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Resumen

En el campo de la medicina transfusional, es importante el estudio y la determinacién
de los grupos sanguineos Duffy y Diego en los donadores y en los pacientes que se
someten a transfusiones o trasplantes. En el ambito antropolégico son considerados
como marcadores de identidad poblacional o genética. Se han realizado algunos
estudios en relacién al fenotipo de los sistemas Duffy y Diego en poblacién mexicana,
sin embargo, a la fecha no se han caracterizado los genotipos con el fin de determinar
la correlacion existente entre ambos estudios y poder usarlos como herramienta en
estudios clinicos y de poblaciones.

Objetivo: Determinar los alelos principales de los grupos sanguineos Duffy y Diego en
una muestra de la poblacion residente de la Ciudad de México y area conurbada.

Material v métodos: Las muestras de ADN se obtuvieron de donadores del Hospital
Médica Sur y del Instituto Nacional de Perinatologia, SS.. Se usé la PCR en tiempo real
utilizando el LightCycler®. con las sondas de hibridacién LightCycler FastStart DNA
Master HybProbe y la PCR alelo especifica Red Cell EZ Type ® para caracterizar los
alelos FY*A, FY*B, FY*X, FY*NULL, DA Y DI"B.

Resultados: Se estudiaron 403 individuos para el grupo sanguineo Duffy, la frecuencia
fenotipica encontrada para Fya+b-, Fya+b+, Fya-b+ y Fya-b- fue de 36.7, 435, 17.1y
2.7 %, respectivamente, mientras que para los alelos FY*A, FY*B, FY*0 y FY*X las
frecuencias fueron 0.543, 0.419, 0.026 y 0.012, respectivamente .La concordancia
global entre el genotipo y fenotipo para el sistema Duffy, donde esta fue de 0.959; para
los fenotipos Fya+b+ y Fya-b+ fue de 0.971 en ambos casos, Fya+b- 0.912 y para el
fenotipo nulo (Fya-b-) fue de 0.546, que fue en el grupo que se encontré la mayoria de
discrepancias. La fenotipicacion y genotipificacion del sistema Diego se realizd en 247
sujetos, detectdndose los fenotipos Dia+b+ y Di a-b+ en 17.8 y 82.2% respectivamente,
no se identificaron individuos con fenotipo Dia+b-. La frecuencia para el alelo DI*A fue
de 0.085 y para DI*B de 0.915, no se encontré el alelo DA en forma homocigota en
ningun donador. Siendo la concordancia global para este sistema de 0.972 y por
fenotipo de 0.909 para Diat+b+ y de 0.990 para Dia-b+.La concordancia global entre el
genotipo y fenotipo para el sistema Duffy, donde esta fue de 0.959; para los fenotipos
Fya+b+ y Fya-b+ fue de 0.971 en ambos casos, Fya+b- 0.912 y para el fenotipo nulo
(Fya-b-) fue de 0.546, que fue en el grupo que se encontrd la mayoria de discrepancias.

Siendo la concordancia global para este sistema Diego de 0.972 y por fenotipo de 0.909
para Dia+b+ y de 0.990 para Dia-b+.

Conclusiones: Para el sistema Duffy la poblacion estudiada es mas parecida a los
caucéasicos que a los individuos de origen negroafricano, por la mayor frecuencia del
alelo FY*A. El mecanismo predominante para el fenotipo Duffy nulo en nuestra
poblacion, es el filipino (FY*0 sobre el alelo FY*A). El antigeno Dia del sistema Diego,
se encuentra en muy pocos individuos por lo que se considera un marcador poblacional
y peligroso en términos transfusionales.

vi



Abstract

In the field of transfusion medicine, it is important to study and determination of the Duffy
blood group and Diego in donors and in patients who undergo transfusions or
transplants. In the anthropological field are considered as markers of population or
genetic identity. There have been some studies regarding the phenotype of the Duffy
and Diego systems in the Mexican population, however, to date have not been
characterized genotypes to determine the correlation between the two studies and use
them as a tool in clinical studies and populations.

Objective: To determine the major alleles of the Duffy and Diego blood groups in a
sample of the resident population of the Mexico City metropolitan area.
Methods: DNA samples were obtained from donors at Medica Sur Hospital and INPer.
We used real-time PCR and allele specific to characterize the alleles FY * A, FY * B, FY
* X, FY* NULL, DI * DI * B AY using the LightCycler ®. Hybridization probes were used
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe and EZ Type ® Red Cell for the
determinations.

Results: We studied 403 individuals for the Duffy blood group, frequency phenotypic
found to Fya + b-, Fya + b + Fya-b + and Fya-b-was 36.7, 43.5, 17.1 and 2.7%
respectively, while for alleles FY * A, FY* B, FY* 0 and FY * X frequencies were 0.543,
0.419, 0.026 and 0.012, respectively. concordance between genotype and phenotype
for the Duffy system, where this was 0959, for phenotypes Fya + b + and Fya-b + was
0.971 in both cases, Fya + b-0912 and the null phenotype (Fya-b-) was 0.546, which
was in the group that found the majority of discrepancies. The system fenotipicacion
Diego and genotyping was performed in 247 subjects, detected phenotypes and Day + b
+ a-b + Diin 17.8 and 82.2% respectively, did not identify individuals with phenotype
Day + b-. The allele frequency for the DI * A was 0.085 and 0.915 DI * B, not found DI *
A allele in homozygous form in any donor. As the overall agreement for this system of
0972 and 0909 phenotype for Day + b + and 0990 for Dia-b +.

Conclusions: For the population studied Duffy system is more like whites than blacks
by the higher frequency of allele FY * A. The predominant mechanism for Duffy null
phenotype in our population, the Philippines (FY * 0 on FY * A allele). The Dia antigen of
the Diego system, is found in very few individuals at a marker that is considered
dangerous interms of population and transfusion.
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l. INTRODUCCION.

Grupos sanguineos.

Las células portan en su superficie numerosas proteinas polimérficas que pueden ser
reconocidas como antigenos por el sistema inmune de sujetos que carezcan de ellas.
La caracterizacién de dichos antigenos y anticuerpos es la base de las pruebas de
compatibilidad que se realizan antes de una transfusion (Beuter 2000 | o5 antigenos de
grupo sanguineo son polimorficos e inmunogénicos y sus epitopos estan localizados en
proteinas, glicoproteinas o glicolipidos en la superficie celular (Cotorruelo. 2009) g t&rmino
grupo sanguineo suele estar restringido a los antigenos de superficie de las células
sanguineas y particularmente a los antigenos de los eritrocitos (Paniels v ok, 2000 | og
grupos sanguineos se definen como “determinantes antigénicos (epitopos) heredados,
presentes en la superficie de los eritrocitos y otros tejidos, detectados por el uso de
anticuerpos especificos”; aunque actualmente las herramientas de la biologia molecular

permiten identificar los mecanismos de expresion (Figura 1).

Figura 1. Unién antigeno anticuerpo. A pesar de tener un gran nimero de anticuerpos circulantes en
sangre, estos s6lo se unen a su antigeno especifico contra el cual fueron creados.(Tomado de Daniels
2002).

Landsteiner, en 1901, demostré experimentalmente por pruebas cruzadas utilizando
eritrocitos y suero de él y sus colegas, los distintos patrones de aglutinacion originados
a los que llamo ABO. Hasta entonces se pensaba que las reacciones entre la sangre de

distintas personas era resultado de la enfermedad del paciente (Panielsy cols.2009)



Los individuos presentan anticuerpos antitéticos contra el sistema ABO de manera
"natural”, como resultado de la inmunizacion por antigenos A, B, 0 ambos, presentes en

microorganismos y alimentos del medio ambiente.

Los anticuerpos contra la mayoria de los antigenos de los grupos sanguineos fueron
identificados como consecuencia de eventos clinicos, por ejemplo:
+ Anti-D, anti-K, anti-Jka y anti-Dia se encontraron causando la enfermedad
hemolitica del feto y del recién nacido.

+ Anti-c, anti-e y anti-Fya se encontraron en respuesta a la transfusign. (Paniels y cols.
2009)

Los antigenos de los grupos sanguineos, como otras constituyentes de la membrana
citoplasmica, son estructuras quimicas (proteinas, glicolipidos y glicoproteinas),
expuestas en la superficie de la membrana eritrocitaria, asi como en otros tejidos y
liquidos del organismo. Aquellos de origen proteico se pueden clasificar en base a su

incorporacion a la membranaen :

Tabla 1. Clasificacion de las proteinas segun su localizacion en la membrana.

