Discrepancias na fenotipagem RhD

»

-
=

Bio-Rad Laboratorios — Brasil

Como resolver as
discrepdncias na
Fenotipagem RhD?'

Autoria: Ana Lucia Girello (Byoline Corporation)
Co-autoria e Revisao Técnica:
Cristina Altobeli de Brito (Byoline Corporation)

'Este material didatico foi escrito e publicado em abril de 2025, seguindo as B’O 'RAD
normas, recomendacdes e diretrizes nacionais e internacionais vigentes.




APRESENTAGCAO

Ald, imuno-hematologistas!

Se vocé ja se deparou com uma discrepancia RhD e sentiu que estava
diante de um enigma mais complicado do que sudoku em japonés, saiba
que vocé nao esta sozinho, pois estamos juntos neste desafio!

Por que isso importa?

Resolver discrepancias na fenotipagem RhD nao é apenas uma questao
técnica: é sobre garantir seguranca transfusional, evitar erros criticos e
proporcionar um trabalho eficiente. Afinal, cada amostra bioldgica é uma
histéria unica de um "individuo” e depende do nosso rigor analitico.

E é por isso que seguir um fluxo assertivo de técnicas nao é s6 importante
— é essencial. Com um direcionamento claro, vocé:

» Evita testes aleatdrios: quantas vezes vocé sentiu que estava
“tentando de tudo”, mas nao conseguiu resolver o caso?

» Economizareagentes, amostras e tempo, aumentando a eficiéncia
do processo, o que, no fim das contas, significa: pacientes
atendidos com segurancga!

Como resolver este quebra-cabecas chamado Rh?

Esse fluxograma foi desenvolvido para ser sua bussola no meio do caos!
Ele guia vocé, recriando um passo a passo no uso das técnicas sorologicas,
para identificar o ponto exato da discrepancia e elucidar o enigma. Desde
verificar reagentes até validar resultados com precisao, cada etapa foi
pensada para facilitar sua rotina e melhorar seus resultados.

Respire fundo, ajuste o jaleco e vamos juntos explorar o mundo da
fenotipagem RhD com assertividade e confianca. Com um guia claro, o
caos vira solucao, e vocé se torna o especialista da bancada!l

Lembre-se: nao se trata apenas de “resolver o problema"”, mas sim de fazer
isso de forma metddica, segura e com exceléncia. Apertem os cintos e boa
viagem!
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UNIVERSIDADE\ BIORAD

Fenotipagem RhD

EXAMES COM DISCREPANCIAS? DUVIDAS? A LIBERAR O LAUDO

QUAL TIPO ?

Resultado divergente do anterior

Checar identificacao da amostra, dados clinicos e historico

Erros de registro/transcricao

Avaliar Reagentes (mudancas de clones, perdas de reatividade) e possivel erro técnico

e [dentificar e prosseguir com a resolugao do item em desacordo
* Retestar

Checar dados clinicos e
Controle Rh positivo realizar o TAD

Qual a
classe?

Tratar com Difosfato
de Cloroquina. Grupo Sanguineo LIBERAR O
Lavar hemacias com ou RhD definido LAUDO

salina aquecida Se < 2+ utilizar
blogueio de IgG

Utilizar
cartao AGH
monoespecifico
IgG

Tratar com DTT
0,0M

Resultado muito fraco (p6) em AGH Fixacao e Eluicdo com anti-D

Dupla Populacao Quimera /TMO/ Politransfusao? Aval[ar possibilidad,e .de Genotipagem
fenotipagem de nedcitos

Enviar laboratoério
de referéncia

Avaliar Variantes de D *
(Vide tabelas de clones Pg.4 e 5)

Painel de anti-D
monoclonais

Discrepancia entre
os anti-D do cartao

* Avaliar Variantes de D - De forma geral se doador este individuo
devera ser considerado RhD positivo.
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- I I:l Conhecendo os reagentes anti-D

