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O sistema de grupo sanguinec Diego ¢ constituide por 21 antigenos localizados
na glicoproteina banda 3 da membrana eritrocitaria. Compreende 4 antigenos antitéticos
DD e Wr*/Wr® ¢ 17 antigenos de baixa incidéncia populacional. O fenétipo Di* resulta
de uma mutag@o de ponto no mucleotideo 2561 (T>C) que leva & substituigio do
aminoacido Prolina (D) para Leucina (Di®) na posiciio 854. O antigeno Di® é um antigeno
de alta incidéncia na populag8o geral, enquanto gue o antigeno Di° € de baixa incidéncia em
caucasianos, mas pode ser comum entre indios e japoneses.

A mutacio 166A>G no gene SLCIAI (AE 1) que codifica a banda 3 d4 origem
a uma proteina variante, chamada banda 3-Memphis. Podem ser distinguidos dois tipos de
banda 3 Memphis: variantes I e II. A banda 3 Memphis II esta associada a presenca do
antigeno D7 e apresenta maior afinidade de reagfio covalente com o H,DIDS do que a
Memphis I e a banda 3 normal.

De acordo com a literatura, o antigeno D7 esta sempre associado a presenca da
banda 3-Memphis, caracterizando a variante Memphis II. Entretanto, nenhum estudo de
freqiiéncia dos alelos DI 4 e 166G foi realizado até o momento.

Com a finalidade de determinar a freqiiéncia dos alelos DI A/DI B ¢ da mutaggo
166A>G na populacdo brasileira por métodos moleculares, estudamos 318 amostras de
DNA de 4 diferentes populagdes (93 doadores voluntarios de sangue, 71 descendentes de
japoneses, 84 descendentes de africanos e 70 indios da tribo dos Parakanis).

Nossos resultados demonstraram que existe forte associacio entre os alelos DJ
A e 166G e que o alelo DI 4 pode também ocorrer sem o alelo 166G. Em nosso trabalho
foram identificadas 4 formas alélicas da associaciio D/ / Memphis na populagioc brasileira:
alelo DI Aygsa, DI Arssc, DI Bigea € DI Bigsc -

Os resultados da genotipagem 7664/G demonstraram que a banda 3-Memphis &
um polimorfismo comum entre as populagdes estudadas. Devido a alta freqiiéncia da
mutacio 166A>G encontrada, o alelo 766G pode ser considerado como um bom marcador
genético de populagGes nio miscigenadas e que o alelo /66G pode também ser considerado
um protétipo do gene SLC4A41.

Além disso, considerando a importincia clinica dos antigenos Di* ¢ Di®, a
possibilidade em determinar os gendtipos DI 4/DI B, podera contribuir substancialmente na
seguranca transfusional e materno-fetal.

xix
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A banda 3 é uma das mais importantes e numerosas glicoproteinas da
membrana do eritrécito humano. Composta por 911 aminodcidos, possui um peso
molecular de 95.000 daltons e compreende aproximadamente 1 milhdo de copias por
membrana celular (FAIRBANKS, 1971).

Esta glicoproteina apresenta 2 dominios funcionalmente distintos: um dominio
amino-terminal citoplasmatico que desempenha papel crucial na manuten¢ao da integridade
celular por atuar como sitio de ligagio com protefnas do citoesqueleto, enzimas glicoliticas
e hemoglobina (LOW, 1986; JAY & CANTLEY, 1986, TANNER, 1997) ; e outro
domifnio carboxiterminal associado & membrana e que tem como principal funcdo,
direcionar o fluxo de anions bicarbonato (HCO3) e cloro (CI), através da membrana do

eritrocito ( TANNER, 1993; TANNER, 1997) (Figura 1).

_ H,DIDS
851

s

N-terninal . =
. ~ CH-termmal

| INIRACELULAR

Figura 1. Modelo estrutural da banda 3 humana adaptado
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Os estudos de fungdo da banda 3 demonstraram que o canal de transporte de
anions € formado por 2 residuos de lysina (Lys539 e Lys851) que reagem covalentemente
com a mesma molécula do inibidor de transporte de anions 4,4’-di-isotiocianato-1,2-

difeniletano-2,2’-acido dissulfonico (H,DIDS) (OKUBO et al , 1994) (Figura 1).

O gene que codifica a glicoproteina banda 3 humana, chamado SLC441 (4E1),
esta localizado no cromossomo 17q12-q21 e estd organizado em 20 exons dentro de uma
sequéncia genémica de 20 Kb ( SHOWE et al, 1987; SOLOMON & LEDBETTER,
1990: Gen Bank - accession L35930).

O gene SLC4A1 ¢ altamente polimérfico e diversas formas variantes da banda 3
tém sido descritas na literatura (BRUCE et al, 1996). Estas variantes podem estar
associadas: a alteragcdes na sua atividade de transporte de anions, tais como a banda 3-
Memphis (HSU & MORRISON, 1985) ¢ a Banda 3 HT (High Transport) (BRUCE,
1993); a patologias tais como, Neuroacantocitose (HARDIE et al, 1991; KAY, 1991;
KAY et al, 1991), Esferocitose hereditaria (HS) (JAROLIM et al, 1992), Ovalocitose do
sul da Asia (SAO) (JAROLIM et al, 1991; MOHANDAS et al, 1992; SCHOFIELD et
al, 1992; TANNER et al, 1997) bem como a expressdo dos antigenos do sistema de grupo
sanguineo Diego (DANIELS, 2001).

A variante da banda 3 mais comumente encontrada é a banda 3-Memphis que
foi descrita pela primeira vez por MUELLER & MORRISON, 1977. Estes autores,
verificaram através da digestdo proteolitica de eritrcitos intactos e da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), a presenca de uma variante da banda 3
com peso molecular aparentemente maior (63kD) que o da banda 3 normal (60kD) (figura
2). Os resultados de digestdio com pronase sugeriram que o aumento do peso molecular da
banda 3 Memphis poderia estar relacionado com a incorporag¢do de um segmento adicional
no dominio N-terminal citoplasmatico da banda 3.

Introducdo
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Figura 2: Eletroforese de membrana de eritrécitos humanos em SDS-PAGE, apés digestdo

proteolitica com quimiotripsina.

Andlises realizadas por JAROLIM et al, 1992, através do sequenciamento de
¢DNA de 12 individuos de diferentes grupos étnicos portadores da banda 3-Memphis,
identificaram uma substituicio no codon 56 da seqiiéncia AAG para GAG (mutagdo
166A>G) responsavel pela troca do residuo de Lisina para 4cido glutdmico (Lys56—>Glu)
na posigio 56 da cadeia polipeptidica da banda 3. Estes mesmos autores demonstraram que
a diferenca de migra¢dio entre a banda 3 normal e banda 3-Memphis no SDS-PAGE era
resultante apenas da troca Lys56—Glu e n#o pela incorporagio de um segmento adicional

como foi anteriormente descrito por MUELLER & MORRISON, 1977.

A banda 3-Memphis foi inicialmente detectada em 6-7% das amostras de
sangue de doadores voluntarios de sangue ( MUELLER & MORRISON, 1977) . Na
populagio brasileira a Banda3-Memphis foi encontrada em 8% dos individuos de um grupo
de caucaséides e 24% em negroides (PALATNICK et al, 1990). Em outras populag¢3es, as
freqiiéneias da banda 3-Memphis foram: 16,7% em afro-americanos, 18,5% em indios
americanos, 29% em japoneses, 13% em chineses e 17,3% em filipinos (RANNEY H. N.,
1990; IDEGUCHI et al, 1992).
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Apesar da banda 3-Memphis ser uma forma variante assintomatica da banda 3,
ela também esta relacionada com outras importantes mutagdes do gene SLC441: a banda 3
Tuscaloosa associada a Esferocitose hereditaria (HS) (JAROLIM et al, 1992) e a delecio

dos codons 400-408 associada a Ovalocitose do sul da Asia (SAO) (JAROLIM et al,
1991).

Pela afinidade de reagfio com inibidores de transporte de anions, dois tipos de
banda 3-Memphis, variante I e variante II, podem ser distinguidas. A proteina banda 3-
Memphis variante II apresenta maior afinidade de reacio covalente com o HDIDS do que

a banda 3-Memphis variante I e banda 3 normal (HSU & MORRISON, 1985).

SPRING et al, 1992 observaram a associa¢do da banda 3-Memphis variante II
com a expressio do antigeno Di' ( antigeno de baixa incidéncia do sistema de grupo
sanguineo Diego), quando examinavam a afinidade da reagdo entre H,DIDS em eritrocitos
com diferentes fendtipos Diego: Di(a-b+), Di(a+b+) e Di(a+b-). Estes autores, afirmaram
que os eritrocitos com o fenétipo Di(a+) estdo sempre associados com a banda 3-Memphis,
caracterizando a variante II, mas nem sempre a presenga da banda 3-Memphis esti

associada ao fen6tipo Di(a+) (Figura 3).

A associagio entre o antigeno Di’ e a banda 3-Memphis variante II foi também
observada por BRUCE et al, 1994, quando relacionaram o polimorfismo Di*/Di® com a
‘troca dos aminoacidos Prolina854—Leucina na cadeia polipeptidica da banda 3 (figura 3) ¢

os efeitos destas alteragGes sobre a reatividade com H,DIDS.
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Figura 3. Banda 3: Representagio esquemdtica da associagdo do antigeno Di* e

polimorfismo Memphis (56Lys/Glu).

O antigeno Di* é considerado um importante marcador antropoldégico, por ser
um antigeno comum em descendentes de Chineses, Japoneses e Indios e estar ausente em

outras populagdes (LAYRISSE et al, 1955; LAYRISSE et al, 1956).

