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Estudios moleculares del Sistema Rh

Genética del Sistema Rh

El Sistema Rh es el grupo sanguineo mas complejo
y polimorfico de la membrana del glébulo rojo. Esta
compuesto por mas de 50 antigenos definidos por
métodos serolégicos siendo los mas importantes los
epitopes D, C, ¢, E y e. La presencia o ausencia del
antigeno D en la membrana eritrocitaria define a un in-
dividuo como D positivo o D negativo. El Sistema Rh
presenta un gran interés clinico en Obstetricia y Medi-
cina Transfusional debido a la participaciéon de sus
_aloanticuerpos en la destruccién inmune de los glébu-
los rojos. Los antigenos de este Sistema son altamen-
te inmunogénicos y juegan un papel central en la
patogénesis de la Enfermedad Hemolitica Fetoneonatal,
en algunas Anemias Hemoliticas Autoinmunes y en re-
acciones hemoliticas transfusionales’.
En 1991, Colin? estableci6 las bases genéticas aso-
ciadas a los fenotipos D positivo y D negativo (Figura
1). En resiimen:

e Fl locus AH estd compuesto por dos genes
homdlogos denominados RHD y RHCE.

e Losindividuos caucasicos D positivo poseen uno
o dos genes ARHD por célula, mientras que el fenotipo
D negativo resulta de la ausencia del gen RHD, siendo
las personas D negativo homocigotas para la delecién
del gen RHD (Figura 2).

e Elgen RHD codifica la proteina RhD que expresa
los epitopes del antigeno D.

e El gen RHCE posee cuatro formas alélicas mas
comunes: RHCe, RHce, RHcE y RHCE las cuales deter-
minan la expresion combinada de los antigenos Ce, ce,
cE y CE en la proteina RhCE.

Dr. Cotorruelo, Carlos*

e Existen mas de 300 variantes alélicas para el locus
RH.

El locus AH se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 1 entre las posiciones 1p34.3y 1p36.1. Los
genes AH se encuentran dispuestos en tandem, sepa-
rados por aproximadamente 30000 pb y enfrentados
por sus extremos 3'. Constituyen una unidad génica y
se heredan como haplotipos con frecuencias que va-
rian en los distintos grupos étnicos. Ambos genes es-
tan compuestos por 10 exones cada uno y presentan
una homologia superior al 90% en las secuencias
nucleotidicas codificantes indicando que surgieron de
la duplicacion de un gen ancestral comun®458, La ele-
vada homologia junto con la disposicién fisica que tie-
nen estos genes en el cromosoma 1 contribuyen a la
gran variabilidad alélica observada en este Sistema. El
espacio intergénico estd ocupado por el gen SMPT y
una caja Rhesus.

El gen RHD esta flanqueado por secuencias de
ADN altamente homdlogas denominadas cajas
Rhesus que contienen una region de identidad de
1463 pb completamente iguales. La delecion del gen
RHD responsable del fenotipo D negativo es el resul-
tado del entrecruzamiento desigual entre las regio-
nes de identidad 5" y 3" con la formacién de una caja
Rhesus hibrida. El anéalisis de cajas Rhesus hibridas
es Util para determinar la cigocidad del gen RHD. La
presencia de una copia es predictiva de la
hemicigocidad del gen RHD’ (Figura 2).

En nuestro Laboratorio determinamos la
cigosidad AHD mediante una estrategia de PCR-
RFLP Este estudio se realiza en parejas de muje-
res aloinmunizadas y permite brindar un asesora-
miento genético con respecto a la probabilidad de
tener un hijo D negativo.
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Figura 1. Organizacién genética del locus RH y producto de sus genes. Los dos genes RH tienen orientacién opuesta y estan enfrentados
por sus extremos 3'. El gen RHD esta flanqueado por las Cajas Rhesus. Las proteinas RhD y RhCE, producto de los genes RHD y RHCE
respectivamente, presentan un 92% de homologia y atraviesan la membrana eritrocitaria 12 veces formando 6 dominios extracelulares
donde se expresan los diferentes antigenos Rh. Los aminoacidos que difieren entre las proteinas RhD y RhCE se muestran en circulos
sobre el polipéptido RhD. Los cambios de aminoacidos responsables de la antigenicidad C/c y E/e se indican sobre la proteina RhCE.