Versao

Cartao Clones Anti-D da instrucao
de uso

E E ﬁ ﬁ ﬂ ﬁ ID-DiaClon ABO/D +
‘ 50092 LoLiss 20 BN001228 V.02

B (ov e A B Prova Reversa _
© (AB,DVI-ctl /A1B) (LDM3)+175-2

ID-DiaClon BO/D +

Prova Reversa para 51090 ESD1-M + 175-2
Doadores

(A,B,DVI+,ctl /A1,B)™

ID-DiaClon ABO/Rh
para Recém-nascidos 50961 ESD1-M , 175-2
(A,B,AB,DVI+,ctl,DAT)™

ID-DiaClon ABD-
Confirmacgéao (A,B,D- 51051 ESD1-M, 175-2

8, [ovi| ovie:
; VI+)™

B001365 v.03

B001028 v.04

BNOO1134 v.01

** Clones do cartdo DVI+: Individuos D categoria VI (RhD positivo variante) apresentaréo

resultado positivo com estes reagentes ID. 51090, 50961, 51051

Cartao

com 02 anti-D

Wﬁ Wlf ID-DiaClon ABO/D ESD1-M+175-2;
magssis (0B ABDVIs OV ct) 50481 LHM59/127% (I2_DM3) +
-

Versao
dainstrucao
de uso

B001324 v.01
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Antissoro para Versao
pesquisa d fraco da instrucao
em gel de uso

ID-DiaClon Anti-D

para confirmacao

de D fraco através 09410 ESD1 BNO07531v.01
do Teste Indireto da

Antiglobulina Humana

IMPORTANTE - O teste de antiglobulina direta (TAD) positivo interfere neste teste,
podendo levar a resultados falso positivos; para validacao dos resultados
o TAD da amostra devera estar negativo.

Versao
dainstrucao
de uso

Clones

Anti-D

] .

!'P DiaClon Il / 1,:38372(2';@?91(’;)

’ Anti-D Blend 11285 | "2er32 o) BN07531v.01
E (IgG+IgM) 9
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QUAL A IMPORTANCIA DO ANTIGENO D
(RHOOT- ISBT 2) ?

O antigeno D (principal antigeno do sistema Rh) é altamente imunogénico e
relevante para a pratica transfusional, pois o desenvolvimento de aloanticorpos
anti-D esta associado as reacodes transfusionais hemoliticas tardias e doenca
hemolitica potencialmente grave do feto/recém-nascido.

Bases moleculares do Sistema Rh:

O sistema Rh contém 56 antigenos®, sendo o mais complexo e imunogénico
apos o sistema ABO.

Duas proteinas sao codificadas por dois genes (RHD e RHCE), ambas com 417
aminoacidos, e que atravessam 12 vezes a membrana eritrocitaria. (Modelo proposto por
Wagner & Flegel).

Proteina RhD

Onde estao localizados os antigenos D e G.

Proteina RhCE

Que abriga os demais antigenos Rh.

Genes RHD e RHCE sao altamente homologos, estao localizados no cromossomo
1(1p36-34) em direcdes opostas. Essa proximidade facilita mutacoes (rearranjos
génicos, delecdes, mutacoes de ponto) que originam variantes dos antigenos.

O gene RHD possui alto polimorfismo, com mais de 200 alelos génicos ja
descritos, resultando em diversos fenétipos variantes RhD.

2INTERNATIONAL SOCIETY OF BLOOD TRANSFUSION (ISBT): Working Party of Red Cell Imnmunogenetics and
Blood Group Terminology - https://www.isbtweb.org/isbt-working-parties/rcibgt.html. Ultimo acesso em 15/04/2025
3 Consulte atualizacao permanente em: (Ultimo acesso em 15/04/2025) - 4 SITE ISBT: https://www.isbtweb.org/
resource/004rhd.html - RHESUS DATABASE: https://www.rhesusbase.info/
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FENOTIPOS RHD: QUEM SAO OS INDIVIDUOS
RHD POSITIVOS E NEGATIVOS?

1 - RhD Positivo

Individuos possuem os genes RHD e RHCE, expressando ambas as proteinas nas
hemacias.

