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RESUMEN. RH1 (Antigeno D) es un antigeno clinicamente
significativo en terapia transfusional. Sus variantes generan errores en
su determinacion y provocan aloinmunizacion del receptor, situacion de
interés en mujeres en edad fértil con potencial de gestacion debido a
las implicaciones en la anemia hemolitica del feto y recién nacido
(AHFRN). Su caracterizacion es esencial para garantizar la seguridad
del receptor, ya que sobre estos resultados y su incertidumbre se toman
decisiones de hemoclasificacion, uso de esquemas transfusionales y
aplicacion de terapias como profilaxis Rh. (Fung et al., 2020; Silvy et al.,
2012).

La genotipificacion del gen RHD aplicada al fenotipaje de pacientes,
donadores, mujeres embarazadas y post parto puede proveer
informacion que mejore la practica transfusional y las politicas de
administracion de otras terapias en portadores ( Sandler et al., 2014;
Stanic et al., 2020). Se presenta un caso clinico cuya determinacion del
antigeno D mediante genotipificacién del gen RhD puede cambiar el
curso de intervenciones posteriores en estas situaciones mencionadas.

PALABRAS CLAVE. Antigeno D, genotipaje, aloinmunizacion,
alelos, variantes, fenotipo

ABSTRACT. RH1 (Antigen D) is a clinically significant antigen in
transfusion therapy. Its variants generate errors in its determination and
cause alloimmunization of the recipient, a situation of interest in women
of childbearing age with childbearing potential due to the implications for
hemolytic anemia in the fetus and newborn. Its characterization is
essential to guarantee the safety of the recipient, since these results and
their uncertainty are used to inform decisions regarding
hemoclassification, use of transfusion regimens, and application of
therapies such as Rh prophylaxis. (Fung et al., 2020; Silvy et al., 2012).
Genotyping of the RHD gene applied to the phenotyping of patients,
donors, pregnant and postpartum women can provide information that
improves transfusion practice and policies for the administration of other
therapies in carriers ( Sandler et al., 2014; Stanic et al., 2020).

A clinical case is presented whose determination of the D antigen
through genotyping of the RhD gene can change the course of
subsequent interventions in these aforementioned situations.
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INTRODUCCION. Los antigenos y fenotipos RH pueden
caracterizarse utilizando serologia, genotipificacion, citometria de flujo,
incluso el modelado tridimensional de la proteina (Fung et al. 2020;
Hult, 2018). Estos métodos de deteccion han estado orientados a
disminuir la incidencia de formaciéon de alo anticuerpos anti-D en
eventos sensibilizantes como transfusiones o embarazo. Las técnicas
seroldgicas sugieren la existencia de variantes en el antigeno D, pero
son incapaces de determinar su asociacion con la formacion de anti-D.
La genotipificacion disponible no identifica todos los genotipos RHD
capaces de formar anti-D, pero si identifican el 95% de los que no tienen
ese riesgo y pueden clasificarse con seguridad como Rh positivos. La
sinergia presentada entre la genotipificacion de grupos sanguineos y las
demas técnicas indica que no todas las variantes del antigeno D deben
ser tomadas como iguales a nivel de receptor.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del caso. Paciente femenina de 17 afios, con diagnostico
de bajo peso e hipercolesterolemia, sin transfusiones previas, que se
presenta al hospital para una cirugia electiva. Se le solicita reservas de
hemocomponentes para lo cual se obtiene una muestra con EDTAy se
envia al Banco de Sangre para realizar pruebas pre transfusionales.

Equipo y reactivos utilizados. Segun los lineamientos de la Caja
Costarricense de Seguro Social la determinacién de antigeno D en
pacientes se realiza inicialmente mediante aglutinacién en columna en
Cassette ABO-Rh / Inverso Quidel Ortho (DVI-), bufferizada. EI material
(pelotas de vidrio) que compone la columna sirve como filtro que detiene
los glébulos rojos aglutinados durante la centrifugacion de este. Los
ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se tiene una reaccion positiva cuando un antigeno eritrocitario
reacciona con el correspondiente anticuerpo, (inmerso en la columna o
presente en la muestra) observandose aglutinacién en la parte superior
o0 a lo largo de la columna (Collodel & Gessoni, 2024).