Proteinas Rh

Las proteinas Rh (RhD y RhCE) presentan un 92%
de homologia y estdn compuestas por una Gnica cade-
na polipeptidica de 417 residuos de aminoacidos. Este
polipéptido atraviesa la membrana eritrocitaria 12 ve-
ces, formando 6 dominios extracelulares y posee los
extremos amino terminal y carboxilo terminal orienta-
dos hacia el citoplasma®.

La expresion de los antigenos del Sistema Rh en la
membrana eritrocitaria requiere la presencia de una
glicoproteina asociada, denominada RhAG. Las protei-
nas Rh, la glicoproteina RhAG y otras proteinas acce-
sorias (LW, CD47, GPB y Banda 3) se asocian en la
membrana del glébulo rojo formando el complejo Rh.
El ndcleo central de este complejo esta compuesto por
un trimero formado por 2 moléculas RhAG y 1
monémero RhD o RhCE estabilizado por asociaciones
entre los dominios amino terminal y carboxilo terminal.
Las proteinas accesorias se asocian a este tetramero
por uniones no covalentes3®#,

El'antigeno D es un mosaico compuesto por nume-
rosos epitopes diferentes expresados sobre las regio-
nes extracelulares del polipéptido RhD y que depen-
den de la estructura conformacional de esta proteina
en la membrana eritrocitaria. El modelo inicial sugiere
la existencia de 9 epitopes (epD1 a epD9), mientras
que otros autores han propuesto la presencia de 16, 30
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y 37 epitopes. El polimorfismo C/c est4 asociado prin-
cipalmente a la sustitucién del aminoacido Ser por Pro
en la posicién 103 presente en el segundo dominio
extracelular mientras que el polimorfismo E/e est4 aso-
ciado a una sustitucién del aminoacido Pro por Ala en
la posicién 226 en el cuarto dominio extracelular de |a
proteina RhCE3* (Figura 1).

Los antigenos del Sistema Rh pueden presentar al-
teraciones en su expresién dando origen a fenotipos
debiles, parciales o delecionados. Estos fenotipos son
los productos de las variantes alélicas de los genes RH.

Alelos RHD y fenotipos D variante

El gen RHD posee un alelo de alta frecuencia res-
ponsable del fenotipo D positivo y mas de 200 varian-
tes alélicas que dan origen a fenotipos con expresion
alterada del antigeno D (D parcial, D débil y DEL) y a
proteinas RhD que no expresan epitopes D o que no se
integran en la membrana eritrocitaria®'®'". Estas varian-
tes alélicas han surgido por diferentes mecanismos
genéticos: mutacién puntual Gnica, mutaciones pun-
tuales dispersas, recombinacién homéloga, insercién
o delecion (figura 3).

Los glébulos rojos con fenotipo D débil presentan
una expresién cuantitativamente menor del antigeno D
que los eritrocitos D positivo. El fenotipo D parcial se
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Figura 2. Cajas Rhesus y cigosidad RHD. El estudio de la ci

se utiliza un par de oligonucleétidos cebadores que permiten la am
a la caja Rhesus hibrida. Posteriormente, el producto de PCR es di
restriccion presente solo en la caja Rhesus hibrida genera un fragmen

caracteriza por la ausencia de uno o mas epitopes del
antigeno D, asociado, en algunos casos, con una ex-
presion antigénica débil. Estas variantes no reaccionan
con algunos anticuerpos anti-D monoclonales o son
identificadas porque los individuos son Capaces de pro-
ducir aloanticuerpos contra los epitopes que no po-
seen'. Los eritrocitos con fenotipo DEL aparentan ser
D negativo, sin embargo expresan una minima canti-
dad del antigeno D que sélo es detectada por técnicas
especializadas de adsorcién y elusion’. La correcta iden-
tificacion del fenotipo D débil, D parcial y DEL por mé-
todos serolégicos es muy dificil. Por este motivo, a to-
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gosidad RHD se realiza con una estrategia de PCR-RFLP. En |a reaccion de PCR

plificacion de regiones de ADN correspondientes a la caja Rhesus 5’y
gerido con la enzima de restriccion Pstl. La existencia de un sitio de
to de 564 pb que indica la delecion del gen RHD (individuo hemicigota).

