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Resumen Abstract

The anti-Di® and anti-Di* antibodies are generally anti-
IgG type. They cause hemolysis post-transfusion and
hemolytic disease of the newborn from mild to severe.

Los anticuerpos anti-Di® y anti-Di° son generalmente IgG
que causan hemdlisis postransfusional y enfermedad
hemolitica del recién nacido que pueden ir desde leves
hasta muy severas. El anti Diego-b es un anticuerpo
pocas veces encontrado, reportado no més de 15 veces

The anti-Diego® is an antibody rarely found and re-
ported no more than 15 in world literature and the Blood

en la literatura internacional. En el Banco Central de
Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS
se han detectado 4 casos en los Ultimos 10 afos. La
solucién que se presenta ahora con las nuevas tecnolo-
gias es estudiar a la poblacién por biologia molecular,
para lo cual contamos con dos donadores clasificados
Diego-b negativos, que servirdn de controles, y con 154
donadores fenotipados como Diego-a positivos, de los
que desconocemos su antigeno Diego-b y que serdn el
objeto de estudio de este trabajo. Las sondas de

Bank of National Medical Center Century XXI, IMSS, have
been detected 4 in the last 10 years. The solution is now
presented with new technologies to study the popula-
tion by molecular biology, for which we have two do-
nors classified Diego® negative controls, and we serve
with 154 donors phenotyped Diego® positive for these
we don’t know his Diego® antigen. Oligonucleotide
probes for the polymorphisms of Dil and Di2 were de-
signed according to the published sequence for human
chromosome 17 and the report made by the group of

Abreviaturas:

Di: Sistema Diego

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
SSP: Iniciadores de secuencia especifica
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oligonucleétidos correspondientes a los polimorfismos
de Dil y Di2 fueron disefadas de acuerdo a la secuen-
cia publicada para el cromosoma humano 17 y el re-
porte hecho por el grupo del Instituto de Medicina
Transfusional Ni Gang Xi Road de China.

Palabras clave: Acido desoxirribonucleico, reaccién
en cadena de la polimerasa, iniciadores de secuencia
especifica.

Introduccion

El primer anticuerpo anti Diego-b fue reporta-
do por Thompson y cols. en 1967 en un pa-
ciente latinoamericano politransfundido. Segin
estudio realizado por Grumbaun y cols.,? en la
poblacién mestiza de la ciudad de México la
frecuencia del antigeno Di® positivo es de 4.8 y
99.7% del Di®; en la poblacién caucésica el
antigeno Diego® es de alta incidencia y para
fines prdcticos se considera como 100%.
Forma parte de la banda 3 de la membrana
del eritrocito. Este sistema mantiene la integri-
dad celular por unién con la espectrina y es
mediador de intercambio de los aniones C.
Algunas de las anormalidades en la estructu-
ra de los eritrocitos se asocian con mutacio-
nes en el gen de la banda 3: ovalocitosis del
sudeste asidtico® y la resistencia de ellos a la
malaria,® esferocitosis autosédmica dominan-
te’ y acidosis renal de tibulos distales.®
Hasta ahora se conocen 17 antigenos de este
sistema (Cuadro 1)° y dos mds que no han sido
clasificados. Los anticuerpos anti-Di® y anti-Di®
son generalmente IgG que causan hemdlisis
postransfusional y enfermedad hemolitica del
recién nacido, y que pueden ir desde un grado
leve hasta uno muy severo. El anti Diego™® es un
anticuerpo pocas veces encontrado y reporta-
do, no mds de 15 veces en la literatura interna-
cional. En el Banco Central de Sangre del Cen-
tro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS se han
detectado 4 en los Ultimos 10 afos.
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Los dos primeros casos fueron pacientes
politransfundidos y con anticuerpos que estu-
vieron activos més de 13 y 17 afos respecti-
vamente. Se corre el riesgo de confundir como
auto anti Sistema Rh/Hr los aloanticuerpos en
pacientes recientemente transfundidos que ten-
gan este anticuerpo.

Hasta ahora no se han encontrado anti-Kell
2 en nuestra poblacién, por lo que se debe
pensar primero en un anti-Diego® y no en el

Cuadro I: Antigenos del sistema Diego.

