3 2 66,6
DAUO 1 1 100 1 100 1 100
DAU2 1 1 100 1 100 1 100
DAU5 1 1 100 1 100 1 100
DAU6 1 1 100 1 100 1 100
DMH 2 1 50 1 50 1 50
DVII 1 1 100 1 100 1 100
Total 101 51 50,5 50 49,5 60 59,4
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Na Tabela 18, podemos observar os resultados obtidos com o clone IgM
MS201 em tubo e MC. Em relagdo a esse clone, verificamos que o reagente da
empresa Lorne apresentou resultados superiores em tubo quando comparado com
0s resultados do reagente Immucor em microplaca, detectando 49,5% do total de
amostras com padrao de aglutinagdo =2+. A maior diferenga entre os fabricantes e
as duas metodologias foi observada em relacédo as variantes RhD parcial DAR1.2 e
ao antigeno RhD Fraco tipo 3. A metodologia em tubo realizada manualmente
associada ao clone MS201 Lorne detectou 67,7% das amostras DAR 1.2 e 54,5% do
D fraco tipo 3 com padrao de aglutinagdo =2+ , enquanto que o clone MS201/MS26
Immucor, utilizado na metodologia em MC detectou 16,1% e 13,6% dessas variantes

respectivamente.

Tabela 18 Numero de amostras com reatividade 22+ em tubo e MC com o clone IgM MS201

N Lorne Tubo Fresenius Tubo Bio-Rad Tubo N:?;E;T:ga
Anallsg _Molecular Total ClonelgM Clone IgM Clone IgM ClonelgM
Genétipo RHD MS201 MS201 MS201/MS26 MS201/MS26
22+ 22+ 22+n % >0+
n n % n % n % n %
DAR 1.2 31 21 67,7 10 32,2 8 25,8 5 16,1
Fraco tipo 3 22 12 54,5 8 36,3 9 40,9 3 13,6
Fraco tipo 38 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Fraco tipo 1 9 3 33,3 2 22,2 3 33,3 4 44 4
Fraco tipo 2 8 0 0 1 12,5 1 12,5 1 12,5
DAR1 5 2 40 0 0 2 40 0 0
Fraco tipo 11 3 0 0 0 0 0 0 0 0
DAR 3.1 3 3 100 2 66,6 1 33,3 3 100
DAU4 3 3 100 2 66,6 2 66,6 3 100
DAUO 1 1 100 1 100 1 100 1 100
DAU2 1 1 100 1 100 1 100 1 100
DAU5 1 1 100 1 100 1 100 1 100
DAU6 1 1 100 1 100 0 0 1 100
DMH 2 1 50 1 50 0 0 0 50
DvII 1 1 100 1 100 1 100 0 0
Total 101 50 49,5 31 30,7 30 29,7 23 22,7
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Na Tabela 19, podemos observar os resultados obtidos com o clone IgM
TH28, em tubo, gel NaCl/Enzima e MC. Os melhores resultados obtidos com este
clone foram em gel, que detectou 83,1% do total de amostras com padrdo de
aglutinagao =2+. A maior diferencga entre as metodologias, foi observada em relagao
as variantes RhD parcial DAR1.2 e ao antigeno RhD Fraco tipo 3. O clone IgMTH28
Bio-Rad utilizado em gel NaCl/Enzima detectou 96,7% das amostras DAR1.2 e
100% do antigeno RhD fraco tipo 3 com padrao de aglutinagdo =2+ , enquanto que o
mesmo reagente quando utilizado na metodologia em tubo, detectou 19,3% das
amostras DAR1.2 e 31,8% do RhD fraco tipo 3, concluindo apenas 26,7% do total de
variantes RhD. Outro antissoro da Bio-Rad, o Blend IgMTH28/MS26, concluiu 28,7%
do total de amostras. Em relagdo a metodologia em MC associada ao clone TH28
Immucor, observamos um padrao semelhante a metodologia em tubo, com 25,7%
do total de amostras analisadas com padrao de aglutinagdo 22+.

Tabela 19 Numero de amostras com reatividade 22+ em tubo, gel NaCl/Enzima e MC com o clone
IgM TH28

Analise Molecular Total Big;::g I-;lltllbo Big;z:: I-gl;lltllb0 BCIEaFQZ?nSeI “’:m'tno:?:ga
Genétipo RHD TH28 TH28/MS26 ?rT-|e2;;gM Tﬂggﬂgg"s
22+ 22+ 22+ 22+n %
n n % n % n % n %
DAR 1.2 31 6 19,3 9 29 30 96,7 7 22,5
Fraco tipo 3 22 7 31,8 8 36,3 22 100 5 22,7
Fraco tipo 38 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Fraco tipo 1 9 3 33,3 3 33,3 9 100 4 44,4
Fraco tipo 2 8 1 12,5 1 12,5 5 62,5 1 12,5
DAR1 5 1 20 1 20 5 100 0 0
Fraco tipo 11 3 0 0 0 0 0 0 0 0
DAR 3.1 3 2 66,6 1 33,3 3 100 2 66,6
DAU4 3 3 100 2 66,6 3 100 2 66,6
DAUO 1 1 100 1 100 1 100 1 100
DAU2 1 1 100 1 100 1 100 1 100
DAUS5 1 1 100 1 100 1 100 1 100
DAU6 1 0 0 0 0 1 100 1 100
DMH 2 0 0 0 0 2 100 0 0
DVII 1 1 100 1 100 1 100 1 100
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5.2.6 Variantes RHD e reatividade soroldgica dos reagentes monoclonais anti-D de
clones IgG e blend utilizados nos testes confirmatérios

Os tipos de variantes RhD encontradas foram associados ao grau de
aglutinacdo em testes de AGH indireta e escore em F.S. Para esses testes
confirmatérios foi utilizado o clone IgG MS26 de diferentes fabricantes. O clone IgG
D415 utilizado somente na metodologia em F.S néo foi avaliado, pois, trata-se de um
clone exclusivo do fabricante Immucor. Por se tratar de testes confirmatorios foram
considerados todos o0s graus de reatividade. A maior diferenca entre as
metodologias, foi observada em relagdo as variantes RhD fraco tipo 38 e RhD fraco
tipo 11. A metodologia em tubo associada ao clone IgG MS26 Lorne, detectou
apenas 1 amostra RhD fraco tipo 38, mas nao apresentou reatividade com nenhuma
das amostras RhD fraco tipo 11, concluindo assim 88,1% do total de amostras
testadas. A metodologia em gel Liss/Coombs realizada manualmente associada aos
antissoros Blend TH28/MS26 e MS201/MS26, detectou 20% das amostras RhD
Fraco tipo 38, mas n&o detectou nenhuma variante RhD Fraco tipo 11, enquanto que
0s mesmos reagentes quando utilizados na metodologia em tubo, ndo reagiram com
nenhuma variante RhD fraco tipo 38 e 11, concluindo 87,1% do total de variantes
RhD. Desempenho semelhante foi observado como o clone Lorne Blend RUM/MS26
na metodologia em tubo, que também concluiu 87,1% das variantes RhD. O método
de F.S associado ao clone TH28/MS26 reagiu com todas as amostras RhD fraco 38,
mas nao reagiu com as variantes RhD fraco tipo 11, concluindo 97% das amostras,
enquanto que a mesma técnica quando testada com o clone MS201/MS26,
conseguiu concluir 100% das variantes RhD. Os resultados obtidos nos testes
confirmatérios podem ser observados na Tabela 20. As amostras concluidas nos
testes de L.l em tubo e MC, n&o foram submetidas ao testes confirmatérios em tubo
e F.S, e estdo identificadas naTabela como N/R.
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Tabela 20 Numero de amostras concluidas pela metodologia de tubo, gel e F.S com o clone IgG MS26