dos los fenotipos caracterizados por una expresion dis-
minuida del antigeno D se los agrupa bajo la denomi-
nacion “variante D”. Esta clasificacion seroldgica resul-
ta (til para establecer una conducta transfusional u
obstétrica en pacientes portadores de estos fenotipos
con expresion alterada del antigeno D. Actualmente,
los receptores y embarazadas con fenotipo “D varian-
te” son considerados D negativo para evitar una posi-
ble aloinmunizacién. Por el contrario, en el contexto de
donantes, toda expresion débil del antigeno D debe ser

considerada capaz de inmunizar a pacientes D negati-
VO.
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Figura 3. Mecanismos genéticos que originan las diferentes variantes alélicas del Sistema Rh. En la figura se muestran ejemplos de
algunas variantes alélicas y de los mecanismos genéticos que las originaron. El alelo D débil tipo 1 es responsable de un fenotipo D débil.
El alelo D débil tipo 4.2 es actualmente considerado responsable de un fenotipo D parcial ya que se han reportado casos de inmunizacion
anti-D en pacientes portadores de esta variante alélica. El alelo DV/ tipo IV es frecuente en poblacién espaiiola y origina el fenotipo parcial
DVI. El alelo r’s y el alelo RHDy son ejemplos de alelos RHD nulos responsables del fenotipo D negativo en poblaciones africanas. El alelo
RHD(delEx8) origina una proteina RhD que presenta una minima expresion de epitopes D (fenotipo DEL).

Los estudios de biologia molecular aplicados a las
variantes D han permitido establecer que los alelos del
gen RHD que conducen a los fenotipos D parcial pro-
ducen la sustituciéon de aminoécidos localizados en do-
minios extracelulares de la proteina RhD modificando
uno o varios epitopes antigénicos®. El fenotipo DVI es
el més frecuente de todos los fenotipos D parcial re-
portados, teniendo una incidencia que varia entre
1:2000 y 1:5000 en poblaciones europeas. La mayoria
de los individuos que producen anti-D de importancia
clinica pertenecen a la categoria DVI. Estos
aloanticuerpos pueden provocar una Enfermedad
Hemolitica Fetoneonatal grave e incluso muerte
neonatal. Los eritrocitos con fenotipo DVI no reaccio-
nan generalmente con anticuerpos anti-D policlonales
en pruebas directas debido, probablemente, a la pre-
sencia en estas células de solamente 3 epitopes del
antigeno D. Este patrén de reaccion es caracteristico
del fenotipo D débil. Por otro lado, dependiendo de la
especificidad del anticuerpo monoclonal utilizado para
la tipificacion, algunos fenotipos DVI pueden reaccio-
nar como los eritrocitos D positivo normales. Para una
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correcta identificacion del fenotipo DVI se debe utilizar
2 antisueros distintos, un anti-D que reaccione con
eritrocitos DVI en pruebas directas y un anti-D que no
detecte esta variante pero que reaccione con los glé-
bulos rojos con fenotipo D débil. La identificacion de
este fenotipo en receptores es importante ya que de-
ben recibir sangre D negativo para evitar la formacién
de aloanticuerpos anti-D. Por esta misma razén, las
mujeres embarazadas con fenotipo DVI deben recibir
la profilaxis con inmunoglobulina anti-D' (Figura 4). Es
importante destacar que algunos eritrocitos con
fenotipo D parcial presentan también una disminucion
cuantitativa del antigeno D siendo clasificados como D
débil cuando en realidad pertenecen a variantes cuali-
tativas del antigeno D. Por otro lado, dependiendo del
antisuero utilizado, algunos eritrocitos con fenotipo D
parcial pueden reaccionar como los fenotipos D positi-
vO.

Por el contrario, los alelos que generan el fenotipo
D débil son responsables de sustituciones de
aminoacidos en los dominios intracelulares o
transmembranales de la proteina RhD'?. Estos cambios
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de aminoéacidos modificarian la estructura secundaria
y terciaria del polipéptido RhD o alterarian su integra-
cion a la membrana celular provocando una disminu-
cion en la expresion de todos los epitopes D. Aunque
se observa una reduccién cuantitativa en las reaccio-
nes de hemaglutinacién, no existen diferencias cualita-
tivas en el antigeno D. En la actualidad hay descriptos
mas de 80 variantes alélicas responsables de fenotipos
D débil™. Tanto los alelos D débi/ como los fenotipos
que originan se clasifican en diferentes “tipos” siendo
las variantes D débil tipo 1, tipo 2, tipo 3 y tipo 4 las
mas frecuentes dentro del conjunto de los D débil (Fi-
gura b).

