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RESUMO 

Introdução: O gene ABO é consideravelmente polimórfico, possui mais de 200 

alelos responsáveis pela expressão de glicosiltransferases (GTs) que sintetizam 

os antígenos A e B. Estas variantes alélicas podem afetar a especificidade e/ou 

atividade das GTs, resultando em variações antigênicas. Além disso, a 

composição e expressão dos antígenos A e B também estão associadas a 

fatores de regulação enzimática, como tipo e disponibilidade de precursores, 

grau de ramificação de suas cadeias, tipos de glicoconjugados, glicoproteínas 

ou glicoesfingolipídios, bem como, fatores transcricionais e/ou translacionais. 

Apesar das variações antigênicas serem atribuídas a diversos fatores 

conhecidos; estes nem sempre podem ser identificados ou são insuficientes para 

sustentar um padrão populacional. Objetivo: O objetivo geral deste estudo foi 

identificar as causas das variações antigênicas do sistema de grupo sanguíneo 

ABO em casos com resultados fenotípicos inesperados. Material e Método: 

Foram analisadas amostras de doadores de sangue, indivíduos saudáveis e 

pacientes que apresentaram alterações na fenotipagem ABO nos testes de 

rotina. A fenotipagem ABO foi realizada em tubo e em coluna de gel, com 

reagentes de diferentes clones. Hemácias suspeitas de apresentarem os 

antígenos A ou B fracos, foram testadas contra um painel de antissoros 

monoclonais anti-A ou anti-B (títulos de 128 a 2048), respectivamente. O 

antissoro anti-A, B (títulos de 64 a 2048) também foi utilizado, exceto nos casos 

com fenótipo de AB. Os casos que apresentaram campo misto (CM) com os 

diferentes títulos de antissoros, foram avaliados por uma técnica de separação 

das hemácias do CM para fenotipagem das duas populações. Também foram 
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avaliados por PCR-RFLP e sequenciamento dos genes ABO e FUT2. 

Resultados: Todos os casos com antígenos A ou B fracos, detectados na 

fenotipagem ABO direta, apresentaram resultados divergentes entre os métodos 

e/ou antissoros, desde o não reativo até os reativos, com intensidades variáveis 

(w a 4+) ou em CM. Os resultados obtidos com antissoros monoclonais de títulos 

mais elevados favoreceram tanto a detecção dos antígenos, bem como, o 

aumento da intensidade da reação de aglutinação. A técnica de separação das 

hemácias reativas das não reativas do CM possibilitou a caracterização 

fenotípica das duas populações presentes no caso de mosaicismo 

hematopoiético. As análises moleculares do gene ABO por PCR-RFLP 

permitiram a detecção da mutação c.261delG e a caracterização do alelo O. A 

análise criteriosa dos eletroferogramas obtidos com sequenciamento favoreceu 

a identificação das mutações presentes no gene ABO. Conclusões: Antissoros 

monoclonais com títulos mais elevados favoreceram a detecção dos antígenos 

A ou B fracamente expressos na hemácia, bem como, eliminaram reações em 

CM decorrentes dos fenótipos A ou B fracos. Além disso, o antissoro anti-A,B 

apresentou melhor resolução quando comparado ao antissoro anti-A, de mesmo 

título. A técnica de separação das hemácias do CM, embora simples, mostrou-

se eficiente na resolução de casos de mosaicismo, contendo populações de 

hemácias com distintos fenótipos ABO. As análises moleculares corroboraram a 

interpretação dos resultados alcançados. 

 

Palavras-chave: Sistema ABO de Grupos Sanguíneos; Glicosiltransferases; 

Testes de Hemaglutinação; Técnicas de Genotipagem; Variação Antigênica. 
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ABSTRACT 

Introduction: The ABO gene is considerably polymorphic, with more than 200 

alleles that account for the expression of glycosyltransferases (GTs) that 

synthesize A and B antigens. These allelic variants may affect the specificity 

and/or activity of GTs, resulting in antigenic variations. In addition, the 

composition and expression of A and B antigens are also associated with 

enzymatic regulation factors, such as type and availability of precursors, degree 

of branching of their chains, types of glycoconjugates, glycoproteins or 

glycosphingolipids, as well as transcriptional and/or translational factors. 

Although antigenic variations are attributed to several known factors, these 

cannot always be identified or are insufficient to support a population pattern. 

Objective: The general objective of this study was to identify the causes of 

antigenic variations of the ABO blood group system in cases with unexpected 

phenotypic results. Material and Method: Samples of blood donors, healthy 

individuals, and patients who presented alterations in ABO phenotyping in routine 

tests were analyzed. ABO phenotyping was performed in a tube and gel column, 

with reagents from different clones. Red blood cells suspected of presenting weak 

A or B antigens were tested against a panel of anti-A or anti-B monoclonal 

antisera (titers 128 to 2048), respectively. Anti-A,B antiserum (titers 64 to 2048) 

was also used, except in cases with AB phenotype. The cases that presented 

mixed field (MF) with the different titers of antisera were evaluated by a technique 

of separation of red blood cells from MF for phenotyping of the two populations. 

They were also evaluated by PCR-RFLP and sequencing of the ABO and FUT2 

genes. Results: All cases with weak A or B antigens, detected in direct ABO 
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phenotyping, presented divergent results between methods and/or antisera, from 

non-reactive to reactive, with varying intensities (w to 4+) or in MF. The results 

obtained with monoclonal antisera of higher titers favored both the detection of 

antigens as well as the increase in the intensity of the agglutination reaction. The 

technique of separating the reactive from the non-reactive red blood cells of the 

MF allowed the phenotypic characterization of the two populations present in the 

case of hematopoietic mosaicism. Molecular analyses of the ABO gene by PCR-

RFLP allowed the detection of the c.261delG mutation and the characterization 

of the O allele. The careful analysis of electropherograms obtained with 

sequencing favored the identification of mutations present in the ABO gene. 

Conclusions: Monoclonal antisera with higher titers favored the detection of 

weakly expressed A or B antigens in the red blood cells, as well as eliminating 

reactions of MF resulting from weak A or B phenotypes. In addition, anti-A,B 

antiserum presented better resolution when compared to anti-A antiserum of the 

same title. The technique of separating red blood cells from the MF, although 

simple, proved efficient in resolving cases of mosaicism, containing populations 

of red blood cells with distinct ABO phenotypes. The molecular analyses have 

corroborated the interpretation of the results achieved. 

 

Keywords: ABO Blood-Group System; Glycosyltransferases; Hemagglutination 

Tests; Genotyping Techniques; Antigenic Variation. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A história do sistema ABO 

O sistema de grupo sanguíneo ABO surgiu a partir do conhecimento 

adquirido no final do século 19, em que foi observado que hemácias poderiam 

ser aglutinadas por soros de outros indivíduos humanos.(1) A partir destas 

observações, Karl Landsteiner idealizou um experimento utilizando amostras de 

seis indivíduos saudáveis, no qual pôde testar e observar um padrão de 

aglutinação compatível com três grupos sanguíneos.(2) Estes achados 

estimularam Landsteiner a expandir sua pesquisa, totalizando 22 indivíduos. 

Quando todos os resultados foram avaliados, Landsteiner pôde concluir que 

havia três diferentes tipos de hemácias e dois anticorpos. No primeiro tipo, 

relatou a presença do antígeno A nas hemácias e do anticorpo anti-B no soro. 