Tubo

Bio-Rad Bio-Rad

Analise Molecular Immucor Immucor

Lormla glone Fresenius Clone Bio-Rad Clone igG  Bio-Rad Clone lgg  Li58/Coombs  Liss/Coombs 10 Clone
Genétipo g lgG MS26 TH28/MS26 MS201/MS26 Clone Clone lgG IgG
o] RUM1/MS26 lgG IgG MS201/MS26 TH28/MS26
RHD TH28/MS26  MS201/MS26

n N/R*  AGH %  AGH % N/R*  AGH % N/R*  AGH %  AGH %  AGH % FS % FS %

DAR 1.2 31 22 9 100 31 100 9 22 100 8 23 100 31 100 31 100 31 100 31 100
Fracotipo 3 22 15 7 100 22 100 8 14 100 9 13 100 22 100 22 100 22 100 22 100
Fracotipo 38 10 0 0 0 1 10 0 0 0 0 0 0 2 20 2 20 10 100 10 100
Fracotipo 1 9 5 4 100 9 100 1 8 100 3 6 100 9 100 9 100 9 100 9 100
Fracotipo 2 8 1 7 100 8 100 1 7 100 1 7 100 8 100 8 100 8 100 8 100
DAR1 5 2 3 100 5 100 1 4 100 2 3 100 5 100 5 100 5 100 5 100
Fracotipo 11 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 100 0 0
DAR 3.1 3 3 0 100 3 100 0 3 100 1 2 100 3 100 3 100 3 100 3 100
DAU4 3 1 2 100 3 100 1 2 100 2 1 100 3 100 3 100 3 100 3 100
DAUO 1 1 0 100 1 100 0 1 100 1 0 100 1 100 1 100 1 100 1 100
DAU2 1 1 0 100 1 100 0 1 100 1 0 100 1 100 1 100 1 100 1 100
DAU5 1 1 0 100 1 100 0 1 100 1 0 100 1 100 1 100 1 100 1 100
DAU6 1 1 0 100 1 100 0 1 100 0 1 100 1 100 1 100 1 100 1 100
DMH 2 1 1 100 2 100 0 2 100 0 2 100 2 100 2 100 2 100 2 100
DVII 1 1 0 100 1 100 1 0 100 1 0 100 1 100 1 100 1 100 1 100
Total 101 55 33 871 89 881 22 66 87,1 30 58 871 90 89,1 90 89,1 101 100 98 97

* ~ . ’
amostras n3do realizadas, concluidas em fase de L.I
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Discussao
6.1 Analise molecular das variantes RhD fraco e RhD parcial

Nesta investigacdo sistematica de uma populacdo de doadores de
sangue, que compreendeu 101 amostras com fraca expressao do antigeno D,
identificamos 15 alelos variantes RHD, o que permitiu diferenciar os fendtipos
RhD fraco e RhD parcial, tornando possivel determinar os tipos mais
freqUentes em nossa populagao e associa-los as suas reatividades sorologicas.
No estudo, cinco tipos de D fracos (1, 2, 3, 11 e 38) e dez D parciais (DAR1.2,
DAR1, DAR3.1, DAUO, DAU2, DAU4, DAU5, DAU6, DMH e DVII) foram

identificados por testes moleculares.

Quando comparamos nossos resultados com dados da literatura,
verificamos em nossa populacao, a presencga de variantes RhD fraco tipos 1, 2

7677 assim como os D

e 3 que sao prevalentes em populagdes caucasianas,
parciais DAR1.2 (fraco tipo 4.2.2) e DAR 3.1 (fraco tipo 4.0) que sdo variantes
relatadas principalmente na populacdo africana.”’Conforme observamos, as
grandes diferencas raciais podem ser reconhecidas n&o apenas pela
frequéncia dos fenétipos Rh, mas também a nivel molecular, "® assim nossos
resultados estdo de acordo com o0 esperado quando uma populacédo

miscigenada é estudada.”®®°

Dos alelos RHD pertencentes aos clusters “africanos”, o0s mais
frequentes em nosso trabalho fazem parte do cluster D fraco tipo 4, em
particular, o antigeno DAR1.2 foi o mais prevalente em nossos doadores e
correspondeu a 30% de nossas amostras. Esse achado esta de acordo com a
frequéncia relatada anteriormente do alelo DAR1.2 em doadores de sangue

brasileiros.?’

Outros alelos encontrados em menor freqtiéncia como DAUO, DAUZ2,
DAU4, DAU5 e DAUS6, corresponderam a 6,9% do total de nossas amostras.
Destes, apenas DAUO estda descrito como uma variante de origem
europeia,®®embora esse dado contraste com os achados reportados por
Wagner e colaboradores em um trabalho realizado com individuos de origem
africana em Mali, onde o alelo DAUO foi prevalente.®? Os outros alelos DAU
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encontrados em nosso trabalho, sdo prevalentes em individuos de origem
africana.®® Outras variantes encontradas, DVII e DMH, pertencem ao cluster
chamado de euroasiatico e totalizaram duas amostras, correspondendo a 1,9%
de nossos doadores.

Entre as amostras identificadas como D fraco, 38 (37%) foram
caracterizadas como D fracos tipos 1, 2 e 3. Esse achado é comparavel com as
freqUéncias publicadas para outras populagdes de doadores do Sudeste do
Brasil**®"%mas contrasta com estudos realizados em europeus onde esses
tipos de variantes sdao comuns, abrangendo mais de 90% de todos os

individuos D fracos europeus.®®%

Dentre os alelos D fracos encontrados em nosso trabalho, o RhD fraco
tipo 38 correspondeu a 10% de nossas amostras. Embora seja considerado um
alelo raro, ele é relativamente comum na populacéo portuguesa®® e esta sendo
descrito com maior frequéncia em brasileiros com fenétipo Rir (DCcee). Em um
trabalho realizado por Costa e colaboradores em doadores de Sao Paulo, onde
0s autores realizaram um estudo molecular em amostras previamente
classificadas como RhD negativas, foi reportada a presenca de 11 individuos
RhD fraco tipo 38 em um total de 18 doadores com alelos variantes. Com isso
0s autores estimam que a presencga da variante D fraco tipo 38 pode variar
entre 2 & 6% em individuos com o fendtipo Rir (DCcee).®® Esses dados
demonstram a forte presenca desse alelo em brasileiros e sdo condizentes com

o fato do Brasil ter sido colonizado por portugueses.®>%

Identificamos ainda em nosso trabalho, trés amostras que apresentaram
fraca reatividade sorologica e foram caracterizadas molecularmente como D
fraco tipo 11, e que corresponderam a 2,9% de nossos doadores. Este tipo de
D fraco ocorre associado a dois haplétipos Rh (cDe e Cde), faz parte do cluster
euroasiatico e foi inicialmente denominado DEL quando associado a forma
alélica Ce. Atualmente é considerado D fraco parcial, pois ja foi demonstrada
aloimunizagdo em pacientes D fraco tipo 11.%

Quando associamos os tipos de variantes encontradas em nosso
trabalho com seus respectivos haplétipos, verificamos que os RhD fracos tipos

1 e 3 estdo associados aos haploétipos Rqr (CcDee), o tipo 2 ao haploétipo Ror
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(ccDEe) e o tipo 4 (DAR1.2, DAR, DARS.1) ao haplétipo Ror, e estdo de acordo
com o que estd descrito na literatura.®® Em nosso estudo verificamos o
haploétipo Rer que € predominante de populagdes africanas, associado ao RhD
parcial DMH, que normalmente esta associado ao haplétipo Rir em populagcdes
europeias, demonstrando que embora as associagdes entre variantes RhD e
haplétipos RhCE especificos  estejam bem estabelecidas na literatura,
diferengas entre populagbes ainda podem ocorrer. Em nossas amostras a
variante D fraco tipo 11 que apresenta uma expressao antigénica muito fraca
encontrava-se associada ao haplétipo Rir confirmando dados de estudos
prévios, que relatam que este tipo de D fraco apresenta uma reatividade

enfraquecida quando associado ao haplétipo Rir (CcDee).?®

A relacdo das variantes RHD com os seus respectivos haplétipos e

clusters estao descritos na Tabela 21.