Se ha observado en individuos D negativo, gene-
ralmente pertenecientes a poblaciones no
caucasicas, la presencia de secuencias especificas
del gen RHD en el locus RH. La variante alélica RHD v,
también llamada pseudogen RHD, se caracteriza por
una duplicacién de 37 pb en la regién comprendida
entre el extremo 3' del intrén 3 y el comienzo del
exon 4, un coddn stop en el exén 6y multiples muta-
ciones con cambio de sentido. En algunas poblacio-
nes africanas, esta variante alélica presenta una fre-
cuencia similar a la delecién del gen RHD en los indi-
viduos caucésicos D negativo'®. También se han re-
portado recombinaciones entre los genes RH que
originan formas aberrantes de la proteina RhD que
no expresan epitopes D. El alelo denominado r’s, cuya
estructura molecular se caracteriza por la presencia
de un segmento RHCE especifico en un alelo RHD,
RHD-CE(3-7)-D, es la tercera causa mas frecuente del
fenotipo D negativo en africanos' s (Figura 3).
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Figura 4. Bases moleculares del fenotipo parcial DVI. A nivel molecular, el fenotipo DVI se caracteriza por la presencia de genes hibridos

en los cuales los exones 4-5, 4-5-6, 3-4-5-6 6 3-4-5 del gen RHD fueron reemplazados por los exones homologos del gen RHCE dando
origen a los alelos DV/ Tipo I, DVI Tipo I, DVI Tipo Ill y DVI Tipo IV respectivamente.
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Figura 5. Las variantes D débil tipo 1, tipo 2, tipo 3 y tipo 4 repre-
sentan el 95% dentro del conjunto de los fenotipos D débil. El alelo
D débil tipo 4.2 es actualmente considerado responsable de un
fenotipo D parcial ya que se han reportado casos de inmunizacién
anti-D en pacientes portadores de esta variante alélica.
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Evidencias clinicas

Numerosos estudios clinicos han demostrado que
los pacientes con fenotipo D débil tipo 1, 2, 3y 4.1,
independientemente de la intensidad de la reaccién de
hemaglutinacién observada en la tipificacién RhD, no
desarrollan aloanticuerpos anti-D luego de transfusio-
nes de unidades de glébulos rojos D positivo®'®7. Te-
niendo en cuenta que actualmente, estos pacientes son
considerados D negativo para transfusiones, la carac-
terizacion molecular de las variantes D permite racio-
nalizar el uso de las escasas unidades D negativo y re-
servarlas exclusivamente para los individuos que las
requieren. De la misma manera, las mujeres portado-
ras de estos fenotipos no son susceptibles de
aloinmunizacién ante embarazos de fetos D positivo, y
por esta razén no es necesaria la administracion de la
inmunoglobulina anti-D, evitando, en las gestantes los
posibles efectos secundarios y el alto costo de esta
terapéutica. La genotipificacién RAHD permite un mejor
manejo de la profilaxis anti-D, restringiendo su uso ex-
clusivamente a embarazadas en riesgo de
aloinmunizacién.

Por otro lado se han reportado numerosos casos de
inmunizacién anti-D en pacientes y embarazadas por-
tadores de alelos que originan fenotipos D parcial'®. La
deteccion, a nivel molecular, de estos alelos permite
implementar una correcta terapia transfusional o con-
ducta obstétrica.

Por ultimo, existen algunas controversias sobre la
posibilidad de que un paciente se inmunice cuando es
transfundido con hematies DEL. Se ha reportado que
la capacidad inmunogénica del fenotipo DEL es muy
baja vy, sin duda, inferior a la que poseen los antigenos
E o K, que habitualmente no son contemplados en la
practica transfusional. Sin embargo, en individuos pre-
viamente inmunizados, esta limitada capacidad
inmunogénica es suficiente para desencadenar una res-
puesta secundaria y provocar una reaccion hemolitica
postransfusional®.

Estudio poblacional

Teniendo en cuenta la importancia clinica de las va-
riantes D y los beneficios que obtiene el Banco de San-
gre implementando la caracterizacion molecular de
estas variantes D, en nuestro laboratorio hemos reali-
zado un estudio poblacional para identificar los alelos
RHD responsables de fenotipos con expresion altera-
da del antigeno D que se encuentran en la poblacién
de Rosario. También hemos analizado las bases
genéticas del fenotipo D negativo en nuestra poblacion.