No Brasil, a freqgiiéncia do antigeno Di* foi estudada em diversas tribos
indigenas e os resultados encontrados variavam entre: 45,8% dos {ndios Kaiagangues e
36,1% dos indios Carajas (JUNQUEIRA et al, 1956); 36,3% nos indios da tribo dos
Xavantes (GERSHOWITZ et al, 1967). O antigeno Di°, seu par antitético, apresenta alta
incidéncia em todas as populagdes analisadas (THOMPSON PR, 1967). O antigeno Di%,
esta mais freqilentemente envolvido em rea¢es hemoliticas transfusionais e na doenga '

hemolitica do recém nascido (LAYRISSE et al, 1955; ISSITT & ANSTEE, 1998).

O sistema de grupos sangiiineos Diego era constituido até 1993, por um tnico
par de antigenos antitéticos ( Di* e Di%). Apoés o sequenciamento do gene SLC441 da Banda

3 (LUX, 1989; TANNER, 1988) ¢ a descoberta da localizagdo dos alelos DI 4 e DI B

Irntroducio
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(BRUCE et al, 1994), novos antigenos foram incorporados a este sistema. Atualmente, este
sistema é composto por dois pares de antigenos antitéticos: Di¥/Di® e Wr*/Wr® e mais 17
antigenos de baixa incidéncia populacional (JAROLIM et al, 1998; ZELINSKI et al,
1998; DANIELS, 2001) (figura 4).

O polimorfismo Di¥/Di® resulta da substitui¢io de um tmico amino4cido na 7
alga extracelular, entre os segmentos intramembrandrios 13 e 14, da proteina banda 3 (troca
do nucleotideo 2561C>T no gene SLC4A41 ). A expressio do antigeno Di* é determinada
pela presenca de Leucina na posigdo 854 (Figura 3), enquanto que a expresséo do antigeno
Di® é caracterizada pela presenga de Prolina na mesma posicio da cadeia polipeptidica da
banda 3 (BRUCE et al, 1994).

Tendo em vista, o envolvimento da banda 3-Memphis com diferentes
patologias, a importincia clinica e antropolégica do antigeno Di*, bem como a associagio
entre estes dois polimorfismos da banda 3, a realizagio de estudos que possam determinar a
freqiiéncia e a associagio destes polimorfismos em diferentes populagGes, pode ser
importante na identificaciio de novos alelos, na associagio com doengas € no processo de

identificagdo de anticorpos do sistema Diego.

Apesar de existirem na literatura, estudos populacionais da freqiiéncia da banda
3-Memphis (MOURANT, 1976) estes estudos baseiam-se no fenétipo dos individuos,
analisados pela técnica de SDS-PAGE. Até o presente momento, nio encontramos estudos
da freqiiéncia de associacdo desta variante com outros polimorfismos da banda 3. Da
mesma forma, os estudos de freqiiéncia dos antigenos Di* e Di° foram realizados apenas por
técnicas sorologicas que dependem da disponibilidade de antisoros raros, tornando na

maioria das vezes invidvel a detecgio do seu par antitético, o antigeno Di’.
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Figura 4. Representacdo esquematica da localizagdo dos antigenos do sistema de grupo

sangiiineo Diego

Considerando que os procedimentos técnicos utilizados nos estudos de
freqiiéncia da banda 3-Memphis e antigeno Di* sdo complexos, dispendiosos e as vezes até
mesmo inviaveis, o uso de técnicas de genotipagem molecular pode proporcionar maior

seguranga nos estudos de freqii€ncia destes polimorfismos.

Os avangos tecnolégicos no diagndstico molecular e a clonagem e
sequenciamento do gene SLC4Al que codifica a banda 3, permitem identificar com
seguranca a mutagdio 166A>G responsavel pelo polimorfismo Memphis e os genes alelos
DI A/DI B utilizando a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida da andlise
de fragmento de restrigio (RFLP) (SAMBROOCK, 1989).
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Considerando a importincia clinica e antropoldgica do antigeno Di’ e sua
associagio com a banda 3-Memphis e o fato de nfo existir na literatura estudos de

freqiiéncia dos alelos DI A/DI B, 166G e da associagiio DI A4/166G foram nossos objetivos:

1. Determinar a freqiiéncia dos alelos DI A/DI B ¢ da mutaciio 166A>G (banda

3-Memphis) em doadores voluntérios de sangue, Indios, descendentes de
Japoneses e descendentes de Africancs

2. Verificar a ocorréncia da associagio entre os alelos DI 4/166G nestas 4
populagdes brasileiras.

Objetivas
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A . MATERIAL
1. AMOSTRAS
a) Amostras de sangue de doaderes voluniirios de sangue

Apds consentimento informado, foram coletadas 93 amostras de sangue,
anticoaguladas com EDTA, de doadores voluntdrios de sangue de Marilia e regifio
atendidos no Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia, nos meses de janeiro a

fevereiro de 2000. Estas amostras foram previamente fenotipadas para o antigeno Di* .
b} Amostras de sangue de descendentes de Japoneses

Apés consentimento informado, foram coletadas 71 amostras de sangue,
anticoaguladas com EDTA, de descendentes de Japoneses de Marilia e regifio que foram
convidados a participar deste estrudo. Estas amostras foram previamente fenotipadas para o
antigeno DI .

¢) Amostras de sangue de descendentes de Africanos

Ap6s consentimento informado, foram coletadas 84 amostras de sangue,
anticoaguladas com EDTA, de pacientes portadores de anemia falciforme atendidos no
Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia e no Hemocentro da UNICAMP. Estas

amostras foram previamente fenotipadas para o antigeno Di* .

d) Amostras de sangue de Indios

Foram coletadas 70 amostras de sangue, anticoaguladas com EDTA, de indios
pertencentes a tribo Parakand, localizada no estado do Pard , em abril de 1995. Estas
amostras foram fenotipadas para o antigeno Di* por testes de hemaglutinagio em tubo € o
DNA extraido de leucécitos de sangue periférico foi armazenado 2 ~20°C.

2. ANTI-SOROS
Os anti-soros ernpregados na determinagio do antigeno Di* foram:
-anti-Di" (lotes DIA24A e DIA27A, Gamma Biologicals Inc.®, Houston, TX)

-antiglobulina humana monoespecifica (lotes 714810 ¢ 104910, Diamed AG,
Morat, Switzerland)

Bdaterial e Métodos
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3, SUSPENSAQ DE HEMACIAS A 3%

Foram preparadas suspensdes de hemdcias a 3% em solugdo fisiolégica. Apds
lavar 3 vezes as hemidcias em solucfio fisiologica, usando centrifugac@io a 3400 rpm durante
30 segundos, a cada vez, 90ul do concentrado de heméacias obtido foi resuspenso em 3 ml

de solugso fisiclogica.

4, SOLUCAO DE CLORETO DE AMONIO 0,144 M

A Solugio de Cloreto de Amonio 0,144 M foi preparada dissolvendo-se 7,704¢g
de NH4Cl em 1000 ml de H,O destilada.

5. SOLUCAO DE BICARBONATO DE AMONIO 0,01 M.

A Solu¢do de Bicarbonato de Aménio 0,01 M foi preparada dissolvendo-se
0,79g de NH;HCO; em 100 ml de H>O destilada.

6. TAMPAO DE LISE

O tampéo de lise para extraco de DNA foi preparado a partir da diluicio de 40
ml da solugdo de NHsHCO; em 400 ml da solugdio de NH,CL

7. DNAzol

Solugdo utilizada na extracdio de DNA de leucocitos de sangue periférico
(Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD).

BMaerial e Métodos
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8. dNTP 10 mM

Os nucleotideos dATP, dCTP, dGTP e dTTP foram obtidos da Promega®,
Madison, WI e Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD. A concentragio de dNTP 10 mM
utilizadas nas reagBes de PCR foi obtida diluindo-se 20 pl de cada nucleotideo em 120 ul
de dgua deionizada e destilada (ddH,0).

9. TAQ DNA POLYMERASE

As enzimas Taqg DNA polymerase, utilizadas nas reacdes de PCR, foram
obtidas da Promega ®, Madison, WI e Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD. O kit contendo 5

unidades/ul desta enzima, incluia | mi de tampfio 10X (200 mM Tris-HCL (pH 8.4) ¢ 500
mM de KCl e 1 ml de MgCl, 506 mM.

10. TAMPAO TRIS-ACETATO-EDTA (TAE) 50X

Este tamp@o foi preparado, dissolvendo-se 242 g de Tris (Sigma Chemical CO
® 8t Louis), 57,1 g de 4cido acético glacial (Sigma Chemical CO ® St Louis) e 100 mi de
EDTA 0,5 M, pH 8.0 (Sigma Chemical CO ® St Louis), em 1000 mi de Agua deionizada e
destilada (ddH,O).

11. TAMPAO TRIS-ACETATO-EDTA (TAE) 1X

O tampdo TAE 1X foi preparado diluindo-se 20 mil de TAE 50X em 980 ml de
agua deionizada e destilada (ddH,0).

12. GEL DE AGAROSE A 1,5%

A solugdio de agarose foi preparada dissolvendo-se 1,5 g de agarose (Gibco
BRL ®, Gaithersburg, MD) em 100 mi de TAE 1X. Esta solugio era aquecida em forno de
microondas, durante 1 minuto e, apés resfriamento, adicionava-se 50 pg de brometo de
etidio {Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD).
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13. GEL DE AGAROSE A 3%

A solugho de agarose foi preparada dissolvendo-se 3 g de agarose (Gibco BRL
®, Gaithersburg, MD) em 100 ml de TAE 1X. Esta solugio era aquecida em forno de
microondas, durante 1 minuto e, apds resfriamento, adicionava-se 50 ug de brometo de
etidio (Gibco BRI ®, Gaithersburg, MD).

14. GEL DE AGAROSE GTG® A 5%

A soluglo de agarose a 5% foi preparada dissolvendo-se 5 g de agarose GTG
Nufieve® em 100 ml de TAE 1X. Esta solugic era aquecida em forno de microondas,

durante 1 minuto e, apds resfriamento, adicionava-se 50 ug de brometo de etidioc (Gibco
BRL ®, Gaithersburg, MD).