Tabela 21 Numero de amostras concluidas por testes moleculares e a relagdo com os
haplotipos e clusters

Haplétipo Haplétipo

Genétipp o | r
RHDParcial " " Tipico Encontrado cluste
DAR1.2 31 30,7 cDe cDe D Fraco tipo 4
DAR1 5 49 cDe cDe D Fraco tipo 4
DAR3.1 3 29 cDe cDe D Fraco tipo 4
DAU4 3 29 cDe cDe DAU
DMH 2 19 CDe cDe Euroasiatico
DAUO 1 0,99 cDe cDe DAU
DAU2 1 0,99 cDe cDe DAU
DAU5 1 0,99 cDe cDe DAU
DAUG6 1 0,99 cDe cDe DAU
bvil 1 0,99 Cde CDe Euroasiético
Genoétipo RHDFraco
Fraco tipo 3 22 21,8 CDe CDe Euroasiatico
Fraco tipo 38 10 9,9 N/R CDe Euroasiatico
Fraco tipo 1 9 89 CDe CDe Euroasiatico
Fraco tipo 2 7 69 cDE cDE Euroasiatico
Fraco tipo 2/DAR1.2 1 0,99 cDE/cDe cDE Euroasiatico/ D Fraco tipo 4
Fraco tipo 11 3 29 cDe CDe Euroasiatico
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6.2 Associacao das variantes RhD fraco e RhD parcial com a
reatividade sorolégica

O foco do trabalho foi a investigacdo de variantes RhD com fraca
expressdao em uma populacao de doadores de sangue, utilizando uma série de
reagentes anti-D e diferentes metodologias. Todas as amostras do estudo
foram associadas ao grau de aglutinacao obtidos em L.I nos testes em tubo e
MC e também nos testes confirmatérios em fase de AGH e F.S. Com isso, foi
possivel observar a diferenca de reatividade dos clones e métodos utilizados
em nosso trabalho com as diversas variantes RhD.

As diferengas de sensibilidade entre os clones e metodologias utilizados
podem ser observados nos Graficos 1 e 2.
Gréfico 1 Comparativo da reatividade de diferentes clones anti-D IgM com as variantes RhD

fraco e RhD parcial. Os graus de reatividade estdo descritos de acordo com a intensidade de
aglutinacéo. O clone IgMTH28 foi utilizado nas metodologias de tubo e gel.

Bneg Mweak m1-2+ W34+

IgMTH28 | IgM MS201 | IgM RUM2 | IgM RUM1
GEL

60

50 -
40
30
20
10

0 -

IgM MS201 | IgM TH28
TUBO

IgMTH28 | IgMTH28 | IgM MS201 | IgM RUM1 | IgM RUM1
TUBO GEL

IgM MS201

BioRad Fresenius Immucor Lorne BioRad Fresenius Immucor Lorne

D Fraco D Parcial




76

Gréfico 2 Comparativo da reatividade de diferentes clones anti-D 1gG com as variantes RhD
fraco e RhD parcial. Os graus de reatividade estdo descritos de acordo com a intensidade de
aglutinagéo.
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6.3 Reatividade soroldgica das variantes RhD parcial

Os antigenos RhD parciais apresentam um ou mais epitopos alterados
em sua estrutura, entretanto o nimero de sitios antigénicos estimado pode
estar diminuido ou semelhante ao de um antigeno RhD normal, que expressa
cerca de 10.000 a 30.000 sitios antigénicos por célula®” e portanto pode variar
muito. Estas caracteristicas podem explicar os resultados obtidos em nosso
trabalho, onde observamos que mesmo se tratando de variantes do mesmo
tipo, o padrdo de reatividade em relacdo aos reagentes utilizados nao foi
similar, pois, os anti-D monoclonais s&o produzidos contra determinados
epitopos da proteina RhD e dependendo da especificidade podem nao reagir
com alguns D parciais.

Em relacdo ao D parcial DAR1.2, os 31 individuos que apresentaram
essa variante possuiam o fenétipo Ror (Dccee), destes, 26 apresentaram
reacdes variadas nos testes de aglutinacao em L.|I pela metodologia em tubo,
com padrao de reatividade entre 0-4+. Apenas 5 amostras com a variante DAR
1.2 apresentaram reatividade semelhante nos testes de L.I, e obtiveram entre
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1-2+ de aglutinacdo com todos os clones IgM e IgM+IgG testados. Ainda em
relagao a variante DAR 1.2, observamos a mesma variagao de reatividade nos
testes de aglutinacdo em L.I. na metodologia em MC, que foi realizada no
equipamento automatizado com os reagentes IgM clone RUM1 e IgM+IgG
clones D175+415, MS201+MS26 e TH28+MS26 Immucor. Notamos ainda
padrées variados, em relacdo a variante DAR1 em 4 das 5 amostras, nas
variantes DAR3.1 e DAU4 em 2 das 3 amostras, e também em relacao ao D
parcial DMH onde ocorreram variagées nos padrées de aglutinagdo com as 2

amostras encontradas.

Pudemos constatar ainda pouca variacdo antigénica entre os D parciais
DAUO, DAU2 e DAUS onde observamos padrdes de aglutinagédo entre 3-4+, e
reagdes mais enfraquecidas entre 1-2+ para a variante RhD parcial DAU6 com
todos os reagentes utilizados na fase de L.I.

Nossos resultados demonstraram que dentre os antissoros utilizados,
apenas os clones RUM1 e RUM1+MS26, ambos do fabricante Lorne,
detectaram todos os RhD parciais em L.I. Interessante enfatizar que o clone
RUM1 Immucor utilizado na automagdo em MC nao obteve os mesmos
resultados. Duas amostras, uma identificada molecularmente como DAU4 e
outra como DAR 1.2 ndo apresentaram aglutinacao em L.I com o clone RUM1
Immucor e foram confirmadas como positivas apenas em teste confirmatdrio
em F.S. Detectamos desempenho semelhante em relagdo ao clone Immucor
D175+415, onde observamos reatividade com a maior parte de nossas

amostras D parciais.
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Os resultados obtidos em nosso trabalho em relagéo aos parciais DAU4,
DAU5 e DAR corroboram com os encontrados por Denome® e colaboradores
em um trabalho realizado com pacientes no Canada, onde essas variantes
foram também detectadas em L.I com o reagente anti-D D175+415 (Immucor),
conforme podemos observar na Tabela 22.