Se analizaron 12672 muestras de sangre periférica
obtenidas por puncion venosa de pacientes que con-
currieron al Hospital Provincial del Centenario (HPC).
Ademas, se estudiaron 5707 muestras provenientes de
un laboratorio privado (LP). Todas las muestras fueron
recolectadas en tubos estériles conteniendo EDTA al
5% como anticoagulante para los estudios serolégicos
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y la obtencién de ADN. Las muestras fueron tomadas
con el consentimiento previo de los pacientes y respe-
tando las normas establecidas en la convencién de
Helsinki, previa aprobacion de los protocolos de traba-
jo por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacio-
nal de Rosario.

En todas las muestras se evalud el fenotipo RhD
mediante técnicas de hemaglutinacién en tubo con un
reactivo anti-D, mezcla de anticuerpos monoclonales
humanizados IgM e IgG pertenecientes a los clones TH-
28 (secretor de IgM) y MS-26 (secretor de IgG). Las
reacciones gque resultaron negativas en medio salino
fueron estudiadas mediante la prueba de la antiglobulina
indirecta.

Se determiné el fenotipo Rh completo en las mues-
tras D negativo y en aquellas que presentaron una ex-
presion débil del antigeno D (fenotipo D variante). Se
utilizaron anticuerpos monoclonales anti-C (clon MS24),
anti-c (clon MS33), anti-E (clon MS260) y anti-e (clones
MS16 + MS21 + MSE63) para la tipificacion de los
antigenos C, c, E y e respectivamente. Los resultados
se muestran en la Tabla 1.

La frecuencia de fenotipos D positivo, D negativo y
D variante difirié significativamente entre ambos gru-
pos (p<0.0001, prueba chi-cuadrado). La incidencia de
individuos D negativo y portadores de fenotipos con
expresion disminuida del antigeno D fue
significativamente menor en el grupo HPC que en el
LP mientras que en el grupo HPC la frecuencia de indi-
viduos D positivo fue significativamente mayor
(p<0.0002, medias comparadas por el test z).

La distribucion de frecuencias encontrada en el gru-
po LP se asemeja a la reportada para poblaciones eu-
ropeas mientras que los valores hallados en el grupo
HPC podrian explicarse por una mayor influencia
amerindia y africana en el acervo genético de este es-
trato poblacional.

Tabla 1. Frecuencias del fenotipo RhD

D positivo
HPC (n=12672) 11974 (94.49%) 45 (0.36%) 653 (5.15%)
LP (n=5707) 5003 (87.66%) 43 (0.75%) 661 (11.58%)

D variante D negativo

v Estudio molecular de las muestras con fenotipo
D variante

Posteriormente, se analizaron por diferentes estra-
tegias moleculares las 88 muestras que presentaron
una expresion disminuida del antigeno D. Los métodos
utilizados y las variantes D halladas se muestran en la
figura 6.

Los estudios moleculares permitieron determinar
que 11 alelos diferentes fueron responsables de la ex-
presién débil del antigeno D (Figura 7). Es importante
destacar que aproximadamente el 45% de las mues-
tras con fenotipo D variante son portadoras de alelos D
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Expresion débil del antigeno D (HPC+LP)

n=88
PCRs D débil
D débil tipo 1 D débil tipo 2 D débil tipo 3 D débil tipo 4.0 D débil tipo 4.2
n=21 n=9 n=8 n=11 n=4
PCR Exdn scanning
DVa DIVa D débil tipo 59
n=1 n=1 n=2
BLOODchip® bV
% n=4
PCR DVII D+
4 n=2
DVII
n=18
* Secuenciacion
DAU-4 DOL Consenso
n=1 n=1 n=7

Figura 6. Estrategia de genotipificacion RHD y alelos hallados.

