Grupo Cooperative lberoamericano de Medicina Transfusional

COMITE DE EDUCACION CONTINUA Y CONTINUADA
COORDINADORA: DRA ANA CLAUDIA PERON

PROGRAMA CONSULTA AL EXPERTO
COORDINADORA: DRA GRACIELA LEON DE GONZALEZ

“IMPLICACAO DOS ALELOS RH VARIANTES NA TERAPIA
TRANSFUSIONAL”

PROFESORA INVITADA: DRA LILIAN CASTILHO

Especialista en Inmunohematologia por la CNRGS, Paris, Francia.
Maestra en Inmunologia y Doctora en Ciencias por la UNIFESP,
Sao Paulo, Brasil. Postdoctora en Inmunohematologia Molecular
por NYBC, Nueva York EEUU. http://orcid.org//0000-0002-3104-
647X castilho@unicamp.br



http://orcid.org/0000-0002-3104-647X
http://orcid.org/0000-0002-3104-647X

1. Introdugao

O sistema Rh é um dos sistemas de grupos sanguineos mais imunogénicos e
polimdrficos, composto por 56 antigenos codificados por dois genes homodlogos
localizados no cromossomo 1, RHD e RHCE. A maioria dos antigenos é codificada pelo
gene RHCE, enquanto um pequeno numero é codificado por RHD ou pelo gene hibrido
RHCE-RHD. Os antigenos mais comuns sao D (RH1), C (RH2), c (RH4), E (RH3) e e (RH5),
detectados por reagentes comerciais. Existem mais de 400 alelos RHD e mais de 150
alelos RHCE reconhecidos pela ISBT (1), mas muitos mais alelos podem ser encontrados
em outros bancos de dados, como o RhesusBase (2), o RHeference (3) e o Erythrogene
(4). Esses alelos resultam de variantes de Unico nucleotideo, inser¢Ges/delegdes,

rearranjos génicos e dele¢do génica (5).

Esse nivel de complexidade pode resultar na expressao alterada dos antigenos D e CE
nos glébulos vermelhos com consequéncias graves para transfusdes e altas taxas de
aloimunizac¢do. Evidéncias clinicas ou bioldgicas desses efeitos ndao estdo claras para
todos os alelos RH variantes, uma vez que nem todos os antigenos Rh foram associados
a formacdo de anticorpos, e nem todos os aloanticorpos produzidos sao considerados

clinicamente significativos (6,7).

Existem dois tipos de variantes Rh: os antigenos Rh fracos, que conceitualmente nao
perdem epitopos imunogénicos e tém expressao fraca, e os antigenos Rh parciais, que
conceitualmente perdem epitopos imunogénicos e tém expressao fraca ou normal (8,
9). Historicamente, os antigenos fracos ndao induzem aloimunizacdo, e os antigenos
parciais induzem aloimunizacao, sendo considerados clinicamente significativos, pois o
portador de antigenos parciais exposto a um antigeno completo pode produzir
anticorpos contra os epitopos ausentes e contra antigenos de alta frequéncia, como
RH31 (hrB) e RH19 (hrS) (10-12). No entanto, o limite desses dois conceitos ndo é simples
de estabelecer, como demonstrado por Daniels et al. (13), uma vez que nao é possivel
prever que todos os pacientes com antigenos fracos ndao produzirdo anticorpos e que

todos os pacientes com antigenos parciais estdo em risco de formacdo de anticorpos.



Embora o significado clinico das variantes Rh ndo seja facil de estabelecer, a
genotipagem RH tem sido recomendada para resolver fendtipos fracos ou discrepancias
encontradas na rotina e para diferenciar antigenos Rh fracos e parciais (8, 10-16). Nos
ultimos anos, um numero crescente de novos alelos RH tem surgido, mas suas
descricdes soroldgicas, risco de formacdo de anticorpos e implicacdo na transfusdo
sanguinea ainda sao dificeis de demonstrar, pois muitos desses alelos foram observados
apenas uma vez em um doador ou em um paciente ndo aloimunizado. Além disso, o tipo
de variante, formas alélicas e a conformacao trimérica das proteinas Rh influenciam o
significado clinico dos anticorpos. Em muitos casos, andlises funcionais e interacdes
intraproteinas tém sido usadas para caracterizar o efeito das variacdes ao nivel
molecular (17-20). Uma compreensao melhor do risco de aloimunizagao e do significado
clinico dos anticorpos produzidos pelas variantes Rh é necessdria para aumentar a

seguranca transfusional e preservar os estoques de sangue RhD-negativo.