Tabela 22 Analise comparativa entre as variantes DAR(4.2), DAU4 e DAU5 com o clone Blend
D175+415

Clone D175+415

RhD Parcial Riaa?;\?iz::e . Person,2(1/1 7 De:omme et 313%2005
DAR (4.2) Positivo 29 93,5 7 100
Negativo 2 7 0 0
DAU4 Positivo 1 100 1 100
Negativo 0 0 0 0
DAU5 Positivo 1 100 1 100
Negativo 0 0 0 0

Assim, comprovamos que na sua maioria, 0s reagentes monoclonais
utilizados em nosso trabalho se mostraram potentes na deteccédo de variantes
D parcial, ou seja, sem a necessidade de testes confirmatérios. A boa
performance dos reagentes monoclonais na deteccdo de variantes RhD
confirmam achados de Kumar*®, o qual afirma que reagentes monoclonais
potentes, detectam células RhD positivas que dificiimente seriam detectadas
por reagentes menos sensiveis como 0s reagentes policlonais utilizados no

passado.

Pudemos constatar ainda que 100% das variantes RhD parciais
encontradas em nossos doadores, foram reativas nos testes confirmatoérios na
fase de AGH em tubo com todos os clones IgG e IgM+IgG utilizados, assim
como em gel Liss/Coombs e F.S, demonstrando que todas as variantes RhD

parcial de nossa populacéao foram detectadas.

6.4 Reatividade soroldgica das variantes RhD fraco

O fendtipo D fraco é resultado de uma menor quantidade de sitios
antigénicos presentes na superficie da hemécia.®® Tal como no fenétipo D
normal, os antigenos D fracos possuem os epitopos D normais, no entanto,
eles sdo expressos mais fracamente. A variagdo de expressdo entre os
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diferentes tipos de D fraco e os resultados obtidos em nosso trabalho, estdo de
acordo com os descritos na literatura e demonstram que os tipos de D fracos

11 e 38 apresentaram menor densidade antigénica®®:8>%¢

,seguidos pelos tipos
2, 1 e 3.% Interessante observar em nosso trabalho, que os 3 doadores com a
variante RhD fraco tipo 11 apresentaram o fenétipo Rir, haplétipo que esta
associado a expressdo diminuida do antigeno D?fato que explica a baixa
reatividade observada em nossos testes soroldégicos em relagdo a essa

variante.

Ainda n&o se sabe a razdo da grande variabilidade de expressao
antigénica nos mesmos tipos de D fraco e além do efeito “cis-trans” exercido
na presenca do haplétipo RHCe,® nenhum mecanismo molecular que
comprove essa variagdo foi identificado. Hipoteses para essa variacao de
expressao, seriam diferencas entre omesmo tipo de variante que possam afetar
a meia vida do mRNA, ou, que , possam haver diferencas sutis em alguma

outra parte do complexo Rh, que afetem a expressio do antigeno D.?’

A variante D fraco tipo 3, foi o tipo de D fraco mais encontrado em nossa
populacdo, com 22 doadores que representaram 20,8% do total. Destes, 20
amostras apresentaram reacdes variadas nos testes em L.I pela metodologia
em tubo assim como em MC, e o padrdo de aglutinagdo observado variou
entre 0-4+. Apenas 2 individuos com a variante D fraco tipo 3 apresentaram
reatividade semelhante, onde observamos entre 1-2+ de aglutinacdo com todos
os clones IgM e IgM+IgG testados. Notamos ainda essa variacao nos padroes
de aglutinacdo em relagédo a variante RhD fraco tipo 1, onde observamos em

sete das nove amostras encontradas com essa variante.

O antigeno RhD fraco tipo 2, apresentou grau de aglutinacéao inferior a
1+ nos testes em tubo e MC com todos os clones IgM utilizados. Em relacao a
essa variante, obtivemos resultados conclusivos apenas nos testes
confirmatérios na fase de AGH. Ainda em relacao aos fracos tipo 1, 2 e 3, todos
foram detectados na fase de AGH em tubo com todos os clones IgG e
IgM+IgG utilizados, assim como em gel Liss/Coombs e F.S. Também
observamos que as variantes RhD fraco tipos 38 e 11 apresentaram um
namero de sitios antigénicos bem inferior aos tipos 1, 2 e 3, e que as mesmas

nao foram identificadas por técnicas sorolégicas em tubo com nenhum dos
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clones testados, demonstrando que o teste confirmatério em tubo ndo é
suficientemente sensivel para a deteccdo dessas variantes. Em relacdo a
técnica em gel Liss/Coombs, verificamos melhor reatividade quando utilizamos
o clone ESD1. Quando comparamos esse clone com os demais clones Bio-
Rad, verificamos um padrdao de reatividade superior, porém, nao podemos
afirmar que esse clone foi mais eficiente que os demais, pois, néo foi possivel
testa-lo com todas as amostras de nosso trabalho. Ainda em relagdo aos
doadores RhD fraco tipos 38 e 11, observamos que a técnica em F.S, foi a

mais sensivel para identifica-los.

Os tipos de variantes mais frequentes em nossa populacdo foram
respectivamente os D fracos tipos 4 (DAR 1.2), 3, 38, 1 e 2. Na populacao
européia, Lai et al.®' demonstraram que os tipos mais frequentes sdo os tipos
1, 2 e 3. Esses dados demonstram mais uma vez que os D fracos tipos 1,2 e 3
sao as variantes mais frequientes em europeus, e que diferentemente da nossa
populagédo, as variantes D fraco tipos 4 e 38 sdo mais raras. No mesmo
trabalho, os resultados sorologicos obtidos com os clones RUM 1 e
TH28+MS26 utilizados em equipamento automatizado, foram menos
consistentes do que os obtidos em nosso estudo. Os clones IgM RUM1 e IgM
TH28 obtiveram respectivamente, positividade em 71% e 28% das variantes
mais frequentes naquela populacdo na fase de L.I, enquanto que em nosso
trabalho obtivemos 84% e 51% de positividade utilizando os mesmos clones.
Comparando os dois trabalhos, notamos que obtivemos resultados mais
consistentes, e que possivelmente existam diferencas na performance entre os
2 modelos de equipamentos, assim como diferencas de densidade antigénica
dentre as variantes RhD. Pudemos constatar também, que o clone IgM RUM1
foi mais eficiente na deteccao das variantes RhD fraco na fase de L.I.



81

A Tabela 23 sumariza os resultados obtidos em nosso trabalho em um

comparativo ao estudo realizado por Lai et al.*"

Tabela 23 Analise comparativa entre as variantes Fraco tipos 1, 2 e 3 e os clones IgM RUM1 e
TH28+MS26 em equipamento automatizado

Clone IGM RUM1 CloneTH28+MS26
RhD Fraco Padr3do de Reatividade Person, 2017  Laietal,2008  Person,2017 Lai et al, 2008
n % n % n % n %
tiboll Positivo 9 100 14 74 4 44 3 16
Negativo 0 0 5 26 5 56 16 84
tipo 2 Positivo 1 14 1 25 0 0 0 0
Negativo 6 22 3 38 7 32 4 44
tipo 3 Positivo 21 100 5 100 15 17 5 100
Negativo 0 0 0 0 6 29 0 0
Total Positivo 31 84 20 71 19 51 8 28
Negativo 6 16 8 29 18 49 20 72

6.5 Eficiéncia das técnicas e clones utilizados na deteccao das
variantes RhD

Pelo que observamos em nosso trabalho, os testes realizados em tubo
apresentaram maior variabilidade de resultados, principalmente na etapa de
leitura, onde de fato pode ocorrer maior subjetividade. Diferencas na
temperatura do teste, rotacdo das centrifugas e concentracdo das hemacias,
podem também afetar o grau de aglutinacao e contribuir para a variabilidade de
resultados nesse teste.”’

