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ﬁ’esquisa do Hemocentro faz mapeamento genético dos grupos sangiiineos da populacio brasileira

Uma questao de

SANGUE

A biéloga e pesq aemi
de identificagdo de anticorpos

Foto: Antoninho Perri

ia Lilian Maria de Castilho: poderoso método de auxilio no processo
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|, que causa reagao hemolitica imediata com destrui¢do das heméacias transfundidas,
papel dos anticorpos no processo:

mExistem 250 antigenos (particulas ou moléculas capazes de deflagrar a produgéo de anticorpos especificos) nos gloébulos verme-
Ihos, distribuidos nos 29 sistemas de grupos sanguineos, de acordo com a Nomenclatura da Sociedade Internacional de Transfuséo

mOs antigenos de grupos sanguineos também desempenham papel importante nas anemias autoimunes e nos transplantes de orgéos,
e tém sido utilizados ainda em medicina forense e em investigagdes antropoldgicas. A presenca ou a auséncia de alguns antigenos im-
plicam em susceptibilidade ou resisténcia a certas doengas.

mPacientes que recebem transfusao de sangue e componentes sanguineos podem desenvolver anticorpos para uma centena de antigenos
das células e apresentar reagdes transfusionais hemoliticas meses ou até mesmo anos apds as transfusdes, com destruigdo das hemacias,
devido a anticorpos ndo detectados em testes pré-transfusionais.
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esquisa pioneirado Laboratorio
P de Biologia Molecular do Cen-
tro de Hematologia e Hemote-

rapiada Unicamp (Hemocentro) per-
mitira pela primeira vez mapear gene-
ticamente os grupos sangiiineosdapo-
pulagaobrasileirae contribuird paraa
constituigao, alongo prazo, deumban-
conacional dedoadores desangue. Se-
melhante a um censo demografico, a
identificagao dos diferentes
tiposdesangue pormeiodea-
vangadas técnicas de tipagem
porDNAajudaraadesenvol-
ver procedimentos maissegu-
ros para transfusao, a cadas-
trar portadores desanguesra-
roseaprevenirdoencashemoliticasem
recém-nascidos causadas porincom-
patibilidade sanguinea dos pais.

Coordenado pelabidloga e pesqui-
sadoraem imunohematologia Lilian
Maria de Castilho, o trabalho envol-
ve técnicas de genotipagemem que a
caracterizagao dos diferentes tipos de
sangueocorrea partir daidentificagao
do codigo genético das células san-
giiineas. Nosistema convencional de
fenotipagem, rotineiramente empre-
gado peloshemocentros paraidenti-
ficar receptores e doadores, sao utili-
zados procedimentos sorologicos de
hemaglutinagao que demonstram o
produto do gene nas hemacias.

Esse método, contudo, apresenta
limitagdes, explica a especialista:
depende da disponibilidade de an-
tisoros raros, o que, associada a ou-
tros fatores de ordem técnica, difi-
culta a sua utilizagao, tornando-o
algumas vezes até mesmo inviavel
narotina transfusional. Porexemplo,
aindaé dificil fenotipar corretamente
um paciente recentemente transfun-
dido devido a presenga de hemacias
do doador na sua circulagao.

“Entre os meios mais seguros para
evitar as reagoes transfusionais em
pacientes politransfundidos, como
os portadores de talassemia e ane-
mia falciforme, submetidos a trans-
fusdes constantes, os procedimentos
de genotipagem molecular desta-
cam-se como um valioso comple-
mento dos testes de hemaglutinagao
eum poderosométodo de auxiliono
processo deidentificagao de anticor-
pos”, afirma Lilian.

Técnicas - Por enquanto, a geno-
tipagemnoHemocamp érealizada por
meio de um procedimento manual
denominado reagao enzimatica em
cadeiada polimerase (PCR). Atécnica
amplifica as seqiiéncias de DNA ex-
traidas do sangue ou de secre¢des do
pacienteeinformaa presengaouaau-
sénciadogene quese desejaidentificar.

O método ja permitiu genotipar
cerca de 500 doadores da regiao de
Campinas cadastrados noservigo de
hemoterapia da Unicamp, com a
identificagao de 15 genes alelos (ge-
nes de grupos sangtiineos herdados
dos pais). Apesar da eficacia, a me-
todologia é bastante demoradae tra-
balhosa, observa abidloga: a pesqui-
sade cada gene exige umareagao de

Tipagem por DNA antecipa diagnostico

Uma das principais aplicagdes clinicas da
genotipagem molecular de grupos sangii-
neos é na identificagdo de um feto de risco,
na Doenga Hemolitica Peri-Natal (DHPN).
Testes de hemaglutinagao ddo apenas uma
indicagao indireta da possibilidade de ocor-
réncia do problema, mas a tipagem san-
giiinea por DNA permite conhecer antecipa-
damente e com exatido o tipo sangiiineo
fetal, e possibilitaintervengdes clinicas pre-
ventivas ou para minimizar as consequén-
cias da doenga no recém-nascido.

Séo os casos de gestantes com sangue
RH negativo fecundadas por homens com

sangue RH positivo. Se tiver o mesmo tipo
sanguineo do pai, o feto podera ser preju-
dicado por anticorpos desenvolvidos pelo
organismo matemo, capazes até mesmode
atravessarabarreira protetora da placenta.
A coleta de liquido amniético, um procedi-
mento invasivo de alto risco, era até entéo
a Unica técnica capaz de identificar o tipo
sangiineo fetal antes do parto.