2. Alelos RHD e risco de formacgao de anti-D

E importante estar ciente de que nem todos os portadores de alelos RHD variantes
desenvolverdo anti-D. A distincdo entre alelos RHD que codificam antigenos D fracos e
antigenos D parciais pode ser importante para prever o risco de aloimunizagdo e sua
implicagdao na terapia transfusional. Existem mais de 700 alelos RHD registrados no
banco de dados RHeference, mas apenas 30% deles foram associados a formagao de
anti-D (3). Em uma revisdao narrativa de alelos e anticorpos RH, Floch (21) relatou os
alelos RHD mais comuns associados a producdo de anti-D de acordo com a literatura. A
maioria sdo alelos RHD que codificam D parcial, mas os tipos 11, 15, 21, 41, 42 e 45, que

codificam D fraco, também foram associados a formacdo de anti-D.

Devido a falta de evidéncias sobre aloimunizacdo em portadores dos 5 tipos de D fracos
mais comuns (tipos 1, 2, 3, 4.0, 4.1), tem sido recomendado tratd-los como RhD-positivo
para preservar o estoque limitado de sangue RhD-negativo, enquanto os tipos menos
comuns, incluindo o D fraco tipo 4.2, comum em africanos, devem ser tratados como
RhD-negativo (22). Esta é uma das razoes pelas quais a genotipagem RHD esta sendo
recomendada para diferenciar antigenos D fracos e antigenos D parciais em pacientes

transfundidos (8, 16, 23-25). Em um estudo recente, Miranda et al. (11), realizando



genotipagem RHD sistematica em pacientes transfundidos sorolégicamente tipados
como D fraco e recebendo unidades de hemacias RhD-positivo, mostraram que 63,2%
deles tinham alelos RHD que codificam antigenos D parciais e, portanto, deveriam ser

tratados como RhD-negativo.

A prevaléncia de alelos RHD variantes pode variar significativamente entre diferentes
populagdes, e ainda existem relatos raros de aloimuniza¢ao anti-D dos alelos RHD
variantes espordadicos. Portanto, na auséncia de informacgdes clinicas sobre a formacao
de anti-D, pacientes portadores de raros alelos RHD tém sido tratados como RhD-
negativo (21). Testar hemacias com diferentes clones de anti-D pode fornecer
informacgdes potenciais sobre o perfil de epitopos de D, pois a auséncia de epitopos
sugere que esses alelos codificam fendtipos D parciais com risco potencial de formacao
de anti-D (26, 27). Estudos de bioinformatica também revelaram os efeitos de
substituicdes de aminoacidos em interacdes dentro da molécula RhD e podem ser Uteis
na avaliagcdo de novas variantes (20, 28). O tipo de variacao de nucleotideos também
fornece informacgdes, por exemplo, mudancas que ocorrem em um local de splicing de
exon podem resultar em um nivel reduzido de transcritos responsaveis por fendétipos D
fraco, mas ndao uma substituicdo de aminodacido, e, portanto, esses alelos ndo estariam

associados a aloimunizacado (29).

Estudos prospectivos sobre o risco de formacdao de anti-D de alelos RHD variantes,
especialmente aqueles relatados em muitos portadores, sdo necessarios para entender
sua significancia clinica. A expressao de epitopos de D determinada por testes
soroldgicos e estudos de expressdo in vitro também seriam Uteis. Sem esses estudos,
parece prematuro excluir a implicacdo de uma variante Rh na transfusdao sanguinea.
Além disso, existem alguns alelos que codificam antigenos com uma densidade
antigénica muito baixa, e os portadores desses antigenos podem ser tipados como RhD-
negativo (30). Existem também algumas situag¢Oes intrigantes quanto a producdo de
anticorpos por antigenos RhD variantes, como, por exemplo, individuos com alelos RHD
variantes heterozigotos compostos. Mesmo na presenc¢a de um alelo que codifica um
antigeno parcial, dependendo do outro alelo, da associacdo com formas alélicas de RHCE
e da conformacao trimérica das proteinas Rh, o risco de formacgao de anti-D pode variar

(10, 12, 23).



Alelos RHD variantes frequentemente produzem resultados sorolégicos e moleculares
discrepantes ou inconclusivos, e as causas dessas discrepancias devem ser identificadas
em beneficio do cuidado ao paciente e do avanco dos bancos de dados de alelos. A
anadlise da proteina RhD por bioinformatica pode nos ajudar a entender o impacto das
variantes RhD nas diferencas antigénicas e orientar estratégias de transfusdo sanguinea
(17, 31, 32). A decisdao de tratar um paciente como RhD+ ou RhD- para fins
transfusionais deve considerar, além do alelo especifico, a idade do paciente, género,

histérico de produgao de anticorpos, necessidades de transfusdo e o estoque de sangue.

3. Implicag6es dos alelos RHCE variantes na transfusao

A diversidade genética do locus RH em populagdes de origem africana contribui para a
alta prevaléncia de alelos RHCE alterados e com alta taxa de aloimuniza¢do em pacientes
com anemia falciforme (10, 33). Além dos alelos RHCE variantes que codificam antigenos
parciais, existem muitos alelos que também levam a perda de antigenos de alta
prevaléncia, como hrB (RH31) e hrS (RH19), que devem ser levados em consideracdo na

selecdo de unidades de hemacias para transfusao (34).