Tipo 1 | Dominio N-terminal extracelular y C-terminal citoplasmatico.
Tipo 2 | Dominio C-terminal externo y N-terminal interno.

Mono pase

. . Cruzan la membrana varias veces. Usualmente ambos dominios
Multipase Tipo 3 . . L

terminales son citoplasmaticos.
Tipo 4 | Dominio N-terminal extracelular y C-terminal citoplasmatico.

No tienen dominio que atraviese la membrana, se anclan a ella a
través de un enlace tipo glicosilfosfatidilinositol o ancla GPI, que se
une al dominio C-terminal de la proteina a través de la fraccion de
carbohidratos.

AnclaGPI | Tipo 5

Una representacion esquematica de estas proteinas se muestra en la figura 2. (Banelsy

cols, 2007; Denomme, 2004)



Pase sencillo —— Unido a GPI
Politopico

. . .
Tipo 1 Tipo2 (multipase) Tipo 5
N C St
N
Tipo 3 Tipo 4
N
N
C C C
Glycophorins  Kell RhD, RhCcEe, RhAG, Duffy Yt,
AtoD, Kidd, Diego, Colton, Dombrock,
Lutheran, LW, Gill, Kx, RAPH Cromer, JMH

Knops, Indian

Figura 2. Organizacion de las proteinas de los grupos sanguineos en la membrana eritrocitaria. Se
esquematizan las diferentes proteinas con base en su |ntegra0|on en la superficie de los eritrocitos,
enlistadas con ejemplos de antigenos de cada tipo, (Tomade deDafliels 2002).

Los antigenos que comparten caracteristicas en comdn como su estructura quimica,
localizacién en la membrana, son codificados por un solo gen o por un complejo de dos
0 mas genes homodlogos estrechamente ligados y tan proOximos entre si, que
recombinacién entre ambos es remotamente posible, estos constituyen un Sistema de
Grupo Sanguineo (ABO, Rh, Duffy, MNS, etc). Las Colecciones incluyen aquellos
grupos de antigenos relacionados entre si, bioquimica y serolégicamente, que no
cumplen con los requisitos exigidos para un sistema genético, entre ellos el antigeno i,
Lewis c y Lewis d. Las Series son antigenos que no pueden englobarse en un sistema
ni en una coleccion: la serie 700 engloba antigenos de baja incidencia (<1%), por
ejemplo los grupos Batty, Christiansen y Biles y la serie 900 engloba antigenos de alta
frecuencia (>90%) tales como Langereis, August y Anton. (Panelsy cols, 2009

Los anticuerpos antieritrocitarios son de importancia clinica porque causan reacciones
transfusionales, enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN), anemias hemoliticas
autoinmunes. Ciertos antigenos de grupos sanguineos se han asociado con diversas

enfermedades como algunos defectos de membrana (fenotipos Rh nulo, Mc Leod y
Leach). (Mohandas y Narla, 2005)



Clasificacion bioquimicay funcional de los antigenos de grupos sanguineos

Por su naturaleza bioquimica, los antigenos de grupo sanguineo pueden ser: proteinas
(Rh, Kx); glicoproteinas (P, MN, Globosido) o glicolipidos (ABO en eritrocitos). Los
antigenos tienen una funcion en la membrana del eritrocito, algunos mas de una
funcién, otros son redundantes y en otros se desconoce su funcion. Funcionalmente,
los grupos sanguineos se clasifican en enzimas entre las que se encuentran la
acetilcolinesterasa que corresponde al sistema Cartwright (Yt), la endotelina 3
convertasa (Sistema Kell), proteinas reguladoras de complemento (Cromer), moléculas
de adhesion (Duffy), formadoras de canales y transportadores (Diego); asi como

moléculas con carbohidratos (ABO), por mencionar algunos ejemplos (Figura 3) ( S
2004)

Pipk ABO Lewis GLOB H |

Glicoproteinas

Scianna Dombrock Getbich

Cromer Knops

Enzimas

Yt

Rh

|Ine|ia|1 Duffy LW Xg Raph JMH Ok¢ Lutheran

Figura 3. Clasificacidn bioquimica y funcional de los grupos sangum’&%fs adS% egllst%g los diferentes
sistemas de grupos sanguineos de acuerdo a su naturaleza Medfieato de Story

Kicld Diego RhAg Colton GIL Kx

Clasificacion de los sistemas de grupos sanguineos segun la Sociedad
Internacional de la Transfusion Sanguinea (ISBT)

La Sociedad Internacional de la Transfusion Sanguinea, organismo rector a nivel
internacional de la terminologia de los grupos sanguineos, para el uUltimo informe

(Berlin 2010), reconocio un total de 308 antigenos, 270 de ellos agrupados en 30



sistemas de grupos sanguineos (Tabla 2) y el resto forman parte de colecciones y
series. (Daniels y cols, 2009)

Tabla 2. Clasificacion de los grupos sanguineos de la ISBT.

N° de

Nombre Simbolo Ags Nombre del gen Cromosoma
001 ABO ABO 4 ABO 9934.2
002 MNS MNS 43 GYPA, GYPB,GYPE 4g31.21
003 P1Pk P1 1 P1 22q11.2-qter
004 Rh RH 52 RHD, RHDE 1p36.11,1p34.2
005 Lutheran LU 20 LU 19q13.32
006 Kell KEL 25 KEL 7934
007 Lewis LE 6 FUT3 19p13.3
008 Duffy FY 5 FY 1g23.2
009 Kidd JK 3 SLC14A1 18q12.3
010 Diego DI 21 SLC4AE1l 17921.31
011 Yt YT 2 ACHE 7922.1
012 Xg XG 2 XG, MIC2 Xp22.33
013 Scianna SC 5 ERMAP 1p34.2
014 Dombrock DO 5 DO 12p12.3
015 Colton CO 3 AQPI 7pl4.3
016 Landsteiner-Wiener LW 3 LW 19p13.2
017 Chido/Rodgers CH/GR 9 C4A, C4B 6p21.32
018 H H 1 FUTI 19¢13.33
019 Kx XK 1 XK Xp21.1
020 Gerbich GE 8 GYPC 2q14.3
021 Cromer CROM 12 DAF 1g32.2
022 Knops KN 8 CRI 1g32.2
023 Indian IN 2 CD44 11p13
024 Ok OK 1 CD147 19p13.3
025 Raph RAPH 1 CD151 11p15.5
026 John Milton Hagen JMN 1 SEMA74 15g924.1
027 I | 1 GCNT2 6p24.2
028 Globosido GLOB 1 B3GALT3 3026.1
029 Gill GIL 1 AQP3 9p13.3
030 RhAG RHAG 3 RHAG 6pl1-21.1

Se reconocen 30 sistemas que contienen desde 1 a mas de 50 antigenos con sus respectivos genes y

localizacion cromosémica. Consulta libre en http://www. blood.co.uk/ibgrl.

Mecanismos de variabilidad genética.

Los grupos sanguineos son polimorficos ya que existen minimo dos variantes alélicas

del gen. Los alelos son versiones alternativas de un gen que difieren entre si por

mutaciones en una secuencia nucleotidica original. Para efectos practicos, se considera

como polimorfismo a un alelo que se encuentra con una frecuencia >1% en la

poblacion. (Storry & Olsson, 2004; Lewin, 2004) £y tdrminos generales, se han identificado los


http://www.blood.co.uk/ibgrl

diversos eventos moleculares que dan lugar a la expresion de los diferentes antigenos

eritrocitarios, como son; (Panes, 2005; Reid, 2003).

Conversion o recombinacién de genes: MNS, Rh, Chido/Rodgers.

Duplicacion de un exén: Gerbich.

Delecion de un gen, exdn o nucleétido: ABO, MNS, Rh, Kell, Duffy, Dombrock,

Gerbich.

Insercion de uno o mas nucleétidos: Rh, Colton.