Namero Grupo Amino- Epitopo
ISBT* sanguineo  dacido Mutacién banda 3
010001 Di? 854 Pro Leu 7
010002 D 854 Pro 7
010003 Wr? 658 Glu Lis 4
010004 Wi 658 Glu 4
010005 Wd-® 557 Val Met 3
010006 Rb? 548 Pro Leu 3
010007 WARR 552 Tr lle 3
010008 ELO 432 Arg  Trp 1
010009 Wu 565 Gly Ala 3
010010 Bp* 569 Asn  Lys 3
010011 Mo? 656 Arg  Hys 4
010012 Hg 656 Arg  Cys 4
010013 Vg 555 Tyr Hys 3
010014 Sw? 646 Arg Gln 4
010015 BOW 561 Pro Ser 3
010016 NFLD 429 Glu Asp 3
010017 Jn? 566 Pro Ser 3
010018 KREP 566 Pro Ala
010019 Tra 551 Lys Asn
*Sociedad Internacional de Transfusion Sanguinea.
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«anti-cellano», como se catalogaron inicial-
mente estos 4 anticuerpos.

Es recomendable tener una base de datos
con la informacién de donadores de fenoti-
pos raros para resolver estos casos que pue-
den ser mds comunes de lo que pensamos,
pero que no los detectamos por faltar esta in-
formacion.

El problema al que nos enfrentamos es que
no hay antisuero comercial anti-Di® en ningu-
na parte del mundo y por lo tanto no es posi-
ble fenotipar a los donadores y pacientes para
este antigeno.

La solucién que se presenta ahora con las
nuevas tecnologias es estudiar a la poblacién
por biologia molecular,'® para lo cual se con-
té con dos donadores clasificados Diego™
negativos que sirvieron de controles.

Este primer estudio abre la puerta a las po-
sibilidades de trabajar por métodos molecu-
lares otros sistemas que estdn implicados en
reacciones transfusionales en pacientes poli-
transfundidos y con diagndstico de anemia
hemolitica con Coombs directo positivo, a los
gue no es posible realizar los fenotipos eritro-
citarios por la mezcla de células transfundi-
das y anticuerpos pegados a los eritrocitos;
en estos pacientes es muy dificil dilucidar si la
hemolisis es causada por autoanticuerpos o
por aloanticuerpos y al transfundir sangre po-
tencialmente compatible in vitro puede poner
en peligro la integridad del paciente por
aloanticuerpos no clasificados. Para resolver
estos problemas que muchas veces son muy
complicados se podrén realizar los fenotipos
por métodos moleculares de los sistemas Rh/
Hr, Duffy y Kidd, que son los mds peligrosos,
cuidando asi al 100% a nuestros pacientes
politransfundidos, como también a los de
trasplante de médula 6sea con terapia trans-
fusional previa y a los que es necesario reali-
zar sus fenotipos para llevar a cabo trasplan-
te alogénico.

Material y métodos

El grupo sanguineo Di (Diego) se determind
utilizando suero comercial policlonal anti-Dic
(Gamma-Biologicals, Houston, Tx.) para los
controles Di.

Determinacién del genotipo utilizando PCR-
SSP (Reaccién en cadena de la polimerasa con
iniciadores de secuencia especifica): Antes de
1995, se asignaron 2 pares de antigenos an-
titéticos para el sistema Di, el Dia (DI1) y Dib
(DI12) (Figura 1).

Las sondas de oligonucleétidos fueron di-
senadas de acuerdo a la secuencia publica-
da para el cromosoma 17 (GeneBank) (Cua-
dro ll). La PCR inicial se realizé6 con 1 uL de
DNA muestra, 1 uL de la enzima Tag DNA
polimerasa y 8 ulL de mezcla o master mix para
tipificar Di (Tris-HCI, MgCl2, dNTP’s y cada
uno de los iniciadores forward y reversa). Se
sometieron al estudio dos pacientes para los
controles positivos, los cuales son Di® y con-
troles negativos de donadores Di. Las mues-
tras se llevaron a 30 ciclos de PCR en un fer-
mociclador. Seguidos de una extensién final,
los productos de PCR fueron analizados por
corrimiento electroforético en un gel de aga-
rosa al 2%, tenidos con bromuro de etidium,
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Figura 1. Disefo de los iniciadores.
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Cuadro Il. Iniciadores utilizados para genotipificacién de Di.