RESULTADOS. Al obtenerse un resultado < 2+ en el pocillo con
anti-D (Tabla 1) y tomando en cuenta las caracteristicas de la paciente
se procede a su deteccion cualitativa “in vitro™ mediante la prueba de
antiglobulina indirecta en Cassette AGH Anti-lgG con Ortho Sera Anti-D
(IAT) (confirmacién del antigeno D), cuyo resultado es una aglutinacion
de 2+. Se proceso la muestra también con el cassette ABD/ABD que
utiliza una clona distinta, obteniéndose un resultado similar. Frente a
tales resultados la muestra se envia a genotipaje al Versiti Blood
Research Institute en Wisconsin, Estados Unidos de América.

Enero-marzo 2025 Volumen 30, nimero 1



Caso clinico

Tabla 1. Transcripcion de resultados en aglutinacion en columna Cassette ABO-Rh / Inverso Quidel Ortho (DVI-).

Anti-A  Anti-B  Anti-D  Control Células A

Células B

A+

Rastreo
(R.ALI)

Negativo

En el Centro de Referencia la muestra se enfrentd a cuatro antisueros
distintos ( Biotest Seraclone, Immucor GammaClone, Immucor Series 5,
y Ortho Bioclone) aprobados por la Food and Drug Administration,
(FDA). En estos ensayos se presentd reactividad variable luego de
centrifugacion inmediata en tubo con metodologia validada y realizada
en conformidad con los protocolos y recomendaciones del fabricante.

La reactividad variable y débil con estos reactivos levanta la sospecha
de una variante D. En este punto la muestra se procesa utilizando un
kit de deteccion de fluorescencia de punto final en reaccién en cadena
de la polimerasa con cebador especifico unico ( Single Specific
Primer-Polymerase Chain Reaction SSP-PCR), que permite la
amplificacion de una secuencia gendmica parcial mediante el
desplazamiento unidireccional partiendo de regiones conocidas a
regiones desconocidas del cromosoma.

Las especificaciones del fabricante hacen claro énfasis en que el kit
unicamente detecta los alelos D variantes mas frecuentes en la
poblacion ( tipo 1,2,3,4,4.0,4.1,4.2 (DAR),5,11,14,15,17), asi como los
alelos DEL mas comunmente encontrados a nivel mundial, DEL
(M295I),DEL (K409K),DEL (IVS3+1G>A). El ensayo identifica una
variante D débil tipo 1.

El reporte del centro de referencia indica que portadores del fenotipo
débil Tipo 1 pueden considerarse como D positivo, administrando
unidades D positivo y con la recomendacién de no necesitar profilaxis
D. Al momento de la publicacién de este caso, la paciente no ha
requerido transfusion de glébulos rojos empacados, sin embargo, sera
considerada como RhD positivo tanto a nivel transfusional como en
profilaxis, segun recomendacion.

Debido a este contexto surge algunas interrogantes. Primero, la
posibilidad de tratarla como RhD negativo tal y como esta establecido.
Segundo, el hecho de que todas las variantes del antigeno D deban
identificarse y tratarse por igual a nivel transfusional.
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Los cambios de aminoacidos en fenotipos D parciales se localizan en
los bucles extracelulares. Se muestra la mutacion DNB (G355S) circulo
naranja, frecuentemente encontrada en Europa. En cuanto al fenotipo
Del la linea irregular celeste muestra la pérdida de la region 3,
encontrada mutaciones asiaticas, y la mutacion M295| hallada en
poblaciéon europea, se muestra en el noveno bloque transmembrana
representada como un circulo rojo (Fung et al. 2020; Sandler et al.,
2017).

Superficie del glébulo rojo

transmembrana

Espacio Intracelular

Figura 1. Representacion de la ubicacion de los cambios de aminoéacidos en las proteinas RhD en la membrana eritrocitaria. Adaptado de
Sandler et al., (2017), Serological weak D phenotypes: a review and guidance for interpreting the RhD blood type using the RHD genotype.