15. MARCADORES MOLECULARES

Marcadores moleculares de 25 pb, 50 pb e 100 pb, foram obtidos da Gibco
BRL ®, Gaithersburg, MD,

16. ENZIMAS DE RESTRICAO

As enzimas Mnl I, Msp 1 foram obtidas da New England Biolab ®, MBI
Fermentas ®, Amberst, NY.

17. AZUL DE COMMASSIE 0,25%

Este tampdo foi preparado, dissolvendo-se 25 g (Sigma Chemical CO ® St
Louis) em 1000 ml de 4gua deionizada e destilada (ddH,0).
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B. METODOS
1. FENOTIPAGEM ERITROCITARIA

A fenotipagem eritrocitaria foi realizada pelo teste de hemaglutinagdo em tubos
de vidro, utilizando-se os anti-soros comerciais anti-Di* e antiglobulina humana
poliespecifica. Apés a identificagfio dos tubos, foram dispensados 50 pl de hemdcias em
teste a 3% em solugdo fisiolégica em cada tubo identificado com o niimero correspondente
20 da amostra. A seguir , 25 ul do anti-soro anti-Di* foi adicionado a cada tubo. Apds a
incubacdo de 30 minutos a 37°C em banho maria, a reagfio de cada tubo foi lavada por 3
vezes e s6 entdo , apds a terceira lavagem, foi adicionada a antiglobulina humana e os tubos
submetidos a centrifugagio a 3400 rpm por 15 segundos. A leitura das reagdes foi realizada

em funcdo dos padrdes de aglutinacio das hemacias (Figura 5)

Figura 5: Padrdes de leitura de hemaglutinagfio em tubo
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3. EXTRACAO DE DNA

As extragdes de DNA foram realizadas utilizando-se um tubo conico de plastico
(Falcon) com volume de 15 ml, onde uma aliquota de 1 ml de cada amostra de sangue
coletado em EDTA, era centrifugada a 3400 rpm, por 20 minutos. Apds a centrifugacéio o
plasma sobrenadante era retirado. Ao tubo Falcon adicionava-se tampédo de lise até a marca
de 13 ml e homogeneizava-se a mistura por inversio, para ocorréncia da lise dos leucécitos
e hemdcias. ApOs a lise celular, nova centrifugacdo a 3400 rpm por 20 minutos era
realizada para retirada do sobrenadante. Este processo de adi¢dio do tampdo de lise e
centrifugac@io era repetido até que o sobrenadante estivesse livre de hemolise, deixando no
fundo do tubo apenas o pellet de DNA. Ap6s a lise, adicionava-se 1 ml de DNAzol (Gibco
BRL®, Gaithersburg, MD) ao pellet incubando-se a mistura por 12 horas a temperatura

ambiente.

4. PRECIPITACAO DO DNA COM ETANOL.

Para precipita¢cdo do DNA, adicionava-se ao tubo Falcon, sem retirar o DNAzol
(Gibco BRL®, Gaithersburg, MD), etanol absoluto até a marca de 13 ml e aguardava-se 20
minutos a precipitagdo do DNA. Apods a precipitagdo, 0 DNA era transferido para um tubo
de 1,5 ml e entdo era adicionado a este tubo, 1 ml de etanol a 70% . Homogeneizava-se a
reacdo e entfo centrifugava-se a 3400 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugaciio o etanol
sobrenadante era desprezado por inversdo do tubo, deixando escorrer o excesso de
sobrenadante sobre um papel limpo e absorvente. Apds o processo de precipitagdo, 0 DNA
era suspenso em 100 ul de H,O esteril. A concentragio e a qualidade de todos os DNAs
preparados foram analisadas. A quantidade foi verificada por eletroforese em gel de

agarose (Figura 6) e a concentragdo de DNA foi determinada pela medida da densidade
otica em espectrofotdmetro a 260 nm.
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Figura 6. Andlise qualitativa de DNA em gel de agarose a 1%

5. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reacido em cadeia da Polimerase (PCR), utiliza 20 a 200 ng de DNA, 50 pmol
de cada primer, 2 nmol de cada dNTP, 1,0 U de Tag DNA polimerase € tampdo em um
volume final de 50 pl

Os ciclos de amplificagio foram realizados em um termo ciclador Perkin Elmer
9700 (Foster City, CA). O mesmo protocolo foi utilizado para todos os ensaios:
desnatura¢do a 95 °C por 15 minutos; 35 ciclos de 20 segundos a 94 °C; 20 segundos a 62

°C; 20 segundos a 72 °C e uma extensdo de 10 minutos a 72 °C.

6. ANALISE DOS FRAGMENTOS DE PCR APOS DIGESTAO COM ENZIMAS DE
RESTRICAQO (RFLP) ‘

Os produtos de PCR amplificados foram digeridos overnight com as enzimas de
restrigio Msp I € Mnl I (New England Biolab ®, MBI Fermentas®, Amherst, NY) em um
volume final de 20 pl, utilizando 10 ul do produto do PCR e, 10 pl da mistura de enzima/
tamp#io, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. A andlise do tamanho
dos fragmentos obtidos com digestdo enzimdtica foi realizada apds eletroforese em gel de

agarose a 3% ou gel de agarose GTG® a 5%.
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7. GENOTIPAGEM DI A (PCR-RFLP)

A genotipagem DI A/DI B foi realizada através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se primers compostos por 20 pb cada um, cujo produto
amplificado era um fragmento com 149 pb do exon 18 do gene AEI. O produto obtido por
PCR, foi submetido a (clivagem) agfio da enzima de restri¢iio Msp I que reconhecia como
sitio de restrigdio a seqiiéncia 5°...CYCGG...3" do codon 854, que € a base molecular do
alelo DI B. Como resultado da agfio da enzima Msp 1 eram produzidos dois fragmentos de
restrigio, um fragmento com 79 pb e outro fragmento com 70 pb, que demonstravam
diferentes padrdes de migragiio quando submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%
ou gel de agarose GTG® a 5% (Figura 7). As seqiiéncias dos primers utilizados encontram-

se na tabela 1.

Figura 7: PCR-RFLP para genotipagem DI 4/DI B
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8. GENOTIPAGEM MEMPHIS (PCR-RFLP)

Para a genotipagem MEMPHIS (166A>G) foi realizada reagio em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando primers que amplificavam um fragmento de 84 pb do exon 3
do gene AEI (ANEXO 1). O produto obtido por PCR, foi submetido a (clivagem) agfo da
enzima de restricdo Mnl I que recomhece como sitio de restricdo a seqiiéncia
5°..CCTC(N)74...3°, complementar ao codon 56GAG (MEMPHIS). Como resultado da
aciio da enzima Mnl I, sdo produzidos dois fragmentos de restri¢do, um fragmento com 57
pb e outro fragmento menor com 27 pb, que demonstram diferentes padrdes de migragdo
quando submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3% ou gel de agarose GTG® a 5%

(Figura 8). As seqiiéncias dos primers utilizados encontram-se na tabela 1.

Figura 8: PCR-RFLP para genotipagem Memphis

Material e Métodos
39



9. ELETROFORESE DE PROTEINAS DA MEMBRANA ERITROCITARIA

A eletroforese de proteinas foi realizada pelo sistema de Fairbanks
(FAIRBANKS et al, 1971): 30ug de proteinas de membrana solubilizadas foram aplicadas
em gel de poliacrilamida utilizando-se um gradiente de 3.5% a 17%. As proteinas foram
vizualizadas ap6s coloracfio do gel com azul de Commassie 0,25%.

10. ANALISE ESTATISTICA

Com a finalidade de avaliar se existe diferenca significativa entre as fregtiéncias
encontradas, calcularam-se os intervalos de confianca de 95% para a diferenca entre as
proporgdes de cada um dos grupos. Dizemos que as diferengas sfic estatisticamente
significativas se os intervalo de confianca ndo contém o valor nulo {zero). Caso contrério,
ndio podemos afirmar que as propor¢des sejam significativamence difercntes. Neste caso,
calculamos os intervalos de confianga para os niveis de significincia 1% e 5%
(BHATTACHARYYA & JOHNSON 1977)

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados nas genotipagens DI A/DI B e Memphis.

Primers Sequéncias Mutacio
EX18S8 5°-TGG CGC ATG CACTTA TTC AC-3° 2561 C>T
EX18R 5°.TTC CTG AAG ATG AGC GGC AG-3°

EX38 5°-TTC AGC TCA CGA CAC CGA GG-3° 166 A>G
EX3R 5-GAG GCT GGG GTC CTC ACC T-3°

Material e Métodos
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A. RESULTADOS DA GENOTIPAGEM DIEGO

Com © objetivo inicial de padronizar as técnicas moleculares da genotipagem
Diego, comparamos 0s resultados obtidos na genotipagem do alelo DI 4 com os resultados
da fenotipagem do antigeno Di* . A fenotipagem do antigeno Di® ¢ dificil de ser realizada,
devido a indisponibilidade de antisoro anti-Di° . Para a validagio das técnicas, empregamos
318 amostras de sangue ¢ DNA de quatro populagdes brasileiras, com antecedentes étnicos
distintos: 93 doadores voluntdrios de sangue, 84 descendentes de africanos, 71 amostras de
descendentes de japoneses e 70 amostras de indios da tribo Parakan.

Houve 100% de concordancia entre os resultados da fenotipagem ¢ da
genotipagem nestas amostras, demonstrando que o nosso protocolo de genotipagem Diego

poder ser aplicado nas populacdes estudadas.

Os resultados da genotipagem dos alelos DI 4 ¢ DI B nas 318 amostras de DNA
estudadas estdo apresentados na tabela 2. Das 93 amostras dos doadores de sangue, 90
(96,8%) apresentaram o gendtipo homozigoto DI B/DI B e 3 (3,2%), apresentaram o
genotipp DI A/DI B. Das 84 amostras dos descendentes de africanos, 83 (98,8%)
apresentaram o genotipo DI B/DI B e 1 (1,19%) o genétipo DI A/DI B. Entre as 71 amostras
de DNA dos descendentes de japoneses, 62 (87,3%) apresentaram o genétipo DI B/DI B, 8
(11,3%) eram DI A/DI B e 1 (1,4%) era DI A/DI 4. Das 70 amostras de DNA de indios, 17
(24,3%) apresentaram o genotipo homozigoto DI B/DI B, 26 (37,1%) apresentaram o
genbtipo DI A/DI B e 27 (38,6%) eram DI A/DI A.

