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Resumo:

A tipagem precisa dos antigenos eritrocitariosuéiat para a compatibilidade transfusional e
a prevencado de complica¢cdes como a aloimunizagadoenca hemolitica do recém-nascido.
Os antigenofRHD e RHCE, presentes dentro do grupo Rh sao altamente isiivbs
devido a imunogenicidade. Este estudo visou padmonia metodologia PCR-SSP
(Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specific Primers) para a deteccdo dos antigenos
RHCE*Clc. Foi realizada a digitalizacédo das informacOesqmtes nas fichas de pacientes,
em planilhas online para facilitar a organizacdandlise dos dados. Amostras de sangue
foram processadas, e o DNA foi extraido a partirsdogue total utilizando o kit Biopur
Para a otimizacdo das reacdes de PCR-SSP utilz@u-gariagdo das concentracdes de
MgCl, e da temperatura de anelamento. Os produtos de @GR analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2% para idemtdealiferentes genotipos. Os resultados
foram comparados com os dados digitalizados pataayrecisao e reprodutibilidade, com
controles positivos e negativos em todas as reaédeasdronizacédo da PCR-SSP demonstrou
ser eficaz na genotipagem precisa dos antigétSE, contribuindo para a seguranca
transfusional e a gestao de estoques de sangiechaeentros vinculados ao Hemepar.

Palavras-chave:Rea¢do em cadeia polimerase; RHCE; Genotipagemsflisio sanguinea;
Aloimunizacéo.

1. Introducéo

Os antigenos eritrocitarios sdo proteinas presenéessuperficie das hemaéacias,
responsaveis pelas caracteristicas imunoldgicas gdgsos sanguineos. Entre os varios
sistemas sanguineos, o sistema Rh é um dos maificsiivos, sendo o segundo mais
importante apdés o sistema ABO (DANIELS, 2013). Areta tipagem desses antigenos é
crucial para evitar aloimunizacdo e reacg0Oes tramsfiais adversas, levando em conta que 0s



antigenos RHD e RHCE, principais componentes do sistema Rh, possuera alt

imunogenicidade, especialmente o antigeno D, quméis imunogénico (FLEGEL, 2007).

O locus RH é composto por dois genes altamente logos) RHD que codifica o
antigeno D eRHCE que codifica os antigenos C/c e E/e. Possuem l0sesada e estao
localizados no cromossomo 1p36.13-p-34.3. As prageRhD e RhCE apresentam 93% de
homologia, diferindo em 35/36 aminoé&cidos (8,4% digergéncia), sugerindo uma
duplicacdo de um gene ancestral comum. A genotipaBélCc € desafiadora dada a
semelhanca entiRHCE e RHD (DANIELS, 2013).

A importancia deste estudo estad na necessidadeett®nar a precisdo da tipagem
sanguinea para aumentar a seguranca transfustoraplicacées como a doenca hemolitica
do recém-nascido (DHRN) evidenciam a relevanciand®dos precisos de identificacdo de
antigenos (DENOMME, 2006). Este trabalho visa paider a metodologia PCR-SSP
(Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specific Primers) para a deteccdo dos antigenos
RHC. O estudo esta vinculado a pesquisa e ao er@ntribuindo para o desenvolvimento
de novos protocolos laboratoriais e o treinameetprdfissionais de saude. A técnica PCR-
SSP permite a genotipagem precisa dos antigenos, Rfé€zcendo alta sensibilidade e
especificidade (CHIU; LO, 2001).

2. Metodologia

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de EticaPesquisa com Seres Humanos
(CAAE:0402.0.093.000-11). Utilizou-se amostras dmgele venoso de 8 pacientes e
doadores de sangue do Hemocentro de Maringa, datetem tubos com EDTA e

armazenadas a -20°C. Os dados foram digitalizadosiazenados em planilhas online.