Substitucion de un nucleotido (SNP): la mayoria de los grupos sanguineos:
RhC/c, RhE/e, Kell/cellano (K/k), Penny/Rautenberg (Kpa/Kpb), Duffy?/Duffy’
(Fya/Fyb), Diego®/Diego® (Dia/Dib) (Figura 4)
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Figura 4. Mecanismos de variabilidad genética. Se ejemplifican algunos de los mecanismos de
variabilidad genética que generan los polimorfismos en los grupos sanguineos.

La mayoria de los polimorfismos de los grupos sanguineos son el resultado de cambios

en un solo nucleotido, que ocasionan un fenotipo distinto, definidos por anticuerpos

especificos como los principales antigenos de los sistemas Diego (010) y Duffy (008)

(Tabla 3) y otros como Kell, Kidd, Lutheran, etc.

Tabla 3. Polimorfismo de un solo nucleétido de los grupos sanguineos Duffy y Diego.

Simbolo ISBT Antigeno 1 SNP  Cambio de AA Antigeno 2
FY Fy? G125A  Gly42Asp Fy°
DI Di* C2561T Leu854Pro DI




Se observa la posicién critica en la que se produce el cambio entre los nucléotidos y aminoacidos que
determinan el fenotipo de los grupos sanguineos Duffy y Diego.

Sistema de grupo sanguineo Duffy

El grupo sanguineo Duffy (Fy) fue descrito en 1950 por Cutbush y cols., al demostrar la
reactividad del suero de un paciente hemofilico politransfundido, cuyo apellido era
Duffy. Al primer antigeno descubierto se le llamé Fya. El antigeno Fyb fue encontrado
un afio mas tarde por Kkin y cols. En 1975, se identifico al antigeno Duffy como el
receptor de los parasitos Plasmodium vivax y Plasmodium knowesi. Este
descubrimiento dio explicacion a la alta frecuencia del fenotipo Fy(a-b-) en negros del

oeste de Africa, como un mecanismo de resistencia al paludismo.

El gen DARC se ubica en el brazo largo del cromosoma 1, banda 23 sub-banda 2
(1923.2), posee 2 exones que codifican para la glicoproteina Duffy receptor de
guimiocinas, que porta los 5 antigenos del sistema sanguineo Duffy (Tabla 4), el exén 1
codifica para los primeros 7 aminoacidos de la glicoproteina y el resto de los residuos

estan codificados enelexén 2.

Tabla 4. Resumen de la informacién del gen DARC y sus productos.

Nombre y Simbolo  Simbolo del Localizacion
. Producto del gen
namero ISBT gen cromosomal
Duffy (008) FY DARC 1q23.2 AARISE O (B [TEeE gt
de quimiocinas
Registro de Numero Tipo de Numero de
Genbank CD proteina aminoéacidos Masa aparente (kDa)
NM_002036 CD234 M-7 338 35-45

Los antigenos Fya y Fyb son codificados por el gen bialélico, FY*A y FY*B que dan
lugar a los cuatro fenotipos sanguineos mas frecuentes: Fy (a+b-), Fy (a-b+), Fy (a+b+)
y Fy(a-b-). (Rece y Sanger, 1975) Eqtns antigenos se consideran también como antigenos
menores de histocompatibilidad y queda la posibilidad de su participacion en el rechazo

del tranplante. (%" 209) En | feto, los antigenos Fy pueden ser detectados a partir de la



7% semana de gestacién y estan bien expresados al nacimiento. Sin embargo, la
enfermedad hemolitica del recién nacido por incompatibilidad de grupo sanguineo Duffy
no es usual y puede no ser detectada rutinariamente. Esto se debe a la

inmunogenicidad moderada de los antigenos Fy. (arsh & Ehrich, 1975)

El mecanismo principal del fenotipo Fy(a-b-) es resultado de una mutacién en la caja
GATA-1 del promotor del gen T-67C, en el alelo FY*B en poblacion de origen negro-
africana y en el alelo FY*A en individuos de Nueva Guinea, lo cual produce la ausencia
de la proteina en los eritrocitos. La base molecular de la variacion entre los alelos FY*A
y FY*B es el cambio de una sola base en la posicién 125; guanina en FY*A y adenina
en FY*B (G125A). (Daniels y cok, 2007)

El alelo FY*X, provoca la deteccién débil del antigeno Fyb, producido por el cambio

C286T que resulta en el cambio de una arginina por una cisteina en el aminoacido 89

de la proteina (Figura 5). (Ansarty cok. 2007)

T-erc G125A C286T
e
\ 4 " Arg89Cys
Proteina Gly42Asp

Figura 5. Polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) del gen DARC. Se esquematizan los sitios
donde ocurren los cambios que originan los distintos fenotipos del grupo sanguineo Duffy.

La glicoproteina Duffy, con un nimero aproximado de 10 a 12 x 10° copias por célula,
(Anstee, 2011)  también conocida como antigeno D uffy/receptor de quimiocinas (DARC). Es
una proteina politopica compuesta de 336 aminoacidos (transcrito mayor) y 338

(transcrito menor). El transcrito mayor deriva del exén 1 y el exdn 2 del gen, el menor es



un producto de la transcripcién que inicia en el exdn 2, atraviesa la membrana siete
veces (Figura 6), tiene su extremo amino extracelular glicosilado y carboxilo terminal
citoplasmico, un peso molecular de 36 kDa, pertenece a la superfamilia de proteinas G,
receptores que unen diferentes ligandos, especialmente quimiocinas (Penomme. 2004; Daniels,
2007) " tales como la interleucina 8 (IL-8), quimiocina del oncogén relacionado con el
crecimiento (GRO), guimiocina expresada y secretada por células T normales reguladas
0 en activacion (RANTES), proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), interleucina
con actividad estimulante del crecimiento de melanoma (MGSA) y la quimiocina de

activacion y regulacion timica (TARC). (Rot& Horuk, 2009, wamotoyy cols, 1995)

Su expresidon permite a los eritrocitos regular los niveles de quimiocinas intravasculares
y con ello, disminuir citocinas proinflamatorias del medio. Se ha demostrado
recientemente que el antigeno Duffy desempefia un papel importante en las células
endoteliales, facilitando la quimiotaxis. También es el receptor de los parasitos que
producen la malaria en humanos Plasmodium vivax y Plasmodium knowesi y de

algunos virus como el HV-1 (Rot & Horuk, 2009, iwamoto y cok, 1995)

La glicoproteina D uffy tiene una distribucion eritroide y no eritroide, pues esta presente
en el endotelio de vénulas capilares y postcapilares, epitelio de los tubulos colectores
renales, alvéolos pulmonares y células del cerebro (células de Purkinje). Los africanos
con el fenotipo Fy(a-b-) carecen de la glicoproteina en sus hematies, pero no en otros
tejidos, lo cual explica por qué no producen el anti-Fyb cuando son transfundidos con

concentrado eritrocitario Fy(a-b+). (Paniels. 2002)



NH;
Fy3/Fy® (G42D)
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Figura 6. Esquema estructural de la proteina Duffy. La glicoproteina Duffy (DARC), consta de un

domino exterior N-terminal glicosilado, siete dominios que atraviesan la membrana, y dominio C-terminal
citoplasmatico. (Tomado de Daniels, 2002)

Anticuerpos anti-Duffy

Los anticuerpos anti-Fya y anti-Fyb de presentacién natural son extremadamente raros,
se adquieren principalmente por transfusiobn y en menor grado por embarazo. La
importancia radica en que estos anticuerpos desaparecen de la circulacion
aproximadamente a los 12 meses, y pueden ocasionar reacciéon hemolitica
postransfusional inmediata o tardia al no ser detectados en las pruebas de

compatibilidad. (Daniels,

2007) Estos anticuerpos generalmente son de clase IgG1,
ocasionalmente IgG2, raramente se han detectado IgM, asi mismo se pueden detectar

con la prueba de la antiglobulina humana.