Os resultados da freqiiéncia dos alelos DI 4 ¢ DI B estdo apresentados na
tabela 2. A freqiiéncia do alelo DI 4 (0,571) encontrada na populagio indigena foi superior
a frequéncia encontrada nos doadores de sangue (0,016), descendentes de africanos (0,006)
e descendentes de japoneses (0,07). A freqiiéncia do alelo DI B, encontrada em doadores
de sangue (0,984), descendentes de africanos (0,994) e descendentes de japoneses (0,929)
foi mais alta que a encontrada entre os indios (0,428) (Grifico 1).
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Tabela 2: Resultados da genotipagem Diego

Populagiio Gendtipo Dhego

estudada DiAMDIA  DIADIB  DIBDIB Total oA 15
Doadores 0 3 90 93 5016 5,984
de sangue

Descendentes 0 i 83 84 9,006 0,994
Africznos

Descendentes ! g 62 7 0070 ¢
Japoneses

indios Parakands 7 26 17 70 0,571 6498

doadores africanos japoneses indios

Grafico 1: Freqliéneia génica dos alelos DI 4/DI' B
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De acordo com a andlise estatistica comparativa da freqiiéncia dos alelos DJ
A/DI B entre as populagles estudadas, existe diferenca significativa entre as populagdes,
doadores x indios, descendentes de africanos x indios, descendentes de japoneses x indios.
A anslise estatistica demonstra também que nfo existe diferenca significativa da freqiiéncia
destes alelos entre as populacBes de doadores x descendentes de japoneses, doadores x

descendentes de africanos e descendentes de afticanos x descendentes de japoneses
{tabelas 15 e 16-apéndice).

B. RESULTADOS DA GENOTIPAGEM MEMPHIS

A genotipagem Memphis foi realizada nas 318 amostras de DNA obtidas das
populagbes estudadas. Os resultados encontram-se na tabela 3. Das 93 amostras de
doadores, 6 (6,4%) apresentaram a mutago 166A>G em heterozigoze e 1 (1,1%) em
homozigose. Das 84 amostras de DNA dos descendentes de africanos, 11 (13,09%) eram
heterozigotas (166A/G) e 2 (2,5%) homozigotas (166G/G). Entre as 71 amostras de DNA
dos descendentes de japomeses, 21 (29,6%) apresentaram a mutagio 166 A>G em
heterozigoze € 3 (4,2%) em homozigoze. Trinta (42,9%) das 70 amostras de DNA dos
indios Parakands, foram heterozigotas (166A/G) e 23 (32,8%) homozigotas (166G/G).
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Tabela 3: Resultados da genotipagem M emphis

Populacio Genotips Memphis Froquencia ge
Estudada 166 A/A 166 AIG 166 GIG Total 1664 166G
Doadores 36 6 1 93 3 S57

de sapgue

Descendentes 7 11 3 84 0910 1,593
Africanes

Descendentes 47 21 3 71 0,819 $5.190
Japoneses

Indios 17 16 23 70 .34
Parakanis

A fregliéneia do alelo /66(F variou consideravelmente entre as populacBes
estudadas. A maior fregliéncia deste alelo (0,543) foi encontrada entre os indios da tribo
Parakand, correspondendo a 12 vezes a fregiiéncia observada em caucasianos (0,043), 5
vezes a freqiiéncia observada entre os descendentes de africanos (0,094) e, 3 vezes a

fregiiéncia encontrada entre os descendentes de japoneses (0,190) (Grifico 2).
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Grafico 2: Freqliéncia génica dos alelos /664 e 166G
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De acordo com a andlise estatistica comparativa da freqgiiéncia dos alelos 71664
e 166G entre as populacbes estudadas, existe diferenga significativa entre as populagdes de
doadores x descendentes de japoneses, doadores x indios, descendentes de africanos x
indios, descendentes de japoneses x indios. A analise estatistica demonstra também que ndo
existe diferenca significativa entre a freqiiéncia destes alelos nas populagdes de doadores x

descendentes de africancs e descendentes de africanos x descendentes de japoneses
(tabelas 17 e 18 -apéndice}.

C. ASSOCIACAO ENTRE 0S GENOTIPOS DIEGO/MEMPHIS
Com 0 objetivo de verificar a associagio entre os alelos /166G e DI 4 nas

populacdes estudadas foram analisados os resultados obtidos nas genotipagens Memphis e
Diego.

C.1. AMOSTRAS DE DNA OBTIDAS DE DOADORES VOLUNTARIOS DE
SANGUE

Os resultados da associaggo Diego/Memphis nas amostras de DNA obtidas de

doadores voluntdrios de sangue encontram-se na Tabela 4. A anilise dos resultados

demonstrou que 3 doadores apresentam a associagio DI 4 / 166G. O alelo 166G foi
também encontrado em 4 doadores genotipados como DI B/DI B .

Tabela 4: Associacdio entre os genétipos Diego ¢ Memphis em doadores de sangue

Gendtipo Memphis
Gendtipo Diego 166 A/A 166 A/G 166 G/G Total
DIA/DIA 0 0 0 0
DIA/DIE 0 2 1 3
DIB/DIB 86 4 0 90
Total 86 6 1 93
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C.2. AMOSTRAS DE DNA OBTIDAS DE DESCENDENTES DE AFRICANOS

Os resultados da associagio Diego/Memphis nas amostras de DNA obtidas de
descendentes de africanos estdio representados na tabela 5. A associacfo foi observada em

uma amostra genotipada como DI A/DI B . O alelo 166 G foi também encontrado em 12
amostras genotipados como Df B/DI B .

Tabela 5: Associacio entre os gendtipos Diego e Memphis em descendentes de africanos

Gendtipo Memphis
Genétipo Diego 166 AJA 166 A/G 166 G/G Total
DIAMIA 4 0 9 it
DIA/MDIB 0 i 0 1
DIB/DIB 71 10 2 83
Total 71 11 A 34

C.3. AMOSTRAS DE DNA OBTIDAS DE DESCENDENTES DE JAPONESES

Os resultados da associagio Diego/Memphis nas amostras dos descendentes de
japoneses encontram-se na tabela 6. A associacdo foi observada em uma amostra
genotipada como DI A/DI A e em 8 amostras genotipadas como DI 4/DI B. O alelo 166 G
foi observado em 135 amostras genotipadas como D/ B/DI B.

Tabela 6: Associagdo entre os genétipos Diego e Memphis em descendentes de japoneses

Gendtipo Memphis
Gendtipo Diego 166 A/A 166 A/G 166 G/G Total
DIA/DIA 0 ] 1 1
DIA/DIB 0 7 1 8
DIE/DIB 47 14 1 62
Total 47 21 3 71
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C.4. AMOSTRAS DE DNA OBTIDAS DE INDIOS PARAKANAS

Os resultados da associagdio Diego/Memphis nas amostras de DNA obtidas de
indios estdo representados na tabela 7. A associaciio foi observada em 27 amostras
genotipadas como DI 4/DI 4 e 26 amostras genotipadas como DJ 4/DI B. Em 17 amostras
genotipadas como D7 B/DI B, niio foi encontrado o alelo 766 G. E importante salientar que
entre as 27 amostras DI A/DI 4, 4 (5,7%) apresentaram o gen6tipo Memphis em
heterozigose (/66.4/G), ou seja o alelo DF A4 nfio associado ao alelo 766G.

Tabela 7: Associa¢do entre os genotipos Diego ¢ Memphis em Indios

Genétipo Memphis
Gendtipo Diego 166 A/A 166 A/G 166 G/IG Total
DIADI A ] 4 23 27
DIA/DIB 0 26 0 26
DIB/DIB 17 0 4 17
Total 17 30 23 70
Resultados
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D. RESULTADOS DA ANALISE DA PROTEINA BANDA 3 POR
ELETROFORESE

Com o objetivo de verificar a influéncia do alelo 166G associado ou ndo ao
alelo DI A na mobilidade eletroforética da proteina banda 3, foram analisadas amostras
com diferentes genétipos Diego e Memphis: DI A/DI B e 166 A/G, DI A/DI B e 166 G/G,
DI B/DI B ¢ 166 A/G, DI B/DI B e 166 A/A e DI B/DI B ¢ 166 G/G. Foi observado um
padriio difuso na migragdo eletroforética da proteina banda 3 quando o alelo DI 4 esta
presente, independentemente do genétipo Memphis. Estes resultados demonstram que
sbmente a presenca do alelo /166G nfio interfere na migragdo da proteina banda 3

(Figura 9).

Figura 9: Eletroforese de proteinas
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A. FREQUENCIA DO ANTIGENO Di*

Desde as primeiras publicacGes sobre o sistema de grupos sangiiineos Diego, o
antigeno Di* j4 era apontado como um importante marcador antropolégico de populagBes
indigenas ( LAYRISSE et al, 1955) e asiaticas (LAYRISSE, 1956). O nosso estudo
também demonstra uma estreita relagio do fenétipo Di (a+) com as populagdes indigenas e
asidticas. Ao analisarmos os dados da literatura, verificamos que a freqtiéncia do antigenc
Di* (75,7%) por nés encontrada nos Indios Parakanss foi superior a maior freqiiéneia j4
publicada (45,8%) que foi a observada na tribo dos indios Kaingangues por JUNQUEIRA
et al, 1965 (Tabela 8).