A diferenca de reacdes de aglutinacdo entre as diversas variantes RhD
pode ser observada quando comparamos nossos resultados com o trabalho de

Abdelrazik e colaboradores,®® que realizou um estudo sorolégico e
molecular de variantes RhD em uma populacdo de doadores e pacientes do
Egito. Comparando os dois trabalhos, observamos que obtivemos resultados
mais consistentes na técnica em tubo em L.Il. No trabalho realizado por
Abdelrazik,foi utilizado o clone ESD1(Bio-Rad) para a técnica em tubo, em
nosso trabalho utilizamos diversos reagentes anti-D, e destacamos o clone
RUM-1 Lorne, o qual obteve resultados mais consistentes utilizando a mesma
técnica. Quando observamos os resultados obtidos na técnica em gel, notamos
que nos dois trabalhos foram evidenciados resultados mais conclusivos em
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relacdo as variantes estudadas. Diante desses dados, embora a reacao de
aglutinacdo dependa diretamente do reagente anti-D, acreditamos que o
método utilizado para a realizagéo da tipagem RhD, assim como a variagao de
expressao antigénica presente nos diversos tipos de D fraco e D parcial, sejam
0s motivos pelos quais ocorra a variabilidade de resultados em um mesmo tipo
de variante. A Tabela 24 sumariza os resultados obtidos em nosso trabalho em
comparacio ao estudo de Abdelrazik e colaboradores.®

Tabela 24 Andlise comparativa entre as variantes DAR1.2, DARS.1, Fraco tipo 1 e Fraco tipo 2
nas metodologias em tubo (L.I) e gel

Variantes Padrao d Tubo L.| Gel
RhD b ezti:/?ga di Person, 2017 Abdelrazik,2013 Person, 2017 Abdelrazik,2013
n % n % n % n %
DAR1.2 Positivo 31 100 7 32 30 100 22 100
(4.2.2) Negativo 0 0 15 68 0 0 0 0
DAR3.1 Positivo 3 100 5 45 3 100 11 100
(4.0) Negativo 0 0 6 55 0 0 0 0
. Positivo 9 100 0 0 9 100 2 100
Fracotipo1 — \ooaivo 0 0 5 100 0 0 0 0
. Positivo 5 71 2 40 71 100 5 100
Fracotipo2 — \oogivo 2 29 3 60 0 0 0 0
Total Positivo 49 96 14 35 49 100 40 100
Negativo 2 4 26 65 0 0 0 0

Em relacdo a sensibilidade dos reagentes utilizados, de maneira geral,
todos os anticorpos monoclonais produzidos para utilizagcdo na rotina de
tipagem RhD disponiveis comercialmente apresentam alta afinidade e avidez,
mas também, podem apresentar variacdo na reatividade com as diferentes
variantes RhD.*® Essa variagdo pode ser consequéncia das caracteristicas da
afinidade dos anticorpos e a densidade dos antigenos RhD,***assim como
diferencas nas formulagbes dos fabricantes. A proposito, a diferenca na
formulacdo de reagentes pelos fabricantes, pode ser observada em nosso
trabalho, quando comparamos o clone IgM RUM1 utilizado em duas
metodologias diferentes. Notamos que o clone IgM RUM1 Lorne utilizado no
método de aglutinacdo em tubo, detectou todas as variantes D parciais em L.l e
portanto foi mais eficiente que o mesmo clone do fabricante Immucor que foi
utilizado na automacéo no teste em MC. Portanto, em relagéo a fase de L.I, 0
anticorpo IgM RUM1, em especial o clone IgM RUM1 Lorne, demonstrou
padrées de aglutinacado superiores aos demais clones IgM utilizados , MS201,
TH28 e D175.
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Nos testes confirmatérios, o clone IgG MS26 foi utilizado nas técnicas
em tubo, gel e F.S, e quando comparamos esse clone com as trés
metodologias utilizadas, pudemos observar que a técnica em F.S, apresentou
maior sensibilidade na deteccdo de variantes de baixa densidade antigénica
sem perder a especificidade.

Considerando os trés métodos utilizados, observamos que as técnicas
em gel e F.S apresentam algumas vantagens em relagéao aos testes em tubo. A
padronizagcdo dos resultados € uma das maiores vantagens, visto que néo ha
agitacao de tubo para ressuspender o botdo de hemacias nesses testes.
Considerando esta vantagem, as técnicas em gel e F.S proporcionam
resultados mais consistentes e bem definidos enquanto que os testes
realizados em tubo apresentam variacdo na leitura, classificagcdo e
interpretagédo do teste. Em especial os resultados obtidos pela técnica em F.S,
interpretados pelo software do equipamento automatizado, oferece maior

seguranca em relacao a interpretagéo realizada de maneira visual.

Ainda em relacdo aos clones utilizados em nosso trabalho, €
interessante mencionar que um dos reagentes Immucor (clones TH28+MS26)
também nao foi capaz de detectar as trés amostras classificadas como RhD
fraco tipo 11 no teste em F.S. Isso demonstra, que quando tratamos de
variantes de baixa densidade antigénica, diferengas sutis na fabricacdo dos
reagentes, podem influenciar na sensibilidade do teste.

6.6 Correlacao das variantes RhD e discrepéncias de resultados

A partir da implantacdo da automacdo em nosso laboratério com o
equipamento NEO® (Immucor, Norcross, GA, EUA), novos reagentes e
metodologias foram introduzidos em nossa rotina de doadores e desde entao
discrepancias entre resultados recentes da tipagem RhD e registros anteriores
foram detectadas. A maioria das discrepancias encontradas foram relativas as
variantes D fraco tipos 38 e 11, ambas com densidade antigénica muito

69,88

baixa e que foram previamente classificadas como RhD negativo pelo

método de aglutinacao em tubo e gel em fase de AGH.
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Ao realizar uma analise retrospectiva de nossos resultados, observamos
que sete dos dez doadores caracterizados molecularmente como D fraco tipo
38, foram tipados como RhD negativo em doacdes prévias. Da mesma forma,
todos os doadores D fraco tipo 11 identificados neste estudo, foram também
errdneamente classificados como D negativo e assim como os demais, foram
todos reclassificados como RhD positivos. Considerando todas as doacdes
incorretamente classificadas, um total de 37 unidades de sangue foram
liberadas como D negativo, quando na verdade eram D positivo. Considerando
um levantamento recente em nossa rotina de doadores, identificamos que
temos em média 90 doadores com o fenétipo RhD fraco ao més , e levando em
conta que os doadores RhD fraco tipo 38 correspondam a cerca de 3% dessas
variantes, estimamos que cerca de 2 doadores por més, nao seriam detectados
pelos testes confirmatoérios pelas técnicas de aglutinacdo em tubo e/ ou gel e

seriam errneamente tipados como RhD negativos.