El anti-Fya del isotipo IgG fija complemento hasta C3 y provoca hemdlisis extravascular
(Baniels, 2007) s recomienda el uso de sangre antigeno negativo cuando los anticuerpos
estan presentes. El anti-Fyb, es poco frecuente ya que el antigeno es mas comun y

menos inmunogénico que el Fya. Ambos anticuerpos se han observado en EHRN, que
va desde leve a grave (Lerut y Van Damme, 2007; Daniels y colk. 2002)
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Sistema de grupo sanguineo Diego

En 1953, Layrisse, Arends y Dominguez, estudiaron el suero de un recién nacido que
al nacimiento fue clinica y hematolégicamente normal al que no se le hizo la
determinacion de bilirrubinas, 12 horas después comenzO con ictericia que se fue
agravando, el nifio murié a los 3 dias. Los eritrocitos del nifio estaban intensamente
sensibilizados con anticuerpos, no se demostraron anticuerpos anti Diego A en el suero
de la madre. Los eritrocitos del padre produjeron una fuerte aglutinacién cuando se
enfrentaron con el suero de la madre. El Anti-Dia descrito se incluyé como uno de seis
anticuerpos llamados “Privados”. En 1955 se concluyé que el antigeno Dia era de alta
frecuencia en Venezuela y probablemente en Sur America. Diez afios mas tarde, en
1967, Thompson, Childers y Hatcher identificaron el anticuerpo contra el segundo
antigeno, Dib, en dos indigenas mexicanas multiparas, una de ellas con una reaccién

hemolitica postransfusional y la otra con pruebas cruzadas incompatibles.

Elgen SLC4AL1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 en la banda 21 sub-
banda 31, consta de 20 exones y se extiende a lo largo de 18.43 kpb, codifica para la
proteina de la banda 3, de 95-105 kDa (Tabla 5), que porta los antigenos del sistema
Diego. Las bases moleculares de los principales alelos de este sistema son Dia y Dib,
es una sola variacion en la posicion 2561, guanina corresponde a Dia y timina a Dib
(G2561T) y adenina 1972 por guanina que producen el cambio de Wra y Wrb el otro
par de alelos importante del sistema Diego (Figura 7). (Paniels, 2002)

A1972G

o o

Lys658Glu

Figura 7. Polimorfismo de un solo nucle6tido (SNPs) del gen SLC4Al. Se esquematizan los sitios
donde ocurren los cambios que originan los principales antigenos del grupo sanguineo Diego.

Tabla 5. Resumen de la informacién del gen SLC4Al y sus productos.
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Nombre Simbolo Simbolo Localizacion
y Producto del gen

numero ISBT del gen cromosomal
. Canal de intercambio de
Diego (010 . . .
go (010) Dl SLCAAL 17q21.31 aniones asociado a Banda 3
Registro de Numero Tipo de Numero de
Genbank CD proteina aminoacidos Masa aparente (kDa)
NM_ 000342 CD233 M-14 911 90

Las mutaciones en este gen pueden dar lugar a la desestabilizacion de la membrana
eritrocitaria en la patogénesis de la ovalocitosis del sur de Asia (banda 3sa),
acantocitosis congénita (banda 3ht), acidosis renal tubular distal (banda 3dRTA) y

esferocitosis hereditaria (GENBANK: http:/Avww uniprot.org/uniprot/P02730)

Los 22 antigenos que integran el sistema Diego estan distribuidos en la proteina Banda
3. La Banda 3 consta de tres dominios funcionales, su dominio C-terminal porta a la
anhidrasa carbonica Il (ACIl) que media el intercambio rapido 1:1 de los aniones
inorganicos cloruro y bicarbonato a través de la membrana, importante en el transporte
de dioxido de carbono, una larga cadena transmembrana que realiza 14 pases y su
dominio N-terminal citoplasmatico que ofrece sitios de anclaje para las proteinas del
citoesqueleto, enzimas glicoliticas y la hemoglobina (Figuras 8 y 9), los 22 antigenos del
sistema Diego son resultado de cambios de los aminoacidos en las asas externas de la
banda 3 , que es la mayor glicoproteina integrante de la membrana de los eritrocitos

con un ndmero de copias mayor a un millgn, (Panels. 2002 Daniels 2007)
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Self
association site

Figura 8. Esquema de la Banda 3. Se observa la interaccién de la proteina de Banda 3 con otras
proteinas integrales y del citoesqueleto. (Tomado de An 'y Mohandas 2008).

La Banda 3 juega un papel muy importante en el transporte de gases de la respiracion
en sangre. En presencia de agua la ACII de los eritrocitos, hidrata al diéxido de carbono
(CO») en ion bicarbonato y un proton (HCOs; HY). La Banda 3 es un transportador
antipuerto, transfiere el ion bicarbonato (HCO3') hacia afuera de la célula internalizando
al ion cloruro (CI'). El protdn interactda con la hemoglobina promoviendo la liberacion de
oxigeno (O2). Como el bicarbonato es mas soluble que el diéxido de carbono, este
proceso sustenta el transporte de CO, y la liberacion de O, tisular, el proceso inverso

ocurre en los pulmones.
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Wr/Wr° (K658E)
Di3/Di® (L854P)

I

Figura 9. Esquema estructural de la Banda 3. Se aprecian los principales antigenos del sistema
Diego. La proteina tiene los dominios Ny C-terminales citoplasmicos, un dominio transmembranal de 14
pases y un N-glicano en la cuarta asa extracelular. (Tomado de Daniels, 2002).

)

COOH

Anticuerpos anti-Dia y anti-Dib

Los anticuerpos anti-Dia pueden causar reaccion hemolitica inmediata y EHRN. Por el
contrario, la presencia de los anti-Dib usualmente se asocian con una reaccién

transfusional mucho menor o tardia (Damels. 1995 Thompson, 1967)

El antigeno Dia se
considera como marcador antropoldgico Util porque casi es exclusivo de poblaciones
mongodlicas, incluyendo orientales, indigenas suramericanos y la poblacion indigena

Chippewa; mientras que el antigeno Dib se encuentra en el 100% de los caucasicos.
(Guo-Guang y cals, 2002)

Los anticuerpos anti-Dia y anti-Dib, generalmente son de la clase IgG1 e IgG3 aunque
los anti-Dia también pueden ser IgM. Son detectados con la prueba de antiglobulina
humana (AGH). Ocasionalmente el anti-Dia puede llegar a fiar complemento y
completar la lisis de los eritrocitos; en Brasil, estan presentes o se detectan en el 3.6%

de los pacientes multitransfundidos. Pueden causar EHRN de moderada a grave. (Gameis:

2007)
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El anti-Dib es un anticuerpo raro pues el antigeno que detecta tiene una alta frecuencia

en las poblaciones, pero se ha visto como responsable de EHRN grave. (Panels. 2007; Daniels
y cok, 2002)

Aloinmunizacion por los grupos sanguineos Duffy y Diego.

La practica de la transfusiéon actual sélo exige unidades ABO / RhD compatibles con el
grupo sanguineo del paciente. Otros antigenos como los del sistema Rh (C, c, E y e),
asi como los antigenos de los sistemas Duffy y Diego y muchos otros, no se determinan
a menos que el paciente desarrolle los aloanticuerpos respectivos debido a
transfusiones previas o embarazos (Vengelen-vier. 199 | o5 zloanticuerpos pueden causar
hemdlisis de grado variable en los eritrocitos transfundidos, los cuales persisten en el
organismo del receptor por semanas, la diferenciacién del fenotipo del grupo sanguineo
original del paciente y del donador se vuelve dificil debido a la mezcla de poblaciones
celulares sanguineas, especialmente si no se dispone de muestras pretransfusionales.
(Vengelen-Tyler, 1996; Huckenbeck & Rand, 1994) Aynque los eritrocitos del paciente pueden ser
separados de los transfundidos por diversos métodos para poder ser clasificados
serolégicamente, los resultados no han sido satisfactorios (SStt & Anstee. 1998) ‘pqyr |g tanto,
la genotipificacion de los sistemas Rh, Duffy, Diego, entre muchos més, ofrecen una via
alternativa para la determinacion del grupo sanguineo original y con ello la eleccion de
la sangre adecuada (alinsony cols- 1999 ) 3 reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR-TR) es Util para este propésito, ya que es una prueba rapida, segura,
sensible, reproducible, utiliza poca cantidad de DNA (desde 10 ng), y ademas permite

desde la genotipificacion hasta la cuantificacién relativa y absoluta.
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Aplicaciones de la genotipificacion de los antigenos eritrocitarios en la practica
de transfusional.