Al determinar el antigeno D, su cigosidad no puede dilucidarse
serolégicamente, porque no se observa diferencia  mediante
aglutinacién, ademas su expresion se ve afectada por la presencia del
antigeno C (efecto Cepellini) donde fenotipos R1r' poseen menos
antigeno D que las células R2 r”. El genotipaje de RhD determina las
caracteristicas moleculares de los alelos RHD responsables de las
variantes con el objetivo de implementar estrategias transfusionales
aplicables individualmente a receptores y portadores (Collodel &
Gessoni, Floch et al., 2024 2024;Toly-Ndour et al., 2020). Metodologias
como la citometria de flujo permiten cuantificar sitios antigénicos. En
Austria se utilizé para revelar que variantes como el RHD (G336R) y el
RHD(F410V) expresan menos de 50 antigenos por membrana
(Hutchison et al., 2023).

Relevancia en la diferenciacion entre donadores y receptores

En 1946 se descubre el primer fenotipo D débil (Du), y en 1958 los
AABB Standards requerian una confirmacion para D débil en donadores
clasificados primeramente como D negativo mediante aglutinacion
directa con reactivo anti-D; no asi, cuando de receptores se trataba
(Fung et al. 2020).
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En 1981 el American College of Obstetricians and Gynecologists
recomendaba que: “cuando una mujer RhD negativo, Du positivo o Du
negativo y que no ha sido inmunizada contra el antigeno D, da a luz un
producto RhD o Du positivo, esta debe ser candidata para
inmunoglobulina anti-D”. Con la primer directriz se intentaba proteger a
receptores D negativo de la exposicion a donadores D variantes que
resulten en alo inmunizacion contra ese antigeno, en tanto la segunda
protegia a receptores D variantes de unidades provenientes de
donadores D positivos, por la misma razén (Sandler et al., 2014, 2017).

Se alentaba clasificar a mujeres en edad fértil y pacientes con fenotipo
D variantes como Rh negativo para aminorar la potencial exposicién a
células D positivas, y haciéndolas candidatas para inmunoprofilaxis
para disminuir la incidencia y complicaciones de la AHFRN dada por
aloanticuerpos con especificidad anti D. Se implementé entonces este
tamizaje en gestantes, mujeres en edad fértil y neonatos D negativos
hijos de madres D negativas que no han recibido esta profilaxis;
consecuentemente aumento el consumo de unidades RhD negativo en
conformidad con la normativa de transfundirlas a personas con
fenotipos que incluyen alguna variante D (Christiansen et al., 2008;
Kahwash et al., 2004; Prasad et al., 2006; Sandler et al., 2012, 2014).

En 1999 el College of American Pathologists (CAP) evalu6 politicas y
practicas para tamizaje de D variante y administracion de
inmunoglobulina Rh; y encontraron variabilidad significativa entre los
encuestados que causaban un incremento de reportes de casos de
personas D positivas con formacion de alo anti-D (Sandler et al., 2014).

APLICACIONES DE LA GENQTIPIFICACI()N DEL GEN
RhD EN INMUNOHEMATOLOGIA'Y BANCO DE SANGRE

Genotipificacion y esquemas transfusionales

El potencial de inmunizacién resulta de la extranjeria del antigeno
(diferencia entre la composiciéon antigénica foranea vs propia); como
sucede en la exposicién al antigeno D completo o variante en
receptores D negativos; y en la exposiciéon a epitopos del antigeno D
completo en receptores portadores de variantes carentes de estos. Se
empez6 a identificar genotipos RHD especificos que formaron o no
anti-D post exposicion al antigeno convencional. Mediante modelos
tridimensionales encontraron que la posibilidad de inmunizacién
dependia de la localizacion extracelular de las sustituciones de
aminoacidos en la membrana eritrocitaria. (Floch et al., 2021; Fung et al.
2020).

Mutaciones que afectan los residuos del bucle extracelular estan
asociadas a la formaciéon de alo anti-D en portadores expuestos al
antigeno D convencional. En tanto que mutaciones que afectan los
dominios transmembrana o intracelulares, no tienen impacto importante
en aloinmunizacion (Floch et al., 2021; Raud et al., 2017, 2019;
Srivastava et al., 2016).
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Los portadores sensibilizados poseen mutaciones en un bucle exterior
del antigeno, tales como el D parcial DVI, los D débiles 4.2 (DAR), 7, 11,
15, y 21. Evidencia sugiere que los D débiles tipo 1,2,3, 4.0/4 y 4.1
pueden ser considerados de manera segura como RhD positivos al
poseer una cantidad adecuada de antigenos D intactos y mutaciones en
los dominios transmembrana o intracelulares (Fung et al. 2020; Jeong et
al., 2021; Sandler et al., 2015 ;Sandler & Queenan, 2017).

