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ABSTRACT]| Introduction:

The Di# Antigen is part of the Diego
blood group system. It has a low
Srequency in the general population

(1 to 6%), but with higher frequency
in Asian (10%) and indigenous

(36%) populations. The Brazilian
ethnic composition is influenced by

the indigenous ethnicity. Objectives:
Identify carriers and establish the
phenotypic frequency of the Di¢ antigen
in university students from a university
in Santa Catarina state - Brazil.
Detect carriers of rare DI phenotype

(a+ b-). Contribute with information
to the hemodiagnostic reagents industry
about manufacture of reagents for

the identification of these irregular
antibodies. Methods: Sixty-five blood
samples were collected and submitted

to the erythrocyte phenotyping method
to identify the Di® antigen through
tube hemagglutination tests with anti-
Di? serum. Data on birthplace, ethnic
descent and information about blood
transfusion, blood donation and diseases
history were collected from those enrolled
for research. Results: Di“ antigen
phenotype was positive in 1.5% of the
sample. The positive sample was an
individual of indigenous descent, born
in a region whose indigenous population
was part of the ethnic composition. Of
the sample studied, 25.8% declared
themselves to be of indigenous descent.
Conclusion: Although infrequent, it

is possible ro identify the Di® antigen

in the population studied, since the
indigenous ethnicity is part of the ethnic
composition.

Keywords| Blood groups; Antigens;
Phenotype.

| Freauénciu do antigeno Di* em
académicos de uma universidade do
estado de Santa Catarina

RESUMO| Introdugao: O Antigeno Di? faz parte do sistema de grupo sanguineo
Diego. Ele possui baixa frequéncia na populacio em geral (1 a 6%), porém com
frequéncia maior em populagio asidtica (10%) e indigena (36%). A composi¢io
étnica brasileira tem influéncia da etnia indigena. Objetivos: Identificar portadores
do antigeno Di? e estabelecer a frequéncia fenotipica dele em universitdrios de uma
universidade do estado de Santa Catarina-Brasil, detectar portadores de fenétipo
raro DI (a+ b-) e contribuir com informagées para a industria de reagentes em
hemodiagnéstico na confeccao de reagentes para identificacdo desses anticorpos
irregulares. Métodos: Foram coletadas 65 amostras de sangue submetidas ao método
de fenotipagem eritrocitdria para identificagio do antigeno Di? através de testes de
hemagluitina¢io em tubo, com soro anti-Di2. Dos arrolados para pesquisa, foram
coletados dados referentes a naturalidade, descendéncia étnica e informagées sobre
transfusio sanguinea, doagio de sangue e histérico de doencas dos participantes.
Resultados: A fenotipagem para o antigeno Di? foi positiva em 1,5% da amostra. A
amostra positiva se tratava de um individuo com descendéncia indigena, natural de
uma regido cuja populagio indigena fazia parte da composicao étnica. Da amostra
estudada, 25,8% dos participantes declararam-se com descendéncia indigena.
Conclusao: Embora infrequente, é possivel identificar o antigeno Di? na populagao

estudada, uma vez que a etnia indigena faz parte da composigio étnica.

Palavras-chave| Grupos sanguineos; Antigenos; Fenétipo.
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INTRODUCAO|

De acordo com a Sociedade Internacional de Transfusio
Sanguinea (ISBT), existem mais de 300 antigenos
eritrocitdrios descritos na literatura, os quais estdo
agrupados em 43 sistemas de grupos sanguineos'. Dentre
esses sistemas, hd o de grupo sanguineo Diego, que foi
relatado pela primeira vez em 1953, em um caso de Doenga

Hemolitica do feto e do recém-nascido®.

O sistema de grupo sanguineo Diego é constituido por 23
antigenos' localizados na glicoproteina banda 3 codificada
pelo gene SLC4A1, localizado no cromossomo 17q21.31%
7. Dentre os antigenos do sistema, destaca-se o antigeno
Di3, que tem baixa frequéncia na populagao branca e negra
(1 a 6%) e alta frequéncia em asidticos (10%), sendo que
em indigenas da América do Sul é considerado marcador
antropoldgico, pelo fato de ser mais frequente nessa
populagio (36%)*>%°. Em um estudo de Baleotti® foi
encontrada uma frequéncia de 75,7% nos indios Parakani,
a maior j4 publicada.