Pelas técnicas biomoleculares é possivel
obter essainformag&o apenas coletando o
sangue damae e tipando o DNA do feto que
se encontra liviemente na circulagéo san-
guineamaternadurante agravidez. SeoRh

for positivo, a gestante recebe medicacao
para prevenir aformag&o do anticorpo. Caso
esse mecanismo de defesa ja tenha se de-
senvolvido, a gestagdo recebera um mo-
nitoramento mais cuidadoso para preservar
asaude do bebé.

Um anticorpo produzido pela mée destroi
ahemaécia do feto e provoca anemia nore-
cém-nascido. Em casos graves causa a
doenca cerebral kernicterus, que € irre-
versivel e pode matar a crianga.

Atroca de todo o sangue do recém-nas-
cido é uma técnica adotada em situages de
alto risco de morte, quando a doenga he-

molitica € identificada apenas no parto. Mas
nem sempre é possivel salvar a vida do
neonato. Para evitar que o problema evolua
paraumquadroirreversivel, uma transfusao
intrattero pode ser realizada apds a cons-
tatagdo da positividade do RH fetal e de
outros exames indicativos do grau de com-
prometimento do feto.

Aincompatibilidade fetal por Rh ainda é
considerada comum na gravidez. Estatisti-
cas demonstram que 17% das gestante tém
Rh negativo e 25% dos fetos dessas partu-
rientes desenvolvem anemia severa devi-
do ao fenémeno.

PCR, em um processo que duraem
média 8 horas.

Recentemente, o Hemocamp ini-
ciou experimentos com uma técnica
automatizada que possibilita iden-
tificar de forma mais rapida e com-
pletaum niimero aproximadamen-
te trés vezes e meia maior de genes.

Na técnica de microarray, ou tec-
nologia chip, amostras genéticas de
sangue ou secregdes sao rastreadas
por microscopicas sondas de DNA
contidas em mindsculos sensores
dispostos em umalamina com dife-
rentes genes de grupos sangiiineos
previamente seqiienciados. Um e-
quipamento e um software especi-
ficos monitoram o processo e quan-
do os genes procurados nas amos-
tras saolocalizados os chips emitem
um sinal de fluorescéncia, captado
por um sistema de imagem e digi-
talizado na forma de um resultado
para leitura dos pesquisadores.

O sofisticado método fara parte
dos processos rotineiros do Hemo-
camp a partir de novembro — quan-
do chegarao os equipamentos impor-
tadosnecessarios aos exames —e per-
mitira identificar simultaneamente e
em uma tinica reagao enzimatica os
50 genes alelos com maiorimportan-
cia clinicaem problemas transfusio-
nal e materno fetal, adianta Lilian.

“A rapidez e a confiabilidade de
resultados proporcionados pela tec-
nologia aumentarao a exatidao da
compatibilidade entre doador e re-
ceptor, bem como a seguranca das
transfusdes. Também ampliarao sig-
nificativamente o conhecimento dos
grupos sangiiineos da populagao”,
argumenta aimunohematologista.

Os grupos sangiiineos sdo os que
definem o tipo de sangue das pesso-
as e estao classificados em 29 siste-
mas. Deacordo com Lilian, o Hemo-
camp consegue caracterizar geneti-
camente a populagdo para os cinco
principais sistemas, que sao ABO,
RH, Kell, Duffy e Kidd.

“Queremos, contudo, avangar pa-
ra os outros 24, o que constitui uma
tarefa ardua, considerandoaorigem
étnica heterogénea da populagao
brasileira, devido ao intenso proces-
sode miscigenagao”, salienta Lilian.

Referéncia—Laboratorios de dois
hospitais paulistas (Albert Einstein e
Sirio Libanés) utilizam atualmente a
biologia molecular de grupos san-
giiineos para casos clinicos de seus
pacientes. No campo académico, en-
tretanto, a primazia de pesquisas na
area é do Hemocamp, cominvestiga-
¢oes iniciadas em 1996 e 1997 pela
médicaMaria de LourdesBarjas Cas-
troe por Lilian Castilho. Os trabalhos
ganharam impulso gragas ao estimu-
lodos professores Fernando Ferreira
Costa e Sara Teresinha Olalla Saad e
aos inumeros estudos de pds-gradu-
agao em imunohematologia desen-
volvidos poralunos daFaculdade de
Ciéncias Médicas (FCM).

OHemocamp éinstituigao de refe-
rénciana América Latinanainvestiga-
¢aoetratamento dediversas doencas
hematoldgicashereditarias e adquiri-
das. Publicadas em periddicos cienti-
ficos nacionais e internacionais e pre-
miadas em quatro congressos brasi-
leiros, as pesquisas em imunohemato-
logiaja permitiram identificar quatro
novos genes sangiiineos na popula-
¢ao. Os estudos sao financiados pela
Fundagao de Amparo a Pesquisa do
EstadodeSaoPaulo (Fapesp)e contam
com a colaboragao de outros hemo-
centros do pais e latino-americanos,
que enviam ao Hemocamp amostras
para genotipagem de doadores.

A atuacao do drgao fez com que
passasse a integrar recentemente
um consorcio internacional forma-
do por trés institutos norte-america-
nos e um canadense para a determi-
nagao de grupos sanguineos das po-
pulagdes das Américas.