No segundo tipo, o antígeno B nas hemácias e do anticorpo anti-A no soro. Por 

fim, no terceiro tipo, relatou que não havia nas hemácias o antígeno A e nem o 

antígeno B, mas que ambos os anticorpos anti-A e anti-B estavam presentes.(3) 

Esta interpretação dos resultados levou Landsteiner a classificar os indivíduos 

analisados em três grupos: A ou B ou C, conforme sua publicação de 1901.(3) 

Posteriormente, o grupo C foi substituído por O, derivado da palavra “ohne” 

(ausência em alemão). Em 1902, seus colegas de laboratório, Decastello e Sturli, 

identificaram o quarto grupo, nomeado como AB, em que o plasma destes 

indivíduos não aglutinava nenhuma das hemácias testadas.(4) Assim, o primeiro 

sistema de grupos sanguíneos, denominado ABO, foi caracterizado. Estas 

descobertas possibilitaram a compreensão da ocorrência dos anticorpos 

regulares anti-A e anti-B, sendo a sua compatibilidade de vital importância para 
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uma transfusão; conforme apontado por Landsteiner em seu artigo de 1901.(3) 

No entanto, somente após a Primeira Guerra Mundial (1914 - 1918) que a 

utilização do sangue para fins terapêuticos foi difundida.(5) Landsteiner obteve o 

reconhecimento de sua descoberta, em 1930, quando recebeu o prêmio Nobel 

em Medicina.(1) 

A partir do reconhecimento dos grupos A, B, O e AB, foi possível realizar 

estudos familiares que demonstraram que estes grupos possuíam caracteres 

herdados.(6) Em 1924, Bernstein(7) apresentou um modelo de herança em que o 

mecanismo envolvia três alelos, A, B e O, em um único lócus. Posteriormente, 

em 1930, Thomsen e colaboradores(8) incluíram a este modelo os alelos A1 e A2, 

como subgrupos de A. Somente após mapeamento do lócus ABO (cromossomo 

9q34) em 1976(9) e clonagem do gene ABO em 1990(10), foi possível confirmar 

que o princípio geral de múltiplos alelos em um único lócus, proposto por 

Bernstein, em 1924, é a base correta da herança deste grupo sanguíneo. De 

acordo com vários estudos filogenéticos, as linhagens A, B e O desenvolveram-

se entre um e quatro milhões de anos atrás.(11) 

1.2. A base genética 

O gene ABO está localizado na posição 9q34.2, contendo 7 exons (1062 

nucleotídeos) e 6 introns, em uma extensão de 19,5 kb.(12,13) A transcrição destes 

exons produz diferentes proteínas, chamadas de glicosiltransferases (GTs), 

podendo ser funcionais ou afuncionais. GTs funcionais são responsáveis pela 

síntese dos antígenos A e B, enquanto as GTs afuncionais são incapazes de 

realizar a síntese de novos antígenos, sendo responsável pela manutenção do 

antígeno O.(13–16)  
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O alelo A (ABO*A1.01) é considerado a sequência referência do gene, a partir 

desta sequência uma glicosiltransferase A (GTA, α1-3-N-

acetilgalactosaminiltransferase) é formada, possuindo atividade catalisadora 

específica. É capaz de reconhecer e adicionar o substrato doador UDP-N-

acetilgalactosamina ao substrato aceptor, antígeno H, resultando no antígeno A1 

(Tabela 1).(17,18) 

A partir do alelo B (ABO*B.01), uma glicosiltransferase B (GTB, α1-3-D-

galactosiltransferase) é formada, que difere da GTA por sete trocas de 

nucleotídeos (c.297A>G, c.526C>G, c.657C>T, c.703G>A, c.796C>A, 

c.803G>C e c.930G>A); destas quatro levam a alteração de aminoácidos 

(p.Arg176Gly, p.Gly235Ser, p.Leu266Met e p.Gly268Ala). Estas alterações não 

afetam a função (reação enzimática), mas alteram a especificidade, fazendo com 

que a GTB reconheça e adicione outro substrato doador (UDP-galactose) ao 

aceptor comum, antígeno H, resultando no antígeno B (Tabela 1).(18,19)  

O alelo O (ABO*O.01.01) comparado ao alelo referência (ABO*A1.01), possui 

uma mutação no exon 6 (c.261delG), que altera a sequência de leitura e cria um 

códon de parada prematuro (p.Thr88Profs*31), formando uma GT truncada e 

inativa. Sem atividade, substratos de A ou B não serão adicionados ao aceptor, 

mantendo o antígeno H terminal, resultando no grupo O (Tabela 1).(17,20,21)  

Tabela 1. Genes ABO e FUT1, seus precursores, alelos, transferases e antígeno. 
Precursor Gene Alelo Transferase Antígeno 

I FUT1 H α1,2-L- fucosiltransferase H 
h afuncional  I 

H ABO A α1,3-N-acetilgalactosaminiltransferase (GTA) A 

B α1,3-D-galactosiltransferase (GTB) B 

O afuncional H 
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De acordo com a Sociedade Internacional de transfusão de Sangue (ISBT), 

em sua última atualização, foram considerados 206 dos alelos variantes da 

sequência referência para o gene; o alelo ABO*A1.01, decorrentes de mutações 

nos exons do gene ABO (200 alelos), especialmente exons 6 e 7 (194 alelos), 

mas também nos íntrons (6 alelos). Estes alelos promovem alterações nas GTs 

e leva a formação dos fenótipos variantes classificados em subgrupos de A, B, 

AB e O.(22) 

1.3. Estruturas precursoras 

Os antígenos A e B são compostos por trissacarídeos terminais, 

GalNAcα3(Fucα2)Gal-R e Galα3(Fucα2)Gal-R, respectivamente. Estas 

estruturas são homólogas, diferem somente por uma troca de uma acetamida 

(NHAc) por uma hidroxila (OH) no carbono 2 da galactose terminal.(14,23) O 

precursor da N-acetilgalactosamina (GalNAcα3) ou D-galactose (Galα3) possui 

um monossacarídeo L-fucose (Fucα2) adicionado à estrutura terminal (Gal-R) a 

partir da ação enzimática de uma α2-L-fucolsiltransferase codificada por dois 

genes diferentes, FUT1 (H) ou FUT2 (Se), mas estreitamente ligados e 

homólogos.  

O gene FUT1, codifica uma fucosiltransferase com afinidade a aceptores de 

substrato do tipo 2 e atividade em tecidos de origem endodérmica e 

mesodérmica; principal responsável por adicionar o antígeno H na hemácia.(17,24)  

O gene FUT2, codifica uma fucosiltransferase com afinidade a aceptores de 

substrato do tipo 1 e atividade em tecidos de origem ectodérmico, sendo 

responsável por adicionar o antígeno H nas estruturas solúveis presentes nas 

secreções e no plasma.(17,24,25) As estruturas ABO tipo 1 possuem uma variedade 
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de formas, dependendo se foram modificadas ou não pela ação das transferases 

α3/4-L-fucosiltransferase codificadas a partir do gene FUT3, que compõe 

sistema Lewis. Estas enzimas são capazes de modificar alguns antígenos A e B, 

tornando-os antígenos compostos ALeb e BLeb, respectivamente, que podem ser 

absorvidos e incorporados na membrana das hemácias posteriormente.(26) 

Cadeias precursoras dos tipos 3 e 4 também são alvos das GTs A e B, que 

juntamente com as cadeias precursoras do tipo 1 e 2 compõem as quatro 

principais cadeias precursoras dos antígenos ABO.(27) Além disso, evidências de 

grupo sanguíneo A com cadeia precursora do tipo 6 foram relatadas.(28) O 

Quadro 1 agrupa os precursores utilizados na biossíntese dos antígenos ABO 

na hemácia e secreções, representados pelos dissacarídeos terminais. 