6.7 Avaliacao de reagentes anti-D para utilizacao na rotina de
doadores de sangue

Como validacdo da metodologia e dos clones citados, além de amostras
de doadores RhD+ com fendétipos R1R1, R2R2, ROr, R1r, R1R1, R1R2 e Rir
que fazem parte da rotina de validagcdo de antissoros anti-D, recomendamos a
inclusdo de amostras de hemacias de doadores com fenétipos RhD parcial
DAR1.2 e RhD fraco tipo 38, previamente identificadas por técnicas de biologia

molecular, conforme fluxo descrito Figura 23.
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Doadores com a variante DAR1.2 sdo adequados para a validacédo de
antissoro anti-D clones IgM, pois, podem apresentar reagdes bastante
enfraquecidas nos testes em L.I, e doadores RhD fraco tipo 38, apresentam a
mesma caracteristica, porém, em testes confirmatorios, o ideal para avaliacdo

de antissoro anti-D clones IgG.

Separar reagentes anti-D IgG e IgM-+lgG para validacao

Verificar titulo, especificidade e avidez com
fenotipos R1R1, R2R2, ROr, R1r

APROVADO?
|
| |
SIM NAO
|
I |
Reagente anti-D Reagente anti-D Nao utilizar na
M gM+igG rotina
Testar com 1
Testar com 1
amosira DAR1 2 amostra D fraco
tipo38
MC automacio /|Resultado Negativo="| F5S automacao

Resultado positivo Resultado positivo ‘Rﬁultado Negativo
L Aprovar ::agente L Aprovar ::agente Repr. reagente
kg L gM+igG

Figura 23 Fluxograma para validacao de reagentes anti-D IgM e IgM+IgG
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6.8 Recomendacoes para a rotina de tipagem RhD em doadores de
sangue

Neste trabalho observamos que a sensibilidade do método assim como
a dos reagentes anti-D, influenciam nos resultados da tipagem RhD.

Em relacdo as metodologias utilizadas, todas apresentaram pontos
positivos e negativos. Embora o teste de aglutinagao direta em tubo tenha um
custo menor, ele demonstrou ser menos sensivel para detectar variantes do

antigeno D com baixa densidade antigénica.

O teste em gel é mais sensivel quando comparado ao teste em tubo,
pode ser utilizado em processos automatizados, mas é mais oneroso e também

nao foi sensivel o suficiente para detectar todas as variantes RhD.

A técnica em fase solida utilizada como teste confirmatério em um
equipamento automatizado, demonstrou ser a unica metodologia capaz de
detectar todas as variantes D, incluindo os tipos de D fraco que expressam

menos que 200 sitios antigénicos como D fraco tipo 38 e D fraco tipo 11.

De acordo com os nossos resultados, dentre os diversos clones e
métodos utilizados, recomendamos o clone IgM RUM1 para os testes em L.I
para os métodos de tubo e MC, considerando que o mesmo apresentou maior
intensidade de aglutinacdo na primeira fase da reagcdo. Para metodologia em
gel, dentre os reagentes testados, o clone IgG ESD1 foi o mais eficiente na
deteccdo da variante D fraco tipo 38, e portanto é a melhor escolha a ser

utilizada com essa técnica.

Se considerarmos que a metodologia e reagente mais adequados para a
rotina de doadores sdo os que identificam o maior niumero de variantes RhD da
forma mais eficiente possivel, a recomendacgéo para a rotina de tipagem RhD
seria a combinacdo da metodologia de F.S com os clones D175+415 e
MS201+MS26, visto que, foram os Unicos a detectarem as variantes RhD fraco
tipos 38 e 11, variantes de menor densidade antigénica. A estratégia proposta
para cada método descrito neste trabalho esta representada na figura 24.
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Tipagem RhD Tipagem RhD Tipagem RhD
Fase de Leitura Imediata Teste Confirmatorio Teste Confirmatério
sMétodo de aglutinagdoem sMétodo de aglutinagdoem *Método de Fase Sélida -
tubo - Clone IgM RUM1 gel - Clone 1gG ESD1 Blend D 175+415
*Método de aglutinagdoem *Método de Fase Sélida-
microplaca - Clone IgM Blend MS201+MS26
RUM1

Figura 24 Esquema descrevendo os clones anti-D mais adequados para as metodologias de
tubo, microplaca, gel e fase soélida

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram a complexidade da
tipagem RhD, através dos diferentes padrdes de reatividade obtidos entre os

diversos clones e metodologias utilizados na rotina imunohematolégica.

Em relacdo aos reagentes monoclonais anti-D, observamos que a
reatividade dos mesmos, depende da concentracdo e avidez dos anticorpos
presentes nesses reagentes. De fato, o numero de sitios antigénicos, a
acessibilidade de um epitopo, a apresentacao, as concentracoes e a classe de
imunoglobulina podem afetar as reacdes dos antigenos RhD fracos e parciais
com reagentes monoclonais,* todos estes aspectos devem ser considerados e
portanto a escolha dos reagentes e da metodologia requer atengédo especial,
principalmente em uma populacdo mista com influéncia de etnias caucasianas,
indigenas e africanas, como a populacao brasileira.
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7 Conclusoes

Considerando os resultados obtidos em nosso trabalho, os métodos e

reagentes anti-D utilizados nos testes sorologicos para determinacdo das

variantes RhD em amostras de doadores de sangue, concluimos que:

1.

10.

Nao é possivel diferenciar o antigeno RhD fraco de um antigeno RhD

parcial por técnicas soroldgicas.

Testes moleculares sao importantes para caracterizagao das variantes

presentes em nossa populagao.

Nossos resultados diferem de estudos na populagéo européia, onde as
os RhD fracos tipos 1, 2 e 3 sdo mais comuns.

Em nossos doadores as variantes mais encontradas foram: DAR1.2, D
Fraco tipo 3 e D Fraco tipo 38 e corresponderam a 61% do total de

amostras do estudo.

Observamos variacao da expressao antigénica entre as amostras que

apresentam o mesmo tipo de variante RhD.

O clone IgM RUM-1 obteve o melhor desempenho na detecgdo de
variantes RhD nos testes de aglutinagdo em L.I. em tubo, assim como

nos testes realizados em microplaca.

Para a metodologia de gel, o clone ESD1 Bio-Rad, demonstrou ser
uma boa opcao para detectar variantes de D, incluindo o D fraco tipo
38.

As variantes RhD fraco tipo 11 e tipo 38 apresentam baixa densidade
antigénica e podem nao ser detectadas dependendo das técnicas e

reagentes utilizados.

Nossos resultados demonstram claramente a diferenga na formulacao

dos reagentes anti-D que se encontram no mercado brasileiro.

O teste confirmatério em F.S utilizando os reagentes Blend D175+415
e MS201+MS26, € uma boa opcao para detecgdo de variantes com
baixa densidade antigénica como os D fracos tipo 38 e 11.
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11. O teste confirmatério ainda é imprescindivel para detec¢ao de variantes
RhD em doadores de sangue, com a finalidade de evitar a

aloimunizagdo RhD em pacientes RhD-negativo.
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Abstract

Background: We evaluated different technologies and clones of anti-D to
propose the most appropriate serologic strategy to detect the largest numbers
of D variants in blood donors. Methods: We selected 101 samples from
Brazilian blood donors with different expressions of D in our donor routine. The
tests were performed at immediate spin (IS) with eleven commercially available
anti-D reagents in tube and microplate. D confirmatory tests for the presence of
weak D included the indirect antiglobulin test (IAT) in tube, gel and solid-phase
red blood cell adherence (SPRCA).All DNA samples were extracted from
peripheral blood and the D variants were classified using different molecular
assays. Results: RHD variants identified by molecular analysis included weak D
types 1, 2, 3, 11 and 38 and partial Ds (DAR1.2, DAR1, DAR3.1, DAUO, DAU2,
DAU4, DAU5, DAU6, DMH and DVII). The RUM-1/MS26 monoclonal-
monoclonal blended was the best anti-D reagent used to detect the D antigen at
the IS phase in tube, reacting with 83% of the D variants while the anti-D blend
D175+415 was the best monoclonal (MoAb) used in microplate to minimize the
need of IAT, reacting with 82.2% of the D variants. D confirmatory tests using
SPRCA showed strong positive reactivity (3-4+) with 100% of the D variant
samples tested. Conclusion: Our results show that even using sensitive
methods and MoAbs to ensure the accurate assignment of D antigen, at least
17% of the donor samples need a confirmatory D test in order to avoid
alloimmunization in D-negative patients.