A realizagio de estudos para determinar a frequéncia
do antigeno Di* em determinadas regies ¢ de grande
relevancia, pois o anticorpo desenvolvido contra o antigeno
(anti-Di?) ¢ de importincia clinica, j& que estd implicado
em reagoes transfusionais e na doenga hemolitica do feto
e do recém-nascido. Diante do exposto, é importante a
utilizacio de hemocomponentes com a presenca de Di*
para a identificacio de anticorpos irregulares, anti-Di®.
Sendo assim, o portador desse antigeno também poderd
disponibilizar esse hemocomponente como matéria-prima
para industria de hemoterapia, a fim de produzir reagentes

para laboratérios de imuno-hematologia®>!%'2,

O antigeno Di? est4 relacionado a outro antigeno do sistema,
o Di®, que ¢ de alta frequéncia na populagio (99,9%)%"'3.
Ambos se diferem por uma tnica alteracdo de aminodcido,
a leucina, que ¢ responsdvel pela expressio do antigeno Di?,
e a prolina, que ¢ responsdvel pela expressao do antigeno
Dit36791415 Sendo assim, sdo formados os fendtipos Di (a-
b+), com uma frequéncia de 99,9% na populagio; Di (a+ b+)
com frequéncia de 0,1%; Di (a+ b-), fendtipo raro presente
em 0,01% na populagio; e Di (a- b-), que é incompativel com
a vida. Nesse sentido, portadores do antigeno Di* podem ter

o fenétipo (a+ b+) ou o fenétipo raro Di (a+ b-)>*13.

O fenétipo Di (a+ b-) tem importincia clinica na transfusao
sanguinea, pois, devido 2 alta frequéncia do antigeno DiP

na populacio, o portador desse fendtipo, caso venha a
precisar de uma transfusio, terd dificuldade de encontrar
sangue compativel e, ao ser exposto a esse antigeno, o seu
sistema imunolégico poderd sensibilizd-lo, desenvolvendo
anti-Di®  de

comprometer possiveis transfusées futuras, as quais serdo

anticorpos classe IgG, que poderio

novamente incompativeis, o que pode afetar o tratamento

desse paciente e causar nele reacoes transfusionais®®.

Ao ter ciéncia de que possui esse grupo sanguineo raro poderd
alertar a equipe médica a fim de evitar a aloimunizacio
com transfusio de sangue incompativel. Ainda, uma vez
identificado como portador de fenétipo raro, estando em
condigées de satde ideal, ele poderd se disponibilizar como
doador de sangue e salvar a vida de pacientes com o mesmo
fenétipo.

METODOS|

Apés aprovacio e emissio do parecer pelo Comité de
Etica em pesquisa com seres humanos, os académicos da
Universidade do Vale do Itajai foram convidados, via e-mail,
a participar da pesquisa, € os interessados compareceram ao
Laboratério de Bioquimica e Imunologia da Universidade,
em hordrios pré-agendados, para assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e posterior coleta
de amostra sanguinea e de dados. Foram coletadas 65
amostras anticoaguladas com EDTA, e as informagoes,
tais como grupo sanguineo, se ¢ doador de sangue, se jd
recebeu transfusdo, se tem diagnéstico de alguma doenga,
naturalidade, descendéncia indigena e descendéncia
familiar, foram coletadas a partir do preenchimento de um
questiondrio. As amostras de sangue foram armazenadas
na geladeira a 5 °C e posteriormente centrifugadas a 2.500
rpm por cinco minutos para separagio das hemdcias para o
método de fenotipagem eritrocitdria para identificagio do
antigeno Di? por testes de hemaglutinagao em tubo’.

Inicialmente, foi realizada uma validagio da técnica do
estudo com os reagentes que seriam utilizados, o antissoro
anti-Di* comercial e um antissoro humano contendo
anticorpos anti-Di2. Como controle positivo, foram
utilizadas 50 uL da suspensio de hemdcias comercial a 3%

com o antigeno Did.

No teste de validagao do soro comercial, foram realizados

dois testes, um utilizando 10 ul do reagente ¢ outro
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utilizando 25 ul do reagente diluido com 25 uL de
albumina a 6%. J4 no teste de validacdo do soro humano,
foram realizados dois testes, um utilizando 25 uL do soro
e outro, 50 ul.