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kitBur® (Biometrix Diagnostica), e a
pureza e concentracdo do DNA determinadas com ecesfotdmetro UV-Vis NanoDr&p
(Thermo Fisher). A genotipagem foi feita por PCRRS8sandarimers especificos para
RHCE* C e RHCE*c, conforme as sequéncias:



Quadro 1 - Quadro derimers utilizados para deteccdo do al®dCE*C e RHCE*c

Primer Sequéncia (5'-3") Amplicon
Forward / C for GCTCTGTTGCCCAGTCTGAAGTG
Reverse/ Crev CCACTGGGAAGTGACAAAGGGC ~150 pb
Forward / c for CTTGGGCTTCCTCACCTCAAA
Reverse/ crev GTGTGATGACCACCTTCCCTGG
HGH Forward GCCTTCCCAACCATTCCCTTA

439 pb

HGH Reverse TCACGGATTTCTGTTGTGTTT

Cada reacdo de PCR foi configurada em um voluna éla 10 pL, contendo DNA
gendmico (100 ng/uL)primers especificos (2 ng/uL), dNTPs (0,2 mM), MgGL,5 mM)
tampéo de reacdo (1X) e Tag DNA polimerase (0,4AJpreparacdo do mix de reacao
incluiu o geneHGH como controle interno. Os produtos de PCR foranlisawos por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado conufferBGreefi (Thermo Fisher). A
eletroforese foi realizada a 150 volts por 20 noswg o resultado foi visualizado sob luz UV
no fotodocumentador. Controles positivos e negatifmram incluidos para garantir a
confiabilidade dos resultados.

Para a determinacdo da temperatura de anelamentmaentracdo de Mgglé
necessario avaliar a temperatura ideal para adligdgs primers ao DNA alvo, assegurando
especificidade e evitando amplificagBes inespedfiE-oram testadas cinco temperaturas de
anelamento, sendo elas: 58, 60, 62, 64 e 65°CoAsentracdes de 0,75, 1, 1,25 e 1,5 mM de
MgCl, foram testadas

3. Resultados e Discussao



Inicialmente, reduziu-se a concentracag@daoer HGH de 0,2 uL para 0,1 uL, até sua
completa remocé&o, visando reduzir a competicdoeeatprimer controle e osprimers

especificos dos alel®®HCE, permitindo uma amplificacéo eficiente e espeaifios alvos.

Uma das etapas criticas na repadronizacdo é amilesgdo da temperatura de
anelamento ideal, na qual @simers se ligam ao DNA alvo. Também foi realizada a
alteracdo na concentracdo de MgQlois o ion magnésio atua como um cofator para a
enzima Taq Polymerase. Uma temperatura de anelanmenito baixa pode resultar em
amplificacdo inespecifica, enquanto uma temperatow#o alta pode impedir a ligacéo
eficaz dosprimers. Por outro lado, aumentar a concentracdo de Mg@GtHle otimizar a

atividade da enzima Taq Polymerase, facilitandeagao.

A revelacédo da PCR mostrou que, para o dRI€E*c, a concentracédo de MgQle
0,75 mM testada nao foi suficiente para a otimieagddependente da temperatura, como
mostra a Figura 1. No entanto, todas as tempesatoram adequadas para este alelo quando
se usou concentracdes de 1 e 1,25 mM de Md&sim, a temperatura de anelamento foi
padronizada em 64°C a concentracdo de 1 mM de Md€kcordo com a Figura 2.

Figura 1. Resultados da revelacdo da eletroforese pardcRHEE*c com [MgClL] de 0,75 e 1 mM.
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Para o aleldcRHCE*C, os melhores resultados foram com a concentragdg2d mM
de MgCh a 65°C (Figura 3), embora outras combinacfes deetdracdo e temperatura nao
tenham sido satisfatorias. Concentracdes inadeguadeldVgC} comprometem a eficiéncia
da amplificacdo, uma otimizagdo continua € neciespara a especificidade e sensibilidade
desejadas na genotipagem dos alRIdEE* c e RHCE* C. Observou-se que 0s primers para o
alelo RHCE*C precisam ser redesenhados para melhorar a espai e eficiéncia da

amplificacéo.



Figura 3. Gel de agarose 2% para o alelBHCE*C com [MgCl,] de 1,25mM.
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Esses ajustes garantem a preciséo e confiabiliagleesultados na genotipagem dos
pacientes. Genotipagens inadequadas podem levaps @inicos, portanto, a otimizacao
continua das condi¢gBes de reacdo € essencial lpareca a especificidade e sensibilidade

desejadas, assegurando diagndésticos precisosérmatios apropriados.

4. Consideragdes

A padronizacdo do PCR-SSP para a genotipagem dlus BHCE*c e RHCE*C é
essencial para garantir resultados precisos eaaid. A otimizacdo da concentracdo dos
reagentes e da temperatura de anelamento foi trnpara melhorar a especificidade e
sensibilidade das reacdes. Ainda € necessario testeentracoes mais altas de Mg€bmo
2 mM, e redesenhar psimerspara o aleld®RHCE*C.
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