La genotipificacion del DNA fetal se ha utilizado ampliamente durante mas de una
década y es de probada utilidad en el estudio prenatal de la EHRN. Otras aplicaciones
incluyen determinacién del genotipo eritrocitario de los pacientes politransfundidos o
con anemia hemolitica autoinmune, con la prueba de antiglobulina humana (AGH)
positiva, por lo que la serologia convencional no es un método fiable para determinar el

grupo sanguineo de los pacientes (Figura 10). (Westhoff, 2006; Hilyery cols, 2008)

Laboratoriode

Banco de sangre } .,
investigacion

Determinacionde grupos

sanguineo ABO y Rh. > Genotipificacion de pacientey

donador

astreo de
anticuerpos
irregulare

Y

Realizarpruebacruzada
Proporcionarconcentrado
eritrocitario mas compatible

Compatible?

Proporcionarconcentrado N |
eritrocitario ABO y Rh compatible

Figura 10. Diagrama que muestra los pasos a seguir en la eleccion de un hemoderivado. Se
muestra el escenario con las posibilidades para la incorporacion de la genatipificacion en la
determinacion de los grupos sanguineos en la préactica transfusional.

Ademas es de utilidad para identificar donantes con grupos sanguineos raros o para

establecer la frecuencia de los polimorfismos de los grupos sanguineos en una
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poblacion determinada, todos ellos son aplicaciones que pueden lograrse con un
sistema automatizado de alto rendimiento (Tabla 6).

Tabla 6. Utilidad de la genotificacién de grupos sanguineos en la practica transfusional

Tipificacion del DNA fetal.

Tipificacion del grupo sanguineo de los donantes para los pacientes aloinmunizados.
Determinar el grupo sanguineo de pacientes recientemente transfundidos.

Tamizaje de donantes de sangre para determinar los fenotipos raros de grupos
sanguineos.

Determinar la frecuencia de polimorfismos de grupos sanguineos en una poblacion.
Determinar la cigosidad RHD para los padres de fetos con riesgo de EHRN.

Tipificacion de grupos sanguineos de pacientes con anemia hemolitica autoinmune.
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JUSTIFICACION

La aloinmunizacion por los grupos sanguineos Duffy y Diego con sus consecuentes
reacciones transfusionales son mas frecuentes de lo que se piensa, ya que en la
mayoria de los bancos de Sangre no se determinan dichos grupos sanguineos, a
menos que se haya identificado por rastreo de anticuerpos irregulares o que en la

prueba cruzada inicial se encuentre algun tipo de incompatibilidad.

La frecuencia del antigeno Dia es muy baja, se puede encontrar en poblaciones muy
definidas: indigenas sudamericanos y orientales (Mongolia, China, Japon y Corea), y a

través de las migraciones y mezcla étnica se ha incorporado en la poblacion mexicana.

El anticuerpo anti-Fya ocupa el 3er lugar, siguiendo al anti-D, en la produccion de
reaccion hemolitica transfusional en México. Clinicamente es importante ya que es un
anticuerpo que desaparece de circulacion aproximadamente a los 12 meses, por lo que
puede no ser detectado en las pruebas de compatibilidad en pacientes que requieran

de una transfusion.

La genotipificacion de los grupos sanguineos Duffy y Diego es importante para evitar la
aloinmunizacion de pacientes politransfundidos y vigilar la incompatibilidad materno-

fetal.
Se desconoce la concordancia entre el fenotipo y el genotipo de los principales

antigenos de estos dos sistemas en individuos residentes de la Ciudad de México y

area conurbada.
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Objetivo general

» Determinar los alelos principales de los grupos sanguineos Duffy y Diego en una

muestra de la poblacién residente de la Ciudad de México y area conurbada.

Objetivos particulares

> Establecer la estrategia molecular para la determinar los principales alelos de los

sistemas sanguineos Duffy y Diego asicomo la frecuencia de los mismos.

» Establecer la concordancia entre la genotipificacion y la fenotipificacion de dichos

sistemas sanguineos.
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Il. MATERIAL Y METODOS

Disefio: Estudio transversal, observacional y descriptivo de donadores de sangre
consecutivos elegidos al azar. Los participantes del estudio bajo consentimiento
informado del protocolo de investigacion, fueron identificados y obtenidas las muestras
sanguineas (dos tubos de 2.7 mL con EDTA) por puncién venosa de la vena antecubital

del antebrazo.

Se efectud el estudio fenotipico de los antigenos Duffy (a y b), y Diego (a) mediante el
método de aglutinacién en tubo y sistema en gel DIANA empleando reactivos
hemoclasificadores comerciales para Diego a, Duffy a y Duffy b, que contienen una
mezcla de anticuerpos monoclonales especificos (Immunocor Gamma, Houston,
Texas), a partir de sangre anticoagulada con EDTA (Figura 11). En el método en gel se
utiliza una matriz de microesferas de dextranos polimerizados en medio tamponado que
actian como filtro, dichos dextranos se encuentran mezclados con un reactivo que
contiene antiglobulina humana. Los microtubos que contienen antiglobulina humana
acttan aglutinando los hematies sensibilizados con anticuerpos IgG o fracciones del
complemento. Durante la centrifugacién, los aglutinados de hematies son atrapados
segun su tamafio en la superficie 0 a lo largo de la columna de gel. Los hematies no
aglutinados descienden hasta el fondo del microtubo. Se observaron, interpretaron y

registraron los resultados en una base de datos para ser analizados posteriormente.
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Figura 11. Sistema automatizado para la determinacién de grupos sanguineos en gel WabDiana Griffols®.

Extraccion y purificacion de DNA

Se extrajo el DNA genomico de los individuos a partir de los leucocitos obtenidos de
sangre total anticoagulada con EDTA (tres alicuotas), identificadas numéricamente y
almacenadas en los ultracongeladores (-70°C) del Banco de DNA del Servicio de
Hematologia Perinatal del Instituto Nacional de Perinatologia. Se utilizd el kit comercial
‘High Pure PCR Template Preparation Kit'® (Roche, Mannheim, Alemania), que
permite el aislamiento de DNA gendmico de doble cadena a partir de diferentes tipos de
muestras biolégicas. Este método de extraccién aporta diversas ventajas frente a las
técnicas clasicas: aislamiento de forma rapida, obtencion de DNA de buena calidad,
libre de inhibidores de DNA polimerasa, sin emplear pasos laboriosos de extraccion con
solventes organicos y con menor manipulacion de la muestra. Las células son lisadas
mediante una incubacion corta con proteinasa K en presencia de un agente caotropico
(guanidina-HCI 6M), urea 10mM, Tris-HCI 10 mM vy triton X100 20%, el cual inactiva
todas las nucleasas. Los acidos nucléicos se unen selectivamente a un filtro de fibra de
vidrio especial. EI DNA unido se purifica con una serie de pasos de lavado y
centrifugacion que eliminan componentes celulares contaminantes. Se ha incluido un
amortiguador de remocion de inhibidores de heparina que permite su aplicacion en
muestras con hasta 100 U/mL de heparina. Finalmente el DNA se eluye de la columna
con 200 mL de una solucion salina de baja concentracion a pH 8.0 (Tris EDTA)
obteniendo DNA gendmico de alto peso molecular. Todos los pasos de la extraccion se

realizan a temperatura ambiente.
Pureza e integridad del DNA

La calidad del DNA extraido se verificd por separacion y visualizacion de los acidos

nucléicos por electroforesis horizontal utilizando geles de agarosa (Life Tecnologies) al
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1.5% con bromuro de etidio (0.5 pg/mL), que se intercala en el DNA y emite
fluorescencia al iluminarlo con luz Uy, (Sambrooky cols, 1989) narmite que los fragmentos de
DNA migren a lo largo del gel, con una velocidad que depende de su tamafio y carga
eléctrica, separandose en bandas caracteristicas. El corrimiento electroforético se llevd
a cabo en la cdmara Horizon 58 (Life Technologies, Paisley, Escocia) a 70 volts durante
50 minutos con amortiguador TBE 0.5X [(500 mM de Tris-HCI, (Life Technologies),
acido borico 60 mM (Sigma) y EDTA-Na, 83 mM (Life Technologies), pH 8.0. Una
alicuota de 5 pL de DNA se mezclé con 2 pyL de amotiguador de carga (50% glicerol
(Sigma), 5 mM EDTA-Na, (Life Technologies) pH 8.0, azul de bromofenol y xylene
cyanol al 0.01% (Sigma)], y se colocé en el pozo correspondiente. Como control
negativo se usaron todos los reactivos, pero sin DNA, para determinar una posible
fuente de contaminacion del material obtenido. Finalmente, los geles fueron
fotografiados con el sistema de captura Alphalmager utilizando el software AlphaView
version 1.0.1.10 (Alpha Innotech, California, EUA).

