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Resumo:

O antigeno do grupo sanguineo Diego € um dos muitos sistemas de grupos sanguineos menores,
mas clinicamente significativos. Os principais antigenos neste sistema sdo DI*0I e DI*02. A
presenca ou auséncia desses antigenos € determinada por variagdes genéticas especificas no gene
SLC4A1 (Solute Carrier Family 4 Member 1), que codifica a proteina Banda 3. A genotipagem
dos sistemas de grupos sanguineos dos pacientes do Hemocentro e Hemepar, sdo essenciais para
prevenir reagdes transfusionais imediatas e tardias, que podem levar a complicacdes fatais, evitar
incompatibilidade em transplantes e auxiliar durante o gerenciamento da gravidez. Portanto, a
precisdao na identificacdo dos tipos sanguineos e antigenos € crucial para a seguranca do
paciente. O objetivo deste trabalho foi digitalizar os dados cadastrais destes pacientes atendidos
no Hemocentro Regional de Maringa no periodo entre 2015 até 2024 e realizar a otimizacdo da
reacdo de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction - Sequence-Specific Primers) para o grupo
sanguineo Diego. A extracdo de DNA se deu por meio do kit Biopur, as reagdes de PCR-SSP
foram otimizadas para a deteccdo do alelo DI*01, a PCR-SSP ocorreu em termociclador e o
resultado foi revelado em eletroforese com gel de agarose 2%, posteriormente reveladas em
fotodocumentador com o uso do software VisionCapt. O resultado da PCR-SSP foi
significativamente superior quando utilizamos a temperatura de anelamento de 64°C. Este
resultado foi crucial para genotipagens de pacientes para o alelo DI*01, aumentando a eficiéncia
e a precisdao da PCR-SSP. A implementacao dessas melhorias ndo sé potencializou a qualidade
das andlises, como também garantird maior seguranca e eficdcia no tratamento transfusional dos
pacientes.

Palavras-chave: GENOTIPAGEM; Diego, transfusdes; alelo; padronizacao.



1. Introducao

O grupo Sanguineo Diego € um dentre os 45 sistemas de grupos sanguineos existentes e
ja detectados pela biologia molecular e sua detec¢do e evidéncia é de grande importancia para
evitar reacOes transfusionais imediatas e tardias como a hemdlise aguda e reacdo febril ndo
hemolitica assim como a Doenc¢a Hemolitica do Recém-Nascido (DHRN), respectivamente.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O sistema Diego foi descoberto em 1955 por Layrisse ao ser detectado a presenca do
anticorpo anti-Di em um individuo do sexo feminino na Venezuela, cujo recém-nascido
apresentou doenca hemolitica perinatal. O alelo DI*01 do grupo sanguineo Diego possui maior
incidéncia entre indios americanos (36%) e em populagdes asidticas, como chineses (5%),
japoneses (12%) e coreanos (6,4-14,5%). Por outro lado, o alelo DI*02 apresenta uma
frequéncia populacional elevada (>99%), independentemente da origem étnica e geogrifica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O intuito deste trabalho foi realizar a padronizacio das reacdes de PCR-SSP (Polymerase
Chain Reaction - Sequence-Specific Primers) para garantir a genotipagem do antigeno
eritrocitario DI*0] nas amostras recebidas do Hemocentro e Hemepar no Laboratério de

Imunogenética da Universidade Estadual de Maringa (LIG-UEM).

2. Metodologia

Inicialmente, no projeto cujo o Certificado de Apresentacio para Apreciacio Etica
(CAE) possui registro formal: 0402.0.093.000-11, foi realizada a gestdo das fichas de pacientes
do Hemocentro de Maringd-PR e do Hemepar, cujas amostras correspondentes entre 2015 e
2024, foram analisadas no LIG. Para isso, foram digitalizados os dados cadastrais, laudos e
termos de consentimento para garantir acessibilidade, preservacdo e seguranca das informacdes.

A extragdo do material genético foi realizada com o kit Biopur, e a concentragdo final
ficou entre 15 ng/pL e 150 ng/puL e pureza aceitdvel entre 1,90 e 2,10.

Para a otimiza¢do da PCR-SSP do alelo DI*01, foram utilizados os primers presentes na
tabela O1. Usou-se o hormdénio HGH (Horménio do Crescimento Humano) nos primeiros
experimentos como controle interno de reacdo. J4 na tabela 2, estdo os reagentes utilizados na

amplificacdo com suas respectivas concentragoes.



Tabela 1. Sequéncia de primers para o gene DI*01 e DI*02.

Gene Alelo Primer/Nome Sequéncia
T T T 1
DI DI*01 Forward/ DIO1 for GTGCTGGGGTGTGATAGGC
Reverse/DIOI rev CAGGGCCAAGGGAGGCCA
DI*02 Forward/ DIO2 for GGTGGTGAAGTCCACGCC
Reverse/ DI02 rev CCAGGCAGCCACTCACAC
HGH Forward CAGTGCCTTCCCAACCAT
Reverse CACTCCTTGAAGAAGAT

Tabela 2. Reagentes utilizados para a PCR-SSP do gene DI*01 e DI*(2.