Quadro 1. Estruturas precursoras utilizadas pelas glicosiltransferases A e B 

Precursor Cadeia  Representação esquemática 

Tipo 1  Galβ3GlcNAcβ3-R 

 
 

Tipo 2 Galβ4GlcNAcβ3-R 

 
Tipo 3 Galβ3GalNAcα3-R 

 
 

Tipo 4 Galβ3GalNAcβ3-R 

 
 

Tipo 6 Galβ4Glcβ3-R 
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1.4. A biossíntese 

A biossíntese e formação dos antígenos ABO são dependentes do alelo 

herdado (base genética), da disponibilidade e tipo de precursores e da atividade 

e especificidade das GTs; que por vez é dependente da disponibilidade de 

substrato doadores e cofatores. Além disso, o gene ABO sofre interações 

biossintéticas com um conjunto de genes independentes (FUT1, FUT2, FUT3, 

GCNT2, GBGT1, A4GALT, GLOB, C1GALT1 etc.) que formam mais de 200 GTs 

capazes de atuar no mesmo substrato que as transferases ABO.(29–32)  

De maneira geral, a biossíntese de glicolipídios dos sistemas de grupos 

sanguíneos ABO, I, P1PK, GLOB e FORS (glicoesfingolipídios), inicia-se com 

adição de uma glicose (Glcβ1) a uma ceramida (globosilceramida) e, 

posteriormente, ocorre a adição de uma galactose (Galβ4) formando uma 

lactosilceramida (Galβ4Glcβ1-Cer). A biossíntese a partir da lactosilceramida 

divide-se em duas vias alternativas: em uma ocorre a formação da 

lactotriaosilceramida (base de precursores tipo 1, 2 e 3) e na outra a formação 

de uma globotriaosilceramida (base do precursor tipo 4), com a adição de uma 

GlcNAcβ3 e Galα4, respectivamente.(26,30,33) 

A via da lactotriaosilceramida (GlcNAcβ3Galβ4Glcβ1-Cer) divide-se em 

outras duas vias alternativas: em uma ocorre a adição de Galβ3 formando a 

lactotetraosilceramida (Galβ3GlcNAcβ3Galβ4Glcβ1-Cer), precursor tipo 1; 

enquanto na outra ocorre uma ligação Galβ4, formando a 

neolactotetraosilceramida (Galβ4GlcNAcβ3Galβ4Glcβ1-Cer), precursor tipo 2. 

Em ambas os precursores podem ser fucosilados pela enzima H para formar 

antígenos H tipo 1 e tipo 2. Na cadeia H do tipo 2, se for adicionado o 
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monossacarídeo GalNAcα3; o antígeno A tipo 2 é formado, que pode ser 

estendido com adição de um dissacarídeo Fucα2Galβ3 criando o H tipo 3 

(Fucα2Galβ3GalNAcα3-R), que ainda pode ser estendido com adição do 

monossacarídeo GalNAcα3 [GalNAcα3(Fucα2)Galβ3-R], formando o antígeno A 

tipo 3.(18,30,34) 

A biossíntese do precursor tipo 4, também ocorre na via lactosilceramida, 

mas com a adição do monossacarídeo Galα4 que leva à globotriaosilceramida 

(Gb3), antígeno Pk, depois à globotetraosilceramida (Gb4), antígeno P. Esta 

estrutura pode ser alongada por três vias diferentes. Em uma, o dissacarídeo H 

na forma H tipo 4 (globo-H) e a transferase A1 pode formar o A tipo 4 (globo-A) 

adicionando o monossacarídeo GalNAcα3 ao precursor H tipo 4. Em uma 

segunda via alternativa ocorre a adição de uma GalNAcβ3, criando o glicolipídio 

para-Forssman (p-Fs). Na terceira via, a enzima Forssman catalisa a 

transferência do monossacarídeo GalNAcα1-3 ao precursor Gb4, sendo uma 

atividade pouco relatada em humanos.(33–38) 

Os diferentes precursores utilizados pelas GTs ABO levam a modificações 

na conformação da estrutura antigênica formada. As cadeias de carboidratos 

formadas a partir dos precursores tipos 1, 2, 3 e 4 compõem estas principais 

variações conformacionais dos antígenos ABO na superfície da membrana da 

hemácia. O tipo 1 é quase vertical à membrana, enquanto o tipo 2, 3 e 4 possuem 

dobras que os deixam mais ou menos paralelos.(14,19,33,34,39,40) A Figura 1 ilustra 

a biossíntese dos antígenos ABH e Lewis a partir da estrutura bilipídica 

precursora comum (globosilceramida) na via da lactotriaosilceramida (R1), 

sendo a origem dos precursores do tipo 1, 2 e 3. 
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Figura 1. Representação das interações biossintéticas dos antígenos ABH e Lewis a 

partir da estrutura bilipídica precursora comum (globosilceramida). Setas pretas indicam 

a direção da biossíntese. Setas vermelhas indicam o monossacarídeo adicionado em 

cada etapa da biossíntese.(30) 

1.5. A variabilidade antigênica 

O gene ABO é consideravelmente polimórfico, com 207 alelos reconhecidos 

pela ISBT, divididos em 84 alelos A, 49 alelos B, 6 alelos cisAB, 6 alelos B(A) e 

62 alelos O.(22) Estes alelos são responsáveis por formar os antígenos A1, A, B e 

AB, além de variações na expressão destes antígenos, classificadas e 
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agrupados em subgrupos A, B ou AB, de acordo com características fenotípicas 

observadas pelos autores que as identificaram.(17,24) 

Considerando-se as alterações moleculares reconhecidas pela ISBT e o 

impacto delas na atividade ou especificidade da enzima; a expressão dos 

antígenos ABO podem ser separadas em quatro formas distintas. A primeira está 

relacionada à especificidade, com atividade normal das GTs, em que a GTA ou 

GTB formadas sintetizam antígenos específicos A ou B, respectivamente e em 

níveis normais. A segunda forma, leva a perda da atividade das GTs, devido à 

presença de mutações que formam uma GT trucada ou anômala, incapaz de 

adicionar qualquer antígeno A ou B ao seu precursor, antígeno H, resultando no 

fenótipo O. A terceira forma é caracterizada por mutações que alteram a 

atividade das GTs, resultando na expressão de menor quantidade de antígenos 

A ou B e, consequentemente, diminuição significativa nas intensidades de 

reação observados nos resultados sorológicos, ao ponto de serem negativas e 

os antígenos não serem detectados, sendo características dos fenótipos fracos 

de A e de B. Na quarta forma, mutações codificam uma GT com dupla função, 

comprometendo a especificidade e quase sempre a atividade das GTs, conforme 

se observa na maioria dos fenótipos cisAB ou B(A). Independente da forma, 

qualquer mutação que altere a atividade ou a especificidade da GT codificada 

pode levar a alterações na expressão dos antígenos ABO.(13,41,42) 

Além das mutações genéticas, a expressão antigênica ABO pode sofrer com 

a ação de inúmeros fatores de regulação da ação enzimática responsável pela 

síntese de seus antígenos. A principal está relacionada a seus precursores, que 

atribuem grande variação estrutural dos antígenos ABO, influenciado também 
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pelo grau de ramificação e pela extensão das estruturas poli-N-

acetilgalactosamina repetitivas (Galβ1-4GlcNAcβ1), tipo de glicoconjugado, 

glicoproteínas ou glicoesfingolipídios. Além disso, também influenciam na 

regulação e expressão dos antígenos ABO os fatores transcricionais e/ou 

translacionais de proteínas, a disponibilidade de oligossacarídeos precursores e 

de cofatores, assim como, a disponibilidade ou a ordem com que as enzimas 

GTA e GTB encontram-se nos compartimentos do aparelho de Golgi.(19,43) 