Introduction

Rh system is the second clinically important blood group system after the
ABO (1).Two highly homologous genes, RHD and RHCE, which are located on
Chromosome 1 encode the RhD and RhCE proteins, respectively (2,3).

D antigen is the most important antigen of Rh system because of its
implication in hemolytic transfusion reaction (HTR) and hemolytic disease of the
fetus and newborn (HDFN). The D-negative phenotype is observed in 15% to
17% of Caucasians compared to 5% of Africans and less than 3% in Asian
populations (4).In Caucasians the D-negative phenotype results predominantly
from deletion of the RHD gene. In Africans, besides RHD gene deletion and the
inactive genes, RHDY and the RHD-CE-D® hybrid gene give rise to the loss of
D expression (5).In South East Asian populations, 15-30% of D-negative
individuals carry a RHD allele that encodes a protein with very weak expression
of D antigen, leading to the DEL phenotype (6,7),which can only be detected by
adsorption-elution techniques (8).

Although most individuals are either RhD-positive or RhD-negative, a
plethora of variants of D have been described (9). The RHD gene is highly
polymorphic and D expression is caused by a large number of RHD alleles. Part
of these alleles leads to a reduced or variable expression of D antigenic
epitopes on the red cell surface (9).These variations in the RhD antigen
structure result either in a partial or a weak D phenotype, leading to qualitative
or quantitative changes in Rh protein expression respectively.
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Despite the fact that more sensitive monoclonal reagents have been
produced, not all anti-D reagents detect the same partial or weak expression of
D antigen (10-12).Donors and patients with these atypical alleles may be
mistyped by serology because many of these alleles do not react equally with
all anti-D typing reagents.

Populations with African admixture, such as, the Brazilian population, can
present a high variety of RHD alleles (13).Considering this fact, the best
strategy of D typing in the donor routine would be a suitable combination of anti-
D reagents to identify weak D variants that could induce anti-D formation in D-
negative recipients.

In this report, we evaluated different technologies and clones of anti-D
to propose the most appropriate serologic strategy to identify weak D variants in
donor’s routine. We also performed molecular analyses to characterize the RHD
alleles in order to known the RHD repertoire in this Brazilian population and to
identify those RHD alleles undetected in serologic tests that could be
responsible for transfusion-induced anti-D formation.

Methods

Blood samples

From Nov 2013 to Aug 2014, we selected a total of 101 blood donor
samples from 123,936 samples RhD typed in microplate with two commercial
anti-D monoclonal antibodies (MoAbs) using an automatic immunoassay
analyzer (Neo®, Immucor, Norcross, GA, USA) that showed atypical D
serologic typing (reactivity pattern < 4+). This study was conducted in
accordance with an institutional ethical review.

Serologic analysis

Once a discrepancy was noted with the automated assay Neo®, the red
cells (RBCs) were further analyzed at IS in tube test with eleven commercially
available anti-D reagents from different sources (Lorne Laboratories, Berkshire,
UK; Fresenius, Sao Paulo, Brazil; Bio-Rad, Lagoa Santa, BH, Brazil and
Immucor, Norcross, GA, USA). D confirmatory tests for the presence of weak D
included the indirect antiglobulin test (IAT) in tube test, gel test and solid phase
red cell adherence (SPRCA) for RBC samples with reactivity <2+ at immediate
spin in tube and for samples with reactivity <4+ in microplate. The protocols
were performed according to the manufacturer’s instructions. The technologies
and clones used in the serologic analysis are shown in Table 1. The serologic
reactivity was graded according to the degree of hemagglutination from 0 to 4+.

Molecular analysis
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DNA was extracted from whole blood using the QIAmp DNA Blood Mini-Kit
(Qiagen, Valencia, CA), according to the manufacture’s recommendations. The
DNA concentration and purity were calculated by the measurement of optical
density at 260 and 280 nm using a NanoDrop 2000 Spectrophotometer
(Thermal Cycler, Uniscience Inc., Sao Paulo, SP, Brazil) and DNA samples
were kept at —20 °C. Molecular tests performed on all 101 samples with atypical
results in serology included: a multiplex PCR that detects RHD gene hybrid
alleles, PCR-RFLP and Sanger sequencing according to our approach
previously described (14, 15).

Results
Molecular findings

Molecular analyses confirmed that all RBC samples that showed atypical D
serologic typing had altered RHD alleles and in all, 15 different RHD alleles
were identified (Table 2). From 101 blood donor samples tested, 49 samples
(48.5%) were molecularly characterized as partial D, 51 (50.5%) as weak D and
1 as weak/partial D (1%). DAR1.2 was the most frequent allele found (29.7%),
followed by weak D type 3 (20.8%), weak D type 38 (9.9%) and weak D type 1
(8.9%). Less prevalent RHD alleles corresponded to 30.7% of all samples
studied. Weak D types 1, 2 and 3 represented 37% of the RhD variants in this
multiethnic population.

Serologic findings

Table 2 shows the molecular types of D variants found and the pattern of
reactivity in degree of agglutination at IS and Table 3 summarizes the results
obtained on D confirmatory test by IAT. In both tables the results were
described in four patterns of hemagglutination: 0; W; 1-2+; 3-4+. The data
showed a wide range of reactions, mainly at the IS phase in tube test.

When the reagents showed an immediate spin-negative result in tube test, the
RBCs were tested for the presence of weak D with the IAT. The RUM-1/MS26
monoclonal-monoclonal blended approved reagent was the best monoclonal
(MoAb) anti-D reagent used to detect the D antigen at the IS phase in tube,
reacting with 83% of the D variants while the anti-D blend D175+415 was the
best MoAb used in microplate to minimize the need of IAT on donor samples,
reacting with 82.2% of the D variants. D confirmatory tests using gel cards
showed (3-4+) agglutination reactions in 88% of the samples, but serologic
agglutination patterns were more consistent with MoAbs in solid phase, in which
100% of the samples showed strong positive reactivity (3-4+).

The monoclonal anti-D IgM RUM1 and the blend RUM-1/MS-26 reagents were
reactive with all DAR1.2, DAR1 and weak D Type 3 samples in tube and most
of them reacted 1+ to 2+, while the other anti-D reagents showed inconsistent
results.



107

Weak D types 1 and 2 samples showed heterogeneity in their reactivity with the
anti-D reagents at IS. The monoclonal anti-D IgM RUM-1 was the only reagent
to give positive reactions with all weak D type 1 samples analyzed, while weak
D type 2 samples had at least one IS-negative result with all clones tested.
Nevertheless, all of these samples were detected by IAT with all anti-D reagents
tested. Similar results were obtained in microplate with anti-D IgM RUM-1 and
blend D175+415 reagents, however, this test was less sensitive with the other
MoAbs anti-D used. All blood samples classified as DAR1.2, DAR1, weak D
types 1, 2 and 3 reacted with all monoclonal anti-D tested by gel. DAR3.1,
DAUO, DAU2, DAU5, DAU6, DVII and DMH were detected at IS with all
reagents and methods and reacted strongly in IAT in tube, gel and in SPRCA.