Reagentes Concentracao
1
Agua q.s.p
Tampao PCR Buffer (10X) 1X
dNTP (10mM) 0,2 mM
MgCl, (50mM) Determinado experimentalmente

Primer Diego Forward (100 mM) 2,0 ng/pLL

Primer Diego Reverse (100 mM) 2,0 ng/pL.
Taq Polymerase (5U/pL) 04U

DNA 100 ng/pL.

Utilizou-se 2 amostras controles para a PCR-SSP, GALS e MGQ, seus genétipos sdo
respectivamente, DI*02/02 e DI*01/02. Para otimizar a PCR-SSP, foram testadas diferentes
concentracoes de MgCl: 0,75 mM, 1,0 mM, 1,25 mM e 1,50 mM. As temperaturas de
anelamento utilizadas foram 62°C e 64°C. As configura¢des do termociclador foram: 94°C por 2
minutos (1 ciclo), 94°C por 30 segundos (30 ciclos), 62°C ou 64°C por 1 minuto (30 ciclos), na
temperatura de extensdo 72°C por 30 segundos (30 ciclos), 72°C por 5 minutos ( 1 ciclo), e 4°C
até desligar o equipamento.

A revelacdo foi feita por eletroforese com gel de agarose L.E 2% e TBE 1X com a
configuracdo da fonte em 300 W, 150 mA e 300 V por 20 minutos. O resultado foi revelado em

transiluminador com luz UV, fotodocumentador VisionCapt.

3. Resultado e Discussao

Durante as reagdes PCR-SSP para o alelo DI*01, a primeira concentragdo de MgCl, (0,75
mM), no experimento 1, revelou arraste e bandas inespecificas, mas as bandas de DI*01 foram
visiveis na amostra MGQ, mesmo sem controle interno HGH, este reagente foi abolido

inicialmente por gerar possiveis interferéncias com outros componentes da PCR-SSP. Na
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segunda concentracdo de MgCl, (1 mM), no experimento 2, também foram observadas bandas
inespecificas, mas as bandas de DI*0] foram detectadas na amostra MGQ e o melhor
desempenho foi em 64°C.

Quanto a amostras homozigota para DI*02 (GALS), foi evidenciado a presenca das
bandas correspondentes ao alelo DI*02, mesmo sem controle interno HGH possuindo um

desempenho melhor em 64°C como € possivel constatar na figura abaixo (figura 1).

Figura 1. Perfil eletroforético de DI*01I para concentracao MgCl, 1 mM.

Date: quarta-feira, 24 de abril de 2024

Ainda, no experimento 3, ao testar as concentracoes de MgCl, a 1,25 mM e 1,5 mM,
respectivamente, nota-se a presenca de arraste e bandas inespecificas com a amostra homozigota
GALS, porém foi evidenciado a presenca das bandas correspondentes de DI*0] na amostra

MGQ, mesmo sem controle interno HGH (Figura 2).

Figura 2. Perfil eletroforético de DI**01 para concentracio MgCl, 1,25 mM e 1,5mM.

H4 algumas hipéteses para presenca de bandas inespecificas e arraste, como:
contaminac¢do durante a execucdo da PCR-SSP, fragmentacdo do DNA, sobrecarga de amostra
ou formagdo de produtos inespecificos. A amostra MGQ, que possui o gendtipo DI*01/DI*02
apresentou melhor desempenho na amplificacdo em concentracdes de MgCl, maiores ou iguais a

1 mM e em temperaturas de anelamento de 64°C.
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A execucdo desta técnica foi de extrema importincia para que houvesse a testagem de
outras amostras para a pesquisa do gendtipo homozigoto para DI*01. Como por exemplo foi o

caso do participante TMA, cujo gen6tipo homozigoto € apresentado na figura 3.

Figura 3. Perfil eletroforético DI*01/DI*01.

DI01 DIoz

— HGH (434pb)
— DI*01 (139pb)

Date: quarta-feira, 26 de junho de 2024,

4. Consideracoes

E necessério continuar a otimizacio das reagdes, agora com o controle interno HGH, para
aumentar a sensibilidade e reduzir os arrastes e amplificacdes inespecificas. A pesquisa também
possibilitou detectar um participante com genétipo homozigoto para o alelo DI*01, mas ¢é
interessante testar experimentalmente novas amostras para aumentar o banco de controles do
Laboratério de Imunogenética. Por fim, a digitalizacdo do banco de dados fisicos garantiu a
acessibilidade, preservacdo e seguranca das informagdes, oferecendo uma gestdo de

conhecimento.
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