Tabela 8: Freqiiéncias do antigeno Di* encontradas em populaces indigenas

Auntores Populagdes N Di(at)
estudadas amostras N Frequéncia

Levine et al, 1956 Carib { Venezueia) 121 43 0,355
Levine et al, 1956 Arauwaco (Venezuela) 152 8 0,052
Jungueira et al, 1956 Kaingangues (Brasil) 48 22 0,458
Lewis et al, 1956 Chippewa (USA) 148 i6 0,108
Allen et al, 1960 Pencbscots (USA) 249 20 0,080
Neal et al, 1964 Xavantes {Brasil) 78 24 0,270
Cann et al, 1968 Mayan {Guatemala) 255 57 0,223
Presente Trabalho Parakanis (Brasil) 70 53 6,757

Nos descendentes de japoneses, a freqiiéncia do antigeno Di* {12,7%) foi duas
vezes maior que a freqiiéncia encontrada por CERQUEIRA et al, 1968 em japoneses do
Brasil, proxima a freqiiéncia (12,3%) encontrada por LAYRISSE et al, 1956 em
descendentes de japoneses da Venezuela e, superior (7,5%) a observada por YOKOYAMA
et al, 1960 e TSUCHIY A et al, 1964 em japoneses do Japdo (Tabela 9).
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Tabela 9: Freqii€ncias do antigeno Di" encontradas em japoneses e descendentes

Autores Populagies N* Di(a+)
estudadas amostras N Frequéncia
Layrisse et al, 1956 Caracas (Venezuela) 85 8 $,123
Vokoyama et al, 1960 Tokyo (Japio) 146 6 0,041
Yojoyama et al, 1960 Kumamoto (Japio) 227 17 0,075
Tsuchiya et al, 1964 Hiroshima (Japdc) 309 25 6,081
Cerqueira et al, 1968 Ric de Janeiro (Brasil) 207 13 0.067
Presente Trabatho Marilia {(Brasil) 71 2 8,127

Estudos sorolégicos demonstraram que o antigeno Di estd ausente na
populagfio caucasdide americana (LEVINE et al, 1956) ¢ ¢ extremamente raro em
africanos (MOURANT et al, 1976) ¢ europeus (LEVINE et al, 1954). Em nosso estudo,
encontramos ¢ antigeno Di* em 3,2% dos doadores de sangue estudados e em 1,2% dos
descendentes de africanos. Como o antigeno Di* é considerado marcador genético de
populagdes indigenas e asidticas, nossos resultados demonstram claramente a miscigenago
ocorrida entre a nossa populagdo e as populac¢des indigenas e japonesas (Tabela 10).

Tabela 10: Freqiiéncias do antigeno Di* encontradas em caucasdides e descendentes de

africanos

Autores Populagies N’ Di(a+)
estudadas amostiras N Frequéncia

Levine et al, 1954 Europeus 4462 i 0,0002

Levine et al, 1956 Caucasianos (USA) 1000 0 0

Mourant et al, 1976 Africanos (USA) 827 1 0,0012

Presente Trabalho Doadores de sangue 93 3 0,032

Presente Trabalho Descendentes de africancs 84 1 0,012

Discussds
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B. FREQUENCIA DOS ALELOS DIA EDIB

Até o presente momento, este trabatho foi o tinico que estudou a freqiéncia dos
alelos DI A/DI B por técnicas moleculares. Assim, foi possivel calcular diretamente as
freqiiéncias génicas de cada um dos alelos nas populagSes estudadas.

A freqiiéncia génica do alelo DI 4 (0,571} na populagio indigena foi alta,
quando comparada a fregiiéncia nos descendentes de japoneses (0,07), doadores de sangue
(0,016) e descendentes de africanos (0,006).

Ao analisarmos os dados da literatura, observamos que nfio existem estudos de
freqiéncia génica do alelo D/ 4 em diferentes populagBes. Acreditamos que a alia
freqgiiéncia do alelo DI 4 por nés encontrada em indios deve-se ao fato de termos estudado

uma populacfo fechada e que nfo sofreu qualquer processo de miscigenagio.

Embora vérias publicages sobre o sistema de grupos sangiiineos Diego,
indiquem ¢ antigeno Di* como um importante marcador antropolégico de populagdes
astaticas (ARENDS & LAYRISSE, 1956) e a freqiiéncia do antigeno Di® ser 4 vezes mais
alta que a verificada nos doadores de sangue ¢ 10 vezes mais alta que nos descendentes de
africanos, a analise estatistica nfo demonstrou diferenca significativa na freqiiéncia dos
alelos DI 4 e DI B entre doadores x japoneses ¢ africanos x japoneses. Estes resultados
demonstram a miscigenagdo ocorrida em nossa regifio e indicam que os alelos DI 4 e DI B

podem atingir uma freqiiéncia uniforme na populagio brasileira (Graficos 3 e 4).

As freqiiéncias dos alelos DI 4 e DI B encontradas em Indios Parakanis
diferem significativamente das encontradas nas outras populagSes estudadas. Este resultado
estd de acordo com 2z literatura ¢ confirma que o alelo DI 4 pode ser considerado um
importante marcador genético de populagdes indigenas.
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C. FREQUENCIA DO ALELO 166G (BANDA 3-MEMPHIS)

A banda 3-Memphis ¢ considerada um polimorfismo comum da banda 3, pelo
fato de ter sido encoptrada em diversas populacGes. Em nosso estudo, verificamos que a

freqiiéncia do alelo 766G variou entre as populagdes estudadas.

A maior fregiiéncia do alelo 766G foi observada entre os fndios Parakanis
(0,543), quando comparados aos descendentes de japoneses (0,190), descendentes de
africanos (0,089) e os doadores voluntarios de sangue (0,043). Quando comparamos nossos
resultados com as freqiiéncias encontradas na literatura, verificamos que a maior fregiiéncia
da banda 3-Memphis foi observada entre japoneses (JZUHARA et al, 1995; IDEGUCHI
et al, 1992). No entanio poucos autores determinaram a presenca da banda 3-Memphis em
indios (RANNEY et al,1990) e nfo encontramos nenhum estudo de freqiiéncia desta

mutacdo em indios brasileiros.

A alta freqliéncia do alelo 766G encontrada nos indios da tribo Parakani pode
ser explicada pelo fato destes indios viverem em uma comunidade isolada e portanto
representarem uma populacdo que mantém pouco contacto com a nossa sociedade. Além
disto, favorecem © casamento entre os membros da prépria comunidade, restringindo assim
os efeitos da miscigenagdo (BLACK et al, 1980).

Entre os brasileiros descendentes de japoneses a freqliéncia do alelo 766G
(0,190) encontrada foi muito préxima a freqiiéncia da banda 3-Memphis (0,156) descrita
por IDEGUCHI et al, 1992 na populag8io japonesa, porém estes valores sfio bem menores
do que a freqii€ncia (0,293) descrita por IZUHARA et al, 1995 quando estudou os
habitantes de uma comunidade isolada na jtha Himeshima no Japdo.

Em descendentes de africanos, a freqiiéncia (0,089) do alelo 166G foi similar a
freqiiéncia (00,91) da banda 3-Memphis encontrada por RANNEY et al, 1990 em afro-
americanos mas, inferior a descrita por PALATNIK et al, 1990 (0,125) em africanos do
Brasil. A diferen¢a encontrada entre a s duas populaces de descendentes de africanos
brasileiros pode ser explicada pelo maior processo de miscigenacdio ocorrido em nossa

regifo.
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A menor freqii€ncia do alelo 766G (0,043) observada em nosso estudo foi entre
os doadores de sangue. Esta freqiiéncia esta proxima da freqtiéncia (0,041) da banda 3-
Memphis encontrada por PALATNIK et al, 1990 em caucasianos brasileiros, porém ¢ duas
vezes maior que a freqtiéncia (0,028) observada por RANNEY et al, 1990, em uma
populacio de doadores de sangue caucasianos americanos. Nossos resultados confirmam a
hipétese de PALATNIK et al, 1990 que atribuiram esta malor fregiiéncia da banda 3-
Memphis entre 0s caucasianos brasileiros ao processo de miscigenagio que ocorreu no

Trasil entre caucasianos e descendentes de africanos.

A andlise estatistica de nossos resuitados confirma os efeitos da miscigenagio
entre as populagdes de doadores e descendentes de afticanos, quande demonstra nfo haver
diferenca significativa da freqliéncia dos alelos 7664 {Grafico 5) e 166G (Gréfico 6) entre
estas duas populacgdes. Estes achados diferem dos resultados encontrados por PALATNIK
et al, 1990, onde a diferenca da freqli€ncia da banda 3-Memphis entre caucaséides e

descendentes de africanos foi significativa.
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A analise estatistica demonstra ainda nfo haver diferenga significativa na
freqiiéncia dos alelos 766G e 1664 entre descendentes de japoneses x descendentes de

africanos. Estes resultados indicam que existe uma tendéncia da freqiiéncia do alelo 166G
se tornar uniforme na populagio brasileira.

Apesar da analise estatistica demonstrar diferenca significativa nas freqiiéncias
dos alelos 166G ¢ 1664 entre doadores de sangue x descendentes de japoneses e, este
resultado ser concordante com o encontrado por IDEGUCHI et al, 1990, ao observarmos
os graficos 5 e 6, verificamos que esta diferenca estd proxima a linha limitrofe de
similaridade.

Em nossos resuhadoé, foi observado que existe diferenca significativa na
freqiiéncia dos alelos 166G e 1664 encontrada nos fndios Parakandis com a observada nas
outras populagdes estudadas. Este resultado reforca a afirmacio de IZUHARA et al, 1995
de que a banda 3-Memphis, ou scja a presenga do alelo 766G, pode ser um bom marcador
genético de populagtes nfo miscigenadas.
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D. ASSOCIACAO ENTRE OS GENOTIPOS DIEGO E MEMPHIS

Dois tipos de banda 3-Memphis (variante I e variante i) podem ser distinguidos
pela afinidade de reagfo com inibidores de transporte de anions. A banda 3-Memphis
variante 11 apresenta maior afinidade de reacfio covalente com o H;DIDS, do gue a banda 3-
Memphis variante 1 ¢ a banda 3 normal (HSU & MORRISON, 1985).