O anti-e é o aloanticorpo mais frequente observado em pacientes com anemia
falciforme que possuem alelos RHCE variantes, embora nem todos estejam implicados
em reagOes transfusionais hemoliticas, sugerindo que o risco de aloimunizacdo e o
significado clinico dos anticorpos produzidos podem variar de acordo com o alelo
especifico herdado (21). Em um estudo recente, observamos que a maioria dos
pacientes com o alelo RHCE*01.20.01 (RHCE*ce733G), que desenvolveram anti-e,
tiveram uma boa sobrevida das hemacias transfundidas quando expostos ao antigeno e
convencional, enquanto pacientes com o alelo RHCE*01.04.01 (RHCE*ceAR) produziram
anti-e e anti-hrS clinicamente significativos (34). De fato, hd evidéncias de que alguns
alelos RHCE, como RHCE*01.01 (RHCE*ce48C), RHCE*01.20.01 (RHCE*ce733G) e
RHCE*01.20.02 (RHCE*ce48C,733G), tém baixo risco de formacdo de anticorpos ou de
implicacdo em episédios hemoliticos graves (10, 34, 35). Além disso, foi sugerido que a
presenca de um alelo RH convencional ndo protege contra a aloimunizacdo (10, 36, 37).

Alelos RHCE anteriormente associados a formacdo de anticorpos aos antigenos



correspondentes foram relatados com fendtipos RH10 (V) e RH20 (VS) (10, 21), e
nenhuma formacao de anticorpos foi associada a alelos RHCE raros, como RHCE*02.02,
RHCE*02.03 e RHCE*02.11, sem fendtipos RH10 ou RH20 (38-40). Embora seja
extremamente importante, o significado clinico dos alelos RHCE variantes nao é facil de
estabelecer em pacientes politransfundidos, especialmente se o anticorpo formado é
um aloanticorpo ou autoanticorpo, uma vez que autoadsor¢des ndao sao recomendadas
para pacientes recentemente transfundidos (41). Além disso, autoanticorpos podem
causar hemdlise, e, portanto, a implicagdo do anticorpo em uma reagao transfusional
hemolitica pode ser dificil de determinar. A dificuldade em encontrar doadores com
alelos RHCE bem caracterizados para selecionar unidades com base nos alelos RH do
paciente, associada ao pouco conhecimento do risco de aloimunizacdo e do significado

clinico do anticorpo, torna a decisao transfusional dificil (42).

A fim de compreender a implicacdo dos alelos RHCE variantes na terapia transfusional,
é importante conhecer sua frequéncia na populacdo estudada e demonstrar que o alelo
codifica um antigeno com risco de formacdo de anticorpos e a perda dos antigenos de
alta prevaléncia hrB (RH31) e hrS (RH19) (21, 35, 37). E importante enfatizar que a
selecdo de sangue compativel para um paciente com um alelo raro também depende da
disponibilidade de doadores genotipados para alelos RH variantes, pois essa solicitacdo

¢é atendida com unidades selecionadas com base no gendtipo RH.

4. Novos alelos RH, aloimunizagao e riscos hemoliticos

A genotipagem de alta resolucdo revelou uma infinidade de novos alelos RH em
diferentes populacdes como resultado de discrepancias soroldgicas ou discordancias
entre a tipagem sorolégica e o fendtipo deduzido pelo gendtipo (37, 43-45). No entanto,
muitos alelos foram relatados em forma de resumo, nao tém prevaléncia associada, e
poucos dos novos alelos relatados até o momento foram associados a producdo de
anticorpos contra o antigeno expresso. A maioria dos novos alelos RH foi descrita em
doadores ou em pacientes ndo aloimunizados, e em muitos desses estudos, mesmo
guando um anticorpo é produzido, a sorologia ndo é bem detalhada, principalmente na

discriminacdo entre auto e aloanticorpos. O risco de aloimunizacdo muitas vezes esta



associado ao tipo de antigeno Rh variante que o novo alelo codifica, ou seja, um antigeno
fraco ou um antigeno parcial, no entanto, mais estudos sorolégicos e clinicos seriam
valiosos para determinar o risco de formacdo de anticorpos. E dificil medir o risco de
aloimunizacdao de novos alelos, uma vez que a maioria dos pacientes portadores de
antigenos Rh parciais ndo é rotineiramente reconhecida, a menos que formem
anticorpos inesperados. Além disso, a formacgao de anticorpos Rh pode ser influenciada
por caracteristicas pessoais, uma vez que é conhecido que alguns individuos tém menos
probabilidade de produzir aloanticorpos e sdao "maus respondedores" apesar de

multiplas transfusdes (46).