2 - RhD Negativo

Individuos nao expressam a proteina D nas hemacias, sendo a delecao do gene RHD
a causa mais comum em diversas populacdes. Outros mecanismos conhecidos pela
ndo expressdo da proteina D sdo a presenca do pseudogene RHD Y (insercao de
37pb no éxon 4, que introduz um cédon de parada prematuro, tornando o gene nao
funcional, comum na populacao africana e seus descendentes) e os genes hibridos
RHD-CE-D formados pela recombinacao entre os genes RHD e RHCE.

"upstream “"downstream
Rhesus box" Rhesus box"
1 RHD 1 RHCE

e

>< unequal crossing over

— e

S

"hybrid RHD
Rhesus box" negative

Fig1. Delecdo do gene RhD ocorre nos Rhesus boxes em uma regido idéntica de 1463 pb, provavelmente causada por um
alinhamento cromossomal defeituoso durante a meiose, resultando em um crossing-over desigual entre os Rhesus boxes. O resultado
e caracterizado pela presenca de Rhesus Box hibrido. Poucos casos podem resultar de rearranjos génicos ou pontos de mutagdo
levando a codon de parada.

Fonte: The genetics of the Rhesus Blood Group system - Scientific Figure on ResearchGate. Available from: https://www.researchgate.
net/figure/Deletion-of-the-RHD-gene-Deletion-of-the-RHD-gene-resulted-from-recombination-between-an_fig2_23995175 [accessed
20 Apr 2025]
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FENOTIPOS VARIANTES: O QUE SAO 0S
ANTIGENOS D FRACO, D PARCIAL E DEL?

Saonos individuos RhD Positivos que podemos encontrar D Variantes”,
variacoes do antigeno RhD derivadas das diversas mutacoes que podem
ocorrer no gene RHD.

Nestes casos, as alteracdes na quantidade de antigeno, presenga/auséncia de
epitopos, ou ambos, tornam praticamente impossivel diferenciar “D fracos” de
"D parciais” apenas utilizando as técnicas soroldgicas de rotina. Ja os antigenos
classificados como “DEL", geralmente sdo tipados em testes sorolégicos de
rotina como D negativo, somente sendo evidenciados por técnicas de reforco,
como adsorc¢ao seguida de eluigao®.

Antigenos D Fraco:

Molecularmente, apresentam alteracdes genéticas na porgcao transmembranar/
intracelular da proteina RhD. Possuem um menor numero de proteina RhD (100
a 10.000 sitios antigénicos); geralmente nao produzem anti-D quando expostos
a antigenos RhD normais.

Sorologicamente, com o advento dos antissoros monoclonais (anti-D), ja podem
apresentar aglutinacao fraca desde a temperatura ambiente ou logo apos a
incubacao a 37°C. Em cartelas de gel teste (ID-System) apresentam reatividades
mais fracas (3+, 2+, 1+, w / pd) com os anti-D monoclonais.

Antigenos D parcial:

Molecularmente, apresentam auséncia de epitopos originais do antigeno D,
substituidos por outras sequéncias de aminoacidos ocasionados por mutacoes
de ponto missenses ou rearranjos génicos entre RHD e RHCE. A proteina
RhD alterada difere do antigeno RhD normal, podendo produzir aloanticorpos
anti-D ou mesmo nao reagir com os reagentes anti-D monoclonais durante a
fenotipagem.

Sorologicamente, sua classificacao € baseada na reatividade com painel de
soros monoclonais anti-D, sendo, portanto, de dificil distincdo na rotina sorolégica
comum, podendo ser classificados apenas como D fracos.

Antigeno DEL: Expressao muito baixa do antigeno D, ndo detectavel por testes
sorologicos padrao, mais frequentemente encontrado na populagao oriental.
Hemacias DEL podem ser fenotipadas erroneamente como RhD- (negativas) em
testes de rotina, porém serao evidenciados em testes de adsor¢ao-eluicao com anti-D.