1.6. A expressão dos antígenos ABH 

Os antígenos ABH não são exclusivos de hemácias, são expressos em uma 

ampla variedade de tecidos humanos e fluidos corporais de indivíduos 

secretores, exceto líquido cefalorraquidiano. Cada hemácia de um adulto normal 

expressa cerca de dois milhões de antígenos H. O alelo A consegue produzir 

concentrações mais altas de transferase do que o alelo B e, consequentemente, 

converter quase todo precursor H em antígeno A, o que resulta em cerca de 

810.000 a 1.170.000 antígenos A, nas hemácias de indivíduo adulto, diante de 

algo em torno de 610.000 a 830.000 antígenos B. Por outro lado, quando ambos 

os alelos A e B são herdados, na competição enzimática pelo precursor H; a GTB 

apresenta melhor resultado, formando em média cerca 720.000 antígenos B, 

enquanto a GTA forma em torno de 600.000 antígenos A.(44) 

A redução ou perda na expressão dos antígenos ABH é amplamente 

conhecida e frequentemente relatada, possuindo causas distintas. Nas doenças 

oncológicas (cânceres de bexiga, oral e pulmonares) ou oncohematológicas 

(leucemias) esta redução ou perda na expressão é temporária, a depender da 

remissão da doença ou do tipo e evolução do tratamento, como utilização de 
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agentes hipometilantes que contribuem para o reestabelecimento fenotípico.(45–

49) Estas alterações quantitativas ocorrem devido os antígenos ABH serem 

expressos de forma específica ao tipo celular, sofrendo mudanças drásticas 

durante o desenvolvimento, diferenciação e maturação das células. Com isso, a 

expressão é facilmente afetada em processos patológicos que levam a mutações 

na região promotora do gene, como a carcinogênese.(50–53) De maneira geral, 

qualquer condição que aumente a demanda de hemácias pode promover o 

enfraquecimento natural da expressão dos antígenos ABO. Além disso, a região 

promotora é um alvo da metilação de DNA que está correlacionada com a 

repressão do gene ABO, levando a alterações que interferem na codificação da 

enzima e consequentemente uma redução da biossíntese e expressão de seus 

antígenos, pela indisponibilidade de enzimas.(50,54,55) 

Diferente do observado nos processos promotores de alteração temporária 

da condição ideal para a expressão dos antígenos A e B; alterações polimórficas 

presentes no gene ABO comprometem a especificidade e/ou atividade das GTs 

de forma permanente, formando novos alelos que poderão ser repassados aos 

seus filhos. No entanto, fenótipos A ou B fracos também foram relatados em 

indivíduos saudáveis e sem alteração molecular identificada.(56–58) Esta 

ocorrência pode estar relacionada ao complexo processo de biossíntese com 

formação em camadas dos antígenos ABO na hemácia que se inicia pela 

natureza das estruturas lineares que se alongam em ramificadas, podendo 

conter até 60 moléculas de carboidratos, chamadas de poliglicosilceramidas.(59) 

Estas cadeias longas podem formar novos epítopos, enquanto as estruturas 

lineares possuem característica estrutural que reduz a avidez das ligações com 
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os anticorpos. Assim, as estruturas lineares ou ramificações podem influenciar 

na reação antígeno-anticorpo e causar alterações na fenotipagem ABO. 

Interações com genes FUT2 e FUT3 também pode afetar a expressão dos 

antígenos ABH na hemácia. As GTs Lewis são capazes de modificar alguns 

antígenos A e B presentes nas secreções, que podem ser absorvidos do plasma 

de indivíduos secretores para a membrana das hemácias e serem detectados 

pelos reagentes utilizados nas fenotipagens ABO.(17) Portanto, ao determinar a 

base de um fenótipo fraco, é fundamental conhecer o fenótipo, por vezes o 

genótipo, Lewis e Secretor, para poder correlacionar os resultados a presença 

ou ausência de glicolipídios absorvidos na membrana das hemácias. 

1.7. Análises sorológicas e moleculares 

As análises sorológicas e moleculares utilizadas na resolução de casos com 

resultados fenotípicos ABO inesperados relatadas neste estudo, teve início em 

2014, mas constituem a continuidade de um trabalho desenvolvido há mais de 

20 anos no Laboratório de Imunogenética, Departamento de Biologia Molecular 

da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto.(60,61) A continuidade dos 

estudos na mesma linha de pesquisa possibilitou adequações e a consolidação 

de estratégias eficazes, que têm contribuído no esclarecimento de diversos 

casos raros, alguns com publicações em periódicos.(48,62–64)  

Nos últimos oito anos, recebemos 46 casos com resultados fenotípicos ABO 

inesperados e não resolvidos pelos testes de rotina dos serviços de origem. 

Analisamos também amostras de pacientes que apresentavam reatividade fraca 

(≤ 2+) ou CM em prova direta (dados não publicados). As amostras dos casos 

analisados foram testadas com antissoros de diferentes títulos, clones, 
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fabricantes, em tubo e coluna de gel. Análises moleculares dos genes ABO e 

FUT2 foi utilizada em complementação nos casos não esclarecidos 

sorologicamente ou para correlação entre tipo e alteração fenotípica com 

genótipo ou seus polimorfismos. 

Contudo, os resultados de nossa pesquisa, possibilitou maior entendimento 

de alguns dos fatores promotores das variações antigênica e das causas de 

resultados inesperados na fenotipagem ABO, além de contribuir com 

desenvolvimento de estratégias de resolução, com possibilidade de aplicação na 

rotina dos laboratórios de imunohematologia ou clínico (Anexo 1). 

1.8. Principais contribuições deste estudo 

As principais contribuições deste estudo são apresentadas a seguir, 

subdivididas em tópicos contendo comentários, discussão com fundamentação 

e conclusão. 

1.8.1. Anticorpos monoclonais contendo maiores títulos auxilia na 

detecção dos antígenos ABO fracamente expressos.  

 Nossos resultados demonstraram que a utilização de anticorpos anti-A ou 

anti-A,B contendo títulos mais altos favorecem a identificação dos antígenos A 

fracamente expressos na hemácia. Além disso, observamos que o antissoro anti-

A,B apresenta melhor resultado quando comparado com anti-A na mesma 

titulação.(62) Em alguns relatos de casos onde foi observado reatividade 

diferencial com anti-A,B em relação ao anti-A ou anti-B; os autores atribuíram a 

melhor reatividade a diferenças na especificidade do anticorpo (clone celular) ou 

simplesmente não apresentaram nenhuma explicação.(65–70) Diante destes casos 

e de nossa observação que anti-A,B apresentava reação mais forte que anti-A 
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na mesma titulação, passamos a observar a reatividade diante do clone celular 

e o título dos antissoros nos casos de A ou B fraco. A maioria dos antissoros anti-

A,B utilizados era uma mistura de clones de anti-A e anti-B; os mesmos utilizados 

separadamente. Isso permitiu observar que em muitos casos em que a 

reatividade estava ocorrendo com outro antissoro anti-A ou com o anti-A,B e não 

com o anti-A, não poderia ser atribuída ao clone, pois eram os mesmos em 

ambos os antissoros.(62) No entanto, apesar de não termos encontrado nenhuma 

reatividade atribuída a diferenças clonais nos casos analisados, não é possível 

excluí-las, pois os diferentes tipos de precursores e alongamento das cadeias 

podem formar novos epítopos, conforme apresentado anteriormente. 