La pureza (relacion 260/280nm) y concentracion del DNA (260nm) se valor6 utilizando
un espectrofotdmetro ACTGene, EUA. La razdn de las lecturas de cada muestra, debe
encontrarse en el intervalo 1.8-2.0 para un DNA libre de impurezas, una razon inferior a

<1.8 indica contaminacion con proteinas y si es >2.0 indica presencia de RNA. (Figura
12) (Sambrook y cols, 1989)

Figura 12. Gel de agarosa al 1 % donde se muestra la integridad del DNA.
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PCR en tiempo real

La genotipificacion de los alelos se efectué6 mediante PCR-TR bajo el formato de
deteccién con sondas de hibridacion. Las sondas de hibridacion (HybProbe) contienen
dos sondas, la F1 con el fluorocromo donador (fluoresceina) que se une por la parte 57,
y la sonda F2 que porta el fluorocromo aceptor (rojo 640 NHS éster 6 705), que se une
a la parte 3" y bajo el principio de FRET (Fluoresence Resonance Energy Transfer), el
fluorocromo donador es excitado por una fuente de luz del instrumento. Se transfiere la
energia al fluorocromo aceptor emitiendo fluorescencia que es medida por el equipo y
se detecta en la fase de hibridacion (figura 13).

DNA Genomico

F1 v
GAGC..GACACAAA.. TGCCGTGTC...GGTCTGCAC..ACCC
CTCG..CTGTGTTT.. ACGGCACAG..CCAGACGTG. TGGG ~ dsDNA
R1
CTCG...CTGTGTTT.. ACGGCACAG..TCTCTAGTA..GTGG  ssDNA
R2

FRET

FDP i RAP705

CTGTGTCCTCTGGAATC TTGAGACC..TGGACAAA-PO,
..GGCACAGGAGACCTTAGAAACTCTGG..ACCTGTTT... ssDNA
Figura 13. Sondas de hibridacién. La emision de fluorescencia por parte del receptor solo se produce al
estar cerca del donador.

Se realizaron las amplificaciones por PCR en tiempo real utilizando el LightCycler Il TM
(Roche Molecular Systems, Somerville, NY.); sistema que consiste en la integracion de
un fluorémetro y un termociclador que combina ciclos rapidos de PCR, con un
monitoreo de la fluorescencia en tiempo real que va aumentando conforme aumenta el
ndamero de copias de la secuencia de DNA amplificado, valorandose graficamente el
producto de amplificacion y a través de un analisis de temperatura de disociacion (Tm)

se podran diferenciar los alelos (Figura 14).
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Figura 14. Curvas de disociacion (melting). Grafico representativo de las curvas de disociacion melting

de la identificacion de alelos.

La reaccion se lleva a cabo en capilares de borosilicato, el equipo es calentado por aire,
y distribuido por un ventilador, permitiendo una alta velocidad de reacciony con ello, la

especificidad.

La validacion de las técnicas se realizo utilizando muestras con fenotipo Diego y Duffy
conocidos, por método de aglutinacién en tubo o en gel (Diana gel, Licon). En la tabla 7
se muestran las condiciones de la reaccion de PCR en tiempo real utilizadas en las

determinaciones

Tabla 7. Condiciones de reaccion PCR en tiempo real

Amplificacion Curva Melting [Sonda] iniciadoﬂ [MgClI]
Desn Aline Ext Desn Aline Melt

DIA/DIB M 95 95 53 72 95 45 80 10mM 10mM 3mM
T 10min 10seg 10seg 10seg 20seg 20seg Oseg

FYA/FYB BN 95 95 53 72 95 45 80 10mM 10mM 3mM
T 10min 10seg 10seg 10seg 20seg 20seg Oseg

FYX T 95 95 53 72 95 45 80 10mM 10mM 3mM
T 10min 10seg 10seg 10seg 20seg 20seg Oseg

FYO T 95 95 53 72 95 45 80 10mM 10mM 3mM
T 10min 10seg 10seg 10seg 20seg 20seg Oseg

T°=temperatura en grados Celcius; T = tiempo
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PCR alelo especifica (PCR-SSP)
La determinacion de los alelos de los grupos en estudio se realizd utilizando un reacivo
comercial de GTi DIAGNOSTICS® (Waukesha, USA) Red Cell EZ Type ®. El ensayo se

basa en la técnica de la PCR de punto final que permite la amplificacion de secuencias

blanco definidas dentro del DNA gendmico. Después de la amplificacion, la muestra
contiene la secuencia blanco de DNA en cantidades suficientes para la deteccion. El
término alelo especifico se refiere a que la amplificacion ocurre sélo si el alelo esta

presente, aquellas muestras que no lo tengan no producen un producto de PCR.

Este estuche comecial utiliza como control de amplificacién el gen de la hormona de
crecimiento humano que valida las condiciones de PCR para cada reaccion. Las
condiciones utilizadas para determinar los alelos Diego y Duffy y se presentan en las

tablas 8 y 9 respectivamente.

Tabla 8. Condiciones PCR alelo especifica para los alelos Duffy
Inicial 5 ciclos 10 ciclos 20 ciclos  Estab72°C Fin
94° 2 min  94° 20seg 94° 20seg 94° 20seg 72°5min  10° mantener
70° 60seg 65° 60seg 61° 50 seg
72° 45seqg 72° 45seg

Tabla 9. Condiciones de PCR alelo especffico para los alelos Diego

Inicial ~ 10ciclos  20ciclos  Estab 72°C Fin
194°2min 94° 20seg 94° 20seg  72° 5min  10°mantener |
65° 60seg 61° 60 seg
72° 30 seg

Después de la amplificacion, los productos de PCR fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 2% utilizando geles precargados E-Gels®, durante la electroforesis
las bandas de DNA se identifican con bromuro de etidio. Después fueron visualizados

en un analizador de imagenes.



Se determind la frecuencia fenotipica y alélica de estos sistemas de grupos sanguineos
en la poblacidn en estudio, asi como si dicha poblacién esta en equilibrio génetico de
acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg que establece que bajo ciertas condiciones, tras
una generacion de apareamiento al azar, las frecuencias de los genotipos de un locus
individual se fijarAn en un valor de equilibro particular. También especifica que esas
frecuencias de equilibrio se pueden representar como una funcién sencilla de las
frecuencias alélicas en ese locus. En el caso méas sencillo, con un locus con dos alelos
A y a, con frecuencias alélicas de p y q respectivamente, predice que la frecuencia
genotipica para el homocigoto dominante AA es p2, la del heterocigoto Aa es 2pq y la

del homocigoto recesivo aa, es 2.
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Muestras de donantes de
sangre Medica Sur

Fenotipos

]
2 ¥

Duffy Diego
Fy (a+hb-) Di (a+b-)
Fy (a+b+) Di (a+b+)
Fy (a-b+) Di (a-b+)
Fy (a-b-) Di (a=b-)

ADNoteca

Concentracidn y
purezy

Exclusion de

— muestra
Genotipificacion por PCR

Duffy |1 ) Diego
FY*A/B || FY*0 | FY*X DI*A/B

Qnélisis de resultados)ﬁ—

Figura 15. Diagrama de flujo del procedimiento. Se identificé el fenotipo, se extrajo el DNA y se
realizaron las reacciones de PCR para la identificacion de los alelos, mismos que fueron comparados
con el fenotipo.
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[ll. RESULTADOS

La identificacidén de los alelos se realizé por comparacién de las bandas en el gel y

siguiendo las instrucciones del fabricante de acuerdo al peso molecular esperado.

En la figura 16 observamos el analisis de las curvas de disociacion (melting) para la
determinacion de los alelos del sistema Duffy donde la diferencia de temperaturas nos
define dos picos melting: uno para el alelo FY*A (color rojo) y otro para el alelo FY*B
(color azul) aquellos individuos homocigotos para cualquiera de estos alelos solo
presentaran un pico correspondiente al alelo repetido, mientras que aquellos
heterocigotos presentaran un pico doble (color verde) que coincide con los picos
homocigotos con menor o igual intensidad de la fluorescencia, a mayor temperatura

mayor afinidad de la soda por el amplicon.