A quantidade estabelecida para fenotipagem se deu
conforme a maior intensidade de aglutinacio das reacoes
obtida na leitura das reacées, sendo considerada como ideal
a intensidade de 2+.

Foi estabelecido também confirmatério de resultados
positivos das amostras do estudo. Para confirmacio
de resultados positivos, foi determinada uma nova
fenotipagem com uma nova suspensio de hemdcias, tendo
sido realizados dois testes: um com a mesma quantidade
de reagente utilizada no teste anterior e o outro com uma
quantidade superior.

A escolha do reagente utilizado para a fenotipagem foi
baseada no grupo sanguineo ABO dos académicos. Para as
amostras com o grupo sanguineo A, B, ou AB, foi utilizado
o antissoro anti-Di? comercial; e para as amostras com
o grupo sanguineo O, foi utilizado o antissoro humano,
uma vez que ele é de origem de um individuo do grupo
sanguineo O.

Para a fenotipagem, foram adicicionadas 50 ul da
suspensio de hemdcias a 5% em tubo previamente
identificado e posteriormente foi adicionado antissoro anti-
Di?. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2.000 rpm
por 25 segundos e submetidos 2 leitura para visualizacio
da intensidade de aglutinacio. Apds obtengio de resultado
negativo nessa primeira etapa, por se tratarem de anticorpos
IgG, foram adicionadas ao tubo 200 uL de PEG 15%
para potencializar a reagio. Em seguidam os tubos foram
incubados por 15 minutos a 37 °C. Apés incubagio, foi
realizada a lavagem das hemdcias por trés vezes com salina a
0,9%, e em seguida foram adicionadas 100 uL de anti-IgG
humano (AGH) da Marca Lorne para aglutinar as hemdcias
que estivessem sensibilizadas no caso de amostras positivas,
ap6s a centrifugagio a 2.500 rpm por 25 segundos.
Finalizada a centrifugacio, as amostras foram submetidas a
leitura para visualizagio da intensidade de aglutinacdo. As
amostras que apresentaram aglutinagio sio positivas para o
antigeno Di®. Em rela¢io s amostras que nio apresentaram
aglutinagdo, foram adicionadas 50 uL do Controle de
Combs de Hemdcias da Marca Fresenius, homogeneizadas
e centrifugadas a 2.500 rpm por 25 segundos, ¢ entio foi

realizada a leitura. A aglutinacio nessa etapa confirma a

auséncia de aglutinacio, ou seja, o resultado negativo para

o antigeno Dia!>"7.

RESULTADOS|

Na valida¢io da quantidade ideal dos reagentes, os testes
do soro comercial apresentaram os seguintes resultados:
o primeiro teste, com 10 ul, teve intensidade de 1+; e o
segundo teste, com 25 ul do reagente diluido com 25 uL
de albumina a 6%, apresentou intensidade de 2+, sendo esta
estabelecida para a fenotipagem. Os testes do soro humano
apresentaram os seguintes resultados: o primeiro teste, com
25 ul, apresentou 1+; e o segundo teste, com 50 ul, 2+,
sendo esta intensidade estabelecida para a fenotipagem.
Das 65 amostras analisadas, uma apresentou resultado Di?
positivo, com um percentual de 1,5%. A amostra positiva
para antigeno Di? apresentou aglutinagio com intensidade
de 1+, e para esta amostra foi utilizado o antissoro anti-Di?
comercial. Na confirmagio do resultado positivo, os testes
mostraram que houve aglutinagio, mas com intensidades
diferentes. No teste com a mesma quantidade, permaneceu
a intensidade de 1+, e no teste com quantidade superior,
apresentou 2+. A Figura 1, a seguir, apresenta o registro dos
resultados dos testes dessa amostra positiva.

Figura 1 — Resultado positivo da fenotipagem para o antigeno

~

Di? por teste de hemaglutinacio em tubo

\

Primeira foto (lado esquerdo): resultado com intensidade de
1+. Segunda foto (lado direito): resultado do confirmatério com
quantidade superior do reagente com intensidade de 2+. Fonte:
Imagem registrada a pelos autores de acordo com os dados
obtidos no estudo.