 Como observado nos casos de A ou B fracos decorrentes de polimorfismos 

no gene ABO, os pacientes com doenças oncohematológicas (leucemias) e 

recém-nascidos (cadeias lineares) que foram analisados com anticorpos 

monoclonais de altos títulos (AMAT), quando o antígeno A ou B reagia 

fracamente ou não era detectado, também apresentaram melhora na intensidade 

ou passaram a ser reativos, respectivamente.(48)  

 Contudo, a partir de nossos resultados podemos concluir que a maior 

concentração de anticorpos ABO presentes nos antissoros, favorece a detecção 

dos respectivos antígenos A ou B fracamente expressos. Os principais 

fundamentos para esta conclusão são:  

1. Lei de ação em massa. De acordo com esta lei, uma simples diluição ou 

concentração dos antígenos ou anticorpos na reação, sem alterar as 

quantidades absolutas, pode afetar significativamente o número de ligações 

por hemácia, para mais ou para menos. Ao realizar uma diluição adicionando 
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o dobro de plasma (prova reversa) ou antissoro (prova direta) a reação será 

melhorada somente se os anticorpos presentes forem de alta afinidade. Para 

melhorar a reatividade de anticorpos de baixa afinidade, é necessário 

aumentar a concentração dos anticorpos na reação.(71) 

2. Afinidade e avidez dos anticorpos ABO. A afinidade reflete a capacidade 

de ligação de cada sítio de ligação, enquanto a avidez se refere à força de 

ligação total conferida pelos efeitos combinados de múltiplas ligações.(71) A 

afinidade é dependente do sistema de grupo sanguíneo e do 

amadurecimento de sua resposta imune. As ligações individuais de 

anticorpos ABO são de afinidade relativamente baixa, no entanto, anticorpos 

da classe IgM possuem alta avidez ao antígeno por possuir 10 locais de 

ligações.(72) Porém, os fenótipos fracos possuem menor concentração de 

antígenos, consequentemente, anticorpos IgM não conseguem completar 

todas as ligações pela indisponibilidade de antígenos, o que reduz a avidez. 

Portanto, anticorpos de baixa afinidade são mais sensíveis às concentrações 

de antígenos e anticorpos enquanto os de alta afinidade são sensíveis a 

relação soro e hemácias.(71,72) 

3. Anticorpos monoclonais. Inicialmente os fenótipos ABO fracos foram 

detectados e classificados a partir de padrões de reatividade contra os 

anticorpos policlonais. Os anticorpos monoclonais surgiram na década de 

1980, sendo amplamente utilizados nas rotinas dos laboratórios a partir da 

década de 1990, principalmente por serem mais facilmente padronizados e 

concentrados.(73) Com a utilização destes anticorpos mais concentrados, 

muitos dos subgrupos fracos identificados no passado, devem estar reagindo 
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mais forte agora e sendo definidos como fenótipos ABO sem alterações ou 

comuns. Assim como, aqueles subgrupos fracos que estão sendo detectados 

agora, devem estar apresentando reatividade ou padrões de intensidade de 

reatividade diferentes. Além disso, podemos apontar a utilização dos 

anticorpos monoclonais anti-A,B, composta de uma mistura de anti-A mais 

anti-B, por vezes até, anti-A, mais anti-B e anti-A,B.(74) Esta combinação pode 

reduzir o potencial Zeta e favorecer o acesso dos anticorpos específicos aos 

poucos antígenos presentes nas hemácias dos fenótipos A ou B fracos. 

Consequentemente, é esperado uma melhora na afinidade, pelo aumento do 

número de ligações das imunoglobulinas IgM aos antígenos, resultando na 

melhora da avidez.(62,71) Por outro lado, anticorpos monoclonais são menos 

tolerantes a variações na concentração e pH do que os policlonais, podendo 

não reagir se as condições não forem as ideais, requerendo maior cuidado 

com as soluções onde as hemácias são preparadas.(75) 

1.8.2.  Alteração na concentração do anticorpo monoclonal anti-A elimina a 

reação de campo misto em subgrupos de A fraco. 

Reatividade em CM possui causas conhecidas e bem definidas, sendo as 

mais comuns transfusões ABO não idênticos e quimeras artificiais (transplantes 

de medula óssea).(63) No entanto, a revelação de resultados em colunas de gel 

e os testes com as hemácias pré e pós separação do CM, permitiu observar uma 

diferença entre reação de CM decorrente de transfusões ABO não idênticos e 

quimeras, daqueles decorrentes de fenótipos ABO fracos, anteriormente 

classificados como A3.(76) As amostras dos casos com suspeita de A3 pelos testes 

sorológicos iniciais analisados neste estudo, foram testadas em prova direta com 
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um painel contendo 6 antissoros monoclonais (anti-A ou anti-B e anti-A,B), além 

dos testes iniciais com quatro configurações de cartões de fenotipagens ABO de 

dois fabricantes diferentes. Após agrupar os resultados dos primeiros casos, 

observamos reações divergentes entre os antissoros anti-A e/ou anti-A,B, desde 

fraca (w a 2+) a CM e normal (3 a 4+). A depender dos resultados de 

determinados conjuntos de antissoros, o mesmo indivíduo poderia ser 

classificado como Aw, A3 ou A2, excluindo o A1 somente pelo fato de serem 

negativos com lectinas anti-A1. Interpretando estes resultados, observamos que 

havia uma correlação entre o título dos antissoros e a reatividade em CM. Em 

conclusão, a reação de CM é resultado de uma correlação entre a baixa 

concentração de antígenos, presentes nos fenótipos A ou B fracos, contra uma 

determinada concentração de anticorpos e não uma característica exclusiva de 

subgrupo A3. Consequentemente, se esta correlação for desfeita a reação de 

CM deixa de existir, tornando-se uma reação mais fraca se a concentração dos 

anticorpos for diminuída ou mais forte se a concentração dos anticorpos for 

aumentada, desde que em ambas as situações a concentração de antígenos e 

o método de revelação não sejam alterados.  

1.8.3. Subgrupo AwB com anti-A1 pode mascarar uma discrepância. 

 Observamos indivíduos AwB, com hemácias não reativas com anti-A em 

prova direta devido fraca expressão do antígeno A, mas com plasma reativo com 

hemácias A1 em prova reversa devido presença do anticorpo anti-A1, sendo 

classificados indevidamente como sendo do grupo B. O anti-A1 é de ocorrência 

natural e comum em indivíduos AB, desprovidos dos antígenos A1.(17) De acordo 

com as informações destes casos que recebemos para investigação, a suspeita 
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de que as classificações anteriores estavam erradas surgiu quando houve uma 

detecção fraca do antígeno A em prova direta pelo uso de diferentes reagentes 

e/ou metodologias. Análise retroativa identificou que reatividade com hemácia A1 

em prova reversa era fraca (≤ 2+) nas análises anteriores (método gel) e que a 

forma de resolução adotada para esclarecer esta alteração fenotípica em prova 

reversa foi a utilização de métodos para potencializar a reatividade com a 

hemácia A1 (método tubo). Contudo, ressalta-se a importância da pesquisa do 

antígeno em prova direta e o risco de utilizar métodos que visam potencializar a 

reatividade do anticorpo em prova reversa. A figura 2 ilustra dois casos com 

fenótipo AwB e o anticorpo anti-A1. 

 
Figura 2: Demonstração de dois casos de AWB com presença do anticorpo anti-A1. 

Casos M14 (Doadora) e M31 (Doador) possuem história de doações de sangue 

classificados como B. Os testes com anticorpos monoclonais anti-A com títulos  ≤ 512 

não apresentaram reatividade, podendo ser classificados como B (tubo) se combinado 

com anti-A1 fortemente reativo em prova reversa. Graduação de intensidade: 0 = não 

reagente; w, 1+, 2+, 3+ e 4+ = reagente. H.A1 = Hemácia A1; H.B = Hemácia B.  