Genotipificacion y esquemas de profilaxis con inmunoglobulina anti D.

La prevalencia portadores de un D débil varia entre el 0,2% y el 1%,
donde un 95% posee un alelo RHD no asociado con la formacién de
alo anti-D. Esto implica que el 95% de las mujeres portadoras de un
fenotipo D débil no corren riesgo de desarrollar anti-D. Sin embargo,
segun el CAP estas mujeres continlan siendo tratadas como Rh
negativas a nivel gestacional y transfusional. Como resultado, reciben
una inyeccion prenatal rutinaria de inmunoglobulina Rh en caso de
embarazo (26 y 28 semanas de gestacion) y una segunda dosis al
nacimiento de un producto RhD positivo, ademas de transfusiones de
glébulos rojos D negativos. Profilaxis aplicable a todas las mujeres con
resultado seroldgico D negativo, independientemente del RhD del feto
(Flegel, 2011; F. F. Wagner et al., 2000; Jeong et al., 2021; Sandler et al.,
2015, 2017; Sandler & Queenan, 2017).

Actualmente el ADN fetal libre de células (cffDNA) circulante en plasma
de gestantes trajo consigo el diagnéstico prenatal no invasivo de RhD
fetal; al punto de poner fin a la tipificacion RhD en sangre de cordén y
con el beneficio de administrar profilaxis postnatal segun el resultado
del genotipado del RHD fetal (Nufiez-Ahumada et al., 2023; Sgrensen et
al., 2018; Stensrud et al., 2023).

La sinergia entre ambos métodos se estudi6 en Chile y en Chipre
comparando la genotipificacion del gen RHD en plasma materno con la
determinacién en cordon (utilizando como control el gen SRY). Hallaron
alta exactitud en la prediccion al comparar resultados (ADN/cordén),
también permiti6 realizar estudios de cigosidad para el antigeno D, y
mejorar el manejo de gestantes D negativas (Papasavva et al., 2016;
Picchiassi et al., 2015).

DISCUSION. La reactividad serolégica conocida en nuestro medio
es inconsistente entre las variantes RhD. Variantes con densidad
antigénica muy baja o normal pueden no detectarse en donadores
mediante criterio de aglutinacién directa débil e identificarse solo
después de generar un alo anti-D en receptores (Jeong et al., 2021;
Sandler et al., 2014; Silvy et al., 2012).

Enero-marzo 2025 Volumen 30, namero 1



Caso clinico

A nivel transfusional cerca del 95% de los portadores D débil no
requieren globulos rojos Rh negativos al ser transfundidos. En tanto la
caracteristica de carecer de algunos epitopos por parte de los D
parciales los hace propensos al desarrollo de un alo- anti D post
exposicion (Flegel, 2011; F. F. Wagner et al., 2000; Jeong et al., 2021;
Polin et al., 2024; Sandler et al., 2014, 2015, 2017; Sandler & Queenan,
2017).

En portadores D débiles 1, 2, 3 y 4.0/4.1 no se han notificado casos de
aloinmunizacién anti-D, y se consideran como D positivos, permitiendo
recibir una transfusion segura de glébulos rojos D positivos. Las
gestantes con estas variantes no necesitan recibir inmunoprofilaxis
anti-D. Sin embargo, los tipos D débiles 4.2, 11 y 15 si producen alo
anti-D luego de exposicion a globulos rojos D positivo (Flegel, 2006;
Flegel et al., 2020; Jeong et al., 2021; Pham et al., 2011; Sandler et al.,
2015, 2017; Toly-Ndour et al., 2020; Yin and Flegel 2021).