A

Com as informacoes obtidas pela coleta de dados, foi
determinado o perfil dos participantes quanto ao grupo
sanguineo ABO. O grupo mais frequentes foi o O (35%),
seguido pelo A (25%), conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Perfil dos participantes quanto ao grupo sanguineo
ABO

Tipo Numero Absoluto %

A 16 25%
B 5 8%
AB 3 5%
e} 23 35%
N&o relataram 18 27%

Numero absoluto e porcentagem (%). Fonte: Elaborado pelos
autores de acordo com os dados obtidos no estudo.

O perfil referente a doengas, transfusio e doagio estd
demonstrado na Tabela 2. Dos participantes, 15% eram
doadores de sangue, 3% jd haviam sido submetidos a
transfusdo de sangue e 11% eram portadores de alguma
doenca.

Tabela 2 — Perfil dos participantes quanto a doengas, doagio de
sangue e transfusio sanguinea

Doador Transfusao Doencas
Sim 10 (15%) 2 (3%) 7 (11%)
Nao 55 (85%) 63 (97%) 56 (86%)
Nao relataram - - 2 (3%)

Numero absoluto e porcentagem (%). Fonte: Elaborado pelos
autores de acordo com os dados obtidos no estudo.

Dos 65 participantes, 58 responderam sua naturalidade,
sendo as descendéncias predominantes a italiana, a alemi
e a indigena, respectivamente. Dos 58 participantes que
responderam a0 questionamento, 25,8% declararam
25%
indigena. A

descendéncia indigena e, dessa porcentagem,

informaram somente a descendéncia
naturalidade dos participantes variou nas regioes do Brasil,
sendo a Regido Sul a mais predominante, com 80,6%,
conforme demonstrado no Grdfico 1, e em mesorregioes
do estado de Santa Catarina, conforme demonstrado no
Grifico 2. Além disso, um académico se declarou africano,
de origem de Cabo Verde, uma nagio localizada em um

arquipélago vulcanico perto da costa noroeste da Africa.

DISCUSSAO|

A vpartir dos dados coletados, foi possivel determinar o
perfil dos académicos. Quanto ao grupo sanguineo ABO,

Grdfico 1 — Porcentagem da naturalidade dos participantes
conforme as regioes do Brasil

Norte
3,2%

Nordeste

6,5%

Centro-Oeste
3,2%
i Sudeste
{ ; S, 5% A

Fonte: Elaborado pelos autores de acordo com os dados obtidos
no estudo.

Grdfico 2 — Porcentagem da naturalidade dos participantes
conforme as mesorregioes do estado de Santa Catarina

Norte
10,3%
Feate Vale do Itajai
7.7% 61,4%
Serrana Leite
26% 154%
Sul
26%

Fonte: Elaborado pelos autores de acordo com os dados obtidos
no estudo.

percebeu-se maior frequéncia do grupo O, seguido pelo
grupo A, grupos sanguineos mais frequentes na populagio.
De acordo com os resultados da coleta de dados, foi
encontrada uma frequéncia de 11% dos participantes que
relataram diagnéstico de doengas. As doengas relatadas

nio eram doencas que necessitassem de uma transfusio
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sanguinea. Aqueles que relataram que j4 receberam
transfusdo (3%) podem ter sido sensibilizados ao antigeno
Di2 e os que eram doadores de sangue (15%) poderiam ter
o antigeno Di? 11%>%1%12,

Em dos

predominaram a europeia ¢ a indigena. Vale considerar que

relagio  as  descendéncias participantes,
a ancestralidade pode depender geograficamente. Pelo fato
de o estudo ter sido realizado no estado de Santa Catarina,
justifica-se o predominio dos participantes de descendéncia
europeia e indigenas, uma vez que a composi¢io étnica
dessa regiio ¢é majoritariamente europeia (79,7%), seguida
19,20

pela populacio africana (11,4%) e indigena (8,9%)

A populagao indigena na qual o antigeno Di? é mais frequente
se faz presente na composi¢ao étnica do Brasil. A populacio
brasileira é considerada uma das mais heterogéneas do
mundo, pois também ¢ composta por populagio de origem

europeia e africana, além da indigena®**.