Introdução │ 20 

 

1.8.4. Separação das hemácias reativas em campo misto.  

 A separação de hemácias do CM observado nos resultados de fenotipagem 

ABO possibilitou a confirmação da existência de duas populações e a 

determinação dos fenótipos de cada população. Diante da necessidade em 

resolver casos apresentado CM, desenvolvemos um protocolo simples e eficaz 

para separação de hemácias reativas das não reativas do CM, utilizando os 

antissoros ABO, adaptado de Svensson e colaboradores.(76) Com esta técnica, 

as hemácias reativas e não reativas do CM foram separadas, permitindo a 

testagem e classificação ABO dos dois grupos de hemácias, dos casos de 

quimerismo ou mosaicismo. Por outro lado, a contribuição desta técnica para os 

casos de fenótipos ABO fracos é dada pela observação de que a fenotipagem 

após a separação, usando as hemácias não reativas do CM, apresenta 

reatividade de CM, com o mesmo padrão anterior a separação, quando testadas 

com o mesmo antissoro e nas mesmas condições.(76) Estes resultados 

possibilitam a exclusão de quimerismo ou mosaicismo dos casos de CM por 

fraca expressão ABO, onde a reatividade em CM é ocasionada pela fraca 

reatividade frente ao título (concentração) do antissoro utilizado, conforme 

discutido anteriormente. A técnica detalhada é apresentada no Anexo 2. 
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1.9. Objetivos 

 O presente estudo teve como objetivo geral identificar causas das 

variações antigênicas do sistema de grupo sanguíneo ABO em casos com 

resultados fenotípicos inesperados. Os objetivos específicos foram: 

1. Identificar os antígenos ABO suspeitos ou fracamente expressos na 

hemácia; 

2. Compreender as divergências sorológicas promovidas pelos antissoros 

monoclonais utilizados na fenotipagem ABO;  

3. Realizar a identificação dos alelos e a confirmação dos antígenos ABO 

suspeitos ou fracamente expressos na hemácia; 

4. Esclarecer os casos com resultados ABO inesperados submetidos ao 

laboratório de Imunogenética da Faculdade de Medicina de São José 

do Rio Preto; e 

5. Compreender o mecanismo molecular responsável pelo controle da 

expressão dos antígenos ABO fracos. 
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2. ARTIGOS 

Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de quatro artigos; 

dois relacionados à fraca expressão do antígeno A, um com dupla população de 

células decorrente de mosaicismo hematopoiético e um com divergência 

hereditária do gene ABO em uma família devido à presença de alelo cisAB. 

2.1. Artigo 1. 

Título: Anti-A and anti-A,B monoclonal antisera with high titers favor the 

detection of A weak phenotypes. 

Autores: Marcos Paulo Miola, Tatiana Elias Colombo, Roberta Maria Fachini, 

Octávio Ricci Junior, Cínara de Cássia Brandão de Mattos, Luiz Carlos de 

Mattos. 

Periódico: Transfusion and Apheresis Science  

Classificação: Impact Score (IS): 2.07; SCImago Journal Rank (SJR) = 0.583; 

h-index = 57; Overall Rank (OR)= 8533; Qualis/CAPES = B1. 

2.2. Artigo 2. 

Título: ABO discrepancy resolution in two patients with acute myeloid leukemia 

presenting the transient weak expression of A antigen. 

Autores: Marcos Paulo Miola, Tharsis Cardoso de Oliveira, Andrea Aparecida 

Garcia Guimarães, Octávio Ricci-Junior, Luiz Carlos de Mattos 

Periódico: Hematology, Transfusion and Cell Therapy  

Classificação: IS = 1.59; SJR = 0.396; h-index = 25; OR = 12175; Qualis/CAPES 

= B3. 
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2.3. Artigo 3. 

Título: Mixed field resolution in ABO phenotyping in a rare case of a blood donor 

with hematopoietic mosaicism. 

Autores: Marcos Paulo Miola, Cristiane da Silva Rodrigues de Araújo, Octávio 

Ricci Junior, Luiz Carlos de Mattos. 

Periódico: Hematology, Transfusion and Cell Therapy 

Classificação: IS = 1.59; SJR = 0.396; h-index = 25; OR = 12175; Qualis/CAPES 

= B3. 

2.4. Artigo 4 

Título: Resolução de divergência na herança do gene ABO entre pais e filhos 

causada pela presença do alelo cisAB. 

Autores: Marcos Paulo Miola, Janaína Guilhem Muniz, Octávio Ricci Junior e 

Luiz Carlos de Mattos. 

Periódico: Não submetido 
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2.4. Artigo 4. 

Título: Resolução de divergência na herança do gene ABO entre pais e filhos 

causada pela presença do alelo cisAB. 

Introdução. 

Os fenótipos eritrocitários cisAB e B(A) do sistema ABO são caracterizados 

como distintos em função de suas reatividades com os antissoros anti-A e anti-

B. Estes fenótipos estão intimamente associados a dois alelos, cis-AB e B(A), 

reconhecidos pela Sociedade Internacional de Transfusão de Sangue (ISBT) e, 

resultam de mutações no exon 7 do gene ABO. Estes alelos codificam 

glicosiltransferases (GT) capazes de sintetizar ambos os antígenos A e B.1 

Embora cisAB e B(A) sejam relativamente comuns em asiáticos, raramente são 

descritos em outros grupos étnicos.2 

Os alelos ABO*cisAB.05 e ABO*BA.06 são apresentados como distintos pela 

ISBT, mas possuem as mesmas substituições de nucleotídeos.3 Neste texto 

utilizaremos apenas a nomenclatura ABO*cisAB.05. 

Há relatos demonstrando que os fenótipos cisAB e B(A) expressam níveis 

distintos dos antígenos A e B comparados ao clássico fenótipo AB. Um deles 

observou maior nível de expressão de A1,4,5 enquanto outro, maior nível de 

expressão de B.1,4,5 Entretanto, expressão equivalente de ambos os antígenos 

também foi observada.2 

A presença do alelo cisAB no genoma leva à expressão do fenótipo cisAB, o 

qual nem sempre se alinha ao modelo mendeliano de herança como por 

exemplo, quando genitores AB e O geram descendentes AB e/ou O. Estas 
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situações nem sempre são identificadas na fenotipagem individual e requerem 

análises moleculares ou estudos de famílias. 

Neste estudo, descrevemos as estratégias utilizadas na investigação de uma 

família em que um dos genitores é AB e o outro O, com dois filhos AB. 

Material e Método. 

Aspectos éticos pesquisa 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FAMERP 

(CAAE 34163114.6.0000.5415). Todos os indivíduos investigados receberam 

informações sobre os objetivos da pesquisa e assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido. 

Descrição do caso 

A probanda (M42.1), uma mulher de 44 anos, descendente de europeus 

(português e austríaco), entrou em contato com nosso laboratório de pesquisa 

solicitando a resolução de uma divergência verificada na herança mendeliana do 

sistema ABO em sua família. A probanda e seus dois filhos, um de 17 (M42.3) e 

outro de 9 anos (M42.4), apresentavam o fenótipo AB enquanto seu marido de 

48 anos (M42.2) apresentava o fenótipo O. Todos os membros eram saudáveis, 

sem histórico de transfusão de sangue ou transplante. A probanda também 

relatou que a mesma divergência ocorria com seus pais e irmãos. 

Investigação Sorológica 

A fenotipagem ABO em prova direta e reversa foi realizada em tecnologia de 

aglutinação de coluna (DiaMed - América Latina, Brasil; Grifols - Espanha) e em 

tubo utilizando os antissoros comerciais anti-A (clone celular: 9113D10), anti-B 

(clone celular: 9621A8) e anti-A,B (clone celular: 152D12 + 9113D10) (Fresenius-
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Kabi, Brasil; Lorne Laboratories, Reino Unido), com as respectivas suspensões 

de hemácias comerciais A1 e B (DiaMed - América Latina, Brasil; Grifols - 

Espanha). 

Testes adicionais também foram realizados com lectinas comerciais anti-A1 

(Dolichos biflorus) e anti-H (Ulex europaeus) em tubo e tecnologia de aglutinação 

em coluna (CAT) em cartão neutro (DiaMed - América Latina, Brasil). 