debil tipo 1, D débil tipo 2 6 D débil tipo 3. Como se
menciono anteriormente, los pacientes portadores de
estas variantes alélicas no desarrollan una respuesta
inmune al antigeno D. Teniendo en cuenta que los pa-
cientes con fenotipos D variante que presentan reac-
ciones seroldgicas débiles con reactivos anti-D son
considerados D negativo para transfusiones o embara-
zos, se estimo la frecuencia de individuos que recibi-
rian innecesariamente unidades D negativo o la
inmunoprofilaxis anti-D. El anélisis de las 1402 mues-
tras estudiadas (1314 D negativo méas 88 con fenotipo
D variante) indica que 1 de cada 37 pacientes que ac-
tualmente son considerados D negativo en la practica
transfusional y obstétrica, podrfan ser tratados como D
positivo. Considerando que cada receptor transfusional
recibe en promedio dos unidades de sangre, la
implementacion de estrategias moleculares que detec-
ten alelos D débil permitiria preservar méas del 5% de
las unidades D negativo. De esta manera, los Bancos
de Sangre podrian utilizar las escasas unidades D ne-
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gativo exclusivamente en los pacientes que presentan
un verdadero riesgo de aloinmunizacién anti-D. Ademas,
las mujeres embarazadas portadoras de estas varian-
tes D débil no necesitardan la profilaxis con
inmunoglobulina anti-D, evitando los efectos secunda-
rios y el alto costo de esta terapéutica.

Los resultados de los estudios realizados mostra-
ron una alta frecuencia de muestras con fenotipo D
variante portadoras de alelos DV// en la poblacién es-
tudiada (25,00%) (Figura 7). Aunque la frecuencia de
aloinmunizacion reportada para pacientes con este
fenotipo D parcial es baja, se recomienda el uso de
unidades D negativo y la administracién de la
inmunoprofilaxis anti-D principalmente en mujeres en
edad fértil. Debido al comportamiento serolégico de
esta variante parcial, que aglutina con una intensi-
dad apenas inferior a la esperada para un fenotipo D
positivo, la caracterizacién molecular es de gran uti-
lidad para un correcto manejo transfusional y obsté-
trico’®.
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Figura 7. Frecuencias de fenotipos D variante.

Los estudios de secuenciacién realizados en las 7
muestras restantes mostraron secuencias analogas al
alelo RHD normal. Teniendo en cuenta que estos indivi-
duos expresaban el antigeno C, se podria atribuir la baja
reactividad del antigeno D hallada en estas muestras a
una exacerbacion del efecto supresor del antigeno C,
como ha sido observado en diversos estudios®.

No se hanidentificado pacientes portadores del alelo
DV/ en las 18379 muestras analizadas durante este es-
tudio. Probablemente, los eventos de hibridacién y mes-
tizaje ocurridos a comienzos del siglo XX, principalmen-
te entre individuos de origen espanol e italiano con la
poblacién local de nuestro pais, condujeron a una dis-
minucién de la incidencia de este fenotipo D parcial en
nuestra poblacidn.

% Estudio molecular de las muestras con fenotipo
D negativo

También se estudiaron mediante diferentes estra-
tegias moleculares 1314 muestras D negativo, 653 pro-
venientes del grupo HPC y 661 del grupo LP (Tabla 1).
La variante RHD y fue hallada exclusivamente en el gru-
po HPC en el 1,17% de las muestras dccee (Figura 8).

Numerosos trabajos realizados principalmente en
poblaciones europeas han demostrado la importancia
de caracterizar las muestras D negativo que expresan
los antigenos C y/o E, ya que aproximadamente el 20%
de las mismas pueden ser portadoras de alelos RHD
aberrantes?'. Estas variantes presentan polimorfismos
gue suprimen la expresion del antigeno D o son res-
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ponsables de la generacion de fenotipos DEL. En este
estudio hemos encontrado que el 17% vy el 14% de las
muestras que expresaban los antigenos C y/o E eran
portadoras de fragmentos RHD especificos en los gru-
pos HPC y LP, respectivamente (Figura 8). Aunque es-
tas frecuencias no difirieron significativamente, en
ambos grupos estudiados se hallaron diferentes alelos.
Se observé que el 15% de estas muestras en el grupo
HPC fueron portadoras de alelos silentes y el 2% pre-
sentaron alelos DEL. En cambio, en el grupo LP el por-
centaje de muestras con alelos nulos fue del 7% e igual
porcentaje se encontré para las portadoras de alelos
DEL.