Neste estudo, avaliou-se também a naturalidade dos
académicos, e foi possivel observar uma migragio fenotipica,
resultado do processo de migragio de outras regides do
estado de Santa Catarina, do Brasil e até de outro pafs, o
que influenciou nos resultados das descendéncias. Ainda,
foi possivel verificar participantes naturais de regides cuja
populacgio indigena é maior, como de Norte (Amazonas e
Rondénia) e do Centro-Oeste (Mato Grosso)'.

A frequéncia do antigeno Di® encontrada no presente
estudo ¢ de 1,5%, em um total de 65 amostras. Essa
frequéncia se refere a uma amostra com o resultado positivo
para o antigeno Di2 Apéds contato com o participante
na devolutiva do resultado, identificou-se que ele é de
descendéncia indigena, apesar de somente ter relatado
italiana na coleta de dados. O académico é natural de
Maring-PR, cujo estado, de acordo com um estudo de
Manta e colaboradores', caracterizou a populagio com
predominincia de origem europeia (71%), seguida de
africana (17,5%) e indigena (11,5%)%. Essa informacio
pode, talvez, explicar o fenétipo do académico. Além
disso, a cidade de Maringd tem em sua composicio étnica
populacio japonesa, ou seja, asidtica®®, na qual o antigeno
Di* tem uma frequéncia maior (10%)". Em um estudo
de Baleotti®, na regiio de Marilia-SP, foi encontrada uma
frequéncia de 12,7% do antigeno Di? em um total de 71
amostras de descendentes japoneses. A cidade de Marilia,

bem como a de Maringd, tem em sua composi¢io étnica

origem japonesa®, o que pode justificar também o fato de
esse individuo ser portador do antigeno Dia.

Em um estudo de Costa’, realizado na capital de Santa
Catarina, foi estudada a frequéncia do antigeno Di?
em doares de sangue (373 amostras) do estado de Santa
Catarina e de pacientes (31 amostras) de um hemocentro.
Dos doadores, 21 amostras foram positivas para o antigeno
Di2 (5,6%), e dos pacientes, 4 foram positivas (12,9%).
Ainda em Santa Catarina, no estudo de Schorner e
colaboradores', foi encontrada uma frequéncia de 2,9%
em 1.585 amostras de doadores de hemocentros do estado.

Na regiao de Marilia-SP, Baleotti® obteve, em um total de 93
doares de sangue de um hemocentro, trés amostras positivas
para o antigeno Di? (3,2%), e Cozac’, em Ribeirao Preto,
encontrou 24 (6,1%) amostras positivas, de um total de
392 doadores de sangue de um hemocentro.

As andlises comparativas com esses estudos foram realizadas
para avaliar as frequéncias jd encontradas em estudos em
outras regiées do nosso pais e no estado de Santa Catarina.
Embora existam algumas variagées nas frequéncias
encontradas, deve-se considerar a regido e a populacio

estudadas (doadores, pacientes ou populagoes aleatdrias).

Quanto ao fendtipo, do resultado obtido da amostra
positiva para o antigeno Di?, esse individuo tem duas
possibilidades de fenétipo: ele pode ser fendtipo Di (a+
b+), o que é mais provivel (99,9%), ou fendtipo raro Di
(a+ b-), que apresenta menor frequéncia (0,1%). Porém,
para obter essa informacio, serd necessdria a realizagio da
genotipagem para identificagio dos alelos em homozigose
ou heterozigose, pois, devido 4 indisponibilidade do
anti-Di® comercial, essa identificagio nio é possivel por

fenotipagem®'3.

CONCLUSAOQ|

Considerando os objetivos do presente estudo, referentes
3 identificagio do antigeno Di* do sistema de grupo
sanguineo Diego em académicos de uma universidade
no estado de Santa Catarina, relacionando com os dados
obtidos a partir do questiondrio, referentes a naturalidade,
a descendéncia e a frequéncia encontrada, considerando a
populagio estudada, pode-se concluir que a composi¢io

étnica do Brasil e de Santa Catarina, na qual a indigena se
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faz presente ¢ o processo de miscigenagio indigena versus o
processo migratério tornam possivel a presenca do antigeno
Di# na populacio em geral (branca e negra) e em regides
cuja a frequéncia da populagio indigena é menor.
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