Dai deriva o nome D “el": “elution”. https://www.rhesusbase.info/
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AS VARIANTES ALELICAS MAIS )
COMUMENTE OBSERVADAS NO BRASIL SAO:

RHD:Alelos génicos mais frequentemente encontrados no Brasil
reencs | w0

Alelo mais frequente na populagao D Fraco tipo 4.2.2

DAU-6
DVII
D Fraco tipo 4.2.1

Alelo menos frequente
associado a fendtipo variante

DAU-1

DAU-5

Dlll tipo 6

DlVa-2

DN8

DOL-2

DV tipo 2
Unica observagao RHD(26dupL)

RHD(83insG)

RHD(L110P-CE(3-9)-D

RHD(S230N)

RHD(V281L)

D Fraco tipo 18

D Fraco tipo 3

D Fraco tipo 4.1

5Fonte: Site RhesusBase. Disponivel em: https://www.rhesusbase.info/ . Ultimo acesso em 20 abr 2025. RhesusBase foi estabelecido
por Franz F Wagner e W.A. Flegel e € uma compilagéo de informacdes publicadas sobre a variabilidade molecular observada no locus
RH (“locus Rhesus”). Atualmente, o RhesusBase cobre apenas alelos RHD alterados.
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DESAFIOS NA DETECCAO
SOROLOGICA DE ANTIGENOS D

Variantes do antigeno D, como D fraco, D parcial e DEL, podem resultar
em resultados fracos nos testes sorologicos, duvidosos ou até mesmo
negativos, podendo ocasionar discrepancias com resultados prévios
ou mesmo ha retestagem com reagentes diferentes.

RhD Positivo D Parcial faltando D Parcial faltando
Normal um epitopo dois epitopos

S888
aeeo

D Fraco Parcial D D, Parcial RhD negativo

el

D Fraco

Antigeno D ~ RhD Epitopos . Hemacias

Figura 1. Representacdo esquemdtica dos fenctipos RhD e as variantes de RhD+.
Fonte: Mishra G. Serological & molecular techniques for RhD typing and their role in the
identification of D variants. Indian J Med Res. 2020 Sep-Dec;51(3):231-8. Disponivel em:
https://niih.org.in/bulletin/1641366664.pdf . Ultimo acesso em 20 abr 2025.
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Limitacoes das Técnicas Sorologicas
utilizadas na rotina laboratorial:

» Incapacidade de identificar com precisao fenétipos D fracos
e parciais.

« Situacgdes clinicas em que a sorologia é inaplicavel.
» Problemas de sensibilidade e especificidade.

« Risco de identificacao incorreta em fendtipos DEL.
« Limitacdes na previsao da zigosidade RHD.

e Resultados inconsistentes devido a variabilidade na
qualidade dos reagentes e protocolos.

Métodos e reagentes com diferentes sensibilidades e especificidades, estratégias de
tipagem que variam entre servigos e paises bem como a existéncia de poucos centros
que realizam os testes moleculares rotineiramente sao grandes desafios na fenotipagem
RhD.

12 « Bio-Rad - Como resolver as discrepancias na Fenotipagem RhD? B’O'RAD



TABELA DE CONSULTA: DESAFIOS NA ROTINA LABORATORIAL

e Testes soroldgicos rigorosos: antissoros de alta
qualidade e validados com controles periodicos.

e Protocolos padronizados para testes do fenétipo D.

e Implementacao de testes para confirmacao
em casos de resultados soroldgicos fracos ou
discrepantes.

e Metodologias em gel teste (ID-System) com os
clones adequados da classe IgG fornecem um
meétodo confiavel para deteccao de antigenos D
fracos, com reducao de erros operacionais inerentes
as técnicas que exigem multiplas lavagens e leitura
subjetiva.

e Integracdo de metodologias: técnicas soroldgicas e
moleculares para uma analise abrangente.

e D fraco: salvo algumas excecdes, como por ex:

D fraco tipos 4.2, 11, 15 e 21 que potencialmente
podem desenvolver anti-D, os demais podem
receber sangue RhD+ com seguranca.

e D Parcial apresentam risco de desenvolver
aloanticorpos anti-D, complicando futuras
transfusdes e gestagoes.

e Erros na Fenotipagem RhD: Risco aumentado de
aloimunizagao (desenvolvimento de aloanticorpos
anti-D); Nao administragao de imunoprofilaxia RhD
em individuos D parciais se classificados como
RhD-.
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