Los resultados obtenidos demuestran que los mé-
todos inmunohematolégicos clésicos presentan limita-
ciones para la deteccién de las variantes D extremada-
mente débiles, generando una interpretacion errénea
de fenotipos DEL como D negativo. La identificacion
de individuos portadores de alelos DEL en el grupo de
muestras D negativo que expresan los antigenos C y/o
E revela la importancia de implementar el estudio del
fenotipo Rh completo en la investigacion de rutina de
los dadores D negativo y la caracterizacién molecular
de las muestras “D negativo - C y/o E positivo". Esta
estrategia permitira evitar los eventos de inmunizacion
anti-D que generarian las variantes DEL al ser errénea-
mente tipificadas por las técnicas seroldgicas utiliza-
das en los Bancos de Sangre.

El hallazgo de alelos RHD nulos destaca la impor-
tancia de considerar estas variantes en las metodologias
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Figura 8. Caracterizacion molecular de las muestras con fenotipo D negativo.

de genotipificacion RHD, ya que las mismas podrian
conducir a resultados falsos positivos. El desarrollo de
estrategias moleculares en las que se incluya la carac-
terizacion de alelos silentes optimizara el diagndstico
prenatal no invasivo del genotipo AHD, asegurando una
estricta correlacién entre el genotipo y el fenotipo fe-
tal. La correcta genotipificacién RHD prenatal permiti-
ra diagnosticar la Enfermedad Hemolitica Fetoneonatal
y administrar la profilaxis con inmunoglobulina anti-D
exclusivamente a embarazadas cuyos fetos son D po-
sitivos.

Conclusiones

En este trabajo se realizaron estudios serolégicos
del fenotipo Rh a 18379 pacientes provenientes de dos
servicios de salud de nuestra ciudad y se investigaron
las bases genéticas que originan el fenotipo D variante
y D negativo.

La seleccion de muestras provenientes de los dos
servicios de salud permitié establecer que las frecuen-
cias poblacionales de los distintos fenotipos D difieren
incluso dentro de una misma ciudad. Estos hallazgos
demuestran que para realizar una correcta caracteriza-
cion molecular es necesario investigar previamente las
variantes alélicas presentes en la poblacion a estudiar.
Los resultados obtenidos apoyan las teorias que indi-
can que la composicién étnica de nuestro pais, surgida
del aporte inmigratorio europeo en los siglos XIX y XX,
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y de su mestizaje con pueblos originarios y etnias de
origen africano, varia segun la region y los estratos so-
ciales analizados.

El anélisis de las muestras con expresion alterada
del antigeno D permitid la caracterizacion de variantes
D débil y D parcial. La identificacién de un alto porcen-
taje de individuos portadores de alelos D débil tipo 1, D
debil tipo 2 y D débil tipo 3 destaca la importancia de la
implementacion de técnicas de biologia molecular en
los Bancos de Sangre para optimizar el uso de las es-
casas unidades D negativo almacenadas. Ademas, la
genotipificacion RHD en embarazadas contribuira a ra-
cionalizar la inmunoprofilaxis, evitando los efectos se-
cundarios y el alto costo de esta terapéutica.

La deteccion de una elevada incidencia del alelo DV//
en el grupo de muestras con fenotipo D variante, sefa-
la que la identificacion de estas variantes en los servi-
cios de Medicina Transfusional de nuestra poblacién
evitara posibles incompatibilidades Rh.

La identificacién de muestras D negativo portado-
ras de alelos DEL sefala la importancia de investigar
por biologia molecular las muestras que expresan los
antigenos C y/o E para una correcta asignacién del
fenotipo RhD. Esta estrategia evitara la transfusion de
unidades DEL a pacientes con riesgo de
aloinmunizacién.

La presencia de variantes nulas en nuestra pobla-
cién indica que es fundamental considerar estas varian-
tes alélicas en la genotipificacion RHD. La
implementacion de estos estudios moleculares
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optimizara el diagnéstico prenatal no invasivo del
genotipo AHD fetal y la administracién de la
inmunoglobulina anti-D.

La aplicacion de métodos moleculares permite re-
solver las limitaciones de la tipificacion seroldgica. Ade-
maés, la prediccién del fenotipo a partir del genotipo es
mas fiable cuando el antigeno D se expresa débilmen-
te o en forma alterada. La combinacién de las técnicas
serolégicas y moleculares para la determinacién RhD
en dadores y receptores mejorara la eficacia y seguri-
dad de la terapia transfusional. La identificacion de las
variantes alélicas en pacientes que requieren transfu-
siones crénicas para el tratamiento de su patologia de
base, permitird incrementar el nimero de unidades
hemocompatibles en los Bancos de Sangre de la ciu-
dad de Rosario.
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