Investigação Molecular 

O DNA genômico foi extraído do sangue periférico utilizando kits comerciais 

(QIAamp DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Hilden, Alemanha). A caracterização dos 

genótipos e alelos ABO foi realizada por PCR-RFLP e sequenciamento, de 

acordo com o protocolo de Miola e colaboradores.5 

Resultados. 

Os resultados das análises sorológicas e moleculares por PCR-RFLP são 

mostrados na tabela 1. As hemácias de M42.1, M42.3 e M42.4 reagiram 

fortemente com os antissoros monoclonais anti-A, anti-B e anti-AB na 

fenotipagem ABO direta em tubo e CAT. Na fenotipagem reversa, o plasma de 

M42.1 e M42.3 não reagiu com as hemácias comerciais A1 e B. Contudo, o 

plasma de M42.3 e M42.4 reagiu a hemácia comercial A1. As hemácias de 

M42.1, M42.3 e M42.4 não reagiram com a lectina anti-A1. M42.2 apresentou 

resultados compatível com o grupo O nas fenotipagens ABO direta e reversa. A 

genotipagem por PCR-RFLP identificou a deleção 261delG do exon 6 em 

heterozigose em M42.1, M42.3 e M42.4. Esta deleção foi encontrada em 

homozigose em M42.2. 
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Tabela 1. Dados sorológicos e moleculares (PCR-RFLP) dos membros da 

família. 

Membros da família 

ABO     

Prova direta Prova reversa 
Fenótipo 

 Lectinas  Genótipo 

A B AB A1 B  Anti-A1 Anti-H  PCR-RFLP 

M42.1 (Probanda) 4 4 4 0 0 AB  0 4  cisAB/O 

M42.2 (Marido) 0 0 0 4 4 O  - 4  O/O 

M42.3 (1º filho) 4 4 4 w 0 AB  0 4  cisAB/O 

M42.4 (2º filho) 4 4 4 2 0 AB  0 4  cisAB/O 

 

Os resultados do sequenciamento dos exons 2 a 7 no gene ABO são 

demonstrados na tabela 2. M42.1, M42.3 e M42.4 apresentaram mutações em 

heterozigose nas posições c.261delG e c.297A>G do exon 6 e c.526C>G, 

c.657C>T, c.703G>A, c.796C>A e c.930G>A do exon 7. Estes resultados 

indicam a presença de um alelo ABO*cisAB.05 e outro ABO*O.01.01. O 

resultado do sequenciamento do DNA genômico de M42.2 mostrou a deleção 

c.261delG em homozigose, compatível com o alelo ABO*O.01.01.  

Tabela 2. Dados moleculares obtidos do sequenciamento da probanda e seus 

familiares. 

Sequencias do 
gene ABO 

Nucleotídeos 

Alelos 
Exons 2-5 

 

Exon 6  
(240 – 374)  

Exon 7  
(375 – 1062) 

29 - 239 261 297 526 657 703 796 803 930 

NG_006669.2 - 

 

G A  C C G C G G ABO*A.01.01 

AJ536135.1 - - G G T A A C A ABO*B.01 

M42.1 
(Probanda) 

- - G G T A A - A ABO*cisAB.05 

- delG -  - - - - - - ABO*O.01.01 

M42.2 (Marido) - delG -  - - - - - - ABO*O.01.01 

- delG -  - - - - - - ABO*O.01.01 

M42.3 (1º filho) - - G  G T A A - A ABO*cisAB.05 

- delG -  - - - - - - ABO*O.01.01 

M42.4 (2º Filho) - - G  G T A A - A ABO*cisAB.05 

- delG -  - - - - - - ABO*O.01.01 

ABO*cisAB.05 - - G G T A A - A ABO*cisAB.05 

Alteração de 
aminoácido 

- - - p.Arg176Gly - p.Gly235Ser p.Leu266Met - - Gly-Ser-Met-Gly 
(BBBA)* 

Legenda: *Alelo B = Gly-Ser-Met-Ala (BBBB) e Alelo A = Arg-Gly-Leu-Gly (AAAA) 
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Figura 1. Heredograma mostrando os fenótipos e genótipos da probanda e seus 

familiares. 

 

Discussão. 

Neste estudo descrevemos uma família com fenótipos do sistema ABO que 

não se ligam ao modelo de herança mendeliana (Figura 1). As hemácias dos 

membros, com exceção de M42.2, reagiram fortemente com os antissoros 

monoclonais anti-A, anti-B e anti-A,B mas não com a lectina anti-A1 e M42.4 

apresentou um anticorpo anti-A1. Estes resultados indicam que M42.1, M42.3 e 

M42.4 possuem o fenótipo sorológico compatível com A2B, e M42.2 possui o 

fenótipo O. Estas observações estão alinhadas à literatura.1 

A análise molecular por sequenciamento identificou o alelo ABO*O.01.01 em 

quatro membros e o alelo ABO*cisAB.05 em três deles. Estes dados permitiram 

inferir que os três membros com genótipo ABO*cisAB.05 /*O.01.01 possuem o 
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fenótipo cisAB. Estas observações fortalecem a proposição de que o fenótipo 

cisAB nem sempre apresenta alterações sorológicas nos testes de rotina.2 Os 

resultados aqui relatados não se alinham às observações previamente 

publicados.4,5  

O alelo ABO*cisAB.05 codifica uma glicosiltransferase capaz de sintetizar os 

antígenos A e B, mesmo quando em heterozigose com o alelo O. A dupla 

atividade desta glicosiltransferase é utilizada para explicar inconsistências na 

herança mendeliana do Sistema ABO.2,7 

As análises moleculares revelaram que a probanda e seus filhos são 

heterozigotos (ABO*cisAB.05/*O.01.01) enquanto o marido é homozigoto 

(ABO*O.01.01/*O.01.01). O sequenciamento do gene ABO identificou alterações 

presentes nos alelos B e O em comparação à sequência referência do alelo A. 

O polimorfismo c.261delG no exon 6 caracteriza o alelo ABO*O.01.01. As 

substituições de nucleotídeos nas posições c.297A>G, c.526C>G, c.657C>T, 

c.703G>A, c.796C>A e c.930G>A caracterizam o alelo B, exceto pela presença 

do nucleotídeo G na posição 803 que corresponde ao alelo A. Esta combinação 

de nucleotídeos (BBBA) permite definir um dos alelos como ABO*cisAB.05. Três 

das sequencias acima mencionadas (526, 703 e 796) resultam na troca dos 

aminoácidos p.Arg176Gly, p.Gly235Ser e p.Leu266Met e são compatíveis com 

uma glicosiltransferase capaz de sintetizar os antígenos A e B.8  

Há demonstrações de que as substituições dos aminoácidos acima 

mencionados modificam a função da glicosiltransferase codificada atribuindo-lhe 

dupla especificidade na adição equilibrada dos monossacarídeos N-

acetilgalactosamina e D-galactose ao oligossacarídeo precursor, na síntese dos 
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antígenos A e B.9 Em face desta proposição, acreditamos que esta 

glicosiltransferase híbrida sintetiza ambos os antígenos e determina um padrão 

de aglutinação compatível com o fenótipo A2B nesta família. Este padrão de 

aglutinação não está alinhado à proposição de realce alélico em que a 

heterozigose do alelo ABO*cisAB.05 com outro não contendo a deleção G na 

posição 261 do exon 6, eleva a expressão de antígeno sobre outro.10  

Os resultados deste estudo demonstram que a presença de um alelo 

ABO*cisAB.05 em famílias não se alinha ao clássico modelo mendeliano de 

herança no qual alelos A e B se comportam como codominantes entre si e 

dominantes em relação ao alelo O.1 Além disso, este alelo não causa 

necessariamente alterações sorológicas perceptíveis nos testes de rotina tais 

como fraca expressão antigênica e discrepâncias de fenotipagem. Os dados aqui 

apresentados se mostram divergentes em relação àqueles que verificaram 

alterações nos padrões sorológicos rotineiros, mesmo em estudos que não 

envolveram famílias.2,7 

 O fenótipo cisAB é mais comum em populações do leste asiático, com a maior 

frequência relatada na população coreana. Pelo conhecimento dos autores, este 

é o primeiro caso de cisAB relatado no Brasil de indivíduos com descendência 

europeia. 