Melting Peaks
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Figura 16. Imagen representativa de la identificacién de los genotipos FY*A y FY*B.

En el caso del PCR-SSP (alelo especifico) en el gel que se corre al final de la PCR se
observo el patrén de bandeo del marcador de peso molecular (carril central) y cada uno
de los pozos contiene la misma muestra de DNA, solo que con diferentes juegos de
primer especificos para cada alelo que se va a determinar. Se observé el control de

amplificacion (hormona de crecimiento humano) que genera un producto de PCR de
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434 pares de bases (pb), para los alelos FY*A, FY*B y FY*0 (nulo) se observa un
producto de PCR de 720 pb y para el alelo FY*X se observa un producto de 187 pb. En

azul el blanco de reaccion (Figura 17).

Kella Ke Ib Jka Jkb

t oo
W g S W A e e e

e e .
' .

y —
b v - — = -
) Kella ‘Kellb Jka: Jkb Fya Fyb Fynull Fywec

i — —

' ; o~

Figura 17. Gel de agarosa al 2 % representativo obtenido de las reacciones de PCR alelo
especifico de Duffy. En en cuadrante superior derecho se observa la banda de 720 pb para el alelo
FY*B, en el cuadrante inferior derecho, las bandas de los alelos FY*A y FY*null también de 720 pb. El
control de amplificacion de 434 pb se aprecia en todos los carriles de las diferentes reacciones
aleloespecificas realizadas. Exactamente en medio en las partes superior e inferior se observa el
marcador de tamafio molecular.

Se estudiaron 403 individuos para el grupo sanguineo Duffy, la frecuencia fenotipica
encontrada para Fyatb-, Fya+b+, Fya-b+ y Fya-b- fue de 36.7, 43.5, 17.1 y 2.7 %,
respectivamente, mientras que para los alelos FY*A, FY*B, FY*0 y FY*X las frecuencias
fueron 0.543, 0.419, 0.026 y 0.012, respectivamente (Tabla 10).

La concordancia global entre el genotipo y fenotipo para el sistema Duffy, donde esta
fue de 0.959; para los fenotipos Fya+b+ y Fya-b+ fue de 0.971 en ambos casos, Fya+b-
0.912 y para el fenotipo nulo (Fya-b-) fue de 0.546, que fue en el grupo que se encontro

la mayoria de discrepancias (Tabla 10).
La fenotipicacion y genotipificacion del sistema Diego se realiz6 en 247 sujetos,
detectandose los fenotipos Diatb+ y Di a-b+ en 17.8 y 82.2% respectivamente, no se

identificaron individuos con fenotipo Diatb-. La frecuencia para el alelo DI*A fue de
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0.085 y para DI*B de 0.915, no se encontrd el alelo DI*A en forma homocigota en
ningun donador. Siendo la concordancia global para este sistema de 0.972 y por
fenotipo de 0.909 para Dia+b+ y de 0.990 para Dia-b+ (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de la fenotipificacion y genotipificacién del sistema Duffy

: Frecuencia
Fenotipo - : :
fenotipica Genotipo Concordancia
(n 403)
(%)
FY*AIFY*A 114
FY*A/FY*AO 18
FY*A/FY*BO 1
Fy at+b- 148 36.7 0.912
FY*AFY*X 2
FY*B/FY*BY
FY*AIFY*B* 12
FY*AFY*B 170
Fy atb+ 175 435 FY*B/FY*BY 3 0.971
FY*AIFY*AT 2
FY*B/FY*B 67
Fy a-b+ 69 17.1 0.971
FY*AIFY*B* 2
FY*AO/FY*AO 1
FY*BO/FY*BO 2
FY*B/FY*X 2
Fy a-b- 11 2.7 0.546
FY*0/FY*0 1
FY*B/FY*B* 4
FY*A/FY*B*T 1
FY*A FY*B FY*X FY*0 X
Frecuencia
- 0.543 0.419 0.012 0.026 41.0083
alélica

*No concordante

Para el sistema Duffy se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg para un sistema
tetralélico con 6 grados de libertad y un error alfa de 0.05, para el cual el valor de X?
esperado es de 12.592, obteniendo un valor de 41.0083.
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Figura 18. Imagen representativa de la identificacion de los genotipos DI*A y DI*B.

La figura 18 muestra el analisis de disociacion (melting ) para la determinacion del alelo
DB (color verde), no se encontrd un donador de sangre que fuese homocigoto para el
alelo DI*A por lo cual no se muestra un pico de disociacidn para este alelo. Se observa
el heterocigoto DI*A/DPB (color negro) como un pico levemente ensanchado que nos
deja apreciar una doble caida, lo cual nos dice que existen dos temperaturas de

disociacion o sea los dos alelos, en azul el blanco de reaccion.

En el caso de la PCR-SSP observamos en el carril central nuestro marcador de peso
molecular y cada pozo del gel con nuestra muestra de DNA y un juego de primers
especifico para cada alelo a determinar (figura 19). Se observé el patrén de bandeo
para los alelos DA y DI*B (carriles 5 y 6) con un producto de PCR de 207 pb.

e B o e o o o e ] ]

Kpa 'Kpb, /‘Lua ‘Lub = /Dia Dib. . Wra: Wrb
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Figura 19. Gel de agarosa al 2 %representativo obtenido de las PCR alelo especifico de Diego. Se
observan en el cuadrante superior derecho las bandas para los alelos DI*A y DI*B de 207 pb. El control
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de amplificacion de 434 pb se aprecia en todos los carriles de las diferentes reacciones aleloespecificas
realizadas. Exactamente en medio en las partes superior e inferior se observa el marcador de tamafio
molecular.

Tabla 11. Resultados de la fenotipificacion y genotipificacion del sistema Diego

_ Frecuencia
Fenotipo o . ]
fenotipica Genotipo Concordancia
(n 247)
(%)
_ DIFA/DI*B 40
Di at+b+ 44 17.8 0.909
DI*B/DI*BY 4
_ DIB/DI*B 201
Di a-b+ 203 82.2 0.990
DI*A/DI*B? 2
DI*A DI*B X?
Frecuencia
- 0.085  0.915 2.1326
alélica

*No concordante
Para el sistema Diego se determiné el equilibrio de Hardy-Weinberg para un sistema

bialélico con 1 grado de libertad y un error alfa de 0.05, el valor de X? esperado deberia

estar por debajo de 3.841, obteniendo el valor de 2.1326.
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IV.DISCUSION

El estudio de los grupos sanguineos ABO y Rh es de suma importancia en la medicina
transfusional, ya que los antigenos de estos sistemas son altamente inmunogénicos,
por lo que son de considerar en todas las actividades relacionadas con el empleo
terapéutico de la sangre y sus componentes, asi mismo existen otros sistemas de grupo
sanguineo que deben ser considerados al momento de transfundir a un paciente para
prevenir la aloinmunizacion. Los sistemas Duffy y Diego poseen antigenos de suma
importancia pues se han visto causando reaccidén postransfusional y enfermedad
hemolitica del recién nacido; en el ambito antropolégico, son considerados como

marcadores de identidad poblacional o genética.

La genotipificacién es una herramienta que complementa a la fenotipificacién, en la
eleccion de un producto sanguineo compatible para el paciente, evitando el riesgo de

aloinmunizacion.

La precision de la genotipificacion evalta los principales antigenos de los sistemas
Duffy y Diego, tiene una concordancia suficiente con la serologia como método de
referencia.

En general la frecuencia fenotipica obtenida para los grupos sanguineos y en particular
del sistema Duffy, varia de acuerdo con el tipo de poblacion y las condiciones del
estudio; como se observa en reportes anteriores: Castilho 2007, estudié 85 pacientes
con drepanocitosis en Brasil, Lopes 2009 estudié 497 pacientes enfermos de paludismo
en Brasil, Cotorruelo 2009 estudido 275 donadores blancos de la ciudad de Rosario,
Argentina, descendientes de Italianos y espafioles, Ansart 2007 estudié 119 individuos

entre donadores de sangre blancos y pacientes blancos y negros, en Paris, Francia,
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Yazbandakhsh 2000 estudié 93 individuos entre donadores y pacientes blancos y

negros en Nueva York y Tanaka 354 donadores Japoneses (Tabla 12).