A banda 3- Memphis variante II é caracterizada pela presenca simulidnea do
residuo de acido glutdmico na posicdo 56 (variante I) e a expressfio do antigeno Df°
(Leu854) na cadeia polipeptidica da banda 3. Apesar disto, a maior afinidade de reac8o
entre a variante II e o HZDIDS ¢ atribuida apenas a expressdo do antigeno Df. Estes
estudos foram realizados utilizando eritrocitos com fenétipo Di (at) associados & presenca

de 56Ghu pelo fato do antigeno Di® estar sempre associado & banda 3-Memphis (SPRING
et al, 1992; BRUCE et al, 1994).

Os resultados da fenotipagem Di* obtidos em nossas amostras estdo de acordo
com a literatura, ou seja, nfio encontramos nenhuma amostra com o fendtipo Di{a+) sem o

alelo 166G mas, encontramos o alelo 766G em amostras com o fenotipo Di (a—).

Nossos resultados da genotipagem confirmam os dados da literatura (SPRING
et al, 1992; BRUCE et al, 1994) e demonstram que existe associac#io entre o alelo D/ 4 e o
alelo 766G nas 4 populagbes estudadas. No entanto, um novo alelo foi encontrado na
populagio indigena estudada, ou seja, a ocorréncia do alelo DI A sem o alelo 766G. Quatro
indios com genoétipo DI A/DI A apresentam o gendtipo Memphis na forma heterozigota
(166 4/G). Este resultado € inédito pelo fato de que até o presente momento esta associagio
era feita pelo fendtipo € nfio pelo gendtipo, ou seja, se relacionava a presenga do fendtipo
Di (a+) com a banda 3-Memphis e ndo a associagfio dos alelos DI 4 e 166G.

Estes dados, associados a alta freqiiéncia do alelo /166G em comunidades
isoladas como os Indios Parakanis e os habitantes da ilha de Himeshima no Japfio
(IZUHARA et al, 1995} ¢, o fato da banda 3-Memphis estar sempre associada a outros
polimorfismos da banda 3 que causam alteragdes morfologicas importantes no eritrécito,
reforgam a hipotese proposta por PALATNIK et al, 1990 quando encontraram a banda
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3-Memphis na membrana eritrocitaria do macaco Rhesus, que o alelo 166G € o protétipo e
nio a mutacdo do gene SLC441 e por selegdo natural estd sendo substituido pelo alelo
1664.

Em mnosso esiudo, encontramos também, a presenga do alelo 166G em
individuos genotipados como DI B/D] B. Estes resultados estéio de acordo com os obtidos
por SPRING et al, 1992 e BRUCE et al, 1994 que demonstraram que a banda 3-Memphis

pode ocorrer sem a presenga do antigeno D7,

Quandeo realizamos a técnica de SDS-PAGE com a finalidade de verificarmos o
padrio de migracgdo cletroforética na presenca do alelo 766G associado ou nfio ao alelo DJ
A (Figura 3), observamos um padriio difuso na migrac8o eletroforética da proteina banda 3
somente quando o alelo Df 4 estd presente, independentemente do gendtipo Memphis.
Estes resultados indicam que a presenca da substituicdo Lys56~»Glu nfio interfere na

migragio da proteina banda 3 .

Assim, diante do acima exposto, propomos a existéncia de 4 formas alélicas de
associagio Diego/Memphis na populagfio brasileira: alelo DI 41¢6a, DI Ajs6i, DI Bissa € DI
Bissc (Figura 10).

Desta forma e de acordo com os resultados por nés encontrados na populagio
brasileira, tnica em seu antecedente étnico, demonstram a importincia de analisar
diferentes populagdes para methor entendimento das bases genéticas do sistema de grupos
sanguineos Diego.

Além disto, como j& mencionado anteriormente, o fato de nfio se comseguir
realizar a fenotipagem para o antigeno Di™, devido 4 indisponibilidade de anti-soro anti-
Di®, a genotipagem para os alelos DI A/DI B pode contribuir, substancialmente na selegfio

de doadores Di(b-) aumentando assim, a seguranca transfusional de pacientes
aloimunizados pelo antigeno Di".
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3 A rses
35 EJYS 854 Leu
166 G 2561 T
Dbl Arssc %
56 GIU 854 Leu
166 A 2561 C
DI Bisea {
36 Lys 854 Pro
166 G 2561 C
DI Bissc !
56 Glu 854 Pro

Figura 190 : [lustracfio da associaglo dos alelos Diego e banda 3-Memphis
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6. CONCLUSOES
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Considerando os objetivos do presente trabalho, as condi¢des em que foi
realizado o estudo molecular dos alelos DI 4/DI B e da banda 3-Memphis na populagio

brasileira, podemos concluir que:

1. Existe um alto grau de associacfo entre os alelos D 4 ¢ 166G na populacic

brasileira;
2. Individuos homozigotos para ao alelo DJ B podem apresentar o alelo 166G;

3. Este estudo demonstra pela primeira vez a presenca do alelo DI 4 sem o
alelo 166G que define a banda 3-Mempbhis;

4. O alelo 166G (Memphis) € um polimorfismo comum do gene SCL4A47 da
banda 3;

5. O alelo 166G pode ser considerado o prototipe do gene SLC4417 e um bom

marcador genético de miscigenagio;

6. O fato de nfio haver diferenca significativa da freqgiiéncia dos alelos 166G e
1664 entre doadores x africanos e descendentes de japoneses x descendentes
de africanos, indica que a fregiiéncia do alelo /66G tende a se tornar
uniforme na populagio brasileira;

7. A alta freqiiéncia do antigeno Di* encontrada nos Indios estudados indica

que este antigeno € wn importante marcador antropolégico de populactes
mdigenas;

8. Os estudos de freqiiéncia do antigeno Di* realizado nas amostras dos
doadores de sangue, descendentes de africanos e descendentes de japoneses
demonstram a miscigenag3o ocorrida entre essas populacles, na nossa
regifio;

9. A freqiiéncia do alelo DJ B ¢ muito superior a freqiiéncia do alelo DI 4 em

todas as populagOes estudadas, com excegdio da populagio indigena onde a
freqiiéncia do alelo D7 4 € superior a fregiiéncia do DI B;

Conclusfes
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10. Apesar dos dados da literatura indicarem o antigeno Di* como um
importante marcador antropologico de populagSes asidticas, a analise
estatistica deste estudo nSio demonstrou diferenga significativa na
freqliéncia dos alelos D 4 e DI B em doadores x japoneses e afficanos x

Japoneses;

11. De acordo com os resultados encontrados neste estude, estamos propondo 4
formas alélicas do gene SLC447 relacionado a associagio do genotipo
Diego e banda 3-Memphis, na populacéo brasileira: alelo DI 4 ¢4, alelo DI
A 666, alelo DI Bigeq € alelo DI Bissc.

12. A genotipagem dos alelos DI 4/Di B pode contribuir, substancialmente, na
qualidade da transfusBo de sangue em pacientes politransfundidos
aloimunizados para os antigenos Di* e DI pois permite uma selecio mais

adequada do sangue a ser transfundido.

Conclustes
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The Diego blood group system consists of 21 antigens located on band 3 of the
red blood cell membrane. It includes the 4 antithetical antigens D#* / Di® and Wr* / Wr®, and
17 low incidence antigens. The Di° phenotype results from a point mutation at nucleotide
2561 (T>C) leading to a single amino acid substitution from Leu (D) to Pro (DY) in
position 854. Di® is a high incidence antigen while D has low incidence among

Caucasians but is particularly common amiong American Indians and Japanese.

The Memphis variants of band 3 result from a point mutation 166 A>G in
SLC4A1 leading to an amino acid substitution (56 Lys>Glu). There appears to be a strong
association of Memphis (56Glu) with Di* (854Leu) among Native Americans.

The initial aim of this study was to determine the frequency of Diego (DI A/DI
B) and Memphis (166A>() mutations in the Brazilian population.

We studied samples from 70 Amazonian Indians, 71 individuals of Japanese
descent, 93 regular blood donors and 84 Sickle Cell Disease patients by PCR-RFLP. PCR
assays were designed to amplify a sequence of 149 bp from exon 18 (DI 4/DI B alleles),
and of 84 bp from exon 3 SLC44Igene that determine band 3-Memphis. Alleles were
identified by digestion of amplified products with the restriction enzymes Msp I to
discriminate DJ A from DI B in exon 18, and Mnl I to identify band 3-Memphis in exon 3.

Both the DI A4 allele and band 3-Memphis had high gene frequency among
Amazonian Indians (0.571 and 0,543, respectively). Unexpectedly, four Amazonian Indians
had the DI 4 allele without the band-3 Memphis mutation.
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Tabela 11: Resultados da fenotipagem Di* e da genotipagem Diego/Memphis nas amostras
de sangue ¢ DNA de doadores voluntirios de sangue

N* Identificacio  Raga  Fenétipo Di Gendtipo Memphis Genétipo Diego
H 23641-2 C neg 166A DIBDIB
2 22024-6 DA neg 166A DIB/DIB
3 22707-3 C neg 166A DIBDIB
4 23618-8 C neg 166A DIB/DIB
5 23615-3 C neg 166A DIBDIB
6 23624-2 Di neg 166A DIBDIB
7 23828-8 C neg 166A DIBDIB
8 23885-7 C neg 166A DIBDIB
9 22881-9 C neg 166A DIB/DIB
10 23764-8 C neg 166A DIB/MDIR
11 23633-1 C neg 166A DIBDIB
12 23602-1 c neg 166A DI B/DI B
13 23597-1 M pos 166G DI A/DI B
14 23887-3 C neg 166A DIB/DIB
15 23561-0 C neg 166A DIB/MDIB
16 23594-7 M neg 166A DiB/DIB
17 23635-8 C neg 166A DIB/DIB
18 23572-6 C neg 166A DIB/DIB
19 23886-5 C neg 166A DIB/DIB
20 23795-8 C neg 166A DIB/DIB
21 23763-0 C neg 166A/G DIB/DIB
22 23558-0 C neg 166A DIB/DIB
23 23753-2 DJ neg 166A DIBDIB
24 23600-5 C neg 166A DIB/DIB
25 23604-8 C neg 166A DIB/DIB
26 23603-0 C neg 166A DIB/DIB
27 23349-9 C neg 166A. DIBDIB
28 22899-1 C neg 166A DIB/DIB
26 23711-7 C neg 166A DIB/DIB
30 22872-0 c pos 166A/G DIA/DIB
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Tabela 11: Resultados da fenotipagem Di¥ e da genotipagem Diego/Memphis nas amostras de
sangue e DNA de doadores voluntérios de sangue (cont.)