Existem alguns alelos RH amplamente conhecidos por produzir antigenos parciais e
estdo associados a formacdo de aloanticorpos se expostos a um antigeno convencional,
como o haplétipo RHCE*(C)ceS, mesmo assim ha variacdes em diferentes populacdes
(10, 12, 34, 36). Portanto, é muito dificil estabelecer uma estratégia para reduzir o risco
de aloimunizacdo se ndo soubermos adequadamente as caracteristicas do antigeno. Em
geral, novos alelos surgiram com avancos em técnicas moleculares com muita pouca
informacao sobre os antigenos que codificam ou a formacgao de anticorpos. Além disso,
ja foi observado que epitopos alterados em hemacias de doadores de sangue também

podem induzir aloimunizacao, e isso é muito dificil de controlar (47).

Na descoberta de alelos RH variantes, é muito importante fornecer dados soroldgicos,
mesmo que incompletos, informacdes sobre aloimunizacdo e dados clinicos para que
possamos avaliar a implicacdo desse alelo na terapia transfusional e propor uma
estratégia para prevenir a aloimunizacdo e reacdes transfusionais hemoliticas (48). Em
um estudo realizado por Coleman et al (36) sobre aloimunizacdo e implicacdo de
anticorpos produzidos com reacdes transfusionais hemoliticas tardias, eles observaram
que 47% dos anticorpos Rh clinicamente significativos ocorreram em pacientes com pelo
menos um alelo codificando algum antigeno Rh parcial. Embora fenétipo e dados clinicos
sejam determinantes para avaliar o efeito de variacdes genéticas, o uso de ferramentas
de modelagem molecular e bioinformdtica evoluiu, e atualmente, estudos
tridimensionais de interagbes intraproteinas combinados com mapeamento de epitopos
e densidade do antigeno tém sido usados na avaliagao do risco de aloimunizagao em

portadores de variantes Rh (19, 20). A andlise de bioinformatica processada “in silico”



também pode melhorar nossa compreensao da influéncia de variantes genéticas na

expressao de antigenos e suas implicagdes para a terapia transfusional (49-51).

5. Conclusao

Vale ressaltar que avang¢os da medicina e uma compreensao aprimorada do sistema Rh
tém levado ao desenvolvimento de testes sorolégicos e moleculares mais precisos. A
genotipagem RH de alta resolugao esta comegando a ser realizada usando tecnologias
avancadas de sequenciamento, com aumento no comprimento médio de leitura que
permite a identificacdo de variantes estruturais, sequenciamento de regides repetitivas,
faseamento de altera¢des de nucleotideos e distincdo de regides gendbmicas altamente
homdlogas, melhorando assim a caracterizacdao dos genes RHD e RHCE, e aumentando

a descoberta de variantes relevantes para a transfusdo sanguinea.

O potencial de imunizacdo dos alelos RH variantes é dificil de prever. No momento, a
recomendacdo é que em transfusdes de sangue, os pacientes sejam tratados como
negativos para o antigeno, até que surjam evidéncias que possam comprovar o risco ou
ndo de formacgao de anticorpos. No manejo da gravidez, sem conhecimento do potencial
risco de aloimunizagao, todas as mulheres com um alelo RHD variante que codifica um
antigeno parcial serdao consideradas RhD-negativo e receberdo monitoramento
abrangente, incluindo teste adicional de detec¢ao de anticorpos, genotipagem RHD fetal

e administragao de IgRh.

Com sorte, mais dados sorolégicos, epidemiolégicos e clinicos com a incidéncia e
gravidade de reagdes transfusionais hemoliticas associadas a formacgao de anticorpos,
especialmente se documentados para coortes maiores, de modo que a recomendacdo

transfusional e 0 manejo da gravidez se tornardo mais precisos.

Uma melhor compreensao do envolvimento dos alelos RH variantes com a produgdo de
anticorpos e com um potencial risco de causar reacdes transfusionais hemoliticas pode

aprimorar a compatibilidade RH genética e aumentar a seguranca transfusional. A



bioinformatica desses alelos pode expandir nosso conhecimento sobre variantes Rh e

ajudar a avaliar suas implicagOes na terapia transfusional.

Em resumo, atualiza¢Bes regulares e avangos nos protocolos de bancos de sangue sao
cruciais para inserir o conhecimento da evolucdo sobre os alelos RH variantes e reduzir
o risco de aloimuniza¢do. A determinagdo precisa do fendétipo RhD, a identificagdo de
variantes RhCE e o monitoramento do risco de aloimunizacdo sdo essenciais para
fornecer uma terapia transfusional segura e eficaz aos pacientes politransfundidos. As
técnicas moleculares desempenham um papel crucial na identificacdo dos alelos RH e

no aprimoramento das praticas transfusionais.
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