Posicion del Mezcla de Alelo Tamano del
Inciador Secuencia (5'-3") nucleétido* iniciadores detectado  producto pb
F1 GGTCACGTCGCTCAGCGG 137075-137092 F1/AR Di1 276
F2 GTGCTGGCGTGTGATAGGC 137212-137230 F2/AR Dit 139
AR CAGGGCCAGGGAGGCCA 137350-137334
BF GGTCGTCGAAGTCCACGCC 137317-137334 BF/R Di 2 129
R CCAGGCAGCCACTCACAC 137444-137427
HGHF GCCTTCCCAACCATTCCCTT 893-912 HGHF/HGHR HGH 427
HGHR TCACGCATTTCTGTTGTGTTTC 1319-1298

*Datos del Gene Bank

para finalmente ser observados con luz ultra-
violeta.

Resultados

Las amplificaciones fueron de acuerdo a los
iniciadores utilizados y las bandas de di-
chos productos se pudieron determinar visi-
blemente en los corrimientos electroforéticos
(Figura 2); las bandas se compararon con los
marcadores de peso molecular; el tamano de
los productos pudo ser establecido de acuer-
do al marcador de peso molecular, siendo
estos productos de 139 para DIT y 129 para
DI2 en pares de bases; la especificidad y sen-
sibilidad del método molecular basado en la
secuencia especifica de iniciadores por PCR
fue la esperada de acuerdo a lo observado y
a lo publicado por otros grupos de trabajo.
La determinacién de la PCR-SSP duré 4 horas
a partir de la obtencién del DNA.

Discusion

El problema al que nos enfrentamos es que
no hay antisuero comercial anti-Dib en ningu-
na parte del mundo y por lo tanto no es posi-
ble fenotipar a los donadores y pacientes para
este antigeno.
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Paciente  Marcador pacjente Di- Control Control
Diegoa de peso positivo negativo
Molecular
de 50 a 200
pb (pares

de bases)

Figura 2. Gel de agarosa al 2%. Corrimiento electroforético.

Este estudio abre la puerta a las posibilida-
des de trabajar por métodos moleculares otros
sistemas que estdn implicados en reacciones
transfusionales en pacientes politransfundidos
y con diagnéstico de anemia hemolitica con
Coombs directo positivo, a los que no es po-
sible realizar los fenotipos eritrocitarios por la
mezcla de células transfundidas y anticuerpos
pegados a los eritrocitos; en estos pacientes
es muy dificil dilucidar si la hemdlisis es cau-
sada por autoanticuerpos o por aloanticuer-
pos y al transfundir sangre potencialmente
compatible in vitro puede poner en peligro la
integridad del paciente por aloanticuerpos no
clasificados. Para resolver estos problemas que
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muchas veces son muy complicados se podrdn
realizar los fenotipos por métodos molecula-
res de los sistemas Rh/Hr, Duffy y Kidd, que
son los mds peligrosos, cuidando por conse-
cuencia al 100% a nuestros pacientes poli-
transfundidos, asi como a los de trasplante de
médula ésea con terapia transfusional previa
y a los que es necesario realizar sus fenotipos
para llevar a cabo trasplante alogénico. Este
método resulta barato y rdpido y puede reali-
zarse a gran escala.

Conclusion

La realizacién de métodos moleculares aplica-
dos a la inmunohematologia abre la posibili-
dad de resolver problemas transfusionales en
pacientes a los cuales no se les puede clasificar
aloanticuerpos por métodos convencionales.

La realizaciéon de metodologias basadas en
la biologia molecular resulta barata y rdapi-
da, tomando en cuenta su alto grado de sen-
sibilidad y especificidad.

Este primer estudio abre la puerta a las po-
sibilidades de trabajar por métodos molecu-
lares otros sistemas que estdn implicados en
reacciones transfusionales en pacientes poli-
transfundidos y con diagndstico de anemia
hemolitica con Coombs directo positivo. Se
podrdn realizar los fenotipos por métodos
moleculares de los sistemas Rh/Hr, Duffy y
Kidd, que son los mds peligrosos en los servi-
cios de transfusiéon, y el contar con los inicia-
dores disefiados baja el costo de este tipo de
pruebas, ademds de poder realizar este estu-
dio a gran escala, optimizando reactivos y
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tiempo con la certeza de tener un resultado
répido y preciso.
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