n¢ Identificagioc  Raca  Fendtipo Di" Gendtipo Memphis  Gendtipo Diego

31 22875-4 C neg 166A DIBDIB
32 23702-8 C neg 166A DIBDIB
33 23657-9 C neg 166A DIBDIE
34 236374 C neg 166A DIBMDIB
35 23719-2 M neg 166A DIBDIB
36 238i2-1 c neg 166A DIBDIB
37 23799-0 c neg 166A DIB/MDIB
38 23814-8 C neg 166A DIBMDIB
39 23980-2 C neg 166A DIBTIB
40 23626-9 C neg 166A DIBDIB
41 23933-0 C neg 166A DIBMDIB
42 23965-9 DA neg 166A DIBDIB
43 23920-9 C neg 166A DIB/DIB
44 23927-6 C pos 166A/G DIA/DIB
45 23978-0 C neg 166A DIB/DIB
46 23629-3 C neg 166A DIBDIB
47 23646-3 C neg 166A DIBDIB
48 23746-0 C neg 166A DBIB/DIB
49 23749-4 DA neg 166A DIB/DIB
50 23968-3 C neg 166A DIB/DIB
51 23964-0 C neg 166A DIBDIB
52 23907-1 C neg 166A DIBDIB
53 23963-2 M neg 166A DIB/DIB
54 23744-3 C neg 166A DIB/DIB
55 23969-1 C neg 166A DIB/DIB
56 23960-8 C neg 166A DIB/DIB
57 23910-1 C neg 166A DIBDIB
58 22776-6 C neg 166A DIB/DIB
59 23899-7 C neg, 166A DIB/DIB
60 23977-2 C neg 166A DIB/DIB
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Tabela 11: Resultados da fenotipagem Di® e da genotipagem Diego/Memphis nas amostras de
sangue ¢ DNA de doadores voluntarios de sangue (cont.)

N® Identificacio Raca Fendtipo Dhi* Gendtipo Memphis Gendtipe Diege

61 23872-3 C neg 166A/G . DIBDIEB
62 23905-5 C neg 166A DIB/DI B
63 23902-0 C neg 166A DIBDIB
64 24140-8 C neg 166A DIBDIB
65 23976-4 D neg 166A DIBDIE
66 23958-6 C neg 166A DIBDIB
67 23728-1 C neg 166A DIBDIB
68 22888-6 C neg 166A DIB/MDIB
69 237214 M neg 166A DIB/DIB
70 23705-2 C neg 166A DiB/pdlB
71 23722-2 C neg 166A DIBDIB
72 22889-4 C neg 166A DIB/DIB
73 23745-1 C neg 166A DIB/DI B
74 24086-0 C neg 1664 DIB/DIB
75 22787-1 C neg 166A DIB/DIB
76 23713-3 C neg 166A. DIBDIB
77 24071-1 C neg 166A/G DIBMDIB
78 23704-4 C neg 166A DIB/DIB
79 24022-3 C neg I66A DIB/DIB
80 23698-6 C neg 166A DIBDIB
81 24019-3 M neg 166A DIBDIB
82 23996-9 C neg 166A DIB/DIB
83 24234-0 C neg 166A DIBDIB
84 24048-7 C neg 166A/G DIB/DIB
85 23595-5 C neg 166A DIB/DI B
86 23621-8 C neg 166A DIBDIB
87 23639-0 C neg 166A DIBDIRB
83 23849-0 C neg 166A DIB/DIB
89 23622-6 C neg 166A DIB/DIB
90 23944-6 M neg 166A DIB/DI B
91 23578-5 C neg 166A DIBDIB
92 23935-7 C neg 166A DIBDI B
o3 23967-5 M neg 166A DIB/DIB
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Tabela 12: Resultados da fenotipagem Di* e da genotipagem Diego/Memphis nas amostras de
sangue e DNA de descendentes de africanos.

il Identificacio Iniciais Fenbtipo Di° Gendtipe Memphis Gendtipo Diego
1 F1 C.RC. neg 166A DIB/DIB
2 F5 AGA neg 166A DIiB/DIB
3 Fé M.GPN. neg 166A DIB/DI B
4 Fo S.G neg 166A DIBDIB
5 Fi1 E.A. neg 166A DIB/DIB
6 Fi2 M.F.P. neg 166A DIBDI B
7 Fi16 M.F. neg 166A DIB/DIB
8 Fi7 M.S.J. neg 166A DIB/DI B
9 F22 IMS.C. neg 166A DIBDI B
10 F25 RA.Q. neg 166A DIB/DI B
i1 F30 H.D.S. neg 166A DIB/DI B
12 F3z EA. neg 166A DIB/DIB
i3 34 L.AP neg 1664 DIBDIB
14 F4z G.CSs. neg 166A DIB/DI B
15 F47 C.RN. neg 166A DIB/DI B
16 F48 L.L.S. neg 166A DIBDIB
17 FA9 J.AB. neg 166A DIBMDIB
18 F50 EAP. neg 166A PIB/MDIB
19 F54 JMT. neg 166A DIB/DI B
20 F59 V.ALF. neg 166A DIB/DIB
21 5A D.C. neg 166A DIB/DI B
22 9A S.APF neg 166A DIB/DI B
23 10A SM.J neg 166A DIB/DIB
24 14A S.8.E. neg 166A DIB/DIB
25 16A M.F.F.8. neg 166A DIB/DIB
26 17A LMS. neg 166A DIBMDIB
27 18A F.S.A. neg 166A DIBDIB
28 19A AAN, neg 166A/G DIBDIB
29 21A T.DS. neg 166A DIB/DIB
30 22A JE.C. neg 166A/G DIBDIB
31 24A DAL neg 166A DIBMDIB
32 25A M.C.A. neg 166A PIB/DIB
33 26A ZB.S.S, neg 166A DIB/DI B
34 27A M.S.AG. neg 166G DIB/DI B
35 29A M.C.CB. neg 166A DIBDIB
36 30A M.F.D. neg 166A DIB/DIB
37 31A MIR neg 166A DIBDIB
38 32A C.BS. neg 166A DIB/DIB
39 33A C.5.P. neg 166A DIB/DI B
40 35A R.CL. neg 166A/G DIB/DIB
41 36A M.LS.A. neg 166A DIB/DIB
42 37A RS, neg 166A DIB/DIB
43 38A EJS. neg 166A/G DIBDIB
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Tabela 12: Resultados da fenotipagem Di* e da genotipagem Diego/Memphis nas amostras de
sangue ¢ DNA de descendentes de africanos(cont.)

Ne Identificacio Iniciais Fendtipo DI Gendtipo Memphis Gendtipe Diego
44 40A ES.A neg 166A DIBDI B
45 41A DA neg 160A DIB/DIB
46 424 M.L.S. neg 166A DIBDIB
47 43A neg 166A DIB/MDI B
48 44A IRP. neg 166A DIBDIB
45 454 1C.C neg 166A DIB/DI B
50 47A ERG. neg 166A DIBDIB
51 S0A MHV.S. neg 166A DIB/DIB
52 31A M.L.S. neg 166A DIB/DI B
53 52A RR.V. neg 166A DIB/DIB
54 53A FJLP neg 166A DIBDIB
55 54A IM.S. neg 166A DIBDIB
56 564 AML.O. neg 166G DIBDIB
57 37A AVS. neg 166A/G DIB/DI B
58 S58A R.R.5. neg 166A/G DIBDLB
59 59A JP.A. neg 166A DIBDIB
60 61A JPS. neg 166A BIBDIB
61 65A M.AO. neg 166A DIB/DIB
62 67A M.C.G. neg 166A DIBDIB
63 68A MN.L neg 166A DIBDIB
64 69A S.M.B.C. neg 166A/G DIB/DI B
63 T3A R.S.IL. neg 166A DIBDIB
66 T5A M.AM. neg 166A/G DIB/DIB
67 T6A AMJA. neg 166A DIBDIB
68 TIA RC.C. neg 166A DIB/DIB
69 78A 18.1 neg 166A DIB/DIB
70 79A M.S.C. neg 166A DIB/DI B
71 S0A M.IS. neg 166A DIBDIB
72 81A CBS. neg 166A DIB/DIB
73 83A D.s. neg 166A DIB/DI B
74 84A M.S. neg 166A/G DIBMDI B
75 86A E.BM. neg 166A/G DI B/DI B
76 88A AAA neg 166A DIB/DI B
77 80A CLS. neg 166A DIB/II B
78 90A VL.S.0. pos 166A/G DIA/DIB
79 92A G.N.B.S. neg 166A DIBDIB
80 93A MAM. neg 166A DIB/DIB
81 G5A M.IN.M. neg 166A. DIB/DIB
82 96A F.S.B. neg 166A DIBDIB
83 99A JFS. neg 166A DIBDIB
84 126A V.AMN. neg 166A DIB/DIB
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Tabela 13: Resultados da fenotipagem Di® e da genotipagem Diego/Memphis nas amostras de