Para el fenotipo Fya+b+ la frecuencia varia desde 4.2% hasta 45.9 % para el fenotipo
Fya+b- varia del 23.66% al 74.78%, para el fenotipo Fya-b+ varia del 9.24% al 34.74% y
para el Fy nulo varia del 0% al 32.94%, notandose la gran dispersion por las
poblaciones en estudio.

Se observa que para el fenotipo Fya+b+ el genotipo dominante es FY*A/FY*B en las
poblaciones estudiadas. Para el fenotipo Fya+b- el genotipo mas comun en las distintas
poblaciones es el FY*A/FY*A. Para el fenotipo Fya-b+ en general se observa que el
genotipo FY*B/FY*B es el mas prevalente, Castilho 2007, reporta para este fenotipo
una discreta variacién del genotipo FY*B/FY*B y FY*B/FY*0 debida a la poblacion
estudiada que son enfermos con drepanocitosis, la cual se asocia con inmunidad a la
malaria. Para el caso del fenotipo Fya-b- el genotipo mas visto es FY*O/FY*O,
mecanismo silente que afecta al alelo FY*B en poblacion de origen negroafricano y para

el alelo FY*A en personas de origen filipino (Papua, Nueva Guinea).

En general, el fenotipo Fya-b- es el menos comun en las poblaciones estudiadas.

La no concordancia para este sistema tiene diferentes explicaciones: primero, por la
presencia de los alelos FY*0 que produce el silenciamiento del gen DARC vy por ello, la
no expresion de la proteina Duffy y FY*X que produce una disminucion en su capacidad
de ser detectado por el anticuerpo; y la no expresion de los alelos debido a otros

mecanismos de baja frecuencia no evaluados en este estudio.

Tabla 12. Concordancia fenotipo seroldgico y genotipo para el sistema D uffy

Concordancia fenotipo/genotipo Duffy

Serolégico  Molecular | n Genotipo % concordancia
1 FY*A/FY*0
Fya- FY"AY 4 3FEYAFY*B v 081
Fya+ FY*A- 4 AFY'BIFY*B yaz= e,
- Fyb=94.3
Fyb- Fy<g o1 2FYBIFY*X
2 FY*B/FY*0
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5 FY*B/FY*B
12 FY*A/FY*B

Fyb+

FY*B-

2

2 FY*AIFY*A
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Tabla 13. Resultados obtenidos de fenotipo y genotipo por otros autores para el sistema Duffy.

Castilho Lopes Cotorruelo Ansart Tanaka NCVAEQLELGR El presente
, . 2007 2009 2009 2007 2010 2000 estudio
Fenotipo  Genotipo n 85 n 497 n 275 n 119 n 354 n 93 n 403
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Fy FY*A/FY*B 16.47 40.44 38.55 4.20 49.44 20.43 45.90
(at+b+)
Sub-total 16.47 40.44 38.55 4.20 49.44 20.43 45.90
FY*AIFY*A 1.18 27.97 29.45 61.34 28.53 9.67 28.78
Fy FY*A/FY*X 0 0.20 4.73 8.40 0 0 0.49
(at+b-)
FY*A/FY*0 27.06 7.24 0 5.04 0 13.99 4.71
Sub-total 28.24 35.41 34.18 74.78 28.53 23.66 33.98
FY*B/FY*B 10.59 16.10 24.36 4.20 21.46 21.51 18.61
Fy
(a-b+) FY*B/FY*X 0 1.61 2.91 0.84 0 0 0.49
FY*B/FY*0 11.76 6.44 0 4.20 0 4.3 0
Sub-total 22.35 24.15 27.27 9.24 21.46 25.81 19.1
FY*O/FY*0 32.94 0 0 4.20 0.56 30.1 0.99
Fy FY*XIFY*X 0 0 0 1.68 0 0 0
(a-b-)
FY*X/FY*0 0 0 0 5.88 0 0 0
Sub-total 32.94 0 0 11.76 0-56 30.1 0.99
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Para el caso del sistema Diego la frecuencia fenotipica observada fue concordante con
otros reportes, se observo la elevada frecuencia del alelo DFFB con su consecuente
expresion del antigeno Dib; asi como la baja o nula existencia del alelo DA en forma

homocigota.

Estudios anteriores arrojaron los siguientes resultados:

Novaretti en el 2010 estudio 4326 donadores de sangre en Brasil obteniendo un 3.6%
para Dia+b+ y un 96.4% para Dia-b+, ninguno fue Dia+b-.

Xu en el 2010 en un total de 1053 individuos Chinos encontré un 4.75 para el fenotipo
Dia+b+, un 0.09% de Dia+b- y un 95.15% de Dia-b+.

Por otro lado, Tanaka en su estudio del 2011 reporta un 32.6% para Dia+b+, 29.1% de
Dia+b- y un 38.29% para Dia-b+ en un estudio que abarcé 457 donadores de sangre
japoneses.

En nuestro estudio observamos un 17.8% de Dia+b+ y un 82.2 Dia-b+. no se encontrd
el fenotipo Dia+b- (Tabla 14).

Tabla 14. Resultados obtenidos de genotipo y fenotipo por otros autores para el sistema Diego

Novaretti Tanaka El presente
Fenotipo Genotipo n2231)§6 )E\uli)%lSO 5211517 eﬁtggci)’o
(%) (39 (%) )
Di (a+b+) DI*A/DI*B 3.6 4.75 32.60 17.8
Di (a+b-)  DI*A/DI*A 0 0.09 29.10 0
Di (a-b+)  DI*B/DI*B 96.4 95.16 38.29 82.2

Se observa que el fenotipo mas comun en las diferentes poblaciones es el Dia-b+ con el
genotipo homocigoto para el alelo DB, seguido del fenotipo Dia+b+ con el genotipo

heterocigoto. El fenotipo Dia+b- homocigoto para D FA es el menos comun.
Por la elevada ocurrencia de la no concordancia entre fenotipo y genotipo es posible

gue nos encontremos ante variantes no descritas que deberan resolverse mediante

técnicas como la secuenciacion.
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Tabla 15. Concordancia fenotipo serolégico y genotipo del sistema Diego

Concordancia fenotipo/genotipo Diego

Serolégico  Molecular n Genotipo % concordancia
Dia- DA+ 2 2DI*A/DIFB

Dia+ DI*A- 4 A4DI*B/DIFB Dia=97.6
Dib- DIFB+ 0 Dib= 100
Dib+ DPB- 0

Tabla 16. Comparacién de concordancias con lo reportado en la literatura

Comparacién de concordancias sistema Duffy

Montpetit 2006 Polin Perreault Tanaka El presente
n 618 2008 2009 2010 estudio
n 200 n 10555 n 457
Fya+ 99.2% 100% 99.7% 100% 98.1%
Fyb+ 97.3% 100% 97.8% 100% 94.3%
Comparacién de concordancias sistema Diego
Novaretti 2010 Tanaka El presente
n 160 2010 estudio
Y
Dia+ 20.6% 100% 97.6%
Dib+ 100% 100% 100%

En comparacion con otros trabajos se observa una variacion considerable para en caso

del Fyb, esto se puede explicar por la presencia de los alelos FY*X y FY*0 en nuestra
poblacion que no son detectados en el fenotipo serolégico, dichos alelos afectan la

expresion del alelo FY*B directamente.
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V. CONCLUSIONES
% La concordancia entre fenotipo y genotipo del sistema Duffy es similar a otras

poblaciones estudiadas.

% De acuerdo a los resultados, se observa que para el sistema Duffy la poblacién
estudiada es mas parecida a los caucasicos que a los individuos de origen
negroafricano, por la mayor frecuencia del alelo FY*A.

% El mecanismo predominante para el fenotipo Duffy nulo en nuestra poblacién, es
elfilipino (FY*0 sobre el alelo FY*A).

% La concordancia entre fenotipo y genotipo del sistema Diego es menor que a
otras poblaciones evaluadas, cabe la necesidad de realizar secuenciacion para
eliminar discrepancias.El antigeno Dia del sistema Diego, se encuentra en muy
pocos individuos por lo que se considera un marcador poblacional y peligroso en
términos transfusionales.

HAY QUE PLATICAR CON EL DR. BAPTISTA PARA ESTA DIAPOSITIVA EN EL

EXAMEN DE GRADO.
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