Un ensayo realizado en Argentina con 18379 pacientes concluy6 que la
transfusion de glébulos rojos D positivos a portadores del fenotipo D
débiles tipo 1, 2 y 3 podria mejorar el manejo y ahorro de unidades D
negativas (Brajovich etal., 2012). Flegel et al (2020) publicé resultados
semejantes donde el genotipado cambid la politica transfusional con
respecto al RhD en 60 pacientes resultando en la conservacion de 43%
de unidades RhD negativas, asi como en la administracion de RhiIG.

Con respecto a la inmunoprofilaxis, aplicar el genotipado a gestantes
generara criterios actualizados para la administracion de la misma vy el
uso de unidades de glébulos D negativos, disminuyendo tanto la
exposicion antigénica como el uso del material profilactico. El beneficio
obtenido compensara el costo de realizar esta prueba molecular una
vez en la vida ( Flegel, 2006; Izard et al., 2024; Kumpel, 2006;
Nufez-Ahumada et al., 2023; Sgrensen et al., 2018).

Un estudio noruego de comparacién del genotipado RHD fetal con el
tipaje RhD de recién nacidos en muestras de corddn, permitio
suspender la tipificacion rutinaria de RhD en cordon umbilical en todo el
paisy empezar a administrar esta profilaxis en funcion del resultado del
genotipado RHD fetal (Stensrud et al., 2023).

La genotipificacion también permite resolver discrepancias en las
determinaciones, asi estudios realizados en Berna y Zurich con 26243
donantes fenotipados como RhD negativos, identificaron 65 portadores
de alelos RHD. Treinta y uno de ellos fueron redefinidos como RhD
positivos (Gowland et al., 2014).

A nivel de estudios de campo y poblacionales, un estudio realizado en
Brasil para establecer recomendaciones de politicas de transfusion,
reveld que la frecuencia de D parcial supera a los D débiles en
pacientes tipificados serolégicamente como D débil, y que el alo-anti-D
se encontraba en un 16.4% de los casos con resultado de D parcial
(Miranda et al., 2021).
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En donadores de sangre chinos se utilizd amplificacion de sonda
dependiente de ligacion multiple ( RH-MLPA ) junto al panel D-Screen
para determinar el genotipo y la cigosidad en la poblacién, encontrando
que RHD*06.03, es la variante mas comun en el Sur de China seguida
del alelo RHD*01W.150 (Ji et al., 2017; Thongbut et al., 2020).

En la region de Han en China se llevd a cabo un ensayo con 317
donadores donde encontraron 11 variaciones de un solo nucledtido en
el exon 1 del gen RHCE, que no afectaban significativamente la
expresion del gen (Shao et al., 2023).

Recomendaciones

Tanto el Tropical Medicine Research Center (TMRC) Network, como el
AABB-CAP Working Group recomiendan la migracién de la practica
seroldgica al genotipado RHD en pacientes con fenotipo D serologico
débil, debido a que los portadores de cualquiera de los tres alelos mas
prevalentes en caucasicos (RHD*01W.1, RHD*01W.2 y RHD*01W.3)
pueden gestionarse de forma segura como D positivo. Recientemente
se anadié pacientes RHD*09.03.01 ( D débil tipo 4.0) y RHD*09.04 (D
débil tipo 4.1) a esta lista (Fichou et al., 2016; Sandler et al.,2014,
2015; Stensrud et al., 2023).

Frente a la posibilidad de aloinmunizaciéon anti-D se propone realizar
genotipificacion para RHD en los siguientes casos: (Collodel & Gessoni,
2024; Fung et al. 2020; Sandler et al., 2015).

» Reaccion seroldgica con anti-D directa débil (nula o débil <2+)
en la prueba inicial, que aumenta moderada o fuertemente en fase de
antiglobulina.

*  Muestras D negativas con resultado positivo en prueba de
antiglobulina directa (PAD).

*  Muestras con reactividad discordante en microtubo anti-DVI-
/ anti-DVI+

» Discrepancias histéricas entre métodos y reactivos

»  Personas con resultado D positivo, pero formacion de anti-D

Ante una discrepancia Rh(D), se recomienda una serie de pasos
iniciando con el conocimiento de a quien se le esta realizando la
determinacion : ( Clapsos, R.,2017).

a) Donadores

b) Posibles receptores

¢) Mujeres embarazadas sin profilaxis
d) Neonatos nacidos de estas mujeres

Proceder entonces de la siguiente forma:

*  Repetir la tipificacion con los reactivos originales.