sangue ¢ DNA de descendentes de japoneses

nNe Identificacio Eniciais Fenétipo Di’ Gendtipo Memphis Gendtipo Diego
i 1y ME.UF. neg 166A DIBMDIB
2 23 MY, neg 166A DIB/DIB
3 31 M.L neg 166A4/G DIBMDIB
4 43 ETO. neg 166A DIBDIE
5 57 AL neg 166A DIBDIB
6 61 M.8. neg 166A DIBDIB
7 73 R.S. neg 166A DIB/DIB
8 81 NIK.C. neg 166A DIB/DIB
9 o1 KN neg 166A DIB/DIB
10 10k LM neg 166A/G DIB/DIB
11 113 EL neg 166A DIB/DIB
12 123 LLT. neg 166A DIB/DIB
13 i35 LHHE pos 166A/G DIA/DLB
14 143 RST. neg 166A DIB/DIB
i5 157 M.M.EH. neg 166A DIB/DIB
16 163 M.M.H. neg 166A DIB/DIB
17 173 G.Y.T. neg 166A DIBDIB
18 18] N.CY. neg 166A DIB/DIB
19 19] RTE. neg 166A DIBDIB
20 203 AMOK. neg 166A DIiB/DIB
21 213 L.N. neg 166A/G DIBDIB
22 22} N.H neg 166A DIBDIB
23 235 E.TK.L pos 166A/G DIA/MDIB
24 243 T.O. neg 166A DIBDIB
25 25) E.AA. neg 166A DIB/DIB
26 26} G.Q.L neg 166A DIB/DIB
27 273 SAH neg 166A/G DIB/DIB
28 28] N.S. neg 166A DIB/DIB
29 297 K.T. neg 166A DIB/DIR
30 307 FN. neg 166A DIB/DIB
31 313 N.S.K. neg 166A DIB/DIB
32 323 RM. neg 166A DIB/DIB
33 33J CSL neg 166A DIB/INB
34 343 CK. neg 166A DI B/DI B
35 35) S.S.N. neg 166A/G DIBDIB
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Tabela 13: Resultados da fenotipagem Di® e da genotipagem Diego/Memphis nas mostras de

sangue ¢ DNA de descendentes de japoneses (cont.)

Ne Identificacio Iniciais Fendtipo Di° {zendtipo Memphis zenotipo Diego
36 363 T.K. neg 166A DIBDILB
37 373 T.L neg 166A DIB/DILB
38 385 E.M.M. neg 166A DIBDIB
39 393 FK. neg 166A/G DIBDLB
40 40J K.S.T. pos 166A/G DIADIB
41 413 M.M.S. neg 166A DIB/DI B
42 423 O.M. pos 166A/G DIADIB
43 433 FK. neg 166A/G DIB/DI B
44 443 C.T. pos 166A/G DIADIE
45 453 LS neg 166A/G DIB/DIB
46 463 EM. neg 166A/G DIBDIB
47 473 CY. M. neg 166A/G DIBDIB
48 48J MY, neg 166A DIBDIB
49 49] M.C.Y. neg 166A/G DIBDIB
50 503 LY. neg 166A DIBDIB
51 51% M.HS. pos 166G DIA/DIE
52 523 M.H. neg 166A DIB/DIB
53 533 E.AM. neg 166A/G DIB/DIB
54 543 G.M. neg 166A/G DIB/DIB
55 553 D.Y. neg 166A DIB/DIB
56 56J DHS. pos 166A/G DIADIB
57 573 JAS. pos 166A/G DIADIB
58 58] L.N. neg 166A DIB/DIB
39 593 M.HM. neg 166G DIBDIB
60 603 JTH neg 166A DIBDIB
61 61J L.N.S. neg 166A DIB/DIB
62 623 W.O.K neg 166A/G DIBDIB
63 637 C.TM. neg 166A DIB/DIB
64 641 FME. neg 166A DIB/DIB
63 63J JT.M neg 166A DIB/DIB
66 66] V.MA neg 166A DIB/DIB
67 &7} M.T. neg 166A DIBDIB
68 68J OM.L neg 166A DIB/DIB
69 69 ML.N. neg 166A DIBMDIB
70 703 T.T.8. neg 166A DIB/DIB
71 713 R pos 166G DIA/DIA
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Tabela 14: Resultados da fenotipagem Di® e da genotipagem Diego/Memphis nas amostras de
sangue ¢ DNA de indios Parakanis

Ne Identificacio Fendtipo DI Gepdtipo Memphis Genétipo Diepo
1 IPR 1 Pos 166A/G DIADIB
2 IPR2 neg 166A DIB/DIB
3 PR3 neg 166A DIB/DIB
4 PR 4 oS 166A/G DIADI A
5 IPRS poOs 166A/G DIADIB
& IPR 6 neg 166A DIB/DIB
7 IPR7 pos 166A/G DIADIEB
8 IPR 10 pos 166A/G DIA/DIB
9 IPR 12 pos 166G DI A/DI A
10 IPR 13 pos 166A/G DIA/DIE
11 PR 14 neg 166A DIBMDIB
12 PR 16 pos I66A/G DIiADIB
13 PrR17 pos 166G DIADIA
4 IPR 18 neg 166A DIB/DIB
i3 PR 1S neg 166A DIB/DIB
16 PR 21 neg 166A DIB/DIB
17 IPR 23 pos 166A/G DI ADIB
18 JPR24 pos 166G DIADIA
19 IPR 25 neg 166A DIB/DIB
20 TPR 26 neg 166A DIB/DIB
21 IPR 28 neg 166A DIBDIB
2 IPR 29 pos 166G DI A/DI A
23 PR 30 pos 166A/G DIADIB
24 IPR 31 pos 166A/G DIA/DIB
25 IPR 32 neg 166A DIBDIB
26 IPR 33 pos 166G DIA/MDIA
27 IPR 34 neg 166A DIB/DIB
28 IPR 35 pos 166A/G DI A/DI B
29 IPR 36 pos 166A/G DIA/DIB
30 IPR 37 pos 166A/G DIADIB
31 IPR 38 pos 166A/G DIA/DIB
32 IPR 39 pos 166G DI A/DI A
33 PR 40 neg 166A DIBMDIB
34 IPR 41 neg 166A DIBMDIB
35 IPR 43 pos 166A/G DI A/DI B
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Tabela 14: Resultados da fenotipagem Di* e da genotipagem Diego/Memphis nas amostras
de sangue e DNA de indios Parakanis (cont.)

Ne Identificacio Fendtipo Df" Gendtipc Memphis Gendtipo Diego
36 IPR 44 pos 166G DIA/DIA
37 PR 45 pos 166A/G DIADIA
38 iPR 46 pos 166G DIADIA
39 PR 48 pos 166G DIAMDE A
40 IPR 49 pos 166G DIADI A
41 IPR 51 pos 166G DIAMDIA
42 PR 52 neg 166A DIB/DIB
43 IPR 53 pos 166G DIA/MDIA
44 IPR 54 pos 166G DIA/DIA
435 IPR 55 pos 166A/G DIA/MDIB
46 IPR 56 pos 166G PIA/DI A
47 IPR 57 pos 166A/G DIADIR
48 IPR 58 pos 166G DIADI A
49 PR 59 pos 166A/G DIADIB
50 IPR 60 pos 166A/G DIADIB
31 IPR 61 pos 166A/G DIA/DIB
52 IPR 62 pos 166A/G DIADIB
53 PR 63 pos 166G DIA/DIA
54 IPR 64 pos 166A/G DIA/DIB
55 IPR 65 pos 166G DI A/DI A
56 IPR 66 pos 166A/G DIA/DIB
57 IPR 67 pos 166G DIAMIA
58 IPR 68 pos 166A/G DI A/DI B
59 IPR 69 neg 166A DIB/DI B
60 IPR 70 pos 166A/G DIAMDIB
61 IPR 71 pos 166G DI A/DI A
62 IPR72 pos 166G DIAMDIA
63 IPR 73 pos 166G DIADIA
64 IPR 75 neg 166A DI B/DI B
65 PR 77 pos 166A/G DIAMDIA
66 PR 78 pos 166G DIADIA
67 IPR. 79 pos 166A/G DIADIA
68 IPR 81 pos 166G DIA/MI A
69 IPR 85 pos 166A/G DIA/DIB
70 IPR 87 pos 166A/G DIADIB
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Tabela 15: Intervalo de confianga para diferenca das proporgdes —alelo DI 4

Comparaciio DI A pl p2 ni n2 fim-inf Dif Lim z alfa  alfa/2
(pi-p2)  sup

doadores x africanos 0,016 0,006 93 85 -0,020 0,010 0,040 1,96 5%  §,025

0,016 0,006 93 85 -03,030 0,010 0,050 2,575 1% 0,005

doadores x japoneses 0,016 0,070 93 71 0,119 -0,034 0,011 1,986 5% 0,023

0,016 0070 93 71 -(,139  -0,054

africanos x japoneses 0,006 0,070 85 71 -0,126 0,064
0,006 G070 85 71
-
2

Tabela 16: Intervalo de confianga para diferenga das proporgSes —alelo DI 8

Comparagde DI B pl p2 ul 94 Ldm Dt Lim Z alfa alfa/2
inf  (pl-p2) smp

33 -0,040  -0,010 0,020 1,96 5% 0,025

85 -0,050 0,010 0030 2,575 1% 0,005

71 -0.010 0,055 120 1,96 0,025

71 -0,030 0,085 0,140 2,573

71

doadores x africanos 0,984 0,954
0,984 0,994
doadores x japoneses 0,984 0,929
0,984 0,929

0,065 0,127 1.96
-0,016 0,065

africano X japoneses 0,994 0,929
0,994 0,929
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Tabela 17: Intervalo de confianga para diferenga das proporgdes —alelo 166A

Comparagfio 166A pl p2 ni mp2 Lim Dif Lim z alfa aifa’2
inf (pl-p2) sup
doadores x africanos 0,957 0,910 93 B84 0,027 0,047 0,121 3% 2,5%

1%  0,5%

0,857 08,916 93 84 -0,050 0,047 0,144

0,210

0,810
-0,044

5% 2.5%
% 0,5%

africanos X japoneses

Tabela 18: Intervalo de confianca para diferenga das proporgdes —alelo 166G

Comparagiio 166AG pi p2 nl n2 Lim Dif Lim Z alfa alfa/
inf (pi-p2) Sup

-0,120  -0,046 0,022 196 3% 2,5%

-0,143 0,046 0,051 2,575

doadores x africanos 0,043 0,089

-0,101 0,009 5% 2,5%
-0,101 0,043 2,575 1% 0,5%

6,089
0,089
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