Only 30% of weak D type 38 samples were detected by IAT in gel test, while all
weak D type 38 and the three weak D type 11 RBCs reacted strongly (3-4+)
with the Immucor anti-D Blend D175+415 in SPRCA.
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Discussion

Determining RhD antigen status with reliable reagents and methods is
required and essential to detect D variants in order to avoid alloimmunization in
RhD-negative patients. However, the serologic distinction between D-positive
and D-negative RBCs is not always straightforward in the case of D variants
(16).Monoclonal anti-D reagents are evaluate for their ability to identify some D
variants and to not react with other variants.

Herein we have demonstrated the serologic RhD typing complexity to identify D
variants showing the differences of reactivity obtained with different anti-D
reagents and methods. In the donor samples studied, five different weak D
types (1, 2, 3, 11 and 38) and eleven partial D (DAR1.2, DAR1, DAR3.1, DAUO,
DAU2, DAU4, DAU5, DAU6, DMH and DVII) were identified by molecular
analyses.

RHD alleles are grouped into D clusters, some of which comprise many
alleles. Among the weak D type 4 cluster, partial D DAR1.2 was the most
prevalent partial D in our donors corresponding to 30% of our samples. This finding is
in agreement with the previously reported frequency of DAR1.2 allele in Brazilian
blood donors (17).We observed that the variant alleles from the weak D type 4 cluster
were better reactive by IAT with all monoclonal anti-D and methods used.

Among the DAU cluster we found a small number of samples classified as
DAUO, DAU2, DAU4, DAU5 and DAU6 and all of them were detected at IS,
except DAU4, which was not detected with the MoAb anti-D IgM RUM-1 and the
RUM-1/MS-26 blended reagents. Of these, only DAUO was found in
Caucasians while the other four DAU alleles were observed in Africans (18).

Among the most common weak D types, weak D types 1, 2 and 3 were
found in 37% of our D variant blood donors. This finding is comparable to
frequencies published for other donor population from Southeast Brazil (13, 17,
19), but is in contrast with studies performed in Europeans where these weak D
types are common encompassing more than 90% of all European weak D
individuals (20, 21). Weak D type 1 was better detected with the MoAb anti-D
IgM RUM-1 and therefore we could recommend this clone for detection of this
weak D type at IS in tube or microplate. Weak D type 2 showed a great
variability in the reactivity at IS phase with all MoAbs anti-D used and for this
weak D type we would recommend the indirect antiglobulin test in gel or the
SPRCA test. Weak D type 3 was the most prevalent weak D type found in our donor
population representing 20.8% of the samples and was reactive with most of the
monoclonal anti-D employed.
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By changing reagents and technologies, D antigen discrepancies
between existing tests and historical records occur. When the automation using
an immunoassay analyzer (Neo®, Immucor, Norcross, GA, USA) was
introduced in our blood donor’s routine, D typing discrepancies with previous
typing results performed manually were found. Most of them were related to weak
D type 38 and type 11 that have very low antigen density (21,22) which were
previously classified as D negative. Weak D type 38 is predominant in the
Portuguese population (23) but has also been found with a considerable
frequency among Brazilians (19, 22) and corresponded to 10% of our D variant
samples. When we performed a look back, we observed that 7 of 10 donors
classified as weak D type 38 were mistyped as D negative in previous
donations. Likewise, all donors with weak D type 11 identified in this study were
previously typed as D negative. We found D antigen discrepancies between the
recently implemented automated technology and historical records results in 37
blood donors erroneously typed as D negative. Costa et.al (22) showed a
similar scenario in 4 of 520 donors typed as RhD-negative, who were
molecularly typed as weak D.

Serologic discrepancies caused by D variants can only be resolved by
the use of RHDgenotyping. However, this strategy cannot be applied routinely
due to the cost and feasibility. The reactivity of the monoclonal anti-D reagents
depends on the concentration and avidity of antibodies. In fact, the number of
antigenic sites, accessibility of an epitope, the presentation, the concentrations
and the class of immunoglobulin can affect the reactions of weak and partial
RhD antigens with monoclonal reagents (24). The choice of the reagents and
methodology requests special attention, mainly in a mixed population with
influence of Caucasian, Indian and African ethnicities, as Brazilians, leading to
diversity of D variants, besides atypical heterozygous composition or the
presence of new alleles.

In this study, the clones IgM RUM-1 and RUM-1/MS26 blended had better
performance to detect D variants at the IS tube tests, while the IgM RUM-1
showed better reactivity in microplates. For gel IAT, the ESD1 clone showed to
be a good option to detect D variants, including some weak D type 38 samples.

Regarding the technologies used, all of them have positive and negative points.
Although the tube test has a reduced cost and a short incubation, it showed to be less
sensitive to detect D variants, requiring more RhD work up. Gel test is more sensitive,
and could be used in an automated process, but it is more costly. Solid phase is used
as a confirmatory test in an automated analyzer and was the unique methodology able
to detect all the D variants, including the weak D types with very low density as the
weak D type 38 and the weak D type 11, that express less than 200 D antigen sites.
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Serology cannot discriminate weak D from partial D, but may provide a
clue about the probable D variant to be tested molecularly. The sensitivity of the
method used to type donors may depend on the anti-D reagent used and on the
exact conditions of the methods. Our results show a great variation of methods
and reagents to detect D variants in Brazilian blood donors and even using
sensitive methods and different MoAb anti-D reagents to ensure the accurate
assignment of D antigen, at least 17% of the donor samples would need a
confirmatory D test in order to avoid alloimmunization in D-negative patients.
Therefore, according to our results, RBCs with D-negative results at IS should
be tested by IAT.

In conclusion, this study allowed us to compare and determine the
capacity and limitations of different technologies and reagents to identify the
most frequent D variants in a population with high degree of miscegenation,
particularly those with weakened D expression.
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Table 1 — Technologies and clones used in the serological analysis of RhD
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Method Source IgM Anti-D IgG
anti-D IgM+lgG Anti-D

Manual-Tube Lorne RUM-1, MS-201 _
RUM-1/MS-26 Manual-Tube

Fresenius MS-201 MS-26

Manual-Tube Bio-Rad TH-28 _
TH28+MS-26, MS201+MS26

Manual-Liss- Gel Bio-Rad _

ESD1 TH28+MS-26, MS201+MS26

Manual-NaCl Enzyme Gel Bio-Rad TH-28 _
Microplate agglutination method Immucor RUM-1

D175+415, MS201+MS26, TH28+MS26

Solid-phase RBC adherence Immucor
D175+415, MS201+MS26, TH28+MS26




Table 2 Number of samples and degree of agglutination in immediate spin with various anti-D reagents

Lorne
Tube

Fresenius
Tube

Bio-Rad
Tube

Immucor

Microplate

Molecular Analysis RHD
Genotype

Agglutination
Degree

1gM RUM1

1gM MS201

Blend RUM-
1/MS-26

IigM
MS201

1gMTH28

Blend
TH28+MS26

Blend
MS201+MS2
6

IgM
RUM-1

Blend
MS201 +
Ms26

Blend
D175 +415

Blend
TH28 +
MsS26
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