»  Tomar en cuenta efecto Cepellini (Fichou et al., 2016; Izard
etal., 2024).

. Si se confirman los resultados, realizar pruebas con otros
reactivos.
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+ Evaluar caracteristicas de reactivos y métodos utilizados,
lineas celulares, reactividad con variantes.

« Determinar si existe informacion en el instructivo del reactivo
explicando la discrepancia.

. Siempre verificar que en la literatura se hayan reportado
casos similares.

«  Consultar al fabricante.

. Referir a genatipificacion ( Clapsos, R.,2017).

En la figura 2 se propone que, si se obtiene un primer resultado “RhD
negativo”, el portador debe ser tratado como RhD negativo; caso
contrario al obtener un resultado “RhD positivo”, el portador debe
tratarse como RhD positivo. En tanto con un resultado “fenotipo D
serolégico variante”, se reprocesa la muestra o se remite para
genoatipificacion RHD a un laboratorio de referencia ( Clapsos, R.,2017;
Sandler et al., 2014, 2017).

Resultado determinacidn de Antigeno D por métodos manuales o automatizados

h 4 h 4

a. Fuerzadereaccién
menor al esperado

b. Resultadodiscrepante
con historial

c. Resultadoinconcluso

Negativo

* Considerar como RHD

negativo para transfusion Genotipificacion gen RHD
* Candidato paralgRh

h 4

* Positivo
* Concordanciacon
historial disponible

v

* Considerar como RHD
positivo paratransfusion

*  Noescandidatopara
IgRh

No se detectavariantetipo 1,203

a. Posibleriesgo de formar alo
anti-D

b. Transfundir unidadesRHD
negativo

c. Candidato paralgRh

Figura 2. Diagrama de flujo propuesto en caso de obtener un “fenotipo D serologico débil. Adaptado de Sandler et al., (2015).
phase in RHD genotyping for patients with a serologic weak D phenotype. Transfusion, 55, 680-689

Varios autores mencionan la realizacion de una prueba de antiglobulina
humana directa, cuando la confirmacién del antigeno D en fase de
antigloblina resulta positiva. AABB y varios autores avalan su
implementacién como control de interferencia estérica en muestras
negativas y para excluir interferencias y autoanticuerpos en muestras
positivas. Sin embargo, esta prueba no sustituye el control de
aglutinacion. Esta practica se menciona en el estudio The
“Serenissima” Experience, donde se realizd para evaluar presencia de
autoanticuerpos interferentes.
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Debido a que la distribucion ciertos genotipos RHD varia  segun
etnicidad y region geografica, las migraciones hacen que el fenotipo
DEL sea de interés mundial debido a informes de aloinmunizacion al
transfundir glébulos rojos DEL como Rh negativos o en embarazo.
(Flegel, 2011; Orzinska et al., 2013; Sandler et al., 2014; T. Wagner et
al., 2005; Yasuda et al., 2005).

La determinacién seroldgica continuara siendo el estandar de oro
debido a su bajo costo y rapidez de resolucién: sin embargo la adicién
del genotipado RHD actuaria sinérgicamente con la serologia con el
objetivo de disminuir la administracion de profilaxis anti-D y mejorar la
transfusion de glébulos rojos Rh negativos en fenotipo D serologicos
débiles, que no deban ser considerados como tales, generando mejoras
en los esquemas transfusionales, administracion de profilaxis e
inventario de unidades D negativo (Gowland et al., 2014; Polin et al.,
2024).

En nuestro medio y debido a las limitaciones serologicas actuales este
caso, se reportaria como D negativo en tanto se comporte como
paciente. Este caso presenta una excepcion debida ya que la paciente
se tratara como D positivo, administrando unidades D positivo y con la
recomendacion de no necesitar profilaxis D en algin momento de su
vida. Al momento de colectar suficiente data, estudios controlados de
aloinmunizacion y costos podrian realizarse, ilustrando el panorama y
dilucidando el ahorro en unidades D negativo y en profilaxis anti D.
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