Em conclusão, o uso de métodos moleculares tais como PCR-RFLP e 

sequenciamento empregados neste estudo se mostra adequado para resolução 

de divergências genéticas do modelo mendeliano de herança causadas pela 

presença do alelo cisAB.  
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3. CONCLUSÕES. 

1. Antissoros monoclonais anti-A ou anti-B contendo maiores títulos de 

anticorpos favorecem a identificação dos antígenos A ou B fracos, 

respectivamente; 

2. O antissoro monoclonal anti-A,B apresenta melhor resultado quando 

comparado com anti-A na mesma titulação; 

3. A reação de CM não é uma característica exclusiva do subgrupo A3, mas 

sim um resultado de uma determinada concentração dos anticorpos 

presentes nos antissoros contra a baixa concentração de antígenos A 

presentes nas hemácias de qualquer subgrupo com fenótipos A fraco; 

4. Não realizar a pesquisa do antígeno A em prova direta e utilizar métodos 

que visam potencializar a intensidade de reação do anticorpo anti-A 

suspeito ou fracamente reativo em prova reversa, pode levar a uma falsa 

resolução da discrepância, nos casos de AwB com presença de anti-A1; 

5. A separação de hemácias do CM observada nos resultados de 

fenotipagem ABO possibilita a confirmação da existência de duas 

populações e a determinação dos fenótipos de cada uma delas, 

contribuindo com a resolução dos casos de mosaicismo e quimerismo 

hematopoiético; e 

6. As análises moleculares por PCR-RFLP e sequenciamento utilizadas 

neste estudo foram suficientes para identificação das mutações e 

caracterização dos alelos dos genes ABO e FUT2, permitindo uma 

correlação entre fenótipo e genótipo ou seus polimorfismos.
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Anexo 1: Discrepâncias ABO, causas prováveis e formas de resolução. 

Prova direta (pesquisa do antígeno na hemácia) 

Tipo de reação Causa provável Resolução / Orientação 

Fraca (≤ 2+)  
ou  
Ausente (0)* 

Fenótipos fracos AMAT; ASS; AF; AMS 

Fenótipo Bombaim ou Para-Bombaim anti-H; ASS; AF; AMS (FUT1)  

Excesso de antígenos ABH solúveis AMAT; THL; ASS 

Doenças oncológicas / oncohematológicas AMAT; AMPE (261delG); monitorar 

Transfusões ABO não idênticos Repetir após 3 meses 

Transplantes alogênicos Monitorar pega eritrocitária 

Fenótipo AB Híbrido [cisAB / B(A)] AMAT; ASS; AF; AMS 

Recém-nascido (cadeias lineares)  AMAT; monitorar 

Inesperada** 

TAD positivo - autoanticorpos IgM THL; THT-DTT 

TAD positivo - autoanticorpos IgG THL; THT-Cloroquina 

TAD positivo - crioaglutininas Tn THL; THT-DTT; THT-EP 

Excesso de proteínas plasmáticas THL 

Reação contra constituintes dos reagentes Mudar: reagentes / técnica de revelação 

Transplantes alogênicos Monitorar pega eritrocitária 

Fenótipo B adquirido THL; mudar antissoros e/ou técnica 

Fenótipo AB Híbrido [cisAB / B(A)] AMAT; ASS; AF; AMS 

Reatividade em 
Campo Misto 

Transfusões ABO não idênticos Repetir após 3 meses 

Transplantes alogênicos Monitorar pega eritrocitária 

Quimerismo ou Mosaicismo SHCM; ASS; AF; AMS 

Fenótipos fracos AMAT; ASS; AF; AMS 

Recém-nascido (cadeias lineares)  AMAT; monitorar 

Doenças oncológicas (bexiga, oral, pulmão) / 
oncohematológicas (leucemias) 

AMAT; monitorar 

Prova reversa (pesquisa do anticorpo no soro ou plasma) 

Tipo de reação Causa provável Resolução / Orientação 

Fraca ou ausente* 

Imunotolerância: Fenótipos fracos, mosaicismo 
tecidual, transplante 

Pesquisar o antígeno suspeito na 
hemácia  

Imunodeficiência: Idade (crianças < 4-6 meses e 
idosos), Hipogamaglobulinemia Afastar imunotolerância e monitorar 

Imunossupressão: Medicamentos 

Inesperada** 

Anticorpos ABO (anti-A; anti-A1) Pesquisar o antígeno A na hemácia 

Aloanticorpos 
Testar com hemácia antígeno negativo 
ao anticorpo identificado 

Anticorpos indeterminados: autoanticorpos, 
excesso de proteína plasmática 

Definir ABO pela prova direta e 
monitorar 

Anticorpo passivo: transfusão plasmática 
incompatível ou infusão de imunoglobulinas 

Repetir com nova amostra após 2-24 
horas da infusão 

Legenda: 
AMAT = Anticorpos monoclonais de altos títulos (anti-A / anti-B: 2048 a 4096; anti-A,B: 1024 a 2048); 
AMS = Análise molecular por sequenciamento; 
AMPE = Análise molecular de polimorfismo específico; 
ASS = Análise do status Secretor; 
THL = Teste com hemácias lavadas; 
THT-DTT = Teste hemácias tratadas – Ditiotreitol; 
THT-EP = Teste hemácias tratadas – Enzimas proteolíticas (bromelina / papaína); 
AF = Análise de familiares; 
SHCM = Separação de hemácias do campo misto. 
*Reativo fraco: ≤ 2+ 
**Quando uma reatividade, em qualquer intensidade, promover uma discrepância.  
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Anexo 2. Método para separação de hemácias do campo misto.  

Separação de hemácias da reação de campo misto 

1. Preparar uma suspensão de hemácias a 20%: 

a. 800 µL de solução fisiológica ou solução de baixa força iônica (LISS); 

b. 200 µL do CH que apresenta CM 

2. Dividir o volume da suspensão em dois tubos (tubo 1). 

3. Adicionar 500 µL (1:1) do antissoro que apresenta reatividade no CM (tubo 1). 

4. Tampar os tubos, homogeneizar e incubar 15 min na temperatura ambiente. 

5. Centrifugar e retirar o sobrenadante deixando aproximadamente 200 µL. 

6. Ressuspender com cuidado até liberar o botão de hemácias e desprender todas 

as hemácias que não reagiram. 

7. Com auxílio de uma pipeta e ponteira de 200 µL, retirar o líquido com as hemácias 

não reativas e transferir para um segundo tubo (tubo 2): 

a. Juntar as hemácias aglutinadas em um dos tubos 1 e reservar. 

8. Centrifugar o tubo 2, ressuspender e observar coágulo, se presente, remover e 

descartar ou adicionar ao tubo 1. Nota: Repetir este passo até não ser observado 

coágulo/aglutinado. 

9. Lavar as hemácias não aglutinadas do tubo 2 e utilizar para as fenotipagens de 

acordo com os protocolos convencionais. 

10. Lavar as hemácias aglutinadas e reservadas do tubo 1:  

a. Tratar com Ditiotreitol (DTT) 0,2 M; 

b. Após tratamento com DTT, lavar as hemácias e utilizar para as 

fenotipagens de acordo com os protocolos convencionais. 

 


